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Aspekty kliniczne znaczenia kinazy mTOR
w patogenezie ostrej biataczki limfoblastycznej
u dzieci

MTOR signaling in pediatric acute lymphoblastic leukemia
and its clinical consequences
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Streszczenie

Waznym kierunkiem badan, ktore majq na celu optymalizacje stratyfikacji 1 leczenia ostrej
bialaczki limfoblastycznej u dzieci (ALL), jest poszukiwanie nowych molekularnych i gene-
tycznych czynnikow prognostycznych oraz mozliwosci wprowadzenia do terapii lekow biolo-
gicznych, ukierunkowanych na wewngtrzkomorkowe szlaki regulacyjne zwigzane z nowotwo-
rzeniem. Ssaczy cel rapamycyny (mTOR), kinaza treoninowo-serynowa, stanowi kluczowy
regulator kontroli proliferacji, roznicowania, wzrostu i przezycia komorek. Uwaza sig, ze
odgrywa ona istotng rolg w procesie leukemiogenezy 1 ze moze miec wplyw na przebieg kliniczny
ALL u dzieci. W ostatnich latach na szerokq skale prowadzone sq badania nad ewentualnym
zastosowaniem inhibitorow kinazy mTOR (MTI) w terapii ALL. W niniejszej pracy podsu-
mowano dotychczasowe doniesienia naukowe dotyczqce znaczenia aktywnosci kinazy mTOR
w ALL u dzieci oraz potencjalnej skutecznosci jej inhibitorow w terapii ALL.

Stowa kluczowe: kinaza mTOR, ostra biataczka limfoblastyczna, dzieci, inhibitory
kinazy mTOR
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Summary

Extensive research has been conducted to identify more precise molecular and cytogenetic
markers to improve risk stratification scheme and develop new targeted biological drugs in pe-
diatric acute lymphoblastic leukemia (ALL). Activity of serine/threonine protein kinase mTOR
plays a cardinal role in cell proliferation, differentiation, growth and survival. Dysregulation
of mTOR signaling pathway is considered to be significant in the pathogenesis and clinical
course of childhood ALL. Efficacy of mTOR inhibitors (MTI) in pediatric acute lymphoblastic
leukemia has been evaluated in numerous studies. This review summarises the current know-
ledge of clinical relevance of mTOR signaling in childhood ALL and its potential therapeutic
significance.
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Ostre bialaczki sg najczestszymi nowotworami
wieku dzieciecego. Wérod nich ponad 75% to przy-
padki ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL, acute
lymphoblastic leukemia), ktorej leczenie opiera
sie na wielolekowych schematach chemioterapii.
Zaleznie od wskazan cze§¢ dzieci poddawana jest
takze napromieniowaniu oSrodkowego ukladu
nerwowego (OUN) lub procedurze przeszczepienia
komorek macierzystych szpiku kostnego.

Ostra biataczka limfoblastyczna u dzieci sta-
nowi grupe choro6b biologicznie i klinicznie he-
terogennych. Jej przebieg kliniczny, wrazliwos¢
na cytostatyki i rokowanie znacznie sie r6znia
u poszczegoélnych pacjentow. Stad tez dazenie do
zroznicowania intensywnosci terapii, tak by byla
ona dobierana indywidualnie do chorego. Obecny
protokot leczenia ALL zaklada klasyfikacje pacjen-
tow do trzech grup ryzyka: standardowego, posred-
niego 1 wysokiego, rozniacych sie agresywnoscig
stosowane] terapii. Stratyfikacja do tych grup
ryzyka odbywa sie na podstawie analizy czynni-
kow prognostycznych, takich jak: wiek pacjenta,
wysokoS§¢ wstepnej leukocytozy, liczba blastow
we krwi obwodowej w 8. dobie sterydoterapii,
odsetek choroby resztkowej szpiku w 15. dobie
leczenia, odsetek komorek nowotworowych w mie-
logramie w 15. i 33. dobie terapii oraz obecno$c
niekorzystnych markerdéw cytogenetycznych (fuzji
BCR-ABL1, rearanzacji genu MLL lub hipodiploidii
< 45 chromosomoé6w) [1].

Dtugoletnie przezycia uzyskuje sie u ponad
80% dzieci z ALL. Niestety, w przypadku okoto
20% dzieci terapia konczy sie niepowodzeniem,
najczesciej spowodowanym wystapieniem wWznowy
choroby. Dotyczy to takze pacjentow pierwotnie
zaklasyfikowanych do grupy standardowego lub
posredniego ryzyka [2]. Wyniki leczenia nawro-
tow ALL wcigz sg niezadowalajace, na co znaczny
wplyw ma lekooporno$¢ komorek biataczkowych
oraz ciezkie toksyczne powiklania terapii. Wydaje
sie wiec, ze stosowany obecnie system analizy
czynnikow ryzyka wymaga udoskonalenia.

Jednym z kierunkéw badan, ktore maja na
celu optymalizacje stratyfikacjiileczenia ALL, jest
poszukiwanie nowych molekularnych i genetycz-
nych czynnikow prognostycznych oraz mozliwosci
wprowadzenia do terapii ALL lekéw biologicznych,
ukierunkowanych na wewnatrzkomorkowe szlaki
regulacyjne zwigzane z nowotworzeniem [3]. Le-
czenie celowane stanowi obiecujacg alternatywe
dla dzieci z oporng na konwencjonalne leczenie
ALL. Uwaza sie, ze moze ono odegraé wazng role
w poprawieniu wynikow terapeutycznych oraz

zmniejszeniu liczby i zakresu powiklan obecnie
stosowanego leczenia cytostatycznego [3].

W ostatnich latach szczegélne znaczenie
w procesie onkogenezy przypisuje sie aktywnoSci
kinazy bialkowej treoninowo-serynowej mTOR
(mammalian target of rapamycin). Bialko to jest
kodowane przez gen zlokalizowany na chromo-
somie 1p36.2 i petni kluczowa funkcje w kontroli
proliferacji, wzrostu i r6znicowania komorek [4-7].

Kinaza mTOR wystepuje w postaci dwoch
funkcjonalnie odrebnych kompleksow biatkowych:
mTORC1 nammalian target of rapamycin complex
1) i mTORC2 (mammalian target of rapamycin com-
plex 2). Kompleks mTORCI1 poprzez fosforylacje
dwoch najlepiej scharakteryzowanych substratow
— kinazy rybosomalnej S6 (S6K1, 7ibosomal protein
S6 kinase 1) oraz biatka wigzacego eukariotyczny
czynnik inicjacji translacji 4E (4E-BP1, Eukaryotic
translation initiation factor 4E-binding protein 1)
— inicjuje translacje bialek kluczowych dla pro-
gresji cyklu komorkowego [4-7]. Wydaje sie, ze
podstawowa funkcjg kompleksu TORC2 jest organi-
zacja cytoszkieletu [6, 7], jednak w ostatnich latach
coraz wieksze znaczenie przypisuje sie jego roli
w aktywacji kinazy Akt — gtoéwnego stymulatora
kompleksu TORC1 [8].

W warunkach fizjologicznych pod wplywem
czynnikow odzywczych, insuliny i czynnikow
wzrostowych dochodzi do aktywacji kinazy 3-fos-
fatydyloinozytolu (PI3K, phosphatidylinositol-3-
-kinase), ktora katalizuje konwersje fosfatydyloi-
nozytolo-4,5-difosforanu (PIP2, phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate) do fosfatydyloinozytolo-3,4,5-
-trifosforanu (PIP3, phosphatidylinositol 3,4,5-tris-
phosphate). Konsekwencja wzrostu wytwarzania
PIP3 w komorce jest aktywacja kinazy Akt, do
czego dochodzi za poSrednictwem jej fosforylacji
przez kinaze bialkowa zalezng od fosfatydyloino-
zytolu (PDK1, phosphoinositide-dependent kinase
1) oraz kompleksu TORC2. Kinaza Akt aktywuje
kompleks TORC1 pos$rednio poprzez hamowanie
kompleksu biatek hamartyny (TSC1, tuberous
sclerosis 1) ituberyny (TSC2, tuberous sclerosis 2),
bedacego silnym inhibitorem biatka mTOR [5, 6].

Inhibitorem szlaku kinazy mTOR jest biatko
kodowane przez gen supresorowy PTEN (phos-
phatase and tensin homolog deleted on chromosome
ten), ktore blokuje konwersje PIP2 do PIP3 [5].
Mutacje inaktywujgce w obrebie tego genu naleza
do jednych z najczeSciej stwierdzanych aberracji
w komorkach nowotworowych. Opisano je miedzy
innymi w czerniaku, glejaku, raku piersi czy raku
prostaty [7].
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Wykazano, ze dysregulacja i nadmierne pobu-
dzenie szlaku PI3K-Akt-mTOR odgrywa znaczaca
role w onkogenezie. Nadekspresje biatek tej Sciez-
ki transdukcji sygnatu wewnatrzkomorkowego
potwierdzono w licznych typach nowotworow
litych (m.in. raku piersi, jajnika, zotadka, nerki,
raku watrobowokomoérkowym) [7] oraz chor6b
onkohematologicznych, takich jak: ostra bhiataczka
szpikowa, chioniak z komorek plaszcza, ziarnica,
szpiczak plazmocytowy [9].

Rola kinazy mTOR w ALL u dzieci nie zostata
jeszcze dokladnie zbadana. Dotychczas przeprowa-
dzone badania pokazuja jednak, ze nadekspresja
tego bialka moze mieé istotne znaczenie nie tylko
w patogenezie choroby, lecz takze w rokowaniu
1 rozwoju lekoopornoSci u dzieci z ALL [10]. Ist-
nieja pojedyncze doniesienia o mozliwym zwigzku
polimorfizmu rs 2536 genu FRAP, ktory koduje
biatko mTOR, z ryzykiem zachorowania na ALL
w populacji dzieci chinskich [11]. Zalezno$§¢ ta nie
zostala jednak do tej pory potwierdzona w szerszej
populacji.

Prac po§wieconych analizie ekspresji kinazy
mTOR oraz jej substratow w blastach dzieci z ALL
pojawilo sie dotychczas niewiele. Nalezy do nich
na przyklad praca Nemesa i wsp., ktorzy przebadali
49 pacjentow pediatrycznych w wieku 1,8-16,4
roku z rozpoznaniem ALL (42 dzieci z B-ALL
18z T-ALL) [10]. Badacze oceniali aktywno$¢ kinazy
mTOR poprzez pomiar stezenia p-4E-BP1 oraz pS6
w teScie immunoenzymatycznym (ELISA, enzyme-
-linked immunosorbent assay). Wykazali istotnie
wyzszg ekspresje, zwlaszcza p-4E-BP1, w blastach
w porownaniu z limfocytami osob zdrowych, a takze
znaczenie tego szlaku sygnalowego w przebiegu
klinicznym biataczki. Wérod dzieci z ALL stopien
nadekspresji mTOR korelowat $ciSle ze z1a odpo-
wiedzig na sterydoterapie w 8. dobie, z wysoka
grupa ryzyka wedtug klasyfikacji protokotu ALLIC
(2002 1 2009) oraz prawdopodobienstwem wysta-
pienia wznowy choroby [10].

Dane z piSmiennictwa pokazuja, ze niektore
z dobrze poznanych aberracji zwigzanych z ostra
bialaczka u dzieci wplywaja na aktywacje szlaku
sygnatlowego mTOR [12-14]. Przykladem takich
obserwacji jest zwiekszona aktywnosS¢ Sciezki
PISK-Akt-mTOR u dzieci z T-ALL z mutacja
receptora NOTCH1 (Notch homolog 1), co ma
zwigzek miedzy innymi z redukcja ekspresji PTEN
w komérkach nowotworowych [15].

Bardzo wazne wydaja sie prace podkresla-
jace zmieniong regulacje szlaku kinazy mTOR
w ALL o niekorzystnym rokowaniu: BCR-ABLI-
-pozytywnej [12] oraz BCR-ABLI-like [14]. Zostata

udowodniona zar6wno stymulujgca rola kinazy
BCR-ABLI na szlak PI3K-Akt-mTOR w ALL
BCR-ABLI1-pozytywnej [12], jak i1 zwigzek po-
miedzy tym szlakiem a zmienionymi $ciezkami
sygnatowymi w ALL BCR-ABL1-like [14]. Grupa
pacjentow z biataczka BCR-ABLI-like charakte-
ryzuje sie podobnym profilem ekspresji genowej
jak w biataczkach BCR-ABLI-pozytywnych bez
obecno$ci genu fuzyjnego BCR-ABLI1. U czeSci
z nich zidentyfikowano swoiste zmiany genetycz-
ne. Do najlepiej poznanych naleza wystepujace
w niecalej potowie przypadkow bialaczek tego typu
rearanzacje prowadzace do nadmiernej ekspresji
genu CRLF2 (cytokine receptor-like factor 2) oraz
inaktywujace mutacje IKZF1 (Ikaros) 1 aktywuja-
ce mutacje JAK1/2 (Janus kinase 1/2) [16]. Tasian
1 wsp. wykazali na hodowlach komérkowych, ze
w komorkach ALL z mutacjami aktywujacymi w ob-
rebie CRLF2 dochodzi do nadmiernej stymulacji
przekaznictwa JAK-STAT (signal transducer and
actator of transcription) oraz PI3K-mTOR, wyra-
zonej wzmozong ekspresja biatek jednego 1 drugie-
go szlaku [14]. Badacze udowodnili, ze wykorzysta-
nie inhibitora JAK — ruksolitynibu — wplywa na
zahamowanie ekspresji nie tylko biatka STAT5, lecz
takze biatek Sciezki PI3K-mTOR, takich jak pAKT
pS6 1 p-4E-BP1. Stosowanie inhibitora mTOR
(rapamycyny) skutkowalo zahamowaniem szlaku
PI3BK-mTOR bez istotnego wplywu na poziom
ekspresji STAT5 [14]. Wyniki tego opracowania
pozwalaja wnioskowaé, ze nadmierna aktywno$é
obu wyzej wspomnianych szlakow sygnalowych
odgrywa istotng role w patogenezie bialaczek
BCR-ABLI1-like. Inhibitory obu kinaz bialkowych
moglyby byc¢ obiecujaca opcjg terapeutyczng w tej
grupie chorych, cechujacych sie obecnie bardzo
niekorzystnym rokowaniem. W ostrych bialaczkach
limfoblastycznych BCR-ABL-pozytywnych stosuje
sie juz leczenie celowane, natomiast w biataczkach
BCR-ABL-like tego typu mozliwoS$ci terapeutyczne
sa dopiero intensywnie poszukiwane, aby poprawic¢
niezadowalajace efekty leczenia [3].

Powiazania szlaku sygnalowego mTOR oraz
innych zaburzonych szlakow przekaznictwa we-
wnatrzkomorkowego z ALL zilustrowano na ry-
cinie 1.

Poniewaz inhibitory kinazy mTOR (MTI,
mammalian target of rapamycine infibitors) hamuja
proliferacje limfocytow oraz zalezna od cytokin
produkcje immunoglobulin, od dluzszego czasu
znajduja zastosowanie w transplantologii jako leki
immunosupresyjne [17]. Obecnie prowadzone sa
szerokie badania nad wykorzystaniem tych zwiaz-
kéw w onkologii. Wykazano, ze majg one dziatanie

www. jtm.viamedica.pl 45



Journal of Transfusion Medicine 2015, tom 8, nr 2

Insulina
Czynniki wzrostowe

TSLP v

NOTCH1

Transkrypcja

Translacja
Wzrost i proliferacja

Objasénienia skrotow: mTOR (mammalian target of rapamycin) — ssaczy cel rapamycyny; TORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) — kompleks
1 kinazy mTOR; TORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2) — kompleks 2 kinazy mTOR; Raptor (regulatory associated protein of mTOR) — biatko
regulatorowe zwiazane z mTOR; GAL (G-protein f-subunit like protein) — bialko podobne do podjednostki biatka G; Rictor (rapamycin-insenstivie companion of
mTOR) — bialko niewrazliwe na rapamycyne; mSIN ( lian stress-activated protein kinase interacting protein 1) — ssacze biatko 1 oddzialujace z biatkowa
kinaza aktywowang stresem; Akt (protein kinase B) — kinaza B; PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase) — kinaza fosfatydyloinozytolu; PDK1 (phosphoinositide-
-dependent kinase 1) — kinaza 1 zalezna od fosfatydyloinozytolu; PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) — 4,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu; PIP3
(phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate) — 3,4,5-trifosforan fosfatydyloinozytolu; PTEN (phosphatase and tensin homolog) — homolog fosfatazy i tensyny;
TSC1 (tuberous sclerosis 1) — hamartyna; TSC2 (tuberous sclerosis 2) — tuberyna; E4-BP1 (Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1) —
biatko wiazace czynnik inicjacji translacji 4E; eIF4E (Eukaryotic translation initiation factor 4E) — eukariotyczny czynnik inicjujacy translacje 4E; P70S6K
(70 ribosomal protein S6 kinase) — Kinaza rybosomalna p70S6; rS6 (ribosomal protein S6) — bialko rybosomalne S6; CRLF2 — cytokine receptor-like factor 2;
TSLP (thymic stromal lymphopoietin) — limfopoetyna zrebu grasicy; JAK (Janus kinase) — kinazy Janusowe; STAT (signal transducer and activator of trans-
cription) — przekazniki sygnatu i aktywatory transkrypcji; NOTCH1 (Notch homolog 1) — receptor NOTCH1; Hes1 (hairy and enhancer of split-1) — czynnik
transkrypcyjny bialek, ktére hamuja transkrypcje; BCR-ABL1 (Bcr-Abll fusion protein, encoded by the Philadelphia chromosome) — biatko fuzyjne Ber-Abll
kodowane przez chromosom Philadelphia

Rycina 1. Szlak sygnatowy kinazy mTOR i jego pofaczenia z nieprawidtowymi $ciezkami transdukcji sygnatu zaanga-
zowanymi w proces onkogenezy B-ALL i T-ALL u dzieci

Figure 1. mTOR signaling pathway. Cross-talk between mTOR axis and best characterized disrupted intracellular
signaling pathways in B-ALL and T-ALL in children

antyproliferacyjne i antyangiogenne [5]. Ponadto
zwiekszaja wrazliwo$¢ komorek nowotworowych
na niekorzystne warunki, takie jak hipoksja, a takze
na glikokortykosteroidy 1 cytostatyki [7, 18, 19].
Dzieki tym cechom wykorzystuje sie je w lecze-
niu niektérych typow nowotworow, takich jak:
rak nerkowokomoérkowy, niskozréznicowane guzy
neuroendokrynne (PNET, poorly differentiated

neuroectodermal tumours) oraz gwiazdziak pod-
wySciotkowy olbrzymiokomorkowy wystepujacy
w przehiegu stwardnienia guzowatego [7].
Badania prowadzone iz vitro potwierdzaja, ze
inhibitory mTOR indukuja $mier¢ komoérek nowo-
tworowych w ALL u dzieci [20, 21]. Wykazano, ze
rapamycyna nasila proces apoptozy indukowane;j
doksorubicyng w blastach i ze jest w stanie samo-
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Tabela 1. Charakterystyka aktywnych badan klinicznych nad skutecznoscig inhibitoréw kinazy mTOR w ostrej bia-

taczce limfoblastycznej

Table 1. Acute lymphoblastic leukemia treatment with mTOR inhibitors — clinical trials

MTI Dodatkowe leki Wiek pacjentow Jednostki chorobowe Faza
wtaczonych do badania
badania

BEZ235 (inhibi- — > 18 lat ALL, AML, CML z kryzg blastyczng |

tor PI3K i mTOR)

Ewerolimus Prednizon, winkrystyna, do-
ksorubicyna, pegylowana

L-asparaginaza

18 miesiecy-21 lat  ALL I

Temsirolimus Deksametazon, metotreksat, 1-21 lat ALL, chtoniak limfoblastyczny, |

pegylowana L-asparaginaza chtoniak z obwodowych
limfocytéw T

Temsirolimus Etopozyd, cyklofosfamid, 1-21 lat ALL, chtoniak limfoblastyczny,
metotreksat, hydrokortyzon, chtoniak z obwodowych
cytarabina limfocytow T

Ewerolimus Panobinostat > 18 lat ALL, HL, NHL, szpiczak mnogi I

MTI (mammalian target of rapamycine infibitors) — inhibitory kinazy mTOR; ALL (acute lymphoblastic leukemia) — ostra biataczka limfoblastyczna; AML (acute

myeloid leukemia) — ostra biataczka szpikowa; CML (chronic myeloid leukemia) — przewlekta biataczka szpikowa; HL (Hodgkin lymphoma) — chtoniak ziarni-

czy; NHL (non-Hodgkin lymphoma) — chtoniak nieziarniczy

dzielnie stymulowac apoptoze w czeSci przypadkow
ALL [20]. Baraz i wsp. udowodnili z kolei, ze $mier¢
komoérek biataczkowych moze by¢ indukowana
przez ewerolimus na drodze niezaleznej od ka-
spaz, przypominajacej proces paraptozy [21]. Duze
nadzieje wzbudzily takze prace przedkliniczne,
udowadniajace synergistyczne dziatanie MTI z po-
wszechnie stosowanymi w protokotach leczniczych
ALL terapeutykami, takimi jak metotreksat (hamo-
wanie stezenia reduktazy dihydrofolianowej) [18]
czy glikokortykosteroidy (hamowanie aktywnosci
biatka MCL-1) [19]. Na podstawie wyzej wymie-
nionych przedklinicznych doniesien zarejestrowa-
nych zostalo do tej pory osiem badan klinicznych
polegajacych na analizie zastosowania MTI w ALL
u dzieci i doroslych [22]. Krotka charakterystyke
aktywnych badan przedstawiono w tabeli 1 [22].
Dotychczas opublikowano wyniki wykorzystania
ewerolimusu w polaczeniu z chemioterapiag Hyper-
-CVAD (cyklofosfamid, winkrystyna, doksorubicy-
na, deksametazon) u pacjentow w wieku 11-59 lat
z ALL oporng na konwencjonalne leczenie. Choc
tolerancja leczenia byta w wiekszo$ci przypadkow
zadowalajaca, jedynie u pojedynczych chorych
obserwowano odpowiedZ na leczenie [23, 24].
Rezultaty te nie sg dostatecznie satysfakcjonu-
jace, dlatego obiecujace wydaja sie nastepujace
perspektywy: zastosowanie nowej generacji MTI,
blokujacych jednoczesnie TORC1 i TORC2 [8],
terapia rownolegta kilkoma inhibitorami ukierun-
kowanymi na rozne bialka ze szlaku PI3K-mTOR

[25] lub jednoczesne blokowanie kinazy mTOR
oraz bialek z powiazanych szlakow o zaburzone;j
regulacji w komorkach biataczkowych [12, 14].
Wyniki pierwszych badan iz vitro poSwieconych
wykorzystaniu wyzej wymienionych kombinacji tera-
peutycznych sa optymistyczne, potrzeba jednak dal-
szych poglebionych analiz w tym kierunku. Wydaje
sie bowiem, ze moga one przynies¢ nie tylko poprawe
wynikow leczenia, lecz takze wplynaé na zmiane
dotychczas obowigzujacych kryteriow stratyfikacji
pacjentoéw do poszczegdlnych grup ryzyka [10, 23].
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