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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Szpiczak plazmocytowy (MM) rozwija si¢ prawie wytacznie w szpiku kostnym i prowadzi do
znacznej destrukcji kosci przez osteoklasty (OCs), ktérych ilos¢ i aktywnos¢ zwigksza si¢ w miej-
scach nagromadzenia komdrek szpiczakowych. Nasilenie zmian kostnych koreluje ze stopniem na-
cieczenia szpiku przez komorki szpiczakowe i klinicznym zaawansowaniem choroby. Wytwarzany
przez komorki podscieliska szpiku kostnego/osteoblasty RANKL, gléwna czasteczka w regula-
cji prawidlowej osteoklastogenezy, reagujac ze swoim receptorem RANK na prekursorach OCs
stymuluje osteoklastogeneze, podczas gdy OPG wydzielana réwniez przez komoérki podscieli-
ska/osteoblasty, wiazac RANKL zapobiega jego interakcji z RANK i hamuje osteoklastogene-
z¢. Komorki szpiczakowe wzmagaja miejscowo osteoliz¢ przez zwigkszenie ekspresji RANKL
i obnizenie ekspresji OPG w szpiku kostnym, a takze w wyniku degradacji OPG, wiazanej przez
komorki nowotworowe za posrednictwem syndekanu 1. Dodatkowym czynnikiem wpltywajacym
na zaburzenie réwnowagi RANKL/OPG i wzmozenie osteolizy, jest tez prawdopodobnie bezpo-
Srednie wytwarzanie RANKL przez komérki szpiczakowe. Pobudzeniu OCs towarzyszy jedno-
czesne zahamowanie kosciotwdrczej czynnosci osteoblastéw, bedace wynikiem bezposredniej re-
akcji tych komérek z komérkami szpiczakowymi oraz hamujacego wptywu réznych czynnikéw
wydzielanych przez komorki szpiczakowe.

szpiczak plazmocytowy ¢ kos¢ « RANK ¢ RANKL « OPG  komorki szpiczakowe * osteoklasty
* osteoblasty ¢ cytokiny
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Summary

Multiple myeloma (MM) almost exclusively develops in the bone marrow and generates devasta-
ting bone destruction by osteoclasts (OCs) recruited around myeloma cells. The severity of bone
disease correlates with tumor burden. The interaction between RANK, expressed on the surface
of OCs, and RANKL, a key molecule in the regulation of osteoclastogenesis expressed on bone
marrow stromal cells, plays a role in the development and activation of OCs, whereas OPG, a de-
coy receptor for RANKL secreted from stromal cells, inhibits RANKL/RANK signaling. Myeloma
cells stimulate osteoclastogenesis by triggering an increase in RANKL and decrease in OPG in
bone marrow cells. They also express syndecan-1, a molecule which binds and stimulates OPG
degradation in myeloma cells. MM cells can themselves express RANKL which can interact di-
rectly with RANK on OCs to promote osteoclast formation in a stromal cell-independent man-
ner. Moreover, myeloma cells may additionally inhibit osteoblastogenesis directly or indirectly.
The mechanisms involved in these coordinated processes are described and discussed.

multiple myeloma ° bone * RANK ¢ RANKL < OPG » myeloma cells * osteoclasts °
osteoblasts ° cytokines
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ADAM 19 - dezintegryna i metaloproteinaza (A disintegrin and metalloprotease 19); AP1 - czynnik
transkrypcyjny (activator protein-1); ASK-1 - kinaza MAPKKK, czyli kinaza kinazy fosforylujgcej
MAPK (apoptosis signal-regulating kinase-1); BMP - biatko morfogenetyczne kosci (bone
morphogenetic protein); BRU - jednostka przebudowy kosci (bone remodeling unit); CD - kompleks
réznicowania (cluster of differentiation); DDH - domeny homologiczne do domen $mierci (death
domain homologous regions); DKK-1 - biatko hamujace droge przekazu sygnatu Wnt (dickkopf 1
protein); DR - receptor $mierci (death receptor); EBV - wirus Epsteina-Barr (Epstein Barr virus);
ERK - kinaza MAPK (extracellular-signal regulated kinase); FADD - domena Smierci zwigzana

z Fas (Fas-associated death domain); Fas - receptor FasL, czyli czynnika indukujgcego apoptoze;
FDCR-1 - receptor pochodzacy z komérki dendrytycznej grudki, czyli osteoprotegeryna (follicular
dendritic cell-derived receptor-1); FGF - czynnik wzrostu fibroblastéw (fibroblast growth factor);
Gab2 - biatko adaptorowe (Grb-2-associated binder); GH - hormon wzrostu (growth hormon);
GM-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor); GSK - kinaza syntazy glikogenu (glycogen synthase
kinase); IKK - kinaza inhibitora IxB (kB kinase); IFN - interferon; IGF - insulinopodobny czynnik
wzrostu (insulin-like growth factor); IL - interleukina; ITAM - motywy immunoreceptorowe
aktywujace oparte na tyrozynie (immunoreceptor tyrosine-based activation motif); JNK - kinaza
MAPK (Jun N-terminal kinase); LIF - czynnik hamujacy biataczke (leukemia inhibiting factor);

LRP 5/6 - koreceptor receptora biatek Wnt (lipoprotein-related protein 5 and 6); MAPK - kinazy
biatkowe aktywowane przez mitogen (mitogen-activated protein kinases); M-CSF - czynnik
stymulujacy tworzenie kolonii makrofagoéw (macrophage colony-stimulating factor); MGUS -
gammopatia monoklonalna o nieustalonym znaczeniu (monoclonal gammopathy of undetermined
significance); MIP - biatko zapalne makrofagéw (macrophage inflammatory protein); MITF -
czynnik transkrypcyjny (microphtalmia transcription factor); NIK - kinaza indukujaca czynnik
NF-kB (NF-kB-inducing kinase); NF-kB - czynnik jadrowy kB (nuclear factor kB); NFAT - czynnik
jadrowy pobudzonych limfocytéw T (nuclear factor of activated T cells); OAFs - czynniki aktywujace
osteoklasty (osteoclast activating factors); OCIF - czynnik hamujacy osteoklastogeneze, czyli
osteoprotegeryna (osteoclastogenesis inhibitory factor); ODF - czynnik réznicowania osteoklastow
(osteoclast differentiation factor); OPG - osteoprotegeryna (osteoprotegerin); OPGL - ligand
osteoprotegeryny, czyli RANKL (osteoprotegerin ligand); 0SM - onkostatyna M (oncostatin M);
PDGF - ptytkopochodny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor); PGE2 - prostaglandyna E,;
PI-3K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu; PIPC - C-koncowy propeptyd prokolagenu typu | (carboxy-
terminal propeptide of type | procollagen); PTH - parathormon; RANK - receptor aktywujacy czynnik
jadrowy kB (receptor activator of nuclear factor-kB); RANKL - ligand receptora aktywujacego
czynnik jadrowy kB (receptor activator of nuclear factor-xB ligand); SDF - czynnik pochodzacy

z komérek zrebowych (stromal cell-derived factor); SCID - ciezki ztozony niedobér odpornosci
(severe combined immunodeficiency disease); sSFRP-2 - rozpuszczalne biatko hamujgce droge
przekazu sygnatu Wnt (soluble Frizzled-related protein-2); TAB2 - biatko wigzace kinaze TAK1
(TAK1 binding protein 2); TACE - metaloproteinaza (TNF-alpha converting enzyme-like protease);
TAK1 - kinaza serynowo-treoninowa (TGF-P activating kinase 1); TCF/LEF - rodzina czynnikéw
transkrypcyjnych specyficznych dla limfocytéw T (ternary complex factor/lymphoid-enhancing
factor); TGF - transformujacy czynnik wzrostu (transforming growth factor); TNF - czynnik martwicy
nowotworu (tumor necrosis factor); TNFR - receptor czynnika martwicy nowotworu (tumor necrosis
factor receptor); TR-1 - osteoprotegeryna (TNF receptor-like molecule-1); TRADD - domena Smierci
zwigzana z TNFR1 (TNFR1-associated death domain); TRAF - biatka adaptorowe (TNF receptor-
associated factors); TRANCE - RANKL (TNF-related activation induced cytokine); TRAIL - zalezny
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od TNF czynnik indukujacy apoptoze (TNF-related apoptosis inducing ligand); VCAM - czasteczka

adhezji komérkowej naczyn (vascular cell adhesion molecule); VIP - naczynioaktywny polipeptyd

jelitowy (vasoactive intestinal polypeptide); VLA - antygen bardzo pdzny (very late antigen); Wnt -
biatko wydzielnicze typu Wingless (Wingless-type).

Wstep

Szpiczak plazmocytowy jest nieuleczalna choroba nowotwo-
rowa, charakteryzujaca si¢ obecnoscia w szpiku kostnym mo-
noklonalnych plazmocytéw, ktérych niekontrolowany rozrost
zaburza proces hematopoezy, a takze powoduje powstawanie
zmian chorobowych w kosciach. U wigkszosci pacjentéw ze
szpiczakiem wystepuja ogniskowe zmiany osteolityczne lub
uogolniony ubytek masy kostnej, ktére sa nastepstwem wzmo-
zonej resorpcji kosci i zahamowania procesu kosciotworze-
nia [6,90]. Ten ubytek kosci jest zjawiskiem na ogdt nieod-
wracalnym i nawet u pacjentéw z catkowitg remisja choroby
rzadko nastgpuje odbudowa tkanki kostnej [82].

Resorpcja kosci w szpiczaku, bedaca wynikiem zwigkszone;j
rekrutacji osteoklastéw i ich aktywacji, wiaze si¢ Scisle ze
stopniem infiltracji szpiku przez komérki szpiczakowe [22].
Czynniki pobudzajace tworzenie i aktywnos¢ osteoklastow sa
wydzielane lokalnie zaréwno przez komérki szpiczaka, jak
tez przez podscielisko szpiku kostnego, do ktérego przylega-
ja komérki nowotworowe. Oprécez cytokin, takich jak: IL-6,
M-CSF, IL-1B, TNF i IL-11, ktére od dawna znane sa jako
czynniki aktywujace osteoklasty — OAFs (osteoclast activa-
ting factors), za najwazniejsza w patogenezie zmian kostnych
w szpiczaku plazmocytowym uwaza si¢ chemoking MIP-1a
(macrophage inflammatory protein-1 alpha) oraz czasteczki
z rodziny TNF — RANK, RANKL i OPG [98].

CHARAKTERYSTYKA UKLADU RANK, RANKL 1 OPG

W ciagu ostatnich dziesigciu lat nastapit znaczny postep
wiedzy na temat biologii kosci, dzigki odkryciu funkcjo-
nalnego systemu trzech czasteczek nalezacych do rodzi-
ny TNF, tj. receptora aktywujacego czynnik jadrowy kB
—RANK (receptor activator of nuclear factor-kB), jego li-
ganda — RANKL (receptor activator of nuclear factor-kB
ligand) i osteoprotegeryny — OPG (osteoprotegerin), ktére
petnia gtéwna rolg w procesie osteoklastogenezy.

OPG zostata odkryta jako pierwszy sktadnik tej triady
w 1997 r, niezaleznie przez trzy grupy badaczy, stad po-
chodza rézne jej nazwy — OCIF (osteoclastogenesis inhi-
bitory factor), TR-1 (TNF receptor-like molecule-1) czy
FDCR-1 (follicular dendritic cell-derived receptor-1), cho-
ciaz obecnie uzywa si¢ nazwy OPG [54,91,115,117].

Sklonowany niezaleznie przez cztery grupy badaczy RANKL,
znany tez pod nazwa TRANCE (TNF-related activation-in-
duced cytokine), OPGL (osteoprotegerin ligand) czy ODF
(osteoclast differentiation factor), wigzac sie ze swoim funk-
cjonalnym receptorem RANK, stymuluje osteoklastogeneze,
podczas gdy OPG hamuje ten proces, dziatajac jako receptor
kompetycyjny (decoy receptor) RANKL [2,56,113].

RANK

RANK nalezy do rodziny receptoréw TNF i jest funkcjo-
nalnym receptorem RANKL. Jest on glikoproteina typu I,

zbudowana z 616 aminokwaséw, 0 masie czasteczkowej
90 kDa, kodowang u cztowieka w chromosomie 18q22.1.
W budowie RANK wyréznia si¢ trzy domeny: N-koricowa
domeng zewnatrzkomoérkowa, krotki fragment sSrédbtonowy
zbudowany z 21 aminokwasow oraz duza C-koricowa do-
meng cytoplazmatyczng. RANK ma tez 28-aminokwaso-
wa sekwencje sygnatowa. Wystepuje w tkankach w postaci
trimeru. Zewnatrzkomérkowy fragment RANK (o ponad
40% homologii z CD40) tworza 4 domeny z duza zawar-
toscia cysteiny, odpowiedzialne za wigzanie RANKL. Jak
dotad nie opisano w literaturze rozpuszczalnej postaci tego
receptora [2,41,112].

RANK ulega ekspresji przede wszystkim w komoérkach linii
monocytarno-makrofagowej, komérkach preosteoklastéw
i osteoklastow, limfocytach T i B, komoérkach dendrytycz-
nych, fibroblastach, chondrocytach i komérkach srédbtonka
naczyniowego. Obecnos¢ RANK stwierdzono w nastgpu-
jacych tkankach: kosciach, szpiku kostnym, mézgu, sercu,
nerce, watrobie, ptucach, tkankach sutka, migsniach szkie-
letowych i skérze [2,41,65,72]. Czynnikami zwigkszajacy-
mi ekspresje RANK sa: witamina D,, IL-1, OSM, IFN-y,
VIP, MIP-10a oraz RANKL, natomiast IGF-1, IL-4, FGF2
obnizaja ekspresj¢ tego receptora [15,70,73,77,87].

RANKL

RANKL jest cytoking z rodziny TNF, kodowana przez po-
jedynczy gen w chromosomie 13q14 [56,115,116]. U czto-
wieka zidentyfikowno trzy izoformy RANKL [86]. Dwie
z nich, RANKL1 i RANKL?2 sa zwigzane z powierzchnia
komorki (postaci blonowe), przy czym RANKL?2 nie ma we-
whnatrzkomérkowej domeny. Sa to glikoproteiny typu I1 zbu-
dowane odpowiednio z 317 i 270 aminokwaséw. Blonowe
postaci RANKL moga tworzy¢ kompleksy na powierzch-
ni komorki, najczegsciej trimery. RANKL3 nie ma dome-
ny wewnatrzkomoérkowej i Srédbtonowej, jest zbudowany
z 244 aminokwaséw i jest pierwotna rozpuszczalna po-
staciag RANKL (soluble RANKL, sRANKL), ktéra moze
réwniez powstawaé wtérnie, po enzymatycznym odcigciu
domeny zewnatrzkomoérkowej w pozycji 140 lub 145 ami-
nokwasu przez metaloproteinazg TACE (TNF-a conver-
ting enzyme-like protease) lub inne proteazy, np. ADAM19
(A disintegrin and metalloprotease 19) [14,60]. Posta¢ roz-
puszczalna RANKL wystepuje jako monomer. RANKL
wykazuje 34% homologii do zaleznego od TNF czynnika
indukujacego apoptoze — TRAIL (TNF-related apoptosis
inducing ligand), 28 % homologii z ligandem CD40 i 19%
homologii z ligandem Fas [42,58].

RANKL1 i RANKL2 wystepuja w wielu typach komérek,
m.in. w aktywowanych limfocytach T (CD4+ 1 CD8+), po-
dwdjnie ujemnych tymocytach, niedojrzatych limfocytach
B, osteoblastach, osteoklastach, komérkach podscieliska
szpiku kostnego, fibroblastach, komdrkach nabtonkowych,
Srédbtonku naczyniowym. Obecno$¢ mRNA dla RANKL
stwierdzono w szpiku kostnym, kosciach, obwodowych we-
ztach chtonnych, §ledzionie, grasicy, kepkach Peyera, wa-
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trobie ptodowej, sercu, mig¢$niach szkieletowych, ptucach,
zotadku, jelicie, tozysku, tarczycy, leukocytach krwi ob-
wodowej i mézdzku mysim [2,38,47,100]. Natomiast wy-
twarzanie pierwotnej postaci SRANKL ogranicza si¢ do
aktywowanych limfocytéw T oraz niektérych linii komo-
rek nowotworowych [51,71].

Wykazano, ze niektére cytokiny moga modulowaé ekspre-
sje RANKL, np. IL-13 [73], FGF2 [15] oraz TGF-3 [81]
obnizaja ekspresj¢, natomiast IL-13, IL-6, IL-8, IL-11,
IL-17, IFN-y, TGF-B, IGF-1, LIF, OSM oraz TNF zwiek-
szaja ekspresje tego czynnika. Ekspresja RANKL wzrasta
tez pod wptywem czynnikéw osteotropowych — glukokor-
tykoidéw, hormonu przytarczyc (PTH), prostaglandyny E,
i 1,25(0OH), witaminy D, [8,15,44,73,77,81,85,100].

RANKL wspdlnie z M-CSF bezposrednio indukuje os-
teoklastogeneze¢ 1 hamuje apoptoze osteoklastow poprzez
wigzanie si¢ z RANK obecnym na progenitorach osteokla-
stow i dojrzatych osteoklastach. Oprécz dziatania osteo-
tropowego, RANKL petni funkcje immunomodulacyjne.
Reguluje organogenezg¢ weztéw chionnych, rozwdj tymo-
cytéw, moduluje aktywacje limfocytéw T [4,52]. Zwigksza
tez ekspresje RANK na monocytach, reguluje ich funk-
cje¢ efektorowa poprzez indukcje cytokin i wydzielanie
chemokin, aktywuje prezentacj¢ antygenu przez zwigk-
szenie ekspresji czasteczek kostymulujacych oraz dziata
jako czynnik przyzyciowy monocytéw [87]. RANKL jest
réwniez przyzyciowym czynnikiem komoérek dendrytycz-
nych, zwigkszajacym w nich ekspresj¢ Bcl-xL i chronig-
cym w ten sposéb przed apoptoza. Poprzez indukcje cy-
tokin wzmaga immunostymulujace wiasciwosci komoérek
dendrytycznych, a wspdlnie z GM-CSF uczestniczy tak-
ze w roznicowaniu i dojrzewaniu tych komoérek ze wspol-
nych dla monocytéw/makrofagéw komérek prekursorowych
[46,67,111]. Wykazano tez, ze RANKL ma aktywnos¢ che-
motaktyczng [11,35].

Z najnowszych badan wynika, ze RANKL i RANK uczest-
nicza w funkcji komérek srédbtonka naczyn krwionosnych.
RANKL uwalniany przez komoérki migéni gtadkich naczyn
krwiono$nych stymuluje ekspresj¢ RANK w komdrkach
Srédbtonka, co wspdlnie z innymi czynnikami wzrostowy-
mi, takimi jak: bFGF czy angiopoetyna 1, chroni je przed
apoptoza. Uklad RANK/RANKL pomaga wigc w utrzy-
maniu integralnosci §rédbtonka naczyniowego [49].

OPG

OPG jest glikoproteing nalezaca do rodziny TNE. Wystepuje
w postaci rozpuszczalnego homodimeru, rzadziej w postaci
monomerycznej. Petni funkcj¢ receptora kompetycyjnego
(decoy receptor) RANKL i moduluje powstawanie osteo-
klastéw przez zahamowanie aktywacji RANK. Dziatanie
OPG in vitro obejmuje zahamowanie réznicowania, prze-
zycia i fuzji prekursoréw osteoklastéw [1,31,103].

OPG jest zbudowana z 401 aminokwaséw (facznie z 21-ami-
nokwasowa sekwencja sygnatowa), ma mase czasteczko-
wa 55 kDa i kodowana jest u czlowieka w chromosomie
8q24. W czasteczce OPG mozna wyrdznic trzy struktural-
ne domeny swoiscie determinujace jej aktywnos¢ biolo-
giczna. Od N-kornica wystepuja 4 bogate w cysteing domeny
odpowiedzialne za hamowanie osteoklastogenezy (wiaza

RANKL) i za dimeryzacj¢ OPG poprzez cysteing w pozycji
400 (Cys*®). W dalszej kolejnosci wystepuja dwie dome-
ny homologiczne do domen $mierci (DDH — death domain
homologous regions) uczestniczace w transdukcji sygnatu
apoptozy, a nastgpnie domena wigzaca heparyne, zdolna do
interakcji z proteoglikanami [69,91,114,115,117].

Obecnos¢ mRNA dla OPG wykryto w komoérkach pod-
Scieliska szpiku kostnego, komérkach dendrytycznych,
komorkach srédbtonka, limfoidalnych, fibroblastach, mo-
nocytach, limfocytach B i T oraz megakariocytach. OPG
jest wytwarzana w wielu tkankach i narzadach, takich jak:
kosci, szpik kostny, mig$nie gtadkie naczyn krwiono$nych,
serce, ptuca, nerki, zoladek, jelito, tozysko, watroba, tar-
czyca, skora, Sledziona, prostata, rdzen krggowy i mézg
[54,91,97,117]. Wytwarzanie OPG jest modulowane przez
rézne osteotropowe hormony i cytokiny. Czynnikami wzma-
gajacymi wydzielanie OPG sa: 173-estradiol, BMP-2, GH,
IL-13, IL-18, LIF, OSM, PDGF, TGF-, IFN-y, FGF2,
MIP-10. Negatywnymi regulatorami wytwarzania OPG sa,
m.in. PGE,, glukokortykoidy, PTH, bFGF, IGF-1, IL-17.
IL-1, IL-6 oraz IL-11 moga zwigksza¢ lub obniza¢ ekspre-
sj¢ OPG [73,94,100].

OPG, oprécz RANKL, moze wigza¢ TRAIL, hamujac
w ten sposéb apoptoze komoérek [23,40]. Dziata réwniez
jako czynnik przezycia komorek srédbtonka naczynio-
wego [61].

Upziat RANK/RANKL w REGULACJI OSTEOKLASTOGENEZY

Kos¢ jest wyspecjalizowang tkanka taczna, ktéra w warun-
kach fizjologicznych jest stale przebudowywana. Proces
przebudowy kosci polega na wystgpowaniu skoordyno-
wanych faz resorpcji starej lub uszkodzonej kosci i budo-
waniu nowej tkanki. Ma on charakter cykliczny i odby-
wa sig¢ w $cisle okreslonych miejscach szkieletu, zwanych
jednostkami przebudowy kosci (BRU — bone remodeling
unit). W przebudowe kos$ci sa zaangazowane giéwnie dwie
grupy komorek: syntetyzujace koS¢ osteoblasty i resorbu-
jace kos¢ osteoklasty [62].

Osteoblasty réznicuja si¢ z mezenchymalnych komérek
pnia, poprzez wiele stadiéw progenitorowych do dojrza-
tych komérek wytwarzajacych macierz pozakomérkowa,
i sa stopniowo przeksztalcane w osteocyty.

Osteoklasty powstaja z kolei z hematopoetycznych ko-
morek szpiku kostnego, linii monocytarno-makrofagowe;j
i maja charakterystyczne cechy, takie jak: wielojadrzastos¢,
liczne mitochondria, spolaryzowana morfologia (strefowe
rozmieszczenie struktur komoérkowych) [83]. Zachowanie
rownowagi miedzy aktywnoscig tych dwéch rodzajéw ko-
morek warunkuje prawidlowa regeneracje kosci, a jej za-
burzenia moga doprowadzi¢ do stanéw chorobowych ob-
jawiajacych si¢ nadmierng resorpcja kosci (osteoporoza)
lub wzrostem kostnienia (osteopetroza).

RANK/RANKL/OPG oraz M-CSF sa najwazniejszy-
mi czasteczkami w procesie réznicowania osteoklastow.
Osteoklastogenez¢ zapoczatkowuje wydzielany przez os-
teoblasty M-CSF, ktéry indukuje powstawanie prekursoréw
osteoklastéw z komoérek hematopoetycznych przez zwigza-
nie si¢ z receptorem c-Fms. Wytwarzane przez osteobla-
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sty oraz podscielisko szpiku rézne postaci RANKL wiaza
si¢ z zewnatrzkomodrkowa domena RANK, ktéry wystepu-
je na prekursorach osteoklastéw. Prowadzi to do ekspresji
swoistych genéw zaangazowanych w proces przezycia, 16z-
nicowania osteoklastéw i resorpcji kosci [10]. Niedawno
wykazano, ze indukowane przez RANKL réznicowanie
osteoklastow wymaga kostymulujacych sygnaléw z mo-
tywéw ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation
motif), czyli motywéw immunoreceptorowych aktywuja-
cych opartych na tyrozynie [50].

RANKL wystepujacy w postaci trimeréw reaguje z trze-
ma czasteczkami RANK. Powstanie trimeru RANK wy-
wotluje zmiany konformacyjne w domenie cytoplazma-
tycznej receptora i uruchamia kaskade przekazu sygnatu
do wngtrza komorki. Transdukcja sygnatu odbywa sig za
posrednictwem biatek adaptorowych TRAF (TNF recep-
tor-associated factors). Kazdy cytoplazmatyczny odcinek
trimeru RANK wigze jedna molekut¢ TRAF, co prowa-
dzi do powstania trimeru TRAF i aktywacji r6znych drég
przekazu sygnatu.

Czasteczki z nadrodziny receptoréw TNF podzielono na
dwie grupy. Receptory nalezace do pierwszej z nich, tj. Fas,
TNFRI1, DR3, DR4, DRS5, DR6, maja cytoplazmatyczne
domeny $mierci, poprzez ktére w sposéb posredni (poprzez
biatka adaptorowe TRADD i FADD) wiaza biatka TRAF.
W czasteczkach drugiej grupy, czyli RANK, TNFR2, CD40
i CD30 brak jest domen $mierci i biatka TRAF sa wiaza-
ne w sposéb bezposredni [19]. Cytoplazmatyczna dome-
na RANK zawiera miejsca dokujace dla TRAF1, TRAF2,
TRAF3, TRAFS5 i TRAFG6. Najwigksze znaczenie w przeka-
zywaniu sygnatu maja TRAF2 i TRAF6 [19,48,112]. TRAF2
wspolnie z kinaza ASK1 (apoptosis signal-regulating kina-
se-1) posredniczy w aktywacji czynnika transkrypcyjnego
AP1 (activator protein-1) [37]. Z kolei TRAF6 aktywuje
czynnik transkrypcyjny NF-xB poprzez droge transduk-
cji sygnalu obejmujaca aktywacj¢ kinazy serynowo-treo-
ninowej TAKI1 i biatka TAB2 (TAK1 binding protein 2),
a nastepnie kinazy NIK (NF-kB-inducing kinase) i kinaz
IKK (IxB kinases) [68,100]. NF-kB moze by¢ rowniez ak-
tywowany w wyniku przekazu sygnatu przez kinazy biat-
kowe aktywowane przez mitogen — MAPK (mitogen-acti-
vated protein kinases) [100].

Druga droga przekazywania sygnatu zapoczatkowana przez
TRAF6 obejmuje aktywacj¢ kinaz ze szlaku MAPK, tj:
JNK (Jun N-terminal kinase), p38 oraz ERK (extracellu-
lar-signal regulated kinase), a takze czynnika transkryp-
cyjnego AP-1 [107]. Poprzez aktywacje kinazy biatkowe;j
p38 nalezacej do MAPK nastepuje takze aktywacja czyn-
nika transkrypcyjnego MITF (microphtalmia transcrip-
tion factor), niezbgdnego do korficowego réznicowania 0s-
teoklastow [68].

Na trzeciej drodze transdukcji sygnatu TRAF6 tworzac
kompleks z biatkiem c-Src i c-Cbl aktywuja kinaz¢-3 fo-
sfatydyloinozytolu (PI-3K), a nastgpnie kinazg¢ Akt, ktéra
poprzez biatko mTOR (biatko wiazace kompleks rapamy-
cyna/receptor) posredniczy w przekazywaniu sygnatu anty-
apoptotycznego i reorganizacji cytoszkieletu [3,30,110].

RANKL tworzac kompleks z RANK indukuje réwniez eks-
presje czynnika transkrypcyjnego c-Fos, a poprzez JNK

aktywuje rodzing czynnikéw transkrypcyjnych c-Jun, re-
gulujac w ten sposéb aktywnos$¢ AP-1 (c-Fos i c-Jun sa
cztonkami rodziny czynnika transkrypcyjnego AP-1) [63].
RANKL indukuje tez czynnik transkrypcyjny NFAT1 (nuc-
lear factor of activated T cells) przez droge przekazu syg-
natu rekrutujaca c-Fos, jak i TRAFG6 [43]. Aktywacja wy-
zej wymienionych czynnikow powoduje ekspresje gendw
warunkujacych réznicowanie, aktywacje i ochrong osteo-
klastéw przed apoptoza.

W najnowszych badaniach wykazano, ze istotng role
w transdukcji sygnatu, oprécz biatek TRAF, odgrywa biat-
ko adaptorowe Gab2 (Grb-2-associated binder). Po utwo-
rzeniu kompleksu RANK/RANKL nastgpuje fosforylacja
Gab2 i zwigzanie go z domena cytoplazmatyczna recepto-
ra, co zapoczatkowuje kaskade sygnatowa regulujaca os-
teoklastogeneze¢, m.in. przez aktywacj¢ kinaz JNK/c-Jun,
Akt i czynnika transkrypcyjnego NF-kB. U myszy inak-
tywacja genéw kodujacych Gab2 powoduje osteopetroze
i zmniejszenie proceséw resorpcji kosci w wyniku zabu-
rzenia r6znicowania osteoklastow [106].

Cytokiny, ktére wptywaja na poszczegdlne sktadniki wy-
zej opisanych drég przekazu sygnatu, moga potencjalnie
modulowaé przekazywanie sygnatu zapoczatkowane przez
kompleks RANK/RANKL. Na przyktad IFN-y wytwarza-
ny przez aktywowane limfocyty T silnie hamuje osteo-
klastogenezg poprzez indukcje szybkiej degradacji biatek
TRAFG6 [96]. Indukowana przez RANKL osteoklastoge-
neza jest tez hamowana przez IFN-. RANKL indukuje
wytwarzanie IFN-3 w komérkach prekursorowych osteo-
klastéw, a z kolei IFN-§ hamuje c-Fos [95].

Rora RANK/RANKL/OPG w PATOFIZJOLOGII ZMIAN
KOSTNYCH INDUKOWANYCH PRZEZ KOMORKI SZPICZAKA

Od kilku lat trwaja intensywne badania nad rola i funkcjono-
waniem uktadu RANK/RANKIL/OPG u chorych na szpicza-
ka plazmocytowego. Cecha charakterystyczng szpiczaka jest
zwigkszona resorpcja kosci, wywotana aktywacja osteokla-
stow 1 zahamowaniem funkcji osteoblastéw. Komoérki szpi-
czaka po adhezji do komérek podscieliska szpiku kostnego,
za posrednictwem wydzielanych mediatoréw (cytokin, recep-
toréw, czynnikéw wzrostu) oddziatuja na komérki podscie-
liska w taki sposéb, ze podtrzymuje ono wzrost i przezycie
komorek szpiczaka w organizmie [36]. Jednoczesnie adhezja
komoérek szpiczaka do podscieliska indukuje zmiany kostne
u chorych. Przypuszcza sig, ze gtéwna przyczyna wzmozo-
nej osteolizy jest zaburzenie fizjologicznej rownowagi ukta-
du RANKL/OPG przez komérki nowotworowe.

Komorki nowotworowe zmieniaja miejscowo metabolizm
kosci przez zwigkszenie ekspresji RANKL i obnizenie
ekspresji OPG w mikrosrodowisku szpiku. Wytwarzane
przez komoérki szpiczaka chemokiny: MIP-1c., MIP-1f3 oraz
SDF-1a zwigkszaja aktywnos¢ osteoklastéw [82]. Klon ko-
moérek nowotworowych dodatkowo blokuje funkcjonowanie
osteoblastow przez wydzielanie czynnikéw hamujacych, ta-
kich jak biatko DKK-1 (dickkopf 1 protein) [101] i sFRP-2
(soluble Frizzled-related protein-2), ktére sa inhibitorami
drogi przekazu sygnatlu Wnt (Wingless-type) [75].

Biatka Wnt sgq wydzielniczymi glikoproteinami uczest-
niczacymi w regulacji rozwoju embrionalnego, a takze
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w proliferacji i réznicowaniu wielu komoérek, w tym os-
teoblastow [5]. Zwigzanie biatek Wnt z receptorem $réd-
btonowym Frz (Frizzled) i jego koreceptorem, biatkiem
LRP-5/6 (lipoprotein-related protein 5 and 6) na powierzch-
ni progenitoréw osteoblastéw, hamuje degradacje -kate-
niny, ktéra gromadzi si¢ w cytoplazmie, a nast¢pnie prze-
mieszcza do jadra i wigze z czynnikami transkrypcyjnymi
TCF (ternary complex factor)/LEF (lymphoid-enhancing
factor) stymulujac ekspresje¢ genéw (np.: c-myc, c-jun,
fra-11icykliny D1) warunkujacych réznicowanie osteobla-
stéw [109]. Przy braku sygnatu Wnt, kinaza serynowo-tre-
oninowa GSK3f (glycogen synthase kinase 3f3) fosforyluje
B-katening, ktéra jest nastepnie degradowana w proteaso-
mach. Biatko DKK-1 wiazac si¢ z koreceptorem LPR5/6,
natomiast SFRP2 1aczac sig¢ bezposrednio z biatkiem Whnt,
blokuja droge przekazu sygnatu Wnt, hamujac w ten spo-
s6b réznicowanie osteoblastéw.

Oprécz opisanej wyzej regulacji parakrynnej, komoérki szpi-
czakowe w bezposrednim kontakcie z progenitorami os-
teoblastow w szpiku kostnym, blokuja w nich aktywnos¢
czynnika transkrypcyjnego Runx2/Cbfal (co z kolei ha-
muje powstawanie i réznicowanie osteoblastéw), a takze
indukuja apoptoze osteoblastéw [27,90].

W wyniku destrukcji kosci uwalniane sg i aktywowane
sktadniki macierzy, w tym cytokiny, ktére z kolei sa czyn-
nikami wzrostowymi komérek nowotworowych. W rezulta-
cie powstaje cykl wzajemnych interakcji nowotworu z ko-
morkami podscieliska szpiku i tkanka kostna prowadzacy
do ekspansji komoérek szpiczaka i dalszej osteolizy.

Weiryw KomoREK szPiczAKA NA WYTWARZANIE RANKL 1 OPG

Prawdopodobnie istnieja trzy r6zne mechanizmy, poprzez
ktore komérki szpiczaka moga modulowaé wytwarzanie
RANKL w mikrosrodowisku szpiku kostnego. Po pierw-
sze komorki szpiczaka moga same wytwarza¢é RANKL
i bezposrednio stymulowaé tworzenie osteoklastéw i re-
sorpcj¢ kosci. Po drugie, komérki nowotworowe moga
zwigkszac ekspresje RANKL lokalnie w komérkach pod-
Scieliska szpiku i w posredni sposéb wptywac na osteoli-
z¢. Po trzecie komorki szpiczaka mogg hamowaé wytwa-
rzanie OPG [20].

Komoérki szpiczaka jako bezposrednie Zrodto
RANKL

W szpiku kostnym, jak wykazano, gtéwnym Zrédiem
RANKL sa komorki podscieliska, osteoblasty oraz komor-
ki srédbtonka. Natomiast wyniki badari dotyczacych wy-
twarzania RANKL przez komérki szpiczakowe sg rozbiez-
ne. Ekspresj¢ RANKL badano r6znymi metodami zar6wno
w plazmocytach izolowanych bezposrednio od pacjentow,
jak 1 w komérkach ludzkich i mysich linii szpiczaka. Na
przyklad, Pearse i wsp. [79] stwierdzili, ze komérki wielu
linii szpiczaka: ARP-1, U266, RPMI-8226, H929 i EBV-(+)
ARH77 nie wytwarzaja RANKL. Podobnie Giuliani i wsp.
[25,26,29] nie stwierdzili ekspresji RANKL w komoérkach
ludzkich linii szpiczakowych zaleznych od IL-6, takich jak:
XG-1, XG-6 i MDN i niezaleznych od IL-6 liniach U266,
RPMI-8226, OPM-2, LP-1 i JIN-3, chociaz stwierdzili
jego silng ekspresje w jednej EBV(+) linii szpiczakowej.
Zespdt ten stosujac metode RT-PCR stwierdzit brak eks-

presji RANKL w komoérkach CD138+ (plazmocyty) izo-
lowanych od pacjentéw ze szpiczakiem. Roux 1 wsp. [84]
stosujac metode immunohistochemiczna wykazali ex vivo
ekspresje RANKL w komérkach podscieliska szpiku i jej
brak w plazmocytach pacjentéw ze szpiczakiem. Z ko-
lei Farrugia i wsp. [24] metoda cytometrii przeptywowe;j
i RT-PCR wykazali ekspresje RANKL w komérkach pla-
zmatycznych CD38+CD45+ pochodzacych od pacjentéw
ze szpiczakiem i z osteoliza kosci. Komérki te in vitro in-
dukowaty tworzenie osteoklastéw. Zesp6t ten stwierdzit
takze obecno$¢ mRNA i biatka RANKL w liniach szpicza-
kowych EBV(-): RPMI8226, U266, WL-2 oraz EBV(+)
— ARH-77. Podobnie Sezer i wsp. [32,33,34,88] metoda-
mi cytometrii przeptywowej, immunocytochemii, a na-
stgpnie RT-PCR, stwierdzili obecno§¢ RANKL w Swie-
70 izolowanych od pacjentéw komoérkach szpiczakowych
(CD138+) oraz dodatnia korelacje migdzy stopniem eks-
presji RANKL a aktywnoscia procesu destrukeji kosci
u chorych na szpiczaka.

Niedawno, metoda RT-PCR, wykryto transkrypty dwu po-
staci RANKL w komorkach linii szpiczakowych, takich
jak: LP-1, NCI-H929, OPM-2, RPMI8226 i U266, a takze
w komérkach szpiczakowych wyizolowanych bezposrednio
od pacjentéw. Stosujac metode immunodetekcji wykryto
RANKL na powierzchni tych komérek, co Swiadczy o ak-
tywnej syntezie tego biatka. W komoérkach badanych linii
stwierdzono takze obecnos¢ mRNA RANK oraz proteazy
TACE. RANKL obecny w komérkach linii RPMI8226 byt
aktywny biologicznie i stymulowal powstawanie osteokla-
stow w kokulturach wyzej wymienionych komérek z jedno-
jadrzastymi komérkami izolowanymi ze szpiku [57].

W mysim modelu szpiczaka wykazano, ze kontakt komo-
rek szpiczakowych z komérkami podscieliska powoduje
ekspresje RANKL w obu typach komérek [76]. Ekspresje
RANKL wykryto takze w komoérkach mysiej linii szpi-
czaka 5T2 [18].

Wigkszos¢ uzyskanych wynikow badan sugeruje, ze ko-
morki szpiczaka moga wytwarzaé RANKL, a rozbieznosci
moga wynikac z niestabilnosci transkryptu RANKL, a tak-
ze réznic w sposobie oczyszczania komdrek szpiczakowych
i rodzaju stosowanych przeciwciat anty-RANKL.

Komorki szpiczaka stymuluja ekspresje RANKL
w Srodowisku szpiku kostnego

To, ze komérki szpiczaka w bezposrednim kontakcie z pod-
Scieliskiem szpiku indukuja w nim ekspresje RANKL, jed-
noczesnie obnizajac ekspresj¢ i wydzielanie OPG, nie bu-
dzi watpliwosci [25,79,84].

W kokulturach komérek ludzkich linii szpiczakowych z pod-
Scieliskiem szpiku kostnego czlowieka lub myszy obser-
wowano zwigkszona ekspresj¢ RANKL zar6wno na po-
ziomie mRNA, jak i biatka [25,79]. Wykazano, Ze istotna
role w indukcji RANKL ma bezposredni kontakt migdzy
komérkami podscieliska i komérkami szpiczaka, ponie-
waz w kokulturze posredniej, z uzyciem pétprzepuszczal-
nej membrany zapobiegajacej bezposredniemu kontakto-
wi komorek, a pozwalajacej na swobodna dyfuzj¢ ptynu
hodowlanego (tzw. transwell system), nie stwierdzono
zwigkszonej ekspresji RANKL. Gtéwna role w bezposred-
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nim kontakcie miedzy komoérkami szpiczaka i podscieli-
ska przypisuje si¢ czasteczkom adhezyjnym VLA-4 (very
late antigen — 4) i VCAM-1 (vascular cell adhesion mo-
lecule-1), bowiem zastosowanie przeciwcial anty-VLA-4
calkowicie hamowato indukcj¢ RANKL w podscielisku
[25]. Takze w mysim modelu osteolizy, zablokowanie wig-
zania miedzy VLA-4 na komoérkach szpiczaka a VCAM-
1 na komoérkach podscieliska hamowato uwalnianie czyn-
nikéw odpowiedzialnych za resorpcje kosci i powodowato
zmniejszenie osteolizy [64].

Najnowsze badania wykazaty, ze komoérki szpiczaka wpty-
waja rowniez na ekspresje RANKL w limfocytach T, kt6-
re oprocz komorek podscieliska i osteoblastow moga by¢
zrodtem RANKL w mikrosrodowisku szpiku. Zaréwno ko-
morki ludzkich linii szpiczakowych, jak i Swiezo izolowane
od pacjentéw plazmocyty zwigkszaty ekspresj¢ i wydziela-
nie RANKL w aktywowanych limfocytach T w warunkach
kokultury in vitro. Jednocze$nie stwierdzono zmniejszenie
wytwarzania IFN-y, cytokiny silnie hamujacej osteoklasto-
geneze [29]. Wedtug niektérych autoréw komorki szpiczaka
reguluja wytwarzanie RANKL w limfocytach T posrednio
z udziatem IL-7 [102,108]. Komoérki ludzkich linii szpicza-
kowych, a takze §wiezo izolowane od pacjentéw plazmocy-
ty, wydzielaja IL-7 w obecnosci IL-6, a przeciwciala prze-
ciwko IL-7 hamuja wytwarzanie RANKL w limfocytach T
inkubowanych z komérkami szpiczaka. Neutralizacja IL-7
hamuje réwniez proces indukowanej przez komorki szpi-
czaka osteoklastogenezy in vitro [29]. W regulacj¢ wytwa-
rzania RANKL jest prawdopodobnie zaangazowana takze
IL-6, poniewaz IL-7 stymuluje wytwarzanie tej cytokiny
przez komérki podscieliska szpiku kostnego, a z kolei IL-6
indukuje wytwarzanie IL-7 w komoérkach szpiczaka. W ten
sposéb tworzy si¢ cykl wzajemnych oddziatywan migdzy
IL-6 a IL-7 [29,45]. Duze stezenie IL-6 w Srodowisku szpi-
ku kostnego moze indukowaé wytwarzanie IL-7 w komor-
kach szpiczaka, ktére z kolei wytwarzaja IL-6 i stymuluja
wytwarzanie RANKL przez limfocyty T [28].

Zrédtem RANKL w srodowisku szpiku kostnego moga tez
by¢ komorki sSrédbtonka naczyniowego, w ktérych wyka-
zano ekspresje RANKL i ktére in vitro podtrzymuja two-
rzenie osteoklastéw [16]. Komoérki szpiczakowe przez cza-
steczke CD44 stymuluja ekspresje RANKL w komoérkach
srodbtonka szpiku kostnego, ktére z kolei reagujac z pre-
kursorami osteoklastéw stymuluja ich réznicowanie [74].

Wplyw komérek szpiczaka na poziom OPG w szpiku
kostnym

Komérki szpiczaka, co prawda same nie wytwarzaja OPG,
ale moga regulowac jej wytwarzanie w innych komérkach.
Bezposredni kontakt komoérek szpiczaka z komérkami pod-
Scieliska szpiku i osteoblastami hamuje ekspresje OPG
w komoérkach podscieliska [25,79]. OPG jest wytwarza-
na takze przez obecne w mikrosrodowisku szpiku komor-
ki srédbtonka, a komérki szpiczakowe réwniez moga ha-
mowac jej wytwarzanie w tych komoérkach [21]. Ponadto,
komorki szpiczaka za pomoca obecnej na ich powierzchni
czasteczki CD138 (syndekan 1, srédbtonowy proteoglikan
zawierajacy boczne taiicuchy siarczanu heparyny) moga
wigzaé obecng w Srodowisku OPG poprzez wlasng dome-
ne heparynowa, a nast¢pnie internalizowac i degradowac
OPG w lizosomach [92].

Istnieja dowody na to, ze OPG w Srodowisku szpiku kost-
nego nie tylko reguluje metabolizm kostny, ale moze petnic¢
inne funkcje, w tym wptywaé na apoptoz¢ komorek szpicza-
ka. Komorki szpiczaka majace receptory z r6znymi dome-
nami $mierci (DR4 i DR5) ulegaja apoptozie w odpowie-
dzi na TRAIL [66]. Natomiast OPG rekombinowana oraz
wytwarzana przez osteoblasty chroni komérki szpiczaka
przed apoptoza indukowana przez TRAIL [89]. Zbyt skape
jednak sa dane na temat lokalnego st¢zenia OPG w szpiku
kostnym, a takze roli, jaka OPG odgrywa w réznych sta-
diach rozwoju szpiczaka plazmocytowego. Niezbedne wigc
sa dalsze badania w celu ustalenia, czy OPG wptywa na
przezycie komérek nowotworowych in vivo [20].

Podsumowujac, w wyniku zahamowania wytwarzania
OPG, a takze na skutek degradacji OPG przez komoérki
szpiczaka, w potaczeniu ze stymulujacym wptywem ko-
morek szpiczaka na ekspresj¢ RANKL w mikrosrodowi-
sku szpiku kostnego oraz prawdopodobnie bezposredniego
wytwarzania RANKL przez komorki szpiczakowe, ulega
zaburzeniu réwnowaga RANKL/OPG w kosciach zasied-
lonych przez komérki szpiczaka, stwarzajac warunki sprzy-
jajace réznicowaniu i aktywacji osteoklastéw, a w rezulta-
cie resorpcji kosci (ryc. 1).

Uktap RANK/RANKL/OPG w BADANIACH PACJENTOW ZE
SZPICZAKIEM

W licznych badaniach ex vivo wykazano, ze chorzy na
szpiczaka wykazuja zaburzenia w ekspresji OPG/RANKL
w §rodowisku szpiku kostnego. Metoda immunohistoche-
mii wykazano, ze w bioptatach szpiku kostnego pobra-
nych od chorych na szpiczaka podwyzszona jest ekspre-
sja RANKL i obnizona OPG w poréwnaniu z pacjentami
zMGUS (monoclonal gammopathy of undetermined sig-
nificance) czy osobami zdrowymi. Ekspresj¢ RANKL za-
obserwowano w §rédkostnej, naczyniach oraz komérkach
podscieliska, wykazujacych takze ekspresje wimentyny
[84]. W prébkach szpiku pobranych od chorych na szpi-
czaka wykazano podwyzszona ekspresj¢ mRNA RANKL
w poréwnaniu z materiatem otrzymanym od zdrowych os6b
[25]. Rowniez w badaniach ex vivo z zastosowaniem tech-
nik immunohistochemicznych i hybrydyzacji in situ stwier-
dzono, ze oprécz komérek podscieliska, ekspresje RANKL
w materiale biopsyjnym wykazuja aktywowane limfocyty
T CD3+ [79]. Wyniki te zostaly potwierdzone w badaniach
Giulianiego i wsp. [29], ktérzy wykazali, ze limfocyty T
CD3+ izolowane od pacjentéw ze szpiczakiem, u ktérych
wystepuja znaczne zmiany destrukcyjne kosci, wykazuja
ekspresj¢ mRNA RANKL, w przeciwiernistwie do limfocy-
téw izolowanych od chorych bez zmian kostnych.

Zaburzenia uktadu RANKL/OPG obserwowane w srodo-
wisku szpiku kostnego u chorych na szpiczaka moga znaj-
dowac odbicie w stezeniu tych dwdch cytokin w surowicy.
Rozwinigte ostatnio metody badari umozliwiaja ilosciowe
oznaczanie SRANKL oraz OPG [39]. Przy ocenie steze-
nia OPG w surowicy nalezy jednak bra¢ pod uwagg to, ze
OPG wytwarzaja takze r6zne tkanki spoza uktadu kostne-
go. Poza tym wystepuje ona w krazeniu zaréwno w wol-
nej postaci, jak i zwiazana z SRANKL. Dostgpne zestawy
diagnostyczne moga wykrywac rézne jej postaci, co z ko-
lei moze powodowa¢ rozbieznosci wynikéw réznych au-
toréw [53].
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Ryc. 1. Uproszczony schemat roli poszczegéinych sktadnikéw uktadu RANK/RANKL/OPG w regulacji osteoklastogenezy w warunkach prawidtowych
(A) iw szpiczaku plazmocytowym (B); (A) RANKL obecny na komdrkach podscieliska szpiku kostnego/osteoblastach, wiazac sie ze swoim
receptorem RANK na prekursorach osteoklastow, indukuje tworzenie osteoklastow i resorpcje kosci. Z kolei OPG wytwarzana réwniez przez
podscielisko/osteoblasty, wiaze zaréwno btonowy, jak i rozpuszczalny RANKL, zapobiegajac jego wigzaniu z RANK i hamujac w ten sposéb
tworzenie osteoklastow; (B) Adhezja komérek szpiczakowych do podscieliska/osteoblastéw zwieksza ekspresje RANKL i obniza ekspresje
0PG, przez co wzmaga sie tworzenie osteoklastéw. RANKL obecny na komdrkach szpiczakowych moze bezposrednio wigzac sie z RANK
na prekursorach osteoklastéw i niezaleznie od podscieliska stymulowac tworzenie osteoklastow. Obecny na komdrkach szpiczakowych
i uwalniany do $rodowiska syndekan 1 (CD138) moze wiaza¢ OPG, neutralizujac jej dziatanie, co posrednio zwieksza tworzenie osteoklastow

Wyniki badan, dotyczace st¢zenia OPG w surowicy cho-
rych na szpiczaka, sa rozbiezne. Seidel i wsp. [86] stwier-
dzili o 18% nizsze stgzenie OPG w surowicy chorych, niz
w grupie kontrolnej oséb zdrowych. Obserwowali przy
tym ujemna korelacj¢ migdzy poziomem OPG w surowi-
cy chorych a nasileniem zmian osteolitycznych. OPG ko-
relowata natomiast dodatnio z C-koricowym propeptydem
prokolagenu typu I (PIPC — carboxy-terminal propeptide
of type I procollagen), ktdry jest biatkiem uwalnianym
w czasie syntezy kolagenu z czasteczki prokolagenu typu
11 jest biochemicznym markerem kosciotworzenia. Lipton
i wsp. [59] takze obserwowali mniejsze o 29% stezenie
OPG w surowicy chorych w poréwnaniu z grupa kontrol-
na. Obnizony poziom OPG w surowicy pacjentdw ze szpi-
czakiem stwierdzili tez Giuliani i wsp. [25]. Corso i wsp.
[17] natomiast, zaobserwowali 0 34% wyzsze stgzenie OPG
w surowicy krwi pacjentéw ze szpiczakiem w poréwna-
niu ze zdrowymi. Réwniez Kyrtsonis i wsp. [55] oraz Kraj
i wsp. [12,53] stwierdzili wigksze stezenie OPG w suro-
wicy krwi chorych w poréwnaniu z osobami zdrowymi,
przy czym w badaniach Kraj i wsp. wykazano brak kore-
lacji miedzy iloScia OPG a nasileniem osteolizy czy sta-
dium choroby. W grupie chorych na szpiczaka najwigk-

sze stezenie OPG wystgpowalo u pacjentéw z zaburzona
funkcja nerek [53].

Badano takze probki plazmy uzyskane z aspiratow szpi-
ku kostnego pacjentéw chorych na szpiczaka i 0séb zdro-
wych. W badaniach Standala i wsp. [92] stezenie OPG
w plazmie szpiku kostnego chorych byto o0 27% nizsze niz
u zdrowych oséb, ale stwierdzono dwukrotnie wyzsze ste-
zenie tej cytokiny w plazmie szpiku niz w surowicy. W ba-
daniach Kraj i wsp. [53] oraz Seidela i wsp. [86] stezenie
OPG w surowicy dodatnio korelowalo z iloscig tej cyto-
kiny w plazmie szpiku kostnego.

Niewiele jest prac oceniajacych rol¢ poziomu sRANKL
w surowicy chorych na szpiczaka mnogiego. Terpos i wsp.
[99] wykazali w surowicy nowo zdiagnozowanych pacjen-
tow ze szpiczakiem wyzsze stgzenie SRANKL i nizsze OPG
w poréwnaniu z pacjentami kontrolnymi. Zwigkszona war-
tos¢ proporcji SRANKL do OPG w grupie chorych korelo-
wata dodatnio ze stopniem osteolizy i markerami resorp-
cji kosci. Autorzy sugeruja, ze proporcja SRANKL/OPG,
wraz z poziomem B2-mikroglobuliny i biatka C-reaktyw-
nego moze by¢ niezaleznym czynnikiem prognostycznym
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pozwalajacym przewidzie¢ czas przezycia pacjentéw ze
szpiczakiem. W kolejnej pracy, ten sam zesp6t stwierdzit
wyzsze stezenie SRANKL w surowicy oraz zwigkszona
wartos$¢ proporcji SRANKL/OPG u pacjentéw z MGUS
W poréwnaniu z osobami zdrowymi, natomiast nizsza war-
tos¢ SRANKL/OPG w poréwnaniu z chorymi na szpicza-
ka w 11 II stadium choroby [80].

Odmienne wyniki otrzymata natomiast Kraj i wsp. [13,53],
ktérzy nie stwierdzili statystycznie istotnej réznicy migdzy
stezeniem SRANKL w surowicy pacjentéw ze szpiczakiem
W poréwnaniu z osobami zdrowymi oraz wykazali podobna
warto$¢ proporcji SRANKL/OPG w obu badanych grupach.
Stezenie SRANKL w surowicy chorych nie korelowato przy
tym ze stadium choroby ani z objawami zmian kostnych, nato-
miast dodatnio korelowato ze stgzeniem tej cytokiny w plazmie
szpiku kostnego. Na podstawie wyzej opisanych wynikow
mozna przyjac, ze oznaczanie wartosci proporcji SRANKL/
OPG w szpiku kostnym i surowicy nie ma wartosci klinicz-
nej, ale wyniki uzyskane przez innych autoréw [80,92] wska-
zuja na potrzebe dalszych badan w tym zakresie.

RANK/RANKL/OPG jAK0 UKLAD DOCELOWY W LECZENIU
SZPICZAKA PLAZMOCYTOWEGO

Sciste powiazanie miedzy progresja szpiczaka i resorpcja
kosci stwarza mozliwo$¢ zatrzymania cyklu wzajemnych
oddziatywan. Na przyktad zastosowanie inhibitoréw os-
teoklastow we wczesnej fazie rozwoju choroby mogtoby
skutecznie zahamowac nie tylko destrukcje kosci, ale tak-
7€ T0Zrost nowotworu.

Obecnie leczenie szpiczaka mnogiego polega przede
wszystkim na intensywnej terapii cytostatykami, majacej
na celu zniszczenie komérek nowotworowych. W leczeniu
zmian osteolitycznych oraz hiperkalcemii stosuje si¢ leki
wspomagajace, hamujace aktywnos¢ osteoklastéw, takie
jak: kortykosteroidy, bifosfoniany oraz kalcytoning.

PismiennicTwo

Bifosfoniany, najczgsciej stosowane leki antyresorpcyj-
ne, nie tylko hamuja aktywnos¢ osteoklastow, ale tez sty-
muluja wytwarzanie OPG i hamuja ekspresje RANKL
w osteoblastach [78,105]. W fazie badan jest natomiast
stosowanie antagonistéw RANKL w leczeniu choréb re-
sorpcyjnych kosci.

W badaniach przeprowadzonych z zastosowaniem mysie-
go modelu, podanie RANK-Fc, biatka powstatego w wy-
niku fuzji mysiego RANK z fragmentem Fc ludzkiej IgG,
catkowicie blokowato destrukcje¢ kosci i redukowato licz-
be osteoklastéow u myszy SCID z przeszczepionym szpi-
czakim (linia szpiczakowa ARH-77 lub pierwotne ludzkie
komorki szpiczakowe). Nastgpowato réwniez znaczne za-
hamowanie rozwoju nowotworu [79]. Podobnie rekombi-
nowana OPG hamowata powstawanie zmian osteolitycz-
nych w mysim modelu szpiczaka z uzyciem komérek linii
5T2MM, a takze obnizata nasilenie zmian osteolitycznych
i hamowata rozwéj nowotworu w szpiczaku indukowanym
przez komoérki ST33MM [18,104].

W fazie I badan klinicznych przeprowadzonych u pacjen-
téw ze szpiczakiem oraz u chorych na nowotwor piersi
z przerzutami do kosci, podanie rekombinowanej OPG
spowodowato obnizenie biochemicznych markeréw re-
sorpcji kosci [9]. W najnowszych badaniach przeprowa-
dzonych u 49 kobiet po menopauzie z zaawansowang 0s-
teoporoza potwierdzono bezpieczeristwo i antyresorpcyjne
dziatanie podanych podskérnie, w pojedynczej dawce,
ludzkich monoklonalnych przeciwciat anty-RANKL [7].
Wyniki te uzasadniaja koniecznos$¢ przeprowadzenia dal-
szych préb klinicznych, ktérych celem bytaby modulacja
uktadu RANKL/OPG w szpiczaku mnogim.
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