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Abstrakt:

Prace se zabyva charakteristikou mTOR a jeho tucCasti na regulaci iniciace translace.

yooe e .

......

faktor 4E (elF4E) hraje dulezitou roli pfi kontrole iniciace translace. Aktivita eI[F4E proteinu
je regulovana represorovymi proteiny z rodiny 4E binding proteins (4E-BPs). Navazani téchto
proteinii na elF4E je regulovano stavem jejich fosforylace. Aby doSlo k uvolnéni 4E-BP1
z elF4E musi dojit k fosforylaci na Ctyfech fosforylaénich mistech (Thr37, Thr46, Ser65
a Thr70). Prace ptfindsi formou reSerSe i prehled nékterych dalSich d&jt, které se u mTOR

drahy vyskytuji.

Kli¢ova slova: mTOR, regulace, iniciace translace

Abstract:

My bachelor thesis deals with the effect of mTOR pathway to different processes in the cell.
In particular, it focuses on the influence of translation initiation. mTOR protein is part of two
complexes, which occur in different organisms — mTORC1 and mTORC2. Eukaryotic
initiation factor 4E (elF4E) plays an important role in controlling translation initiation. The
activity of elF4E protein is regulated by family of repressor 4E-binding proteins (4E-BPs).
Linking these proteins to elF4E is regulated by their phosphorylation state. For the release of
4E-BP1 from elF4E, phosphorylation must occur at four phosphorylation sites (Thr37, Thr46,
Ser65 and Thr70). The study also covers some of the other events that occur in

the mTOR pathway.
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1 Uvod

Pfi rozhodovéni, na jaké téma budu psat bakalatkou praci, jsem v odborné literatuie
narazila na zajimavé ¢lanky o mTOR draze. Pfedev§im mé pak zaujal vliv mTORCI
a mTORC2 na ostatni déje v buinice. Proto jsem se rozhodla, Ze se v této praci pokusim
shrnout informace o struktute, funkci a regulaci téchto komplexii. A podrobnéji bych se chtéla
zaméfit na vyznam mTORCI1 komplexu pfi regulaci iniciaci translace. Pro pochopeni této
problematiky je vSak nutné popsat i ostatni déje, proteiny a regulatory, které se mTOR drahy
ucastni.

V druhé kapitole se zaméfuji na stavbu mTOR proteinu. Popisuji jednotlivé domény,
které se na tomto proteinu vyskytuji — FRB doména, FAT a FATC domény, HEAT motiv,
NRD doména a katalytickou doménu. VSechny tyto domény jsou dilezité pro spravnou funkci

celého proteinu.

V tieti kapitole popisuji proteiny, které interaguji s rapamycinem ¢i proteiny, které
reguluji jeho funkci (Rheb protein). Rapamycin je imunosupresivni molekula, ktera patfi mezi

inhibitory mTORCI. Jako inhibitor funguje rapamycin pouze v komplexu s FKBP12.

V ¢tvrté kapitole ptiblizuji strukturu dvou komplexi, které mTOR vytvaii — mTOCI
a mTORC?2. Popisuji zde jednotlivé proteiny, které se vazi na jednotlivé komplexy. Pro oba
komplexy je spole¢ny protein GBL, v dalSich se pak 1isi. Na mTORCI1 se vaze raptor. U
mTORC?2 se nachdzi rictor a Sinl protein a PRRS.

Pata kapitola je zaméfena na iniciaci translace, predev§im na vyznam elF4F komplexu.
elF4F komplex, ktery je slozen ze tfi podjednotek elF4A, elF4E a elF4G je dilezitym

regulatorem iniciace translace.

Posledni kapitola je zamétfena na regulaci mTOR drahy - ,,upstream* a ,,downstream*

regulace.



2 Struktura mTOR

mTOR (mammalian target of rapamycin) patii do skupiny serin/threoninovych kinéz.
mTOR mizeme najit i pod dal§imi zkratkami jako je FRAP (FKBP-rapamycin-associated
protein), RAFT1 (rapamycin and FKPB target) nebo RAPT (rapamycin target). Jedna se
o kli¢ovou molekulu v bunice, ktera ovliviiuje n€kolik riznych drah. Jednou z hlavnich funkci
je kontrola bun&cného ristu v zavislosti na obsahu Zivin v bunice. Mezi dalsi funkce patfi
regulace iniciace translace (Brunn et al. 1997), organizace cytoskeletu v buiice, ovlivnéni G1
faze v bunéném cyklu (Fingar et al. 2004), degradace proteinii prostfednictvim autofagie
(Noda and Ohsumi 1998) a regulace transkripce (biogenese ribozomil) (Powers and Walter

1999).

MTOR Rapamycin
A

HEAT repeats AT FRB Kinase

FATC
NRD

Obr. 1 Primarni struktura mTOR proteinu. Na N-konci se nachazi HEAT motivy, které

jsou dilezité pro protein-protein interakce. Protein-protein interakce je funkci i FAT
domény. FRB doména je misto, kam se vaZe FKBP12-rapamycin komplex. Smérem k C
konci se vyskytuje katalyticka kinazova doména, ktera ma homologii pro PI3Ks a je to
misto pro vazbu s LST8. Na C-konci se vyskytuje FATC doména. Tato doména se
nevyskytuje samostatné, ale vidy ve vazbé s FAT doménou. Jeji funkci je kontrola
kinazové aktivity (Hay and Sonenberg 2004).

Jedna se o molekulu o velikosti cca 300kDa a je slozena z 2549 aa. Je rozdélena na nekolik
domén. Pro vSechny TOR proteiny je specifickd C (-COOH) -terminalni doména (CTD).
Jednd se o oblast s velkou homologii pro katalytické domény fosfatidylinositol 3-kinazy
(PI3K) a fosfatidylinostitol 4-kindzy. mTOR je protein kindza, kterd je soucasti dvou
komplexi mTORC1 a mTORC?2 ( viz. kap.4).

2.1 HEAT motivy

Na N-terminalni doméné se nachazi 20 kopii HEAT motivi. Zkratka HEAT je
slozenina prvnich pismen 4 proteinii — Huntignton, EF3, A-podjednotka PP2A, TOR1. Kazdy
motiv HEAT se sklad4 ze dvou alfa helixti (kazdy o 40 aa). Oba tyto helixy maji specifické
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uspofadani hydrofobnich a hydrofilnich zbytkl. Proto maji velkou roli pii tvorbé protein-

protein interakci v proteinech (Andrade and Bork 1995).

2.2 FAT doména a FATC doména

FAT (FRAP, ATM, TRRAP) doména, kterd se nachazi ve vsSech fosfatidylinosytol
kindzach (PIKK), je dalsi soucasti TOR proteinu. Hlavni funkci FAT domény je protein —
protein interakce, nutnd pro udrzeni tvaru celého proteinového komplexu. Jedna se o doménu,

bez niz mTOR protein neni aktivni.

Dalsi doménou, ktera patti do stejné kinazové rodiny jako FAT doména je FATC
(FAT C-terminus) doména. FATC doména se nachéazi na Uplném konci CTD (Dames et al.
2005). Jednd se o sekvenci dlouhou pfiblizné 35 aa. FATC a FAT doména se vyskytuji
spolecné za vzajemné interakce, jelikoZ FATC doména je pfili§ mala, nez aby mohla fungovat
zcela samostatné. Mezi jeji dalsi vlastnosti je mozné zaradit vyznam pro spravnou funkci PI-
kindzové domény, ktera je vklinéna mezi tyto dvé domény (viz. obr.1) (Bosotti, Isacchi and

Sonnhammer 2000).

Mezi katalytickou doménou a FATC doménou je tzv. negativné regulujici doména

(NRD).
2.3 FRB doména

Smérem kN (-NH;)-termindlni doméné se nachazi oblast FKBPI12-rapamycin
,binding*“ doména (FRB), ktera se sklada z ptiblizn€ ze 100 aa. Jedné se o doménu, kterd ma
regulacni funkci (Vilella-Bach et al. 1999). Je to oblast, kde dochdzi k navazani komplexu
FKBP12-rapamycin (viz. kap.3.2) na mTOR protein. Rapamycin se vyskytuje v hydrofobni
kapse FKBP12, ktera reaguje s hydrofobni oblasti v FRB. Tim dochazi ke spolecné vazbé
(Choi et al. 1996). Vyskyt této domény v proteinu TOR byl objeven u S. cerevisiae.

Za FRB doménou se vyskytuje katalyticka kindzova doména, na kterou naseda LST8
(viz. kap.4.1.2), a tim dochazi ke zpevnéni interakce mezi raptorem a mTOR. Katalyticka
doména mTOR obsahuje signifikantni aminokyselinovou homologii s katalytickou doménou

PI3K.



3 Rapamycin a s nim interagujici proteiny

3.1 Rapamycin

Rapamycin dostal své jméno podle Rapa-Nui, mista kde byl objeven. Rapa-Nui je

jméno pro Velikono¢ni ostrov, ktery se nachéazi v Pacifickém oceanu.

Jedna se o bakteridlni antibiotikum s lipofilni povahou, které ma chemické sloZeni
Cs1H79NOj3 (viz. obr.2) (Vezina, Kudelski and Sehgal 1975). Rapamycin patii do rodiny
imunosupresivnich latek, které jsou produkovany bakterii Streptomyces hygroscopicus. Je
dilezitym faktorem pro tvorbu inhibi¢niho komplexu FKB12-rapamycin komplex, ktery se
vaze do FRB domény (kterd se nachdzi na C-terminalnim konci) na mTOR proteinu.
Rapamycin tvoii komplex s RBP1 u bakterii a s FKBP proteinem u eukaryot. Rapamycin-
,binding* protein 1 (RBP1) je kvasinkovy protein o velikosti 13kDa, ktery je kodovan genem
se sekvenci 114 aa. RBP mé vysokou sekven¢ni homologii s lidskym FKBP (Koltin et al.
1991).

Komplexy mTORC1 a mTORC2 (viz. kap.3.1 a 3.2) se li$i svoji senzitivitou na
rapamycin. mTORC1 je rapamycin senzitivni, oproti tomu mTORC2 na pfitomnost

rapamycinu nereaguje.

CHs CHs

Obr. 2 Struktura rapamycinu (Dumont and Su 1996)

3.2 FKBP/ FKS506 ,,binding* protein

FK506 ,binding” protein patii do rodiny proteinli, ktera ma peptidyl-prolyl
izomerazovou aktivitu (Siekierka et al. 1989). Funguji jako chaperony pro proteiny, které

obsahuji prolinové zbytky. Rapamycin se vaze na tento protein a vytvari s nim komplex, ktery
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se vaze na mTOR protein v oblasti FRB domény, a tim dochazi k inaktivaci celého proteinu.

Tento protein je schopen vazat jiz zminény rapamycin a jemu podobny FK506.

FK506 je imunosupresivni chemicka latka zndma jako tacrolimus. Rapamycin
a FK506 maji velmi podobnou strukturu. Obé tyto latky jsou schopny vazat imunofilin. Tim
dochazi ke vzniku dvou riznych komplext, které maji odliSné funkce v organismu.
Imunofilin ma peptidyl-prolyl isomerazovou aktivitu. FK506 po navéazani imunofilinu
a naslednému navazani FKBP12 vaZe kalcineurin. Oproti tomu rapamycin s imunofilinem
a navazanym FKBP12 se vdZze na mTOR protein (Heitman, Movva and Hall 1991, Koltin et
al. 1991). FK506 redukuje peptidyl-prolyl izomerazovou aktivitu (Sabatini et al. 1994).
FK506-FKBP12 komplex (viz. obr.3) interaguje s kalcineurinem, a tim dochazi k inhibici
signalu pro transdukci T-lymfocyt a inhibici transkripce IL-2 (Liu et al. 1991).

Obr. 3 Struktura FKBP12 - FKS506
komplexu. FKBP12 je zobrazen
sekundarni strukturou.

(http://commons.wikimedia.org/wiki/Fil
e:Fkbp-cartoon-1fkj.png)

FKBP12-rapamycin komplex se vaze do FRB domény na mTOR proteinu a terminalni
segment tohoto komplexu se vaze i1 na kindzovou katalytickou doménu mTOR. Nejprve vSak
musi dojit k navazani rapamycin na FKPB12. Poté miize dojit k navazani celého komplexu na

FRB doménu (Oshiro et al. 2004).

Do FKBP rodiny proteint patii krom¢ FKBP12 i FKBP38 (zndmy i jako FKBPS),
ktery ma molekulovou hmotnost 38kDa. FKBP38 je endogenni inhibitor mTORCI1. Pokud se
FKBP38 navaze na mTOR v oblasti FRB domény, dochazi ke ztraté schopnosti mTORCI1
dodat signdl ,,downstream® cilim. Na rozdil od FKBP12, FKBP38 nepotiebuje k inhibici
mTORCI1 tvofit komplex srapamycinem. FKBP38 je regulovano Rheb proteinem. Rheb
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aktivovany GTP interaguje s FKBP38 a tim zabraiiuje inaktivaci mTORCI1 proteinu (Ma et al.
2010).

3.3 Rheb protein

Rheb (,,Ras homolog enriched in brain®“) je maly protein s GTPazovou aktivitou,
patfici do proteinové podrodiny Ras, ktery aktivuje mTORC1 pii navazani GTP. Ras
podrodina patfi do rodiny malych GTPaz. Rheb protein patii do ,,upstream‘ aktivatort
mTORCI1 a zaroven hraje roli jako ,,downstream® reguldtor TSCI1-TSC2 komplexu (viz.
kap.6.1). Mezi funkce Rheb proteinu patii stimulace fosforylace S6K1 a 4E-BP1 (Yang et al.
2006).



4 mTOR komplexy

mTOR se v buiikdch vyskytuje ve dvou komplexech — mTORC1 a mTORC2.
U S.cervisiae a ostatnich kvasinek se nachazi dva homology genu pro TOR — TOR1 a TOR2.
Oproti tomu u vSech eukaryotnich organismli se nachazi pouze jediny gen pro TOR.
Zakladnim rozdilem téchto dvou komplexti je resistence na imunosupresentni latku —

rapamycin. Dalsi rozdil je v dalSich podjednotkach, které se na TOR protein pfipojuji.

TOR je zédkladni proteinovou podjednotkou v obou komplexech. Rozdily mezi obéma
komplexy jsou v dalSich ptipojenych proteinovych podjednotkéch a v citlivosti na rapamycin.
Oba tyto komplexy fosforyluji hydrofobni motivy na naslednych protein kindzach, coz vede

k jejich aktivaci. mTORCI fosforyluje S6K1 a 4E-BP1 a mTORC?2 fosforyluje Akt.

4.1 mTORC1

TORCI se S. cerevisiae kromé hlavniho proteinu TOR1 nebo TOR2 sklada z KOG1
a LST8 u (Loewith et al. 2002). U savcl se vyskytuji homology KOG1 = raptor a LST8 =
mLSTS. Jeho hlavni funkci je fosforylace efektorti jako je S6K a 4E-BP1. mTORCI je citlivy
na rapamycin. Rapamycin tvoii komplex s FKBP12. Tento komplex je schopen se vazat na
TORI nebo TOR2 v mTORCI, ale nikoli u mTORC2 nebo TORC2 (Loewith et al. 2002).
mTORCI reguluje n€kolik esencialnich bunéénych funkci. Nejlépe znama je regulace syntézy
proteinl, kterd je pozitivné regulovand mTORCI. Dochazi 1 kregulaci autofagie, kde

mTORCI piisobi jako jeji inhibitor (Mizushima et al. 2008).

4.1.1 Raptor — KOG1 (,,Kontroller of Growth-1¢)

Raptor (=,,regulatory associated protein of mTOR®) je 150kDa velky mTOR vazajici
protein, ktery je dulezity pro spravnou funkci TOR signalizace. Raptor se vaze na HEAT
doménu mTOR. Jeho cDNA definuje ORF, ktery koduje 1335 aa. Na N-konci tohoto
polypeptidu se nachazi RNC (=,raptor N-terminal conserved®). Smérem k C-konci se
nachazeji tfi HEAT motivy (viz. obr.4). Tento pocet motivil je vzdy stejny pro vSechny
organismy. Nasleduje sedm WD40 motivi, které se nachazeji na C- termindlni doméné (Kim

et al. 2002).

Funkce raptoru je pozitivni regulace ,,downstream* efektorti. Mezi dalsi funkce fadime
stabilizaci komplexu tzv. mTOR-raptor interakce. K této stabilizujici interakci dochéazi pii
nedostatku aminokyselin v buiice nebo nedostatku zdroje energie. Tim dochazi k inhibici

mTOR signaliza¢ni drahy a represi mTOR kindzové drahy (Kim et al. 2002). mTOR-raptor



komplex je dilezitym cCinitelem pii fosforylaci 4E-BP1 (4E-,binding* protein 1) a S6KI
(Hara et al. 2002).

RNC domain

H. sapiens

a HEAT repeat O WD40 repeat

Obr. 4 Struktura raptoru u H. sapiens. Na N-kocnci se nachazi RNC doména, nasleduji
3 HEAT motivy a na C-konci se pak vyskytuje sedm WD40 repetic. (Yonezawa et al.
2004)

4.1.2 LSTS8/ GPL

GBL (G protein B ,,subunit-like* protein, homolog u S. cerevisiae - LST8) je protein,
ktery slouzi jako pozitivni regulator mTOR dréhy, ktery reaguje na hladinu zivin (Kim et al.
2003). Jedna se o protein o velikosti 36kDa. Tato molekula je sloZena ze sedmi WD40 repetic
(Ochotorena et al. 2001). Ve WD40 se vyskytuji sekvence, které jsou velmi podobné
sekvencim, které obsahuje B-podjednotka heterotrimerickych G-proteini. GBL se vyskytuje

u vSech eukaryotnich organismi (Rodgers et al. 2001).

Na kinazovou doménu mTOR se GBL pravdépodobné vaze nezédvisle na proteinu
raptor. Po jeho navdzani dochdzi k vyraznému zvySeni kinazové aktivity mTOR na
substratech 4E-BP1 a S6K1, pokud je na mTOR pevné navazéan raptor, k zlepSeni aktivity
mTOR nedochédzi (Kim et al. 2003). Vazba mezi mTOR a raptorem je ovlivnitelnd
koncentraci pfitomnych zivin. Oproti tomu vazba mezi GBL a mTOR je na koncentraci zivin
nezévisla. Vazba GBL-mTOR je rezistentni viici detergentiim (Kim et al. 2003). Proto je tato
vazba daleko stabilnéjS$i nez vazba mezi mTOR a raptorem (Kim et al. 2002). Jak jsem
zminila vySe, vznika pii nedostatku Zivin specificka interakce mezi mTOR a proteinem raptor,
ktera je zavisla na ptitomnosti GBL (Kim et al. 2003). Pfesny mechanismus inhibice kinazové

aktivity mTOR proteinu zavislé na pfitomnosti Zivin neni, pokud je mi zndmo, popsany.



42 mTORC2

TORC2 obsahuje TOR2, AVO1, AVO2, AVO3, LST8 a PRRS5 u S. cerevisiae
(Loewith et al. 2002). Stejn¢ jako u TORCI jsou znamé savci homology AVOI1= Sinl, AVO3
= rictor, LST8 = mLSTS8. Tento komplex ma specifickou funkci pfi kontrole tvorby
aktinového cytoskleletu a celkové polarizace buniky. K regulaci aktinového cytoskeletu
dochazi za pomoci Rho proteinu a PKC (protein kinasa C). Rho protein patii do rodiny
malych GTPaz. mTORC?2 je stejné jako kvasinkovy TORC?2 je ,rapamycin insensitive®. To

znamena, ze rapamycin neni schopny se navazat na mTOR?2 protein (Jacinto et al. 2004).

Tento komplex hraje klicovou kindzovou roli pfi fosforylaci Ser473 na Akt/PKB.

Tento déj reguluje bunécny rist, proliferaci a metabolismus (Sarbassov et al. 2005).

4.2.1 AVO1 /Sinl (SAPK-,interacting* protein 1)

Sinl obsahuje dvé domény ,,Raf-like Ras-binding domain“ (RBD) a ,,pleckstrin
homology domain®“ (PH) (viz. obr.5). Jedna se o protein, ktery méa funkci v signalizaci

transdukce a regulaci polarizace aktinového cytoskletu (Wilkinson et al. 1999).

Sin1 (Hs) TR, reo . BB

—
100 aa

Avoip (Sc)

A.

Obr. 5 Struktura Sinl. A. Sinl u Homo sapiens, B. Avol u Saccharomyces cerevisiae

(Schroder et al. 2007)

Velikost tohoto proteinu, ktery je kddovan jednim genem, se 1isi v zavislosti na alternativnim

sestfihu. Tato hodnota se mize pohybovat mezi 52-80kDa (Schroder et al. 2004).

4.2.2 AVO3/Rictor (,,Rapamycin insensitive companion of mTOR¥)

Rictor je dilezitd podjednotka mTORC2, ktera neni senzitivni k rapamycinu. Jedna se
o protein o velikosti 200kDa. Rictor-mTOR komplex hraje dilezitou roli pfi fosforylaci
Ser473 na Akt. Redukce exprese proteinu rictor ¢i mTOR zplsobuje inhibici Akt/PKB
efektoru. Rictor-mTOR komplex zptsobuje piimou fosforylaci Ser473 a zaroven usnadiiuje
fosforylaci na Thr308, ktera je provadéna PDKI1 (viz. kap.6.2) (Sarbassov et al. 2005).

Navazani rictoru na mTOR neni inhibovéno pfitomnosti rapamycinu ani ovlivnéno hladinou



zivin, jak je tomu v pifipadé mTORCI. mTORC2 neni citlivy na pfitomnost rapamycinu,

jelikoz se na néj nevaze raptor, na ktery se rapamycin ¢astecné vaze (Shiota et al. 2006).

4.2.3 PRRS (,,Prolin rich* protein 5)

PRRS5 je protein kodovany genem, ktery se nachazi v oblasti na chromosomu, ktera je
deletovana u nékterych pfipadl rakoviny prsu a stfeva (Johnstone et al. 2005). PRRS
interaguje s rictorem a tato interakce je mnohem odolnéjSi nez vazba mezi mTORC2
a rictorem. Interakce mezi PRRS a rictorem neovliviiuje jeho navdzani na mTORC2 a nema
vliv na fosforylaci Akt pomoci mTORC2. Umlceni PRRS nicméné inhibuje fosforylaci Akt

a S6K1, ¢imz dochazi ke snizeni miry proliferace bun¢k (Woo et al. 2007).

Jednd se o nové objeveny protein asociovany s mTORC2 komplexem a je
pravdépodobné, Ze se nejedna o posledni. Ocekava se také, Ze miize dojit k objeveni novych
interagujicich faktort s mMTORCI1 komplexem a to by mohlo mit vliv na rozliSeni rtiznych

funket, které tyto komplexy vykonavaji.
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5 Role elF4F komplexu pfi iniciaci translace

Translace se sklada ze tii ¢asti — iniciace, elongace a terminace. V této kapitole se
translace je dost rozsédhly pojem a neni cilem mé prace podrobné se zabyvat vSemi dé&ji
a faktory, které do této faze patii. PfedevSim se zaméiim na elF4F komplex, ktery je

v regulaci iniciace translace pfes mTOR drdhu velmi dilezity.

Primérni ¢asovou regulaci iniciace translace bychom mohli rozdélit na kratkodobou
a dlouhodobou. Kratkodoba faze, kterd probéhne béhem nékolika minut, reguluje aktivitu ¢i
uspotadani podjednotek translacniho komplexu. Napiiklad se tyto zmény mohou tykat
Dlouhodoba kontrola je proces, ktery se projevuje béhem nékolika hodin az dni. Jedna se
o kontrolu na bunétné urovni — syntéza translacnich faktorti a ribozoma. Coz je proces

regulujici mnoZstvi aktivniho materialu, ktery vstupuje do translace (Proud 2007).

5.1 Iniciace translace

V této kapitole bych chtéla shrnout déje, které se vyskytuji pfi iniciaci translace. Jedna
se jen o velmi stru¢ny popis jednotlivych krokl. Detailni popis by byl nad ramec této préce.

Iniciace translace u eukaryot vede k sestaveni 80S ribozomu, ktery obsahuje

Met

aminoacylovanou inicidtorovou tRNA (Met-tRNA;""), ktera je navdzana v P (peptidickém)

misté na malé podjednotce ribozomu. Antikodon Met-tRNAM hraje dalezitou roli pro

......

.....

.....

elF3 a elF2-ternarni komplex. Po navéazani 5'konce mRNA na 43S , které je umoznéno

faktory elF4A, elF4B a elF4F (viz. kap.6.2), zacne 43S komplex skenovat mRNA ve sméru

...........

spravném kontextu, dochazi k jeho zastaveni a k vytvoteni stabilniho 48S komplexu (Pestova
and Kolupaeva 2002). Nakonec dojde k navdzani 60S komplexu na 48S komplex. Jelikoz
povrch 40S podjednotky ribozomu je obsazen faktory elF1, eIF1A, elF2 a elF3, nemuze dojit

k navdzani 60S podjednotky bez odstranéni téchto faktorti. K tomu dochdzi na zéklad¢
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konformacnych zmén, které probihaji pfi vytvafeni tzv. zaviené konformace jiz zminéného
antikodonem Met-tRNAiMet a kodonem mRNA. Vznikem vazeb mezi bazemi kodonu
a antikodonu dojde k vzdéleni C-termindlnich konct eIF1 a elF1A od sebe. Tim dojde ke
snizeni afinity 43S komplexu k elF1 a tento faktor se pfesune na elF3 nebo se odpoji. Tim

dojde ke vzniku uzaviené¢ho komplexu (Unbehaun et al. 2004).

-------

GTP zelF2. Po jejich ptfeskupeni mize dojit k hydrolyze GTP z elF2, kterd je zpisobena
elF5, a tim dojde k odpojeni tohoto faktoru a vétSiny ostatnich faktori od komplexu. To
umozni piipojeni 60S podjednotky ke komplexu. Proces pfipojeni velké podjednotky je
(Maag et al. 2005). Cast faktorti se definitivné odpoji az pii piipojeni 60S podjednotky
(Pisarev et al. 2006).

5.2 elF4F komplex

Kazda eukaryotickd bunétna mRNA obsahuje na svém 5konci &epi¢ku (m’GpppN;
kde N je jakykoli nukleotid a m je methylova skupina) (Morino et al. 2000). Cepi¢ka hraje
vyznamnou roli pro mRNA. Kromé¢ role v iniciaci translace funguje ¢epicka jako stabilizator
jaderné mRNA a cytoplazmatické mRNA (Green, Maniatis and Melton 1983). Mezi dalsi
funkce patii role ptfi jaderno-cytoplasmatickém transportu, pomoc pii sestiihu pre-mRNA.
elF4F komplex je slozen ze tii podjednotek — elF4A, elF4E a elF4G (Morino et al. 2000).
elF4F komplex je zodpovédny za piipojeni mRNA na ribozom a diky interakcim mezi

podjednotkama i za uspé$né zahajeni iniciace translace.
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Obr. 6 Navazani iniciaéniho komplexu na S'CepiCku. eIF4E se navaze na 5’Cepicku
(znazornéna jako Cerna tecka). Nasledné dojde k navazani eIF4G proteinu na dorzalni
stranu elF4E proteinu. PABP (poly(A)-,,binding* protein) se viZze na N- konec elF4G,
Mnk a elF4A vazebna mista se nachazeji na C konci. Na stiedni ¢asti eIF4G dochazi
k navazani elF3. Tento faktor nasledné zabezpeCuje navazani 40S podjednotky
ribozomu. Na 40S podjednotce ribozomu je navazan elF2 spolu iniciatorovou Met-
tRNAM®. Nasledné dochazi k aktivaci eIF4A helikazy. eIF4B (je kofaktor, ktery je
potieba pro spravnou aktivaci eIF4A helikazy) se pripojuje k eIF4F-mRNA komplexu.
Diky elF4A dochazi k rozvinuti sekundarni struktury na 5’-UTR oblasti a dochazi ke
skenovani, dokud nedojde k nalezeni AUG inicia¢niho kodonu. (Scheper and Proud
2002)

5.2.1 eIF4E

elF4E je maly protein o velikosti 24kDa. Vaze se na Cepicku a je zodpovédny za
pfipojeni mRNA ke zbytku translacniho aparatu (Frederickson, Montine and Sonenberg
1991). elF4E ma fosforyla¢ni misto na Ser209. Fosforylace eIF4E zvySuje afinitu k Cepicce.
Toto misto je fosforylovano dvéma specifickymi kindzami. Tyto kinazy jsou MNK1 (MAP
kinase interacting protein 1) a PKC (protein kinase C) (Whalen et al. 1996). MNK1 kinaza je
substrat ERK a p38 MAPK kinaz (Waskiewicz et al. 1997). Na elF4E se mohou vazat
proteiny z rodiny translacnich represorovych proteint (tzv. ,,4E-binding proteins”; 4E-BP).
k inhibici na Cepicce zavislé translaci. Tato inhibice je zptisobena fosforylaci 4E-BP1, ktera
probiha PI3K-Akt-mTOR drahou. eIF4E je dulezitou molekulou pfi iniciaci translace.
Navazani 4E-BP na elF4E nezméni afinitu elF4E k Cepicce, ale zabranuje vazbé mezi elF4G
a eIlF4E, a tim nedojde k vytvofeni aktivniho e[F4F komplexu (Haghighat et al. 1995). 4E-BP
a elF4G sdileji stejny elF4E vazebny motiv YXXXXL¢ (kde X je jakakoli aminokyselina a ¢
je hydrofobni aminokyselinovy zbytek) (Mader et al. 1995).
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5.2.2 elF4A

Tato RNA dependentni ATPaza ma velikost 45kDa a patii do rodiny DEAD — box
RNA helikaz. DEAD box je motiv slozeny z aminokyselinovych zbytkli: Asp-Glu-Ala-Asp.
Spolecné s elF4B je elF4A zapojen do rozvinuti sekundérni struktury v 5° UTR zavislém na
ATP (Rogers, Komar and Merrick 2002). elF4A je sloZzena ze dvou RecA domén, které
obsahuji motivy, které se tucCastni navazani a hydrolyzy ATP (Sengoku et al. 2006).
V neaktivni oteviené¢ konformaci ma protein Cinkovity tvar - RecA domény jsou spojené
flexibilni ¢asti proteinu a nedochazi k interdoménovym kontaktim. eIF4A je navazéna na
mRNA pomoci elF4G (Dominguez et al. 1999). Priméarni spojeni je vytvofeno mezi C-
termindlni RecA doménou a na N-terminalni doménou elF4G. Sekundarni spojeni je nasledné
vytvofeno mezi N-terminalni RecA doménou a C-termindlni Casti elF4G (viz. obr.7). RecA
domény se diky navazani na elF4G ptiblizi (Hilbert et al. 2011). V uzaviené aktivni
konformaci dochazi ke zruSeni sekundarniho spojeni mezi N-termindlni doménou RecA
a elF4G, jelikoz dochazi k ptiblizeni obou RecA podjednotek elF4A. Nedojde ke vzniku
vazeb mezi nimi, ale podjednotky jsou daleko blize nez v oteviené konformaci (viz. obr.8)
(Caruthers, Johnson and McKay 2000). V tomto pfipadé¢ elF4G zabraniuje N-terminalni
doméné elF4A k pftili§ velkému oddaleni od C-termindlni domény RecA (Schutz et al. 2008).

Obr. 7 Schéma interakce mezi elF4A
a elF4G. elF4A je sloZena ze dvou RecA
podjednotek. K primarnimu spojeni
dochiazi mezi C-terminalni RecA
doménou a N-termindlni doménou
elF4G. Nasledné dochazi ke vzniku
sekundarniho  spojeni mezi  N-
termindlnim RecA doménou a C-
terminalnim doménou elF4G. (Hilbert
et al. 2011)
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Obr. 8 Model konformacnich zmén elF4A pri vlivu
elF4G. Na hornim obrazku je otevirena konformace,
vpravo dole zaviend konformace a vlevo dole
polooteviena konformace. Pri nepritomnosti elF4G
nastava pouze situace 3 — kdy dochazi k vyméné mezi
otevicenou a zavirenou formou. Pri pritomnosti elF4G
dochazi k fixaci elF4A v polooteviené formé, jelikoz
zabranuje k priblizeni podjednotek. elF4G
napomaha Kkrychlym cyklickym zménim mezi
uzavienou formou a polootevifenou formou. Po
navazani ATP na RecA domény spusti RNA tvorbu
uzaviené aktivni konformace. Poté dojde k hydrolyze
ATP na ADP+P. Tato reakce od sebe oddali obé
podjednotky, dojde k uvolnéni mRNA a wuvolnéni
fosfatu. (Hilbert et al. 2011)

5.2.3 elF4G

.....

.....

proteini. Na svém N-konci obsahuje elF4G vazebné misto pro PABP. Vazba mezi elF4G
a PABP zptsobi zacykleni mRNA (viz. obr.9). Soucésti N-termindlni domény je také misto
pro vazbu elF4E. Ve stfedni Casti obsahuje elF4G protein vazebny motiv pro elF4A a elF3.
Jsou znamé dv¢ izoformy elF4GI a elF4GIIL. Obé tyto izoformy obsahuji na C-konci druhé
vazebné misto pro elF4A a spolu s nim je zde vazebné misto pro Mnk1 (Marcotrigiano et al.
2001). elF4GI je protein o velikosti 171 kDa. eIF4GIl, ktery je 176 kDa velky, ma 46%
identitu s e[F4GI izoformou (Morino et al. 2000).

elF4G nejenom véze na sebe jiné proteiny, ale Casto i zlepSuje jejich funkci.
V predeslé kapitole jsem jiz zminila vliv eIF4G na elF4A. ZvySena hladina eIlF4E podporuje
onkogenezi. Fosforylace elF4E na Ser209 je zodpovédnéd za jeho kancerogenni potencial.
Tato fosforylace je katalyzovana ,,mitogen-activated* protein kinazou Mnk1, substrat Erk1/2
a p38 MAPKSs. Vazba s elF4G, ktery vaze 1 elF4E, dostane Mnk1 a jeji substraty do fyzické
blizkosti. Vazba mezi Mnk a eIF4G je dulezitd pro fosforylaci elF4E. MAPK
zprostiedkovana fosforylace aktivniho mista Mnk1 kontroluje vazbu na elF4G, jelikoz C-
termindlni doména Mnkl omezuje interakci selF4G, a tim brani fosforylaci elF4E

v nepiitomnosti MAPK signalu (Pyronnet 2000, Pyronnet et al. 1999).
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Obr. 9 Model interakce eIF4G s inicia¢nimi faktory. (Imataka and Sonenberg 1997)
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6 Regulace mTOR

mTOR draha je regulovdna nckolika faktory — vyskytem aminokyselin, Zivin,
rustovych faktort ¢i stresovym statusem. Zminéné faktory nasledné ovliviiuji proteiny, které
se podileji na mTOR signalni draze. Pritomnost intracelularnich aminokyselin reguluje
fosforylaci S6K1 (viz. kap.6.5) a 4E-BP1 (viz. kap.6.6) (Christie et al. 2002). Tyto substraty
reguluji syntézu proteinti. Insulin patii do skupiny rastovych faktort, které ovliviiuji mTOR
drahu. Pfitomnost insulinu je dilezity signal pro insulinovy receptor v membrané, coz vede
k aktivaci IRS1 a PI3K. Lipidové molekuly PI3K nebo PIP; dokazi navazat Akt ¢i PDK1 na
plasmatickou membranu. Dale dochazi k aktivaci signalnich proteinli, které jsou popsany

v dalsich kapitolach.

IGF/Insulin Receptor

- ) -
VAL CEN LG CECE L R CEL O RN LN

rapamycin/FKBP

.:'... /
\/ mT

I_Raptor D~ .
/ J i & Rictor
Transcription, .
S‘J‘SK 45%:1 zgﬁjh:gv. LTRIIB O grvg';ﬁ:a'ue:r:
biogenesis,
86 91F4E protein
. 54 stability, etc...
Translation,
cell size,
cell growth

Obr. 10 Schéma regulace mTOR. (Corradetti and Guan 2006)
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6.1 TSC1aTSC2

TSC je dominantn¢ autozomalni onemocnéni, které je zplisobeno nadorovymi

supresorovymi geny TSC1 a TSC2 (1993).

Tyto dva proteiny spolu interaguji za vzniku TSC1-TSC2 heterodimeru. TSC1-TSC2
komplex je negativnim regulatorem mTORCI1 komplexu (Yang et al. 2006). TSC2 obsahuje
na svém N-konci leucinovy zip, ktery slouzi pro interakci s TSC1. TSCI stabilizuje cely

komplex a roli regulatora ma TSC2.

TSCI (,, Tuberous sclerosis complex 1¢) je gen na 9q34 chromosomu. Transkript genu
TSCI, ktery ma velikost 8,6 kbp, kdduje mimo jiné TSC1 protein, znamy i pod ndzvem
hamartin, o velikosti 130kDa (van Slegtenhorst et al. 1997).

TSC?2 (,, Tuberous sclerosis complex 2°) je gen na 16p13.3 chromosomu (Leung and
Robson 2007), ktery kéduje protein TSC2, ktery se nazyva tuberin (van Slegtenhorst et al.
1997). Tuberin je protein o velikosti 190kDa a obsahuje 1784 aa. TSC2 ma GTPazovou
aktivitu, ktera se aktivuje az po navazani na GTP-Rheb protein. Nasledn¢ dochazi k hydrolyze

z GTP na GDP. Rheb v komplexu s GTP neni aktivni.

6.2 Akt (protein ,,kinasa* B/PKB)

Akt je také jinak oznacovana jako serin/threonin protein kindza B (PKB). Akt je jedna

vvvvvv

Pro spravnou aktivaci musi byt Akt fosforylovana na dvou mistech kindzami PDKI
a PDK2. PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase — 1) fosforyluje Akt na dvou
mistech. Prvni je na strané aktiva¢ni smycky na Thr308 a druhé fosforylacni misto je Ser473
(Andjelkovic et al. 1997), které je fosforylovano také mTORC2. Pro tplnou aktivaci Akt
kindzy musi dojit k fosforylaci na obou mistech (Belham, Wu and Avruch 1999, Toker and
Newton 2000). PDKI1 je 556 aa velky protein s karboxy-terminalni katalytickou doménou
a amino-terminalni doménou, kterd je nekatalytickd a obsahuje PH domény. PH domény
umoznuji navazani na fosfatidylinositol (3,4) bifosfat (PIP2) a na fosfatidylinositol (3,4,5)
trifosfat (PIP3). Fosforylace na Thr308 je zcela zavisld na PIPs;. Pro lepsi funkci dochazi
k navazani Akt/PKB na PIP;, tim dochédzi k navazani na plasmatickou membranu a ke

konformaénim zméndm, coz zlepsi pristupnost Thr308 pro PDK1 (Belham et al. 1999).
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6.3 PRAS-40

PRAS-40 (,,proline-rich* Akt/PKB ,,substrate" 40 kDa) je protein o velikosti 40 kDa,
ktery se vaze na raptor. Jedna se o negativniho regulatora mTORCI, pokud dojde k jeho
navazani. Rozvolnéni této vazby je zplsobeno piitomnosti insulinu (Wang, Harris and
Lawrence 2008). PRAS-40 obsahuje TOS motiv (viz. kap.6.4.1), ktery se sklada
z aminokyselinovych zbytki FVMDE (Phe-Val-Met-Asp-Glu) a se nachazi mezi aa 129-133.
Tento motiv je dilezity pro interakci mezi raptorem a PRAS-40. Pokud dojde k navazani na
raptor, nemuize se na raptor navazat jiny protein obsahujici TOS motiv (4E-BP1 nebo S6K1),
a tim dochazi k inhibici dalSich d&ji (Wang et al. 2007). Je znamo, Zze dochazi k fosforylaci
pomoci Akt/PKB na C-konci (Thr246) PRAS-40 (viz. obr.11). Sama aktivace Akt je
dostacujici k fosforylaci PRAS-40. PRAS-40 reguluje zastaveni bunécného cyklu, inhibici
fosforylace S6K1 a aktivaci mMTORCI proteinem Rheb (Kovacina et al. 2003).

(T 2480
N [ 1 ] | I J-C
A5 41 76 s /\ 254
‘\ / RPRLNT
Proline-rich regions Akt Phosphorylation Site

Obr. 11 Schéma PRAS-40. (Kovacina et al. 2003)

6.4 ,Downstream“ regulace

mTOR je dilezitym proteinem, ktery reguluje proces iniciace translace. Kontroluje
faktoru 4E (eIF4E) pomoci 4E-vazebnych proteinii 1, 2 a 3 (4E-BP1/2/3) (Schalm and Blenis
2002). Aktivace (fosforylace) téchto substratii je zavisla na obsahu insulinu, riistovych faktora
a dale miize byt zavisla na pfitomnosti aminokyselin. Hladovéni na aminokyseliny zptisobuje
rychlé snizeni mTOR signalizace napt. dochazi k defosforylaci 4E-BP1 a S6K1. Zaroven
insulin, jako signal pro fosforylace, nemiize pln¢ provadét svoji funkci. Nejvetsi efekt na
spravnou funkci mé leucin. Pfi nedostatku leucinu nedochazi k fosforylaci, a tim k aktivaci
S6K1, ale zaroven nedostatek leucinu ovliviiuje dostupnost elF4E pfi iniciaci translace

(Kimball et al. 1999).
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6.4.1 TOS motiv (TOR “signaling motif*)

Jedna se o spolecny motiv S6K1 a 4E-BP1. TOS motiv je esencialni pro piimou
fosforylact mTORCI1 komplexu. Je zaroven nezbytnou soucasti pro interakci mezi raptorem
a S6K1 nebo 4E-BP1. Tento motiv je slozen z péti za sebou jdoucich aminokyselin (Schalm
and Blenis 2002) a u rGznych proteint se miiZze ve sloZzeni aminokyselin liSit. U S6K1 se jedna
o nasledujici aminokyseliny: FDIDL (Phe-Asp-Ile-Asp-Leu). U S6K2 jde o FDLDL (Phe-
Asp-Leu-Asp-Leu) (Proud 2007). Ve vSech kindzach S6K se tento motiv vyskytuje na N
terminalnim konci, ale u 4E-BP1 se tento motiv nachazi na C terminalnim konci (Schalm et
al. 2003). TOS motiv je u vSech 4E-BPs stejny. Sklada se z téchto péti aminokyselin FEMDI
(Phe-Glu-Met-Asp-Ile). K fosforylaci na 4E-BP1 dochazi na Thr37/46, Ser65 a Thr70.
S TOS motivem souvisi pouze fosforylace Ser65 a Thr70 (viz. obr.12), Thr37 a Thr65 jsou
mista, kde dochazi k fosforylaci RAIP (Arg-Ala-Ile-Pro) motivem (viz kap.6.4.2).

B MTORCA?  mTORCA
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Obr. 12 Schema 4E-BP1 s vyzna¢enym TOS motivem a fosforyla¢nimi misty. (Proud,
2007)

Pti mutaci €1 deleci v této oblasti dochazi k inhibici aktivace S6K 1 a tim nedojde k fosforylaci

Thr389 v hydrofobnim motivu (Schalm and Blenis 2002).

6.4.2 RAIP motiv

RAIP motiv a TOS motiv patii do jedné skupiny regulatori 4E-BP1. RAIP motiv byl
identifikovan na zakladé procesu, kde probihé kaspazami regulovany sestiih 4E-BP1. Dochézi
k odstranéni prvnich 24 aminokyselinovych zbytkli, coz znemoziluje regulaci 4E-BPI

insulinem, ale schopnost 4E-BP vazat se na Cepicku zlstdva zachovana. Tim dochazi
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k inhibici na Cepicce zavislé translaci (Tee and Proud 2002). Nazev RAIP motivu je odvozen
z nazva prvnich ¢ty vystfizenych aminokyselinovych zbytkii: Arg-Ala-Ile-Pro, coz jsou

rozhodujici aminokyseliny pro funkci RAIP motivu (Schalm and Blenis 2002).

Mezi fosforylaci TOS motivem a RAIP motivem je velky rozdil. Ser65 a Ser70
nemohou byt fosforylovany pii nedostatku zivin v buiice. Mze dochéazet ke zvySeni aktivity
v pfitomnosti insulinu a tato fosforylace je rapamycin senzitivni. Naopak Thr37 a Thr46 jsou

oy ee

pfitomnosti aminokyselin a necitlivy na rapamycin (Wang et al. 2005).

6.5 So6kinazal

Jedna se o protein o velikosti 70kDa. Pokud dojde k pfeneseni signalu z mTOR dojde
k fosforylaci a nasledné aktivaci S6K1. Aktivace S6K1 zahrnuje né€kolik konformaénich zmén
a fosforylaci (viz. obr.13). Prvni krok aktivace je uvolnéni vazby mezi C-terminalni doménou
a N-terminalni doménou. Na C-termindlni doméné se vyskytuji ¢tyti fosforylacni mista - Ser-
411, Ser-418, Ser-424 a Thr-421, ktera jsou fosforylovano prolin-fizenymi kindzami.
Fosforylace téchto mist je dulezity pro dalsi krok aktivace, kde dojde k fosforylaci Thr-389
v hydrofobnim motivu, ktery se nachéazi ve vSech AGC kinazach. Jako posledni krok aktivace
je fosforylace Thr-229 PDK1 (Hannan, Thomas and Pearson 2003). S6KI nasledné
fosforyluje S6 protein, ktery se nachazi na malé 40S podjednotce eukaryotického ribozomu.
Tento proces zpiisobuje zvySeni rychlosti mRNA translace. Rapamycin zptisobuje inhibici
fosforylace a aktivace S6K1 a tim dochazi i k inhibici fosforylace ribozoméalniho S6 proteinu

(Jefferies et al. 1997).

Inactive » Active
C-terminal
N-terminal 1. _ 2. R 3. 4. -
— — _——— — !
o o° PDK1 o®
B < NEKS N, ¥
g P MR S
T389 site
[ site
Rapamycin
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Obr. 13 Model aktivace S6K1. V prvni kroku se musi zrusit interakce mezi C-terminalnim a N-terminalnim
koncem. Poté dojde k fosforylaci na 4 mistech na C-terminalni doméné (oznaceno PPPP). Nasleduje fosforylace na
Thr389 a jako posledni dochazi k fosforylaci na Thr229. Tim dojde k plné aktivaci S6K1. (Hannan et al. 2003)
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6.6 4E ,binding“ protein 1/ PHAS-I

4E-BP1 je rapamycin senzitivni protein o velikosti 12kDa. Tento polypeptid se vaze
na elF4E. elF4E se vaZe na Cepicku na 5'konci mRNA (viz. kap.5.2.1) Navazani 4E-BP1 na

elF4E zabraniuje nasledné vazbé mezi timto proteinem a mezi dal$im eukaryotickym

.....

proces se oznacuje jako inhibice na CepiCce zavisl¢ iniciace translace (Haghighat et al. 1995).

Thr37, Thr46, Ser65, Thr70, Ser83, Ser101 a Ser112 je sedm fosforyla¢nich mist na
4E-BP1 u Homo sapiens. Thr37, Thr46, Ser65, Thr70 jsou regulovany signalnimi drahami.
Nejprve dochazi k fosforylaci na Thr70, coz vede k fosforylaci Thr37, Thr46. Jako posledni je
fosforylovan Ser65 (Ayuso et al. 2010). Ser65 ma nejvetsi vliv pro vazbu mezi 4E-BP1
a elF4E. Je to zplisobeno vznikem vodikovych mustkii mezi Ser65 a Asn77 ve vazebné kapse

elF4E (Tomoo et al. 2006).

10 20 30 40
MSGGSSCSQT PSRAIPATRR VWLGDGVQLP PGDYSTTPGG

50 60 70 80
TLFSTTPGGT RIYDRKFLM ECRNSRVTKT PPRDLPTIPG
|< X=ray=determined region |

90 100 110
VTSPSSDEPP MEASQSHLRN SPEDKRAGGE ESQFEMDI

Obr. 14 Cela aminosekvence lidského
4E-BP1 s Cervené vyznacenymi fosforyla¢nimi
misty. Barevné vyznacCena sekvence Pro47-
Pro66 je zobrazen na obrazku vlevo (4E-BP
peptide, fialova barva). Zelené je zobrazen
elF4E s navazanou ¢epickou a mezi helixy H1
(Trp73-Asn77) a H2 (Glul32-Gly137) je
vytvoiena vazebna kapsa pro 4E-BP1. (Tomoo
et al. 2006)

Fosforylace translac¢nich represor 4E-BP1 zéavislda na mTOR vede k jejich disociaci od

elF4E, to zpisobuje zvySenou tvoru komplexu elF4F (Zindy et al. 2011).
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Insulin je pozitivnim reguldtorem iniciace translace, protoZze patii mezi signaly
zvysujici fosforylaci 4E-BP1, tim dochazi ke sniZeni afinity pro navazani na elF4E. Jako
ptiklad bych uvedla praci Bhandari et al. 2001, kde se dokazuje vliv insulinu na fosforylaci
4E-BP1. Na Western blotu byly objeveny 3 izoformy 4E-BP1 — o, B, y. Nefosforylovana o
izoforma se nejrychleji pohybuje a vaZze se na elF4E s nejvétsi afinitou. B izoforma, ktera je
hyperfosforylovana se pohybuje pomaleji a na elF4E se vaze s nizkou afinitou. y izoforma,
ktera se pohybuje nejpomaleji ze tfi uvedenych izoform, je nejvice fosforylovana a na elF4E

se nevaze (Bhandari et al. 2001).

Jeden z novych klinickych vyzkumi je zaméten na vliv enzastaurinu, coZ je synteticka
latka s potencionalni protinddorovou aktivitou. Enzastaurin potlacuji abiogenezi a indukuje
apoptozu u raznych nadorovych bunéénych linii, tim ze dochazi k inhibici PKC/PI3K/Akt
signalni drahy. Tim dochézi k udrzeni 4E-BP1 na eIF4E a dochézi k inhibici eIF4F komplexu
(Dumstorf et al. 2010). Tato klinickd studie je jednou zmnoha, které se zbyvaji

problematikou vzniku nador a moznosti jejich 1é¢eni pomoci ovlivnéni eIF4F komplexu.
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7 Zavér

mTOR draha a jeji vyznam v bufice se ukdzala tématem velmi rozsahlym, ale zcela
jisté zasluhujicim pozornost. Tato bakalafskd prace nabizi nahlédnuti do této problematiky.
Prace v prvni ¢asti shromézdila dostupné informace o struktufe mTOR proteinu, ktery se
sklada z n€kolika domén — od N-terminalniho konce HEAT motivy, FAT doména, FRB
doména, kinazova doména, NRD doména a na C-terminalnim konci FATC doména. Kazda
z téchto domén ma svou funkci pro spravnou aktivaci ¢i inhibici mTOR proteinu. Je znamo,
7ze mTOR protein je soucdsti dvou komplexi mTORC1 a mTORC2. Tyto komplexy se lisi
interagujicimi proteiny. mTORCI1 na sebe vaze raptor a LST8. LST8 je protein, ktery se
vyskytuje 1 u komplexu mTORC2. Mezi dalsi proteiny mTORC2 patii rictor, Sinl a PRRS.

V druhé ¢asti jsem pfiblizila pribéh iniciace translace a vyznam elF4F komplexu v ni.

Posledni ¢ast je zamétena na regulaci mTOR dréhy. V této praci jsem se chtéla zaméfit
na regulaci mMTORCI1 komplexu na iniciaci translace, kdy dochéazi k zablokovani vazebného
mista na elF4E, na které¢ se vazou proteiny elF4G a 4E-BP. Represorovy protein 4E-BP pii
navazani na eIF4E zpisobuje inhibici iniciace translace, jelikoZ nedojde k vytvoreni aktivniho
elF4F komplexu. V této draze je n¢kolik dalSich regulacnich proteinti, napiiklad TSCI1, TSC2,
Akt/PKB, PRAS-40.

Tato problematika mé vyuziti i v klinické praxi. Zde dochazi k vyvoji farmaceutickych
latek, které maji protinddorové vlastnosti. Jako piiklad bych mohla uvést vyrobu novych
analogli rapamycinu (inhibitor mTORCI aktivity) — temsirolismus, everolimus
a deforolismus. Klinické testy prokazuji velky vyznam téchto rapamycinovych analogl

v 1é¢bé zhoubnych nadort.
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