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STRESZCZENIE
Celem pracy było określenie przydatności oznaczania aktywności ChT-L 
proteasomu 20s u pacjentów z nowo rozpoznanym szpiczakiem plaz-
mocytowym (MM). Materiał do badań stanowiło osocze 41 pacjentów 
z nowo rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym. Aktywność ChT-L 
proteasomu 20S oznaczano przy użyciu fluorogennego substratu Suc-
Leu-Leu-Val-Tyr-AMC w obecności SDS jako selektywnego aktywatora 
enzymu chymotrypsynopodobnego. Przeprowdzone badania wykazały 
podwyższoną aktywność ChT-L proteasomu 20S u pacjentów z nowo 
rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym w porównaniu z grupą 
kontrolną osób zdrowych (mediana 1,24 U/mg; zakres 0,67–3,61 U/mg 
vs mediana 1,09 U/mg; zakres 0,67–1,62 U/mg). Znamiennie wyższą 
aktywność ChT-L proteasomu 20S wykazano u pacjentów z III stop-
niem zaawansowania choroby wg ISS (mediana 1,25 U/mg; p=0,048). 
Stwierdzono istnienie korelacji pomiędzy aktywnością ChT-L proteas-
omu 20S a stężeniem β2-mikroglobuliny (p=0,007). Aktywność ChT-L 
proteasomu 20S nie zależała od płci i wieku pacjentów. Uzyskane wyniki 
badań wskazują na przydatność oznaczania aktywności proteasomu 20S 
w osoczu pacjentów z nowo rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym 
jako wskaźnika przydatnego w ocenie rokowania przebiegu choroby.
Słowa kluczowe: szpiczak plazmocytowy, aktywność proteasomu 20S

SUMMARY
The purpose of the study is to determine the 20S proteasome ChT-L 
activity in patients with newly diagnosed multiple myeloma (MM). the 
20S proteasome ChT-L activity was assayed using the fluorogenic pep-
tide substrate Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC in the presence of an artificial 
activator sodium dodecyl sulfate (SDS) in the plasma of healthy donors 
(n=20) and MM patients (n=41). The 20S proteasome ChT-L activ-
ity was higher in the plasma of MM patients at the diagnosis than in 
healthy subjects (median 1.24 U/mg; range 0.67–3.61 U/mg vs median 
1.09 U/mg; range 0.67–1.62 U/mg). The highest 20S proteasome ChT-L 
activity was observed at 3rd iss score and the difference was statisti-
cally significant (median 1.25 U/mg vs median 1.09 U/mg; p=0.048). 
Statistically significant correlations was found between 20S plasma 
ChT-L activity and β2-microglobulin level (p=0.007) as well as between 
20S plasma ChT-L activity and creatinine concentration (p=0.019). The 
plasma 20S proteasome ChT-L activity did not correlate with age and 
did not depend on the gender of the patients. the results of the study 
point to usefulness of the 20S proteasome ChT-L activity measurement 
as a prognostic factor in MM patients.
Keywords: Multiple myeloma, Proteasome 20s activity
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Wstęp 
System proteasomalny odpowiada za selektywną de-
gradację białek zaangażowanych w podstawowe pro-
cesy komórkowe. Proteasomy degradują m. in. białka 

regulujące cykl komórkowy, apoptozę, ekspresję ge-
nów, a także białka biorące udział w rozwoju komó-
rek w tym endogenny inhibitor czynnika jądrowego 
– κB/NF-κB/, IκB. Degradacja IκB prowadzi do ak-
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tywacji czynnika jądrowego NF-κB, który zwiększa 
transkrypcję białek odpowiedzialnych za przeżycie 
plazmocytów, ich wzrost, migrację, przyleganie do 
podścieliska szpiku oraz oporność na chemioterapię 
[1, 2].

Rozróżniamy dwa rodzaje proteasomów: 20S i 26S. 
Kompleks proteasomowy 26S składa się z baryłkowa-
tego rdzenia o stałej sedymentacji 20S oraz dwóch 
regulatorowych kompleksów 19S zlokalizowanych 
na obu końcach rdzenia. Proteasom 20S zbudo-
wany jest z 28 podjednostek, tworzących 2 pierście-
nie zewnętrzne α i dwa pierścienie wewnętrzne β [3]. 
Jedynie podjednostki β są enzymami proteolitycznymi 
i wykazują odpowiednio: aktywność chymotrypsyno-
podobną (podjednostka β5), trypsynopodobną (pod-
jednostka β2) i kaspazopodobną (podjednostka β1) [1].

Badania ostatnich lat potwierdzają znaczącą rolę 
proteasomów w patogenezie wielu chorób układu 
krwiotwórczego [4]. W osoczu osób zdrowych wystę-
pują one w niewielkim stężeniu. W przebiegu nowo-
tworów złośliwych dochodzi do wzrostu ich stężenia 
w wyniku uwolnienia do krążenia, najprawdopo-
dobniej na drodze sekrecji bądź w wyniku rozpadu 
komórek nowotworowych. Podwyższone stężenia 
krążących proteasomów wykazano u chorych na 
szpiczaka plazmocytowego [5], ostre białaczki [6], 
czerniaka złośliwego [7] oraz u pacjentów z różnymi 
guzami litymi [8, 9]. Stężenia krążących proteaso-
mów oznaczane są najczęściej metodami immuno-
enzymatycznymi [10].

Istnieje możliwość oznaczania krążących pro-
teasomów poprzez pomiar aktywności chymotryp-
synopodobnej (ChT-L) podjednostki β5 w obecności 
SDS – selektywnego aktywatora proteasomu 20S [11]. 
Enzym ten jest główną proteazą odpowiedzialną za 
wewnątrzkomórkową degradację białek. Jego zabloko-
wanie skutkuje zahamowaniem cyklu komórkowego 
i wywołaniem apoptozy zarówno w komórkach prawi-
dłowych, jak i zmienionych nowotworowo [12]. Wzrost 
aktywności proteasomów obserwowano u chorych na 
ostrą białaczkę limfoblastyczną i szpikową [13–15], 
przewlekłą białaczkę limfocytową [11] i zespół mielo-
dysplastyczny [14]. 

Celem pracy była ocena aktywności chymo-
trypsynopodobnej proteasomu 20S w osoczach 
chorych z nowo zdiagnozowanym szpiczakiem 
plazmocytowym.

Materiał i metody
Badaniem objęto 41 pacjentów z nowo rozpoznanym 
szpiczakiem plazmocytowym (22 kobiety, 19 męż-
czyzn; mediana 69 lat, zakres 36–87 lat) zakwalifi-
kowanych do leczenia chemioterapeutycznego w Kli-
nice Hematologii z Pododdziałem Chorób Naczyń 

Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Białymsto-
ku. Rozpoznanie MM ustalono na podstawie kryte-
riów International Myeloma Working Group [16]. Pa-
cjenci zostali podzieleni na trzy grupy w zależności od 
klasyfikacji prognostycznej ISS (International Staging 
System). W grupie I znalazło się 8 osób, w II – 12, na-
tomiast w III – 21. Grupę porównawczą stanowiło 20 
zdrowych ochotników (11 kobiet, 9 mężczyzn; media-
na 73 lat, zakres 51–89 lat). Charakterystykę grupy 
badanej przedstawia tabela I.

Materiał do badań stanowiło osocze cytrynianowe. 
Krew pobierano na 3,8% cytrynian sodu i wirowano 
przy 1500 g przez 15 minut. Uzyskane osocze natych-
miast zamrażano i przechowywano w temperaturze 
-80°C do momentu wykonania oznaczeń. Na przepro-
wadzenie badań uzyskano zgodę Komisji Bioetycznej 
Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku.

Chymotrypsynopodobną aktywność (ChT-L) pro-
teasomu 20S oznaczano w osoczu przy użyciu flu-

Tabela I. Charakterystyka grupy badanej  
Table I. characteristics of the patients group

Oceniane parametry MM (n=41)
Mediana (zakres)

Płeć (K/M) 22/19

Wiek (lata) 69 (36–87)

odsetek plazmocytów w szpiku 
kostnym (%) 29 (10,2–96,4)

Albumina (g/dl) 3,28 (2,09–4,82)

β2-mikroglobulina (mg/L) 5,62 (1,08–22,35)

Białko monoklonalne w surowicy 
(g/dl) 2,80 (0,02–9,23)

Kreatynina (mg/dl) 1,18 (0,41–6,51)

LDH (IU/L) 214 (108–626)

Ryc. 1. Aktywność ChT-L proteasomu 20S w grupie kon-
trolnej i u pacjentów z nowo rozpoznanym szpiczakiem 
plazmocytowym (MM) 
Fig. 1. Plasma 20S proteasome chymotrypsin-like (ChT-L) activity 
in healthy subject and in patients with newly diagnosed multiple 
myeloma (MM)
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orogennego substratu Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC 
(100 µM) w obecności SDS (sól sodowa siarczanu 
dodecylu) jako selektywnego aktywatora enzymu. 
Badane osocza aktywowano 10% SDS, a następnie 
po 15-minutowej inkubacji w temperaturze poko-
jowej nanoszono na płytkę titracyjną zawierającą 
bufor (0,05% SDS w 100 mM Tris/HCl o pH 7,5) oraz 
substrat (Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC). W celu potwier-
dzenia, że za hydrolizę substratu był odpowiedzialny 
proteasom 20S, osocza preinkubowano z inhibitorem 
proteasomu 20S – epoksymycyną [11].

Do pomiaru uwolnionego barwnika – 7-amino-4- 
-metylokumaryny (AMC) (Ex=355 nm, Em=460 nm, 
czas pomiaru 60 minut w temperaturze 37°C) użyto 

Ryc. 2. Aktywność ChT-L proteasomu 20S u pacjentów 
z nowo rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym (n=41) 
w zależności od klasyfikacji prognostycznej ISS (Internatio-
nal Staging System) 
Fig. 2. Plasma 20S proteasome chymotrypsin-like (ChT-L) acti-
vity in patients with newly diagnosed multiple myeloma (n=41) 
depending on iss score

Ryc. 3. Zależność pomiędzy 
aktywnością ChT-L proteasomu 
20S a wybranymi parametrami 
klinicznymi MM: stężeniami 
β2mikroglobuliny (R=0,411; 
p=0,007), kreatyniny 
(R=0,363; p=0,019), odset-
kiem plazmocytów w szpiku 
(R=0,356; p=0,222) oraz 
aktywnością dehydrogenazy 
mleczanowej (LDH) (R=0,165; 
p=0,314) 
Fig. 3. correlation between 20s 
proteasome chymotrypsin-like 
(ChT-L) activity and MM clinical 
parameters: β2 microglobulin level 
(R=0,411; p=0,007), creatinine 
level (R=0,363; p=0,019), 
clonal bone marrow plasma cells 
(R=0,356; p=0,222) and serum 
lactic dehydrogenase activity 
(LDH) (R=0,165; p=0,314)

czytnika mikropłytek FLUOstar OPTIMA. Ilość 
uwolnionego AMC odczytano z wykresu kalibracyj-
nego sporządzonego na wzorcowych roztworach tego 
związku. Za jednostkę aktywności chymotrypsyno-
podobnej protesomu 20S przyjęto 1 pmol AMC uwol-
niony w ciągu 1 minuty (pmol/min=U). Wszystkie 
oznaczenia wykonano w tripletach. Stężenie białka 
w badanych osoczach oznaczono metodą Bradforda 
przy użyciu odczynnika Bio-Rad w aparacie Biofoto-
metr (Eppendorf). Badania te wykonano w Zakładzie 
Biologii Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku.

Analiza statystyczna
Rozkład grupy badanej oceniano testem Shapiro-Wil-
ka. Dalszą analizę wyników przeprowadzono z uży-
ciem testów nieparametrycznych. Za poziom istotno-
ści przyjęto p<0,05.

Wyniki
Aktywność ChT-L proteasomu 20S w osoczach pa-
cjentów z nowo rozpoznanym szpiczakiem plazmo-
cytowym była wyższa (mediana 1,24 U/mg, zakres 
0,67–3,61 U/mg) w porównaniu z grupą kontrolną 
osób zdrowych (mediana 1,09 U/mg, zakres 0,67– 
–1,62 U/mg), jednak różnica nie była istotna staty-
stycznie (p=0,324) (Ryc. 1). Znamiennie wyższą ak-
tywność ChT-L proteasomu 20S obserwowano u pa-
cjentów z III stopniem zaawansowania choroby wg 
ISS (mediana 1,25 U/mg, zakres 0,89–3,61 U/mg; 
p=0,048) (Ryc. 2). Stwierdzono istnienie korelacji 
pomiędzy aktywnością ChT-L proteasomu 20S a stę-
żeniami: β2-mikroglobuliny (R=0,411; p=0,007) i kre-
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atyniny (R=0,363; p=0,019) oraz odsetkiem plazmo-
cytów w szpiku (R=0,356; p=0,222). Słabą korelację 
wykazano pomiędzy aktywnością ChT-L proteaso-
mu 20S a aktywnością dehydrogenazy mleczanowej 
(LDH) (R=0,165; p=0,314), natomiast słabą ujem-
ną pomiędzy aktywnością ChT-L proteasomu 20S 
a stężeniem albuminy (R= -0,282; p=0,072) (Ryc. 3). 
Aktywność ChT-L proteasomu 20S nie korelowa-
ła ze stężeniem białka monoklonalnego w surowicy 
(R= -0,094; p=0,594), a także nie zależała od płci 
i wieku pacjentów.

Omówienie 
Wzrost ekspresji i aktywności proteasomów w ko-
mórkach nowotworowych przyczynia się do zwięk-
szonej degradacji białek kontrolujących cykl komór-
kowy i apoptozę, co w konsekwencji prowadzi do 
wzrostu komórek nowotworowych i ich oporności na 
chemioterapię. Podejmowane są próby wykorzysta-
nia pomiaru stężeń krążących proteasomów do oce-
ny stopnia zaawansowania choroby nowotworowej 
oraz odpowiedzi na leczenie. Zwiększone stężenie 
proteasomów w osoczu najprawdopodobniej zwią-
zane jest z ich uwalnianiem do krążenia na drodze 
sekrecji bądź w wyniku rozpadu komórek nowotwo-
rowych. Sugeruje się, iż w nowotworach o dużej dy-
namice, w tym szpiczaku plazmocytowym, pomiar 
krążących proteasomów może być wykorzystany do 
diagnostyki i oceny stopnia zaawansowania choro-
by [5].

W dostępnej literaturze brak jest doniesień doty-
czących pomiarów aktywności ChT-L proteasomu 20S 
w osoczu chorych na szpiczaka plazmocytowego. Ma 
i wsp. obserwowali znaczny wzrost aktywności ChT-L 
proteasomu w osoczach pacjentów z ostrą białaczką 
szpikową, przewlekłą białaczką limfocytową oraz 
zespołem mielodysplastycznym (MDS) [11, 14]. U osób 
z przewlekłą białaczką limfocytową aktywność ChT-L 
proteasomu 20S korelowała ze stopniem zaawanso-
wania choroby, wg klasyfikacji Rai, oraz stężeniem 
β2-mikroglobuliny [11].

Nasze badania wykazały podwyższoną aktyw-
ność ChT-L proteasomu 20S w osoczach chorych 
z nowo rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym. 
U pacjentów z I oraz II stopniem zaawansowania, 
wg ISS, aktywność ChT-L proteasomu 20S nie róż-
niła się w sposób istotny statystycznie od wartości 
stwierdzonych w grupie osób zdrowych, podczas 
gdy u chorych z III stopniem była znamiennie wyż-
sza (p=0,048). Podobne obserwacje poczynili Hempel 
i wsp. U chorych we wczesnych stadiach zaawanso-
wania raka jelita grubego, żołądka oraz piersi (sta-
dium I/II) nie obserwowali istotnych zmian aktyw-
ności ChT-L proteasomu 20S, natomiast u osób 
w zaawansowanym stadium choroby (stadium III/

IV) wartości aktywności ChT-L proteasomu 20S były 
znacznie wyższe [17].

Stwierdziliśmy istnienie korelacji pomiędzy 
aktywnością ChT-L proteasomu 20S w osoczu a stę-
żeniem β2-mikroglobuliny (R=0,41; p=0,007) oraz 
słabą dodatnią korelację pomiędzy aktywnością pro-
teasomu 20S a aktywnością LDH – enzymu wskaź-
nikowego lizy komórek (R=0,165; p=0,314). Ostrow-
ska i wsp. [13] uzyskali podobne wyniki u pacjentów 
z ostrą białaczką szpikową. Natomiast u chorych na 
ostrą białaczką limfoblastyczną i przewlekłą bia-
łaczkę limfocytową wartości współczynnika korela-
cji pomiędzy aktywnościami proteasomu 20S a LDH 
były znacznie wyższe. 

Przeprowadzone badania wykazały istotną zależ-
ność pomiędzy aktywnością ChT-L proteasomu 20S 
a stężeniem kreatyniny (R=0,363; p=0,019). Wyniki 
te są zbieżne z rezultatami badań otrzymanymi 
przez Jacoba i wsp., którzy wykazali istnienie zna-
miennej korelacji pomiędzy stężeniami proteasomu, 
ocenianymi metodą ELISA, a stężeniem kreatyniny 
(R=0,243; p=0,04) [5]. 

Aktywność ChT-L proteasomu 20S korelowała 
dodatnio z odsetkiem plazmocytów w szpiku kostnym 
(R=0,356; p=0,222).

Uzyskane wyniki, w tym szczególnie istnienie 
znamiennej korelacji pomiędzy aktywnością ChT-L 
proteasomu 20S a β2-mikroglobuliną – uznanym 
czynnikiem prognostycznym MM, sugerują, iż ocena 
aktywności ChT-L proteasomu 20S w osoczu pacjen-
tów z nowo rozpoznanym szpiczakiem plazmocyto-
wym może być przydatna w prognozowaniu przebiegu 
choroby. Powyższe wyniki wymagają potwierdzenia 
na większej grupie chorych.
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