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Novy mechanizmus v lécbé karcinomu ledviny:
m-TOR - nova cilova struktura
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Signalni kaskada PI3K/Akt/mTOR je jednou z hlavnich drah podilejicich se na procesu kancerogeneze a tedy i dilezitym cilem onkologické
Ié¢by. Inhibice této drahy se stala slibnym cilem vyzkumu, jelikoz aberace v jednotlivych slozkach této signalni drahy se vyskytuji u Sirokého
spektra nadorovych onemocnéni. Pro svétlobunécny karcinom ledviny je typicka nadmérna exprese HIF-alfa, vedouci predevsim k akumulaci
proangiogennich faktort a nasledné k indukci angiogeneze. Této skutec¢nosti vyuzZivaji v souc¢asné dobé 2 dostupné skupiny Iéka s odliSnym
mechanizmem ucinku. Jedna se o terapii proti VEGF (R), ktera pfedevsim negativné ovliviiuje nddorovou angiogenezi a inhibitory drahy
mTOR, které maji pfimy antitumorozni efekt véetné schopnosti navozeni zastavy bunécného cyklu v G1 fazi a indukci apoptozy.
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New mechanism of action in the treatment of renal cell carcinoma: m-TOR - a novel target

PI3K/Akt/mTOR is a crucial signal transduction pathway taking part in the process of cancerogenesis as well as a target for anticancer
therapy. Inhibition of this pathway has become a promising target for cancer research, since alterations at distinct points of this signal
transduction pathway have been observed in multiple cancer types. HIF-alpha over-expression, typical for renal cell carcinoma, leads to
accumulation of proangiogenic factors and angiogenesis induction. Currently, there are 2 approaches of anticancer management using
different mechanisms of action: anti-VEGF (R) therapy, targeting mostly tumour angiogenesis, and mTOR inhibitors that exhibit a direct

anti-tumour effect leading to cell cycle arrest in G1 phase and apoptosis induction.

Key words: mTOR, mTOR inhibition, HIF-alpha, VEGF (R) targeted therapy.

Uvod

Proteinova kindza mTOR (mammalian target
of rapamycin) hraje vyznamnou roli v bunécnych
procesech, jakymi jsou bunécny rist, proliferace,
prezivani buriky a angiogeneze. Jedna se o se-
rin/threoninovou kindzu o velikosti 289 kDa, kte-
rd je soucasti rodiny fosfatidylinositol-3-kindz
(PI3K). Reaguje na aktudlni environmentalni
podminky prostfedi prostfednictvim integrace
signald z rGstovych faktord, nutrientl a regulace
bunécného cyklu a bunécné proliferace.

Dulezitost mTOR signalizovani také vyplyva
ze skute¢nosti, ze hyperstimulace mTOR kaskady
podnécuje nddorovou pfeménu prostrednic-
tvim zvysené translace mRNA kodujici ristové
faktory, reguldtory bunécného cyklu, proteiny
dulezité pro preziti buriky a angiogenni faktory
(1). Diky svému klicovému postaveni je draha
PI3K/Akt/mTOR jednou z hlavnich drah podi-

lejicich se na procesu kancerogeneze a jeji in-
hibice se stala centrem zajmu vyzkumu a tedy
i dllezitym cilem onkologické lé¢by, obzvIdst
u nadord, u nichz se vyskytuji aberace v dra-
ze mTOR, zpUsobujici jeji nadmérnou aktivaci.
Existuje spousta mechanizmd, které mohou
vést ke zvysené aktivaci mTOR, nasledné pak
podpofe transformace a onkogeneze. Maze
se jednat o amplifikace, mutace nebo ztraty
klicovych regulatord drahy PI3K/Akt/mTOR ve-
douci ke zvyseni bunécného ristu a proliferace,
¢imz se mUze podminit vznik celé fady lidskych
nador( ¢i hereditarnich hamartéz.

Sirolimus, jakozto prototyp mTOR inhibito-
rd, je ester rapamycinu. PGvodné byl izolovan
z pudni bakterie Streptomyces hygroscopicus
na Rapa Nui (dfive nazyvany Velikono¢n{ ostrov)
a identifikovan jako uc¢inné antimykotikum pred
vice nez 30 lety. V rdmci jeho vyzkumu byl po-
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stupné zjistén jeho vyznamny imunosupresivni
efekt, ktery se uplatnuje v transplanta¢ni me-
dicing, a silné antiprolifera¢ni Gcinky na Siroké
spektrum eukaryotickych bunék a v neposledni
fadé jeho protinddorova Gcinnost u lidskych na-
dorovych bunék. Lé¢ba mTOR inhibitory brani
prechodu bunék z faze G1 bunécného cyklu
do faze S, tedy navozuje zéstavu bunécného
cyklu. Negativni vliv mTOR inhibitord na bu-
nécny rlst je zpdsobeny pfedevsim poklesem
syntézy reguldtord bunécného cyklu, napf.
cyklinu D, které jsou nezbytné pro dokonce-
ni buné¢ného cyklu bunky (2). Lé¢ba mTOR
inhibitory m@ze rovnéz za urcitych podminek
indukovat apoptoézu. S postupem doby byly
objeveny dalsi rapamycinové derivéty s vylepse-
nymi farmakologickymi vlastnostmi. V indikaci
metastatického karcinomu ledviny se v soucas-
né dobé pouzivaji everolimus v peroralnf apli-

A4

AFINITOR

(everolimusum) tablety

www.onkologiecs.cz | 2010; 4(3) | Onkologie



Prehledové cldnky

Obrdzek 1. PI3K/Akt signdinf draha
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kaci pro pacienty po selhanf tyrozin-kindzovych
inhibitorG (TKI) a temsirolimus v intravendzni
aplikaci v 1. linii 1é¢by pro pacienty se Spatnou
prognézou dle MSKCC.

V nasledujicim textu se zaméfime na mTOR
signélnf kaskadu, mechanizmy jejiho ovlivnéni
a aplikaci v klinické praxi.

Draha mTOR a jeji regulace

Dréha mTOR mUze byt aktivovéna rdznymi
zevnimi stimuly, jako jsou rdstové faktory, napf.
PDGF (platelet-derived growth factor), EGF (epi-
dermal growth factor), IGF (insulin-like growth
factor) ¢i hormony. Drdha mTOR rovnéz reaguje
na aktualni stav zevniho prostredi, a to prede-
vsim na pritomnost kysliku, nutrientl a stres, je-
likoZ jeji hlavni funkci je regulace proteosyntézy
a tim pro bunku ddleZitych pochodU jako proces
transkripce, translace, degradace proteind a or-
ganizace buné¢ného cytoskeletu.

Draha mTOR je spusténa navazanim ligandu
na membranovy receptor. Signal z cytoplazma-
tické membrany je nasledné pfendsen pomoci
malych molekul s funkcf druhych signélnich pos-
10, jejichZ signdlni aktivita je zavisld na stupni
fosforylace. Jako katalyzator této reakce slouzi
protein PI3K. Klicovym momentem v kaskadé
mTOR je aktivace Akt (proteinkindza B) prostfed-
nictvim phosphatidylinositol-3-kinazy (PI3K),
kterd aktivuje Akt fosforylaci serin/treoninové
proteinkindzy PDK1 (3-phosphoinositide-depen-
dent protein kinase-1). Akt mUze nasledné fos-
forylovat fadu dalsich kindz, napf. mTOR kindzu.
Signalni cesta PI3K/Akt je negativné regulovana
proteinem PTEN (phosphatase and tensin ho-
molog) s enzymatickou aktivitou, ktery defos-
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foryluje PIP 3 na PIP 2 (obrazek 1). Protein PTEN
je produktem tumor supresorového genu PTEN,
pricemz ztrata funkce tohoto genu zplsobena
mutaci nebo epigenetickou modifikaci patfi k asi
nejcastéjsim pficindm hyperaktivace drahy PI3K,
vyskytujicf se u mnoha nddorovych onemocné-
ni. Dalsim negativnim reguldtorem drahy mTOR
jsou tumor supresorové geny tuberdzni sklerdzy
1a2(TSC1aTSC2). Aktivovana Akt zplsobuje
fosforylaci a nasledné destabilizaci komplexu
TSC, kterd vyvold aktivaci drédhy mTOR prostfed-
nictvim malého proteinu Rheb.

Draha mTOR nésledné fidi proces bunéc¢né
replikace prostrednictvim 2 klicovych protein(:
4E-BP1 (translation initiation factor 4E binding
protein 1) a S6K 1 (ribozomalni p70S6 kindza).
Kindza 4EBP1 se fosforylaci uvolni z elF-4E (eu-
karyoticky transla¢ni faktor) a spousti translaci
proteind jako c-Myc, cyklin D1 a HIF (hypoxia-in-
ducible factor). Vysledkem je zvysend produkce
rastovych faktor(, napf. VEGF (vascular endothe-
lial growth facotr), PDGF a TGF (transforming
growth factor). Aktivaci drahy cestou p70S6K1
dochézi naopak k translaci ribozomalnich pro-
teind, elongacnich faktord a dalSich proteind ne-
zbytnych pro pfechod bunky z faze G1 do faze
S bunécného cyklu.

V populacich sav¢ich bunék rozlisu-
jeme 2 typy mTOR komplext — mTORCI
a mTORC 2, pficemz mTOR inhibitory interagujf
vylucné s komplexem mTORCI. Tento komplex
se skldadad z mTOR, raptoru, ktery funguje jako
regulacni protein nezbytny pro fosforylaci S6K
a 4E-BP1,a GBL (G protein 3-subunit-like protein).
Specifickd regula¢ni podjednotka komplexu
mTORC2 se nazyva Rictor. Tento komplex je

zapojen do regulace cytoskeletu a zodpovida
predevsim za fosforylaci Akt.
Mechanizmus téinku
mTOR inhibitora

Rapamycinové derivaty se vazi na intrace-
luldrni receptor FKBP12 a vytvareji komplex, jez
se véze na mTOR prostfednictvim FRB domé-
ny, kterd je specifickd pro subpopulaci mTOR
protein( formujicich multiproteinovy komplex
nazyvany mTORC1. Komplex FKBP12-rapamycin
nerozpozna a nenf tedy schopen inhibovat kom-
plex mTORC2, z ¢ehoz vyplyva, Ze mTORC2 nenf
na mTOR inhibitory citlivy. Vazbou komplexu
FKBP12-rapamycin k FRB doméneé dojde k desta-
bilizaci komplexu mTORC1 a tim k zablokovénf
interakce s jeho substraty 4E-BP1 a S6K (3).

Role mTOR inhibice
v lécbé karcinomu ledviny

Nejcastéjsi molekuldrni abnormalitou u svét-
lobunéc¢ného rendlniho karcinomu je ztrata
tumor supresorového genu VHL (von Hippel-
Lindau), ktera se nachazi u viech hereditdrmich
pfipadl a u asi 50-70% sporadickych (4). Z ji-
nych literdrnich zdrojd jsou tyto Udaje i mno-
hem vyssi. Inaktivace genu v obou aleldch totiz
podporuje vznik nddorového fenotypu. Jedna
alela byva nejcastéji inaktivovana deleci, kterd je
pozorovana u vice nez 90 % sporadickych svétlo-
bunécnych karcinom (5). Zbyvajici alela mdze
byt mutovana bud genovou mutaci (az u 80%
svetlobunécnych rendlnich karcinom), nebo
genovou deaktivaci diky metylaci (5-109% svét-
lobunéc¢nych RCC) (6). Tato dysregulace vede
k nadmérné expresi HIF-alfa, zpdsobujici akumu-
laci jeho efektor a tim ke zvysené angiogenezi,
bunécnému rlstu, pfezivani za hypoxie, lepsi
adaptaci na prosttedi s nizkym pH a nedostat-
kem nutrientd a nakonec k metastazovan.

Za podminek normélniho pfisunu kysliku je
HIF-alfa hydroxylovan enzymy, coz umoznuje
navéazani na wild-type VHL protein (pVHL) a na-
sledné jeho degradaci v buné¢nych proteozo-
mech. PFi hypoxii nebo v situaci, kdy je pVHL
nefunkéni (mutovany), nedochézi k degrada-
ci HIF-alfa, ale jeho akumulaci a translokaci
do bunéného jadra, kde tvoff heterodimer
s HIF-beta/ARNT (obrazek 2). Tento heterodimer
nasledné aktivuje transkripci v mistech DNA
zvanych HRE (hypoxia-responsive elements).
Vysledkem této kaskady je exprese tzv. hypoxi
indukovanych gen( (hypoxia inducible genes)
a tedy produkce sirokého spektra potencional-
né proonkogennich proteint véetné glykoly-
tickych enzym0 a proangiogennich cytokind,



napf. VEGF, PDGF, TGF-alfa (transforming grow-
th factor alfa), glukdzové transportéry (napf.
Glutl), erytropoetin a EGFR (epidermal growth
factor receptor). Tyto rlstové faktory jsou vylu-
¢ovany do extraceluldrniho prostoru a mohou
pUsobit jak parakrinni stimulaci, kdy se navazi
na receptory lokalizované na endotelildnich
¢i stromalnich bunkéch, kde indukuijf jak stro-
malni proliferaci a angiogenezi, tak autokrinnf
stimulaci, kdy interaguji s receptory na nado-
rovych burikach s vlivem na jejich proliferaci
a prezivani.V endotelildnich bunkach, hladkych
svalovych bunkach cévnich stén a pericytech je
mTOR kindza aktivovana cestou VEGFR. Kindza
mTOR je rovnéz aktivovdna mutacemi, které
postihuji geny komplexu tuberézni sklerdzy
(TSC1 a TSC2), ¢imz je zvysena aktivita HIF-alfa
a s tim souvisejici predispozice ke vzniku karci-
nomu ledviny (7). V experimentech se proka-
zalo, Ze inhibice mTOR pfimo snizuje aktivitu
HIF-alfa v pfipadé abnormalni aktivace dréhy
mTOR (7). Syntéza HIF-alfa je tedy ¢astecné
regulované drdhou mTOR a za normalnich okol-
nosti je degradovana produkty VHL genu. U asi
50% renalnich nadord se navic vyskytuje jesté
zvysena aktivace drahy Raf/MEK/ERK.

Vezmeme-li v Uvahu krucidIni postaveni HIF-
alfa v onkogenezi svétlobunécného karcinomu
ledviny, drdha mTOR se pak stava vyznamnym
cilem v jeho terapii. Thomas, et al. prokazali,
ze ztratou funkce genu PTEN se burky rendiniho
karcinomu stavajf citlivéjsi na mTOR inhibito-
ry (8). Existuji viak i svétlobunécné karcinomy
ledviny s wild-type VHL, které reaguji na lécbu
mTOR inhibitory. Je tedy zfejmé, Ze vice faktord
zde hraje roli a celd problematika je podstatné
slozitejsf.

VEGF (R) cilena lééba versus
cilena lécba pomoci m-TOR inhibice
u nemocnych s metastatickym
renalnim karcinomem

Bevacizumab, sunitinib a sorafenib negativ-
né ovliviiuji pfedevsim angiogenezi na Urovni
vaskuldrniho endotelidiniho rdstového faktoru
(VEGF - vascular endothelial growth factor)
a jeho receptoru (VEGFR — vascular endothelial
growth factor receptor). Zcela odlisnym mecha-
nizmem pusobi mTOR inhibitory pfimo na bu-
nécné urovni zastavou bunécného cyklu, indukcf
apoptdzy a rovnéz inhibici angiogeneze.

Bevacizumab je monoklonalni protildtka,
kterd potlacuje nadorovou angiogenezi navéaza-
nim se na VEGF, ¢imZ znemozZnuje jeho interakci
s VEGFR na povrchu endotelidlnich bunék. VEGF
je ucinny proangiogenni faktor, ktery ma vliv

na zvyseni vaskuldrni permeability, proliferaci
a migraci endotelidlnich bunék. Sunitinib a so-
rafenib jsou na rozdil od bevacizumabu malé
molekuly s funkci tyrozin-kindzovych inhibitord
(TKI), které inhibuji tyrozin-kindzovou aktivitu
intraceluldrni domény VEGFR. Sorafenib navic
inhibuje Raf kindzu, kterd je soucasti dalsi dlle-
Zité signdlnf transdukenf kaskady savcich bunék.
Do skupiny anti-VEGFR preparatl spada jesté
pazopanib, axitinib a mnohé dalsi, které jsou
predmeétem klinického zkousent.

Klinickd odpovéd na anti-VEGFR preparaty
neni bohuzel trvald, jeji trvani maze byt i vel-
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mi kratké, fadove tydny aZz meésice, nakonec
se u vetsiny pacientd vyvij rezistence na anti-
VEGFR lé¢bu, doba do progrese se v primé-
ru pohybuje mezi 6-12 mésici. Mechanizmus
této rezistence neni zcela objasnén, uvazuje
se 0 adaptivni rezistenci vyvolané aktivaci al-
ternativnich proangiogennich signdlnich drah,
dalsim moznym mechanizmem mdze byt re-
cruitment vaskularnich progenitorovych bunék
z kostni dfené, ochrana nddorovych cév tésnou
pokryvkou z pericytl nebo zvyseni schopnosti
invaze nadorovych bunék a v neposledni fadé
se mUze rovnéZ jednat o intrinsickou rezistenci

Obrdzek 2. Interakce pVHL a HIF za normalniho pfisunu O, a pfi hypoxii
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vyplyvajici z jiz preexistujici necitlivosti nddoru
na anti-VEGFR terapii (9).

Po selhdnianti-VEGFR strategie se tedy nabizf
otdzka, jak pokracovat v 1é¢bé pacientld s meta-
statickym rendlnim karcinomem. Inhibice drahy
mTOR se v soucasné dobé jevi jako velmirozumné
feseni, coz se i potvrdilo v klinické studii lll. faze
REKORD-1 (REnal Cell Cancer Treatment with Oral
RADOO1 Given Daily), kde se prokdzal vyznam
a ucinnost Ié¢by everolimem po selhani predchozi
anti-VEGFR terapie. Inhibitory mTOR maji totiz od-
lisny mechanizmus Ucinku, a to pfimy antitumo-
rézni efekt, nebot jsou schopny navodit zastavu
bunék v Gl fazi bunécného cyklu a mohou indu-
kovat apoptdzu stejné jako stupriovat transkripeni
aktivitu HIF (10). Inhibitory mTOR navic potlacuj
transkripcni aktivitu HIF v nddorovych burikach,
¢imz redukujf expresi VEGF a nddorovou angio-
genezi prostfednictvim VHL-independentnich
mechanizmd (11). Lé¢ba mTOR inhibitory rovnéz
redukuje VEGF zprostfedkovanou proliferacia mi-
graci endotelidlnich bunék. Tato terapie vykazuje
také zvysenou aktivitu proti vice vyzralé vaskulatu-
fe nadoru na rozdil od anti-VEGFR terapie (11).

mTOR-inhibitory prokazaly v preklinickych
i klinickych studiich velmi slibnou protinddoro-
vou aktivitu. Nekteré aspekty ovlivnéni drahy
mTOR vsak zlstavajf stale nejasné a budou jisté
predmétem dalsiho vyzkumu. Preklinické diikazy
svédcinapfiklad spfse o selektivnim nez globalnim
pUsobenirapamycinu na signalizovani asociované
s mTORCI, coz vyznamné komplikuje identifikaci
pacientd, ktefi by nejvice profitovali z Ié¢by mTOR
inhibitory v monoterapii ¢ kombinaci (12). Komplex
mTORC2, ktery nenina mTOR inhibitory citlivy, zod-
povida predevsim za fosforylaci Akt, coz mUize byt
jednou z pficin snizené odpovédi na lé¢bu mTOR
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inhibitory. Nicméné existuji jiz doklady o tom,
7e mTORC2 je inhibovén pfi dlouhodobé lécbé
mTOR inhibitory (13). Mechanizmus, kterym je této
odpovédi dosazeno, neni jasny, ale predpoklada
se, 7e burika kompenzuje nedostatek mTORCI1
jeho nadprodukcia tim limituje dostupnost mTOR
k vytvareni mTORC2 komplex(. Uvazuje se také,
Ze 1é¢ba mTOR inhibitory by byla rovnéz vice efek-
tivni v kombinaci s jinymi preparaty cilené lécby ¢i
lé¢ebnymi modalitami, napr. s radioterapif, latkami
stépicimi molekulu DNA, inhibitory drdhy RAS/
RAF, inhibitory PI3K, antagonisty IGF-IR (insulin-like
growth factor | receptor) ¢i inhibitory EGFR (epi-
dermal growth factor receptor). V soucasné dobé
je otdzka kombinacni Iécby a jeji mozné aplikace
v klinické praxi pfedmétem vyzkumu.

Zavér

Proteinova kindza mTOR je diky svému kli¢o-
vému postaveni soucasti jedné z hlavnich drah
podilejicich se na procesu kancerogeneze a tedy
i dulezitym cilem onkologické terapie.

Vyznamnym aspektem pouziti inhibitor(
mTOR v klinické praxi je pfedevsim stanovent
si strategie jejich optimalniho pouziti, coz pla-
ti pro viechny prepardty cilené lécby obecné.
Vzhledem k pfitomnosti mnozstvi redundantnich
drah, které ovliviuji nddorovy rist a existenci
vzdjemnych interakci mezi jednotlivymi slozka-
mi téchto signalnich kaskad, se 1é¢ba zamérfena
na jediny cil jevi stéle jako nedostatecnd k navo-
zen( trvalého protinddorového Ucinku u vétsiny
pacient(.V budoucnu bychom se méli pfedevsim
zaméfit na identifikaci charakteristik subpopulact
pacienty, kteff budou nejvice z dané lécby profi-
tovat a v neposlednfi fadé zvazit moznosti lécby
ovlivnénim vice jak jednoho lé¢ebného cile.
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