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Anotace

Enzym mTOR je proteinkinasa ze skupiny kinas podobnych fosfatidylinositol-3-
kinase (PIKK). mTOR reguluje mnoho bunéc¢nych procest, jako je bunécny cyklus,
metabolismus a proliferace. Je souc¢asti signalni drahy PI3K/Akt/mTOR. Deregulace
této drahy vede ke vzniku lidskych onemocnéni, napft. rliznych druhti rakoviny, ale
ma vliv i na starnuti. Tato prace poskytuje informace o signalni draze
PI3K/Akt/mTOR a dale pak o inhibitorech mTOR, které byly prokdzany jako mozna
léc¢iva v terapii zminénych onemocnéni diky preklinickym a klinickym studiim.
V préci je shrnuto vyuziti téchto inhibitor( v 1é¢bé nadorovych onemocnéni, ale i v
procesu starnuti.

Klicova slova

mammalian target of rapamycin, fosfatidylinositol-3-kinasa, rakovina, rapamycin,
starnuti

Annotation

The mTOR enzyme is protein kinase from the group phosphatidylinositol 3-
kinase-related kinases (PIKKs). mTOR regulates many cellular processes such as cell
cycle, metabolism and proliferation. It is part of the PI3K/Akt/mTOR signaling
pathway. Deregulation of this signaling pathway leads to development of human
diseases for example various types of cancers but it affects the process of aging as
well. The bachelor thesis provides information about signaling pathway
PI3K/Akt/mTOR and about mTOR inhibitors that have been tested in preclinical and
clinical studies as potential drugs. In the bachelor thesis is summarized the use of
these inhibitors in the treatment of cancer but also in the process of aging.
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mammalian target of rapamycin, phosphatidylinositol-3-kinase, cancer, rapamyecin,
aging
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Seznam zKkratek pouzitych v textu

4E-BP1 4E-vazebny protein 1; 4E-binding protein 1

AGC skupina kinas obsahujici rodiny PKA, PKG, PKC

Akt, PKB proteinkinasa B

ATP adenosintrifosfat

Deptor DEP domain-containing mTOR-interacting protein

elF4E eukaryoticky translacni inicia¢ni faktor 4E

EMA European Medicines Agency

FDA Food and Drug Administration

FKBP12 FK506 vazebny protein 12 kDa; FK506 binding protein 12 kDa

FRB domain FKBP12-rapamycin binding domain

GAP GTPase activating protein

GPCR G-proteinové receptory; G-protein-coupled receptor

mLST8 mammalian Lethal with SEC13 protein 8

mSIN1 mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1

mTOR sav(i cil rapamycinu; mammalian target of rapamycin

mTORC1 sav(i cil rapamycinu komplex 1; mammalian target of rapamycin
complex 1

mTORC2 sav(i cil rapamycinu komplex 2; mammalian target of rapamycin
complex 2

PDK1 fosfoinositid-dependentni kinasa 1

PDK2 fosfoinositid-dependentni kinasa 2

PI3K fosfatidylinositol-3-kinasa

PIKK(s) kinasy podobné fosfatidylinositol-3-kinase; phosphatidylinositol
3-kinase-related kinases

PIP2 fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

PIP3 fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat

PRAS40 proline-rich Akt/PKB substrate of 40 kDa

Protor protein observed with rictor

Ptdlns fosfatidylinositol

PTEN fosfatasa a tenzin homologu; phosphatase and tensin homolog

Raptor regulatory-associated protein of mMTOR

Rheb ras homolog enriched in brain

Rictor rapamycin-insensitive companion of mTOR

RTK tyrosinkinasovy receptor; receptor of tyrosine-kinase

S6K1 S6 kinasa 1

TOR target of rapamycin

TOR-KI inhibitory TOR kinasy

TSC1 tuberous sclerosis complex 1

TSC2 tuberous sclerosis complex 2



Uvod

Pii vybéru tématu pro moji bakalarskou praci jsem narazila na problematiku
mTOR. Po nacteni nékolika odbornych ¢lankii mé téma zaujalo, a proto jsem se
rozhodla, Ze se v této praci zaméiim na inhibitory mTOR (mezi nejznamé;jsi patii
rapalogy, tzn. rapamycin a jeho analogy) a jejich vliv v procesu starnuti a 1é¢by
dalSich lidskych onemocnént.

mTOR (mammalian target of rapamycin; v prekladu savéi cil rapamycinu;
v nékterych zdrojich lze nalézt i mechanistic target of rapamycin=mechanisticky cil
rapamycinu) je proteinkinasa o velikosti priblizné 289 kDa, patftici do skupiny kinas
podobnych fosfatidylinositol-3-kinase (PIKK), a ktera je specifickd pro
serin/threonin. mTOR, jako katalytickd podjednotka, je soucasti dvou rliznych
proteinovych komplexi, mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) a
mTORCZ (mammalian target of rapamycin complex 2), sodliSnymi dalSimi

Signalni draha PI3K/Akt/mTOR je hlavnim regulatorem bunécného rlstu a
metabolismu. Deregulace této drahy se podili na vzniku rady lidskych onemocnéni,
jako je rakovina plic, karcinom ledvin, obezita, diabetes a dal$i neurologicka
onemocnéni a genetické poruchy. Signalni draha PI3K/Akt/mTOR je tedy jednou
z hlavnich drah podilejici se na procesu kancerogeneze a tudiZ i centrem zajmu
vyzkumu a cilem onkologické 1é¢by [1, 4].

Z Klinickych studii bylo prokazano, Ze rapamycin a jeho rapalogy jsou ucinné pri
1é¢bé nékterych onemocnéni (rakovina, onemocnéni plic, atd.) a mohou ovlivnit
i proces starnuti [4].

Cilem této prace je napsat reSersi na dané téma a shrnout dosavadni poznatky o
enzymu mTOR, moZnostech jeho ovlivnéni scilem terapie v konkrétnich
onemocnénich a dale pak poznatky o inhibitorech vyse zminéného enzymu s cilem
1é¢by nékterych lidskych onemocnéni.



1 Historie

Enzym mTOR byl objeven pozdéji nez jeho prirozeny inhibitor rapamycin
(sirolimus). Makrolid rapamycin, piivodné izolovany z mikroorganismu
Streptomyces hygroscopicus (Obr. 1), byl nalezen na pocatku 70. let v plidnich
vzorcich Velikono¢niho ostrova (znamy jako Rapa Nui) leZiciho v Jiznim Pacifiku.
Podle tohoto ostrova byla pozdéji také nalezend sloucenina pojmenovana.
Rapamycin ptitahl pozornost diky své schopnosti inhibovat rist Candida albicans
(druh kvasinky, ktery u nékterych lidi zptisobuje Gstni a genitalni houbové infekce)
a dalSich hub. Objev enzymu mTOR se tedy datuje aZ k pozdnim sedmdesatym
létiim. Jiné zdroje zas hovori o tom, Ze mTOR byl objeven az na pocatku 90. let
minulého stoleti [5-7].

Rapamycin je sloucenina schvalena Food and Drug Administration (FDA).
Vyznacuje se protirakovinnymi, imunosupresivnimi a silnymi antifungalnimi
(protiplisnovymi) ucinky. Je to silny a selektivni inhibitor proteinkinasy mTOR [5,
6].

Jako molekularni cil rapamycinu byl u kvasinek popsan protein TOR (target of
rapamycin), u sav¢ich bunék byl identifikovan jeho analog mTOR [8].

Obr. 1: Molekula rapamycinu ze Streptomyces hygroscopicus
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2 Cojeto mTOR?

mTOR je serin/threoninova kinasa patfici do rodiny kinas podobnych
fosfatidylinositol-3-kinase (PIKK). Tato kinasa katalyzuje fosforylaci (ptidani
fosfatové skupiny) na serinovych, nékdy i threoninovych, zbytcich bilkovin. Tento
intracelularni protein rozhoduje o tom, jaké déje budou v bunce probihat, zda
anabolické ¢i katabolické. Jak uz bylo reCeno v uvodu této prace, molekula mTOR
funguje jako regulator bunécného cyklu. Hraje dilezitou roli vbunécéném
metabolismu, dale pak kontroluje energeticky stav buiiky, mnoZeni burky
(proliferaci) a prezivani bunék (nadorovych, endotelovych, fibroblasti a dalSich).
Ma vliv na novotvorbu krevnich kapilar (angiogenezi), v tomto procesu se uplatiiuje
vaskularni endotelovy ristovy faktor (VEGF) a hypoxii indukovany faktor (HIF).
Tyto faktory potiebuje myokard (srde¢ni sval) pro svij rist a remodelaci, aby
zajistil pii zatézi adekvatni perfuzi (priméieny pritok krve myokardem). Produkci
téchto faktorti kontroluje pravé mTOR. V pripadé nedostatku zivin je mTOR
neaktivni a tvorba proteint je inhibovana. V dobé nutri¢niho nedostatku je pomoci
mTOR aktivovana autofagie [1, 8, 9].

Po objevu rapamycinu bylo zjiSténo, Ze tento makrolid inhibuje proteinovy
komplex mTORC1. Ten obsahuje kinasu mTOR, ktera se vyskytuje i u druhého
proteinového komplexu nazvaného jako mTORC2. Tyto bilkovinné komplexy se lisi
svou stavbou, funkcf a citlivosti na rapamycin. V dalsi kapitole se podivdme na jejich
stavebni komponenty a funkci v burice [5, 6].

3 Komplexy mTOR

Po objevu rapamycinu, kdy bylo definovano nékolik jeho vlastnosti a ucinkt
(napf. cytostatické ucinky pisobici vcelé radé bunék, vcetné rakovinnych),
molekularni analyzy ukazaly, Ze se rapamycin vaZe v cytoplazmé na FKBP12
(FK506 vazebny protein 12kDa) a vytvari s nim inhibi¢ni komplex FKBP12-
rapamycin (Obr. 2 - vyznaceno modre). Tento komplex se viZe na FRB doménu
(FKBP12-rapamycin binding domain) na mTOR kinase v mTORC1. Tato doména
je specifickd pouze pro mTORC1, a proto FKBP12-rapamycin inhibuje mTOR
signalizaci mTORC1, avS§ak ne mTORC2 [7, 8, 10].

Z provedenych studii byly objeveny jiz dva zminované proteinové komplexy,
mTORC1 a mTORC2. Hlavnim rozdilem mezi nimi je senzitivita na rapamycin.
mTORC1 je akutné citlivy na rapamycin a ma diilezitou roli pfi regulaci syntézy
proteinti a autofagie, zatimco mTORC2 je rezistentni vii¢i rapamycinu in vivo a podili
se na regulaci kinas skupiny AGC [2, 6, 7].
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Obr. 2: Schéma signalizace bunék souvisejicich s mTOR (pievzato a upraveno
z Ehningeretal 2014) [11]

mTORC1 a mTORC2 maji nékolik shodnych komponent (Obr. 3), jako naptiklad
mTOR proteinkinasu, kterd ptlisobi jako centralni katalytickd slozka. Dale pak
mLST8 (mammalian Lethal with SEC13 protein 8) potrebny pro spravnou funkci
mTOR kinasy a pomaha také stabilizovat interakci mezi mTOR a Raptorem
vmTORC1. Raptor (regulatory-associated protein of mTOR) je dulezity pro
sestaveni komplexu mTORC1, stejné tak jako Rictor (rapamycin-insensitive
companion of mTOR), ktery je vyZadovan pro stabilizaci, identifikaci substratu a
subcelularni lokalizaci mTORC2 na prisluSnd mista plsobeni. Deptor (DEP-
domain-containing mTOR-interacting protein) funguje jako regulacni
podjednotka mTOR v mTORC1 a mTORC2. Subkomplex Ttil/Tel2 je také slozka
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obou mTOR komplexti, mTORC1 a mTORC2, diilezitd ke stabilizaci a sestaveni
komplexti mTOR. Subkomplex Ttil/Tel2 slouZi jako stavebni jednotka i u jinych
kinas ze skupiny PIKK. PRAS40 (proline-rich Akt/PKB substrate of 40 kDa) je
regulacni ojedinéla podjednotka mTORC1 vazajici se na komplex pres Raptor.
mTORC?2 jesté navic obsahuje Protor (protein observed with rictor), ktery se vaze
uvniti komplexu na Rictor, ale neni potfebny pro stabilizaci mTORC2. Dale je
mTORC2 tvofen podjednotkou mSIN1 (mammalian stress-activated protein
kinase interacting protein 1), ktera je vyzadovana pro subcelularni lokalizaci
mTORC2 na plazmatickou membranu a potrebna pro spravnou tvorbu mTORC2 [4-
7,12].

mTORC1 mTORC2

Obr. 3: Struktura proteinovych komplexti mTORC1 a mTORC2 (prevzato a upraveno z
Kimetal 2017) [7]

Na obrazku ¢. 3 (Obr. 3) nalezneme schématické znazornéni dvou proteinovych
komplexti mTOR, mTORC1 a mTORC2. Jsou zde vidét vySe zminované podjednotky
komplexi a navic fakt, Ze rapamycin je alostericky inhibitor mTORC1 (tuto vlastnost
ziskd po navazani se na FKBP12) oproti inhibitortim TOR kinasy (TOR-KI) (Ize vidét
na obrazku 3 - vyznaceno modre), které inhibuji aktivitu obou komplexa (viz kap.

5.1) [7].
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4 Signalni draha PI3K/Akt/mTOR

4.1 Bunécna signalizace

Bunécna signalizace predstavuje burikku komunikujici s okolnimi butikami a
reagujici na podnéty ve svém okoli. Bunikka produkuje do svého okoli signalni
molekuly, témi nejcastéji byvaji hormony. Signalni molekulu rozpoznaji receptory
na povrchu cilové burky, kterd poté prevadi signal pomoci vnitini signalizacni
kaskady, jejimz kone¢nym produktem je odpovéd’ buriky na signal [13, 14].

Bunécna signalizace se déli na mezibunécnou a vnitrobunécnou signalizaci. Pri
mezibunécné signalizaci spolu buriky v organismu navzajem komunikuji, kdeZto u
vnitrobunécné, signalizace probiha v ramci jedné buriky systémem signalnich drah.
Signdlni drahy nebo téz kaskady maji schopnost umozZnovat butice reagovat na
prijaty signal a jsou spojené s mnoha bunétnymi procesy, napi. metabolismus,
proliferace ¢i apoptéza bunék (programovanid bunécéna smrt). Vnitrobunécna
signalizace zahrnuje signalni drahu PI3K/Akt/mTOR [13, 14].

4.2 Prehled signalizace mTOR

Klicovym proteinem, regulujicim hned nékolik signalnich drah, je proteinkinasa
mTOR, ktera je tudiz i atraktivnim terapeutickym cilem. Signalizace mTOR miize byt
iniciovana prostfednictvim ATP, rlstovych faktorli, hormond, aminokyselin ¢i
jinych podnétt, které aktivuji signalni kaskadu PI3K/Akt/mTOR [9, 15].

Signalni drdha PI3K/Akt/mTOR hraje dilezitou roli nejenom pii vzniku
nadorového onemocnénti, ale také pri signalizaci v normalnich buiikdch. Tato cesta
je zapojena do mnoha bunécnych procesii, vCetné proliferace, migrace, adheze,
angiogeneze, transkripce, translace, riistu a preziti bunék. Aktivace této signalni
drahy prispiva k patogenezi mnoha typi nadorovych onemocnéni, coz sméruje
k tomu, Ze cilena inhibice jednotlivych sloZek, vcetné PI3K, Akt, PDK1 (fosfoinositid-
dependentni kinasa 1) a mTOR, miiZe byt moZnou strategii pro 1é¢bu rakoviny [16,
17].

Pocatek signalizace lze strucné popsat takto: molekula mTOR miize byt
abnormalné aktivovana v dlisledku mutaci v genech, které jsou zodpovédné za
,2upstream” signalizaci, jako napft. receptor pro epidermalni riistovy faktor (EGFR)
nebo fosfatidylinositol-3-kinasa (PI3K). Na receptor, ktery je na povrchu cilové
buniky, se navaZe ligand (signalni molekula), ktery se poutd na vazebné misto
cilového proteinu (viz kap. 5.3). Poté se aktivuje fosfytidylinositol-3-kinasa a
proteinkinasa B. PTEN (phosphatase and tensin homolog) naopak inhibuje aktivaci
mTOR a Akt [9, 14].
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4.3 Aktivace PI3K

Lipidova kinasa PI3K je apikalni molekulou signalni drahy PI3K/Akt/mTOR.
Ristové faktory (ligandy vazajici se na receptory) aktivuji oba proteinové komplexy
mTOR, prostifednictvim vazby receptorovych tyrosinkinas (RTK) nebo G-
proteinovych receptori (receptory sprazené s G proteinem; GPCR) a aktivuji
signalni kaskadu PI3K nebo drahu Ras-MAPK, coZ lze vidét na obrazku ¢. 4 (Obr. 4 -
vyznacCeno modre) [7, 9, 14, 18].
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Obr. 4: Signdlini cesta mTOR (prevzato a upraveno z Kim et al. 2017) [7]

Fosfatidylinositol-3-kinasy jsou enzymy fosforylujici 3-OH konec inositolového
kruhu fosfatidylinositolu (Ptdlns) (Obr. 5). Ptdlns jsou fosfolipidy ze skupiny
glycerolfosfolipidli, které maji na fosfatové skupiné navazany cyklicky alkohol
inositol [16, 19].
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Obr. 5: Fosfatidylinositol (PtdlIns)

Aktivovana  fosfatidylinositol-3-kinasa  (PI3K)  katalyzuje  fosforylaci
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP2) ve treti pozici inositolového kruhu.
Produktem této reakce je fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (PIP3) v membrané,
ktery ma funkci druhého posla a spolu s PDK1 aktivuje proteinkinasu B (Akt).
Fosforylace PIP2 na PIP3 je diky PI3K u normalni bunky negativné regulovana
fosfatasou PTEN. Ta defosforyluje PIP3 na PIP2 (Obr. 6 - vyznaceno modie) [7, 18,
20].
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Obr. 6: Schématické zndzornéni inhibice signdlni drahy PI3K/Akt/mTOR (prevzato a
upraveno z Pavel et al. 2013) [18]
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4.4 Akt

Akt je serin/threoninova kinasa, nazyvana také jako proteinkinasa B (PKB), ktera
se fadi mezi AGC kinasy (skupina kinas obsahujici rodiny PKA, PKG, PKC). Stejné
jako ostatni kinasy tridy AGC potrebuje fosforylaci ke své aktivaci. Ta je zajiSténa
pomoci PDK1, avSak tou dojde jen k CasteCné aktivaci. Pro plnou je potieba i
fosforylace Akt pomoci PDK2 (fosfoinositid-dependentni kinasa 2). Akt se vyskytuje
ve tfech izoformach: Akt1, Akt2 a Akt3, ty jsou kédovany geny PKBa, PKBf3 a PKBY.
VSechny 3 izoformy se 1isi jen v nékolika aminokyselinach [17, 21-23].

Fosforylovany a aktivovany Akt se odpoutd od cytoplazmatické membrany a
premisti se do riznych kompartmentt bunky (Golgiho aparat, jadro, mitochondrie,
endoplazmatické retikulum). Zde se castni mnoha bunécnych procesi. Akt ma vliv
na rist bunky skrze aktivaci mTORC1, déle pak zvysuje proliferaci a preziti bunék,
podili se i na angiogenezi a metabolismu glukosy a lipidi [24].

Amplifikace izoforem Akt byla pozorovana u nékterych typua rakoviny. V piipadé
amplifikace Akt1 se jedna o karcinom Zaludku. Amplifikace Akt2 byla zjisténa u 10-
20% pripadd s rakovinou pankreatu a jejich podtypli, u 12% s karcinomem
vajecniki. Amplifikace izoforem Aktl a Akt2 se vyskytla i u rakoviny prsu [17].

4.5 PTEN

Phosphatase and tensin homolog (fosfatasa a tenzin homologu/PTEN) je lipidova
fosfatasa, ktera negativné reguluje drahu PI3K/Akt/mTOR. PTEN defosforyluje PIP3
na PIP2 (Obr. 7) [18, 21, 24].
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Obr. 7: Fosforylace PIP2 na PIP3 (prevzato z Liu et al. 2009) [21]
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PTEN funguje jako dtlezity nddorovy supresor a ztrata jeho funkce mtize vést ke
zvySené aktivaci drahy PI3K/Akt/mTOR. Ztrata funkce PTEN a jeho aktivita
vrakoviné se miize projevit diky nékolika mechanismtim, jako je napf. mutace,
methylace, nestabilita a fosforylace proteinti [17, 21, 25].

Bylo dokazano, Ze mutace a delece PTEN se vyskytuje u mnoha typt nddorového
onemocnéni, jako je karcinom prostaty, prsu, moc¢ového méchyte, mozku a déloZni
sliznice (endometria) [17].

4.6 TSC1/TSC2

Dalsi klicovou komponentou v signalizaci mTOR je protein TSC1/TSC2 (tuberous
sclerosis complex 1/tuberous sclerosis complex 2). TSC1/TSC2 je zndm jako tumor
supresorovy komplex a je to heterodimer proteini hamartinu (TSC1) a tuberinu
(TSC2). Ve zdravych buiikach tyto dva proteiny integruji riistové signaly a informace
o energetickém stavu, aby tak zajistili spravny priibéh bunéc¢nych procest, jako je
napriklad bunécny riist. Proteiny TSC1 a TSC2 kéduji geny TSC1 a TSC2. Mutace
téchto geni zplisobuje dominantné autozomalni onemocnéni - tuberézni sklerézu.
Tato nemoc je charakterizovana hamartomy, tzn. benignimi tumory (nezhoubné
nadory). Hamartomy se vyskytuji v organovych systémech, véetné mozku, srdce,
ledvin, plic a kiize. Interakce mTOR s komplexem TSC1/TSC2 vedla ke klinickému
pouZziti neptimych inhibitortit mTOR v terapii 1é¢by tuber6zni sklerézy [20, 26-28].

Komplex proteinti TSC1/TSC2 je diky aktivité GAP (GTPase activating protein)
negativnim reguladtorem mTORC1. Komplex téchto dvou proteind aktivuje GAP,
aktivovany GAP se navaze na Rheb (ras homolog enriched in brain), vznika GTP-
Rheb protein (GTPazova aktivita Rheb). Nastava hydrolyza, pti které Rheb pomoci
TSC1/TSC2 méni aktivni guanosintrifosfat (GTP) na neaktivni guanosindifosfat
(GDP). Po aktivaci drahy PI3K fosforyluje Akt tuberin (TSC2), coZ ma za nasledek
naruseni komplexu TSC1/TSC2, ktery ztraci svou regulac¢ni funkci a timto zptisobem
dojde k aktivaci mMTORC1 pomoci Rheb (Obr. 4 - na obrazku ¢. 4 vyznacCeno Cervené)
[20, 28].

4.7 S6K1 a4E-BP1

Pokud dojde k preneseni signalu z mTOR, tak se fosforyluji a zaroven i aktivuji
dva zasadni ,downstream” proteiny, a to S6K1 (S6 kinasa 1) a 4E-BP1 (4E-binding
protein 1). 4E-BP1 se podili na regulaci translace, inhibuje eukaryoticky transla¢ni
iniciacni faktor 4E (elF4E) a tvori s nim komplex. Po fosforylaci 4E-BP1 je schopen
uvolnit e[F4E. Tento proces vede k primé iniciaci translace a ovliviiuje tak bunény
rust i cely bunécény cyklus [20, 29].
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5 MoZnost 1écby lidskych onemocnéni
prostirednictvim inhibitori mTOR

Signalni draha PI3K/Akt/mTOR je hlavnim reguldtorem bunécného rlistu a
metabolismu. Deregulace této drahy se podili na vzniku rady lidskych onemocnéni,
jako je karcinom plic a ledvin, diabetes, obezita a dal$i neurologicka onemocnéni a
genetické poruchy. Z klinickych studii bylo prokazano, Ze rapamycin a jeho analogy
(tzv. rapalogy) jsou ucinné pri lécbé téchto onemocnéni a mohou ovlivnit i proces
starnuti [4].

5.1 Primé a neprimé inhibitory mTOR

mTOR inhibitory Ize rozdélit na 2 skupiny: piimé a nepiimé. Mezi nepiimé
inhibitory patfi rapamycin a jeho analogy, které ovliviiuji pouze komplex mTORC1
(rapamycin po navazani se na FKBP12 miiZe alostericky inhibovat mTORC1) oproti
piimym inhibitoriim TOR kinasy (TOR-KI) blokujicim katalytickou aktivitu obou
komplext (Obr. 3) [6, 7, 18].

Do neprimych inhibitord fadime rapamycin (sirolimus) a jeho analogy, coz jsou
temsirolimus, everolimus, ridaforolimus (difive nazyvan jako deforolimus),
zotarolimus a 32-deoxy-rapamycin [2, 18].

Primé inhibitory jsou nizkomolekularni chemické slouceniny, konkrétnéji ATP-
kompetitivni inhibitory TOR kinasy (kompetitivné inhibuji vazbu ATP u obou
komplexii), kam spadaji inhibitory, jako jsou napt. PP242 (Torkinib), Torin 1 a 2,
inhibitory Ku, atd. [6, 7, 18, 30].

V dalsi kapitole se podivime na nékteré inhibitory a jejich vyuZiti v terapii
onemocnénti.

5.1.1 Neprimé inhibitory mTOR - Rapamycin a jeho analogy

Rapamycin (v klinice nazyvan jako sirolimus; obchodni nazev - Rapamune) je
velmi vyuZivana sloucenina ve vyzkumu starnuti a 1é¢by dalSich onemocnéni. Pro
zlepSeni farmakokinetiky 1éciva, a také za ucelem zvySeni ucinnosti a specifity, bylo
syntetizovano nékolik dal$ich rapalogii (analogli rapamycinu) [2].

Mechanismus ucinku je u vSech rapalogl stejny, avsak neni zcela znam. Nejprve
se rapamycin (sirolimus) navaze v cytoplazmé na intracelularni protein FKBP12, se
kterym vytvaii inhibi¢ni komplex FKBP12-rapamycin. Tento komplex ,obsadi“
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oblast C-konec mTOR kinasy v mTORC1, nazyvanou jak FRB doména, a dochazi tak
k selektivni inhibici funkce mTORC1. Inhibi¢ni komplex FKBP12-rapamycin
inhibuje fosforylaci vybranych substratii, které by po fosforylaci prenasely signal
dale (tzv. ,downstream" proteiny, napi. S6K1 nebo 4E-BP1). Vysledny efekt piisobi
na bunéc¢né funkce, napt. zastaveni déleni bunék ¢i potlaceni syntézy proteinti a
iniciace autofagie. Komplex FKBP12-rapamycin se miiZe také vazat na kalcineurin,
kdy vyslednym efektem je imunosupresivni ucinek (vyuziti v transplantacich).
Rapamycin a jeho analogy se klinicky vyuzZivaji bud’ jako protirakovinna léciva
(ptisobenim pires mTOR) nebo Castéji jako imunosupresivni l1éc¢iva [8, 10, 11, 31-36].

Rapamycin/sirolimus byl pivodné popsan jako antibiotické c¢inidlo. JakoZto
prvni latka ze skupiny nepiimych mTOR inhibitord, byl ziskan z mycelia ptidniho
mikroorganismu Streptomyces hygroscopicus vroce 1975. VyznacCoval se
antifungalnimi ucinky na houby rodu Candida, Trichophyton a Microsporum.
Rapamycin je peroralni latka s nizkou biologickou dostupnosti. Vyznacuje se také
antiproliferativnim uc¢inkem, ktery byl testovan na mysich a lidskych rakovinnych
bunécnych linii. Kvili jeho Spatné chemické stabilité a rozpustnosti ve vodé byl
vyloucen z klinického hodnoceni jako protirakovinné 1é¢ivo a misto ného bylo
syntetizovano nékolik jeho (polosyntetickych) analogii [2, 5, 6, 8, 18, 31-33].

Mezi derivaty rapamycinu radime everolimus, temsirolimus, ridaforolimus,
zotarolimus a 32-deoxy-rapamycin (Obr. 8). Tyto analogy sdili centralni
makrolidovou chemickou strukturu, li$i se pouze substituentem R v poloze C40
struktury rapamycinu (lze vidét na obrazku 8). Maji také stejny mechanismus
ucinku [2, 18, 27, 31-33].

“SOH rapamycin
_ Ny OH ; _ o./ ridaforolimus
R = ,JJJO/\/ everolimus R = ; P
(0]
Q N
_ s - SNy °N zotarolimus
R= % O)J\E\OH temsirolimus ~ * : N_ ¢

OH

Obr. 8: Derivdty rapamycinu
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Everolimus (RAD001) (obchodni nazev - Afinitor) je analog rapamycinu, ktery
je v poloze C40 modifikovany O-(2-hydroxyethyl)ovou skupinou. Temsirolimus
(CCI779) (obchodni nazev - Torisel) je ester rapamycinu a
dihydroxymethylpropionové kyseliny, ktery, na rozdil od ostatnich inhibitort této
skupiny, je prolécivo. Jeho esterova vazba se v organismu rozstépi a uvolni se tak
vlastni uc¢inny rapamycin. Temsirolimus byl navrZzen ktomu, aby zvySoval
rozpustnost rapamycinu, tudiZz muiZe byt podavan nejen peroralné, ale i
intraven6zné. Ridaforolimus (AP23573) (dfive nazyvan jako deforolimus) je
derivat kyseliny fosfinové. Oproti temsirolimu neni proléc¢ivem, ma stabilni
esterovou vazbu, kterd se nesStépi. Zotarolimus ma ve své strukture molekulu
tetrazolu [9, 18, 31-33].

Tyto rapalogy se vyznacuji, vii¢i rapamycinu, vyssi biologickou dostupnosti,
priznivéjSimi farmakologickymi a farmaceutickymi vlastnostmi, lepSi chemickou
stabilitou, zvySenou rozpustnosti ve vodé a krat$im biologickym poloCasem
(everolimus 24-35 h, temsirolimus 13-25 h, ridaforolimus 45-74 h, oproti
rapamycinu 60 h) [33, 37, 38].

Rapamycin a jeho analogy byly Kklinicky testovdny v mnoha terapeutickych
oblastech. Rapamycin je slou¢enina schvalena Food and Drug Administration (FDA),
ktera se (stejné jako ostatni rapalogy) zprvu pouzivala jako vysoce ucinna
imunosupresivni latka v prevenci rejekce (neprijeti transplantatu organismem)
transplantovanych orgdnii, napt. ledvin, srdce nebo jater. Pozdéji tyto latky nasly
vyuziti i jako protirakovinné slouceniny, v roce 2007 byl temsirolimus schvalen
FDA a EMA (European Medicines Agency) jako protinadorové 1éc¢ivo. Naptiklad
ridaforolimus byl testovan proti sarkomiim (zhoubny nador pojivové tkané) [5, 6, 8,
9,18, 31, 32, 39].

Nepiimé inhibitory vykazuji pfi poddvani pomérné nizkou toxicitu, avSak
zplsobuji i nékteré nezadouci ucinky. Kviili jejich imunosupresivnimu d¢inku mtize
dojit krlznym infekcim a ke koznim onemocnénim. Dale maji rapalogy
hepatotoxicky ucinek, zplsobuji také unavu, nauzeu, zvraceni, hypertenzi,
hyperglykemii, priijem, stomatitidu, atd. . Rapalogy jsou spojeny i s plicni toxicitou
[31, 32].

Rapamycin a jeho analogy byly rozsahle studovany, a i kdyz jsou klinicky slibné,
vysledky téchto studii poukazuji na urcité vazné nevyhody téchto latek, napr. Ze
alostericky ptlisobi pouze na jeden z mTOR komplexi (mTORC1) v ramci signalni
drahy PI3K/Akt/mTOR. JelikoZ je enzym mTOR soucasti signaliza¢ni drahy s PI3K,
byly vyvinuty také dualni inhibitory PI3K/mTOR. Ty by mély mit teoreticky
zvySenou ucinnost, protoze tuto signdlni drahu blokuji na dvou riznych mistech
soucasné (viz kap. 5.3) [18, 32, 34].
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5.1.2 Primé inhibitory - ATP-kompetitivni inhibitory

Piimé inhibitory jsou chemicky piripravené latky, které (narozdil od neprimych
inhibitori) necili na FKBP12, ale ptimo inhibuji katalytickou aktivitu kinasy mTOR
v obou komplexech (mTORC1 a mTORC2). Tyto inhibitory se kompetitivné vazi na
misto ATP v mTOR a vykazuji rozsahlou a selektivni inhibici signalu mTOR. Diky
tomu, Ze blokuji i mTORC2, nemiZe dojit kderegulaci signalni drahy
PI3K/Akt/mTOR. Primé inhibitory se vyznacuji antiproliferativnimi ucinky i
v bunéc¢nych modelech vykazujici necitlivost vii¢i rapalogim [6, 7, 18, 27, 31, 32].

Mezi nejznaméjsi ATP-kompetitivni inhibitory mTOR patfi napr. PP242
(Torkinib) (Obr. 9), tato pyrazolopyrimidinova sloucenina byla mezi prvnimi
syntetizovanymi latkami. Jeji derivat INK128 (pozdéji prejmenovany na MLN0128)
(Obr. 9), vyvinuty firmou Intellikine, je testovan ve 25 klinickych studiich v terapii
pokrocilych solidnich tumort. Ve stejné kategorii byly objeveny také Torin 1 a Torin
2 (Obr. 9). Tyto slouCeniny syntetizovala chemicka laborator Nathanael Grey na
zakladé plivodni struktury chinolonu 1 (chemoterapeutikum), Torin 2 se vyznacuje
lepsi stabilitou a biologickou dostupnosti. Slouceniny PP242 a Torin 1 maji silny
inhibi¢ni uc¢inek na bunécnou proliferaci a vykazuji mnohem vétsi ucinky nez
rapamycin. Dale byly pripraveny laboratoii KuDOS Pharmaceuticals latky Ku-
0063794 (Obr. 9) a Ku-0068650 s velkym antiproliferacnim potencidlem proti
bunkach karcinomu in vitro. Do pfimych inhibitori patfi také napt. slouceniny
PP30, 0SI-027, palomid-529, AZD8055, AZD2014, WAY-001 a jeho derivaty WAY-
600, WYE-687 a WYE-354, TAK-228 nebo CC-223. Nékteré znich lze vidét na
obrazku ¢. 9 (Obr. 9). AZD8055 a AZD2014 jsou oralné biologicky dostupné
slou¢eniny odvozené od inhibitorti Ku. C4st z vy$e zminénych inhibitor v sou¢asné
dobé postoupila do klinického testovani faze I/l u neoplastickych (nadorovych)
onemocnénich [18, 30-32, 40, 41].

Pouziti téchto inhibitort v predklinickych a klinickych testech ukazalo znacny
ucinek, ale vyvolalo také obavy z neZddoucich ti¢inkii - toxicity. Tyto inhibitory jsou
ATP-kompetitivnich inhibitori se testuji bud’' v preklinickych nebo klinickych studii.
Ve studiich faze [ vykazovaly inhibitory tolerovatelnou toxicitu. INK128 a AZD2014
byly tspésné v klinickych studiich faze I1 pti 1é¢bé nddorovych onemocnéni. BohuzZel
zadny z téchto inhibitori doposud nedokoncil klinické studie faze Il nebo nebyl
schvalen k vyuziti v praxi [27, 30, 31, 41].
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5.2 mTOR inhibitory v terapii starnuti

Starnuti je soucet onemocnéni, ktera souvisi se zvySujicim se vékem, od piiznaki
vrasek a presbyopie (,stafecka vetchozrakost”) az po mrtvici a nadorova
onemocnéni. Starnuti organismu je spojeno se starnutim bunék, které je z ¢asti
zavislé na mTOR. Aktivni enzym mTOR zplisobuje systémové hyperfunkce, které
jsou také spojeny se starnutim: napft. zvysSeny Krevni tlak (hypertenze), zvySena
agregace krevnich desticek (hyperagregace), zvySena hladina cukru v krvi
(hyperglykémie), zvétSeni organi (hypertrofie) a dalsi. Tyto hyperfunkce poskozuji
organy s nasledkem ztraty nékterych bunécnych funkci. Dochazi tedy tzn. k
gerokonverzi, coZ je prechod organismu z klidového stavu do faze starnuti [42-44].

V poslednich desetiletich byla Kklinickymi studiemi ukazana mozZnost, Ze
rapamycin a jeho derivaty mohou prodlouZit Zivot tim, Ze oddali ndstup onemocnéni
souvisejicich s vékem a také, Ze zpomaluji starnuti [44, 45].

Rusky védec Michail Blagosklonnyj studoval rapamycin v souvislosti se
starnutim. Tvrdil, Ze pokud rapamycin ptisobi protirakovinné, mohl by zpomalovat
i proces starnuti. Rapamycin a jeho rapalogy testovala v souvislosti se starnutim
také firma Novartis. Zjistila, Ze rapamycin u mysi snizZuje ridnuti kosti spojené se
starnutim, omlazuje srdce a dokonce dokaze zvratit priibéh Alzheimerovy choroby.
V roce 2009 bylo prokazano, Ze rapamycin dokaze prodlouzit Zivot u mysi. Védci ho
béhem studie podavali my$im starym 20 mésict. Zivot samcii se prodlouZil 0 9%, u
samic 0 14% [42, 45, 46].

Prekazkou pfi klinickém testovani rapamycinu, jako l1é¢iva na starnuti, je jeho
imunosupresivni efekt, tzn. potlaceni €innosti imunitniho systému, pro ktery je
vyuzivan v transplantacich. Pfi podavani rapamycinu star$im pacientiim z hlediska
1é¢by starnuti se ukazalo, Ze se starsi organismus oslabuje a to mtze vyvolat Zivotu
nebezpecnou infekci. Na druhou stranu, v roce 2014 vysla studie, ktera poukazovala
na experiment vykonanych na dobrovolnicich v Australii a na Novém Zélandu, ktery
spocival v1écbé pomoci derivatu everolimu. Everolimus zlepS$il imunitni systém
starSich pacientli, avSak pokud byl podavdn v omezenych davkach. Kromé
rapamycinu je jako l1ék sucinky proti starnuti zvaZzovan i metformin, ktery
pravdépodobné také ucinkuje skrze inhibici drahy PI3K/Akt/mTOR [45].

Metformin je Siroce pouZivané antidiabetikum schvalené FDA k1écbé diabetu
typu II. Metformin aktivuje drahu AMPK, coz nakonec zpusobuje inhibici drahy
mTOR a inhibici fosforylace ,downstream“ proteini mTORC1, S6K1 a 4E-BP1.
Védecké studie naznacuji, Ze metformin prodluzuje délku Zivota Cervi, hlodavci a
Caenorhabditis elegans (hlistice). Zabranuje také vzniku onemocnéni souvisejicich
se starnutim u lidi. V dnesSni dobé je tedy zvaZovan jako moZny 1ék proti starnuti.
Kombinace rapamycinu a metforminu je studovana také pro lécbu narodovych
onemocnéni [18, 42, 43,47, 48].
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5.3 Novagenerace: RapaLink-1 a dualni inhibitory PI3K/mTOR

Kromé piimych a nepfimych inhibitori mTOR byl neddvno vyvinut inhibitor
pojmenovany jako RapaLink-1. Jedna se o kombinaci pfimého inhibitoru mTOR
(ATP-kompetitivniho inhibitoru mTOR) a rapamycinu v ramci jedné molekuly (Obr.
10). To umoziiuje slouceniné soucasné interagovat s FRB doménou mTORC1 a i ATP
vazebnym mistem mTOR kinasy. RapaLink-1 ma (narozdil od rapamycinu) také
schopnost inhibovat aktivitu kinasy mTOR v komplexu mTORC2, avSak presné
molekularni mechanismy nejsou jesté plné objasnény. Vysledky studii naznacuji, Ze
RapaLink-1 je u€innéjSi nez primé i neprimé inhibitory mTOR. Probihaji ale také
preklinické studie s cilem zjistit, zda ma ¢i nema RapaLink-1 imunosupresivni
ucinky. RapaLink-1 byl také navrZen jako mozna nova alternativa k 1écbé
alkoholismu (AUD) [30, 32, 40, 49].

Obr. 10: Molekula RapaLinku-1 [50]

Dal$imi inhibitory, které potlacuji aktivitu mTOR, jsou dudlni inhibitory
PI3K/mTOR, které ale navic jesté inhibuji PI3K. Teoreticky by mély mit zvySenou
ucinnost, protoZe signalni drahu PI3K/Akt/mTOR blokuji na dvou riznych mistech
soucasné. V porovnani s rapalogy by mohly mit lepsi t¢inky v protinadorové 1é¢bé,
protoZe inhibuji PI3K zarovent s mTOR. Oba cile jsou soucasti jedné signalni drahy
podporujici rist rakovinnych bunék, a proto je vyhodné je obé inhibovat zaroveri.
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Prikladem dudlnich inhibitort mtiZe byt sloucenina s k6dovym nazvem PI-103 (Obr.
12), coZje mala synteticka molekula tiidy pyridofuropyrimidinu. PI-103 nikdy nebyl
preveden do klinickych studif, hlavné diky jeho rychlému metabolismu in vivo. Jeho
derivaty PI-450 a PI-620 vykazuji lepsi farmakokinetické vlastnosti nez ptivodni
molekula. Nejuspésnéjsim inhibitorem Kklinickych studii, spadajici do této skupiny,
je asi NVP-BEZ235 (dactolisib) (Obr. 11) se strukturou imidazochinolinu, ktery
vykazuje silnou protinadorovou aktivitu in vivo. Jeho uc¢inek miiZe byt dale zvySen
kombinaci s inhibitory MEK/ERK. Vykazuje také vétsi antiproliferacni ucinky nez
alostericky inhibitor mTOR everolimus ve vSech testovanych rakovinovych
bunéc¢nych liniich. Do klinického hodnoceni faze I1/II, stejné jako dactolisib,
postoupily i slou¢eniny GDC-0980 (apitolisib) a PKI-587 (gedatolisib) (Obr. 11).
Dal$imi piiklady dudlnich inhibitori mohou byt napi. GSK2126458, XL765
(voxtalisib), SF1126, WJD008 nebo GNE477. Voxtalisib (Obr. 12) byl uspésny
v klinickém hodnoceni faze II pri 1écbé riznych typl karcinomi. Navzdory
ocekavani a i pres to, Ze dactolisib vykazuje vyssi uc¢innost nez everolimus, dualni
inhibitory PI3K/mTOR ukazaly v klinickych studiich omezenou u¢innost a obavy z
toxicity, naprt. nevolnost, prlijem, zvraceni, vyrazka, hyperglykémie, selhani jater a
dalsi [30-32, 41].

)

NS
N~ lN/ / N
I Y
HoN N OH
o)
Dactolisib (NVB-BEZ235) Apitolisib (GDC-0980)
)
N
N)\N o)
ST
ﬁN N o) r\()\
OJ NJ\N N/
H H |

Gedatolisib (PKI-587)

Obr. 11: Dudlni inhibitory PI3K/mTOR
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6 Diskuze a zavér

Terapeuticky potencial mTOR inhibitort pro pouziti v1écbé lidskych onemocnéni
je pomérné Siroky. Signadlni draha PI3K/Akt/mTOR se stala dilezitym
protinddorovym cilem a v soucasnosti je vyvoj mTOR inhibitort velkym zajmem pro
farmaceuticky priimysl. Signalni draha PI3K/Akt/mTOR reguluje buné¢ny rist a
metabolismus a je aberantné aktivovana u celé rady nadort. Pfic¢iny patologické
aktivace signalni drahy mohou byt rizné, disledkem napft. delece PTEN nebo
amplifikace Akt [4, 18].

Mezi dosud nejzndméjsi inhibitory mTOR patii rapamycin a jeho rapalogy.
Rapamycin je prvni objeveny inhibitor mTOR a spolu s jeho derivaty byl schvalen
pro vyuziti v praxi jako protirakovinné lécivo, castéji vSak rapalogy nalezneme
v prevenci rejekce transplantovanych organii. V souc¢asné dobé jsou zvaZovany i
jako moZna léc¢iva s uCinky proti starnuti. Naproti tomu ATP-kompetitivni inhibitory
jsou stale jesté v klinickém hodnoceni. Nedavno byla také objevena nova generace
mTOR inhibitort nazyvana jako RapaLink-1, u které byla prokdzana vyssi ti¢innost
vici rapalogim a ATP-kompetitivnim inhibitorim. V rdmci signaliza¢ni drahy byly
vyvinuty dudlni inhibitory PI3K/mTOR, které by teoreticky mély mit zvySenou
ucinnost neZz ostatni inhibitory mTOR, protoZe signalni drahu PI3K/Akt/mTOR
blokuji na dvou riznych mistech zaroven. Nékteré z nich postoupily do klinického
hodnoceni, avsak vykazaly omezenou ucinnost a nezadouci ucinky. Ackoliv se mtize
zdat, Ze je 1é¢ba pomoci mTOR inhibitort velmi efektivni, tak se ale stale nachazi
v rané fazi vyvoje kvili probihajicim klinickym studiim [27, 31, 32, 49].

V souvislosti se signalni drahou PI3K/Akt/mTOR byly také objeveny inhibitory
PI3K a inhibitory Akt, které blokuji kinasu PI3K a Akt v ramci signalni drahy. Prvni
syntetické inhibitory PI3K byly LY294002 a wortmannim, které bohuZel nikdy
nedosahly klinického hodnoceni kviili jejich Spatnym vlastnostem (vysoka jaterni
toxicita, nizka rozpustnost, Spatna biologicka dostupnost). Mezi inhibitory Akt patii
napft. perifosin, ktery byl z této skupiny nejlépe prozkouman, nebo MK-2206 [18, 33].

Vramci této bakalarské prace byly shrnuty poznatky o enzymu mTOR a jeho
inhibitorech v terapii lidskych onemocnéni a starnuti. Je zde podan piehled o objevu
rapamycinu a mTOR, struktuie komplexi mTORC1 a mTORC2 a signalni draze
PI3K/Akt/mTOR. Dale se prace zabyva inhibitory mTOR. Nalezneme tu jejich
rozdéleni a vliv v terapii onemocnéni a jejich souvislost se starnutim. V zavéru prace
popisuji také dualni inhibitory PI3K/mTOR a nové objevené inhibitory - RapaLink-
1.
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