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Anotace

Tato bakalafska prace se zabyva signalni drahou PI3K/Akt/mTOR a jejimi inhibitory v terapii
nadorovych onemocnéni. PI3K jsou enzymy ucastnici se mnoha bunéénych procest jako je
apoptoza, proliferace, bunétny rast a metabolismus. Deregulace signadlni drahy PI3K
prostiednictvim amplifikace nebo mutace PI3K, ale i dalSich gend signalni drahy, vede ke
vzniku nadorového onemocnéni. Prace poskytuje informace o vSech izoformach PI3K,
signalni draze PI3K/AKU/mTOR a terapeutickém potencialu PI3K inhibitord Vv 1écbé
nadorovych onemocnéni. Velké mnozstvi PI3K inhibitorii je soucasti preklinickych studii a
nékteré z nich byly jiz vybrany pro studie klinické. Prace popisuje zejména vyuziti PI3K

inhibitorta v 16€bé rakoviny prsu, tlustého stieva, prostaty, glioblastomu a melanomu.

Kli¢ova slova

fosfatidylinositol 3-kinazy, inhibitory, karcinom prsu, kolorektalni karcinom, karcinom

prostaty, glioblastom, melanom



Anotation

This bachelor thesis is focused on PI3SK/Akt/mTOR signaling pathway and its inhibitors in
cancer therapy. PI3Ks are enzymes involved in many cellular processes such as apoptosis,
proliferation, cell growth and metabolism. Deregulation of PI3K signaling pathway leads to
oncogenesis due to the amplification, genetic mutation of PI3K gene and the other
components of the pathway. The thesis provides information about all isoforms of PI3Ks,
signaling pathway and therapeutic potential of inhibitors in cancer treatment. A wide range of
PI3K inhibitors have been tested in preclinical studies and some have entered clinical trials.
The thesis describes especially PI3K inhibitors for treatment of breast, colorectal, prostate

cancer, glioblastoma multiforme and melanomas.
Keywords

phosphatidylinositol 3-kinases, inhibitors, breast cancer, colorectal cancer, prostate cancer,

glioblastoma, melanoma



2
3

7

UIVOU. e 13
FOSTatIAYHNOSITONY ..o e 14
FOsfatidyliNOSITOl 3-KINAZY .......cveieiiiiiieiiiiieieeeee e 14
3.1 T PIBK s 15
311 TA A PISK oo 16
312 IBHIda PIBK ..o s 16
3.2 IIFAA PIBK oo 16
3.3 T PIBK ..o 17
Signalni draha PI3K/Akt/mTOR a jeji patogeneze pii nadorovém onemocnéni.............. 19
4.1 AKEVACE PIBK ... 19
4.2 AKIPKB ...ttt 21
4.3 MTOR . 22
A4 PTEN .ottt bbbt 24
Inhibitory signalni drahy PI3K/AK{/MTOR .......cccciiiiiiiiiiiiieee e 26
O.1  PIVIL @ENEIACE .....uviiiiiiiieciec e et 26
5.1 WOIMANNIN ... 26
5.1.2  LY294002 ...ttt 27
5.2 DIUNE ENETACE. ... .cueiiriiiiiiiieii ittt nne s 28
521 PIBKINNIDITOMY .o e 28
5.2.2  DudlIni iNhibitory ....ccviiiiiiiiiiiiie e 30
5.2.3  AKLINNIDITONY ....oiiiiicic e e e s 30
524  MTOR INNIDITOIY....oooiiiiicc e 31
[ T (od [0 1 o] £ PSP 34
6.1  Inhibitory PI3K v preklinickych a klinickych studii u BC ..., 35
Kolorektalni karcinom (CROC) .....ccuviiiiiiiiiiiiie e 37

7.1  Inhibitory PI3K v preklinickych a klinickych studii u CRC..........ccccevveviviieieiinnen, 37



8 KAICINOM PrOSTALY.......eivitiitiitieiieie ettt bbbt 38

8.1 Inhibitory PI3K v preklinickych a klinickych studiich u PC ............ccccoooiiiiiiienn, 39
9 Glioblastoma MUITIFOIME ..o 40
9.1 Inhibitory PI3K v preklinickych a klinickych studii u glioblastomu...............cc....... 40
10 MEIANOM ... 42
10.1 Vyzkum inhibitorti PI3K u 1€Cby melanomu...........ccocveviiiiiiininiienii e, 42
11 Zhodnoceni terapeutického potencialu inhibitori PI3K u nadorovych onemocnéni ....... 45
12 ZAVEL et n e nne e nns 46

13 Seznam pouZité IIEETAUTY ......cciiiiiiiiiiiiiiie e 47



Seznam zKkratek

Akt (PKB)
AR

ATP

BC

CLL
CRC
CRPC
DNA-PK
EGFR
ER

GBM
GPCRs
HER2
HR
IGF-1
IRS1
MTD
mTOR
oS

PC

protein kinaza B

androgenni receptor

adenosintrifostat

rakovina prsu

chronicka lymfaticka leukémie
kolorektalni karcinom
kastracné-rezistentni rakovina prostaty
DNA-dependentni protein kinaza
receptor epidermélniho rastového faktoru
estrogenovy receptor

glioblastoma multiforme

receptory sptazené s G proteinem
lidsky epidermalni receptor 2
hormonalni receptor

inzulinu podobny rastovy faktor-1
inzulin-receptorovy substrat
maximalni tolerovana davka

sav¢i cil rapamycinu

celkové preziti

rakovina prostaty



PDGF
PDK1

PFS
PI-3,4,5-P;
PI-3,4-P,
PI3K
PI-3-P
PIKKs

PR

PSA
Ptdins (PI)
PTEN

RR

RTKSs
TNBC

VEGF

destickovy ristovy faktor
fosfatidylinositol-dependentni kinaza 1
pieziti bez progrese onemocnéni
fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat
fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat
fosfatidylinositol 3-kinaza
fosfatidylinositol-3-fosfat
fosfatidylinositol 3-kinazam-piibuzné kinazy
progesteronovy receptor

prostaticky specificky antigen
fosfatidylinositol

fosfatdza a tenzin homologu

mira odpovedi

tyrosinkindzové receptory
triple-negativni rakovina prsu

vaskuldrni endotelidlni ristovy faktor



1 Uvod

Fosfatidylinositol 3-kinazy (PI3K) jsou enzymy ze skupiny kindz, které prenasi
fostatovou skupinu z donorové molekuly (nejcastéji z ATP) na molekulu cilovou. PI3K se
podileji na regulaci mnoha bunécnych procest zahrnujicich apoptézu, bunécny rust,

proliferaci a metabolismus.

Deregulace signalni drahy PI3K vede k rozvoji mnoha onemocnéni, kam mimo
nadorového onemocnéni mizeme zaradit chronické zanéty, autoimunitni onemocnéni, alergie,
ateroskler6zu, kardiovaskularni a metabolické choroby. PI3K draha je dilezita pro spravnou
funkci organismu a jeji Casta deregulace vedla k vyzkumu PI3K inhibitord. Tato bakalafska
prace se zabyva hlavné PI3K inhibitory pro 1é¢bu nddorového onemocnéni. V soucasné dobé
je testovana Siroka Skala inhibitort signalni drahy PI3K v preklinickych a klinickych studiich.

Nékteré inhibitory byly uz pro 1é¢bu nadorového onemocnéni schvaleny.

Cilem této bakalaiské prace je podat prehled o struktufe a funkci jednotlivych
izoforem PI3K, signalni draze a inhibitorech signalni drahy PI3K s jejich vyuzitim pii 16¢bé
nadorového onemocnéni. Prace je zamécfena predev§im na karcinom prsu, tlustého stieva,

prostaty, glioblastom a melanom.
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2 Fosfatidylinositoly
Fosfatidylinositoly (PtdIns) jsou fosfolipidy pattici do skupiny glycerolfosfolipidi. Ve

své molekule maji na fosfatové skupiné¢ navazany cyklicky alkohol inositol, na kterém
dochazi k fosforylaci fadou kinaz a produkci raznych fosfoinositid. Nejvice jsou zastoupeny
v eukaryotickych bunkéch, kde hraji klicovou roli v regulaci Sirokého spektra bunécnych
procest. PtdIns se podili napiiklad na regulaci vapniku, vezikularnim transportu, bunééném
rustu, déleni a pohybu bunck. Fosforylované lipidy mohou také piisobit jako prekurzory
druhych posli. Nejvyznamnéj$im zastupcem této skupiny je fosfatidylinositol 3-kinaza, ktera

je také nejvice popsana (Kimberley a Lewis 1999; Sasaki et al. 2009).

H

o I

Obr. ¢&. 1 Struktura fosfatidylinositolu (Kimberley a Lewis, 1999)

3 Fosfatidylinositol 3-kinazy

Fosfatidylinositol 3-kinazy jsou enzymy z rodiny lipidovych kinaz. PI3K byly
objeveny v 80. letech 20. stoleti. Jejich funkci je fosforylace inositolového kruhu Ptdins na
pozici 3-OH skupiny. Tyto enzymy jsou rozdéleny do tfi tfid (tfida I, IT a I1I) na zakladé jejich
struktury, substratové specifity, mechanismu aktivace a funkce. Kone¢nymi produkty téchto
tiid jsou fosfatidylinositol-3-fosfat (PI-3-P), fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat (PI-3,4-P,) a
fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (PI-3,4,5-P3; Vivanco a Sawyers, 2002; Engelman et al.,
2006; Bader et al., 2005; Okkenhaug, 2013).

Mizeme se setkat 1 se IV tfidou, kam se fadi enzymy strukturou podobné PI3K, s
oznacenim PIKKs (PI3K-related kinases). Sem patii napiiklad sav¢i cil rapamycinu (mTOR)
a DNA-dependentni proteinkinaza (DNA-PK; Zhao et al., 2017).
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3.1 I1trida PI3K

Fosfatidylinositol 3-kindzy tiidy I jsou heterodimerni enzymy sloZené z katalytické a
regulacni podjednotky. Katalytickd podjednotka se vyskytuje ve CcCtyfech izoforméach
zna¢enych jako pl10a, pl10B, pl10y, pl10d. Izoformy pl10a, pl10B a pl10d jsou
kombinovany s regula¢ni podjednotkou p85; p110y se kombinuje s podjednotkou p101 (Zhao
a Vogt, 2008).

Tato tfida piednostné produkuje fosfatidylinositol-3,4,5-trisfostat  (PIP3)
z fosfatidylinositolu-4,5-bisfosfatu. PIP3 patii k druhym poslim, kde hraji dilezitou roli v
zakladnich buné¢nych reakcich jako je rust bunék, jejich pfeziti, migrace a metabolismus
(Zhao et al., 2017). Dalsimi produkty této tfidy jsou fosfatidylinositol-3-fosfat a
fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat (Engelman et al., 2006).

I ttida PI3K je dale rozdélena na podtiidy IA a IB podle receptort. Podtiida IA je
aktivovana pomoci tyrosinkinazovych receptort (RTKs), zatimco IB pomoci receptorti

sprazenych s G-proteinem (GPCRs; Engelman et al., 2006).

Trida IA PI3K
H'l SH3 IF: P! BH s > SH2 H p110 binding H SH2 F regulaéni podjednotka (p85a/p55a/pS0a, p8SR, pSSy)

[ p85 binding H Ras binding HCZH PIK H Catalytic domain }- katalyticka podjednotka (p110a/p110B, p1108)

Trida 1B PI3K
regulaéni podjednotka (p101, p84, p87PIKAP)

—{ Ras binding H C2 H PIK H Catalytic domain |— katalyticka podjednotka (p110y)

Trida 11 PI3K

e () - I Tvo— . - katalyticka podjednotka
—{ Ras binding H CZH PIK H Catalytic domain H PX H CZ]- (PlK3C2u,PlK3éZB,PIK3C2vJ

Trida Il PI3K
PIK H Cat_alyticdoméih I— katalyticka podjednotka (Vps34)

Obr. ¢&. 2 Struktura jednotlivych téid PI3K (upraveno dle Engelman, 2006)
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3.1.1 IA tiida PI3K

PI3K této podtiidy se skladaji z regulacni podjednotky p85 a katalytické podjednotky
p110. Izoformy regulac¢ni podjednotky oznacujeme jako p85a, p85B, p55y, pS5a, pSOa a jsou
kodovany pomoci geni PIK3R1, PIK3R2 a PIK3R3. P55y se bohaté vyskytuje v mozku a
varlatech. Regula¢ni podjednotka je slozena z domény vazajici p110 (p110-binding domain;
inter-SH2), ktera je obklopena z obou stran SH2 doménami. Izoformy p85a a p85p maji v N-
terminalni oblasti sekvence bohaté na prolin, BH doménu a SH3 doménu (Engelman et al.,
2006).

Izoformy katalytické podjednotky pl110a, pl110B a pl105 jsou kdédovany geny
PIK3CA, PIK3CB,PIK3CD. PIK3CA je jednim znejcastéjSich genli vyskytujicich se
v souvislosti s nadorovym onemocnénim (Okkenhaug, 2013). Katalyticka podjednotka
obsahuje vazebné misto pro Ras protein.Podjednotky P110a a p110p se nachazi ve vSech
tkanich, zatimco p110d je pfednostné exprimovan v leukocytech (Engelman et al., 2006;
Katso et al., 2001).

3.1.2 1B trida PI3K

Podtiida IB je tvofena regula¢ni podjednotkou pl01 a katalytickou podjednotkou
p110. Dvé dalsi izoformy regulacni podjednotky p84 a p87PIKAP byly objeveny az pozdéji
(Engelman et al., 2006). Ttida IB PI3K je aktivovana piimo pomoci GPCR skrze podjednotku
GBy (Liu et al., 2009).

3.2 I tfida PI3K

Ttida II se sklada z jedné katalytické podjednotky p110y, kterd jako substrat vyuziva
fosfatidylinositol (Pl) a fosfatidylinositol-4-fosfat (PI-4-P). Produktem této tiidy je
fosfatidylinositol-3-fosfat (PI-3-P) a fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat (P1-3,4-P;). Pro tuto tiidu
jsou znamé 3 izoformy, PI3KC2a, PI3KC2f, PI3KC2y, které mohou byt aktivovany pomoci
tyrosinkinazovych receptorti (RTKSs), cytokinovych receptort a integrinti (Engelman et al.,
2006; Liu et al., 2009).

Jesté do nedavné doby pattily izoformy tfidy II mezi nejméné prozkoumané PI3K a
znalosti o jejich intracelularnich rolich a mechanismech regulace byly velmi omezené. Bylo
prokdzano, ze PI3K této tfidy se podileji napiiklad na transportu glukoézy, sekreci inzulinu,

bunééné migraci a aktivaci krevnich desti¢ek (Falasca et al., 2017).
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3.3 III tfida PI3K

III tiida PI3K je tvofena pouze jednim zastupcem s katalytickou podjednotkou Vps34
(vacuolar protein sorting defective 34) a regula¢ni podjednotkou Vpsl5 (vacuolar protein
sorting defective 15). Vps34 byl poprvé popsan u Saccharomyces cerevisiae. Produktem této
tiidy je fosfatidylinositol-3-fosfat, ktery je syntetizovan z fosfatidylinositolu (PI) a podili se
na regulaci membranového transportu. Vps34 je vyznamnym reguldtorem autofagie, bunécné
odpovédi na nedostatek zivin, a je nepostradatelny pro spravnou funkci srdce a jater. PI3K
tiidy III se také ucastni syntézy proteinti cestou mTOR (Engelman et al., 2006; Backer, 2008,
Liu et al., 2009, Jaber et al, 2012).
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Tab. 1 Souhrnny piehled vSech tiid PI3K (Jean a Kiger, 2014; Blajecka et al., 2011)

Izoforma Kodujici Substr_a_t ova Bunécna funkce Vyskyt
gen specifita
Trida 1A
Regulacni
podjednotka
p85a, p55a, | PIK3R1 - proliferace
pS0a vSudypiitomné
p85B PIK3R2 Pl - metabolismus
pS5y PIK3R3 - migrace
Pl-4-P N
PI-4,5-P2 " presit
Katalyticka
podjednotka
pl10a PIK3CA - imunita (p1109) p110d predevsim v
pl10B PIK3CB leukocytech
p1103 PIK3CD
Trida IB
Regulacni
podjednotka - zanét
pl101 PIK3R5 - shlukovani
Pl . y o
Pl-4-P trombocyti pfedevsim v
Pl-4 5-P2 _(agre_gace) leukocytech
Katalyticka ’ - imunita
podjednotka
pl10y PIK3CG
Trida I1
Siroka exprese, ale
Katalyticka - vezikularni nejsou
podjednotka Pl transport vSudyptitomné
PI3KC20 | PIK3C2A Pl-4-P © buniénd micrace
PI3KC28 | PIK3C2B © chermotaxe & PI3KC2y predevsim
PI3KC2y | PIK3C2G V jatrech
Trida 111
Katalyticka
podjednotka
Vps34 PIK3C3 - autofagie
Regula¢ni Pl - vezikularni vSudypiitomné
podjednotka transport
Vpsl5 PIK3R4
(p150)
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4 Signalni draha PI3K/AKt/mTOR a jeji patogeneze pri

nadorovém onemocnéni

Fosfatidylinositol 3-kinazy jsou soucasti signalni drahy PI3K/Akt/mTOR. Draha
PI3BK/Akt/mTOR se ucastni mnoha bunéénych procesii zahrnujicich transkripci, translaci,
proliferaci, rast a pieziti bunék. Poruchy v jednotlivych komponentich drahy vedou k
jeji deregulaci a vzniku nadorového onemocnéni. PI3K/Akt/mTOR je druhou nejcastéji
zménénou drahou po p53. Cilend inhibice jednotlivych slozek signalizace mlize byt stézejni

pro 1é¢bu rakoviny (Hassan et al., 2013; Liu et al., 2009; Vara et al., 2004).

PI3K signalni draha ma klicovou roli pfi vzniku nadorového onemocnéni. Odchylky v
signalni draze PI3K/Akt/mTOR se mohou objevit prostiednictvim nékolika mechanismii a
nasledkem toho dochazi k rozvoji mnoha typi rakoviny. Do genomovych aberaci, které
ovliviiuyji signalizaci PI3K, zahrnujeme mutaci somatickych bunék a bunck zarodecné linie,
amplifikaci (zmnozeni) genu, deleci, duplikaci, inverzi, metylaci, snizenou expresi a funkci
PTEN, amplifikaci a mutaci PIK3CA nebo amplifikaci Akt. Signalni draha je aktivovana
pomoci RTK, ale stejné tak pomoci genetické mutace a zmnozenim klicovych komponent

drahy PI3K (Hassan et al., 2013; Engelman et al., 2006; Engelman, 2009).

4.1 Aktivace PI3K

PI3K signalizace miZze byt aktivovana vice cestami — tyrosinkindzovymi receptory
(RTK), integriny, receptory spfazenymi s G proteinem (GPCR) a onkogeny (naptiklad Ras
protein). Izoformy tfidy IA jsou aktivovany RTK nebo Ras, IB pomoci G-proteinu a Ras.

Aktivace tiidy II probiha skrze inzulinové receptory, receptory ristového faktoru a integriny.

protoze katalyzuji tvorbu fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfatu z fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu
(Hassan et al., 2013).

Stimulaci rGstového faktoru a naslednou aktivaci RTKs jsou PI3K tiidy IA navdzany
na membranu. Navdzani na membranu probiha pfimou interakci regula¢ni podjednotky PI3K
p85 s aktivovanymi receptory (napf. receptor pro destickovy rastovy faktor — PDGF) nebo
spojenim s receptory pies adaptorové proteiny (napf. inzulin-receptorovy substrat — IRS1).
Spojeni regulacni podjednotky p85 s RTKs je umoznéno pomoci SH2 domén podjednotky.
Aktivovana katalytickd podjednotka p110 preméni PI-4,5-P, na PI-3,4,5-P;. Pfeménou se

vytvoii vazebna mista pro signalni proteiny, které maji PH doménu. Mezi signdlni proteiny
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patii fosfatidylinositol-dependentni kindza 1 (PDK-1) a Akt (serin-threoninova kinaza), které

nasledné ovliviuji Sirokou Skalu procest (Liu et al., 2009).

Pti patogenezi PI3K mohou byt aktivovany nadmérnou expresi proteinu nebo mutaci v
katalytické pl110 a regulaéni p85 podjednotce. Gen PIK3CA, koédujici katalytickou
podjednotku p110a, je Casto amplifikovan v mnoha typech rakoviny. Jedna se o rakovinu
hlavy a krku, d€lozniho Cipku, Zaludku a rakovinu plic. Bodové mutace v pl10a byly
identifikovany u rakoviny mozku, tlustého stfeva, rakoviny plic a u hepatocelularniho
karcinomu (Hassan et al., 2013; Engelman et al., 2006). Mezi nejcastéj$§i mutace genu
PIK3CA patii E5S45K a H1047R. Ukézalo se, ze zvySuji hladinu PIP3 a tim dochazi k
nadmérné aktivaci Akt (Liu et al., 2009).

Na rozdil od PIK3CA, mutace specifické pro rakovinu nebyly u genu PIK3CB
nalezeny. Ale amplifikaci genu PIK3CB najdeme u primarnich nadori vaje¢niktl a $titné
zlazy (Liu et al. 2009; Kok et al., 2009). Gen PIK3R1, kédujici regula¢ni podjednotku p85a
tiidy IA, je jednim z nejéastéji zménénych genl u nejcastéj$iho a nejmalignéjsiho gliomu

mozku - glioblastomu (Liu et al., 2009).
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Obr. ¢&. 3 Signalni draha I tfidy PI3K (upraveno dle Liu et al., 2009)

4.2 Akt/PKB

Akt se fadi mezi serin/threonin proteinové kinazy. Patii do tfidy AGC kinaz (protein
kinase A/protein kinase G/protein kinase C-like) a stejné jako ostatni kinazy této tiidy
vyzaduje fosforylaci pro svou aktivaci. Gen AKT je bunénym homologem onkogenu V-
AKT, ktery nalezneme u onkoviru AKT8. Rozlisujeme 3 izoformy Aktl, Akt2, Akt3, které
jsou kédované geny PKBa, PKBf a PKBy. 1zoformy si jsou strukturou a velikosti velmi
podobné. Vsechny obsahuji PH doménu a jsou regulovany podobnymi mechanismy (Scheid a
Woodgett, 2001; Hassan et al., 2013; Manning a Toker, 2017).

Po aktivaci PI3K jsou na plazmatické membrané syntetizované PtdIns. Jejich
pfitomnost je diilezitd pro translokaci Akt z cytoplazmy na cytoplazmatickou membranu. Akt
se svou PH doménou interaguje s PtdIns, ¢imz dojde k translokaci, konformaci Akt a odhaleni
aminokyselinovych rezidui. V aktiva¢ni smycce jsou fosforylovana rezidua Thr308 a Ser473
pomoci kinazy PDK-1(3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1) a tim dochazi k
celkové aktivaci Akt (Vanhaesebroeck a Alessi, 2000; Hassan et al., 2013).
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Fosforylovany a aktivovany Akt se odd€li od cytoplazmatické membrany a translokuje
se do rlznych casti bunky (jadra, endoplazmatického retikula, Golgiho komplexu,
mitochondrii), kde se Gi€astni bunénych procesti. Ma vliv na vyvoj bunééného cyklu, pieziti,
metabolismu a migraci bunék. Akt zvySuje pieziti bunék pomoci inhibice apoptozy
prostiednictvim fosforylace FOXO, BD, MDM2, GSK3 a YAP. Podporuje bunécny rust skrze
aktivaci mTOR a zvySuje bunéénou proliferaci regulaci FOXOs a p53. Akt se také podili na
metabolismu lipidi a gluk6zy (Piguet a Dufourt, 2011; Carnero, 2010).

Amplifikace Aktl byla zjisténa u karcinomt zaludku, amplifikace Akt2 byla ve 12 %
pripada rakoviny vajecnikii a 10-20 % ptipadi karcinomu pankreatu. V piipad¢ rakoviny prsu

byly nalezeny amplifikace Aktl i Akt2, u rakoviny prostaty Akt3. Nejcastéjsi je mutace E17K
v PH doméné Akt (Hassan et al., 2013).

4.3 mTOR

mTOR je atypicka serin/threonin proteinova kinaza, které patii do IV tiidy oznacované
jako PIKKs. mTOR existuje ve dvou proteinovych komplexech: mMTORC1 (mammalian target
of rapamycin complex 1) a mMTORC2. mTORCI1 je slozeny z mTOR proteinu, LST8 (lethal
with SEC13 protein 8), PRAS40 (proline-rich Aktl substrate of 40 kDa), Raptor (regulatory-
associated protein of mTOR) a Deptor (DEP domain-containing mTOR-interacting protein).
mTORC2 je tvofen podjednotkami mTOR, mSIN1 (mammalian stress-activated protein
kinase interacting protein 1), mLST8 (mammalian lethal with SEC13 protein 8), Rictor
(rapamycin-insensitive companion of mTOR), Protor (proteins observed with rictor) a Deptor
(Hassan et al., 2013).

Draha mTOR je regulovana rustovymi faktory, dostupnosti zivin a energetickou
zasobou bunék. mTOR je také regulovana dostupnosti aminokyselin a studie naznacuji, Ze se

na tom podili Vps34 (Engelman et al., 2006)

Komplex mTORCI hraje stéZejni roli pfi translaci MRNA pomoci faktori 4E-BP1
(4E-binding protein 1) a S6 kinazy 1 (S6K1). Mimo jiné mTORCI reguluje proliferaci, pieziti
bunék a angiogenezi. mMTORC?2 kontroluje podtiidu kinaz AGC, kam patii Akt (Hassan et al.,
2013; Laplante a Sabatini, 2012).
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Zvysend signalizace mTOR u nddorového onemocnéni je Casto vysledkem mutaci v
signalizaci uzce souvisejici s mTOR. Jedna se naptiklad o amplifikaci genu PIK3CA, ktera
mize kontinualné aktivovat mTOR, ztratu nebo inaktivaci PTEN (Zaytseva et al., 2012).
Aktivita mTORC2 je zvySena v gliomech a souvisi s vysokou expresi rictoru. Nadmérna
exprese rictoru ma za nasledek zvysSené shromazdovani a aktivitu mTORC2 a podporuje

proliferaci, migraci a invazivitu bun¢k gliomu (Masri et al., 2007).

mTOR complex 1 (mTORC1) mTOR complex 2 (mTORC2)

@®

PRAS40

@ [

Obr. ¢&. 4 Slozeni mTOR komplext (Upraveno dle Coquillard et al., 2015)

L
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44 PTEN

Draha PI3K/AKT je negativné regulovana (inhibovana) fosfatdzou a homologem
tenzinu PTEN (phosphatase and tensin homolog). PTEN je lipidova fosfataza, ktera
defosforyluje PI1(3,4,5)P3 na PI(4,5)P2 v pozici 3-OH skupiny. Dochazi k ovlivnéni mnozstvi
PDK1 a Akt na plazmatické membrané a vysledkem je snizeni Akt aktivity. PTEN reguluje
mnozstvi PIP3 a funguje jako nadorovy supresor (Piguet a Dufourt, 2011; Carracedo a
Pandolfi, 2008).

| | Trida | PI3Ks | |

PTEN

|
Ptdins(4,5)P2 oy Ptdins(3,4,5)P3 0"

Obr. ¢. 5 Defosforylace PIP3 (Upraveno dle Liu et al., 2009)

PTEN patii mezi hlavni regulatory signdlni drahy PI3K. Jeho tumor supresivni funkce
je pri¢itana lipidovym fosfatazam, protoze ztrata funkce lipidové fosfatazy PTEN vede ke
zvySeni aktivace drdhy PI3K/Akt/mTOR. Ztrata funkce a aktivity PTEN probiha
prostfednictvim mnoha mechanismi, mezi néz patii mutace, metylace, nestabilita proteinti a

fosforylace.

Bylo dokazano, ze jeho delece a mutace se vyskytuji u mnoha typi narodového
onemocnéni. Jednd se o nadory mozku, mocového méchyte, prsu, prostaty a endometria.
Metylace PTEN byla pozorovana v 69 % piipadi nemalobunééného karcinomu plic. Metylace

promotorové oblasti PTEN je patrna u rakoviny endometria a Zaludku (Hassan et al., 2013).
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Zarode¢né mutace v genu PTEN se mohou projevit dédinymi chorobami jako je

Cowdenova choroba nebo Bannayan-Riley-Ruvalcabantiv syndrom. Pro ob&é nemoci jsou

typické benigni nadory a vysoké riziko vzniku rakoviny (Engelman et al., 2006).

Tab. 2 Vyskyt genetickych zmén v draze PI3K u nadorovych onemocnéni ((Liu et al., 2009; Bhutani

etal., 2013)

Koédujici gen

Geneticka zména

Tkan vyskytu rakoviny/ typ rakoviny

PIK3CA mutace prso, délozni sliznice, tlusté stfevo, horni
(p110a) travici trakt, zaludek, slinivka, vaje¢niky, jatra,
mozek, jicen, plice, melanom, mocové cesty,
prostata, Stitnd zlaza
amplifikace spinocelularni karcinom plic, adenokarcinom
plic, malobunéény karcinom plic,
nemalobunéény karcinom plic, délozni ¢ipek,
prso, hlava a krk, Zaludek, §titna Zlaza, jicen,
délozni sliznice, vajecniky, glioblastom
PIK3CB amplifikace vajecniky, prso
(p110B)
zvySena aktivita a exprese | tlusté sttevo, mocovy méchyt
PIK3R1 mutace glioblastom, vajecniky, tlusté stfevo
(p85a)
AKT1 mutace prso, tlusté sttevo, vajecniky, plice
amplifikace zaludek
AKT?2 amplifikace vajecniky, slinivka, hlava a krk, prso
AKT3 mutace melanom
amplifikace glioblastom
PTEN ztrata heterozygotnosti zaludek, prso, melanom, prostata, glioblastom

mutace

dé€lozni sliznice, mozek, kiize, prostata, tlusté
stievo, vajecniky, prso, hematopoetickd a
lymfoidni tkan, zaludek, jatra, ledviny,
mocové cesty, Stitnd zlaza, slinivka, plice
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5 Inhibitory signalni drahy PI3K/Akt/mTOR

Jak jiz bylo zminéno diive, PI3K signdlni drdha hraje zdsadni roli v bunééném rstu,
proliferaci a pteziti bun¢k a jeji dysregulace vede ke vzniku naddorového onemocnéni. PI3K
jsou rozdé¢leny do tii tiid na zaklad¢ preferovaného substratu, struktury, mechanismu aktivace
a funkce. Ttida I zahrnuje Ctyfi izoformy: PI3Ka, B, v a 6. Kone¢nym produktem této tiidy je
PIP3, ktery iniciuje signalni transdukci, ktera vede k aktivaci serin-threonin proteinové kinazy
AKT a dale aktivaci mTOR. Inhibitory jednotlivych komponent drahy PI3K/AKT/mTOR

byvaji v poslednich letech intenzivné zkoumany (Jin et al., 2017).

Mnoho PI3K inhibitort, které jsou v soucasnosti v klinickém vyvoji, inhibuje vSechny
katalytické podjednotky izoforem I tfidy PI3K, p110a, p110B a p1103, zatimco jiné inhibuji
pouze jednotlivé izoformy. Nicméné zistava nejasné, ktery typ inhibitori bude klinicky
uéinngjsi, zda inhibitory specifické pro danou izoformu (isoform-specific inhibitors), nebo
inhibitory inhibujici v§echny izoformy (pan-inhibitors). PI3K inhibitory mtzeme tedy rozdé&lit
na specifické a nespecifické. Specifické inhibitory umoznuji podavani vyssich davek, coz
vede k Uplngjsi cilové inhibici a snizeni n€kterych toxickych ucinkli pozorovanych u duélnich
inhibitor a pan-inhibitord. (Bauer et al., 2015). Inhibitory mohou inhibovat i ostatni
komponenty signalni drahy, naptiklad duélni inhibitory inhibuji soucastné¢ PI3K a mTOR
(Engelman, 2009).

5.1 Prvni generace

5.1.1 Wortmannin

Wortmannin je pfirodni produkt, izolovany z Penicillium wortmanni. Byl objeveny v
roce 1957 Brianem a jeho spolupracovniky (Wipf a Halter, 2005). Struktura wortmanninu
byla zcela objasnéna az o 15 let pozdé&ji. (Marone et al., 2008). Puvodné byl popsan jako silny
inhibitor respiracniho vzplanuti neutrofili a monocyti (Knight et al., 2007; Liu et al., 2009).

Navzdory omezenim selektivity, wortmannin se ukdzal jako neocenitelny pro ziskéani
informaci ohledn¢ signalni drahy PI3K. Koncentrace, ktera je potiebnd pro inhibici PI3K se

pohybuje v rozmezi 1-100 nM. Pro svou toxicitu je vSak pro 1é¢bu nevhodny.

Nevratna inhibice tfidy I a III PI3K probihd prostiednictvim kovalentnich vazeb
katalytickych mist. Mistem pro kovalentni pfipojeni wortmanninu je lysinovy zbytek, ktery se

nachazi ve vazebném misté ATP katalytické podjednotky p110. Pro inhibici II tfidy PI3K je
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zapotiebi vyssi koncentrace wortmanninu (vice nez 100 nM; Ward et al., 1996). Wortmannin

se mimo jiné ukazal jako G¢inny blokator mTOR (Wipf a Halter, 2005).

; 20 ) \ ]
r wortmannin /
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3
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K*2(p110 PI-3 kinaza) (p110 PI-3 kindza)K®02

Obr. ¢&. 6 Vazba wortmanninu a lysinového zbytku PI3K (Upraveno dle Wipf a Halter, 2005)

5.1.2 LY294002

Inhibitor LY294002, systematickym nazvem 2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-
benzopyran-4-one, je synteticky piipraveny derivat flavonoidu quecertinu (Gharbi et al.,
2007). LY294002 patii mezi kompetitivni inhibitory, kde inhibice probiha na ATP vazebném
misté PI3K. Inhibice je reverzibilni. PI3K inhibuje pfi koncentraci 100 uM. Ukazal se jako
inhibitor s vynikajici chemickou stabilitou v roztoku (Knight et al., 2007).

Tento inhibitor je hojné vyuZivan v bun&tné biologii, stejné jako wortmannin ndm
poskytuje informace ohledn¢ fungovani signalni drahy PI3K (Ward et al., 1996). LY294002 a
wortmannin nedosahly klinickych studii kvuli své toxicité a neselektivnosti (Zhao et al.,
2017).

Obr. ¢. 7 Struktura inhibitoru LY294002 (Denny a Rewcastle, 2014)
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5.2 Druha generace

5.2.1 PI3K inhibitory

Idelalisib pafi mezi nejuc¢innéjsi p1105-selektivni inhibitory PI3K. Muzeme jej najit
také pod nazem Zydelig, CAL101 nebo GS1101. Idelalisib blokuje zakladni signdly BCR (B-
bunécné receptory), které jsou aktivovany pomoci p1103 a jsou dulezité pro leukemické B-
bunky, které jsou na této aktivaci zavislé (Thorpe et al., 2015). Idelalisib nevykazuje Zadnou
cytotoxicitu vici T lymfocytim nebo NK bunikam (Zhao et al., 2017). Dosahl pozoruhodnych
uspéchii v klinickych studiich u pacientt s chronickou lymfatickou leukémii. Inhibitor byl
proto schvéalen pro lé¢bu rtiznych hematologickych malignit, véetné zminéné chronické
lymfatické leukémie (CLL) a B-lymfomu (typ non-Hodgkinova lymfomu; Massacesi et al.,
2016). Idelalisib byl prvni inhibitor PI3K, kterému byla udélena licence pro 1écbu rakoviny
(Zhao et al., 2017).
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Obr. ¢. 8 Struktura idelalisibu (Somoza et al., 2015)
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IP1-145 byl pivodné vyvinut spolecnosti Intellikine se jménem INK-1197. Se
strukturou podobnou Idelalisibu inhibuje PI3Ko, ve vysSich koncentracich ucinné inhibuje
také PI3Ky. Uginng inhibuje cytokiny indukovanou proliferaci bundk CLL bez zjevné
cytotoxicity vici normalnim B- a T-lymfocytim. Klinické vysledky prokéazaly 0Uc¢innost
inhibitoru u indolentnich non-Hodgkinovych lymfoma a CLL. IPI-145 se ukazal také jako

slibny inhibitor pro 1é¢bu autoimunitnich a zanétlivych onemocnéni (Zhao et al., 2017).

BKM120 (buparlisib) firmy Novartis patii mezi pan-inhibitory, které se zamétfuji na
vSechny Ctyfi izoformy I tfidy. Nyni je pfedmétem studie pro 1écbu rakoviny prsu v III fazi
klinickych studii. Jevi se jako slibny pro lécbu rakoviny hlavy a krku, nemalobunééného

karcinomu plic, lymfomu a glioblastomu (Zhao et al., 2017).
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Obr. ¢. 9 Struktura BKM120 (Maira et al., 2012)

BYL719 je dalSim inhibitorem vyvinutym firmou Novartis. M4 vysokou citlivost pro
gen PIK3CA. V soucasné dobé¢ je hodnocen pro 1é€bu rakoviny prsu ve III fazi klinické studie

a ve fazi II pro 1é¢bu rakoviny hlavy a krku a nemalobuné¢ného karcinomu plic (Zhao et al.,

2017).

GDC-0941 byl vyvinut spole¢nosti Gentech strukturalni upravou inhibitoru P1-10364,
u kterého bylo hlaseno, Zze ma nepfiznivé farmakokinetické vlastnosti. GDC-0941 inhibuje
PI3K o, B, 6 a y. Pfi vysokych koncentracich dokaZe inhibovat i mTOR, ale pouziva se jako
selektivni inhibitor PI3K. Inhibitor zastavuje bunécny cyklus v G1 fazi a vyvola apoptézu u
rakovinotvornych bunék. GDC-0941 je v soucasnosti hodnocen pro 1é¢bu solidnich tumort a

non-Hodgkinova lymfomu v I fazi klinickych studii (Zhao et al., 2017).

BAY 80-6946 je vysoce selektivni pan-PI3K inhibitor od firmy Bayer. Narozdil od
ostatnich novych inhibitori se BA-80-6946 podavé intravendzné. Inhibitor je soucasti III faze

klinickych studii pro 1écbu B-bunéénych lymfomu (Zhao et al., 2017).

PX-866 je modifikovand sloucenina zaloZzena na wortmanninu s lepsi stabilitou a
mens$i toxicitou. Jeho inhibice PI3K je nevratnd. V soucCasnosti je testovan pro lécbu

glioblastoma multiforme v II fazi klinické studie (Zhao et al., 2017).

ZSTK 474 syntetizovany firmou Zenyaku inhibuje vSechny Ctyfi izoformy PI3K.
Nyni je v klinické studii faze I/II pro 1écbu solidnich tumort (Zhao et al., 2017).
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5.2.2 Dualni inhibitory
Dualni inhibitory byly piivodné¢ vyvinuty jako inhibitory pouze pro PI3K, ale nasledn¢
se ukazalo, ze nékteré u¢inné inhibovaly mTORC1 a mTORC?2. Schopnost inhibovat PI3K a

mTOR soucasné muze znamenat inhibici celé signalni drahy. (Benjamin et al., 2011).

NVP-BEZ235 firmy Novartis byl vyvinut jako inhibitor PI3Ka, B, & a y. Radi se mezi
dualni inhibitory PI3K/mTOR, protoze se ukazalo, ze umi inhibovat i drahu mTOR. Jeho
inhibice je reverzibilni (Jin et al., 2017). NVP-BEZ235 nyni prochazi hodnocenim II faze
klinické studie pro 1é¢bu rakoviny mocového méchyte, slinivky a nddort perivaskularnich

epitelioidnich bun¢k (Zhao et al., 2017).

GDC-0980 patii mezi inhibitory vyvinuté firmou Genentech. Nyni se ucastni faze II
klinickych studii pro 1é¢bu rakoviny ledvin, prostaty, endometria a prsu (Zhao et al., 2017).

XL-765 firmy Exelixis patii mezi dualni inhibitory s inhibici PI3Ka, B, 6, y a mTOR.
XL-765 zabranuje fosforylaci Akt, p70S6K a S6K. Nyni se hodnoti ve fazi I/II klinické studie

pro pacienty se zhoubnymi novotvary (Zhao et al., 2017).

GSK2126458 vyvinuty firmou GlaxoSmithKline jako dudlni inhibitor PI3K/mTOR. V
soucasnosti je ve fazi I klinické studie pro terapii solidnich tumort, idiopatické plicni fibrozy

a lymfomu (Zhao et al., 2017).

5.2.3 Akt inhibitory
Perifosin byl hodnocen v klinickych studiich u celé fady typd nadort. S vyjimkou
karcinomu ledvinovych bun¢k, sarkomu a Waldenstrémovy makroglobulinémie byly jeho

vysledky pfi uziti jako monoterapie velmi omezené (Richardson et al., 2012)

AZD5363 inhibuje vSechny izoformy Akt. AZDS5363 vyznamné zlepsil
protinddorovou lécbu docetaxelu, lapatinibu a trastuzumabu u karcinomu prsu xenograftl.
Probiha nekolik klinickych studii ve fazi I a II k posouzeni inhibitoru pro 1€cbu rakoviny prsu,

zaludku a prostaty (Nitulescu et al., 2016).

MK-2206 je selektivni alostericky inhibitor Akt, ktery U¢inn€ inhibuje piedevs§im
izoformy Aktl a Akt2, proti Akt3 ma niz$i G€innost. Indukuje zastaveni bunééného cyklu v
G1-fazi a zvySuje apoptdzu. Nékolik studii v I fazi hodnoti MK-2206 samostatné¢ nebo v
kombinaci s HER inhibitory, jako je trastuzumab nebo lapatinib, u riznych typt karcinomu

prsu (Nitulescu et al., 2016).
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Obr. ¢&. 10 Struktura MK-2206 (Nitulescu et al., 2016)

Miltefosin byl hodnocen v klinickych studiich u sarkomu mékkych tkani a
pokrocilého kolorektalniho karcinomu. Nicméné davky potfebné k protinadorovému ucinku
byly pftili§ toxické. Miltefosin samotny i v kombinaci s jinou terapii, se ukazal jako uc¢inny a

pfijatelny pro visceralni a kozni leishmaniézu (Nitulescu et al., 2016).

Navzdory velkému poétu sloucenin, u kterych bylo dokazano, ze inhibuji Akt in vitro i
in vivo, je pouze omezeny pocet téch, které se dostaly do klinického hodnoceni. Miltefosin je
jediny Akt inhibitor schvaleny pro 1éCbu, ale nikoli pro 1é¢bu rakoviny. Na zakladé bunééné
funkce Akt a ucinnosti inhibitord, je hlavnim smérem vyzkuma kombinovana 1écba s jinymi

latkami (Nitulescu et al., 2016).

5.2.4 mTOR inhibitory

mTOR inhibitory rozdélujeme na dvé skupiny: analogy rapamycinu, které ovliviiuji
komplex mTORC1 a ATP kompetitivni inhibitory, které blokuji aktivitu mTORCI1 1
mTORC?2 (Guertin a Sabatini, 2009).

Rapamycin, znamy také jako sirolimus, je pfirodni inhibitor produkovany bakterii
Streptomyces hygroscopicus. Rapamycin ma antifungalni, imunosupresivni a protinadorové
ucinky. Mechanismus u¢inku rapamycinu neni zcela objasnén, ale je znamo, ze v komplexu s
proteinem FKBP12 se rapamycin ireverzibilné navaze na mTORCI a inhibuje jeho kinazovou
aktivitu. Mechanismus inhibice je zachovan i u rapalogi (Zaytseva et al., 2012). V souvislosti
S ramapycinem a jeho protinddorovym uc¢inkem se zacaly komercné vyrabét polosyntetické
analogy rapamycinu, znamé jako rapalogy, které maji vylepsené farmakokinetické vlastnosti

(Benjamin et al., 2011).
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Obr. ¢. 11 Struktura rapamycinu (Benjamin et al., 2011)

Temsirolimus, také znamy jako CCI779, je ve vodé rozpustny derivat esteru
rapamycinu pro peroralni i intravendzni uziti. Byl schvalen pro 1é¢bu karcinomu ledvin (Rini,
2008). Lécba pomoci temsirolimu vede k zastaveni bunééného cyklu ve fazi G1 a inhibuje
agiogenezi tumort snizenim syntézy vaskularniho endotelialniho ristového faktoru (VEGF,

Wan et al., 2006).

HO

Ho%ro,,,,,

Obr. ¢. 12 Struktura temsirolimu (Asati et al., 2016)

Everolimus, jinym jménem RADOO1, se aplikuje se u lécby rakoviny pankreatu,
gastrointestinalni traktu a rakoviny plic. Pouziva se u dospélych s neuroendokrinnimi nadory,
které nelze chirurgicky odstranit. Byl schvalen pro 1écbu rendlnich karcinomu,
neuroendokrinnich nadorti pankreatu a subependymalniho obrovskobunééného astrocytomu

spojeného s tuber6zni skler6zou. V kombinaci s exemestanem se uziva u postmenopauzalnich
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Zen s pokrocCilym karcinomem prsu HR+ a HER2-. Jako imunosupresivum byl schvalen k

1é¢bé proti odmitnuti transplantatu. (Zaytseva et al., 2012; Everolimus, 2018).

H 0 /\/ O/;,,'

Obr. ¢. 13 Struktura everolimu (Asati et al., 2016)
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6 Karcinom prsu

Rakovina prsu je nejcastéjsi rakovinou u Zen a druhou nejcastéjsi pfi¢inou umrti na
rakovinu u zen po rakoviné plic. Mezi pfiznaky patii bulka ¢i ztlusténi v ¢asti prsu nebo
podpazi, vyrazka, zaCervenani a zména velikosti. Rizikové faktory pro vznik onemocnéni
mohou byt dédicné, ale roli hraje 1 zivotni styl, zejména piijem alkoholu zvySuje
pravdépodobnost vyskytu. Karcinom prsu mize postihnout také muze, ale je to méné Casté.
Lécba probihda pomoci nékolika metod, do kterych je zahrnuta operace, radiacni terapie a

chemoterapie (Nordgvist, 2017).

PI3K/Akt/mTOR draha je hlavni signalni drahou v patofyziologii karcinomu prsu.
Zména drahy se odhaduje az na 70 % piipadu rakoviny prsu (Lee et al., 2015). PI3K se vaze
na rizné RTK, véetné¢ EGFR, IGF1R, inzulinového receptoru a HER2, coz vede k jejich
aktivaci a nasledné signalizaci. Mechanismy, které vedou k odchylkdm PI3K drahy u
nadorového onemocnéni zahrnuji mutace a amplifikace PI3KCA, ztratu PTEN a mutace nebo
amplifikace Akt izoforem. Hyperaktivace PI3K drahy vede k zvySeni proliferace, migrace,

invaze, metabolismu, angiogenezi a rezistenci vi¢i chemoterapii (Karla a Nakshatri, 2017).

Typ karcinomu prsu je klasifikovan na zakladé profilu genové exprese nebo
imunohistochemického barveni. Imunohistochemické barveni pouzivané¢ ke klasifikaci
zahrnuje estrogenovy receptor (ER), progesteronovy receptor (PR), lidsky epidermalni
rastovy faktor HER2 a v nékterych ptipadech procento bunek s Ki67 expresi. Podle toho
muzeme karcinomy rozdélit na 4 skupiny: 1) karcinomy s luminalni diferenciaci A (ER-
a/nebo PR-pozitivni, HER2-negativni); 2) karcinomy s luminalni diferenciaci B (ER a/nebo
PR-pozitivni, HER2-pozitivni nebo Ki67 > 14 %); 3) karcinomy s nadmérnou expresi HER2;
4) triple-negativni karcinomy (ER-, PR- a HER2-negativni; Sohn et al., 2016). Kazdy typ
karcinomu muze mit specificky a proménlivy mechanismus zmény drahy PI3K, jehoz
nasledkem jsou odlisné klinické projevy, které vyZzaduji uréitou cilenou 1é¢bu (Cicado a Park,
2012). PI3KCA mutace se vyskytuji pfiblizné u 35 % HR-pozitivni rakoviny prsu, 20 %- 25

% u karcinomu s nadmérnou expresi HER2 a s niz$i frekvenci u TNBC (Lee et al., 2015).
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6.1 Inhibitory PI3K v preklinickych a klinickych studii u BC

Pro cileni na PI3K v rakoviné prsu bylo vyvinuto n€kolik inhibitord. V klinické studii
Ib faze byl pouzit oralni pan-inhibitor BKM120 (buparlisib) v kombinaci s letrozolem u
postmenopauzdlnich pacientek s ER+ metastatickym karcinomem. Byl to prvni klinicky
vyzkum, kde se kombinoval PI3K inhibitor a hormonalni terapie. U dvou pacientek byla
zaznamenana pozitivni reakce na 1é¢bu a téméi 30 % pacientek bylo bez progrese onemocnéni
v prib¢hu 6 mésicii. V soucasné dobé¢ BKM120 je ve dvou pokracujicich studiich III faze a je
uzivan v kombinaci s fulvestrantem nebo placebem u pacientek s ER+, HER2- karcinomem,
jejichz 1écba byla rezistentni k aromatdzovym inhibitoriim a aromatdzovym inhibitorim v

kombinaci s everolimem (Yamomoto-lbusuki et al., 2015; Bahrami et al., 2018b).

Ostatni PI3K inhibitory v preklinickych a klinickych studiich zahrnuji LY294002,
GDCO0032, PI3Ka inhibitor alpelisib (BYL719). Ve studiich jsou zahrnuty i PISBK/mTOR
inhibitory, NVP-BEZ235 a GDC0980. V preklinickych studiich fulvestrant kombinovany s
GDC0980, GDC0032, a GDC0941 inhiboval rast nadortt u MCF-7 (bunécna linie rakoviny
prsu). Kombinace everolimu s tamoxifenem a LY294002 zvysila protinadorové ucinky
samotné¢ho tamoxifenu. Ve fazi I/Il klinického vyzkumu pacienti s pokro¢ilym nebo
metastatickym HER2+ karcinomem, jejichZz 1écba byla rezistentni na trastuzumab, se
pouzivala kombinace BKM120 a trastuzumabu. Dva pacienti (17 %) ¢aste¢né¢ zareagovali na
1é¢bu a u sedmi pacientd (58 %) nenastala progrese nemoci po 6 tydnl. Pacientim s
metastatickym karcinomem ER+/HER2- byla také podadvdna kombinace buparlisibu a
letrozolu. Nejvétsiho u€inku se dosahlo u pacientl s mutaci PI3K i MAP3K. Vysledky studie
IT faze fulvestrantu samotného nebo v kombinaci s pan-PI3K inhibitorem pictilisibem pro
1é€bu metastatické ER+ rakoviny rezistentni na inhibitory aromataz (Al) ukdazaly, Ze
kombinace nijak nezlepSila PFS ani u mutaci PIK3CA, a ani u rakoviny prsu s nemutovanym
genem (wild-type gene). Vyznamného vysledku bylo dosazeno u PR+ pacientl bez ohledu na
mutaci PIK3CA. Vysledek naznacuje, ze PI3K inhibice v kombinaci s hormonovou terapii by

mohla piekonat rezistenci u luminalniho typu A rakoviny prsu.

U pacientl s metastazujicim karcinomem HER2+ a PIK3CA mutaci byla nalezena
nizs§i odezva a PFS na adjuvantni chemoterapii. Ve dvou rozsahlych studiich (GeparSixto a
GeparQuinto) prob¢hla analyza 737 pacientt, ktefi uzivali trastuzumab a lapatinib, anti-EGFR
piipravky nebo kombinaci téchto sloucenin s chemoterapii. Ukazalo se, ze témét 20 % tumort
bylo s PIK3CA mutaci. Mira patologické kompletni odpovédi byla vyrazné nizsi u pacientii s

mutacemi PIK3CA ve srovndni s pacienty s nemutovanym genem. V souladu s témito
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studiemi Il faze vyzkumi (Neo-ALTTO, Neosphere a TBCRCO006) také prokazaly vyrazné
niz§i patologickou kompletni odpovéd’ u tumori s PI3KCA mutacemi ve srovnani s
nemutovanym typem genu. Nicméné v rozsahl¢é studii III faze byly hodnoceny zeny s HER2+
ve stadiu II/III, kde jim byla poddvana adjuvantni chemoterapie s trastuzumabem. V této
studii nebyly zadné rozdily v PFS mezi pacienty s PI3KCA mutacemi a nemutovanym typem
genu. V soucasnosti probihd prospektivni studie II faze (NeoPHOEBE), kde se hodnoti
neoadjuvantni paclitaxel v kombinaci s trastuzumabem a BKMI120 pro 1écbu HER2+

karcinomu v II/III stadiu a snazi se objasnit tyto nesrovnalosti (Bahrami et al., 2018b).

Klinicky vyzkum ISPY-2 pro neoadjuvantni 1écbu hodnotici kombinaci paclitaxelu,
trastuzumabu a Akt inhibitoru MK-2206 zaznamenal rychlejsi odezvu na 1é€bu v porovnani s
uzitim samotného paclitaxelemu a trastuzumabu u pacientll s ¢asnym stddiem karcinomu s
nadmérnou expresi HER2. Oralni podani MK-2206 (135 mg/ tydné) v kombinaci s
paclitaxelem a trastuzumabem je dobie tolerovano a ma slibné protinadorové ucinky u
pacientli s karcinomem s nadmérnou expresi HER2, jejichz 1écba byla rezistentni vici
samotnéhu trastuzumabu. Ostatni Akt inhibitory, AZD5363, GDC0068, a MK2006, jsou v
¢asné fazi klinickych vyzkumii. Vyzkum téchto inhibitord se zaméfil na tumory s deficienci

PTEN a mutaci PIK3CA, Aktl (Bahrami et al., 2018b).

Vysledky studie BOLERO-2 tieti faze vedly ke schvaleni pfidani everolimu (MTOR
inhibitoru) k exemestanu u 1é¢by pacientti s ER+ metastatickym karcinomem prsu, ktery byl
rezistentni vaci inhibitorim aromatdz. Kombinovana lé¢ba vyrazné zlepSila pieziti bez
progrese onemocnéni (progression free survival, PFS). Nicméné dal§i analyza neukdzala
ptinos v celkovém preziti (overall survival, OS). V dalsi studii II faze bylo hodnoceno 50 zen
v II/1II stadiu TBNC, které uzivaly samotny paclitaxel nebo kombinaci paclitaxelu, everolimu
a FEC (fluorouracilu, epirubicinu, and cyklofosfamidu). Pfidani everolimu bylo dobfie
snaseno, nicmeén¢ to nevedlo k Zddnému vyraznému zlepSeni z hlediska miry odpovédi (RR;
48 % oproti 30 % ve prospech everolimu) a patologické kompletni odpoveédi (30 % oproti 26

% ve prospech everolimu).

Mezi dalsi mTOR inhibitory patii AZD2014, ktery inhibuje mTORC1 i mTORC2.
AZD2014 je zkouman v nékolika studiich u pacientd s rakovinou prsu. Ve studiich je
kombinovan s fulvestrantem, inhibitory CDK 4/6 (cyklin-dependentni kindzy), palbociclibem
a fulvestrantem, Akt inhibitorem AZD5363, MEK inhibitorem a dalsimi (Bahrami et al.,
2018Db).

36



7 Kolorektalni karcinom (CRC)

Rakovina tlustého stfeva patii mezi nejCastéji diagnostikovanou rakovinu, nicméné
vzhledem k pokroku ve screeningovych metodach a zlepSeni lécby klesd umrtnost lidi s
kolorektalnim karcinomem. Mezi symptomy karcinomu se fadi krev ve stolici, zdcpa nebo
prijem, bolest a nadymani bficha, pocit plnosti, inava, nevolnost a nevysvélitelnd ztrata
hmotnosti. Rizikovymi faktory jsou starS$i vek, strava bohatd na zivocisné bilkoviny a
nasycené tuky, nedostatek pfijmu vladkniny, vysoka spotieba alkoholu, kolorektalni karcinom

v rodinné anamnéze, obezita, koufeni a nedostatek fyzické aktivity (Nordqvist, 2018).

Nejcastéjsi mutace u kolorektalniho karcinomu jsou KRAS a BRAF. Tyto mutace
vedou k signalizaci drah RAS/RAF/MEK/MAPK a PI3K/Akt, které piispivaji k proliferaci
bunék, inhibici apoptdzy, vzniku metastdz a angiogeneze u CRC. Mimoto byla u CRC
nalezena mutace genu PI3KCA. Studie uvedly, ze koexistence mutace KRAS a PIK3CA vede

ke $patné progndze onemocnéni (Kim et al., 2013).

7.1 Inhibitory PI3K v preklinickych a klinickych studii u CRC

V soucasnosti se dvé studie vénuji inhibitoru BKM120, pan-inhibitoru tiidy I, u
pacienti s CRC. V jedné se kombinuje s panitumumabem a v druhé s irinotecanem.
Nejvétsich vysledka inhibitoru bylo dosazeno u CRC s mutacemi PTEN nebo PIK3CA.
Vyskyt mutaci je ale pod 20 % piipadd, proto je nejlep$im feSenim kombinovana 1écba.
Dal$imi pan-inhibitory PI3K, které se ucastni klinickych studii, jsou GDC-0941 (pictilisib) a
XL147.

Velkou nevyhodou pan-inhibitorta I tfidy jsou silné vedlejsi u€inky v podobé vyrazky,
unavy a hyperglykémie a sniZzeni davek by mohlo vést k neuplné inhibici. Z tohoto divodu
jsou zkoumany dalsi specifické inhibitory s mensi toxicitou a lepsi uplnou cilovou inhibici.
GSK2636771, inhibitor izoformy p110, ma zvlast velky vyznam pro karcinomy s PTEN
deficitem. Je velmi dobrym kandidatem pro dal$i vyzkum inhibice u pacienti s CRC, kde je
vysokd ztrata PTEN. Inhibitor BYL719 a cetumibax s LGX818 jsou v klinické studii faze I,
ktera je zaméfena na 1éCbu pacientl s metastatickym CRC s mutaci BRAF (Bahrami et al.
2018a).

Ve studii Il faze se Gcastnilo 38 pacientil s metastatickym CRC. U téch, kterym byla
podavana kombinace inhibitoru Akt perifosinu (KRX-0401) a capecitabinu, se dosahlo vyssi

ucinnosti 1écby, nez kdyz byl capecitabin podavam samostatné (median Casu do progrese byl
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27,5 tydne oproti 10,1; celkové pieziti bylo 17,7 mésice oproti 7,6 a celkova mira odpovéedi
byla 20 % oproti 7 %). Dal§im inhibitorem Akt, ktery je soucasti klinickych studii, je MK-
2206. V klinické studii I faze byla u inhibitoru MK-2206 nalezena piijatelnd mira toxicity. V
soucasnosti probihaji dvé studie ve II fazi pro pacienty s metastatickym CRC, kde se jim
podava MK-2206 samostatné, nebo v kombinaci s MEK inhibitory (Bendell et al., 2011;
Bahrami et al., 2018a).

Existuje nékolik studii, které se vénuji mTOR inhibitoriim temsirolimu a everolimu u
pacientli s metastatickym CRC. Klinicka studie ve II fazi odhalila urcité klinické vyuziti
kombinace temsirolimu a irinotecanu, ale bylo navrzeno dal§i zkouméni. Uginkem
temsirolimu bylo potlaceni proliferace bunék adenomu, angiogeneze a snizeni velikosti i
poctu polypt. Everolimus byl dobie sndsSen a inhiboval riist u HCT116 (bunécné linie CRC)
xenografti (Bahrami et al., 2018a).

Dualni inhibitor GSK2126458 mél piiznivé G¢inky in vivo i in vitro. Dalsi dualni
inhibitor, ktery byl rozsahle studovan v souvislosti s CRC, je BEZ235.Ve studiich s geneticky
upravenymi zvifecimi modely s nemutovanym typem genu PI3KCA kolorektalniho
karcinomu se ukazalo, ze BEZ235 zptsobuje regresi tumoru, a tim je vhodnym kandidatem
pro 1é¢bu CRC s nemutovanym typem genu PIK3CA. U modelu, do kterého byl vlozen $tép z
pacienta (patient derived xenograft) s RAS-mutaci CRC inhibitor BE235 v kombinaci se
selumetinibem, MEK inhibitorem, stabilizoval nemoc v 70 % pfipadi. V kombinaci s
irinotecanem zptisoboval u CRC apoptdézu bun€k. Nicméné se stale pokracuje ve vyzkumu

molekularniho mechanismu BEZ235 u CRC (Bahrami et al., 20183, Foley et al, 2017).

8 Karcinom prostaty

Rakovina prostaty patii mezi nejcastéjsi typy rakoviny u muzi. Nejcasteji se vyskytuje
u muzil nad 50 let, méné ¢asto u muzi mladSich 45 let. Predstojna zlaza (prostata) hraje roli
pii fizeni moc¢i a produkuje sekret, ktery je soucasti ejakuldtu. Nachazi se pod mocovym
méchyiem a dotyka se stény kone¢niku. U karcinomu v pocatecnim stadiu obvykle nejsou
zadné piiznaky. Nicméné pokud se pfiznaky objevi, tak se nejcastéji jednd o casté,
problémové moceni a krev v mo¢i (Nordqvist, 2017). Rakovina prostaty je detekovana na
zékladé meéfeni mnozstvi prostatického specifického antigenu (PSA) v krvi a néslednou
biopsii prostaty. Moznosti 1é€by je hormondlni terapie, chemoterapie, radikalni

prostatektomie, externi radioterapie a brachyradioterapie (Majumder a Sellers, 2005).
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Aberace PI3K/Akt/mTOR drahy byly zjistény piiblizné u 40 % piipadii casného stadia
karcinomu prostaty a u 70-100 % ptipadt pokrocilého karcinomu. Zejména ztrata PTEN vede
ke konstitutivni aktivaci PI3K drdhy u 30 % primarni a 60 % kastraéné-rezistentni rakoviny
prostaty (CRPC). Aktivace drahy je spojena s rezistenci na androgen-deprivacni terapii a s

progresi onemocnéni (Crumbaker et al, 2017).

8.1 Inhibitory PI3K v preklinickych a klinickych studiich u PC

PI3K spolu s androgennimi receptory (AR) jsou hlavnimi spoustéci karcinogeneze a
progrese u rakoviny prostaty. Prvni volbou pro lé¢bu karcinomu prostaty je hormonalni
terapie, miZe se viak stat, Ze se stane vii¢i hormonélni 16¢b& odolnym (CRPC). Resenim pro
lécbu CRPC by mohla byt kombinaéni terapie zaméfend na PI3K drahu a AR. Soucasné
studie hodnoti protinddorovou aktivitu dvou oralnich inhibitort PI3K dréhy, inhibitoru PI3K
AZD8186 a AKT inhibitoru AZD5363, samostatné i v kombinaci s androgen-deprivacni
terapii. Preklinické hodnoceni AZD8186 a AZD5363 bylo provedeno ve vicenasobnych
PTEN-pozitivnich a PTEN-negativnich bunécnych linii a xenograftd raznych stadii PC
reagujicich na androgenni 1écbu a CRPC. Marques a spol. (2015) testovali 12 lidskych
buné&¢nych linii s PC s inhibitory AZD5363 a AZD8186 in vitro spolu s kombinaci kastra¢ni
terapie a inhibitorG in vivo u mysi s PTEN-negativnimi a PTEN-pozitivnimi xenografty.
Vysledkem eperimentu byla citlivost 10 z 12 bunéénych linii na AZD5363 s IC50 <l mM a 7
z 12 linii na AZD8186. Nejvétsi sensitivitu na inhibitory vykazovaly PTEN-negativni
bunééné linie. In vivo AZD5363 a AZD8186 podavané samostatné inhibovaly rtst PTEN-
negativnich xenograftli ve srovnani s placebem o 60 aZz 66 %. Kombinace obou latek s
kastraci vedla k dlouhodobé regresi naddoru, kterd po ukonceni 1é€by pfetrvavala. Zatimco u
PTEN-pozitivnich modelii vyznamné nevykazovaly protinadorovou aktivitu inhibitory ani
samostatng, a ani v kombinaci s kastraci. Inhibitory AZD8186 a AZD5363 jsou tedy slibnymi
kandidaty pro 1é€bu PTEN-negativnich karcinomu prostaty, zejména v kombinaci s androgen-

deprivacni terapii (Marques et al., 2015).

U studii pan-inhibitord PI3K GDC-0941 a BKM120 bylo prokazano, ze inhibuji
proliferaci in vitro v bunéénych liniich, androgenné nezavislych, PC3 a zastavuji rist nadort
u mysi s xenografty PC3 buné¢k (Bitting a Armstrong, 2013). BKM120 v I fazi klinické studie
byl dobfe tolerovan a ukéazal ptedbéZnou aktivitu u pacienti s pokrocilymi tumory,
zahrnujicimi 1 karcinom prostaty. Je pfedmétem studii v kombinaci s aberateron acetitem a

enzalutamidem pro pacienty s metastatickym CRPC (Claudio, 2016).
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9 Glioblastoma multiforme

Glioblastoma multiforme (GBM, glioblastom) je nejcastéj$i primarni tumor
Vv centralnim nervovém systému. Glioblastom (WHO gr. IV) je charakterizovan rychlym
agresivnim rustem, rozsahlou infiltraci do okolnich tkani v mozku a angiogenezi, ktera
prispiva ke Spatné prognoze. Navzdory rozmanitosti moderni terapie, zahrnujici maximalni
chirurgickou resekci, adjuvantni radioterapii a chemoterapii, je dvouleté relativni mira pteziti
pacientd s GBM piiblizn€ 26,5 % a median celkového pieziti 14-15 mésica (Zhao H. F. et al.,
2017; Hanif et al., 2017).

PI3K draha je zménéna ptiblizné v 70 % ptipadt glioblastomu bud’ deleci PTEN nebo
amplifikaci EGFR a VEGFR. Nadméma exprese EGFR je jednou z nejcastéjSich
signaliza¢nich mutaci u GBM a vede ke zvysené aktivaci drahy PI3K (Mao et al., 2012; Yuan
a Cantley, 2008). Glioblastomy se ¢asto vyskytuji u Cowdenova syndromu, Bannayan-Riley-
Ruvalcabanova syndromu a Lhermitte-Duclosovy nemoci, které mohou byt zpiisobené mutaci
PTEN (Kanu et al., 2009).

9.1 Inhibitory PI3K v preklinickych a klinickych studii u glioblastomu
Standardni terapii pro 1écbu GBM je zafeni a chemoterapeutickd latka temozolomid.
Predpoklada se, Ze cytotoxicita je zplisobena alkylaci DNA, coZ vede k poSkozeni DNA a
smrti nddorovych bunék. Aktivace drahy PI3K/Akt/mTOR vSak mlZe vést k vyvoji rezistence
vici terapii a ztlumeni terapeutického ucinku temozolomidu. Proto inhibitory zaméfené na
PI3K/Akt/mTOR a EGFR se objevily jako moznost potencidlni 1é€by pro pacienty s
glioblastomem. V soucasné dobé¢ je v preklinickych a klinickych studiich hodnocena tada

inhibitorti, bud’ samostatné, nebo v kombinaci s tradi¢ni 1é¢bou. (Li et al., 2016).

Inhibitor BKM120 (buparlisib) je slibnym terapeutickym cilem pro 1écbu
glioblastomu. Ma schopnost proniknout skrze hematoencefalickou bariéru. BKM120 indukuje
zastaveni buné¢ného cyklu v G2/M a apoptdézu v GBM buikach (Zhao, H. F. et al, 2017). U
bunéénych linii (U87, U251, LN229, LN18, D54) a xenografti prokazal protinadorovou
aktivitu bez ohledu na aberace PTEN a EGFR. Synergicka aktivita byla pozorovéna v
kombinaci s temozolomidem u mysich xenografti s mutaci PTEN™" (Massacesi et al., 2016).
Peroralni BKM120 byl dobie sndSen mySmi s U87 intracerebralnimi xenografty a prodlouzil
jejich preziti. Ve studii la fize s maximalni tolerovanou davkou ( MTD, 100 mg/den) u
pacienti s pokroCilymi solidnimi tumory byl BKM120 dobie snaSen a vykazoval
protinadorovy uc¢inek (Wen et al., 2012).
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V 1I fazi klinické studie byl testovan v kombinaci s bevacizumabem (monoklonalni
protilatka proti VEGF) u pacientli s recidivujicim glioblastomem. Pacienti po prvni
radiaci/chemoterapii a chirurgické resekci byli léCeni 60 mg BKMI20 denné s
bevacizumabem 10 mg/kg kazdé dva tydny c¢tyitydenniho cyklu. Lécba pokracovala az do
progrese onemocnéni nebo netolerované toxicity. Studie se ti€astnilo 68 pacientl ve v€kovém
rozmezi 19-77 let a 13 z nich byl diive podan bevacizumab. Mediadn 1é¢by byl 16 tydnii.
Progrese onemocnéni (51 %) a toxicita (13 %) byly nej€astéjSimi divody pro ukonceni 1é¢by.
Celkova mira odpovédi byla 32 %, 18 pacientl (26 %) mélo stabilni onemocnéni. U pacientd,
kterym byl dfive podavan bevacizumab m¢l 1 pacient kompletni odpoveéd’. Median PFS a OS
byl 5,3 mésice a 10,8 mésic. NejcasteéjsSimi vedlejsSimi nezaddoucimi ucinky byla tnava,
hyperglykémie a zvySené ALT. Celkové byla kombinace BKM120 a bevacizumabu dobie
tolerovana a byla pozorovana klinickd aktivita, vCetné pacientli, ktefi pfedtim dostavali
bevacizumab. Studie u pacienti diive 1é¢enych bevacizumabem dale pokracuje (Shih et al.,
2015).

PX-886 je polosynteticky derivat wortmanninu, nevratné¢ inibihuje PI3K
prostiednictvim tvorby kovalentni vazby s PI3K. V gliomovych bunkéch zasadn¢ inhibioval
proliferaci u rtiznych bunéénych kultur s vétsi citlivosti pozorovanou u PTEN-negativnich
bun¢k, kde hodnoty IC50 byly 3x nizs$i nez v PTEN-pozitivnich linich. PX-866 vedl ke
zvySené autofagii a snizil invazivni a angiogenni potencial bunék (Wen et al., 2012). Ve
studii faze II byl 33 pacientiim s recidivujicim GBM byl podévan oraln¢. Byl celkem dobie
tolerovan, ale mira odpovédi byla nizka. U 24 z nich nastala progrese onemocnéni, u 1 byla
zaznamenana castecna odpovéd na lé€bu a 8 pacientli dosahlo stability onemocnéni.

Sestimésiéni median PFS byl 17 % (Zhao, H. F. et al, 2017).
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10 Melanom

Melanom (zndmy také jako maligni melanom) je tumor melanocytd, bunék
neuroektodermalniho pivodu produkujicich pigment melanin. Melanom je nejvice agresivni
forma rakoviny kiize, ¢asto souvisejici s chemorezistenci a hor$i prognézou pacienta (Meier
et al., 2005, Schadendorf et al., 2015; Mozuraitiené¢ et al., 2015). Ptestoze melanomy
nejCasteji postihuji kiizi, mohou postihnout i o¢i, slizniéni povrchy gastrointestindlniho a
urogenitalniho traktu a meningy. Melanomy jsou také nejcastéjSi pfi¢inou diagndzy
metastatické rakoviny neznamého primarniho puvodu (Chin et al., 2006). Melanomy jsou
vysoce metastatické a sekundarni tumory jsou Casto pozorovany v plicich, jatrech a mozku

(Chan et al., 2017).

Aktivace drahy PI3K/Akt/mTOR v melanomu probihd skrze parakrinni nebo
autokrinni rastové faktory nebo ztritou exprese ¢i mutaci negativnich reguldtord drahy
(PTEN). Konkrétn¢ IGF-1 pomdha rustu melanomovych bun¢k v cCasném stadiu prave
aktivaci signalni drahy PI3K/Akt/mTOR (Smalley, 2010). Mutace genu PIK3CA se objevuji

v méné nez 5 % ptipadl, Castéjsi jsou amplifikace AKT3 ve 40-60 % ptipadii a delece a
mutace PTEN v rozmezi 5-40 % (Dahl a Guldberg, 2007).

10.1 Vyzkum inhibitori PI3K u 1é¢by melanomu

Ptiblizné polovina pokrocilych (neresekovatelnych nebo metastatickych) melanomi
vyvoji vemurafenibu, selektivniho inhibitoru BRAF, pozd&ji schvaleného pro I1écbu
pokrocilého metastatického melanomu. Pocatecni uspéch v 1é€bé, kdy dochazelo k regresi
tumoru a zlepSeni kvality zivota, byl vystfidan rezistenci melanomu vici terapii, coz vedlo k
umrti. Bylo zjisténo, ze mechanismus rezistence muze byt zptsoben reaktivaci MAPK drahy
nebo zvysSenou regulaci signalni drahy PI3K/Akt/mTOR (Cheng et al., 2018; Chan et al.,
2017).

Deuker a spol. (2015) pomoci geneticky upravenych modeli mysi (GEM) prokazali,
ze tlumeny PTEN nebo mutacné aktivovany PIK3CA, konkrétné ¢ast H4107R, se podili spolu
s BRAFY® na vzniku metastatického melanomu. Melanomy u my$i s mutacemi
BRAFY®%E/pIK3CA™ ™ rostly pomaleji ne melanomy s BRAFV*™S/PTEN™". Rozdily v
rychlosti ristu jsou pravdépodobné zpusobené rozdilnym rozsahem aktivace signalni drahy
PI3K. Pfi experimentu se pouzivaly inhibitory proti PI3K podjednotkdam pl110a, B, v, o:
pictilisib, taselisib, alpelisib, GSK2636771, AZD6482, IP1145, inhibitor BRAF LGX818 a
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MEK inhibitor GDC0973. Deuker a spol. zjistili, ze pouziti inhibitorti izoforem a, B, v, 6
podjednotky p110 v kombinaci s BRAF inhibitory vedlo nejen k vétsi rychlosti regrese
nadort v melanomovych buiikach, ale také Ze kombinovana 1écba predesla nastupu rezistence

vuci inhibitorim MEK.

Ciotczyk-Wierzbicka a kol. (2018) se vénovali vyzkumu inhibitorti proteinkinaz u
maligniho melanomu, konkrétn¢ LY294002 (PI3K), rapamycinu (mTOR), everolimu
(MTOR). Soucasti vyzkumu byly i inhibitory U0126 (ERK1/2), GDC-0879 (B-RAF) a CHIR-
99021 (GSK3beta), které nejsou predmétem bakalaiské prace. Uginek inhibitorii byl zkouman
u bunéénych kultur WM793 (bunky melanomu, které se rozsitily z epidermis do dermis) a
Lul1205 (metastazované bunky melanomu do plic), od stejného darce. Inhibitory se pouzivaly
v téchto koncentracich: LY294002 — 20 uM, rapamycin — 5 nM a everolimus — 5 nM. Vliv
inhibitort na proliferaci byl hodnocen pomoci testu BrdU ELISA PO 48-72 h. Jejich ucinek
na expresi regulacnich proteini bunééného cyklu: cyklin D1, D3, cyklin-dependentni kindzy
CDK4 a CDK6, a na inhibitory bunécného cyklu: pl6, p21 a p27 byl studovan pomoci

Western blotu.

Pii vyzkumu nepozorovala Ciotczyk-Wierzbicka a kol. (2018) zadny cytotoxicky
ucinek z testovanych inhibitorti proteinkinaz, aktivita LDH v médiu buné€k nepiesahla 3 %.
Metastatickd bunéc¢na linie melanomu Lul205 vykazovala vétsi snizeni proliferace nez u
WM793. Lécba bun¢k Lul205 s inhibitory po dobu 48 hodin vedla ke sniZeni jejich
proliferace v rozsahu 12-34 %. Prodlouzeni doby lé¢by na 72 h u bunééné kultury Lul205
everolimem, rapamycinem a LY294002 vedlo ke snizeni proliferace az o 50 %. Nicméné
nejvetsi inhibice se dosdhlo kombinaci mTOR inhibitoru everolimu a inhibitoru PI3K
LY?294002, které snizily proliferaci metastatickych melanomovych bun¢k Lul205 o 62 %.
Bunkky WM793 v experimentu nereagovaly stejné ucinn€ jako metastatické, 48 hodinova
inkubace neméla témét zadny ucinek na jejich proliferaci, prodlouzeni doby na 72 hodin
vedlo ke snizeni proliferace o 25-30 % u everolimu, rapamycinu i LY294002. Pouziti riznych
kombinaci studovanych inhibitord vedlo k vyssi redukci proliferace bunék WM793, nicméné
nebyla tak vysoka jako u bun€k Lul205. V pfipadé¢ kombinace everolimu a LY294002 byl

pokles proliferace o 36 %.
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Obr. & 14 Uginek inhibitort na proliferaci buné¢k melanomu (A). Uéinek kombinace inhibitord na
proliferaci bun¢k melanomu (B). Proliferace byla vyhodnocovana pomoci testu BrdU ELISA po 48 a
72 hodinach (Ciotczyk-Wierzbicka et al., 2018).

Pro individualni pouziti inhibitoru z vyzkumu Ciotczyk-Wierzbické a spol. (2018)
nejlépe vysly inhibitory mTOR (everolimus i1 rapamycin). Piesto nejlepSich vysledkl u 1écby

melanomu bylo dosaZeno pii kombinaci inhibitorti everolimu a LY294002.
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11 Zhodnoceni terapeutického potencialu inhibitori PI3K u

nadorovych onemocnéni

Terapeuticky potencial PI3K inhibitorti pro pouziti v 1¢cbé nadorového onemocnéni je
velky. Signalni dradha PI3K/mTOR/Akt se totiz stala dilezitym protinadorovym cilem a v
soucasnosti je vyvoj PI3K inhibitori velkym zajmem pro farmaceuticky prumysl. Studie
pouzivajici tyto inhibitory dokazaly, Ze inhibice drahy in vivo a in vitro zpusobuje supresi
bunécné proliferace a apoptézu rakovinotvornych bunck. V klinickych studiich se hodnoti
desitky inhibitori a jsou provadény studie, kde se inhibitory pouzivaji samostatné nebo v

kombinaci s jinymi terapeutiky (Zhao et al., 2017; Osaki et al., 2004).

Nékteré inhibitory byly uz schvaleny pro klinické vyuziti. Temsirolimus k 1écbé
pokrocilého karcinomu ledvin a everolimus pro pokrocilé karcinomy prsu, ledvin,
neuroendokrinni nadory pankreatu a subependymalni obrovskobunéény astrocytom spojeny s
tuberdzni sklerozou (Janku, 2017). Idelalisib, specificky inhibitor PI3K5, byl schvalen
k 16¢bé chronické lymfatické leukémie a B-lymfomu (Zhao et al., 2017).

Inhibitory zaméfené na signalni drahu PI3K/AKU/MTOR v terapii nadorového
onemocnéni mohou byt u¢innéjsi, kdyZz se zkombinuji s jinymi cilenymi inhibitory, napf.

signalni drahy Ras/Rat/MEK/ERK (Engelman, 2009).
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12 Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo shrnuti poznatki tykajicich se PI3K v souvislosti
s nadorovym onemocnénim. Je zde podan piehled o struktufe, funkci a vyskytu jednotlivych
izoforem PI3K. Déle se prace zabyva signalni drahou PI3K/Akt/mTOR, ktera je klicova pro
mnoho bunécnych procest a jejiz deregulace vede ke vzniku nadorového onemocnéni mnoha
typl. Pozornost je vénovana predev§im inhibitorim PI3K, jejich rozdélenim, strukturou a

vlastnostmi.

Prace je zaméfena predevSim na inhibitory signalni drahy PI3K/Akt/mTOR
Vv klinickych a preklinickych studiich u karcinomu prsu, kolorektalniho karcinomu, karcinomu
prostaty, glioblastomu a melanomu. V zavéru prace je zhodnocen terapeuticky potencial

inhibitorii PI3K v 1é€bé nddorovych onemocnéni.
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