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Souhrn

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je ligandy aktivovany transkripéni faktor
zodpovédny za regulaci exprese enzymi metabolizujicich xenobiotika. Aktivita tohoto
receptoru je ovlivilovana vazbou ligandu a posttranslacnimi modifikacemi, pfedevs§im
fosforylaci. V bakalaiské praci jsem ukazala, Ze inhibice serin/threoninové kinazy
mTOR latkou rapamycinem potencuje signalizaci AhR v piitomnosti ligandu. Signalni
drdha mTOR je zodpovédna za velké mnozstvi nitrobunécnych procest jako jsou
proliferace, apoptdza Ci organizace bunééného cytoskeletu. Deregulace této drahy je
spojena s procesem karcinogeneze, tudiz Se jeji inhibice stala nad¢ji 1éCby nadorovych
onemocnénti.

V diplomové praci byl zkouman vliv dudlnich ATP-kompetitivnich inhibitorii
mTOR kinazy, INK 128, AZD2014 a OSI-027, na signalizaci AhR v pfitomnosti jeho
ligandti v bunécné linii HepG2 odvozené od hepatocelularniho karcinomu. Nejprve byly
urCeny netoxické koncentrace testovanych latek metodou MTT a nasledné stanoveny
inhibi¢ni u¢inky na komplexy mTORC1/C2 metodou Western blotting. Urovei aktivity
AhR byla detekovana metodou Gene reporter assay a enzymova aktivita CYPI1A1
metodou EROD. Hladina CYP1A1 mRNA byla stanovena metodou real-time PCR.

Bylo zjisténo, Ze komplex mTORC2 neni za danych podminek v bunééné linii
aktivovan, tudiz nebylo mozné prokazat dualni Gcinek inhibitord. Kombinace
testovanych latek s aktivatorem AhR 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD)
potencovala transkripéni aktivitu AhR a expresi CYPIA1 mRNA v zavislosti na
zvySujici se koncentraci latek. Byla také pozorovana indukce katalytické aktivity
CYP1Al, kterda ovSem srostouci koncentraci testovanych latek klesala. Samotné
inhibitory mTOR nemély vliv na hladinu CYP1Al mRNA, enzymovou aktivitu
CYP1ALl ani na aktivitu AhR.

Tato prace ukazala, ze ATP-kompetitivni inhibitory mTOR kindzy potencuji
ucinek aktivace AhR ligandem dioxinem a ze mTOR signalni draha ovliviiuje regulaci
AhR.



Summary

Aryl hydrocarbon receptor (AhR) is a ligand-activated transcription factor
involved in regulation of xenobiotic-metabolizing enzymes. It is activated by ligands or
post-transcriptional modifications, especially phosphorylation. In my bachelor thesis,
| found that serine/threonine-specific protein kinase mTOR affected dioxin-inducible
AhR-dependent CYP1A1 expression in the presence of mTOR inhibitor, rapamycin.
AhR regulator which affects its signaling in the presence of ligands. mTOR signaling
pathway is responsible for a large number of intracellular processes such as
proliferation, apoptosis and cytoskeletal organization. Deregulation of this pathway is
associated with a carcinogenesis and its inhibition can be considered as a cancer
treatment.

This thesis focuses on the influence of ATP-competitive inhibitors of mTOR,
namely INK 128, AZD2014 and OSI-027, on signalisation mediated by the AhR in
HepG2 cell line derived from hepatocellular carcinoma. Firstly, the non-toxic
concentrations of the substances were determined by MTT method and then the
inhibitor's effects on complexes mTORC1/C2 by Western blotting. The level of AhR
activity was detected by Reporter gene assay and the enzymatic aktivity of CYP1ALl by
EROD method. CYP1A1 mRNA levels were monitored by real-time PCR.

Complex mTORC2 is not activated in the cell line under these condition.
Therefore a dual effect of inhibitors was not proved. The substances were tested itself
and in the combination with 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). The TCDD-
inducible level of CYP1A1 mRNA and transcriptional activity of AhR were increased
in the presence of mTOR inhibitors in dose-dependent manner. The induction of
TCDD-inducible catalytic activity of CYP1Al was also observed. However, it was
decreased in dose-dependent manner of tested substances. mTOR inhibitors itself had
no effect on CYP1A1 mRNA, CYP1ALl enzyme activity and AhR activity.

The results suggest that ATP-competitive inhibitors of mTOR potentiate effect
of AhR signaling activation in the presence of its ligand dioxin and that mTOR affects

AR signalling.
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UvVOD

Lidska populace je neustale vystavena pusobeni velkého mozstvi cizorodych
latek. Ty, které nejsou pro organismus uzitecné, nebo jsou dokonce Skodlivé, jsou z téla
eliminovany detoxifikacnim procesem zvanym biotransformace. V prub¢hu dochazi
k biochemickym reakcim za G¢elem snadné&jSiho vylouceni cizorodé latky z organismu.
Biotransformace se d€li do tii Casti. V prvni fazi se zvySuje polarni charakter latky
odkrytim ¢i vnesenim substituentl v jeji struktufe za ucasti enzymi, mezi které patii
i cytochromy P450. Ve druhé fazi dochdzi ke konjugacnim reakcim s endogenni
molekulou, pii nichz je pfipojena hydrofilni skupina a poslednim krokem je eliminace
hydrofilniho metabolitu z organismu.

Na regulaci biotransformacnich enzymi se podileji jaderné receptory, mezi které
patii i aryluhlovodikovy receptor (AhR). Je to ligandy aktivovany transkripéni faktor,
ktery reguluje mnoho fyziologickych déji buriky a tim pomoha organismus chranit pied
neptiznivymi vlivy okoli. Aktivace tohoto receptoru je ovliviiovana nejen vazbou
ligandu, ale i posttranslatnimi modifikacemi, pfedev§im fosforylaci. Jak bylo
poukazano v mé bakalarské praci, na signalizaci AhR v pfitomnosti receptorovych
ligandi plisobi serin/threoninova kinaza mTOR, kterd je soucasti dvou komplext
(MTORC1/C2) a je vyznamnym regulatorem velkého mnoZstvi nitrobunéénych procest.
Pomoci fosforylace substrati ovliviiuje translaci, cytoskeletarni organizaci, autofagii,
apoptozu, proliferaci a rst bunky. Je soucasti signalni drahy PI3K/Akt/mTOR, ktera je
deregulovana u velkého mnoZsvi nddorovych onemocnéni.

Scilem potencidlni lécby rakoviny bylo zapocato velké mnozstvi studii
zabyvajicich se inhibici mTOR signalizacni drdhy. V sou€asné dobé¢ jsou atraktivni
ATP-kompetitivni dualni inhibitory mTOR kinazy, které jsou schopny inhibovat oba
dva komplexy mTOR. Tyto latky naznacuji lepsi vysledky suprese celé signalni drahy,
inhibice syntézy proteinil a indukce zastaveni bun€k v G1 fazi buné¢ného cyklu nez je
tomu u latek, které byly schopny zainhibovat pouze mTORC1 komplex.

V  praktické ¢asti  diplomové prace byl sledovan vliv  vybranych

ATP-kompetitivnich inhibitort mTOR kinazy na signalizaci AhR.



1 BIOTRANSFORMACE

Organismy jsou neustale vystaveny piisobeni velkého mnozstvi vlivli zZ okolniho
prostfedi. Mezi né¢ mizeme zatadit i cizorodé latky neboli xenobiotika, ktera mohou
zpusobit pii dlouhodobém piisobeni az nevratné poskozeni organismi. Je tudiz nutné,
aby se s nimi dokazaly samy vypoiadat. Proti témto vlivim si organismy bé&hem
evoluce vytvortily obranny systém, ktery nyni odborné nazyvame biotransformaci.

Biotransformace neboli metabolismus xenobiotik je komplexni a slozity proces
zbavovani se nezadoucich latek organismem. Tento d¢j zahrnuje vstup xenobiotik do
téla, transport k bunkdm a do bunék, jejich zpracovani a kone¢né vylouceni, coz se da
shrnout do pojmu ADME (adsorpce, distribuce, metabolismus, eliminace) (Tsaioun et
al., 2016). Casto jsou rozeznavany jen dvé faze biotransformace, které jsou pro tento
proces nejpodstatnéjsi. V soucasné dob¢ se uvadi i tfeti faze zabyvajici se eliminaci
metaboliti z bunky ven (Nakata et al., 2006).

Vétsina xenobiotik, ktera vstupuji do organismu, je lipofilnich. Biotransformace
ma za cil deaktivovat cizorodou slouceninu zvySenim jejiho polarniho charakteru,
preménit ji na hydrofilni metabolity, které 1ze poté jednoduseji z téla vyloucit. Latky se
po organismu distribuuji krevnim fecistém k cilovym tkanim. Do bunék jsou
transportovany pasivné, volnou ¢i zprostiedkovanou difuzi po sméru gradientu
koncentrace, endocytosou nebo aktivné za spotfeby energie ve form¢ adenosintrifosfatu
(ATP) proti koncentra¢nimu gradientu (Knejzlik et al., 2000; Dostalek et al., 2006).

Biotransformacni procesy jsou ovliviiovany fadou faktorl. Mezi vnéjsi faktory
se fadi napftiklad koufeni, Zivotni prostfedi, vyZiva a mezi vnitini faktory vék, pohlavi,
patologicky stav, téhotenstvi, genetické predispozice nebo interakce mezi 1éCivy
navzajem at’ uz se jedna o indukci ¢i inhibici jejich ucinku.

Hlavnim biotransformaénim organem jsou jatra. S naristem véku dochézi
k poklesu prokrveni jater, coz ma za nasledek i snizeni biotransformacni aktivity
organismu. Podobné¢ je tomu tak i pii patologickych stavech. Onemocnéni jater zptisobi
snizeni Gc¢inku biotransformace a tim se prodlouzi i polocas eliminace 1é¢iv (Dostalek

et al., 2006; Jan¢ova et al., 2010).



1.1 Fazel

Prvni faze biotransformace je charakteristicka probihajicimi chemickymi
reakcemi, které zvySuji polaritu cizorodé latky pomoci oxidacnich, redukénich
a hydrolytickych reakci za i¢asti enzymu typickych pro tuto fazi. Nejvyznamngjsi jsou
cytochromy P450, déle také flavinové monooxidazy, reduktdzy, alkoholdehydrogenazy,
peroxidazy, hydrolazy, esterdzy aj. Diky chemickym reakcim dochéazi k odhaleni
funk¢énich skupin nebo k zavedeni novych do molekuly xenobiotika, predevsim
karboxylovych (-COOH), merkapto- (-SH), hydroxy- (-OH), amino- (-NH2)
a karbonylovych (=CO) (Dostalek et al., 2006). Mezi takové fadime N- a S- oxidace,
deaminace, N- a O- dealkylace a alifatické a aromatické hydroxylace (Jancova et al.,

2010).

1.1.1 Cytochromy P450

Oznaceni cytochromy P450, zkracen¢ CYP, zahrnuje velkou skupinu
hemoproteinovych enzyml obsahujicich ve své molekule nekovalentné vazany
protoporfyrin IX. Tyto enzymy hraji vyznamnou roli pii metabolismu cizorodych latek.
Nazev P450 ziskaly diky schopnosti absorpce redukované formy cervené¢ho pigmentu
(odtud oznaceni P) v jatrech s navazanym oxidem uhelnatym svétla o 450 nm (Glue
et Clement, 1999). Cytochromy P450 byly poprvé objeveny v roce 1955 v krysich
jaternich mikrozomech. V nejvy$s$i koncentraci se tyto enzymy nachazeji v jatrech
a tenkém stieveé. Intracelularné jsou lokalizovany na cytozolické stran€ v membrané
hladkého endoplazmatického retikula a v membrané mitochondrii nebo jadra (Mittal
et al., 2015; Vrzal et al., 2004; Dostalek et al., 2006).

Termin P450 byl poprvé pouzit vroce 1962 (Omuta et Sato, 1962). Diky
velkému mnozstvi riznych CYP byla v roce 1987 navrzena nomenklatura a zdznamy o
enzymech jsou od té doby neustale aktualizovany (Hodgson, 2004). Nazvoslovi CYP se
fidi homologii enzymi v aminokyselinovych sekvencich a pro snadnou orientaci se
pouzivaji arabské ¢&islice a pismena. Clenové jedné rodiny sdileji vice nez 40%
homologii a tato pfislusnost je znacena ¢islici za CYP (napf. CYP1). Pokud je rodinu
potfeba jest¢ vice rozclenit, definuji se podrodiny na zdkladé¢ vysSsi sekvencni
podobnosti, vtomto pfipadé vice nez 55 % (napf. CYP1A). Poslednim stupném
nomenklatury je déleni na jednotlivé Cleny (napt. CYP1A1), u kterych se sekvence lisi

o vice nez 3 % (Mittal et al., 2015; Anzenbacher et Anzenbacherova, 2001). U ¢lovéka



bylo identifikovano 57 genil a vice nez 59 pseudogent, které jsou dale rozd€leny do 18
rodin a 48 podrodin na zaklad¢ jejich aminokyselinové sekvence (Mittal et al., 2015).

CYP patii mezi monooxygenazy, coz jsou enzymy ze skupiny oxidoreduktaz,
které katalyzuji vstup jednoho atomu kysliku do substratu (RH), S nimz poté vytvari
produkt (ROH). CYP ale vazi dva atomy kysliku, druhy se vdze do molekuly vody.
Katalyzuji reakci:

RH + NADPH + H" + O, — ROH + NADP" + H,0.

Jsou zavislé na dostupnosti nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH), ktery
ptredstavuje zdroj elektront pro tuto reakci (Sevior et al., 2012; Hodgson, 2004).
Katalyticky cyklus je znazornén na Obrazku 1. Proces zadina navazanim
substratu (RH) na oxidovanou formu Zeleza Fe** (Bod 1). Vznikd tak komplex
Fe3+(RH), na ktery je poté prenesen elektron pomoci enzymu NADPH-450 reduktazy a
vytvaii se Fe? (RH) (Bod 2). Do komplexu se navaze kyslik a NAPDH-P450 reduktaza
je oxidovana akomplex piijme elektron a vznikne Fe®*-O,(RH) (Bod 3).
V nasledujicim kroku (Body 5 a 6) dochazi k reakci protonu s komplexem a uvolni se
prvni produkt, voda. Vytvoii se komplex Fe**(RH) a rozpadne se vazba O-O (Bod 7).
Kyslik, diive vazany v komplexu s Fe, se dale vaze na molekulu RH a vytvoii se druhy
produkt, ROH (Bod 8). Poslednim krokem (Bod 9) je vytvofeni oxidované formy
enzymu s Fe** a dojde k uzavieni cyklu (Zuber et al., 2002; Isin et Guengerich, 2007).
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Obr. 1: Katalyticky cyklus cytochromu P450 (Pievzato z: Isin et Guengerich, 2007)
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1.1.2 Cytochrom CYP1Al

Cytochrom CYPIA1 je mikrosomalni isoenzym patfici, jesté spolu s CYP1AZ2,
k podrodiné CYP1A. Hraje signifikantni roli v aktivaci karcinogennich polycyklickych
aromatickych uhlovodikti (PAH) a heterocyklickych aromatickych aminii a amida
(HAA), které vedou k toxicité a vzniku rakovinového bujeni (Ma et Lu, 2007). Pouziva
se také jako marker aktivace aryluhlovodikového receptoru (AhR).

Exprese CYP1Al je indukovana PAH, napiiklad 3-methylchloranthrenem
(3-MC), benzo[a]pyrenem  (BP), a dioxiny, znichz nejznaméjsi je
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), pifes AhR (Pavek et Dvorak, 2008; Ma
et Lu, 2007). Zdrojem prokarcinogenu BP, ligandu AhR, ktery zvySuje riziko rozvoje
rakoviny plic pro kutéaky, je napiiklad cigaretovy kout (Yan et al., 2006).

Gen CYPIAI se nachazi na chromozomu 15q22-q24 (Mittal et al., 2015).
Enzym je lokalizovan zejména v mimojaternich tkanich, ale i zde se v malém mnoZzstvi
nachazi. Vyznamna je u n¢j i substratova specifita, ktera z n¢j déla jeden z dulezitych

enzymu detoxikaénich procesl organismu.

1.2 Fazell

Utelem druhé fize biotransformace, téz nazyvané jako konjugaéni faze, je
zvyseni polarity xenobiotika pfipojenim jiné polarni molekuly. Enzymy ucastnici se této
faze jsou pifedev§sim transferdzy: UDP-glukoronyltransferdzy, sulfotransferazy,
N-acetyltransferazy, glutathion-S-transferazy a metyltransferazy (Jancova et al., 2010).
Obvykle tato faze slouzi jako detoxikacni krok v metabolismu cizorodych latek, na
druhé strané konjugacni reakce mohou hrat také dilezitou roli v toxicit¢ mnoha
chemickych latek, jelikoz se v pribéhu mohou tvofit toxické metabolity, napiiklad
reaktivni elektrofily (Janéova et Siller, 2012).

Konjugaéni reakce obvykle zahrnuji metabolické aktivace pomoci meziproduktu
o vysoké energii a jsou rozdéleny do dvou zékladnich typd. V prvnim typu
(napf. glukoronidace a sulfatace) dochazi k reakci mezi substrdtem a konjugacnim
¢inidlem za vzniku konjugatu. Pro druhy typ (napf. konjugace s aminokyselinami) je
charakteristickd aktivace substratu a poté kombinace s aminokyselinou, ¢imz se ziska

vysledny produkt (Hodgson, 2004).
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1.3 Faze Il

Tteti faze je posledni fazi metabolismu xenobiotik a popisuje export metabolita
Z buiikky ven pomoci transmembranovych pump a jejich vylouceni z organismu moci
nebo Zluc¢i. Aktivnim plsobenim pump dochazi ke snizovani koncentrace cizorodych
latek v intracelularnim prostoru bufiky pomoci P-glykoproteini, OATP (organickych
aniontu prenasejicich polypeptidy) a OCT (organickych kationtovych pienaSeci) a tim
Kk udrzeni homeostazy organismu (Faber et al., 2003, 2004; Gibson et Skett, 2001).

P-glykoprotein, oznacovany téz jako MDR1 (multidrug resistence 1), je ABC
transportér (ATP binding cassette subfamily B member 1) patfici do rodiny transportért
1é¢iv. Poprvé byl identifikovan na zdklad€ jeho nadmérné exprese u multirezistentnich
nadorovych bunék, odtud MDR (Scoto, 2003; Juliano et Ling, 1976). Sklada se ze dvou
velmi podobnych podjednotek, znichz kazda obsahuje Sest transmembranovych
segmentll a vazebného mista pro ATP (Schinkel et Jonker, 2012).

Konjugaty s kyselinou glukoronovou, sulfatem a glutathionem jsou z bunck
vyluCovany pomoci peptidi pifenaSejicich organické anionty — OATP. Jsou to
transportéry amfipatickych organickych latek a jsou exprimovany v tenkém stieve,

jatrech, plicich, placenté, srdci a v fad¢ jinych tkani (Faber et al., 2003).
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2 REGULACE EXPRESE ENZYMU
METABOLIZUJICICH XENOBIOTIKA

Biotransformac¢ni enzymy jsou regulovany na urovni transkripce jadernymi
receptory. Jsou to ligandy aktivované transkripcni faktory, které reguluji cilové geny
spusSténim transkripce v jejich promotorové oblasti nebo navazanim na specifické
rekogni¢ni misto zesilovade. Radime mezi né aryluhlovodikovy receptor (AhR),
pregnanovy X receptor, konstitutivni androstanovy receptor, receptor pro kyselinu
cis-retinovou, receptor pro kyselinu trans-retinovou, glukokortikoidni receptor nebo

receptor pro vitamin D (Nakata et al., 2006).

2.1 Aryluhlovodikovy receptor

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je velmi vyznamnym reguldtorem exprese
enzymu metabolizujicich xenobiotika. Poprvé byl identifikovan v mysich jatrech v roce
1976 Polandem a jeho kolegy pomoci radioaktivné zna¢eného TCDD (Poland et al.
1976). Patii k bHLH/PAS rodin¢ (basic helix-loop-helix/Per-Arnt-Sim) a reguluje
expresi lidskych CYP1A1/2 a CYPIB1 a také nékterych enzymii druhé faze
biotransformace (UDP- glukoronyltransferaz, glutathion-S-transferaz aj.) (Mimura et
al., 2003; Nebert et al., 2000). K této rodiné se fadi také AhR nuklearni translokator
(ARNT) a AhRR (AhR represor) (Nakata et al., 2006).

Typickymi exogennimi ligandy AhR jsou PAH a TCDD. To jsou latky, které mohou
vyvolat fadu toxickych u¢inkd na organismus jako imunosupresi, Kkarcinogenezi,
hepatotoxicitu, teratogenezi, epiteliarni hyperplazii nebo endokrinni disrupci u hlodavet
(Barouki et Morel, 2001; Nakata et al., 2006). Mezi endogenni ligandy patii napiiklad
indirubin, equilenin, tryptofanové metabolity a metabolity kyseliny arachidové a hemu.
Aktivace AhR je vyvolana také tryptofanovymi produkty ultrafialového zafeni,
6-formylindolo[3,2-b]carbazol (FICZ) a 6,12-diformylindolo[3,2-b]carbazol (dFICZ)
(Nguyen et Bradfield, 2008).

Gen AhR je lokalizovan na chromozomu 7pl5 (Micka et al.,, 1997). Na
N-termindlnim konci proteinu je lokalizovand doména bHLH sloZend ze dvou
amfipatickych a-Sroubovic oddélenych nespiralovitou smyckou. Jeji funkci je vazba na
specifickou sekvenci DNA. Nasleduje PAS doména, ktera je sloZzena ze dvou repetic
0 asi 130 aminokyselinach, PAS A a PAS B. Jejim ukolem je zajistit vazbu ligandd,
podilet se na tvorbé heterodimetu AhR-ARNT (viz dale) a interakci s Hsp90 (heat shock
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protein 90 kDa). Posledni doménou je transaktivaéni doména na C-terminalnim konci,
kterd je bohatd na glutaminové zbytky, které¢ jsou nezbytné pro transkripéni aktivitu

AhR (Skalova et al., 2011; Kewley et al., 2004).

2.1.1 Signalni draha AhR

Aktivaci AhR dochézi k expresi cilovych genti. Schéma aktivace lze vidét
na Obrazku 2. V neaktivni form¢ je AhR v cytoplazmé v komplexu se dvéma proteiny
Hsp90, jednim XAP2 (aryl hydrocarbon receptor interacting protein) a jednim p23
(prostaglandin E syntasa 3). Vazbou ligandu dojde kjeho aktivaci. Zméni se
konformace a uvolni se Hsp90 a XAP2. AhR se nasledn¢ translokuje do jadra, kde
vytvoii heterodimer s ARNT. Aktivni AhR/ARNT se vaze do promotorové oblasti
DNA spfesn¢ definovanou sekvenci definované sekvenci 5-TNGCGTG-3' na
xenobioticky (XRE) nebo dioxinovy responzivni element (DRE) a spusti se transkripce
cilovych genti (Hankinson, 2005; Skalova et al., 2011; Mimuraa et al., 2003, Kewley et
al., 2004).

Existuji i procesy, které mohou AhR signalni drdhu zainhibovat. Nadmérna
transkripce muze vést k produkci vyS$iho poctu proteini véetné CYP1A a AhRR.
V piipadé tvorby AhRR muze dojit ke kompetici s AhR 0 vazbu s ARNT. Zacnou se
tvofit transkripéné inaktivni dimery AhRR/ARNT a signélni draha se zastavi. V ptipadé
CYP1A dojde k metabolizaci ligandid a tvoii se aktivni metabolity, které vytvareji
nebezpecné adukty s DNA. Zaroven se tvofi peroxid vodiku, ktery vede k oxidativnimu
stresu buriky. Peroxid vodiku spole¢né s cytokiny aktivuji NF-kB faktor (nuclear factor
kappa B), ktery inhibuje AhR, coZz ma za nasledek inhibici produkce CYP1A (Renton,
2001).
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Obr. 2: Schéma signalni drahy aryluhlovodikového receptoru (Kewley et al., 2004).

2.1.2 Vliv postrransla¢nich modifikaci na aktivitu AhR

Posttranslacni modifikace (PTM) jsou biochemickymi procesy, Vv nichz jsou
zbytky aminokyselin v proteinu kovalentné modifikovany, a to nejen po jejich kone¢né
syntéze, ale i béhem ni. Modifikovany mohou byt postranni fetézce aminokyselin nebo
muze dojit ke Stépeni peptidové vazby proteinu. Vysledkem jsou jedinecné vlastnosti
proteini. RozliSujeme dva druhy PTM, reverzibilni (acetylace, ubikvitinylace,
fosforylace aj.) a ireverzibilni (prenylace, lipidové modifikace) (Walsh et al., 2015;
Prabakaran et al., 2012). Genova exprese je ovliviiovana piedevsim aktivaci receptori
vazbou ligandi, ale velmi vyznamné se na ni podili i PTM.

Fosforylace je proces, pii kterém dochéazi k zavadéni zbytkl kyseliny fosfore¢né
do organické slouceniny, a to pfedev§im na aminokyselinovych zbytcich serinu (Ser),
threoninu (Thr) a tyrosinu (Tyr). Donorem POs* je ATP (Prabakaran et al., 2012).
Fosforylace jsou katalyzovany kindzami. Tato kovalentni modifikace kontroluje
transkrip¢ni aktivitu, intracelularni distribuci a stabilitu AhR. Probihd na C-terminalnim
konci AhR in vitro a je katalyzovana napiiklad proteinkinazou C (PKC) a mitogeny
aktivovanymi protein kinazami (MAPKs) (Henklova et al., 2008; Delescluse et al.,
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2000). AhR i ARNT patii mezi fosfoproteiny a oba tyto proteiny jsou fosforylovany na
threoninovych zbytcich. Existuji studie, které ukazuji dulezitost PKC pro aktivitu AhR,
pfedev§im pro vazbu do DNA a genovou transaktivaci. Inhibitory PKC
(napf. stautosporin) inhibuji transkripci CYP1A1 indukovanou dioxinem a 3-MC
(Chen et Tukey, 1996). Fosforylace je dulezita i pro tansformaci inaktivniho AhR do
aktivniho dimeru AhR/ARNT (Li et Dougherty, 1997) a ovliviiuje i vazebnou aktivitu
heterodimeru do promotorové oblastni DNA (Puga et al., 2002).

Inhibitory serin/threoninovych fosfatdz (napf. kyselina okadaiova) zvysuji
genovou expresi fizenou AhR, coz naznaCuje zapojeni serin/threoninové kinazy

v aktivaci AhR signalni drahy (Park et al., 2000; Li et al., 1997; Ikuta et al., 2004).
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3 mTOR

Protein mTOR (mammalian target of rapamycin), sav¢i rapamycinovy cil, je serin-
threoninova kinaza 0 velikosti 289 kDa pattici do rodiny fosfatidylinositol 3-kinaza
(PI3K) pfibuznych protein kindz (PIKK). Hraje dtlezitou roli v regulaci rustu buiky,
jejim preziti a v celé fad¢ dalSich bunéénych procesi (Sun, 2013).

mTOR je slozena z 2549 aminokyselin a zahrnuje nékolik konzervativnich

strukturnich domén (viz Obr. 3). Na N-terminalnim konci se nachazi 20 tandemové se
opakujicich HEAT domén (Huntingtin-Elongation factor 3-regulatory subunit A of
PP2A-TOR1 repeats). Kazdda doména je slozena ze dvou a helixi o asi
40 aminokyselinach a specifickych hydrofilnich a hydrofobnich zbytcich. Na C-konci
mTOR se nachazi FATC doména (FRAP-ATM-TTRAP doména), se kterou interaguje
mLST8 (viz kapitola komplexy mTORC1 a mTORC?2) a také kinazova doména, ktera je
sekvenéné podobna s katalytickou doménou fosfatidylinositol-3-kinazy. Dale se na
mTOR kinadze nachazi FAT doména (FAT-carboxy terminal doména) a FRB doména
(FKBP12-rapamycin binding domain) (Hay et Sonenberg, 2016; Laplante et Sabatini,
2012).

pras 40 — raptor rapamycin

1 deptor FKBP12  mLST8

R
| B I mTOR NNNN i1 N

tti1/tel2 HEAT domeény FAT doména FRB  kindzova FATC
komplex doména domeéna doména

T

mSin1 — rictor <+ protor1/2

Obr. 3: Schématické znazornéni mTOR kindzy a jeji interak¢éni mista
(nakresleno podle Laplante et Sabatini, 2012)
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3.1 Komplexy mTORC1 a mTORC2

V dusledku rozdilné senzitivity k rapamycinu, funkci a ve vazb¢ dalsich proteint
se mTOR déli na dva odlisné multiproteinové komplexy: mTORCI a mTOR2 (Liao,
2014). Jsou to dva velké proteinové komplexy, které spolu sdili serin/threoninovou
kindzu mTOR, deptor (DEP domain containing mTOR-interacting protein), mLST8
(mammalian lethal with sec-13 protein 8, GPL) a Ttil/Tel2 komplex. Komplex
mTORC1 navic obsahuje protein raptor (regulatory-associated protein of mTOR)
a protein pras40 (proline-rich Akt substrate 40 kDa). Naopak pro mTORC?2 jsou typické
proteiny rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR), mSinl (mammalian
stress-activated map kinase-interacting protein) a protor 1/2 (protein observed with
rictor 1 and 2) (Laplante et Sabatini, 2012).

Komplex mTORCI1 je aktivni pokud jsou butice k dispozici Ziviny. Dochdzi poté
ke stimulaci anabolickych procest, jako jsou syntéza bilkovin a lipogeneze, zatimco je
autofagie potlacena. Komplex muize byt aktivovan nes¢etnym mnozstvim aminokyselin,
cytokint, pfitomnosti kysliku nebo ristovych faktord. Jednim z vyznamnych rastovych
faktori je inzulin nebo inzulinu podobny ristovy faktor-1 (IGF-1), které projevuji sviij
ucinek na mTORCI1 prostfednictvim tyrosinkindz a PI3K/Akt a Ras-Raf-Mek-Erk
signalni drahy (Matter et al., 2014). mTORC1 podnécuje bunéény rist pomoci regulace
translace proteinti skrz fosforylaci S6 kinazy 1 (S6K, p70S6K, 70-kDa ribosomal
protein S6 kinase-1) a elF4E-vazebného proteinu 2 (4E-BP1, elongation factor 4E
binding protein 1) (Liao, 2014; Chiang et Abraham, 2007). Fosforylaci je 4E-BP1
inhibovan, naopak S6K1 je aktivovana (Thomas et Hall, 1997).

Pro uvedeni do funkéniho stavu mTORC?2 nejsou potieba Ziviny, na rozdil od
mTORCI jsou pro n¢j dulezité pouze rustové faktory, které jej aktivuji. Jeho role
spociva v cytoskeletarni organizaci, regulaci metabolismu a pteziti buiiky (Matter et al.,
2014). mTORC2 je také dulezity pro regulaci rustu, proliferaci a angiogenezi
nadorovych bunék vzhledem k jeho podilu na fosforylaci protein kinazy B (Akt) na
Ser*” zbytcich, které jsou nezbytné pro maximalni aktivaci Akt (Liao, 2014).
Na mTORC2 se komplex FKBP12-rapamycin vazat nemize, coZz znamena, ze tento
komplex je rezistentni k inhibici rapamycinem (Sarbassov et al., 2004). Ovsem pfi
chronické expozici rapamycinu muze byt narusena jeho struktura a dojde k inhibici
sestaveni mTORC?2 a ke snizeni fosforylace Akt (Laplante et Sabatini, 2012; Sarbassov
et al., 2006).
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3.2 Draha mTOR a jeji regulace

mTOR je soucasti signalni drahy PI3K/Akt/mTOR, ktera je jednou z hlavnich
drah v procesu karcinogeneze. Jelikoz odchylky v jednotlivych slozkach byly objeveny
u velkého mnozstvi nddorovych onemocnéni, stala se tato drdha nadéji onkologické
terapie (Studentova et Melichar, 2010). Samotnda mTOR signalizaéni draha je &asto
aktivovana skrz aktivaci nadfazené signalni drahy PI3K/Akt, ktera je deregulovana ve
vice nez 50 % vSech typu rakoviny (Sun, 2013; Basu et al., 2015). Existuje spoustu
mechanismu, které normalni funkci drahy mohou narusit. Jedna se naptiklad o mutace
nebo ztratu regulatora drahy PI3K/Akt/mTOR (Studentova et Melichar, 2010). Mimo
nadorové onemocnéni se deregulace mTOR vyskytuje 1 u dalSich lidskych onemocnéni,
mezi néZ patii i diabetes mellitus 2. typu, neurodegenerace ¢i obezita (Laplante
et Sabatini, 2012). Hlavnim ukolem drahy mTOR je regulovat proteosyntézu,
degradovat nepotiebné ¢i poSkozené proteiny nebo organizovat bunény cytoskelet
(Studentova et Melichar, 2010).

Signalni dridha, zndzornéna na Obrazku 4, je aktivovand vazbou ligandu na
receptor. Ligandem mohou byt hormony ¢i ristové faktory, napf. IGF (insulin-like
growth factor) (Studentova et Melichar, 2010). Po navazani téchto latek je receptor
aktivovan a dochazi k pfenosu signalu do intraceluldrniho prostfedi buniky pomoci
adaptorového proteinu IRS (insulin receptor substrate) a aktivaci PI3K, ktera fosforyluje
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) na fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat  (PIP3).
Dochazi k aktivaci PDK1 (Phosphoinositide-dependent kinase 1), ktera fosforyluje Akt
na Thr’®, Dalsi moZnosti aktivace Akt je aktivace mTORC2 komplexu, ktery
fosforyluje Akt na Ser*”®. Aktivaci Akt je dosazeno inhibice komplexu tuberozni
sklerozy (TSC1/2), ktery inaktivuje GTPazu Rheb, klicového regulatora aktivity
mTORC1 komplexu. Nasledné¢ dochazi ke stimulaci mTORCI1 komplexu, ktery
fosforyluje p70S6K a 4E-BP1l. Fosforylaci p70S6K dochazi k aktivaci 40S
ribozomalniho proteinu S6 a poté k uspésné translaci. Protein 4E-BP1 je v klidovém
stavu vazan s proteiny elF-E4 (eukaryotic translation initiation factor 4E). Fosforylace
je v tomto pfipadé inhibi¢ni. Dojde k disociaci téchto dvou proteinti a tim se umozni
interakce 4E-BP1 sjinymi proteiny potfebnymi pro syntézu proteinti, coz vede ke
stimulaci translace (Laplante et Sabatini, 2012; Zoncu et al., 2011; Lamming et al.,
2013).
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Obr. 4: Signalni draha mTOR (piekresleno podle URL:
<http://gian.human.cornell.edu/Research-mTOR.htm> [cit. 2017-02-18])

Cytoskelet

Protein mTOR je zodpovédny za udrzovani homeostazy celého organismu. Jeho
deregulace vede k metabolickym porucham ¢i karcinomim. Snizenim aktivity signalni
drahy mTOR dochazi k atlumu procesu starnuti, jelikoz je dulezitym senzorem Zzivin
arastovych faktor bunky. Tento objev dava do budoucna nadé&ji pacientim celit
procestim starnuti, ale pfedev§im nemocem souvisejicim s vékem (Cornu et al., 2013).
Aktivaci mMTORC1 se podporuje syntéza proteini a také dochdzi k vyerpavani
kmenovych bun¢k organismu (Castilho et al., 2009), ¢imz se snizi i schopnost opravy
tkani a objevi se tkanové dysfunkce. Navic aktivace inhibuje autofagii. Casem tyto
procesy mohou mit za nasledek bunéény stres (nadmérnou agregaci proteind, oxidativni
stres, dysfunkci organel), ktery miize vést k akumulaci poskozeni, sniZzenim funkcnosti
buiky a tim podpofit rozvoj nemoci souvisejicich se starnutim obyvatelstva
(napt. neurodegenerace, rakovina). Zabranit starnuti a schopnosti regulovat tyto
nezadouci procesy by meéla pomoci nutrini dieta nebo pravé pouZziti inhibitord,

predevsim rapamycinu (Laplante et Sabatini, 2012).
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4 INHIBITORY mTOR

Velka vétSina studii zabyvajicich se mTOR signaliza¢ni drahou v souvislosti
s potencialni 1écbou rakoviny se pfedevSim zabyvala rapamycinem a jeho derivaty
(rapalogy), které ovSem inhibuji pouze mTORCI1 komplex, ale ne mTORC2.
V soucasné dobé byl zapocat vyzkum s dualnimi inhibitory mTOR, které jsou schopny
inhibovat oba dva komplexy. Pfedpokladem je lepSi protinddorova aktivita dualnich
inhibitord nez u rapamycinu a jeho analogli (Benjamin, 2011). Dudlni inhibitory jsou
navrzeny tak, aby soutézily o vazebné misto pro ATP na mTOR kindze a naznacuji lepsi
vysledky suprese fosforylace Akt na C-terminalnim hydrofobnim motivu (Feldman et
al., 2009), inhibice syntézy proteinti a indukce zastaveni bun¢k v G1 fazi buné¢ného
cyklu nez je tomu tak u rapamycinu (Yu et al., 2009). Dalsim ptikladem jsou dualni
mTOR/PI3K inhibitory (Lamming et al., 2013). Vsechny tiidy inhibitori, véetné jejich
zastupcd, jsou znazornény na Obrazku 5.
Samotnd mTOR drdha je chybné aktivovana v 50 % piipadd lidského
hepatocelularniho karcinomu, a proto se stala atraktivnim cilem pro vyvoj lé€iv,

inhibitort mTOR, u této nemoci (Liao et al., 2014).

Inzulin/IGF

BGT226
SF112
BEZ235
XL765

Rapamycin (Sirolimus) AZD8055
Temsirolimus y AZD 2014
Everolimus 0SI-027
Deforolimus INK 128
cca223

Obr. 5: Inhibitory mTOR signaliza¢ni drahy a jejich piiklady (zdroj inhibitortit Matter et
al., 2014)
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4.1 Rapamycin a dalsi alosterické inhibitory mTOR (rapalogy)

Rapamycin (sirolimus) a jeho analogy (rapalogy) jsou alosterické inhibitory
mTOR, které u¢inkuji skrz vazbu na protein FKBP12, imunofilin s prolyl isomerazovou
aktivitou, ktery se vaze na FRB doménu mTOR (Sun, 2013; Basu et al., 2015). Pro
dosazeni lepsich farmakologickych vlastnosti byly vyvinuty dal$i rapamycinové
derivaty. Nékteré z nich, napiiklad CCI-779 (temsirolimus) a RADOO1 (everolimus), jiz
byly testovany a byl demonstrovan jejich povzbuzujici klinicky u¢inek v 1€¢b¢ pacient
S metastazujicim karcinomem ledviny (Amato et al., 2009) a neuroendokrinni nadory
pankreatu (Yao et al., 2011).

Rapamycin byl objeven v 70. letech 19. stoleti v padnich vzorcich na
Velikono¢nim ostrové jako sloucenina produkovana kvasinkou Streptomyces
hygroscopicus, ktera byla schopna inhibovat proliferaci kvasinky Candida albicans, ale
neméla zadny vliv na rist bakterii (Viklicky et al., 2008; Basu et al., 2015). V roce
1991 byly identifikovany dal$i dva nezbytné proteiny pro jeho aktivitu v kvasinkach
a byly nazvany jako cil rapamycinu 1 (TORI1) a cil 2 (TOR2). Béhem let 1994 a 1995
tii nezavislé skupiny védcu izolovaly kinazu o velikosti 289 kDa, ktera byla
zainhibovana rapamycin-FKBP12 komplexem v savéich burnikach. Tato kinaza je nyni
jiz znama jako mTOR a je pfiblizn¢ ve 40 % homologni s TOR proteiny Saccharomyces
carevisiae (Brown et al., 1994; Sabatini et al., 1994; Sabers et al., 1995; Basu et al.,
2015).

U savcl bylo zjiSténo, ze rapamycin inhibuje imunitni reakci. Nyni se v 1ékafstvi
pouziva jako imunosupresivum, které ma zabranit odmitnuti $tépii u pacienti po
transplantaci a pro 1é¢bu autoimunitnich poruch (Ingle et al., 2000). Rapamycin také
inhibuje proliferaci a rlst sav€ich bunck, coz z n¢j déla stied zajmu pro jeho mozné
pouziti v 1é¢bé rakoviny (Lamming et al., 2013).

Existuje n€kolik divodh, pro¢ rapalogy plsobi jen omezené. Blokovanim
MTORCI1 zplsobime inhibici bunééného rlstu, nikoliv vSak bunécnou smrt (Matter
etal., 2014) a dochazi jen k inhibici S6K1, ale 4E-BP1 je jen nedostatecné blokovan,
tudiz nedochazi k celkové represi translace mRNA (Choo et al., 2008). Vyzkum
alosterickych inhibitorti pfi studiu pacientl s hepatocelularnim karcinomem neukazal
zadné signifikantni klinické pouziti pravdépodobné kvili nedostatku inhibice mTORC2
a prave to byl diivod k syntéze a vyzkumu dudlnich inhibitort nejen u této nemoci (Liao

etal., 2014).
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Je znamo také propojeni mTOR signélni drdhy s MAP kindzovou dréhou, které
je zndzornéno na Obrazku 6. Inhibici mTORCI1 se zru$i negativni zpétnovazebna
smycka, ktera aktivuje PI3K/Akt signalni drahu, coz vede k aktivaci MAP kinazové
(mitogeny aktivované protein kindzy) signalni drahy. MAP kinazy patii mezi
serin/threoninové kinazy, které reguluji transkripci, déleni, diferenciaci a rist bunék.
Buiika v tomto pfijima signal pfes tyrosinkinazovy receptor (RTK), ktery predava signal
na IRS, dochazi k aktivaci PIK3 a nasledné i PDK1, ktera fosforyluje Akt. Aktivace
MTORC1 vede k inhibici PI3K a MAP kinazové drahy pomoci negativni zpétné vazby
vychazejici z aktivované S6K1 (horni ¢ast Obrazku 6). Modré kruhy reprezentuji
aktivované proteiny, cervené obdélniky naopak ty inhibované. Lécba zahrnujici
inhibitory mTORCL, rapamycin a jeho rapalogy, vede k aktivaci MAP kinazové drahy.
Signal aktivuje drahu Ras-Rafl-MEK1/2-ERK (spodni leva ¢ast Obrazku 6).
Kombinace inhibitori MEK1/2 a mTORC1 muze poskytnout terapeuticky piinos
v 1é€bé nekterych nadorovych onemocnéni, a to prostiednictvim inhibice negativni
zpétné vazby a inhibice MAP kinazové drahy (spodni prava ¢ast Obrazku 6). Tyto
vysledky byly pozorovany na vzorcich nddorové tkdné od pacientl s pokrocilym
stadiem nemoci lé¢enych farmakem RADOO1. LéEba RADOO1 vedla k aktivaci MAP
kinazové drahy, coz bylo pozorovano na mys$im modelu s rakovinou prostaty. Inhibice
MAP kinazové drahy signifikantné zvysila protinadorovy ucinek inhibice mTORCI1

rapamycinem u nadorovych bungk in vitro i v mysim modelu (Carracodo et al., 2008).
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Obr. 6: Propojeni mTOR signalni drahy a MAP kinazové drahy (Carracodo et al., 2008)

4.2 Dualni (ATP-kompetitivni) inhibitory mTOR

S cilem vyplnit nedostatky rapalogti, byly vytvoreny dudlni mTORC1/C2 ATP-
kompetitivni inhibitory. Jejich vyhody spocivaji v blokaci fosforylace vSech znamych
cili obou komplexii (Matter et al., 2014). Vzhledem k podobnosti kindzovych domén
mTOR a PI3K jsou n¢které z téchto sloucenin navic schopné inhibovat i PI3K. Tyto
slouceniny tedy vykazuji Siroky inhibi¢ni ucinek, ktery je schopny zablokovat zpétnou
aktivaci PI3K/Akt signalizace (Carracodo et al., 2008).

Do této skupiny patii 1 nasledujici tfi slouceniny, které byly v této praci dale

zkoumany.
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INK128

Chemicky nazev INK128 je 3-(2- amino-5-benzoxazolyl)-1-(1-methylethyl)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-4-amin (strukturni vzorec viz Obrazek 7). Tato latka je také
oznacovana jako MLN-0128 a byla vyvinuta spolecnosti Intellikine Inc/Takeda. Jeji
ucinek spociva ve snizeni ucinku proteinti rictor a raptor. INK128 je mnohem ucinné;jsi
Vv inhibici mnohocetného myelomu ve srovnani s rapamycinem (Maiso et al., 2011; Sun,
2013) a vykazuje vysokou ucinnost v preklinickych testech pii akutni lymfoblastické
leukémii. Hodnota 1Csp pro mTOR je 1 nM (Janes et al., 2013).

Prvni klinickd studie pro vyhodnoceni bezpecCnosti, snaSenlivosti a urceni
tolerované davky léciva byla provedena u 39 pacienti s mnohoc¢etnym myelomem, non-
Hodgkinovym lymfomem a Waldenstromovou makroglobulinimii. Maximalni
tolerovana oralni davka byla stanovena na 4 mg dvakrat denné nebo 9 mg podavanych
3dny po sobé snaslednou 4denni pauzou. INK 128 nevykazuje akumulaci v Krvi
pacientti a praimérny polocas eliminace 1é¢iva z krevni plazmy je 6-8 hodin (Ghobrial
etal., 2016).

OSI1-027

Chemicky nazev slouc¢eniny OSI-027 je 4,5,7-trisubstituted imidazo[5,1-f]triazin
(strukturni vzorec viz Obrazek 7) a byla vyvinuta spole¢nosti OSI Pharmaceuticals
(Farmingdale, NY). Ve srovnani srapamycinem ma tato latka silné protinddorové
ucinky u rtznych druht lidskych xenograftovych modelt reprezentujicich rizné tkané,
napiiklad rakoviny prsu, vaje¢niki, prostaty a plic (Sun, 2013). Tento inhibitor s I1Cs
(MTORC1) 22 nM a IC5, (MTORCL1) 65 nM (Bhagwat et al., 2011) vyrazné snizuje
proliferaci a indukuje apoptézu u mnoha typt lymfoidnich bunécnych linii, konkrétné
u akutni lymfoblastické leukémie nebo lymfomu plastovych bunék (Gupta et al., 2012;
Sun, 2013).

AZD2014

Chemicky  nazev = AZD2014  je  3-[2,4-bis(3S)-3-methylmorpholin-
4-yl)pyrido[5,6-e]pyrimidin-7- yl]-N-methylbenzamid (strukturni vzorec viz Obrazek
7). Tento inhibitor s ICsp (MTOR) 2,8 nM vznikl optimalizaci latky AZD8055, u které
byla snaha o vylepSeni ucinku v lidskych hepatocytech. Nyni je latka 1épe rozpustna a je

u ni snizena mira fluktuace pfi inkubaci s lidskymi hepatocyty (Sun, 2013). V lidskych

25



hepatocytech je AZD2014 metabolizovan pomoci CYP3AS5 a CYP2C8 s malym
ptispénim u enzymu CYP3A4 (Basu et al., 2015). Ve srovnani s rapamycinem,
AZD2014 je schopny kompletni inhibice komlexu mTORC1 a inhibice mTORC?2, ktera
je prevenci zpétnovazebné aktivace Akt signalizace u lidskych bunék hepatocelularniho
karcinomu. Ma také za nasledek dikladnéjsi potlaceni proliferace, apoptdzy, autofagie
a zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi bunééného cyklu (Liao et al., 2014).

Podle uvetejnénych vysledkli z prvni faze testovani tymem Basu a kolektivu
(2015), kdy byla podavana 56 pacientim oralni davka Ié¢iva mezi 25 a 100 mg dvakrat
denng, bylo zjisténo, ze je doporucena optimalni oralni davka 50 mg dvakrat denné pro
druhou fazi testd. Testu se zucastnilo 19 muzt a 37 zen v praimérném véku 59 let (od
33 do 76 let). Nejvic zastoupenym typem nadoru byla rakovina prsu. Pfi této davce by
mélo byt mozné prokazat relevantni koncentraci 1é¢iva v plazmé a vliv na inhibici

nadorového bujeni (Basu et al., 2015).

Obr. 7: Strukturni vzorce vybranych dualnich ATP-kompetitivnich inhibitorda mTOR
(Sun, 2013)

4.3 Dualni mTOR/PI3K inhibitory

Inhibice drahy PI3K/Akt/mTOR na jejich riznych Grovnich mize vést k vysoce
efektivni 1écb€, a to predev§im naruSenim zpétnovazebné smycky. Mezi takové
inhibitory fadime mimo jiné BGT226, SF1126, BEZ235, XL765, wortmannin,
WJDO008 aj. (Matter et al., 2014).
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5 CIL PRACE

Ugelem diplomové prace bylo zjistit vliv ATP-kompetitivnich inhibitort mTOR
kindzy na signalizaci aryluhlovodikovym receptorem. K dosazeni vysledkt bylo nutné
urcit netoxické koncentrace vybranych inhibitori metodou MTT a s témi nasledné
pracovat. Cilem bylo téZ stanovit inhibi¢ni u¢inky na komplexy mTORC1/2 metodou
Western blotting, stanovit aktivitu AhR metodou gene reporter assay, analyzovat
hladinu CYP1A1 mRNA metodou real-time PCR a stanovit enzymovou aktivitu
CYP1AL.
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6 MATERIAL A PRISTROJE

6.1 Biologicky material

Adherentni bunééna linie HepG2 odvozena od hepatocelularniho karcinomu
(ECACC, 85011430)

Adherentni stabiln¢ transfekovana reportérova bunécné linie AZ-AhR odvozena
od HepG2 bunék pro stanoveni transkrip¢ni aktivity AhR. Byla ziskana
po transfekci plazmidem pGL-4.27 obsahujicim dioxinové responzivni elementy
ptipojenymi K luciferazovému reportérovému genu (Novotna et al., 2011).

6.2 Chemikalie a pouzité roztoky

10% dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich, L3771)

10x reakéni pufr (Biolabs, F-572B)

10x TBS (pH = 7,5; 500ml dH,0; 15,1 g Tris; 58,4 g NaCl)

10x tris-glycin pufr (Bio Basic, A0029)

10x tris-glycin-SDS pufr (Bio Basic, A0031)

1x fosfatovy pufr (PBS, pH = 7,5) (500 ml dH,O; 4 g NaCl; 0,1 g KCI; 1,605 g
Na,HPO, - 12 H,0; 0,1g KH,PO,)

1x migraéni pufr (100 ml 10x Tris-glycin-SDS pufr; 900 ml dH,0)

1x TBS/Tween (900 ml dH,0; 100 ml 10x TBS; 0,5 ml Tween20)

Ix transferovy pufr (100 ml Tris-glycin pufr 10x; 200 ml methanol; 700 ml
dH,0)

2,3,7,8-tetrachlordibeno-p-dioxin (ULTRA Scientific, 48599)

2x loading pufr (2,5 ml 4x zaostfovaci puftr; 4 ml 10% SDS; 2 mg bromfenolova
modf; 2 ml glycerol; 0,31 g DTT; 10 ml dH,0)

40% Akrylamid/bis-akrylamid (Bio Basic, A0007)

4x délici pufr (pH = 8,8; 72,6 g 1,5M Tris/HCI; 400 ml dH,0)

4x zaostiovaci pufr (pH = 6,8; 24 g 0,5M Tris/HCI; 400 ml dH,0)

75% ethanol (Sigma Aldrich, 459844)

7-ethoxyresorufin; 2mM (Sigma-Aldrich, E3763)

AZD2014; 5 mg (Santa Cruz Biotechnology, F1713, sc-354420)

Bovinni sérovy albumin BSA (Sigma-Aldrich, A2153)

Bradfordovo ¢inidlo (Sigma Aldrich, B6916)

Deionizovana voda (dH20)

Dikumarol; 10 mM (Sigma-Aldrich, M1390)

Dimethylsulfoxid (Lach-Ner s.r.0., 20022-CT0)

dNTP; 10 mM (Takara; dATP, dTTP, dGTP, dCTP)

Fetalni bovinni sérum (Sigma Aldrich, F6178)

Chloroform (Sigma Aldrich, C2432)

Inhibitor RNA (BioLabs, M0307L)

INK 128; 5 mg (Santa Cruz Biotechnology, G1015, sc-364511)
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Inzulin; 50 mg (Sigma Aldrich, 16634)
Izopropanol (Lab-Nev s.r.o., 20037-ATO0)
L-glutamin (Sigma Aldrich, G8513)
Lyzaéni pufr pH=7,5 (50 nm HEPES; 5 nM EDTA; 150 nM NaCl; 1% Triton
X-100)
Lyzac¢ni pufr pro Gene reporter assay (5x lyza¢ni pufr, dH,0)
Médium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma Aldrich,
D6546)
Methanol (Sigma-Aldrich, 65542)
M-MuLV reverzni transkriptaza (BioLabs, M0253L)
N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamin (Bio Basic, TB0508)
Neesencialni aminokyseliny (Sigma Aldrich, M7145)
0OSI-027; 10 mg (Santa Cruz Biotechnology, G1315, sc-364557)
Penicilin-streptomycin antibiotika (Sigma Aldrich, P4333)
Ponceau S (Sigma Aldrich, P3504)
Primérni protildtka aktin (I-19), kozi polyklondlni IgG (Santa Cruz
Biotechnology, sc-1616)
Primarni protilatka CYP1A1 (H-70), kréli¢i polyklonalni IgG (Santa Cruz
Biotechnology, sc-20772)
Primery pro CYP1A1 (GeneriBiotech, Hradec Kralové)

o Sekvence primeru (forward): 5’- CCAGGCTCCAAGAGTCCA -3’

o Sekvence primeru (reverse): 5’- GATCTTGGAGGTGGCTGCT - 3’
Primery pro GAPDH (GeneriBiotech, Hradec Kralové)

o Sekvence primeru (forward): 5’- CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC -3’

o Sekvence primeru (reverse): 5’- ACGACCAAATCCGTTGACTC - 3°
Probes Master (Roche, 04707494001)
Pufr Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline PBS (Biosera, LM-S2041)
Pufr reverzni transkripce M-MuLV (BioLabs, B0253S)
Random Primer (TaKaRa, 3801)
Rapamycin (Sigma Aldrich, R8781)
Sekundarni protilatka kozi proti kralici IgG (Santa Cruz Biotechnology,
sc-2004)
Sekundarni protilatka krali¢i proti kozi IgG (Santa Cruz Biotechnology,
SC-2768)
Substrat pro luciferazu (5 mg D-luciferinu, 9,6 mg ATP, 6,38 mg koenzymu A,
168 mg DTT, 1,32 ml 1mol/l TRIS-acetatu (pH 7.8), 1,23 mg EDTA, 30,3 mg
MgSQ,-7H,0, doplnit do 30 ml dH,0)
Susené mléko (Laktino)
Tablety complete Mini (Roche, 04693124001)
Tablety PhosSTOP (Roche, 04906837001)
TRI reagent (Sigma Aldrich, T9424)
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6.3

Triton X-100 (Serva 37 240)

Trypanova modt (Sigma Aldrich, T6146)

Trypsin-EDTA,; 0,25% (Sigma Aldrich, T4049)

UPL sonda ¢. 33 pro CYP1A1 (Roche, 04687663001)

UPL sonda ¢. 60 pro GAPDH (Roche, 04688589001)

WesternSure Premium Chemiluminiscent Substrate (LI-COR, P/N 926-95010)

Laboratorni pristroje

Analytické vahy ABS 80-4 (Kern)

Blotovaci ptistroj Trans-Blot, SD Semi-Dry transfer cell (Biorad)
C-Digit Blot Scanner (LI-COR)

Centrifuga 5415 R (Eppendorf)

Dry Bath Incubator (Major Science)

Hlubokomrazici box MDF-U53V(Sanyo)

Laboratorni houpacka Rocker Shaker MR-12 (Biosan)
Laminarni flowbox Class Il Type A2 (ESCO)
LightCycler 480 Il (Roche)

Mikroskop inverzni IMT-2 (Olympus)

Nanodrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific)
Spektorfotometr Infinite M200 (Tecan)
Spektorfotometr Infinite M200 Pro (Tecan)

Stolni centrifuga 5415 R (Eppendorf)

Termoblok MD-02N (BioTech)

Vodni lazenn LCB11D (LabTech)

Vortex Relax top D-91126 (Heidolph)

Vyrobnik ledu F100 (Compact)

Zdroj napéti 300V Enduro (Labnet Internacional)
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/7 METODIKA

Kultivace bunék

Bunééné linie HepG2 i AZ-AhR byly kultivovany v plastové kultivacni lahvi
s DMEM médiem obohaceném 0 5 ml roztoku 100 U/ml penicilin/streptomycin, 5 ml
4 mM L-glutaminu, 50ml 10% fetalniho boviniho séra a 1% neesencialnich
aminokyselin. Lahev byla umisténa v inkubatoru pii 37 °C v atmosféfe s obsahem
5% CO; a vysokou vlhkosti vzduchu. Do média k bunkam AZ-AhR byl kazdou tfeti
pasaz ptidan hygromycin v kone¢né koncentraci 0,3 mg/I.

Pasazovani a pocitani bunék

PasdZzovani bunék je proces, ktery musi byt provaddén ve sterilnim prostiedi
laminarniho boxu pftiblizné kazdé tii dny. Z kultivaéni lahve bylo nejprve odsato staré
médium. Adherentni bunéénd linie byla omyta roztokem PBS, ktery byl nasledné také
odsat. Na celou vnitini plochu lahve s bunkami byl aplikovan 1 ml 0,25% roztoku
trypsinu. Lahev byla dana na pétminut do inkubdtoru, dokud nedoSlo k rozruSeni
bunécénych kontaktii s povrchem lahve a mezi sebou navzdjem. Nésledné bylo ptidano
nové médium DMEM (dle velikosti lahve — napf. do kultiva¢ni lahve o obsahu 75 cm?
bylo pfidano 9 ml média) a byla vytvofena homogenni suspenze. Bylo odebrano 10 pl
suspenze, kterd byla smichana v mikrozkumavce s 90 pl roztoku trypanové modfi.
MnozZstvi bun€k v 1 ml bylo vypocitano pomoci Biirkerovy komiirky.

Pro metody Real-time PCR a Western blot byly bunky vysety na 6jamkovou
desticku a to tak, aby byl 1 milion bunék v jamce ve 2 ml média. Pro metody MTT,
Gene reporter assay a EROD jsem pouzila 96jamkovou desticku, kde bylo vyseto
25 000 bun¢k na jamku v 200 pl média.

AZ-AhR bunécna linie byla pouzita pro Gene reporter assay a na zbylé metody

HepG2 buniky.

Priprava roztoki a aplikace testovanych latek

Druhy den po vyseti bun¢k byly na builkky aplikovany ATP-kompetitivni
inhibitory mTOR (INK 128, OSI-027 a AZD2014 o koncentracich v ng/ml), TCDD
(5 nM) a rapamycin (1 ng/ml). Latky byly rozpustény v DMSO. Jako pozitivni kontrola
byl pouzit TCDD (5 nM), jako negativni kontrola 0,1% roztok DMSO.
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Inkubace byla ukoncena ve tfech rozdilnych Casech v zavislosti na pouzité
metod¢. Inkubace 30 minut byla pouzita pro izolaci proteinti a naslednou SDS-PAGE.
Inkubace 24 hodin byla pouzita pro izolaci mMRNA s naslednou real-time PCR a Gene
reporter assay a 48 hodin pro detekci katalytické aktivity a MTT test.

Nejprve byly stanoveny vhodné netoxické koncentrace vybranych
ATP-kompetitivnich inhibitort mTOR kindzy (INK 128, OSI-027 a AZD2014) pomoci
MTT testu a ty byly nasledné pouzity pro dal$i metody.

MTT test

Test MTT je metoda, ktera se pouziva pro sledovani poklesu viability bunék,
ktera je zptisobend toxicikym ucinkem testované latky na bunécnou kulturu. Jedna se
0 test zZivotnosti bun¢k, kdy metabolicky aktivni buiiky maji funkéni mitochondridlni
dehydrogenazy, naopak Vv mrtvych ¢i poSkozenych jsou neaktivni. Buiky byly
inkubovany pfiblizné 30 minut se zlutym roztokem 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT). Pokud jsou bunky metabolicky aktivni, jsou jej
schopné zménit ve fialovo-modré krystalky formazanu. Roztok MTT byl poté
z 96jamkové desticky odstranén a krystalky na dné jamek byly rozpusStény pomoci
DMSO. Nasledné byl vysledek vyhodnocen pomoci spektrofotometrické analyzy pti
vlnové délce 570 nm. Plati, ¢im vyssi je intenzita modro-fialového zbarveni, tim vyssi
je 1 aktivita mitochondrialnich dehydrogenaz, tudiz i zivotaschopnost bun¢k. Jako

pozitivni kontrola byl pouzit DMSO a jako nedativni Triton-X100.

Izolace RNA, reverzni transkripce

Pro izolaci RNA byly buiiky vysety na 6jamkovou kultivaéni desticku (jeden
milion bunék/jamka). Jamky byly po 24hodinové inkubaci promyty PBS. Nésledn¢ byl
do jamek pfidan TRI Reagent a izolace celkové RNA pokracovala dle pokynli vyrobce.
Na pfistroji NanoDrop1000 byla zméfena koncentrace RNA, coz je udaj, ktery byl poté
pouzit pro piepis na CODNA.

cDNA byla syntetizovana z 1 000 ng celkové bunééné RNA. Pro reverzni
transkripci byla pouzita M-MuLV reverzni transkriptiza a chemikalie, které jsou

uvedeny v Tabulce ¢. 1 po dobu jedné hodiny pii 42 °C.
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Tabulka €. 1: Priprava reakéni smési pro reverzni transkripci pro jeden vzorek

Reagencie Objem pro 1 vzorek [ul]
M-MuLV (reverzni transkriptaza) 0,6
Inhibitor RNAs 0,3
dNTP (10 mM zasobni roztok) 0,6
10x reakéni pufr 1,2
Piecisténa voda 3,3
Celkem 6

Real-time PCR (Kvantitativni polymerazova ietézova reakce)

Real-time PCR je metoda, ktera umoziuje Kvantifikovat mRNA. Jako templat se
pouziva cDNA, ¢imz mizeme sledovat amplifikaci DNA v realném case. Pro detekci se
pouzivaji sondy nebo interkalacni barviva. Pfistroj termocycler snima intenzitu
emitované fluorescence navazanych sond do molekuly DNA v kazdém cyklu reakce.
Pro vyhodnoceni kvantifikace se pouzivd, mimo ndmi hledané¢ho genu, i referen¢ni gen.

V naSem piipadé byly detekovany gen CYP1A1 a jako referencni gen byl pouzit
GAPDH. Sekvence primert pro jednotlivé geny se nachazi v kapitole 6.2. Nastaveni
PCR, pocty a Casy jednotlivych cyklu, jsou uvedeny v Tabulce €. 2 a slozeni PCR smési
Vv Tabulce ¢. 3.

Vysledna data byla zpracovana pomoci metody AACt, diky které dosSlo ke
srovnani urovné relativni exprese RNA jednotlivych vzorki. Vypocitana byla i hodnota
fold induction, ktera reprezentuje zvyseni exprese oproti negativni kontrole a ktera byla

pouzita K vytvoreni grafu.

Tabulka ¢. 2: Nastaveni PCR

Format detekce Mono Color Hydrolysis Probe/UPL Probes
Objem 10 pl
Cyklus Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Preinkubace 95 10 min 1
- 95 10s
Amplifikace 50 305 45
Chlazeni 40 30s 1
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Tabulka €. 3: Slozeni PCR sm¢ési pro detekci genu pro jeden vzorek

. Objem [pl] pro 1 jamku
Reagencie 96jamkové desky
UPL sonda (pro dany gen) 0,2
Smés primerti F+R (pro dany gen) 0,8
2Xx Probe Master 5
Voda 2
cDNA 3

7-ethoxyresorufin deethylasova aktivita (EROD)

Metoda EROD se pouziva pro detekci katalytické aktivity enzymu. Buiky byly
vysety na 96jamkovou desticku a latky na ni byly aplikovany na 48 hodin. Po uplynuté
dobé¢ bylo médium odstranéno a vyménéno za médium s dikumarolem
a ethoxyresorufinem (viz Tabulka ¢. 4). Nasledovala inkubace 30 minut a poté bylo
smichano 75 pul obsahu kazdé jamky spolu se 125 ul methanolu. Nakonec byla zmétena

fluorescence (excitace 530 nm, emise 590 nm).

Tabulka €. 4: Slozeni média pro detekci katalytické aktivity CYP1A1 pro 96jamkovou
desticku

Reagencie Objem
Médium DMEM 10 ml
Ethoxyresorufin 2 mM (zé&sobni roztok 2 mM 40 ul
v DMSO)
Dikumarol (zasobni roztok 10 mM v 0,1 M NaOH) 10 pl

Izolace proteinii, sStanoveni koncentrace proteinii metodou Bradfordové

Pro izolaci proteini byly pouzity bunky vyset¢ na 6jamkové desticce
S testovanymi latkami, které byly inkubovany 30 minut. Buiky byly oplachnuty
vychlazenym PBS a poté seSkrabnuty do vychlazeného PBS a centrifugovany
centrifugaci (13 000 RPM/3 min/4 °C). K ziskanému peletu byl ptidan lyzac¢ni pufr,
rozsuspendovan a promichan vortexem pii nizkych otackach. Nésledovala centrifugace
(13 000 RPM/13 min/4 °C). Supernatant byl odebran a pouzit pro stanoveni koncentrace
proteint metodou Bradfordové pti 586 nm.

Vzorky pro stanoveni koncentrace proteini podle Bradfordové byly ziedény

Skrat (5 pl supernatantu + 20 pl vody). Jako kontrola byla pouzita voda a bovinni
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sérovy albumin o koncentracich 0,25 pg/ul a 0,5 pg/ul. Vyslednd smés byla pouzita pro
ptipravu vzorkii na SDS-PAGE. Vzorky dle stanovené koncentrace byly nafedény
vodou na vysledny objem 15 pl a poté bylo ke kazdému ptidano 15 pl 2x loading pufru.
Vzorky byly denaturovany v termobloku (5 min/95 °C).

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti dodecylsiranu sodného

(SDS-PAGE)

Byl pfipraven polyakrylamidovy gel smichanim potfebnych reagencii
(viz Tabulka ¢. 5). Chemikalie TEMED a APS byly pfidany nakonec. Do prvni jamky
gelu byly aplikovany 3 pl markeru molekulové hmotnosti a poté 29 ul kazdého
pripraveného vzorku. Elektroforeticka aparatura byla pfipojena ke zdroji elektrického
napéti, kdy pro zakoncentrovani proteinii byl nastaven proud 15 mA/gel, a poté byl
zvysen na 30 mA/gel.

Pro detekci normalni i fosforylované formy proteinti p70S6K, Akt a aktinu byl
pouzit 10% délici gel. Pro detekci normalni i fosforylované formy proteinu 4E-BP1
byl pouzit 12% gel. V obou piipadech byl pouzit 4% zaostiovaci gel. SloZzeni geli

a jejich mnozstvi je uvedeno v Tabulce €. 5.

Tabulka ¢. 5: Reagencie a jejich mnozstvi pro pfipravu dvou 1,5 mm gelt na SDS-
PAGE

Reagencie Délici gel (10%) | Délici gel (12%) | Zaostiovaci gel (4%)
4x délici pufr 5ml 5ml -
4x zaostrovaci pufr - - 2ml
40% Akrylamid/bis- 5mi 6,25 ml 0,8 ml
akrylamid
dH,0 9,6 ml 8,55 mi 5,12 ml
10% SDS 200 pl 200 pl 80 ul
10% APS 20 ul 20 ul 4 ul
TEMED 200 pl 200 pl 80 ul
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Western blotting, imunodetekce a vizualizace proteini fixovanych na membrané

Proteiny z gelu byly pfeneseny na PVDF membranu pomoci Semi-dry blotovaci
aparatury. Nasledn¢ byla membrana obarvena Ponceau S a vysuSena. Dalsi den byla
provedena imunodetekce.

Membrana byla rehydratovana methanolem a poté blokovana jednu hodinu v 5%
roztoku odtu¢néného mléka v 1x TBS/Tween pufru pii laboratorni teploté. Nasledné
bylo mléko vyménéno za roztok 5% BSA v TBS/Tween pufru s primarni protilatkou
a membrana byla inkubovand tfi hodiny. VSechny primarni protilatky byly fedény
1:1000. Po uplynuti doby byla membrana omyta 3krat 5 minut v TBS/Tweenu.
K membrané byl dan roztok 2,5% odtu¢néného mléka v TVB/Tween se sekundarni
protilatkou. Pokud byla primarni protilaitka monoklonalni, byla sekundérni protilatka
fedéna v poméru 1 : 2000, pokud byla polyklonalni, byla fedéna 1 : 5000. Detekce byla
provedena na skeneru Li-COR (software Image Studio Digits v 3.1 dodavany vyrobcem

skeneru) pomoci WesternSure Premium Chemiluminiscent Substrate.

Gene reporter assay (GRA)

Pro GRA byly buiky AZ-AhR vysety na 96jamkovou desticku.
Po aplikaci testovanych latkek byly inkubovany 24 hodin. Nasledné¢ byly buiky
zbaveny média a promyty PBS. Do kazdé jamky bylo pfidano 25 pl lyzaéniho pufru pro
GRA adesticka byla uloZena do -80 °C na minimalné¢ 30 minut. Po této dobé byla
desticka rozmrazena pii laboratorni teploté. Roztok v jamkach byl zhomogenizovan
a poté byly odebrany 3 ul z kazdé jamky do Cerné 96jamkové desky a k nim bylo
pfidano 25 pl luciferdzového substratu. Pomoci spektrofotometru byla detekovéana

aktivita enzymu luciferazy.
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8 VYSLEDKY

V této praci byl testovan vliv vybranych ATP-kompetitivnich inhibitort mTOR
kindzy na signalizaci AhR. Latky INK 128, AZD2014 a OSI-027 byly vybrany
z diivodu schopnosti inhibovat oba komplexy mTORCI1 i C2 a rozdilného mechanismu
ucinku na mTOR na rozdil od rapamycinu, jehoz vliv byl sledovan v mé bakalaiské
praci. Rapamycin ptsobi skrz vazbu na protein FKBP12, ktery se vaze na FRB doménu
mTOR a inhibuje pouze komplex mMTORC1, zatimco testované latky se vazou piimo,
jsou ATP-kompetitivni a jsou schopné zainhibovat oba dva komplexy mTORCL1 i C2.
Pro testovani byla pouzita HepG2 bunécna linie odvozena od hepatocelularniho
karcinomu a stabilné transfekovana reportérova buné¢na linie AZ-AhR odvozena od
HepG2 bunck. Kromé samotnych inhibitorit byl aplikovan také rapamycin, inhibitor
mMTORC1 komplexu, v kombinaci s TCDD pro srovnani vysledkti pochazejicich z mé
bakalaiské prace a vysledki nové ziskanych. Rapamycin o koncentraci 1 ng/ml
v kombinaci s TCDD statisticky vyznamné indukoval hladinu mRNA CYP1Al ve
srovnani s TCDD samotnym. Dale byla také pozorovana po jeho aplikaci zvysena
exprese CYP1AL proteinu i katalyticka aktivita enzymu CYP1A1l oproti samotnému
TCDD, ¢imz bylo dokazano, ze potencuje UcCinek aktivace AhR ligandem dioxinem

(Poulikova, 2015).

Stanoveni netoxickych koncentraci vybranych ATP-kompetitivnich inhibitora
mTOR kinazy metodou MTT

Nejprve byly u dudlnich inhibitort mTOR kinazy stanoveny jejich netoxické
koncentrace. Latky byly aplikovany v koncentrac¢ni fadé od 5 ng/ml do 50 000 ng/ml
a jejich cytotoxicita byla stanovena po 48 hodinach pomoci MTT testu na buné¢né linii
HepG2. Vysledné zbarveni dokazujici  Zivotnost bun€k bylo méfeno
spektrofotometricky piti vinové délce 570 nm. Po aplikaci testovanych inhibitort byla
zména Viability bun€k vztazena k negativni kontrole, 0,1% roztoku DMSO. Jako
pozitivni kontrola byl pouzit 2% Triton X-100. Vysledky zobrazené v Grafu ¢. 1 jsou
primérem tfi nezavislych experimenti.

U INK 128 je pozorovatelny vyznamny pokles viability bun¢k od koncentrace
50 ng/ml a vyssi, coz byl divod, aby byla koncentrace 25 ng/ml vybrana jako nejvyssi
netoxicka pro dalsi vyzkum. Naopak u AZD2014 a OSI-027 vykazuji buniky po aplikaci

koncentrace 50 ng/ml viabilitu stale vétsi nez 80 %. Cytotoxicky Ucinek je vyrazny
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u koncentraci 50-50000 ng/ml AZD2014 i OSI-027. Tyto poklesy zivotnosti bunék
byly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné.

Pro nasledné testy vlivu inhibitori mTOR na signalizaci aryluhlovodikovym
receptorem (AhR) byly vybrany tyto netoxické koncentrace: pro INK 128 —1, 10
a 25 ng/ml, pro AZD2014 koncentrace 1, 10, 50 ng/ml a pro OSI-027 1, 10, 50 ng/ml.

Viabilita bunécné linie HepG2, 48 h
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Graf 1: Viabilita bunééné linie HepG2 po aplikaci ATP-kompetitivnich inhibitord
mTOR kindzypo 48 hodinach.

Bunééna linie byla inkubovana 48 hodin s negativni kontrolou UT (0,1% roztok DMSO), s INK 128
0 koncentracich 5-50000 ng/ml, s AZD2014 o koncentracich 5-50000 ng/ml a s OSI-027 o koncentracich
5-50000 ng/ml. Urovei viability byla vztazena k negativni kontrole, ktera predstavuje 100% viabilitu.
Hodnoty oznacené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti UT.

Analyza hladiny CYP1A1 mRNA metodou real-time PCR

Hladina CYP1A1 mRNA byla detekovana metodou real-time PCR a buné¢na
linie HepG2 byla inkubovéana 24 hodin s testovanymi latkami. Jako negativni kontrola
byl pouzit 0,1% roztok DMSO a jako pozitivni 5 nM TCDD. M¢éfeni genové exprese
bylo provedeno po inkubaci se samotnymi inhibitory — agonisticky méd (viz Graf 2)
i v jejich kombinaci s TCDD a dale také s rapamycinem s TCDD — antagonisticky mod
(viz Graf 3). Vysledky exprese CYPIAI mRNA jsou pramérem téi nezavislych

experimentu.
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CYP1A1 mRNA, HepG2, 24 h
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Graf 2: Vliv ATP-kompetitivnich inhibitortt mTOR kinazy na expresi CYP1A1 mRNA

v bunééné linii HepG2. Agonisticky maod.
Bunééna linie byla inkubovana 24 hodin s negativni kontrolou UT (0,1% roztok DMSO), pozitivni
kontrolou 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD; 5 nM), sINK 128 o koncentracich 1, 10
a 25 ng/ml, s AZD2014 o koncentracich 1, 10, 50 ng/ml a s OSI-027 o koncentracich 1, 10, 50 ng/ml.
Data v grafu jsou normalizovana na expresi GAPDH a jsou vyjadfena jako fold induction, nasobek
indukce oproti kontrolnimu vzorku (UT). Hodnoty oznacené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05)
oproti UT.

V Grafu €. 2 je vidét, Ze zadna z testovanych latek ani koncentraci samostatné
neindukuji hladinu mRNA CYP1Al. V porovnani s TCDD jsou tyto hodnoty
zanedbatelné. Oproti tomu kombinace inhibitord s TCDD (viz Graf 3) zvySuje uroven
genové exprese. U INK 128 dochazi k vyrazné potenciaci genové exprese v zavislosti
na zvysujici se koncentraci. U koncentrace 25 ng/ml je to vice nez 2,5krat ve srovnani
se samotnym TCDD. U AZD2014 i OSI-027 je indukce patrna, ale nijak vyrazna na
rozdil od TCDD. Vysledky exprese CYP1A1 mRNA jsou primérem péti nezavislych

experimentu.
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CYP1A1 mRNA, HepG2, 24 h
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Graf 3: Vliv ATP-kompetitivnich inhibitord mTOR kinazy a rapamycinu na expresi
CYP1A1 mRNA v bunééné linii HepG2 po 24 hodinach. Antagonisticky mod.

Bunécna linie byla inkubovana s negativni kontrolou UT (0,1% roztok DMSO), pozitivni kontrolou
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD; 5 nM), srapamycinem o Kkoncentraci 1 ng/ml
v kombinaci s TCDD a s ATP-kompetitivnimi inhibitory mTOR kinazy v kombinaci s TCDD ve v§ech
koncentracich: INK 128 o koncentracich 1, 10 a 25 ng/ml, AZD2014 o koncentracich 1, 10, 50 ng/ml
a OSI-027 o koncentracich 1, 10, 50 ng/ml. Data v grafu jsou normalizovana na expresi GAPDH a jsou

vyjadiena jako procentualni indukce dioxinem (TCDD). Hodnoty oznacené [*] jsou statisticky vyznamné
(P<0,05) oproti TCDD.

Stanoveni inhibi¢nich u¢inki na komplexy mTORC1/2 metodou Western blotting

Vzhledem Kk omezenému koncentranimu rozsahu bylo tieba ovéfit, zda
potenciace indukce CYP1A1 muze souviset s inhibici mTOR signaliza¢ni drahy. Proto
byla linie HepG2 inkubovana 30 minut s testovanymi inhibitory mTOR kinazy.
Detekovany byly proteiny p70S6K, 4E-BP1 a Akt normalni i fosforylované formy
(viz Obr. 8) a pro verifikaci byla provedena detekce aktinu. Aktivita mTORC1 byla
demonstrovana pomoci p70S6K a 4E-BP1, zatim co aktivace mTORC2 pomoci
forforylace Akt. Vysledek je reprezentativni ze dvou detekci.

Se zvysujici se koncentraci inhibitord se hladina fosforylované p70S6K kinazy
snizovala. U INK 128 je pozorovan znatelny ubytek fosforylace na proteinu uz pii
koncentraci 1 ng/ml. Zajimavy je i vysledek detekce fosforylovaného proteinu 4E-BP1.
Inhibitory AZD2014 a OSI-027 vyrazné snizuji hladinu fosforylace tohoto proteinu na
rozdil od INK 128, kde byla detekovana hladina stale celkem vysoka. INK 128

cv v
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koncentraci latky doslo ke snizeni hladiny fosforylace. Detekce fosforylace substrati
MTORC1 potvrdila, ze vSechny testované latky inhibuji fosforylaci téchto proteint.

Pii detekci hladiny nefosforylovaného proteinu 4E-BP1 byla zjisténa zvySena
hladina po aplikaci INK 128, coz mize byt zptisobené kumulaci proteinu v buiice nebo
pouzitim méné kvalitni protilatky.

Neméné podstatnd je i troven fosforylované Akt kinazy. Bylo zjisténo,
7ze v HepG2 bunkach za standardnich kultiva¢nich podminek neni fosforylovana Akt
aktivovana, tim padem pravdépodobné ani mTORC2 komplex. Pro ovéfeni Géinku

protilatky byla hladina p-Akt detekovana i po inkubaci bun¢k s inzulinem.

‘9 \NK 128 7_01 05"07’1 -\"‘
-: - :-— P— : p-p70SK6
~|...-_I.... - : p70SK6
“.- - - .1 - : p-4E-BP1
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-l - -q - - —l — 1' . Akt
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Obr. 8 Hladiny detekovanych proteint mTOR signaliza¢ni drahy v bunééné linii HepG2

po 30 minutach.

Bunééna linie byla inkubovana 30 minut s negativni kontrolou UT (0,1% roztok DMSO), s INK 128
0 koncentracich 1, 10 a 25 ng/ml, s AZD2014 o koncentracich 1, 10, 50 ng/ml, a s OSI-027
o koncentracich 1, 10, 50 ng/ml.

Stanoveni aktivity AhR metodou Gene reporter assay

Transkripéni aktivita AhR byla stanovena metodou Gene reporter assay.
Bunécna linie AZ-AhR byla inkubovana s testovanymi inhibitory 24 hodin. Vysledky
v Grafech 4 a 5 jsou vyjadieny jako fold induction, ndsobek indukce oproti kontrolnimu
vzorku (UT) ¢i pozitivni kontrole (TCDD) a jsou pramérem tii nezavislych
experimentt. M¢feni transkripéni aktivity bylo provedeno v agonistickém, se

samotnymi inhibitory, i antagonistickém modu, s inhibitory v kombinaci s TCDD.
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TranskripcCni aktivita AhR, AZ-AhR, 24 h
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Graf 4: Vliv ATP-kompetitivnich inhibitort mTOR kinazy na transkripéni aktivitu AhR
vV bunéné linii AZ-AhR po 24 hodinach. AhR-zavisla luciferdzova aktivita.
Agonisticky méd.

Bunécna linie byla inkubovana s negativni kontrolou UT (0,1% roztok DMSO), pozitivni kontrolou
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD; 5 nM) a s INK 128 o koncentracich 1, 10 a 25 ng/ml,
AZD2014 o koncentracich 1, 10, 50 ng/ml a OSI-027 o koncentracich 1, 10, 50 ng/ml. Data v grafu jsou
vztazena k negativni kontrole a jsou vyjadiena jako fold induction, nasobek indukce oproti kontrolnimu
vzorku (UT). Hodnoty oznaéené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti UT.

Vyrazné¢ zvySend transkripcni aktivita AhR byla pozorovana u TCDD
a rapamycinu v kombinaci s TCDD (viz Graf 4 a 5). Z Grafu 4 je patrné, ze samotné
inhibitory mTOR kinazy aktivuji receptor jen ve velmi malé mife. Naopak v kombinaci
s TCDD dochazi k vyrazné indukci. Hodnoty jsou statisticky vyznamné (viz Graf 5).
INK 128 uz v nejnizsi koncentraci s TCDD zvysil indukci o 29 % oproti samotnému
TCDD a tato indukce s rostouci koncentraci stoupa. U AZD2014 a OSI-027 je patrny
mirny statisticky vynamny pokles transkripéni aktivity AhR u koncentraci 1 ng/ml
oproti samotnému TCDD, ale u koncentraci 10 a 50 ng/ml je transkripéni aktivita vySsi

nez u samotného TCDD.
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Transkripcni aktivita AhR, AZ-AhR, 24 h
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Graf 5: VIliv ATP-kompetitivnich inhibitort mTOR kindzy a rapamycinu na
transkrip¢ni aktivitu AhR v bunééné linii AZ-AhR po 24 hodinach. TCDD-indukovana
AhR-zavisla luciferazova aktivita. Antagonisticky mod.

Bunécna linie byla inkubovana s negativni kontrolou UT (0,1% roztok DMSO), pozitivni kontrolou
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD; 5 nM), srapamycinem o koncentraci 1 ng/ml
v kombinaci s TCDD a sATP-kompetitivnimi inhibitory mTOR kinazy v kombinaci s TCDD
ve vSech koncentracich: INK 128 o koncentracich 1, 10 a 25 ng/ml, AZD2014 o koncentracich 1, 10, 50
ng/ml a OSI-027 o koncentracich 1, 10, 50 ng/ml. Data v grafu jsou vyjadiena jako procentualni indukce
dioxinem (TCDD). Hodnoty oznacené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti TCDD.
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Stanoveni enzymové aktivity CYP1A1

Detekce katalytické aktivity byla provedena metodou EROD. Bunécnd linie
HepG2 byla inkubovand s testovanymi inhibitory 48 hodin. Detekovand byla
fluorescence (excitace 530 nm, emise 590 nm). Méfeni enzymatické aktivity bylo stejné
jako u ptedchozich metod provedeno v agonistickém moddu, se samotnymi inhibitory,
I antagonistickém modu, s inhibitory v kombinaci s TCDD. Vysledky v Grafech 7 a 8
jsou vyjadreny jako fold induction, nasobek indukce oproti kontrolnimu vzorku (UT)
nebo pozitivni kontrole (TCDD) a jsou pramérem tii nezavislych experimentu.

Z Grafu 7 je patrné, ze samotné testované latky nejsou induktory katalytické
aktivity na rozdil od rapamycinu v kombinaci s TCDD a samotného TCDD, kter¢ ji
vyrazné indukovaly. VIiv na katalytickou aktivitu CYP1Al ma také kombinace
testovanych latek s TCDD (viz Graf 8). VSechny inhibitory vykazuji stejné vlastnosti.
Nejvyssi hodnota po detekci katalytické aktivity CYPIA1 je pozorovatelna u vSech
latek v koncentraci 1 ng/ml a s narGstem koncentrace klesd. VSechny hodnoty jsou

statisticky vyznamné oproti kontrolnimu vzorku, TCDD.
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Graf 7: Vliv ATP-kompetitivnich inhibitort mTOR kinazy na katalytickou aktivitu
enzymu CYP1A1 v bunééné linii HepG2 za 48 hodin.

Bunécna linie byla inkubovana 48 hodin s negativni kontrolou UT (0,1% roztok DMSO), pozitivni
kontrolou 5nM 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD) a s INK 128 o koncentracich 1, 10
a 25 ng/ml, AZD2014 o koncentracich 1, 10, 50 ng/ml a OSI-027 o koncentracich 1, 10, 50 ng/ml. Data
v grafu jsou vyjadiena jako fold induction, nasobek indukce oproti kontrolnimu vzorku (UT). Hodnoty
oznacené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti UT.
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Graf 8: Vliv ATP-kompetitivnich inhibitord mTOR kindzy a rapamycinu na
katalytickou aktivitu enzymu CYP1A1 v bun&né linii HepG2 za 48 hodin.

Bunécna linie byla inkubovana s negativni kontrolou UT (0,1% roztok DMSO), pozitivni kontrolou
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD; 5 nM), srapamycinem o koncentraci 1 ng/ml
v kombinaci s TCDD a s ATP-kompetitivnimi inhibitory mTOR kinazy v kombinaci s TCDD ve v§ech
koncentracich: INK 128 o koncentracich 1, 10 a 25 ng/ml, AZD2014 o koncentracich 1, 10, 50 ng/ml a
OSI-027 o koncentracich 1, 10, 50 ng/ml. Data v grafu jsou vyjadiena jako procentualni indukce
dioxinem (TCDD). Hodnoty oznacené [*] jsou statisticky vyznamné (P<0,05) oproti TCDD.
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9 DISKUZE

Proteinkindza mTOR je soucasti signalni kaskady PI3K/Akt/mTOR, ktera
reguluje velké mnozstvi nitrobunéénych procesti. Jeji hyperstimulace a deregulace hraji
dalezitou roli v procesu karcinogeneze a inhibice drahy se stala nadé&ji 1écby
nadorovych onemocnéni (Studentova et Melichar, 2010).

Aryluhlovodikovy receptor je ligandy aktivovany transkripcni faktor, ktery je
zodpovédny za regulaci exprese enzymul metabolizujicich xenobiotika, napi. CYP1Al.
Diky tomu pomahé organismus chranit pfed neptiznivymi vlivy okoli. Bylo zjisténo, ze
nejenom ligandy maji vliv na aktivitu AhR, ale i posttranslacni modifikace. Piedev§im
forforylace, ktera je katalyzovana kinazami, je schopna ovlivnit translokaci AhR
do jadra i vazbu heterodimetu AhR/ARNT na DNA (Puga et al., 2002). A pravé
serin/threoninova kindza mTOR ma vliv na regulaci funkce AhR tim, ze ovliviiuje jeho
signalizaci v ptitomnosti ligandt tohoto receptoru.

Klinické studie zabyvajici se rapamycinem a rapalogy potvrdily, Ze inhibice
mTOR je slibny prodinadorovy cil. Nicméné G¢inky rapamycinu a rapalogti jsou zna¢né
omezené, jelikoz tyto latky nejsou schopné inhibovat mTORC2 signalni drahu
a inhibice mTORCI je limitovana. Stale tedy dochazi k aktivaci Akt prostfednictvim
uvolnovani S6K1 z mTORC1 (Bhagwat et al., 2011; Liao et al., 2014). Vyznamnym
znakem rapamycinu je také schopnost inhibovat ¢innost imunitniho systému.
V 1ékafstvi je pouzivan jako imunosupresivum piedev§im pii transplantacich nebo
V 1é¢bé autoimunitnich poruch (Ingle et al., 2000). Ov§em tato vlastnost je v nékterych
ptfipadech také nevyhodou. Dlouhodoba lécba pacientl mimo sterilni prostfedi je
spojena s rizikem infekce (Lamming et al., 2013). U pacienti po transplantaci se
vyskytly také nezadouci kozni ucinky (Mahé et al., 2005) a sniZena fertilita u muzt
(Zuber et al., 2008). Studie na mySich a primatech prokazala, Ze rapamycin zvysuje
funkci imunitniho systému proti nékterym virdm (Araki et al., 2009). Z tohoto divodu
je intenzivné usilovano o vyvinuti uc¢inngjsich inhibitord mTOR, které by zainhibovaly
oba komplexy a jejichz vedlejsi G¢inky by byly minimalni.

| kombinovana expozice ligandi AhR a inhibitort mTOR miZe byt inovaci
v 1é¢bé rakoviny. Bylo prokdzano, Ze samotny rapamycin inhibici mTOR zvySuje
citlivost bunék k apoptdze (Guo et al., 2013). Vyzkumny tym Pal a kolektiv (2008)
provedl experiment na mySich, kterym byl podavan nejprve benzo[a]pyren (BP)

anasledné¢ rapamycin. Prokarcinogen BP mulZeme najit v cigaretovém kouii, ktery
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ptredstavuje zvysené riziko pro aktivni i pasivni kufdky v rozvoji rakoviny plic. Terapie
zpusobila inhibici progrese nadoru o 84 % (Pal et al., 2008). V tomto piipadé doslo
nejspise k potenciaci CYP1A1, ktery vedl k aktivaci BP a vzniku rakovinného bujeni.
Navozena rakovina plic byla nasledn¢ 1é¢ena inhibitorem mTOR, rapamycinem. Jak jiz
bylo zminéno, mTOR je deregulovand v nddorech a jeji inhibici evidentné¢ doslo
K inhibici progrese nadoru, Coz muze byt povazovano za nad&jnou terapii.

Diplomova prace se zabyva vlivem vybranych ATP-kompetitivnich inhibitort
mTOR kinazy na signalizaci AhR. Pro tyto ucely byla pouzita bunécné linie HepG2
odvozena od hepatocelularniho karcinomu a stabilné transfekovana reportérova bunééna
linie AZ-AhR odvozena od HepG2 bunék. Vybrany byly INK 128, AZD2014
a OSI-027. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD), ligand AhR. Vliv inhibitori byl zkouman na trovni CYP1Al mRNA,
na urovni aktivity AhR a enzymové aktivity CYPI1AL .

Co se tyCe experimentd, pii nichz byly testované latky aplikovany samostatné,
nebyl pozorovan znatelny vliv na hladinu CYP1A1 mRNA, ani na transkripcni aktivitu
AhR a katalytickou aktivitu CYP1A1.

Detekce fosforylace substratt mTORCI1, p70S6K a 4E-BP1 ukazala vSechny
testované latky jako inhibitory fosforylace téchto proteini. U INK 128 byla pozorovana
slabsi inhibice fosforylace 4E-BP1 nez u AZD-2014 a OSI-027. Aktivace mTORC2
komplexu byla demonstrovana pomoci forforylace Akt, jejiz hladina ovSem nebyla
vibec detekovana. Vysledek naznacuje, ze za danych kultivacnich podminek neni
fosforylovana Akt v HepG2 buikéach aktivovana, tim padem pravdépodobné ani
mMTORC2 komplex. Pouzitim inzulinu byl ovéfen G¢inek protilatky a schopnost aktivace
p-Akt, bohuzel inzulin je pouze ligand receptoru spoustéjici signalni drahu mTORCL,
nikoliv C2. Jak bylo zminéno v teoretické Casti prace, spousté¢ signalni drahy
mTORC2 neni pfesné znam, tudiz se nepodafilo zcela ovéfit funkénost mTORC2
komplexu, jelikoz pro ovéfeni funkénosti protilatky byl pouzit prave inzulin. Vhodnéjsi
by bylo misto inzulinu pouzit napt. epidermalni ristovy faktor (Masui et al., 2014),
upravit podminky kultivace bunék nebo pouzit jinou bunécnou linii, kde by byl
mTORC2 aktivovan nebo se to alesponn dle konstitutivné fosforylované p-Akt
predpoklada.

Utinek dualni inhibice mTOR pomoci INK 128 byl potvrzen tymem Jiang et
Wang (2015), ktery detekoval inhibici fosforylace substratt mTORC1 i C2. Test byl
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proveden na bunéénych liniich PC-3 a LNCaP, kdy byla patrna inhibice hladiny v§ech
fosforylovanych proteinti po ptsobeni INK 128. Pfedevsim byla detekovana hladina
p-Akt u kontrolniho vzorku na rozdil od mych dat (Jiang et Wang, 2015). Tym Liao et
al. (2014) se také zabyval inhibici fosforylace proteint po aplikaci AZD2014 v HepG2
bunkach. Na rozdil od mnou ziskanych vysledkd byla detekovana hladina fosforylace
Akt a dokonce se zvysujici koncentraci AZD2014 se snizovala (Liao et al., 2014).
Odchylky dat mohou byt zptsobeny bud’ pouzitim bunétné kultury HepG2 V jiném
stadiu pasaze, jinymi kultivaénimi podminkami nebo sniZenou citlivosti protilatky ¢i
nizkou hladinou proteini na membrané. Lze tedy fici, ze pravdépodobné z divodu
neaktivnho mTORC2 komplexu v HepG2 bunkach za standardnich kultivac¢nich
podminek nelze posoudit jeho vliv na aktivitu AhR.

U INK 128 v kombinaci s TCDD byla pozorovana vyrazna indukce genové
exprese, jednalo se o narust hladiny CYP1A1l mRNA o0 vice nez 2,6nasobek oproti
kontrolnimu TCDD. Vysledky potvrzuje i stanoveni transkripéni aktivity AhR.
| AZD2014 a OSI-027 v kombinaci s TCDD indukuji hladinu CYP1A1 mRNA
a transkripéni aktivitu AhR. V nejvyssi koncentraci 50 ng/ml s TCDD doslo k aktivaci
urovné katalytické aktivity CYP1A1 0 vice nez 50 % oproti samotné pozitivni kontrole
u obou latek. U vsech testovanych inhibitort mTOR v kombinaci s TCDD lze fici, Ze je
partny vzrustajici trend CYP1A1 mRNA a naopak sniZujici se trend katalytické aktivity
CYP1Al v zavislosti na zvySujici se koncentraci latek. Tento efekt je odlisny od
pusobeni rapamycinu v kombinaci s TCDD, kde v HepG2 bunkach byly hladiny
CYP1A1 mRNA 1 katalytické aktivity upregulovany (Poulikova, 2015). Rozdil mize
byt zpisoben inhibici enzymu pomoci testovanych latek, i kdyZ tato varianta neni pfili§
pravdépodobna z diivodu rozdilné struktury vSech inhibitord, neni vSak nemozna. Dalsi
variantou je inhibice translace, kterd zptisobi hromadéni mRNA v buiice, ktera se
neptepisuje do proteinu. Tento efekt byl pozorovan nékolika védeckymi tymy, které
sledovaly vliv tézkych kovi na stabilitu CYP1Al. Teézké kovy moduluji enzym
CYP1AL1 transkripci, posttranskripnimi a posttranslanimi mechanismy. Bylo zjisténo,
ze posttranskripéni mechanismy nemaji vliv na stabilitu mRNA, zatimco posttranslacni
mechanismy vyrazné snizuji polo¢as rozpadu CYP1A1 proteinu, ¢imz vznika nesoulad
mezi katalytickou aktivitou a urovni transkripce (Elbekai et El-Kadi, 2004; Elbekai et
El-Kadi, 2007; Abdelhamid et al., 2010)
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Co se tyce AZD2014, tym Liao et al. (2014) nastinil antitumorovy efekt této
latky na rizné bunécné kultury hepatocelularniho karcinomu. Tento inhibitor indukuje
apoptozu, autofagii a zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi u bunék hepatoceluldrniho
karcinomu s vétsi ucinnosti nez je tomu tak u rapamycinu (Liao et al., 2014).

OSI-027 je také schopny inhibovat proliferaci a bunéénou smrt v riznych typech
nadorovych buné¢nych linii (Bhagwat et al., 2011; Chen et al., 2015). Piedchozi studie
ukazaly, ze OSI-027 ma silnou protinadorovou aktivitu v riiznych xenograftovych
modelech lidskych karcinomu. Dale byla také prokazana schopnost indukovat smrt
karcinogennich bunék s aktivni PI3K/Akt signalizaci (Bhagwat et al., 2011).

Antitumorové vlastnosti byly testovany v rizny xenograftovych modelech
karcinomu také u INK 128. Stejné jako u ostatmich inhibitorti byla potvzena inhibice
proliferace a inhibice mTORC1 i C2 komplexu (Gékmen-Polar et al., 2012; Janes et al.,
2013).

Testované latky v pfitomnosti TCDD potencuji transkripéni aktivitu AhR a s tim
spojenou expresi CYP1A1 mRNA. Dochazi i k indukei katalytické aktivity CYP1A1L,
kterd ovSem srostouci koncentraci latky klesd. Vysledky naznacuji, Zze ATP-
kompetitivni  inhibitory mTOR kindzy vyznamné ovliviyji signalizaci AhR

Vv pritomnosti jeho ligandu.
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ZAVER

Diplomova prace se zameértila na detekci vlivu ATP-kompetitivnich inhibitora
mTOR kindzy, konkrétné INK 128, AZD2014 a OSI-027, na signalizaci
aryluhlovodikovym receptorem (AhR) v pfitomnosti jeho ligandd V hepatomové
bunécné linii HepG2.

V teoretické ¢asti byla popsana biotransformace a detailnéji byly popsany
enzymy P450 a regulator exprese enzymu metabolizujicich xenobiotika AhR. Dalsi ¢ést
byla vénovand mTOR signalizacni drdze a jejim inhibitoram.

V experimentalni ¢asti  byly stanoveny inhibi¢ni ucinky na komplexy
mMTORC1/C1. Za danych kultiva¢nich podminek HepG2 bun¢k neni komplex mTORC2
aktivovany, tudiz nebylo mozné prokazat dudlni ucinek inhibitord na oba komplexy
MTOR v této bunééné linii. Diplomova prace dale poskytla dikazy o tom, ze
Vv pfitomnosti ligandu AhR inhibitory indukuji transkripcni aktivitu AhR a s tim
spojenou expresi CYP1A1 mRNA. Dochazi také kindukci katalytické aktivity
CYPIAI1, kterd ovSem srostouci koncentraci testovanych latek klesa. Samotné
inhibitory mTOR nemaji vliv na hladinu CYP1A1 mRNA, enzymovou aktivitu
CYP1ALl ani na aktivitu AhR.

Diplomovéa prace ukazala, ze ATP-kompetitivni inhibitory mTOR kinazy
potencuji ucinek aktivace AhR ligandem dioxinem a Ze mTOR zapojena do jeho

regulace.

50



LITERATURA

Abdelhamid, G., Anwar-Mohamed, A., Badary, O. A., Moustafa, A. A., El-Kadi, A. O.
(2010): Transcriptional and posttranscriptional regulation of CYP1A1l by vanadium in
human hepatoma HepG2 cells. Cell Biol Toxicol. 26(5): 421-434.

Amato, R. J., Jac, J., Giessinger, S., Saxena, S., Willis, J. P. (2009): A phase 2 study
with a daily regimen of the oral mTOR inhibitor RADOO1 (everolimus) in with
metastatic clear cell renal cell cancer. Cancer. 115(11): 2438-2446.

Anzenbacher, P., Anzenbacherova, E. (2001): Cytochromes P450 and metabolism
of xenobiotics. Cell Mol Life Sci. 58(5-6): 737-747.

Araki, K., Turner, A. P., Shaffer, V. O., Gangappa, S., Keller, S. A., Bachmann, M. F.,
Larsen Ch. P., Ahmed, R. (2009): mTOR regulates memory CD8 T-cell differentiation.
Nature. 460(7251): 108-112.

Barouki, R., Morel, Y. (2001): Repression of cytochrome P450 1Al gene expression by
oxidative stress: mechanisms and biological implications. Biochem Pharmacol.
61(5): 511-516.

Basu, B., Deran, E., Puglisi, M., Greystoke, A., Ong, M., Burke, W., Cavallin, M.,
Bigley, G., Womack C., Harrington E. A., Green, S., Oelmann, E., de Bono, J. S.,
Ranson, M., Banerji, U. (2015): First-in-Human Pharmacokinetic and
Pharmacodynamic Study of the Dual m-TORC 1/2 Inhibitor AZD2014. Clin Cancer
Res. 21(15): 3421-3429.

Benjamin, D., Colombi, M., Moroni C., Hall, M. N. (2011): Rapamycin passes the
torch: a new gen- eration of mTOR inhibitors. Nat Rev Drug Discov. 10(11): 868-880.

Bhagwat, S. V., Gokhale, P. C., Crew, A. P., Cooke, A., Yao, Y., Mantis, C., Workman,
J., Bittner, M., Dudkin, L., Epstein, D. M., Gibson, N. W., Wild, R., Arnold, L. D.,
Houghton P. J., Pachter, J. A. (2011): Preclinical characterization of OSI-027, a potent
and selective inhibitor of MTORC1 and mTORC2: distinct from rapamycin. Mol
Cancer Ther., 10(8): 1394-1406.

Brown, E. J., Albers, M. W., Shin, T. B., Ichikawa, K., Keith, C. T., Lane, W. S. &
Schreiber, S. L. (1994): A mammalian protein targeted by Gl-arresting rapamycin-
receptor complex. Nature. 369(6483): 756-758.

Castilho, R. M., Squarize, C. H., Chodosh, L. A., Williams, B. O., Gutkind, J. S. (2009):
mTOR mediates Wnt-induced epidermal stem cell exhaustion and aging. Cell Stem
Cell. 5(3): 279-289.

Carracedo, A., Ma L., Teruya-Feldstein, J., Rojo, F., Salmena, L., Alimonti, A., Egia,
A., Sasaki, A. T., Thomas, G., Kozma, S. C., Papa, A., Nardella, C., Cantley, L. C,,
Baselga, J., Pandolfi, P. P. (2008): Inhibition of mMTORC1 leads to MAPK pathway
activation through a PI3K-dependent feedback loop in human cancer. J Clin Invest.
118(9): 3065-3074.

51



Cornell ~ University. The Qian Laboratory. [online].  Posledni aktualizace
10. 7. 2009 [cit. 18. 2. 2017]. Dostupné  z:  http://qian.human.cornell.edu/Research-
mTOR.htm

Cornu, M., Albert, V., Hall, M. N. (2013): mTOR in aging, metabolism, and cancer.
Curr Opin Genet Dev. 23(1):53-62.

Delescluse, C., Lemaire, G., de Sousa, G., Rahmani, R. (2000) Is CYP1A1 induction
always related to AHR signaling pathway? Toxicology. 153(1-3): 73-82.

Dostalek, M., Janostikova, E., Jufica, J., Zahradnikova, L. (2006): Farmakokinetika.
Grada Publishing. Praha. ISBN: 80-247-1464-7.

Elbekai, R. H., & El-Kadi, A. O. (2004): Modulation of aryl hydrocarbon receptor-
regulated gene expression by arsenite, cadmium, and chromium. Toxicology. 202(3):
249-2609.

Elbekai, R. H., EI-Kadi, A. O. (2007): Transcriptional activation and posttranscriptional
modification of Cyplal by arsenite, cadmium, and chromium. Toxicol Lett. 172(3):
106-119.

Faber, K. N., Muller, M., Jansen, P. L. M. (2003): Drug transport proteins in the liver.
Adv Drug Deliv Rev. 55(1): 107-124.

Feldman, M. E., Apsel, B., Uotila, A., Loewith, R., Knight, Z. A., Ruggero, D., Shokat,
K. M. (2009): Active-site inhibitors of mTOR target rapamycin-resistant outputs of
mTORC1 and mTORC2. PLoS Biol. 7(2): e1000038.

Ghabrial, 1. M., Siegel, D. S., Vij, R. Berdeja J. G., Richardson P. G., Neuwirth, R.,
Patel C. G., Zohren, F., Wolf, J. L. (2016): TAK-228 (formerly MLN0128), an
investigational oral dual TORC1/2 inhibitor: A phase | dose escalation study in patients
with relapsed or refractory multiple myeloma, non-Hodgkin lymphoma, or
Waldenstrom's macroglobulinemia. Am J Hematol. 91(4): 400-405.

Glue, P., Clement, R. P. (1999): Cytochrome P450 enzymes and drug metabolism-basic
concepts and methods of assessment. Cell Mol Neurobiol. 19(3): 309-323.

Gokmen-Polar, Y., Liu, Y., Toroni, R. A., Sanders, K. L., Mehta, R., Badve, S.,
Rommel, C., Sledge, G. W. Jr. (2012): Investigational drug MLNO0128, a novel
TORC1/2 inhibitor, demonstrates potent oral antitumor activity in human breast cancer
xenograft models. Breast Cancer Res Treat. 136(3): 673-682.

Gupta, M., Hendrickson, A. E. W., Yun, S. S., Han, J. J., Schneider, P. A., Koh, B. D.,
Stenson M. J., Wellik, L. E., Shing J. C., Peterson, K. L., Flatten, K. S., Hess, A. D.,
Ingle, G. R, Sievers, T. M., Holt, C. D. (2000): Sirolimus: con- tinuing the evolution of
transplant immunosup- pression. Ann Pharmacother. 34(9): 1044-1055.

Hankinson, O. (2005): Role of coactivators in transcriptional activation by the aryl
hydrocarbon receptor. Arch Biochem Biophys. 433(2): 379-386.

52



Henklova, P., Vrzal, R., Ulrichova, J., Dvoiak, Z. (2008): Role of mitogen-activated
protein kinases in aryl hydrocarbon receptor signaling. Chem Biol Interact.
172(2): 93-104.

Hodgson, E. (2004): A textbook of modern toxikology: Third Edition, John Wiley &
Sons, Inc. Publication, Canada, 557 s., ISBN 0-471-26508-x.

Chen, B., Xu, M., Zhang, H., Xu, M. Z., Wang, X. J., Tang, Q. H., Tang, J. Y. (2015):
The Antipancreatic Cancer Activity of OSI-027, a Potent and Selective Inhibitor of
mTORC1 and mTORC2. DNA Cell Biol. 34(10): 610-617.

Chen, Y. H., Tukey, R. H. (1996): Protein kinase C modulates regulation of the
CYP1A1 gene by the aryl hydrocarbon receptor. J Biol Chem. 271(42): 26261-26266.

Chiang, G. G., Abraham, R. T. (2007): Targeting the mTOR signaling network
in cancer. Trends Mol Med. 13(10): 433-442.

Choo, A. Y., Yoon, S. O, Kim, S. G., Roux, P. P., Blenis J. (2008): Rapamycin
differentially inhibits S6Ks and 4E-BP1 to mediate cell-type-specific repression of
MRNA translation. Proc Natl Acad Sci U S A. 105(45): 17414-17419.

Ikuta, T., Kobayashi, Y., Kawajiri, K. (2004) : Phosphorylation of nuclear localization
signal inhibits the ligand-dependent nuclear import of aryl hydrocarbon receptor.
Biochem Biophys Res Commun. 317(2): 545-550.

Isin, E. M., Guengerich, F. P. (2007): Complex reactions catalyzed by cytochrom P450
enzymes. Biochim Biophys Acta. 1770(3): 314-329.

Jan€ova, P., Azenbacher, P., Azenbacherova, E. (2010): Phase II Drug Metabolizing
Enzymes. Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub. 154(2): 103-
116.

Jancova, P., Siller, M. (2012): Phase 1l Drug Metabolism, Topics on Drug Metabolism,
InTech, 306 s., ISBN: 978-953-51-0099-7.

Janes, M. R., Vu, C., Mallya, S., Shieh, M. P., Limon, J. J., Li, L. S., Jessen, K. A.,
Martin, M. B., Ren, P., Lilly, M. B., Sender, L. S., Liu, Y., Rommel, C., Frumavn, D. A.
(2013): Efficacy of the investigational mTOR kinase inhibitor MLN0128/INK128 in
models of B-cell acute lymphoblastic leukemia. Leukemia. 27(3): 586-594.

Jiang, S. J., Wang, S. (2015): Dual targeting of mMTORC1 and mTORC2 by INK-128
potently inhibits human prostate cancer cell growth in vitro and in vivo. Tumour Biol.
36(10): 8177-8184.

Juliano, R. L., Ling, V. (1976): A surface glycoprotein modulating drug permeability in
Chinese hamster ovary cell mutants. Biochim Biophys Acta. 455(1): 152-162.

Kewley, R. J., Whitelaw, M. L., Chapman-Smith, A. (2004): The mammalian basic
helix- loop-helix/PAS family of transcriptional regulators. The International Journal of
Biochemistry and Cell Biology 36(2): 189-204.

53



Krejzlik, Z., Kas, J., Ruml, T. (2000): Mechanismus vstupu xenobiotik do organismu
a jejich detoxikace. Chem. listy. 94: 913-918.

Laplante, M., Sabatini, D. M. (2012): mTOR signaling in growth control and disease.
Cell. 149: 274-293.

Li, S. Y., Dougherty, J. J. (1997) : Inhibitors of serine/threonine-specific protein
phosphatases stimulate transcription by the Ah receptor/Arnt dimer by affecting a step
subsequent to XRE binding. Arch Biochem Biophys. 340(1):7 3-82.

Liao, H., Huang, Y., Guo, B., Liang, B., Liu, X., Ou, H., Yang, D. (2014): Dramatic
antitumor effects of the dual mTORC1 and mTORC2 inhibitor AZD2014 in
hepatocellular carcinoma. American journal of cancer research. 5(1): 125-1309.

Ma, Q., Lu, A. Y. H. (2007): CYP1A Induction and Human Risk Assessment:. An
Envolving Tale of in Vitro and in Vivo Studies. Drug Metab Dispos. 35(7): 1009-1016.

Mahé, E., Morelon, E., Lechaton, S., Sang, K. H., Mansouri, R., Ducasse, M. F.,
Mamzer-Brunell M. F., de Prost, Y., Kreis, H., Bodemer, C. (2005): Cutaneous adverse
events in renal transplant recipients receiving sirolimus-based therapy. Transplantation.
79(4): 476-482.

Maiso, P., Liu, Y., Morgan, B., Azab, A. K., Ren, P., Martin, M. B., Zhang, Y., Liu, Y.,
Ngo, H., Azab, F., Quang, P., Rodiq, S. J., Lin, C. P., Roccaro, A. M., Rommel, C.,
Ghobrial, I. M. (2011): Defining the role of TORC1/2 in multiple myeloma. Blood.
118(26): 6860-6870.

Masui, K., Cavenee, W. K., Mischel, P. S. (2014): mTORC?2 in the center of cancer
metabolic reprogramming. Trends Endocrinol Metab. 25(7): 364-373.

Matter, M. S., Decaens, T., Andersen, J. B., Thorgeirsson, S. S. (2014): Targeting the
mTOR pathway in hepatocellular carcinoma: Current state and future trends. J Hepatol.
60(4): 855-865.

Micka, J., Milatovich, A., Menon, A., Grabowski, G. A., Puga, A., Nebert, D. W.
(1997): Human Ah receptor (AHR) gene: localization to 7pl5 and suggestive

correlation of polymorphism with CYP1A1 inducibility. Pharmacogenetics. 7(2): 95-
101.

Mimuraa, J., Kuriyama, Y. F. (2003): Functional role of AhR in the expression of toxic
eff ects by TCDD. Biochim Biophys Acta. 1619(3): 263-268.

Nakata, K., Tanaka, Y., Nakano, T., Adachi, T., Tanaka, H., Kaminuma, T., Ishikawa,
T. (2006): Nuclear receptor-mediated transcriptional regulation in Phase I, II, and Il
xenobiotic metabolizing systems. Drug Metab Pharmacokinet. 21: 437-457.

Nebert, D. W., Roe, A. L., Dieter, M. Z., Solis, W. A,, Yang, Y., Dalton, T. P. (2000):
Role of the aromatic hydrocarbon receptor and [Ah] gene battery in the oxidative stress
response, cell cycle control, and apoptosis. Biochem Pharmacol. 59(1): 65-85.

54



Nguyen, L. P., Bradfield, Ch. A. (2008): The Search for Endogenous Activators of the
Aryl Hydrocarbon Receptor. Chem Res Toxicol. 21(1): 102-116.

Novotna, A., Pavek, P., Dvotdk, Z. (2011): Novel stably transfected gene reporter
human hepatoma cell line for assessment of aryl hydrocarbon receptor transcriptional
activity: construction and characterization. Environ Sci Technol. 45(23): 10133-101309.

Omura, T., Sato, R. (1962): A new cytochrome in liver microsomes. J. Biol. Chem. 237,
1375-1376.

Pal, S. K., Figlin, R. A., Reckamp, K. L. (2008): The role of targeting mammalian target
of rapamycin in lung cancer. Clin Lung Cancer. 9(6): 340-345.

Park, S., Henry, E. C., Gasiewicz, T. A. (2000): Regulation of DNA binding activity of
the ligand-activated aryl hydrocarbon receptor by tyrosine phosphorylation. Arch
Biochem Biophys. 381(2): 302-312.

Pavek, P., Dvotak, Z. (2008): Xenobiotic-induced transcriptional of xenobiotic
metabolizing enzymes of the cytochrome P450 superfamily in human extrahepatic
tissues. Curr Drug Metab. 9(2): 129-143.

Poland, A., Glover, E., Kende, A. S. (1976): Stereospecific, high affinity binding of
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin by hepatic cytosol. Evidence that the binding
species is receptor for induction of aryl hydrocarbon hydroxylase. J Biol Chem.
251(16): 4936-4946.

Poulikova, K. (2015): Vliv mTOR signalitaéni drahy na indukovatelnou expresi
biotransformacniho enzymu CYP1Al v lidském hepatocelularnim karcinomu.
Olomouc. Bakalatska prace. Univerzita Palackého v Olomouci. Pfirodovédecka fakulta.

Prabakaran, S., Lippens, G., Steen, H., Gunawardena, J. (2012): Post-translational
modification: nature's escape from genetic imprisonment and the basis for dynamic
information encoding. Wiley Interdiscip Rev Syst Biol Med. 4(6): 565-583.

Puga, A., Xia, Y., Elferink, C. (2002): Role of the aryl hydrocarbon receptor in cell
cycle regulation. Toxicology. 181-182: 171-177.

Renton K. W. (2001): Alteration of drug biotransformation and elimination during
infection and inf lammation. Pharmacol Ther. 92 (2-3): 147-63.

Sabatini, D. M., Erdjument-Bromage, H., Lui, M., Tempst, P., Snyder, S. H. (1994):
RAFT1: a mammalian pro- tein that binds to FKBP12 in a rapamycin-depen- dent
fashion and is homologous to yeast TORs. Cell. 78(1): 35-43.

Sabers, C. J., Martin, M. M., Brunn, G. J., Williams, J. M., Dumont, F. J., Wiederrecht,
G., Abraham, R. T. (1995): Isolation of a protein target of the FKBP12-rapamycin
complex in mammalian cells. J Biol Chem. 270(2): 815-822.

Sarbassov, D. D., Ali, S. M., Kim, D. H., Guertin, D. A., Latek, R. R., Erdjument-
Bromage, H., Tempst, P., and Sabatini, D. M. (2004): Rictor, a novel binding partner of

55



MTOR, defines a rapamycin-insensitive and raptor-independent pathway that regulates
the cytoskeleton. Curr. Biol. 14(14): 1296-1302.

Sarbassov, D. D., Ali, S. M., Senqupta, S., Sheen, J. H., Hsu, P. P., Bagley, A. F.,
Markhald, A. L., Sabatini, D. M. (2006): Prolonged rapamycin treatment inhibits
MTORC?2 assembly and Akt/PKB. Moll Cell. 22(2): 159-168.

Scotto, K. W. (2003): Transcriptional regulation of ABC drug transporters. Oncogene.
22(47): 7496-7511.

Sevior, D. K., Pelkonen, O., Ahokas, J. T. (2012): Hepatocytes: the powerhouse of
biotransformation. Int J Biochem Cell Biol. 44(2): 257-261.

Schinkel, A. H., Jonker, J. W. (2003): Mammalian drug efflux transporters of the ATP
binding cassette (ABC) family: an overview. Adv Drug Deliv Rev. 55(1): 3-29.

Skalova, L., Bousova, 1., Machala, M., Pavek, P., Podlipna, R., Soucek, P., Szotakova,
B., Vondracek, J., Wsoél, V. (2011): Metabolismus 1é¢iv a jinych xenobiotik. Karolinum.
Praha. ISBN-13: 978-80-246-1917-0.

Smith, B. D., Karp, J. E., Barr, S., Witzig, T. E., Kaufmann, S. H. (2012): Dual
MTORC1/mTORC2 inhibition diminishes Akt activation and induces Puma-dependent
apoptosis in lymphoid malignancies. Blood. 119(2): 476-487.

Sun, S. Y. (2013): mTOR kinase inhibitors as potential cancer therapeutic drugs. Cancer
Letters. 340(1): 1-8.

Studentova, H., Melichar, B. (2010): Novy mechanizmus v 16¢bé karcinomu ledviny:
m-TOR — nova cilova struktura. Onkologie. 4(3): 185-188.

Thomas, G., and Hall, M. N. (1997): TOR signalling and control of cell growth. Curr
Opi. Cell Biol. 9(6): 782-787.

Tsaioun, K., Blaauboer, B. J., Hartung, T. (2016): Evidence-based absorption,
distribution, metabolism, excretion (ADME) and its interplay with alternative toxicity
methods. ALTEX. 33(4): 343-358 .

Viklicky, O., Janousek, L., Balaz, P. (2008): Transplantace ledvin v klinické praxi.
Grada Publishing. Praha. ISBN: 978-80-247-2455-3.

Vrzal, R., Ulrichov4, J., Dvotédk, Z. (2004): Aromatic hydrocarbon receptor status in the
metabolism of xenobiotics under normal and pathophysiological conditions. Biomed
Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub. 148(1): 3-10.

Walsh, C. T., Garneau-Tsodikova, S., Gatto, G. J. (2005): Protein posttranslational
modifications: the chemistry of proteome diversifications. Angew Chem Int Ed Engl.
44(45): 7342-7372.

Yan, Y., Wang, Y., Tan, Q., Hara, Y., Yun, T. K., Lubert, R. A., Xou, M. (2006):
Efficacy of polyphenon E, red ginseng, and rapamycin on benzo(a)pyrene-induced lung
tumorigenesis in A/J mice. Neoplasia. 8(1): 52-58.

56



Yao, J. C., Shah, M. H., Ito, T., Bohas, C. L., Wolin, E. M., Van Cutsem, E., Hobday,
T. J., Okusaka, T., Capdevila, J., de Vries, E. G., Tomassetti, P., Pavel, M. E., Hoosen,
S., Haas, T., Lincy, J., Lebwohl, D., Oberg, K. (2011): Everolimus for advanced
pancreatic neuroendocrine tumors. N. Engl. J. Med. 364(6): 514-523.

Yu, K., Toral-Barza, L., Shi, C., Zhang, W. G., Lucas, J., Shor, B., Kim, J., Verheljen, J.,
Curran, K., Malwitz, D. J., Cole, D. C., Ellingboe, J., Ayral-Kaloustian, S., Mansour, T.
S., Gibbsons, J. J., Abraham, R. T., Nowak, P., Zask, A. (2009): Biochemical, cellular,
and in vivo activity of novel ATP-competitive and selective inhibitors of the
mammalian target of rapamycin. Cancer Res. 69(15): 6232-6240.

Zoncu, R., Efeyan, A., Sabatini, D. M. (2011): mTOR: from growth signal integration
to cancer, diabetes and ageing. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 12(1): 21-35.

Zuber, J., Anglicheau, D., Elie, C., Bererhi, L., Timsit, M. O., Mamzer-Bruneel, M. F.,
Ciroldi, M., Martinez, F., Snanoudj, R., Hiesse, C., Kreis, H., Eustache, F., Laborde, K.,
Thervet, E., Legendre, C. (2008): Sirolimus may reduce fertility in male renal transplant
recipients. Am Jof Transplantat. 8(7): 1471-1479.

Zuber, R., Anzenbacherovd, E., Anzenbacher, P. (2002): Cytochromes P450
and experimental models of drug metabolism. J Cell Mol Med. 6(2): 189-198.

57



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
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transportér, ATP binding cassette subfamily B member 1
aryluhlovodikovy receptor

AhR represor

protein kinase B

persiran amonny

AhR nuklearni translokator

adenosintrifosfat
3-[2,4-bis(3S)-3-methylmorpholin-4-yl)pyrido[5,6-e]pyrimidin-7- yl]-
N-methylbenzamid

basic helix-loop-helix transkripéni faktor

benzo[a]pyren

bovinni sérovy albumin

temsirolimus

komplementarni deoxyribonukleova kyselina

oxid uhlicity

cytochrom P450

DEP domain containing mTOR-interacting protein
6,12-diformylindolo[3,2-b]carbazol

deionizovana voda

Dulbecco’s Modified Eagle’s medium

dimethylsulfoxid

deoxyrubonikleotidtrifosfat

dioxinovy responzivni element

protein kindza soucasti mitogeny aktivované protein kinazové drahy
7-ethoxyresorufin deethylasova aktivita

metoda detekce 7-ethoxyresorufin deethylasové aktivity
FAT-carboxy terminal doména

FRAP-ATM-TTRAP doména

zelezo

6-formylindolo[3,2-b]carbazol

imunofilin s prolyl isometazovou aktivitou

intracellular 12-kDa FK506-binding protein
FKBP12-rapamycin binding doména

gene reporter assay

guanosintrifosfat

heterocyklické aromatické aminy a amidy
Huntingtin-Elongation factor 3-regulatory subunit A of PP2A-
TORL1 repeats

bunééna linie odvozena od hepatoceluldrniho karcinomu

90 kDa heat-shock protein

half maximal inhibitory concentration, koncentrace latky kdy dochazi
k 50% inhibici dané biologické aktivity

insulin-like growth factor

3-(2- amino-5-benzoxazolyl)-1-(1-methylethyl)-1H-pyrazolo[3,4-d]
pyrimidin-4-amin



IRS
MAPKSs
MDR1
MEK1/2
mLST8
M-MuLV
mMRNA
mSinl
mTOR
NADP
NADPH
NF-xB
OATP
OCT
OS1-027
p23
p70S6K
PAH
PAS
PDK1
PI3K
PIKK
PIP2
PIP3
PKC
pras40
protor 1/2
PTM
PVDF
RADO001
Rafl
Rap
raptor
Ras

RH
rictor
RNA
ROH
RPM
RTK
S6K1
SDS
SDS-PAGE

Ser
Serd73
TBS
TCDD
TEMED

insulin receptor substrate

mitogeny aktivované protein kindzy

multidrug resistence 1, p-glykoprotein

protein kinaza soucasti mitogeny aktivované protein kinazové drahy
mammalian lethal with sec-13 protein 8

reverzni transkriptdza

mediatorova ribonukleova kyselina

proline-rich Akt substrate 40 kDa

savCi rapamycinovy cil, serin/threoninova kinaza
nikotinamidadenindinukleotidfosfat — oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfostat — redukovana forma
nuclear factor kappa B

organické anionty pfenasejici polypeptidy

organicky kationtovy pienasec

4,5, 7-trisubstituted imidazo[5,1-f]triazin

ko-chaperon pro Hsp90, prostaglandin E syntasa 3
70-kDa ribosomal protein S6 kinase-1, S6K
polycyklické aromatické uhlovodiky

Per-ARNT-Sim doména

phosphoinositide-dependent kinase 1

fosfatidylinositol 3-kinaza

fosfatidylinositol 3-kinaza ptibuzné protein kinazy
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat

protein kinaza C

proline-rich Akt substrate 40 kDa

protein observed with rictor 1 and 2

posttranslacni modifikace

polyvinylidendifluorid

everolimus

protein kindza soucasti mitogeny aktivované protein kinazové drahy
rapamycin

regulatory-associated protein of mMTOR

p21 protein activator 1

substrat

rapamycin-insensitive companion of mMTOR
ribonukleova kyselina

produkt

otacky za minutu, rychlost rotoru centrifugy
tyrosinkindzovy receptor

ribosomal protein S6 kinase-1

dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného

serin

serin 473, S473

Tris pufr

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
N,N,N’,N'-tetramethylethylenediamin
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Thr
Thr308
Tris
TSC1/2
Tyr

uT
XAP2
XRE

threonin

threonin 308, T308
2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
komplex tuberdzni sklerozy

tyrosin

negativni kontrola (untreated)

aryl hydrocarbon receptor interacting protein
xenobioticky responzivni element
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