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ANOTACE

Prace je vénovana proteinu mTOR a jeho signalni draze, jeZ ovliviiuje bunécny rist, proliferaci
a bunécné preziti. Protein mTOR je v dnesni dobé hlavnim terapeutickym cilem, nebot’ se jeho
inhibice jevi jako potencialni 1ék mnoha nadorovych a neurodegenerativnich onemocnéni.
Védci se zabyvaji vyvojem novych U¢innych inhibitort, které by do budoucna mohly byt

velkym pifinosem v mediciné.

KLICOVA SLOVA
draha mTOR, mTORC1/2, Akt, inhibitory, regulace, onemocnéni

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the mTOR protein and its signaling pathway, which affects cell
growth, proliferation and cell survival. The mTOR protein is now a major therapeutic target, as
its inhibition appears to be a potential cure for many types of cancers and neurodegenerative
diseases. Researchers are working on the development of new effective inhibitors that could be

of great benefit in medicine in the future.
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Uvod

Sav¢i cil rapamycinu - mTOR je hlavnim regulatorem bunécného rustu a proliferace
vreakci na Sirokou Skalu podnétd. Zmény v jeho aktivité jsou pozorovany u nékolika
onemocnéni, z tohoto diivodu se stal hlavnim cilem terapeutické ¢innosti.

Uvodni &ast se zabyvéa charakteristikou proteinu mTOR a jeho dvou komplextl, ve
kterych se nachazi. Jsou zde popsany struktury a hlavni funkce tohoto proteinu, které maji vliv
na bunéény metabolismus, homeostazu ¢i bunécné preziti. Hlavni ¢ést se vénuje signalni draze
PI3K/Akt/mTOR a jejim dil¢im ¢astem. Tato dréha je klicovym faktorem spravného fungovani
bunky. Jeji dysregulace vede k mnoha patologiim, které jsou uvedeny v zavérecnych kapitolach
spole¢né s jejich moznou lécbou. Lécba vyuziva inhibice komplexti mTOR, nebo ¢asti signalni
drahy mTOR. Jak vypovida ndzev, hlavnimi inhibitory kindzy mTOR jsou rapamycin a jeho
analogy.

Cilem této bakalaiské prace je porozumeni problematice tykajici se poskozeni bunék

vlivem dysregulace drahy mTOR.
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1. Protein mTOR

Protein mTOR (odvozeno od anglického ,,mammalian target of rapamycin®) je savci
serin/threoninova kinaza, kterda ma vliv na néckolik dilezitych nitrobunéénych procest
u eukaryotickych organismi. Mezi hlavni funkce kindzy mTOR fadime podil na regulaci
v metabolismu bunky a regulaci G1 faze bunécného cyklu, tzv. obdobi bunécného ristu, na
zaklad¢ obsazenych zivin v buiice. Mezi dalsi funkce muzeme zafadit regulaci iniciace
translace, transkripce, ¢i degradaci proteinti. Podili se také na vyvoji neuronli a spradvném
fungovani zralych neuronti (Switon et al., 2017).

Nazev mTOR je odvozen od imunosupresivni latky rapamycinu, ktery se vyznacuje
schopnosti tento protein vazat. V disledku rizné senzitivity na rapamycin a vazb¢ s dal§imi
proteiny  rozliSujeme mTOR na dva odlisSné multi-proteinové  komplexy:
mTOR komplex 1 (mTORC1) a mTOR komplex 2 (mTORC?2). Tyto komplexy reguluji rizné
bunécné procesy a jsou aktivovany fosforylaci hydrofobnich motivii na proteinkinazach

(Lane et.al., 2017).

1.1  Struktura proteinu mTOR

mTOR je 250 kDa velky protein rozdéleny do n¢kolika domén (Obrazek 1). Na N-konci
se nachazi 20 HEAT motivl. Nazev HEAT je odvozen od 4 proteini (Huntington, elongacni
faktor 3, proteinova fosfatdza 2A a TOR1), které slouzi k interakci proteint.

Nasleduje rozsédhld doména FAT, ndzev je odvozen od ¢lend PI3K kindzové rodiny
(FRAP, ATM, TRAP). Ma obdobné funkce jako doména HEAT a to protein-protein interakce.
FAT doména je nezbytnym ¢lankem pro aktivaci mTOR proteinu. FRB doména neboli vazebné
misto komplexu FKBPI12-rapamycin, méa regula¢ni funkci. Je to misto, kde se vaze
FKBP12 - rapamycin na mTOR protein. Jednd se o reakci hydrofobni kapsy FKBP12
obsahujici rapamycin s hydrofobni oblasti FRB. Vedle FRB domény se nachazi katalyticka
kindzova doména, jez vaze savci homolog letalniho proteinu se sec 13 proteinem 8 (mLSTS).
Na C-konci potom nalezneme druhou FAT doménu, nazyvanou FATC. Tato doména
se vyskytuje pouze ve vazbé s FAT, protoze je oproti jinym doméndm tak mald, ze by

samostatné nemohla fungovat (Gedaly et al., 2015).
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Obrazek 1: Primarni struktura proteinu mTOR.

HEAT — doména s 20 HEAT motivy slouzici k interakci proteinii, FAT — klicovy clanek aktivace mTOR,
FRB — vazebné misto FKBPI2-rapamycinu, KINAZA — vazebné misto savéiho proteinu LSTS,
FATC — doména zavisla na FAT (upraveno dle Showkat et al., 2014).

1.2 Komplex mTORC1

Komplex mTORCI je citlivy na rapamycin a je tedy zodpovédny za v§echny procesy
citlivé na rapamycin v sav¢ich buiikach. Rapamycin spole¢né s FKBP12 tvoii komplex, ktery
je schopen se vazat pouze na TOR1 nebo TOR2 u mTORCI, nikoli u mTORC2. Komplex
FKBP12 — rapamycin inhibuje funkci komplexu mTORC1 navazdnim se na FRB doménu.

Komplex mTORCI je tvofen kromé katalytické podjednotky mTOR dvéma hlavnimi
komponentami: regulaéni protein asociovany s mTOR (Raptor) a mLST8 (viz Obrazek 2).
Raptor slouzi jako takové leSeni proteinu mTOR - vaze se na HEAT doménu a diky jeho
pritomnosti mize mTOR signalizace spravné fungovat. Dalsi funkci Raptoru je pozitivni
regulace ,,downstream® efektorti nebo stabilizace komplexu tzv. mTOR-Raptor interakce,
ke které dochazi pfi nedostatku aminokyselin (AMK) v buiice nebo nedostatku zdroje energie.
V disledku téchto nedostatkit dochdzi k inhibici mTOR signaliza¢ni drahy a represi mTOR
kindzové drahy (Kim et al. 2002). mLST8 je protein slouzici jako pozitivni reguldtor mTOR
drahy, ktery reaguje na hladinu zivin. Dal$i soucasti komplexu jsou dvé inhibi¢ni
podjednotky: protein PRAS40 (na prolin bohaty substrat Akt o velikosti 40 kDa), ktery mé
funkci negativniho regulatoru mTOR a Deptor (protein interagujici s mTOR s doménou DEP)
(Lane et al., 2017).

Komplex mTORCI1 je aktivovan fosforylaci ribozomalniho proteinu S6 (S6K1)
komplexu mTORCI je sjednocovani informaci z riznych drah, které maji vliv na bunécny rtst
¢1 homeostazu. Prostfednictvim translace mRNA fidi bunécné procesy vcetné syntézy proteint,
lipogeneze, autofagie, metabolismu glukozy a biogeneze lysozomt v odezveé na zmény hladin

AMK, glukoézy, energie, kysliku a rastovych faktord (Kim et Guan, 2019).
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Tyto signaly spole¢né reguluji aktivitu celého proteinu mTOR a podporuji bunéény rist
a proliferaci zvySenim anabolickych procest, a naopak snizenim katabolickych procesii. Mezi
anabolické procesy patii syntéza proteind a lipiddi, zatimco do téch katabolickych fadime
autofagii nebo biogenezi lysozomii. U komplexu mTORCI je aktivita navic regulovana
oxida¢nim nebo genotoxickym stresem (Li and Yan, 2019).

Dysregulace tohoto komplexu se projevuje u nékterych lidskych onemocnéni
a metabolickych poruch, zejména unadorovych neoplazii, diabetu, neurodegenerativnich
chorob a také u procesu srde¢ni hypertrofie. Bylo védecky prokéazano, ze prave hyperaktivace
signalizace PI3K/Akt/mTOR zpusobila zvétseni srdce na podkladé hypertrofie kardiomyocyti
neboli zvétSeni jejich objemu. Takto zvétSené srdce je jednim z rizikovych faktorG vzniku

srdec¢niho selhani (Shioi et al., 2002; Switon et al., 2017).

1.2.1 Syntéza proteini
Proteosyntéza je jednim z energeticky nejnaroc¢néjsich procesti v buiice a pozitivng
koreluje s rychlosti bunétné proliferace. Proteiny tvoii piiblizné¢ 50 % biomasy bunék.

mTORCI1 hraje klicovou roli v indukei syntézy proteint v reakci na signaly ristovych faktori.

N 24

.....

......

a elF4A za vzniku aktivniho komplexu iniciace translace eI[F4F. Komplex mTORCI1 ovliviiuje
syntézu a kontroluje translaci podskupiny mRNA, kterd koduje slozky transla¢niho aparatu,
vcetné ribozomalnich proteint a translaénich faktort. Jejich narust zvysSuje celkovou kapacitu
syntézy buniky. ZvySeni biogeneze ribozomu je hlavni funkci mTORCI. Kromé stimulace
syntézy ribozomadlnich proteini se mTORCI1 podili na regulaci transkripce riznych tfid
ribozomalnich RNA (Ben-Sahra et al., 2017; Morita et al., 2015).

1.2.2 Syntéza nukleotidii
Pro spravny rist bunky je kromé bilkovin jesté velmi dilezitd zvySena syntéza
nukleovych kyselin RNA a DNA. RNA je potiebna pro vétSinu bunécnych (syntetickych)
pochodu — replikace, translace, transkripce a také tvorba ribozomi. ZvySenou syntézou DNA
je pak minéna jeji replikace u délicich se bunek. Spolu s témito pochody tedy stoupa i poptavka
buniky po zakladnich stavebnich kamenech RNA i DNA — nukleotidech. Ty bunka zisk4 bud’

syntézou de novo, nebo exogennim vychytavanim (Ben-Sahra et al., 2017). Komplex mTORC1
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stimuluje syntézu nukleotidli prostifednictvim aktivace karbamoylfosfatsyntetazy 2, aspartat

transkarbamylazy a dihydrorotat dehydrogenazy (Morita et al., 2015).

1.2.3 Syntéza lipidit

Lipidy jsou v buiice nezbytné pro biogenezi a expanzi cytoplazmatické membrany
a membrany bunécnych organel. Kindza mTORCI1 podporuje de novo syntézu novych lipidi
prostfednictvim dvou hlavnich regulatort: protein vazajici regulacni prvek sterolu (SREBP)
areceptory aktivované proliferatory peroxisomi (PPARy). SREBP a PPARy nalezi do
transkrip¢nich faktord, které kontroluji expresi metabolickych genti kodujicich hlavni lipogenni
enzymy zapojené do biosyntézy mastnych kyselin ¢i steroli. SREBP je syntetizovan jako
prekurzor, ktery je pfipojen k membrané endoplazmatického retikula prostfednictvim vazby
s proteinem aktivujicim Stépeni SREBP (SCAP). Mechanismus, kterym je heterodimer
SCAP - SREBP pienesen do Golgiho aparatu ke zpracovani proteolytickymi enzymy na svou
zralou formu, je nezndmy. Dilezité je, Ze zrala forma se poté translokuje do jadra, aby vyvolala
transkripci cilovych genli, vcetné¢ téch, které koduji hlavni lipogenni enzymy

(Morita et al., 2015).

1.2.4 Metabolismus glukozy

Vlivem komplexu mTORCI1 dochazi k pfeméné oxidativni fosforylace na glykolyzu,
kterd podporuje tvorbu nové biomasy. Komplex zvySuje translaci transkripéniho faktoru
HIF10, ktery fidi expresi n€kolika glykolytickych enzymt, naptiklad fosfofruktokinazy. HIF 1 a
je aktivovan za podminek hypoxie. Regulace aerobni glykolyzy zprostiedkovana komplexem
mTORCI prostiednictvim HIF1a je také dualezitd pfi rozSifovani populaci imunitnich bunék.
Kromé toho aktivace SREBP zéavisla na mTORCI1 vede ke zvySené produkei intermedidrnich

metabolitl potifebnych pro proliferaci a rtst (Diivel et al., 2010).

1.2.5 Aktivace komplexu mTORC1

Aktivita mTORCI1 je regulovana nékolika faktory: ristovymi faktory, intracelularnimi
a enviromentalnimi stresy (napi. poSkozeni DNA, hypoxie, nizkd hladina ATP)
a aminokyselinami. Velmi dulezitou molekulou pii aktivaci je Rheb, maly GTPaza protein,
jehoz aktivita je negativné ovliviiovana TSC1/2 (komplex tuber6zni —sklerdzy 1/2).
TSC1/2 reguluje Rheb pievodem aktivniho Rheb-GTP do neaktivniho Rheb-GDP, ¢imz
se snizuje aktivita celého mTORCI1. Aktivita mTORC1 miZze byt podpofena ristovymi faktory
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podobné inzulinu, které inhibuji komplex TSC1/2. Tato aktivace mTORCI1 je zavisla

na fosforylaci TSC prostfednictvim kindzy Akt, ktera disociuje TSC z lysozomalni membrany.

1.2.6 Vliv aminokyselin

Kombinaci vSech 20 biogennich AMK dochazi k aktivaci komplexu mTORCI, z nichz
leucin a arginin jsou klicové. Komplex je rozdilné citlivy na AMK v riznych bunéénych liniich.
Experimenty ukazuji, ze arginin je hlavni AMK, ktera ovlivituje aktivaci komplexu mTOR
v riznych typech lidskych bunék. Aktivita komplexu v bunikach zbavenych argininu byla silné
potlacena (Carroll et al., 2015). AMK aktivuji mTORC1 pomoci Rag GTPazy. Jejich hlavni
ulohou je regulace lokalizace komplexu (Bar-Peled a Sabatini, 2014). Buniky bez pfitomnosti
AMK obsahuji komplex mTORCI rozptyleny rizné v cytoplazmé, zatimco po pfidaini AMK
se komplex okamZit¢ translokuje do lysozomalni membrany, kde je aktivovan pfitomnosti
GTPazou Rheb, jez je sama negativné regulovana komplexem TSC (Yang et Ming, 2012).
Umisténi  mTORCI1 na  lysozomalni  membrané¢  zprostiedkovava  Raptor
(Bar Peled a Sabatini, 2014). Funkci lysozomt neni pouze platforma pro umisténi a aktivaci
mTORC1, nybrz hraji ddleZitou roli v katabolismu degradaci intracelularniho
a extracelularniho materialu (Yang et Ming, 2012).

V priubéhu dlouhodobého hladovéni a absenci AMK je signalizace mTORCI1
inhibovana a dochazi k autofagii, kterd obnovuje zdsobu AMK degradaci proteind. Objevujici
se studie naznacuji, Ze 1 nukleotidy a proteiny obsaZené v ribozomech slouZi jako zasoba zdroji
a mohou byt selektivné degradovany. Tento proces je nazyvan ribofagie a je regulovan

mTORCI] prostiednictvim autofagického receptoru NUFIP1 — ZNNHIT3 (Wyant et al., 2018).

1.2.7 Hypoxie, poSkozeni DNA, deficit glukozy a rustové faktory

Hypoxie, nebo poskozeni DNA aktivuji TSC1/2 prostfednictvim aktivace AMPK
(AMP-aktivovana proteinkinaza), to zablokuje protein Rheb a inhibuje komplex mTORCI.
Deficit gluk6zy ma také urcity vliv na inhibici mTORC1, nebot’ snizuje pomér ATP/AMP a tim
aktivuje AMPK. Aktivace tumor supresorového genu p53 a signalizace vapnikem mohou také
pfispivat k inhibici drahy mTOR prostfednictvim aktivované AMPK.

Ristové faktory reguluji komplex mTORC1 v plazmatické membrané transdukci
signalu vyvolaného hormonem inzulinem. Inzulin aktivuje komplex prostiednictvim aktivace
kindzy Akt, kterd poté fosforyluje a inhibuje TSC2. Tyto komplexy tuber6zni sklerdzy jsou
produkty tumor supresorovych gent. Pii mutaci mize dochazet ke genetickym poruchdm

charakterizovanych benignimi nadory v nékolika organech. Pfi inhibici TSC2 pomoci kinazy
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Akt dochazi ke zvySeni Rhebu nabitého guanosintrifosfatu (GTP), ktery je velmi silnym
aktivatorem komplexu mTORC1 (Yang and Ming, 2012).

1.3 Komplex mTORC2

Dal§im komplexem proteinu mTOR je komplex mTORC2, u kterého se védci
dovnimali, Ze neni citlivy na rapamycin. OvSem po n¢kolika vyzkumech bylo zjisténo, ze
po dlouhodobém ucinku nebo vysoké davce rapamycinu dochazi k inhibici tohoto komplexu
potlacenim jeho jednotek (Switon et al., 2017). Citlivost mTORC2 na rapamycin se odviji
od bunécné linie a typu tkan€. Napiiklad v jatrech, svalech ¢i tukové tkani je mTORC?2 citlivy
pouze na chronickou expozici, zatimco v ledvinach, zaludku nebo brzliku je zcela rezistentni
(Apelo et al., 2016).

Ve struktufe komplexu je typicky protein Rictor, coZ je protein necitlivy na rapamycin.
Ma analogickou funkci jako Raptor u komplexu mTORCI, a tou je vazba substratu na mTOR.
Dale obsahuje regula¢ni podjednotku mSIN-1, tento protein je pro komplex nezbytny, nebot’ je
schopny fosforylovat kindzu Akt. Posledni soucasti jsou proteiny pozorované u Rictor
(Protor 1/2), u kterych jesté porddn¢ nezname hlavni roli, co se ty¢e drahy mTOR. Studie
ukézaly, ze jejich absence vyrazné neovlivnila expresi ostatnich slozek. Komplex mTORC2

spole¢n¢ s mTORCI sdili Deptor a mLST8 (Lane et al., 2017).

1.3.1 Funkce komplexu mTORC2

Komplex mTORC2 kontroluje ptedev§im pieziti a proliferaci bunék pomoci
fosforylace a aktivace nékolik ¢lent rodiny kindz AGC. Ma hlavni podil na kontrole tvorby
aktinového cytoskeletu a celkové polarizace buiiky. K regulaci aktinového cytoskeletu dochézi
prostiednictvim Rho proteinu a proteinkinazy C (PKC). Rho protein spadd do rodiny malych
GTPaz (Li and Gao, 2014). Nejdulezitéjsi ulohou komplexu mTORC?2 je fosforylace a aktivace
kinazy Akt. Ve chvili, kdy je efektor Akt aktivni, podporuje pieziti, riist a také proliferaci bunék
prostfednictvim fosforylace a inhibice nékolika hlavnich substrat, pocitaje transkripcnich

faktorit FOXO, metabolického regulatoru GSK3 (glykogensyntaza kinaza 3) a inhibitord TSC2.

1.3.2 Aktivace komplexu mTORC?2
K aktivaci dochazi fosforylaci AGC kinaz, coz je skupina enzymi obsahujici
3 kinazové rodiny: PKA, PKG a PKC. Konkrétné tedy komplex mTORC?2 fosforyluje kinazu
Akt na endoplazmatickém retikulu prostfednictvim kindzy regulované sérem a glukokortikoidy.

Proteinu mTORC?2 staci k aktivaci pouze rastovy faktor jako je inzulin (Betz et al., 2013).
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mTORC1 mTORC2

Obrazek 2: Struktura komplexii proteinu mTOR.

Oba komplexy spolu sdili pozitivni regulator mLSTS (savci homolog letdalniho proteinu se sec 13
proteinem 8) a DEPTOR (protein interagujici s mTOR s doménou DEP). Komplex mTORCI navic
obsahuje Raptor (regulacni protein asociovany s mTOR) a PRAS40 (na prolin bohaty substrat Akt o
velikosti 40 kDa). Druhy komplex mTORC?2 se sklada z Rictoru (protein necitlivy na rapamycin),
regulacni podjednotky mSIN-1 a Protoru (protein spojeny s Rictor).
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1.4 Regulace drahy mTOR

Na regulaci signalizace mTOR se podili nékolik faktord. Tyto faktory ovliviuji
proteiny, které maji ucast na signalni draze PIK3/Akt/mTOR. V nasledujicich kapitolach

probereme prubeh této kaskady a vSechny kli€ové proteiny do ni zapojené.

1.4.1 Hamartin a tuberin (TSCI a TSC2)

Komplex tuberdzni sklerdzy (TSC) je dominantné autozomalni onemocnéni, které
zpusobuji nadorové supresorové geny TSC1 a TSC2. Tato dédi¢nd porucha se projevuje
vyskytem tumort v riiznych tkanich a organech, nejcastéji mozek, ledviny, kiizi, srdce a plice.
Mutace TSC2 se vyskytuji také v piipadech lymfangioleiomyomatozy, kterd je
charakterizovana aberantni proliferaci bun¢k hladkého svalstva a cystickou destrukci v plicich
(Carsillo et. Al., 2000). Zminéné proteiny spole¢né tvoii TSC1-TSC2 heterodimer. TSC1-TSC2
komplex je negativnim regulatorem mTORC1 komplexu. V savc¢ich bunikdch snizuje hladiny
Rheb vazaného na GTP (G proteiny). Proteiny nesdileji Zadnou vzdjemnou homologii. TSC2
obsahuje na svém N-konci leucinovy zip, ktery slouZi pro interakci s TSC1.

TSC2 je 180 kDa velky protein, ktery na svém C-konci obsahuje homologni doménu
s proteiny aktivujicimi GTPazu (GAP). GAP snizuji aktivitu malych proteini vazajicich GTP.
Tyto G proteiny jsou tzv. molekularni spinace. V aktivnim stavu jsou navazédny na GTP, a
pokud jsou navazany na GDP (guanosindifosfatu vznikly hydrolyzou GTP), tak dochézi k
inaktivaci. Pfepinani mezi témito stavy slouzi k regulaci aktivity a je zprostiedkovano
vyménnym faktorem guaninnukleotidii (GEF). GEF aktivuje monomerni GTPazu tim, Ze
stimuluje uvoliiovani GDP, ¢imz umozni vazbu GTP. V aktivnim stavu mohou malé G proteiny
interagovat s dalSimi proteiny bun&¢nych signalnich kaskad (Krymskaya, 2003). TSC1 sice
nevykazuje zadnou aktivitu GAP, ale v buiikéch je nezbytny pro funkci TSC2. Bylo zjisténo, ze
mutace v TSC1 snizuji funkci komplexu TSC1/TSC2. Mezi hlavni funkci TSC2 patii regulace
drdhy mTOR, =zatimco TSCl1 mé& za kol cely komplex stabilizovat
(Bai et al., 2010; Nellist et. al., 2005).
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1.4.2 Protein Rheb

Rheb neboli Ras homolog obohaceny v mozku je mala GTPaza, patfici do podrodiny
Ras, ktera aktivuje mTORCI. Slouzi jako spojeni mezi signalizaci PI3K/Akt a mTORCI1 pro
kontrolu bunééného ristu. Dva typy proteint reguluji aktivitu proteini Ras - GEF a GAP. GEF
podporuji uvoliiovani GDP a usnadiiuji vazbu GTPazy na GTP. Tato vazba déale umoziuje
interakci a aktivaci downstream efektorovych proteinti. GAP urychluji hydrolyzu GTP
a narusuji interakci s efektory. Je zajimavé, Ze Rheb jako jedna z mala GTPaz muze interagovat
s mTORCI 1 v neaktivni formé, nicméné k aktivaci mTORCI] je nutna aktivni forma vézana
na GTP. Prostfednictvim stimulace aktivity mTORC1 fidi inhibici 4EBP1 a aktivaci
p70S6K, coz vede k podpote bunécného rlistu a proliferaci pomoci stimulace syntézy proteint.
Lidsky gen Rheb se nachazi na chromozomu 7(7q36). Z nazvu mizeme odvodit, Ze se nachazi
v mozku. Neni to vSak jediné atocCisté, nebot’ Rheb je vSudyptitomny. Rheb miize byt inhibovan
pomoci TSC, nebot’” TSC podporuje hydrolyzu Rheb vazaného GTP. Zname jeste¢ dalsi
cesty, jak negativné regulovat Rheb, jednou je interakce s Bnip3. Bnip3 je protein z rodiny
apoptickych proteinii, jeZ je indukovany hypoxii. Vazba Rheb-Bnip3 snizuje hladiny
Rheb - GTP a inhibuje mTORC1 béhem hypoxie. Aktivace Rheb je jednoducha, staci inhibovat
negativni regulatory, ¢imz dojde ke zvySeni hladiny Rheb a silné aktivaci mTORCI.
Pti aktivaci komplexu se vyuziva proteinu mikrosférul 1 (MCRSI1), ktery se navaze na aktivni
formu Rheb a udrzuje ho v lysozomech (Fawal et al., 2015; Marisol et al., 2015). Interakce

MCRSI a Rheb je také ovlivnéna mnozstvim aminokyselin v butice (Obrazek 3).
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Obrazek 3: Aktivace komplexu mTORC1v zavislosti na AMK.

Pritomnost AMK v burice je velmi diileZita pro aktivaci mTORCI, nebot pomdahaji k translokaci
komplexu na povrch lysozomalni membrany a ndsledné vazbeé s Rheb (malda GTPadza). Protein
mikrosférul 1 (MCRSI) udrzuje protein Rheb na povrchu lysozomii v aktivni forme, cili vazaného na
guanosintrifosfat (GTP), aby doslo k aktivaci komplexu mTORCI. Deplece proteinu MCRSI podporuje
interakci Rheb s TSC2 (komplex tuberozni sklerdzy 2) - Rheb se stava neaktivnim, coz vede k inaktivaci
celého komplexu mTORCI (Fawal et al., 2015).
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1.4.3 Kinaza Akt

AKT je serin/threonin kinaza, také znama jako proteinkinaza B (PKB). Jedna se
o onkogenni protein, ktery je soucasti signaliza¢ni drahy PI3K/Akt/mTOR. Podporuje nékolik
mechanismi  v€etné syntézy proteinl, mastnych kyselin, glykogenu, piijmu glukézy
vyvolaného inzulinem a jeji nasledné glykolyze a hlavné bunécnou proliferaci spolecné
s prezitim celé bunky. Nachazi se v jadfe a cytosolu bunky. Kindza Akt se sklada ze tii
konzervovanych domén (Obrazek 4) — pleckstrinova homologicka doména (PH), katalyticka
doména (CAT) a regulacni doména (RD). PH doména je pojmenovéna po proteinu
pleckstrin, ve kterém byla poprvé objevena. Tato doména slouzi k vazbé fosfatidylinositol
3,4,5-trisfostat (PIP3), ktery je syntetizovany fosfatidylinositol 3- kindzou (PI3K), coz vede
k fosforylaci a aktivaci celkové kinazy Akt. Nasleduje CAT nachazejici se v centralni oblasti
proteinu a RD obsahujici regula¢ni hydrofobni motiv a jeZ je uloZzena na C-konci.

Kindza Akt je aktivovana nckolika efektory: jiz zminénym  PI3K,
fosfoinositid - dependentnimi kindzami (PDK), ristovymi faktory, zanétem, poSkozenim DNA
nebo deregulaci tumor supresorového genu PTEN. Aktivace probiha na doméné Thr308 nebo
Ser473. Fosforylovana kindza Akt (pAKT) indukuje signély, kter¢ interferuji s regula¢nimi
procesy aktivujicimi mTOR a diky tomu se podili na deregulaci apoptdzy, proliferace a bunécné
motility. Dysregulovana aktivita kindzy Akt, mySleno pfedev§im nadmérnd exprese pAKT,
hraje vyznamnou roli v patogenezi mnoha nadorovych onemocnéni a predstavuje tedy jeden
z moznych terapeutickych cilii pfi 16¢bé téchto onemocnéni.

Rodina Akt/PKB zahrnuje tfi ¢leny zndmé jako PKBo/Aktl, PKBB/Akt2 a PKBy/Akt3.
Tyto izoformy jsou u savcli koédovany geny umisténymi na tfech chromozomech
(14932, 19q13, 1g44). Aktl a Akt2 jsou vSudypiitomné, zatimco Akt3 se nachdzi hlavné
v mozku, srdci, ledvindch a varlatech. Ve svych katalytickych doménach sdileji vysoky stupeii
sekven¢ni homologie. Navzajem se lisi ve svych intracelularnich funkcich a lokalizacich. To
vede k bohaté signalni siti s vice nez stovkou downstream substrati, jako napiiklad mTOR.
Aktivaéni mutace a nadmérna exprese kinazy Akt Casto zpiisobuje rezistenci vici chemoterapii

(Landel I et al., 2020; Martelli et al., 2012).
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Obrazek 4: Struktura izoforem kinazy Akt.

Struktura skladajici se z pleckstrinové homologické domény (PH), katalytické domény (CAT) a regulacni
domény (RD). Procentuelne jsou katalyticke domény nejvice homologické u vsech trech izoforem,
spolecné s regulacni doménou obsahuji velmi podobna fosforylacni mista (Thr308/Ser473/Aktl,
Thr309/Ser474/4kt2, Thr305/472/4kt3). Vpravo jsou oznacena umisténi chromozomui genut kodujicich
Jednotlivé izoformy (Martelli et al., 2012).

1.4.4 Fosfatidylinositol 3-kindaza

Fosfatidylinositol 3-kinazy (PI3K) jsou enzymy z rodiny lipidovych kinaz, které prenasi
fosfatovou skupinu z donorové molekuly na cilovou molekulu a podileji se na regulaci
bunéénych procest zahrnujicich bunéény rist, proliferaci metabolismus, ¢i apoptézu. PI3K
signalni draha je nesmirné dilezita pro spravnou funkci organismu a bylo zjisténo, ze draha
PI3K/AKT/mTOR je dysregulovana téméef u vSech lidskych karcinomil, jako je karcinom
prsu, kolorektalni karcinom a hematologické malignity, coz zdlrazituje hodnotu cileni této
dréhy jako potencidlni terapeutické 1€cby karcinomu. Inhibice PI3K muiZe mit za nasledek jak
sniZzenou bunécnou proliferaci, tak zvySenou bunécnou smrt. Tyto enzymy délime do ti skupin
na zakladé jejich funkce, struktury, substratové specifity a zptisobu aktivace.

Prvni tfidou jsou heterodimerni enzymy, které se skladaji z katalytické a regulacni
podjednotky. Hlavnim produktem této tiidy je fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3), ktery je
klicovou soucasti signaliza¢ni drahy PI3K/Akt/mTOR. Rekrutuje kinazu Akt, ktera reguluje
dalsi cesty pocitaje aktivaci mTORCI1. Dalsimi produkty jsou fosfatidylinositol-3-fosfat

a fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat. Podle receptorti rozezndvame dalsi dvé podtiidy, a to 1A a IB.
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Podtrida IA je typem, ktery se nejvice podili na lidské rakoving, je aktivovana prostiednictvim
tyrosinkindzovych receptorii (RTK), zatimco IB aktivuji malé G-proteiny.

Do druhé tiidy patii enzymy skladajici se z jedné katalytické podjednotky. Produktem
je v tomto piipad¢ fosfatidylinositol-3-fosfat a fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat. Enzymy
posledni treti tfidy se skladaji z katalytické podjednotky Vps34 a regulacni podjednotky Vpsl15.
Vps34 je regulatorem autofagie a klicovym prvkem pro spravnou funkci kardiovaskularni
soustavy. Vspl5 ma na starost regulaci intracelularni membranovou lokalizaci Vps34 a jeho
aktivitu. Produktem je fosfatidylinositol-3-fosfat podilejici se na fizeni membranovém
transportu. Tato tfida se navic podili na syntéze proteini skrze drahu mTOR
(Becker et al., 2008; Jaber et al., 2012).

Nékdy je uvadéna 1 tfida IV, do které fadime enzymy piibuzné PI3K. Mezi takové
enzymy patii napt. DNA depedentni proteinkinaza nebo protein mTOR. Inhibice signalizace

PI3K je ucinna pfi 1écbé n€kolika typl rakoviny (Shuttleworth et al., 2011).

1.4.5 Ribozomadalni protein S6 kinazy beta-1 (S6K1)

Jedna se o 70 kDa velky protein, jeZ je ¢lenem rodiny proteinkinaz AGC. Jak uZ nazev
napovida, jeho cilovym substratem je ribozomalni protein S6. Fosforylace S6 signalizuje
syntézu proteinti na ribozomu. S6K1 se sklada ze ¢tyt riiznych domén: N- termindlni doména,
kinazovou doména, linkerova oblast a C-terminalni doména. Na C-terminalni doméné
se vyskytuji ctyfi fosforylacni mista: Ser411, Ser418, Ser424 a Thr421, ktera jsou zamétena na
prolin. Aktivita S6K1 je regulovana postupnymi fosforylacemi na vice mistech
serinu/threoninu. Prvni krok aktivace je uvolnéni vazby mezi C-terminalni doménou a
N - terminalni doménou. Nasledné dojde k fosforylaci ¢tyf vyse uvedenych fosforylacnich mist
v C-terminalni doméné a Thr389 v hydrofobnim motivu, ktery se nachazi ve vSech AGC
kindzach. Fosforylace téchto zbytkl je nutna pro aktivaci S6K, protoZe samotna C-terminalni
doména inhibuje fosforylaci jinych fosforylacnich mist. Fosforylace C-terminalnich mist je
zprostiedkovana mitogenem aktivovanou proteinkinazou in vitro. Poslednim krok aktivace
zahrnuje fosforylaci Thr229 v T-smycce pomoci PDK1.

Aktivovany S6K1 fosforyluje S6 protein, ktery se nachazi na malé 40S podjednotce
eukaryotického ribozomu. Tento proces zvysuje rychlost mRNA translace. Rapamycin inhibuje
fosforylaci a aktivaci S6K 1 a tim dochazi i k inhibici fosforylace ribozomalniho S6 proteinu ¢ili

1 mRNA translace (Hannan et al., 2003; Showkat et al., 2014; Yaguchi et al., 2020).

25



1.4.6 Protein 4E-BPI

EIF4EBP1 genem. Patii do rodiny translacnich proteint, které plisobi jako inhibitory iniciace
translace vazbou a inaktivaci elF4. Je jednim ze substratl signalni drahy mTOR. Komplex
mTORC1 fosforyluje 4E-BP1 spole¢né s kindzou S6KI1, tento krok vede ke stimulaci
proteinové syntézy. Studie prokazaly, ze 4E-BP1 mize byt fosforylovan i jinymi kindzami.
Jeho zvySena exprese zpusobuje riizna karcinogenni onemocnéni. Kromé vazebného elF4E
obsahuje dalsi regulacni motivy — motiv RAIP na N-konci a motiv signalizace mTOR (TOS)
na C-konci (Obrazek 5). Motiv TOS je pfitomen také na S6K1, PRAS 40 a dalSich substratech
proteinu mTOR. RAIP je nezbytny pro fosforylaci zbytkd na obou koncich 4E-BP1. Protein
4E-BP1 inhibuje iniciaci translace vazbou na translacni faktor eIF4E, ktery je diileZitou slozkou
komplexu, jez rekrutuje 40S ribozomalni podjednotku na 5’ cap mRNA. Pokud je 4EBP1
fosforylovan na nékolika mistech (Thr37/46, Thr70, Ser65 atd.), dojde k uvolnéni vazby mezi

wewvr

substrath mTOR hraje 4E-BP1 klicovou roli v signalizact mTORCI1 pro fizeni translace a
bunéén¢ proliferace. Vé&dci prokazali, Ze fosforylace 4E-BPI miZze vyvolat
epitelidlné - mezenchymalni transformaci, migraci a invazi rakovinnych bunck (Qui et al.,

2016; Zhang et al., 2018).

TOS

Obrdzek 5: Struktura proteinu 4E-BP.
Protein  se sklada zregulacnich motivii RAIP a TOS (motiv signalizace kindzy

.......

néekolika mistech: Threonin37/46/70 a Serin635, to vede k uvolnéni vazby mezi elF4E a 4E-BP1 a aktivaci
komplexu mTORC1 (Vytvoreno dle Showkat et al., 2014).
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1.5 Signalni draha PI3K/Akt/mTOR

Draha reguluje downstream proteiny, které maji vliv na bunéény cyklus, proliferaci,
bunéény metabolismus (translace, transkripce) a dal$i bunécné procesy (Obrazek 6). Cela
signalizace zafind na povrchu bunéfné membrany prostiednictvim tyrosinkinazovych
receptorit (RTK). Jsou to inzulinové receptory, které musi byt dimerizovany, aby dosahly
aktivniho stavu a signalizace mohla pokracovat dale. Molekuly inzulinu se navazi na RTK
monomery, ¢imz spusti dimerizaci. Kinazové domény receptori jsou fosforylovany
a pfipraveny na dal$i vazebné interakce. V tomhle momenté zacind downstream signalizace.
Na inzulinovy receptor se navaze protein PI3K, ale v deaktivovaném stavu. K aktivaci je
potieba GTP. Aktivovany PI3K konvertuje PIP2 na PIP3 dodanim jednoho fosfatu, aby mohlo
dojit k interakci s proteinem PDK1. PDK1 aktivuje kindzu Akt pfimou fosforylaci T-smycky
na Thr308.

Aktivovand kindza Akt je ted” takovym rozcestnikem rUznych inhibi¢nich a
stimula¢nich drah. Mezi nejdalezitéjsi inhibi¢ni drahu patti Akt/TSC1/TSC2. Proteiny TSC1/2
jsou negativni regulatory Rheb, hlavniho aktivatora mTOR komplexu 1. Inhibici téchto
proteinti dochazi tedy k aktivaci Rheb a nasledné i mTORCI1. Aktivni mTORCI dale aktivuje
P70S6K kinédzu, kterd vede k syntéze proteind.

Prostrednictvim fosforylace je kindza Akt schopna inhibovat AS160, coZ je negativni
regulator translokace GLUT4 (glukézovy transportér typu 4). Pokud tedy dojde k deaktivaci
AS160, buiika je schopna translokovat GLUT4 obsahujici vezikuly do bunééné membrany
a dovolit glukéze vstoupit dovnitf buiiky a podstoupit glykolyzu.

DalSimi proteiny, které jsou regulovany pomoci kindzy Akt, jsou FOXO
a glykogensyntdza kindza 3 (GSK3). FOXO proteiny patii mezi transkripéni faktory
a negativné reguluji expresi genli zapojenych do bunééného ristu, proliferace, diferenciace
a dlouhovékosti. Kindza Akt tedy podporuje rust buniky a jeji proliferaci. GSK3 inhibuje
glykogensyntazu (GS), kterd vede k syntéze glykogenu. Inhibovana GS sniZuje syntézu
glykogenu v jatrech a svalech a dochézi k hyperglykémii. To je divod, pro¢ je GSK3 spojovéana
s progresi mnoha onemocnéni, jako je diabetes, obezita, karcinogeneze a Alzheimerova
choroba. Abychom nebrali kinazu Akt pouze jako inhibitora, tak zaroven podporuje syntézu
mastnych kyselin stimulaci citrat lyazy. Diky témto procesim chapeme, pro€ je kinaza Akt tak
dilezity pti onemocnénich spojenych s inzulinovou rezistenci nebo u vyvoje jiz diive

zminéného diabetu ¢i karcinogeneze.
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Tato signaliza¢ni draha miize byt aktivovana i deaktivovana. K deaktivaci slouzi PTEN
neboli homolog fosfatazy a tenzinu, ktery konvertuje PIP3 zpatky na PIP2, jeZ neni schopen
interagovat s PDK1. Obdobn¢ to tak je i u fosfatazy PHLPP, ktera defosforyluje kinazu Akt na
jeji serinové doméné Ser473 (Papa et al., 2019).

Inzulin
Glukoza

Bunééna membrana

Glukdza

|

Giykolyza

Bunééné preZiti a
proliferace

Syntéza mastnych Autofagie

kyselin

Syntéza glykogenu R
Proteosyntéza

Obrazek 6: Signdlni draha PI3K/Akt/mTOR.

Zde je schéema signalni kaskddy, které se ucastni mnoho proteinii. Postupnou aktivaci ¢i inhibici dilcich
casti dochazi k dillezitym bunécnym procesum, jako je syntéza mastnych kyselin, syntéza glykogenu,
proteosyntéza, bunécné preziti spolu s proliferaci, nebo dokonce autofagie.

RTK - tyrosinkindzové receptory, PI3K - fosfatidylinositol-3-kindza, PDK - fosfoinositid dependentni
kinaza, PTEN - homolog fosfatdzy a tenzinu, Akt - proteinkindza B, mTORC1/2 - savci cil rapamycinu
komplex 172, GSK3f - glykogensyntiza kindza 3 beta, GS — glykogensyntdiza, FOXO - transkripcni
faktor, TSC1/2 - komplexy tuberozni sklerozy, Rheb - Ras homolog obohaceny v mozku, P70S6K-
ribozomalni protein S6 kindza 70kDa, AS160 — Akt substrat 160 kDa, GLUT4 - glukozovy transportér
typou 4, PHLPP — proteinova fosfataiza bohata na leucin, GTP — guanosintrifosfat,
PIP3 - fosfatidylinositol-3,4, 5-trifosfat, Thr - threonin, Ser — serin
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2. Inhibitory drahy mTOR

Signalni draha mTOR je zodpovédnd za spravny bunéény rlst, proliferaci,
metabolismus a angiogenezi. Dysregulace signalnich drah zavislych na mTOR maji za nasledek
rizna lidska maligni onemocnéni, proto se stala atraktivnim terapeutickym cilem pii vyvoji
1ékd. Nadorové bunky prokazaly vyssi citlivost k inhibitortm mTOR nez buiiky normalni.
Draha mTOR je Casto aktivovana u mnoha typti malignich nadorti. Vyvoj 1€kt znamych jako
inhibitory drahy mTOR byl obrovskym pokrokem. V soucasné dobé méme k dispozici nékolik
inhibitorti drahy mTOR. Rapamycin neboli sirolimus, byl definovan jako prvni protirakovinna
latka v preklinickych modulech. Spatna rozpustnost a farmakokinetika rapamycinu méla
zanasledek vyvoj nékolika analogi: temsirolimus (CCI-779), everolimus (RADOOL),
¢i deforolimus (AP23573). VSechny analogy jsou shrnuty v tabulce nize (Tabulka 1)

Temsirolimus a everolimus byly schvaleny v roce 2007 a 2009 Americkym Utadem pro
kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) pro 1ébu pokrocilého karcinomu ledviny
(Wander et al., 2011). Tyto derivaty rapamycinu byly Siroce vyuZivany hlavné jako
imunosupresiva po transplantacich ledvin a jater, nebo k 1é¢b¢ urcitych typt rakoviny a k 1é¢bé
komplikaci tuberdzni sklerozy, coZ je geneticka porucha vedouci k aberantni aktivaci
mTORCI1. Analogy rapamycinu pasobi prostfednictvim vazby s vazebnym proteinem FKBP12
a tvoti komplex, ktery se poté navaze na doménu (FRB) odd¢€lenou od katalytického mista
mTOR, ¢imz zablokuje funkci mTOR a v mnoha ptipadech zpomali vyvoj nadoru, ¢i podpofi
autofagii. I kdyZz byly pivodné analogy rapamycinu vyvinuty s umyslem lepSich
farmakologickych vlastnosti, jejich Gc¢inek byl omezen na ur€ité typy rakoviny. Objev, ze
mTORC2 ptimo fosforyluje kindzu Akt, ptineslo novy pohled na véc a podnitilo to usili
vyvinout druhou generaci inhibitort mTOR, které jsou schopny cilit na oba komplex proteinu
mTOR.

Nékteré studie vylucuji Sirokd pouZiti rapamycinu a jeho analogl jako ¢inidlo pro
prodlouzeni zivota z divodu negativnich vedlejSich ucinka jako je glukézova intolerance,
hyperlipidémie, hypertriglyceridémie, hypercholesterolémie, inzulinova rezistence a vznikly
diabetes, anémie a trombocytopenie, dermatologické piihody, gastrointestinalni poruchy,
respiracni a mocové infekce €1 dysfunkce varlat. Vétsina z uvedenych vedlejsich ucinki se zda
byt reverzibilni, zejména dermatologické a testikularni vedlejs$i Gi€inky, zatimco imunologické
disledky jsou extrémné zavazné a obc¢as vedou k imrti na infekce. K témto vedlejsim acinkiim
prispiva naruseni mTORC2, nebot’ chronicka Ié¢ba rapamycinem inhibuje mTORC?2 in vivo ve

veétSing tkani (Arancibia et al., 2019; Arriola et Lamming, 2016).
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2.1 Rapamycin a jeho analogy

Na pid¢é Velikono¢niho ostrova, zndmého jako Rapa Nui, byl rapamycin poprvé
objeven roku 1975 jako antifungalni metabolit produkovany bakterii Streptomyces
hygroscopicus, kterd byla schopna inhibovat proliferaci kvasinky Candida albicans. Nasledné
bylo zjiSténo, Ze rapamycin ma imunosupresivni a antiproliferativni vlastnosti u sav¢ich bunek,
coz vedlo k pfijeti rapamycinu jako standardni terapie prevenci rejekce Stépu u piijemct
transplantatu a k 1écbé autoimunitnich poruch. V roce 1999 byl rapamycin schvalen jako
imunosupresivni 1€k v USA. Je zndmo, ze rapamycin akutné inhibuje mTORCI1, zatimco
mTORC2 je pomérné necitlivy na rapamycin a k naruseni mTORC2 in vivo je nutna
kindzy pfeziti - Akt, nuti védce vyvinout novy typ léCiva, zejména pro lécbu rakovin
charakterizovanych hyperaktivni kindzou Akt. Kratce po objevu inhibi¢nich vlastnosti
rapamycinu zapocaly studie, které potvrdily dalSi schopnosti, a to prodlouzeni zivotnosti
u kvasinek, ¢ervll, much, dokonce je schopny prodlouzit stiedni i maximalni délku Zivota samic
1 samcl u heterogennich mysi nebo G¢innost proti mySim onemocnénim spojenych s vékem
(Lamming et al., 2013; Li et al., 2014; Zhavoronkov, 2015; Zhou et al.,2013).

Temsirolimus je ester rapamycinu s dihydroxymethylpropionovou kyselinou. Védci ho
navrhli tak, aby zvysil rozpustnost rapamycinu a mohl byt podavan jak oralng, tak intraven6zné.
Temsirolimus byl navrzen v 90. letech 20. stoleti a ndsledné vyvinut jako ¢inidlo pro 1écbu
pacientl s rakovinou. Hlavni funkei je potlaceni aktivity mTOR. Preklinické studie ukazaly
silny inhibi¢ni ucinek na rist v Sesti z osmi nddorovych bunéénych linii s IC 50. Stejné tak
v riznych zvifecich modelech nadort, jako jsou gliomy, karcinom pankreatu ¢i dokonce
spinocelularni karcinom hlavy a krku vykazoval temsirolimus také vyznamnou protinadorovou
aktivitu, jak uz sam, nebo v kombinaci s chemoterapeutiky. Kromé toho byl temsirolimus
zkouman v nékolika klinickych studiich pro 1écbu pokrocilého neuroendokrinniho karcinomu.

Everolimus je druhou generaci derivatu sirolimu. Byl vyvinut s lepSimi
farmakologickymi vlastnostmi a lepsi metabolickou stabilitou ve srovnani se sirolimem. V roce
2011 FDA schvalilo pouziti everolimu u pacientli s progresivnimi neuroendokrinnimi nadory
pankreatického ptivodu. Krome toho se védci zabyvali studii everolimu u pacientli s pokro¢ilym
nemalobunéény karcinomem plic, pokro¢ilym karcinomem Zzaludku a pokrocilym
hepatocelularnim karcinomem. Doktofi navic everolimus piedepisuji k 1é¢bé pokrocilého

karcinomu prsu (Roskoski, 2019). Ridaforolimus, dalsi analog rapamycinu, byl také zkouman
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v klinickych studiich, konkrétné v pokrocilych sarkomech kosti a mékkych tkani a také v
pokrocilych solidnich nddorech (Klawitter et al., 2015; Zhou et Huang, 2013).

2.2 ATP-kompetitivni inhibitory drahy mTOR

v

Pro silnéjsi inhibici mTOR byla vyvinuta skupina ATP-kompetitivnich inhibitort, které
cili jak na komplex mTORCI, tak i na komplex mTORC2. Na rozdil od temsirolimu nebo
everolimu jsou schopné zastavit bunéény rast nebo dokonce vyvolat apoptoézu. Velice a¢innym
inhibitorem je MLNO128. Ma silné protinddorové Gc¢inky in vitro a in vivo a prosel klinickymi
testy pro nadory, jako je sarkom kosti a mékkych tkéani, karcinom prsu, a lymfom primarniho
vypotku. Je ucinnym prostiedkem u nddord, které jsou rezistentni na rapamycin nebo
chemoterapii. Nedavna studie ukazuje, Ze MLNO128 muZe snizit velikost nadoru o 20 %
u PIK3CA-mutantnich kolorektalnich karcinomli ¢i v modelu xenograftu pankreatickych
neuroendokrinnich nddorti odvozeného od pacienta.

Tokinib (PP242) je dalsi selektivni ATP-kompetitivni inhibitor mTOR, ktery siln¢
plsobi proti n¢kolika typlim rakoviny, jako je leukémie, karcinom Zaludku a tlustého stieva.
Na rozdil od rapamycinu dokaZe inhibovat mMTORC?2. Vistusertib (AZD2014) spole¢né se svym
analogem AZDS8055 jsou skv€lymi inhibitory pfi 1ébé karcinomu prsu s pozitivnim
estrogenovym receptorem. Tyto inhibitory jsou vyvinuty spolecnosti AstraZeneca. Dokazi
potlacit karcinom prsu ziskanou rezistenci na endokrinni terapii, paklitaxel (cytostatikum) ¢i

analogy rapamycinu (Sun, 2013).

2.3  Dualni inhibitory signalizace PI3K/mTOR
Vzhledem k podobnosti mezi PI3K a mTOR mohou nékteré inhibitory piisobit v obou

pfipadech najednou. Tyto inhibitory mohou mit lepsi protinddorovou aktivitu nez inhibitory
cilené pouze na mTOR. Mezi duélni inhibitory fadime dactolisib (NVP- BEZ235), omipalisib
(GSK2126458), gedatolisib (PF05212384), nebo omipalisib (GSK2126458). Dactolisib
inhibuje aktivitu nékolik proteinti véetné mTOR a PI3K. MiiZe pronikat hematoencefalickou
bariérou a diky tomu mize byt podavan pii 1é€bé gliomu nebo k prolomeni rezistence na
temozolomid. Gedatolisib inhibuje rist nadori v modelech xenoimplantatu prsu, plic, tlustého
stfteva a gliomu, také je velice u¢inny proti akutni lymfoblastické leukémii T-bunék. Kromé
toho senzibilizuje karcinom hlavy a krku na radia¢ni terapii. V kombinaci s ostatnimi dudlnimi
inhibitory maji vyssi G€innost. Omipalisib je peroralni inhibitor plisobici na Zivotaschopnost

nadorovych bunék FGFR4-V550E (Hua et al., 2019).
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Tabulka 1: Priehled tiid inhibitorit mTOR.

Class of inhibitor Action Representative drugs Pipeline status
mTORCI inhibitors Bind allosterically to block Sirelimus (rapamycin; Wyeth), FDA approved
(Rapalogs) FKBP-12 binding and Everolimus (RADOOI; Movartis),

inhibit mTORC| Temsirolimus (CCI-779; Wyeth),

Ridaforolimus (AP23573; ARIAD and MK-8669; Merck)

mTORCI/2 inhibitors Bind to ATP-binding site AZD2014, AZDBOS5 (AstraZeneca) Clinical/preclinical
(mTORKI or TORKinibs) of mTOR kinase to inhibit 0s1-027 (Osl)

mTORCI and mTORC2 INK 128 (Intellikine)

CC-223 (Celgene)

PP242, PP30 (University of California)

Torin-1, Torin-2 (Harvard)
Dual PI3K/mTORCI/2 Inhibit PI3K, mTORCI, NVP-BEZ235 (Novartis) Clinical/preclinical
inhibitors and mTORC2 KL765 (Exelixis)

GSK 2126458 (GlaxoSmithKline)

SF1126 (Semafore)

PF-04691502, PF-05212384 (Pfizer)

PI-103 (Merck)
Abbreviations: FDA, Food and Drug Administration; mTOR, mechanistic target of rapamycin.

Prvni trida analogii rapamycinu inhibuje mTORCI prostrednictvim vazby FKBPI2. Druhd trida
inhibitoru se jiz zaméruje na inhibici obou komplexit mTOR. Posledni tridou jsou dudlni inhibitory,
které cili jak na mTOR, tak na PI3K. Vedci se domnivaji, Ze tyto inhibitory maji velmi slibnou
budoucnost, co se tyce lécby onemocnéni vzniklych dysregulaci drahy mTOR. Inhibitory 2. a 3. tiidy
prozatim nejsou schvaleny FDA, nebot jsou stale v procesu zkoumani (Altomare et Gitto, 2015).
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2.4 Treti generace inhibitori drahy mTOR

Jisté mutace v proteinu mTOR snizuji ucinnost zakladnich a dudlnich inhibitord
v nadorovych buiikdch. Substituce aminokyselin (A2034V a F2108L) v doméné FRB naruSuje
senzitivitu na rapamycin. Somatickd mutace v kinazové doméné indukuje rezistenci viici ATP
kompetitivnimu inhibitoru AZD8055. To vede k hyperaktivaci drahy mTOR. Z toho divodu
byla vyvinuta tfeti generace inhibitort, ktera ma piekonat rezistenci na léky vzniklou mutaci
v kindzové nebo FRB doméné (Obrazek 7). Tyto inhibitory kombinuji vysokou afinitu k FRB
doméné komplexu mTORCI s t¢innou inhibici kindzy mTOR prostiednictvim MLNO128.
Inhibitor MLNO128 je G¢innéjsi nez rapamycin, protoze uc¢innéji inhibuje 4EBP1, ale ma kratky
retenéni €as in vivo ve srovndni s rapamycinem. RapaLink, hlavni zéstupce této generace byl
vytvoren kombinaci rapamycinu a MLNO128. Na rozdil od rapamycinu ma zvySenou u¢innost
vici 4EBPI a je schopen se vazat na FKBP12 - to zlepSuje jeho reten¢ni Cas in vivo. RapaLink

ucinné pusobi v builkach s rezistenci vii¢i rapamycinu a jeho analogiim (Yoon, 2020).
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Obrdzek 7: Piisobeni vSech generaci inhibitorii drahy mTOR.

Inhibitory drahy mTOR prvni generace - rapamycin a jeho analogy (,, Rapalogs **) snizuji aktivitu mTOR
interakci s FRB doménou. Druhd generace inhibitorii (Torin, PP242) soutézi s ATP o vazbu na kindzové
doméné proteinu mTOR. RapalLink, inhibitor signalizace mTOR tieti generace, byl vyvinut za nicelem
prekonani omezeni predchozich inhibitorii mTOR, nebot mutace domény FRB (substituce AMK A20347V,
F2108L) a mutace kinazové domény (M23271) prispivaji k rezistenci mTOR na zdkladni a dudlni
inhibitory mTOR (Yoon, 2020).
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3. Vlivdrahy mTOR na onemocnéni

ProtoZe signalizace mTOR reguluje zakladni vitalni bunécné funkce vcetné bunécného
cyklu, proliferace, rastu a preziti, stejn¢ jako proteosyntézu ¢i metabolismus glukozy, jeji
dysregulace vede k vaznému onemocnéni. Udaje o solidnich nadorech prokazaly, Ze draha
mTOR je dysregulovana u témér 30 % ptipadi malignit a je jednou z nejcastéji postizenych
kaskad u lidskych nadorii. Signalizace mTOR je u karcinomil aktivovana tiemi hlavnimi
mechanismy. Prvnim mechanismem je mutace v mTOR genu, ktera vede k hyperaktivni mTOR
signaliza¢ni kaskade¢. Za druhé se jedna o mutace v komplexech mTORC1 a mTORC2, jez
vedou k aktivaci signalizace mTOR. Rictor, ktery je soucasti mTORC2 byva amplifikovan u
nemalobunééného a spinocelularniho karcinomu plic. Jeho nadmérné exprese zvySuje aktivitu
komplexu mTORC?2, ¢imZ se nadorové buiiky stavaji proliferativnéj§imi a invazivnéj§imi. Jako
spojené se ztratou funkce v supresorovych genech a mutace, jeZ podporuji zisk funkci
onkogenll. U slozek signalni drdhy PI3K se vyskytuji rlizné druhy mutaci, jako tfeba
amplifikace kindzy Akt nebo receptorti ristovych faktorli. Ztrata tumor supresorovych genti
PTEN, p53 ¢i TSC1/TSC2 také podporuji aktivaci mTOR v patologickém stavu. Nejcastéji
mutovanym genem u lidské rakoviny je p53 a PTEN. PTEN miZe byt negativné regulovan
proteinovou nestabilitou, metylaci nebo intracelularni lokalizaci. Jeho mutace ovliviiuji buiiky
u myelomu, rakoviny prsu a rakoviny endometria. Inhibice negativnich regulatort
mTOR —TSC1/2 je zodpovédnd za onemocnéni tuberdézni sklerézy a vede k benignim
nadoriim. Jejich mutace nachazime u karcinomu moc¢ového méchyte, ledviny a pankreatickych
neuroendokrinnich tumort.

Downstream efektory 4E-BP1, eIF4E a S6KI1 také souvisi s rliiznymi malignitami.
elF4E je onkogen nadmérné exprimovan u mnoha lidskych rakovin se Spatnou prognozou
ajeho amplifikace vede k transformaci bun¢k in vivo. S6K1 je nadmérné exprimovéan
urakoviny plic a vaje¢nikli a bylo zjiSténo, Ze jeho genova exprese je upregulovana

u mozkovych nadori (Tian et al., 2019).

3.1 Karcinom prsu

Karcinom prsu je celosvétoveé zavaznym zdravotnim problémem a u Zen predstavuje
druhou nejcéastéjsi pricinu umrti na maligni onemocnéni. Patogeneze je ovlivnéna endogennimi
a exogennimi hormony nebo fyziologickymi a genetickymi faktory. U karcinomu prsu je vyskyt

vétSiny genetickych zmén a mutaci pied proteinem mTOR, coz vede k hyperaktivaci
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signalizace. U nadorti prsu je Casto mutovan gen PIK3CA, ktery je lokalizovan v exonu 9
(helikalni doména) a exonu 20 (kindzova doména). Mutace PIK3CA se vyskytly u 20-50 %
karcinomti prsu, zejména 35 % karcinoml prsu pozitivnich na hormonalni receptor, 23 %
karcinomu prsu s pozitivnim receptorem lidského epidermalniho rastového faktoru 2 (HER2)
a méné¢ nez 10 % u triple — negativniho karcinomu prsu. HER2 je nadmérné exprimovan u
20 —30 % karcinomt prsu. Na membranové receptory HER1, HER2, HER3 a HER4 jsou
pripojovany ruzné ligandy, coz zpusobuje aktivaci drahy PI3K/Akt. Krom¢ mutace genu
PIK3CA k aktivaci drahy pfispiva navic mutace Aktl ¢i ztrata PTEN. Absence PTEN se
objevuje az u 30 % ptipadi karcinomu prsu.

Béznou terapii karcinomu prsu je kromé operace a chemoterapie také endokrinni
terapie. Endokrinni terapie hraje v 1écb€ karcinomu prsu klicovou roli. Bylo zjiSténo, Ze
endokrinni terapie je u¢inna u cca 50 % pacientek s pozitivnim estrogenovym receptorem (ER).
Rist, proliferace a metastazovani nadorovych bun¢k zavisi na hormonech, které se vazi na
jejich specialni receptory. U karcinomu prsu se jednd o estrogenové a progesteronové receptory.
Cilem této 1éCby je blokace vazby Zenskych pohlavnich hormoni na jiz zminéné receptory
nadorovych bunék. Tamoxifen byl prvni i¢innou terapeutickou latkou, ktera vykazovala skvélé
vysledky, nebot’ inhibuje rist nddorovych bunék kompetitivni inhibici hormonalnich receptort.
Pozdg¢jsi studie ukazaly, Ze na rozvoji tohoto onemocnéni se podileji i signalni drahy receptoru
ristového faktoru. Mutace PI3K, ztrata PTEN c¢i aktivace kindzy Akt podporuji rezistenci na
hormonalni terapii, z toho dlivodu se pii vyvoji nové 1écby védei zamétuji kromé estrogenového
receptoru pravé na tyto signalni drahy. Everolimus je perordlni analog schvéleny FDA jako
protinadorové ¢inidlo u karcinom prsu s pozitivnim ER a negativnim HER2. Krom¢ analogti
byly zkouméany také kompetitivni inhibitory ATP a dudlni inhibitory PI3K/mTOR. AZD2014
prokézal velmi dobré antiproliferativni schopnosti v bunéénych liniich prsu. MLN128 dokézal
inhibovat Zivotaschopnost bun¢k v péti bunéénych liniich prsu. Duélni inhibitory — BEZ235 a
PF-04691502 sice prokazaly protinadorovou aktivitu, ale zptisobovaly vazné vedlejsi ucinky v
klinické  praxi. = Momentaln¢  probiha vyvoj novych  kombinacnich  terapii

(Miricescu et al., 2021; Li et al., 2021).
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3.2 Obezita

Piirozvoji obezity ¢i inzulinové rezistence je tukova tkan kritickym organem. mTORC1
reguluje tvorbu a lipogenezi tukové tkané a je klicovy pro adipogenezi, ¢ili formovani adipocyta
(tukovych bunék) z bunék kmenovych. Uloha mTORC]1 byla zkouména u transgennich mysi.
Bylo zjisténo, Ze ablace drahy mTORC1 indukuje snizeni tukové tkané a rezistenci vuci obezité
vyvolané dietou. Tukova tkan existuje dvojiho typu, bila tukova tkan (WAT) a hnéda tukova
tkan (BAT). BAT se dale déli na hnédé adipocity a bézové adipocity. WAT slouzi k ukladani
energie ve formé kapicek TAG a BAT ma termogenni vlastnosti, rozptyluje energii
prostiednictvim dychédni a produkei tepla. Zahtivaci schopnost mize ziskat i WAT. Tento
proces se nazyva “hnédnuti”, je stimulovan katecholaminem a vyZaduje mTORC1 a Raptor.
Mysi, které jsou léené rapamycinem nebo jim v genetické vybavé chybi Raptor, maji
chladovou intoleranci a schopnost hnédnuti je vyrazné snizena. Dalsi studie potvrdily, Ze
chronicka 1écba rapamycinem vedla ke zvySenému energetickému vydeji a aktivit¢ BAT,
tzn. diive obézni mysi byly Stihlej$i. BohuZel u¢inek rapamycinu také vedl ke zhorSené
glukézové toleranci a inzulinové rezistenci. Uloha mTORC2 v tukové tkani u mysi byla
zkouména pomoci delece jadrové slozky Rictor. Deficit této ¢asti blokuje diferenciaci BAT,
posouva metabolismus BAT do oxidativnéjsiho a méné lipogenniho stavu a chrani mysi pred
metabolickymi poruchami nebo obezitou. mMTORC?2 se také podili na procesu hnédnuti WAT.
Ztrita mTORC2 v BAT zptsobuje intoleranci chladu v disledku defektniho vychytavani
glukozy. MTORC2 reguluje velikost tukovych bun€k, metabolismus glukoézy, lipida
a diferenciaci BAT (Mao et Zhang, 2019; Ye et al., 2019).

3.3 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je nejrozsifenéjSim typem demence, jez se vyskytuje po
celém svété. Jednim z hlavnich rizikovych faktorG progrese AD je starnuti. Mozek AD je
charakterizovdn akumulaci plakd tvofenych prevdazn€ peptidem amyloid-beta, a
neurofibrilarnimi  klubky tvofenymi abnormdalné hyperfosforylovanym tau proteinem
v neuronech. 4EBP1 spolecné s p70S6K 1 zptusobuji hyperfosforylaci tau proteinu, coz vede ke
vzniku neurofibrilarnich klubek. Zvysené hladiny zminénych slozek signalizace mTOR v
neuronech mozkid AD jenom podporuji tvrzeni, Ze signalizace mTOR je zapojena do této
problematiky. Bylo zjisténo, ze hladiny fosforylovaného eIF4E jsou 100krat vyssi v mozcich
AD ve srovnani s fyziologickymi kontrolami. Védci jevi velky zajem o potencionalni 1ék

rapamycin za ucelem prodlouzeni Zzivota laboratornich zvifat, nebot’ je v soucasnosti
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nejucinnéjSim farmakologickym pfistupem k pfimému zacileni na proces bunécného starnuti.
Bylo prokdzano, Ze prodluzuje délku zZivota mysi o 10 az 30 %, v ptipad¢ dlouhotrvajiciho
pravidelného rezimu az o 60 %. Kromé u¢inkt na delsi zivot ukédzalo, ze ma rapamycin piiznivé
ucinky u nékolika riiznych mysich modeltt AD vykazujici samotnou amyloidozu nebo primarni
tauopatii. Rapamycin ma do budoucna velmi dobré vyhlidky, co se tyCe terapie
neurodegenerativnich onemocnéni zplsobené starnutim. Kromé studii s rapamycinem se
vyzkum zabyval genetickou inhibici mTOR, ktera byla schopna zachranit pamét'ové deficity,
zlepsit kognitivni funkce nebo dokonce snizit depozita tau proteinu a peptidu amyloid-beta.
Snizeni signalizace mTOR nejen prodlouZilo Zivotnost, ale snizilo patologii souvisejici
sveékem, vcetn¢  ztraty citlivosti na  inzulin nebo  motorické  dysfunkce

(Kaeberlein et Galvan, 2019; Mueed et al., 2019; Pei et Hugon, 2008).
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Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo shrnout poznatky tykajici se mTOR. Je zfejmé, Ze tato
kindza a signalni drahy na ni zdvislé maji velmi vyznamnou roli v mnoha fyziologickych
bunécnych procesech. Dysregulace signalni drahy PI3K/Akt/mTOR vede k riznym patologiim.
Hyperaktivace drahy PI3K/Akt/mTOR byla zkoumana u mnoha typti nadorovych onemocnéni.

Kindza mTOR je hlavnim efektorem kinazy Akt. Hyperaktivace mTOR zpusobena
hyperaktivaci enzymu Akt vede k nekontrolovatelnému ristu bun€k. Nadmérny rlst je
typickym znakem karcinogeneze. Mutaci, nebo ztratou urcitych komponent signalni drahy
PI3K/Akt/mTOR dochazi k riznym nadorovym onemocnénim, napi. kolorektalni karcinom,
karcinom prsu, Zaludku nebo k neurodegenerativnim chorobam jako je Alzheimerova choroba.
V zavislosti na typu mutace jsou voleny urcité inhibitory. Rapamycin slouzi k inhibici
mTORCI, v nékterych pripadech je ale navic nutnd i inhibice komplexu mTORC2, nebo PI3K.
Takové inhibitory nazyvame dudlni, maji vyS$si ucinnost neZ inhibitory cilené na jednotlivé
komplexy.

Ve své bakaldiské praci jsem se také zaméfila na patologie vyvolané dysregulaci
mTOR, a to karcinom prsu, obezita a Alzheimerova choroba. Ve vSech ptipadech se jedna o
zavaznd onemocnéni, kterd mohou vést 1 ke smrti. U karcinomu prsu jsou nejvice pozorovany
dvé zmény: mutace genu PIK3CA a ztrata PTEN. Ob¢ vedou k hyperaktivaci celé signalizace.
Obezita je momentalné velmi ¢astym onemocnénim, které postihuje ptiblizné 30 % svétové
populace. Bylo zjisténo, Ze drédha mTOR ma na rozvoji obezity ur€ity podil, nebot’ jeji ablace
snizuje tukovou tkan. Také podavani rapamycinu ma pozitivni t€inky na vyssi vydej energie.
Kromé¢ toho, aktivace mTOR negativné potencuje rozvoj neurodegenerativnich onemocnéni.
Inhibici této drahy dochazi k prodlouzeni délky Zivota a sniZzeni vyskytu patologii rostoucich
s vékem.

Pochopeni d&jii v rdmci bunéénych signalizaci spojenych s riznymi patologiemi vede
k vyvoji dalsich inhibitord, které se nasledné vyuZzivaji jako 1é€iva. Tento proces ma vSak pred

sebou jesté dlouho cestu, nebot’ nékteré bunécné procesy jsou stale neobjasnény.
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