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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

 

auto-HSCT –przeszczepienie autologicznych krwiotwórczych komórek macierzystych 

(ang. autologous hematopoetic stem-cell transplantation) 

CI – przedział ufności (ang. confidence interval) 

CR – całkowita remisja (ang. complete remission) 

CRBN – cereblon (ang. cereblon) 

CUL4A – białko wchodzące w skład kompleksu ligazy E3 ubitkwityny (ang. cullin 4A) 

DDB1 – białko wchodzące w skład kompleksu ligazy E3 ubikwityny (ang. DNA 

damage-binding protein-1) 

D-VTd – daratumumab, bortezomib, talidomid, deksametazon (ang. daratumumab, 

bortezomib, thalidomide, dexamethasone) 

FLC – wolny lekki łańcuch immunoglobulinowy (ang. free-light chain) 

HR – współczynnik ryzyka (ang. hazard ratio) 

IKZF1 – czynnik transkrypcyjny Ikaros (ang. Ikaros family zinc finger 1) 

IKZF3 – czynnik transkrypcyjny Aiolos (ang. Ikaros family zinc finger protein 3) 

IL-2 – interleukina 2 (ang. interleukin-2) 

IMiDs – leki immunomodulujące (ang. immunomodulatory drugs)  

IFN-γ – interferon gamma (ang. interferon gamma) 

ISS – Międzynarodowy Indeks Prognostyczny (ang. International Staging System) 

RBX1 – białko wchodzące w skład kompleksu ligazy E3 ubitkwityny (ang. RING-box 

protein 1) 

Rd – lenalidomid, deksametazon (ang. lenalidomide, dexamethasone) 

MM – szpiczak plazmocytowy (ang. multiple myeloma) 

MRD – mierzalna choroba resztkowa (ang. measurable residual disease) 

PD – progresja choroby (ang. progressive disease) 

Pd – pomalidomid, deksametazon (ang. pomalidomide, dexamethasone) 

PR – częściowa remisja (ang. partial response) 

PFS – przeżycie wolne od progresji (ang. progression-free survival) 

rFLC – stosunek stężeń łańcuchów lekkich immunoglobulin w surowicy (ang. serum 

free-light chain ratio) 

SD – stabilizacja choroby (ang. stable disease) 

Td – talidomid, deksametazon (ang. thalidomide, dexamethasone) 

VGPR – bardzo dobra częściowa remisja (ang. very good partial response) 

VRd – bortezomib, lenalidomid, deksametazon (ang. bortezomib, lenalidomide, 

dexamethasone) 

VTd – bortezomib, talidomid, deksametazon (ang. bortezomib, thalidomide, 

dexamethasone) 
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ZARYS PROBLEMU 

 

 Szpiczak plazmocytowy (ang. multiple myeloma, MM) jest chorobą 

nowotworową układu chłonnego, charakteryzującą się klonalnym rozrostem komórek 

plazmatycznych, tj. limfocytów B będących na ostatnim etapie dojrzewania 

i różnicowania. Pomimo faktu, że szpiczak plazmocytowy jest nowotworem rzadkim 

i stanowi około 1% wszystkich chorób nowotworowych, wśród rozrostów 

hematoonkologicznych MM obejmuje około 10% i jest jedną z najczęstszych chorób 

nowotworowych układu chłonnego [1], [2]. Według rejestrów prowadzonych przez 

Narodowy Instytut Raka (ang. National Cancer Institute, NCI), zapadalność roczna na 

MM w Stanach Zjednoczonych, na podstawie danych epidemiologicznych z lat 2010  – 

– 2019 , ustabilizowała się i wynosi aktualnie 6,9 przypadków na 100 000 osób [3]. 

W Polsce obserwuje się stały wzrost zarówno liczby nowych zachorowań na MM, 

jak i  liczby zgonów z powodu MM. Według danych z Krajowego Rejestru Nowotworów, 

w ciągu ostatnich dwudziestu lat wskaźniki te uległy podwojeniu, Tabela nr 1.  

 

Tabela nr 1. Epidemiologia szpiczaka plazmocytowego w Polsce na podstawie danych 

z Krajowego Rejestru Nowotworów.  

Rok 
Liczba 

zachorowań 

Współczynnik 

zachorowalności 
Liczba zgonów 

Współczynnik 

umieralności 

1999 829 2,15 762 1,98 

2004 1122 2,94 1090 2,85 

2009 1132 2,97 1169 3,06 

2014 1498 3,89 1282 3,33 

2019 1713 4,46 1410 3,67 

 

 Obecnie celem leczenia MM jest uzyskanie stanu całkowitej remisji 

(ang. complete remission, CR) z negatywizacją mierzalnej choroby resztkowej (ang. 

measurable residual disease, MRD), wydłużenie przeżycia wolnego od progresji choroby 

(ang. progression-free survival, PFS) oraz całkowitego przeżycia (ang. overall survival, 

OS). Obserwowany wzrost odsetków 5-letnich przeżyć́ z 35,5% w roku 2000 do około 

54% w roku 2016 wyraża postęp, jaki dokonał się w leczeniu MM w ciągu ostatnich 
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dwóch dekad [3]. Ta poprawa rokowania związana jest z ugruntowaniem roli konsolidacji 

leczenia za pomocą wysokodawkowanej chemioterapii wspomaganej transplantacją 

autologicznych komórek krwiotwórczych (ang. autologous hematopoietic stem cell 

transplantation, auto-HSCT) oraz wprowadzeniem do leczenia nowych klas leków, 

takich jak: leki immunomodulujące, inhibitory proteasomu oraz przeciwciała 

monokonalne ukierunkowane na antygeny powierzchniowe komórek MM. 

Pomimo znaczącej poprawy wyników leczenia, MM pozostaje nowotworem 

nieuleczalnym, prowadzącym rocznie do 13 000 zgonów w Stanach Zjednoczonych 

i około 20 000 zgonów w krajach Unii Europejskiej [4]. 

 Szczególną grupą leków, które istotnie przyczyniły się do poprawy wyników 

leczenia MM są leki immunomodulujące (ang. immunomodulatory drugs, IMiDs). 

Pierwszym przedstawicielem tej grupy był talidomid. Lek ten pierwotnie był stosowany 

przeciwwymiotnie u kobiet ciężarnych i zyskał złą sławę z powodu poważnych 

embriotoksycznych działań niepożądanych. Niemniej, jego wprowadzenie w 2006 roku 

do leczenia chorych na MM zapoczątkowało przełomowe zmiany w terapii MM, które 

trwają do dziś. Obecnie zastosowanie talidomidu i jego nowszych pochodnych, 

tj. lenalidomidu i pomalidomidu, stanowi podstawę schematów terapeutycznych, szeroko 

stosowanych w rutynowej praktyce klinicznej, w terapii nowo rozpoznanego 

i nawrotowego MM [5], [6]. W leczeniu pierwszej linii u pacjentów kwalifikujących się 

do auto-HSCT rekomendowane jest stosowanie schematów zawierających talidomid 

w skojarzeniu z bortezomibem i deksametazonem (VTd) lub z bortezomibem, 

deksametazonem i daratumumabem (D-VTd), alternatywnie lenalidomid w skojarzeniu 

z bortezomibem i deksametazonem (VRd). Z kolei u pacjentów, którzy z powodu 

schorzeń współistniejących lub wieku nie kwalifikują się do konsolidacji leczenia 

z zastosowaniem auto-HSCT, zaleca się leczenie indukujące remisję lenalidomidem 

w skojarzeniu z deksametazonem (Rd) lub schematami trójlekowymi z bortezomibem 

(VRd) bądź daratumumabem (DRd).  

Pacjenci z nawrotowym lub opornym na leczenie MM stanową szczególne wyzwanie w 

codziennej praktyce klinicznej. Znaczącą rolę IMiDs w leczeniu nawrotowego MM 

podkreśla fakt, że poza determinantami klinicznymi, na dobór terapii drugiej i kolejnych 

linii znaczący wpływ ma określenie, czy u danego pacjenta rozwinęła się oporność na 

lenalidomid w toku dotychczasowego leczenia. U pacjentów, którzy nie otrzymywali 

wcześniej leczenia według schematu Rd, opcję terapeutyczną stanowi schemat Rd [7] 
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lub jego skojarzenie z inhibitorem proteasomu drugiej generacji  (karfilzomibem [8], 

iksazomibem [9]) lub przeciwciałem monoklonalnym (daratumumabem [10],  

elotuzumabem [11]). W przypadku pacjentów, u których rozwinęła się oporność 

na lenalidomid opcję terapeutyczną, obok schematów niezawierających IMiD, stanowią 

skojarzenia pomalidomidu z deksametazonem (Pd) [12] lub trójlekowe połączenia Pd 

z przeciwciałem monoklonalnym (daratumumabem [13], izatuksymabem [14],  

elotuzumabem [15]), inhibitorem proteasomu (bortezomibem [16], karfilzomibem [17], 

iksazomibem [18]) lub z lekiem alkilującym (cyklofosfamidem [19]). Ostateczna decyzja 

terapeutyczna dotycząca wyboru odpowiedniego schematu leczenia jest uzależniona 

od czynników zależnych od pacjenta (wiek, stan sprawności, schorzenia współistniejące, 

powikłania występujące w trakcie poprzednich linii leczenia) oraz od charakterystyki 

samej choroby (czas remisji, obecność niekorzystnych czynników rokowniczych, 

oporność na poprzednie linie leczenia), a w warunkach polskich dodatkowo ta decyzja 

ograniczona jest kryteriami refundacyjnymi poszczególnych produktów leczniczych.  

 Szeroki wybór opcji terapeutycznych, jakimi obecnie dysponujemy w leczeniu 

MM, zobowiązuje nas do pogłębiania wiedzy o mechanizmach działania poszczególnych 

cząsteczek oraz poszukiwania potencjalnych biomarkerów odpowiedzi na leczenie 

i czynników prognostycznych, pozwalających na identyfikację pacjentów, którzy mogą 

odnieść największą korzyść kliniczną z zastosowanej terapii.  

Przez wiele lat dokładny mechanizm działania talidomidu i jego pochodnych pozostawał 

nieznany, a kolejne doniesienia z badań podstawowych wskazywały, że efekt działania 

IMiDs najlepiej charakteryzuje określenie „plejotropowy”.  Leki z tej grupy wykazują 

działanie antyangiogenne, antyproliferacyjne, modulują aktywność osteoklastów oraz 

komórek układu odpornościowego (tj. limfocytów T oraz komórek NK), a także 

oddziałują na interakcje komórek MM z mikrośrodowiskiem szpiku kostnego [20], [21]. 

Pomimo identyfikacji wielu ścieżek aktywności IMiDs, mechanizm molekularny leżący 

u podstaw ich działania przypisywany jest bezpośredniej interakcji z białkiem CRBN 

(ang. cereblon), które wraz z białkami DDB1 (ang. DNA damage-binding protein-1), 

CUL4A (ang. cullin 4A) oraz RBX1 (ang. RING-box protein 1) współtworzy kompleks 

o aktywności ligazy E3 ubikwityny (CRL4CRBN) [22]. Interakcja IMiDs z CRBN 

powoduje zmianę profilu białek, które podlegają ubikwitynacji przez kompleks 

CRL4CRBN, a następnie są kierowane na drogę proteasomalnej degradacji. W terapii MM 

kluczowymi „neosubstratami” dla kompleksu CRL4CRBN są czynniki transkrypcyjne 



 
 

8 

IKF1 (ang. Ikaros family zinc finger 1) oraz IKZF3 (ang. Ikaros family zinc finger protein 

3), których ubikwitynacja i wtórna proteasomalna degradacja wywołuje efekt 

cytotoksyczny wobec komórek MM oraz moduluje aktywność limfocytów T i komórek 

NK poprzez regulację wydzielania INF-γ oraz IL-2 [23]–[26]. Dotychczas opublikowane 

wyniki badań podstawowych wskazują, że wyciszenie genu CRBN zmniejsza żywotność 

komórek MM oraz indukuje oporność na antyproliferacyjne działanie lenalidomidu 

i pomalidomidu [27], [28]. Zaś ekspresja białka CRBN koreluje z wynikami leczenia 

schematami zawierającymi IMiDs [29]–[31]. Niewiele jednak wiadomo, na temat 

predykcyjnego i prognostycznego znaczenia pozostałych składowych kompleksu 

CRL4CRBN u pacjentów z rozpoznaniem MM leczonych za pomocą leków 

immunomodulujących.  
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CEL PRACY 

 

 W pracy zbadano zagadnienie zależności pomiędzy ekspresją składowych 

kompleksu ligazy E3 ubikwityny (CRL4CRBN) a przebiegiem klinicznym i rokowaniem 

u chorych na szpiczaka plazmocytowego, poddanych leczeniu z wykorzystaniem IMiDs.   

Wyróżniono następujące cele szczegółowe pracy: 

1. Ocena ekspresji składowych kompleksu CRL4CRBN w archiwalnych 

trepanobioptatach pobranych od chorych na MM leczonych IMiDs.  

2. Ocena zależności pomiędzy ekspresją składowych kompleksu CRL4CRBN 

a uznanymi czynnikami prognostycznymi, ocenianymi w rutynowej praktyce 

klinicznej. 

3. Ocena zależności pomiędzy ekspresją składowych CRL4CRBN a uzyskaną 

odpowiedzią na leczenie IMiDs. 

4. Weryfikacja zależności pomiędzy ekspresją składowych CRL4CRBN i odległymi 

wynikami leczenia z wykorzystaniem IMiDs.  

5. Omówienie możliwości wykorzystania kompleksu CRL4CRBN jako celu 

terapeutycznego u pacjentów z rozpoznaniem MM.   
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WYNIKI 

 

 W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono retrospektywne badanie 

z wykorzystaniem archiwalnych trepanobioptatów pobranych od pacjentów 

z rozpoznaniem szpiczaka plazmocytowego, poddanych leczeniu 

immunomodulującemu, w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii w latach 2010-2015.  

Do badania włączono 130 pacjentów, w tym 81 (62%) pacjentów z nowo rozpoznanym 

MM, poddanych leczeniu pierwszej linii z wykorzystaniem talidomidu i 49 (38%) 

pacjentów z nawrotowym MM, którzy otrzymali leczenie oparte na lenalidomidzie. 

Mediana wieku pacjentów w momencie rozpoczęcia leczenia za pomocą IMiDs wynosiła 

62,5 roku (zakres, 32-85 lat), szczegółowa charakterystyka kliniczna oraz laboratoryjna 

badanej grupy została przedstawiona w Tabeli nr 2. Nie obserwowano istotnych 

statystycznie różnic pomiędzy grupami poddanymi leczeniu z wykorzystaniem IMiDs, 

z wyjątkiem predominacji płci żeńskiej (66% vs 49%) oraz obecności zmian 

osteolitycznych (64% vs 28%) w grupie leczonej talidomidem.  

Tabela nr 2. Szczegółowa charakterystyka kliniczna i laboratoryjna grupy badanej. 

PARAMETR n=130 

Wiek, lata  62,5 (32-85) 

Płeć mężczyźni 52 (40%) 

 kobiety 78 (60%) 

   

Izotyp białka monoklonalnego IgG 86 (66%) 

 IgA 29 (22%) 

 IgE 1 (1%) 

 FLC 14 (11%) 

ISS I 23 (18%) 

 II 42 (32%) 

 III 36 (28%) 

 brak danych 29 (22%) 

Albumina, g/dl  3,59 (±0.54) n=128 

β2-mikroglobulina, mg/l  4,43 (1.56-26.15) n=100 

Białko monoklonalne, g/dl  3,6 (±2,01) n=125 

rFLC < 100 43 (33%) 

 ≥ 100 43 (33%) 

 brak danych 44 (33%) 

Hemoglobina, g/dl ˂ 10 69 (53%) 

 ≥ 10 61 (47%) 

Wapń, mmol/l ≤2,55 108 (83%) 

 ˃ 2,55 21 (16%) 

 brak danych 1 (1%) 

Kreatynina, mg/dl ≤ 2  122 (94%) 

 ˃ 2 8 (6%) 
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Zmiany osteolityczne obecne 66 (50%) 

 brak 58 (45%) 

 brak danych 6 (5%) 

Plazmocyty w szpiku kostnym, 

% 
 67,5 (12,5- 95) 

Lek immunomodulujący talidomid 81 (62%) 

 lenalidomid 49 (38%) 

Liczba cykli leczenia  6 (1-56) 

Dane są przedstawione jako: liczby (odsetki) lub mediany (rozstęp międzykwartylowy). Zastosowane 

skróty: ISS (ang. International Staging System), FLC (ang. free-light chain), rFLC (ang. serum free-light 

chain ratio).  

Ocena ekspresji składowych kompleksu CRL4CRBN 

 W przeprowadzonym badaniu oceniono obecność składowych kompleksu 

CRL4CRBN z wykorzystaniem technik immunohistochemicznych. Zidentyfikowano 

obecność białek CRBN, CUL4A, DDB1, IKZF1 i IKZF3 odpowiednio w 54%, 51%, 

49%, 71% i 54% analizowanych trepanobioptatach. Wykazano zależność pomiędzy 

ekspresją białek tworzących kompleks CRL4CRBN dla par: CUL4A-IKZF3 (p=0,023) 

i DDB1-IKZF1 (p=0,007). Nie obserwowano wzajemnych zależności pomiędzy 

ekspresją pozostałych składowych CRL4CRBN ani czynników transkrypcyjnymi 

zależnych od aktywności kompleksu pod wpływem IMiDs (IKZF1, IKZF3).  

Zależności pomiędzy ekspresją składowych kompleksu CRL4CRBN a czynnikami 

klinicznymi MM 

 W wyniku przeprowadzonych analiz statystycznych wykazano, że w grupa 

pacjentów z ekspresją CRBN, tj. CRBN (+), charakteryzuje się wyższym stężeniem 

białka monoklonalnego (mediana 4,1 g/dl vs. 2,7 g/dl, p=0,006), β2-mikroglobuliny 

(mediana 4,6 mg/l vs 3,9 mg/l, p=0,047) oraz niższym stężeniem hemoglobiny we krwi 

obwodowej (< 10 g/l, p=0,030) w momencie rozpoczęcia leczenia IMiDs w porównaniu 

do grupy CRBN(-). Ponadto, w grupie pacjentów z ekspresją DDB1, tj. DDB1(+), 

obserwowano wyższe stężenie β2-mikroglobuliny (mediana 5,04 g/dl vs 3,94 g/dl, 

p=0,016) i niższe stężenie hemoglobiny we krwi obwodowej (<10 g/l, p=0,036). 

Dodatkowo, zidentyfikowano zależność pomiędzy klasą białka monoklonalnego 

dominującego w przebiegu MM, a ekspresją IKZF1 oraz IKZF3 (odpowiednio p=0,040 

i p<0,001).  



 
 

12 

Zależności pomiędzy ekspresją składowych CRL4CRBN a uzyskaną odpowiedzią na 

leczenie 

 W analizie zależności pomiędzy ekspresją składowych CRL4CRBN 

a odpowiedzią uzyskaną na leczenie oparte na IMiDs, potwierdzono że pacjenci w grupie 

CRBN(+) charakteryzują się lepszymi wynikami leczenia w porównaniu do grupy 

CRBN(-). Odpowiednio częściej uzyskiwano co najmniej częściową remisję 

(≥ PR vs <PR, p=0,012) oraz co najmniej bardzo dobrą częściową remisję 

(≥ VGPR  vs  <VGPR, p=0,032) w grupie CRBN(+). Dodatkowo pokazano, że w grupie 

pacjentów z ekspresją CUL4A, tj. CUL4A(+) również częsciej obserwuje 

się korzystniejsze wyniki leczenia w zakresie uzyskiwanej odpowiedzi na leczenie 

IMiDs, odpowiednio co najmniej PR (≥ PR vs < PR, p=0,007) oraz przynajmniej VGPR 

(≥ VGPR vs <VGPR p=0,027), w porównaniu do grupy bez ekspresji CUL4A. 

Nie obserwowano istotnych statystycznie różnic pomiędzy ekspresją DDB1, IKZF1 

i IKZF3, a uzyskaną odpowiedzią na leczenie oparte na IMiDs.  

Zależności pomiędzy ekspresją składowych CRL4CRBN i odległymi wynikami 

leczenia z wykorzystaniem IMiDs 

 W analizowanej grupie mediana czasu obserwacji w wyniosła 4,75 lat (zakres 

0,5-16,9). W ocenianym okresie udokumentowano, że grupa pacjentów CUL4A(+) 

charakteryzuje się mniejszym ryzykiem progresji MM w porównaniu do grupy  bez 

ekspresji CUL4A  (HR=0,66; 95% CI 0,44-0,99; p=0,046). W analizie jednoczynnikowej 

zidentyfikowano niekorzystne czynniki  prognostyczne dla OS, tj. ekspresję DDB1 

(HR=3,48; 95% CI 1,75-6,93; p<0,001), obecność zmian osteolitycznych (HR=2,44; 

95% CI 1,31-4,53; p=0,005), starszy wiek pacjenta (HR=1,04; 95% CI 1,01-1,08; 

p=0,008) oraz wyższe wyjściowo stężenie β2-mikroglobuliny we krwi obwodowej 

(HR=1,10; 95% CI1,04-1,15; p<0,001). W analizie wieloczynnikowej uwzględniono 

zmienne niezależne, oceniane w analizie jednoczynnikowej, tj. wiek, stężenie białka 

monoklonalnego, rodzaj białka monoklonalnego, ilościową ocena plazmocytów w szpiku 

kostnym, stężenie β2-mikroglobuliny, albuminy, kreatyniny, wapnia całkowitego, 

hemoglobiny, liczbę płytek krwi we krwi obwodowej oraz ekspresję składowych 

kompleksu CRL4CRBN. W toku przeprowadzonej analizy potwierdzono niezależny, 

niekorzystny wpływ poniższych parametrów, ocenianych bezpośrednio przed leczeniem: 

stężenie β2-mikroglobuliny (HR=1,06; 95% CI 1,01-1,12; p=0,026), obecność zmian 

osteolitcznych (HR=2,44; 95% CI 1,19-5,01; p=0.015), oraz ekspresja DDB1 (HR=3,38; 



 
 

13 

95% CI 1,65-6,75; p<0,001) na prawdopodobieństwo całkowitego przeżycia chorych na 

MM leczonych IMiDs.  

Omówienie możliwości terapeutycznych opartych na wykorzystaniu CRL4CRBN  

jako punktu uchwytu w leczeniu MM 

 W pracy poglądowej dokonano przeglądu literatury w zakresie aktualnej wiedzy 

dotyczącej wykorzystania kompleksu jako celu terapeutycznego w MM. Omówiono 

aktualne doniesienia w zakresie mechanizmu działania IMiDs oraz wyniki 

najważniejszych badań klinicznych oceniających terapie opartą na IMiDs. 

Ponadto scharakteryzowano kolejną generację cząsteczek modulujących aktywność 

CRL4CRBN (ang. Cereblon E3 ligase modulators, CELMoDs), przedstawiając mechanizm 

ich działania, dotychczas uzyskane wyniki badań podstawowych oraz badań klinicznych 

wczesnych faz oceniających CELMoDs. W artykule przedstawiono również możliwości 

wykorzystania kompleksu CRL4CRBN do precyzyjnego kierowania wybranych białek na 

drogę proteolizy przy użyciu chimerycznych białek adaptorowych, 

tj. PROTACs (ang. proteolysis targeting chimeras) – najnowszej metody inżynierii 

proteomicznej o wysokim potencjale terapeutycznym.  
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WNIOSKI 

 

Uzyskane wyniki badań przemawiają za predykcyjnym znaczeniem ekspresji 

CRBN i CUL4A oraz prognostycznym znaczeniem ekspresji DDB1 u chorych na MM 

leczonych IMiDs. Realizacja szczegółowych celów niniejszej rozprawy pozwoliła 

na sformułowanie następujących wniosków szczegółowych: 

1. W 130 archiwalnych trepanobioptatach pobranych od pacjentów z rozpoznaniem 

MM bezpośrednio przed rozpoczęciem leczenia opartego na IMiDs, stwierdzono 

obecność białek zaangażowanych w tworzenie kompleksu CRL4CRBN – CRBN, 

CUL4A, DDB1 oraz ekspresję białek zależnych od aktywności CRL4CRBN – 

IKZF1 oraz IKZ3, wykorzystując techniki immunohistochemiczne rutynowo 

stosowane w procesie diagnostycznym MM.  

2. Istnieje zależność pomiędzy ekspresją CRBN a wyższym stężeniem białka 

monoklonalnego, β2-mikroglobuliny oraz niższym stężeniem hemoglobiny 

we krwi obwodowej w momencie rozpoczęcia leczenia immunomodulującego. 

Podobnie, ekspresja DDB1 związana jest wyższym stężeniem β2-mikroglobuliny 

oraz niższym stężenie hemoglobiny we krwi obwodowej bezpośrednio przed 

leczeniem opartym na IMiDs.   

3. Pacjenci w grupie z ekspresją CRBN charakteryzują się lepszymi wynikami 

leczenia w porównaniu do grupy, w której tej ekspresji się nie identyfikuje. Chorzy 

uzyskują znamiennie częściej PR oraz VGPR w wyniku leczenia opartego 

na IMiDs. Podobnie, obecność CUL4A również cechuje grupę pacjentów, którzy 

częściej uzyskują co najmniej PR lub VGPR w wyniku leczenia talidomidem 

lub lenalidomidem.  

4. Do niekorzystnych czynników rokowniczych, mających wpływ na czas 

całkowitego przeżycia należą: ekspresja DDB1, obecność zmian osteolitycznych, 

starszy wiek pacjenta oraz wyższe wyjściowo stężenie β2-mikroglobuliny we krwi 

obwodowej. Uzyskane wyniki analizy wieloczynnikowej potwierdzają 

prognostyczny, niekorzystny wpływ stężenia β2-mikroglobuliny, obecności zmian 

osteolitycznych oraz ekspresji DDB1 na prawdopodobieństwo całkowitego 

przeżycia chorych na MM leczonych IMiDs. 

5. Eksploracja znaczenia kompleksu CRL4CRBN w ujęciu terapeutycznym szpiczaka 

plazmocytowego stanowi szczególną wartość w zakresie identyfikacji 
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potencjalnych biomarkerów uzyskiwanej odpowiedzi na leczenie i szacowania 

odległych wyników terapii opartej na IMiDs. W przyszłości może stanowić 

wartość dodaną w zakresie dynamicznie rozwijających się terapii opartych 

na aktywności kompleksu ligazy E3 ubikwitny.  
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Abstract: Immunomodulatory drugs (IMiDs) are effective in the treatment of multiple myeloma 

(MM), myelodysplastic syndrome with deletion of chromosome 5q and other haematological ma- 

lignancies. Recent studies showed that IMiDs bind to cereblon (CRBN), a substrate receptor of the 

CRL4–CRBN complex, to induce the ubiquitination and degradation of IKZF1 and IKZF3 in MM 

cells, contributing to their anti-myeloma activity. We aimed to determine whether the CRL4– CRBN 

complex proteins’ expression predicts the prognosis of MM patients treated with IMiDs. Here, we 

evaluated the expression of CRL4–CRBN complex proteins and their downstream targets with 

immunohistochemistry (IHC) staining in 130 bone marrow samples from MM patients treated with 

thalidomide or lenalidomide-based regimens. We found that the expression of CRBN and CUL4A 

was associated with the superior IMiD-based treatment response (p = 0.007 and p = 0.007, 

respectively). Moreover, the CUL4A expression was associated with improved PFS (HR = 0.66, 95% 

CI 0.44–0.99; p = 0.046) and DDB1 expression showed a negative impact on OS both in the univariate 

(HR = 2.75, 95% CI 1.65–4.61; p = 0.001) and the multivariate (HR 3.67; 95% CI 1.79–7.49; p < 0.001) 

analysis. Overall, our data suggest that the expression of DDB1, CUL4A and CRBN assessed by IHC 

predicts the clinical course of MM patients and identifies patients with a high probability of 

responding to IMiD-based therapy. 

 
Keywords: DNA damage-binding protein 1; cereblon; cullin 4a; thalidomide; lenalidomide; 

immunomodulatory drugs; multiple myeloma 

 

 

1. Introduction 

Multiple myeloma (MM) is the third most common haematologic malignancy in the 

European Union, with approximately 33,000 new cases and 20,000 deaths annually [1]. 
Despite the impressive therapeutic progress that has occurred in recent decades, the devel- 
opment of drug resistance is typical during the clinical course of MM, and most patients 
eventually relapse and require further therapy [2]. The introduction of thalidomide, a first- 
in-class immunomodulatory drug (IMiD), in 2006 was one of the milestones in MM therapy 
history. Thalidomide and its newer derivatives such as lenalidomide and pomalidomide, 
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STRESZCZENIE 

 

Leki immunomodulujące (ang. immunomodulatory drugs, IMiDs) stanowią 

podstawę schematów terapeutycznych stosowanych w leczeniu nowo rozpoznanego 

i nawrotowego szpiczaka plazmocytowego (ang. multiple myeloma, MM). Istotny postęp, 

jaki dokonał się w leczeniu chorych na MM w ciągu ostatnich dwóch dekad jest 

przypisywany m.in. wprowadzeniu do rutynowej praktyki klinicznej talidomidu oraz jego 

nowszych pochodnych, tj. lenalidomidu i pomalidomidu. Jedyny dotychczas opisany, 

molekularny mechanizm działania IMiDs polega na bezpośredniej interakcji z białkiem 

cereblon (CRBN), które współtworzy kompleks o aktywności ligazy E3 ubikwityny 

(CRL4CRBN). W wyniku przyłączenia IMiDs do CRBN dochodzi do zmiany profilu 

białek, które są ubikwitynowane przez CRL4CRBN i kierowane na drogę protasomalnej 

degradacji. Pod wpływem IMiDs dochodzi do nasilonej proteasomalnej degradacji 

czynników transkrypcyjnych (IZKF1, IKZF3) kluczowych dla przeżycia i proliferacji 

MM oraz pośrednio modulujących aktywność układu odpornościowego.  

 Celem niniejszej pracy była ocena zależności pomiędzy ekspresją składowych 

kompleksu ligazy E3 ubikwityny (CRL4CRBN) a przebiegiem klinicznym i rokowaniem 

u chorych na MM poddanych leczeniu z wykorzystaniem IMiDs.   

 Za pomocą barwień immunohistochemicznych oceniono ekspresję składowych 

kompleksu CRL4CRBN oraz białek zależnych od jego aktywności, w archiwalnych 

trepanobioptatach pobranych od pacjentów przed rozpoczęciem leczenia opartego 

na IMiDs. Dokonano analizy statystycznej w zakresie uzyskanych wyników 

immunohistochemicznych oraz danych laboratoryjnych i klinicznych dotyczących 

pacjentów leczonych IMiDs.  

 Do badania włączono 130 pacjentów, w tym 81 (62%) pacjentów leczeniu 

pierwszej linii z wykorzystaniem talidomidu i 49 (38%) pacjentów, którzy otrzymali 

leczenie oparte na lenalidomidzie. Zidentyfikowano obecność białek CRBN, CUL4A, 

DDB1, IKZF1 oraz IKZF3 odpowiednio w 54%, 51%, 49%, 71% i 54% analizowanych 

trepanobioptatach. W wyniku przeprowadzonej analizy statystycznej stwierdzono 

zależność pomiędzy ekspresją białek CRBN i DDB1 a parametrami klinicznymi 

odpowiadającymi wyższemu zaawansowaniu MM w momencie rozpoczęcia leczenia 

IMiDs. Dodatkowo potwierdzono, że ekspresja CRBN koreluje z uzyskiwaną 

odpowiedzią na leczenie (≥PR vs. <PR, p=0,012; ≥VGPR vs. <VGPR, p=0,032) 

oraz zidentyfikowano po raz pierwszy tożsamą zależność dla ekspresji CUL4A (≥ PR vs. 

<PR, p=0,007;  ≥VGPR vs. <VGPR p=0,027). Ekspresja CUL4A charakteryzowała 

również grupę pacjentów z mniejszym ryzykiem progresji MM (HR=0,66; 95% CI 0,44-

-0,99; p=0,046). W analizie jednoczynnikowej zidentyfikowano niekorzystne czynniki  

prognostyczne dla OS (ekspresja DDB1, obecność zmian osteolitycznych, starszy wiek 

pacjenta oraz wyższe wyjściowo stężenie β2-mikroglobuliny we krwi obwodowej). 

W  analizie wieloczynnikowej potwierdzono niezależny, niekorzystny wpływ stężenia 
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β2-mikroglobuliny, obecności zmian osteolitcznych oraz ekspresji DDB1 

na prawdopodobieństwo całkowitego przeżycia chorych na MM leczonych IMiDs. 

 Uzyskane wyniki przemawiają za predykcyjnym znaczeniem ekspresji CRBN 

i CUL4A oraz prognostycznym znaczeniem ekspresji DDB1 u chorych na MM leczonych 

IMiDs oraz mogą w przyszłości przyczynić się do identyfikacji pacjentów, którzy odniosą 

największą korzyść z leczenia opartego na aktywności kompleksu CRL4CRBN. 
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ABSTRACT 

 

The impact of the E3 ubiquitin ligase complex components on the clinical course 

and prognosis of patients with multiple myeloma treated with immunomodulatory 

drugs.  

Immunomodulatory drugs (IMiDs) are the backbone of most combination 

regimens used in the treatment of multiple myeloma (MM) in newly diagnosed 

and relapsed or refractory settings. The introduction of thalidomide, a first-in-class IMiD, 

along with its newer derivatives (lenalidomide and pomalidomide), was a milestone 

in MM therapy leading to a significant improvement in patients’ prognosis. Nowadays, 

it is known that IMiDs exert their anti-myeloma activity mainly by binding cereblon 

(CRBN), the substrate receptor protein of the CRL4 E3 ubiquitin ligase (CRL4CRBN) 

complex. By binding CRBN, IMiDs alter their substrate specificity, leading to the change 

of proteins profile, which is ubiquitinated by CRL4CRBN and subsequently degraded by 

the proteasome. IMiDs lead to the enhanced degradation of transcriptional factors 

(IKZF1, IKZF3), which are crucial for MM survival and indirectly modulate immune 

system activity. 

The study aimed to analyze the association between the expression of CRL4CRBN 

complex proteins and the clinical course of MM patients undergoing IMiDs-based 

treatment.  

We evaluated the expression of CRL4CRBN complex proteins and their 

downstream targets with immunohistochemistry (IHC) staining in 130 bone marrow 

samples from MM patients treated with thalidomide (n=81, 62%) or lenalidomide-based 

(n=49, 38%) regimens. According to predefined cut-off values, the positivity (+) 

of CRBN, CUL4A, DDB1, IKZF1 and IKZF3 was observed in 54%, 51%, 49%, 71% 

and 54% of cases, respectively. We found that expression of CRBN and DDB1 was 

associated with higher burden of the MM at the initiation of IMiDs therapy. 

We confirmed that CRBN expression correlates with response to IMIDs treatment 

(≥ PR vs. < PR, p=0,012; ≥ VGPR vs. < VGPR, p=0,032). The expression of CUL4A was 

also associated with response rate  (≥ PR vs. < PR, p=0,007;  ≥ VGPR vs. < VGPR 

p=0,027) and improved PFS (HR = 0.66, 95% CI 0.44–0.99; p = 0.046). Moreover, DDB1 

expression along with β2-microglobulin serum concentration and presence of 

the osteolytic lesions, showed a negative impact on OS both in univariate and multivariate 

analysis. 

The study’s results suggest that expression of CRBN, CUL4A and DDB1 may 

predict the clinical course of MM patients and identify patients with a high probability 

of response to IMiD-based therapy. These novel findings are the starting point for future 

research in personalized therapeutic approaches based on CRL4CRBN activity. 
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