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Abstrakt:

Práce se zabývá charakteristikou mTOR a jeho účasti na regulaci iniciace translace. 

Především se zaměřuje na ovlivnění iniciace translace. mTOR protein je součástí dvou 

komplexů, které se v organismech vyskytují – mTORC1 a mTORC2. Eukaryotický iniciační 

faktor 4E (eIF4E) hraje důležitou roli při kontrole iniciace translace. Aktivita eIF4E proteinu 

je regulována represorovými proteiny z rodiny 4E binding proteins (4E-BPs). Navázání těchto 

proteinů na eIF4E je regulováno stavem jejich fosforylace. Aby došlo k uvolnění 4E-BP1 

z eIF4E musí dojít k fosforylaci na čtyřech fosforylačních místech (Thr37, Thr46, Ser65         

a Thr70). Práce přináší formou rešerše i přehled některých dalších dějů, které se u mTOR 

dráhy vyskytují. 

Klíčová 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 (eIF4E) plays an important role in controlling translation initiation. The 

activity of eIF4E protein is regulated by family of repressor 4E-binding proteins (4E-BPs). 

Linking these proteins to eIF4E is regulated by their phosphorylation state. For the release of 

4E-BP1 from eIF4E, 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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Seznam zkratek

4E-BP1 4E binding protein 1

4E-BP2 4E binding protein 2

4E-BP3 4E binding protein 3

Akt/PKB protein kinasa B

CTD C-terminus domain

eIF1 eukaryotic translation initiation factor 1A

eIF1A eukaryotic translation initiation factor 1

eIF2 eukaryotic translation initiation factor 2

eIF3 eukaryotic translation initiation factor 3

eIF4B  eukaryotic initiation factor-4B

eIF4E eukaryotic initiation factor-4E

eIF4F eukaryotic initiation factor-4A

eIF4G eukaryotic initiation factor-4G

FAT FRAP, ATM, TRRAP domain

FATC FAT C-terminus domain

FKBP FK506 binding protein

FKBP12 FK506 binding protein 12kDa

FKBP38 FK506 binding protein 38kDa

FRAP FKBP-rapamycin-associated protein

FRB FKBP12-rapamycin binding domain

GBL G protein beta subunit-like

HEAT Huntignton, EF3, A-subunit of PP2A, TOR1 motif

LST8 Mammalian lethal with SEC13 protein 8

Met-tRNAi
Met initiator methionine transfer RNA

MNK1 MAP kinase interacting protein 1

mTOR mammalian target of rapamycin

mTORC1 mammalian target of rapamycin complex 1

mTORC2 mammalian target of rapamycin complex 2

NRD negative regulative domain 

PABP poly(A) – binding protein

PDK1 3 -phosphoinositide-dependent protein kinase – 1

PDK2 3 -phosphoinositide-dependent protein kinase – 2

PH pleckstrin homology domain

PI3K phosphoinositide 3-kinase



PIKK phosphoinositide three-kinase-related kinase

PIP3 phosphatidylinositol (3,4,5) - triphosphate

PKC protein kinase C

PRAS-40 proline-rich Akt/PKB substrate 40 kDa

PRR5 prolin rich protein 5

RAFT1 rapamycin and FKPB target

RAPT rapamycin target

Raptor regulatory associated protein of mTOR

RBD Raf-like Ras-binding domain

RBP1 rapamycin binding protein

Rheb Ras homolog enriched in brain

Rictor Rapamycin insensitive companion of mTOR

RNC raptor N-terminal conserved

S6K1 Ribosomal protein S6 kinase beta-1

S6K2 Ribosomal protein S6 kinase beta-2

Sin1 SAPK-interacting protein 1

TOP terminal oligopyrimidine tract

TOS TOR signaling motif

TSC1 Tuberous sclerosis complex 1

TSC2 Tuberous sclerosis complex 2

UTR untranslated region
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1 Úvod

Při rozhodování, na jaké téma budu psát bakalářkou práci, jsem v odborné literatuře 

narazila na zajímavé články o mTOR dráze. Především mě pak zaujal vliv mTORC1                

a mTORC2 na ostatní děje v buňce. Proto jsem se rozhodla, že se v této práci pokusím 

shrnout informace o struktuře, funkci a regulaci těchto komplexů. A podrobněji bych se chtěla 

zaměřit na význam mTORC1 komplexu při regulaci iniciaci translace. Pro pochopení této 

problematiky je však nutné popsat i ostatní děje, proteiny a regulátory, které se mTOR dráhy 

účastní.

V druhé kapitole se zaměřuji na stavbu mTOR proteinu. Popisuji jednotlivé domény, 

které se na tomto proteinu vyskytují – FRB doména, FAT a FATC domény, HEAT motiv, 

NRD doména a katalytickou doménu. Všechny tyto domény jsou důležité pro správnou funkci 

celého proteinu.

V třetí kapitole popisuji proteiny, které interagují s rapamycinem či proteiny, které 

regulují jeho funkci (Rheb protein). Rapamycin je imunosupresivní molekula, která patří mezi 

inhibitory mTORC1. Jako inhibitor funguje rapamycin pouze v komplexu s FKBP12. 

V čtvrté kapitole přibližuji strukturu dvou komplexů, které mTOR vytváří – mTOC1    

a mTORC2. Popisuji zde jednotlivé proteiny, které se váží na jednotlivé komplexy. Pro oba 

komplexy je společný protein GβL, v dalších se pak liší. Na mTORC1 se váže raptor. U 

mTORC2 se nachází rictor a Sin1 protein a PRR5.

Pátá kapitola je zaměřena na iniciaci translace, především na význam eIF4F komplexu. 

eIF4F komplex, který je složen ze tří podjednotek eIF4A, eIF4E a eIF4G je důležitým 

regulátorem iniciace translace. 

Poslední kapitola je zaměřena na regulaci mTOR dráhy - „upstream“ a „downstream“

regulace. 
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2 Struktura mTOR

mTOR (mammalian target of rapamycin) patří do skupiny serin/threoninových  kináz. 

mTOR můžeme najít i pod dalšími zkratkami jako je FRAP (FKBP-rapamycin-associated 

protein), RAFT1 (rapamycin and FKPB target) nebo RAPT (rapamycin target).  Jedná se       

o klíčovou molekulu v buňce, která ovlivňuje několik různých drah. Jednou z hlavních funkcí 

je kontrola buněčného růstu v závislosti na obsahu živin v buňce. Mezi další funkce patří 

regulace iniciace translace (Brunn et al. 1997), organizace cytoskeletu v buňce, ovlivnění G1 

fáze v buněčném cyklu (Fingar et al. 2004), degradace proteinů prostřednictvím autofágie

(Noda and Ohsumi 1998) a regulace transkripce (biogenese ribozomů) (Powers and Walter 

1999).

         

Obr. 1 Primární struktura mTOR proteinu. Na N-konci se nachází HEAT motivy, které 
jsou důležité pro protein-protein interakce. Protein-protein interakce je funkcí i FAT 
domény. FRB doména je místo, kam se váže FKBP12-rapamycin komplex. Směrem k C 
konci se vyskytuje katalytická kinázová doména, která má homologii pro PI3Ks a je to 
místo pro vazbu s LST8. Na C-konci se vyskytuje FATC doména. Tato doména se 
nevyskytuje samostatně, ale vždy ve vazbě s FAT doménou. Její funkcí je kontrola 
kinázové aktivity (Hay and Sonenberg 2004).

Jedná se o molekulu o velikosti cca 300kDa a je složena z 2549 aa. Je rozdělena na několik 

domén. Pro všechny TOR proteiny je specifická C (-COOH) -terminální doména (CTD). 

Jedná se o oblast s velkou homologií pro katalytické domény fosfatidylinositol 3-kinázy        

(PI3K) a fosfatidylinostitol 4-kinázy. mTOR je protein kináza, která je součástí dvou

komplexů mTORC1 a mTORC2 ( viz. kap.4).

2.1 HEAT motivy

     Na N-terminální doméně se nachází 20 kopií HEAT motivů. Zkratka HEAT je 

složenina prvních písmen 4 proteinů – Huntignton, EF3, A-podjednotka PP2A, TOR1. Každý 

motiv HEAT se skládá ze dvou alfa helixů (každý o 40 aa). Oba tyto helixy mají specifické 
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uspořádáni hydrofobních a hydrofilních zbytků. Proto mají velkou roli při tvorbě protein-

protein interakcí v proteinech (Andrade and Bork 1995).

2.2 FAT doména a FATC doména

      FAT (FRAP, ATM, TRRAP) doména, která se nachází ve všech fosfatidylinosytol

kinázách (PIKK), je další součástí TOR proteinu. Hlavní funkcí FAT domény je protein –

protein interakce, nutná pro udržení tvaru celého proteinového komplexu. Jedná se o doménu, 

bez níž mTOR protein není aktivní.

Další doménou, která patří do stejné kinázové rodiny jako FAT doména je FATC 

(FAT C-terminus) doména. FATC doména se nachází na úplném konci CTD (Dames et al. 

2005). Jedná se o sekvenci dlouhou přibližně 35 aa. FATC a FAT doména se vyskytují 

společně za vzájemné interakce, jelikož FATC doména je příliš malá, než aby mohla fungovat

zcela samostatně. Mezi její další vlastnosti je možné zařadit význam pro správnou funkci PI-

kinázové domény, která je vklíněná mezi tyto dvě domény (viz. obr.1) (Bosotti, Isacchi and 

Sonnhammer 2000).

Mezi katalytickou doménou a FATC doménou je tzv. negativně regulující doména

(NRD).

2.3 FRB doména

     Směrem k N (-NH2)-terminální doméně se nachází oblast FKBP12-rapamycin 

„binding“ doména (FRB), která se skládá z přibližně ze 100 aa. Jedná se o doménu, která má 

regulační funkci (Vilella-Bach et al. 1999). Je to oblast, kde dochází k navázání komplexu

FKBP12-rapamycin (viz. kap.3.2) na mTOR protein. Rapamycin se vyskytuje v hydrofobní 

kapse FKBP12, která reaguje s hydrofobní oblastí v FRB. Tím dochází ke společné vazbě

(Choi et al. 1996). Výskyt této domény v proteinu TOR byl objeven u S. cerevisiae. 

Za FRB doménou se vyskytuje katalytická kinázová doména, na kterou nasedá LST8

(viz. kap.4.1.2), a tím dochází ke zpevnění interakce mezi raptorem a mTOR. Katalytická 

doména mTOR obsahuje signifikantní aminokyselinovou homologii s katalytickou doménou 

PI3K.
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3 Rapamycin a s ním interagující proteiny

3.1 Rapamycin    

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

jméno pro Velikonoční ostrov, který se nachází v Pacifickém oceánu.

  Jedná se o bakteriální antibiotikum s lipofilní povahou, které má chemické složení 

C51H79NO13 (viz. obr.2) (Vezina, Kudelski and Sehgal 1975). Rapamycin patří do rodiny 

imunosupresivních látek, které jsou produkovány bakterií Streptomyces hygroscopicus. Je 

důležitým faktorem pro tvorbu inhibičního komplexu FKB12-rapamycin komplex, který se 

váže do FRB domény (která se nachází na C-terminálním konci) na mTOR proteinu.

Rapamycin tvoří komplex s RBP1 u bakterií a s FKBP proteinem u eukaryot. Rapamycin-

„binding“ protein 1 (RBP1) je kvasinkový protein o velikosti 13kDa, který je kódován genem 

se sekvencí 114 aa. RBP má vysokou sekvenční homologii s lidským FKBP (Koltin et al. 

1991).

Komplexy mTORC1 a mTORC2 (viz. kap.3.1 a 3.2) se liší svojí senzitivitou na 

rapamycin. mTORC1 je rapamycin senzitivní, oproti tomu mTORC2 na přítomnost 

rapamycinu nereaguje.

                                                                                

                                                         

Obr. 2 Struktura rapamycinu (Dumont and Su 1996)                                    

3.2 FKBP/ FK506 „binding“ protein

FK506 „binding“ protein patří do rodiny proteinů, která má peptidyl-prolyl 

izomerázovou aktivitu (Siekierka et al. 1989). Fungují jako chaperony pro proteiny, které 

obsahují prolinové zbytky. Rapamycin se váže na tento protein a vytváří s ním komplex, který



se váže na mTOR protein v oblasti FRB domény, a tím dochází k

Tento protein je schopen vázat již zmíněný rapamycin a jemu podobný FK506.

FK506 je imunosupresivní chemická látka známá jako tacrolimus. 

a FK506 mají velmi podobnou strukturu

dochází ke vzniku dvou různých komplexů, které mají odlišné funkce v

Imunofilin má peptidyl-prolyl isomerázovou aktivitu.

a následnému navázání FKBP12 váže kalcineurin. Oproti tomu rapamycin s

a navázaným FKBP12 se váže na mTOR protein 

al. 1991). FK506 redukuje peptidyl

FK506-FKBP12 komplex (viz. 

signálu pro transdukci T-lymfocyt a inhibici

Obr.3 Struktura FKBP12 – FK506

                    

FKBP12-rapamycin komplex

segment tohoto komplexu se váže i na kinázovou katalytickou doménu mTOR.

musí dojít k navázání rapamycin na FKPB12. Poté může dojít k

FRB doménu (Oshiro et al. 2004)

Do FKBP rodiny proteinů patří kromě FKBP12 i FK

který má molekulovou hmotnost 38kDa.

FKBP38 naváže na mTOR v

dodat signál „downstream“ cílům. Na rozdíl od FKBP12, FKBP38 nepotřebuje k

mTORC1 tvořit komplex s rapamycinem. 

5

oblasti FRB domény, a tím dochází k inaktivaci celého proteinu

Tento protein je schopen vázat již zmíněný rapamycin a jemu podobný FK506.

je imunosupresivní chemická látka známá jako tacrolimus. 

mají velmi podobnou strukturu. Obě tyto látky jsou schopny vázat imunofilin. Tím 

dochází ke vzniku dvou různých komplexů, které mají odlišné funkce v

prolyl isomerázovou aktivitu. FK506 po navázání imunofilinu

a následnému navázání FKBP12 váže kalcineurin. Oproti tomu rapamycin s

a navázaným FKBP12 se váže na mTOR protein (Heitman, Movva and Hall 1991, Koltin et 

FK506 redukuje peptidyl-prolyl izomerazovou aktivitu (Sabatini et al. 1994)

viz. obr.3) interaguje s kalcineurinem, a tím dochází k

lymfocyt a inhibici transkripce IL-2 (Liu et al. 1991)

Obr. 3 Struktura FKBP12 
komplexu. FKBP12 je zobrazen 
sekundární strukturou. 

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

FK506

komplex se váže do FRB domény na mTOR proteinu a terminální 

segment tohoto komplexu se váže i na kinázovou katalytickou doménu mTOR.

navázání rapamycin na FKPB12. Poté může dojít k navázání celého komplexu na 

(Oshiro et al. 2004).

rodiny proteinů patří kromě FKBP12 i FKBP38 (známý i jako FKBP8), 

který má molekulovou hmotnost 38kDa. FKBP38 je endogenní inhibitor mTORC1. 

naváže na mTOR v oblasti FRB domény, dochází ke ztrátě schopnosti  mTORC1 

dodat signál „downstream“ cílům. Na rozdíl od FKBP12, FKBP38 nepotřebuje k

rapamycinem. FKBP38 je regulováno Rheb

inaktivaci celého proteinu. 

Tento protein je schopen vázat již zmíněný rapamycin a jemu podobný FK506.

je imunosupresivní chemická látka známá jako tacrolimus. Rapamycin             

. Obě tyto látky jsou schopny vázat imunofilin. Tím 

dochází ke vzniku dvou různých komplexů, které mají odlišné funkce v organismu. 

po navázání imunofilinu            

a následnému navázání FKBP12 váže kalcineurin. Oproti tomu rapamycin s imunofilinem       

(Heitman, Movva and Hall 1991, Koltin et 

(Sabatini et al. 1994).

a tím dochází k inhibici 

(Liu et al. 1991).

FKBP12 – FK506
. FKBP12 je zobrazen 

strukturou. 

http://commons.wikimedia.org/wiki/Fil
1fkj.png)

se váže do FRB domény na mTOR proteinu a terminální 

segment tohoto komplexu se váže i na kinázovou katalytickou doménu mTOR. Nejprve však

í celého komplexu na 

(známý i jako FKBP8), 

FKBP38 je endogenní inhibitor mTORC1. Pokud se 

dochází ke ztrátě schopnosti  mTORC1 

dodat signál „downstream“ cílům. Na rozdíl od FKBP12, FKBP38 nepotřebuje k inhibici 

8 je regulováno Rheb proteinem. Rheb 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=An external file that holds a picture, illustration, etc.Object name is gkq1127f4.jpg [Object name is gkq1127f4.jpg]&p=PMC3&id=3064780_gkq1127f4.jpg
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Fkbp-cartoon-1fkj.png
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http://www.jbc.org/content/278/12/10189/F2.large.jpg
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aktivovaný GTP interaguje s FKBP38 a tím zabraňuje inaktivaci mTORC1 proteinu (Ma et al. 

2010).

3.3 Rheb protein

Rheb („Ras homolog enriched in brain“) je malý protein s GTPázovou aktivitou, 

patřící do proteinové podrodiny Ras, který aktivuje mTORC1 při navázání GTP. Ras 

podrodina patří do rodiny malých GTPáz. Rheb protein patří do „upstream“ aktivátorů

mTORC1 a zároveň hraje roli jako „downstream“ regulátor TSC1-TSC2 komplexu (viz.

kap.6.1). Mezi funkce Rheb proteinu patří stimulace fosforylace S6K1 a 4E-BP1 (Yang et al. 

2006).
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4 mTOR komplexy

mTOR se v buňkách vyskytuje ve dvou komplexech – mTORC1 a mTORC2.                   

U S.cervisiae a ostatních kvasinek se nachází dva homology genu pro TOR – TOR1 a TOR2. 

Oproti tomu u všech eukaryotních organismů se nachází pouze jediný gen pro TOR.

Základním rozdílem těchto dvou komplexů je resistence na imunosupresentní látku –

rapamycin. Další rozdíl je v dalších podjednotkách, které se na TOR protein připojují.

TOR je základní proteinovou podjednotkou v obou komplexech. Rozdíly mezi oběma 

komplexy jsou v dalších připojených proteinových podjednotkách a v citlivosti na rapamycin.

Oba tyto komplexy fosforylují hydrofobní motivy na následných protein kinázách, což vede 

k jejich aktivaci. mTORC1 fosforyluje S6K1 a 4E-BP1 a mTORC2 fosforyluje Akt.

4.1 mTORC1

TORC1 se S. cerevisiae kromě hlavního proteinu TOR1 nebo TOR2 skládá z KOG1 

a LST8 u (Loewith et al. 2002). U savců se vyskytují homology KOG1 = raptor a LST8 = 

mLST8. Jeho hlavní funkcí je fosforylace efektorů jako je S6K a 4E-BP1. mTORC1 je citlivý 

na rapamycin. Rapamycin tvoří komplex s FKBP12. Tento komplex je schopen se vázat na 

TOR1 nebo TOR2 v mTORC1, ale nikoli u mTORC2 nebo TORC2 (Loewith et al. 2002). 

mTORC1 reguluje několik esenciálních buněčných funkcí. Nejlépe známá je regulace syntézy 

proteinů, která je pozitivně regulovaná mTORC1. Dochází i k regulaci autofágie, kde 

mTORC1 působí jako její inhibitor (Mizushima et al. 2008).

4.1.1 Raptor – KOG1 („Kontroller of Growth-1“)

  Raptor (=„regulatory associated protein of mTOR“) je 150kDa velký mTOR vázající 

protein, který je důležitý pro správnou funkci TOR signalizace. Raptor se váže na HEAT 

doménu mTOR. Jeho cDNA definuje ORF, který kóduje 1335 aa. Na N-konci tohoto 

polypeptidu se nachází RNC (=„raptor N-terminal conserved“). Směrem k C-konci se 

nacházejí tři HEAT motivy (viz. obr.4). Tento počet motivů je vždy stejný pro všechny 

organismy. Následuje sedm WD40 motivů, které se nacházejí na C- terminální doméně (Kim 

et al. 2002).

Funkce raptoru je pozitivní regulace „downstream“ efektorů. Mezi další funkce řadíme 

stabilizaci komplexu tzv. mTOR-raptor interakce. K této stabilizující interakci dochází při 

nedostatku aminokyselin v buňce nebo nedostatku zdroje energie. Tím dochází k inhibici 

mTOR signalizační dráhy a represi mTOR kinázové dráhy (Kim et al. 2002). mTOR-raptor 
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komplex je důležitým činitelem při fosforylaci 4E-BP1 (4E-„binding“ protein 1) a S6K1

(Hara et al. 2002). 

         

     

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

4.1.2 LST8/ GβL

GβL (G protein β „subunit-like“ protein, homolog u S. cerevisiae - LST8) je protein, 

který slouží jako pozitivní regulátor mTOR dráhy, který reaguje na hladinu živin (Kim et al. 

2003). Jedná se o protein o velikosti 36kDa. Tato molekula je složena ze sedmi WD40 repetic

(Ochotorena et al. 2001). Ve WD40 se vyskytují sekvence, které jsou velmi podobné 

sekvencím, které obsahuje β-podjednotka heterotrimerických G-proteinů. GβL se vyskytuje      

u všech eukaryotních organismů (Rodgers et al. 2001).

Na kinázovou doménu mTOR se GβL pravděpodobně váže nezávisle na proteinu 

raptor. Po jeho navázaní dochází k výraznému zvýšení kinázové aktivity mTOR na 

substrátech 4E-BP1 a S6K1, pokud je na mTOR pevně navázán raptor, k zlepšení aktivity 

mTOR nedochází (Kim et al. 2003). Vazba mezi mTOR a raptorem je ovlivnitelná 

koncentrací přítomných živin. Oproti tomu vazba mezi GβL a mTOR je na koncentraci živin 

nezávislá. Vazba GβL-mTOR je rezistentní vůči detergentům (Kim et al. 2003). Proto je tato 

vazba daleko stabilnější než vazba mezi mTOR a raptorem (Kim et al. 2002). Jak jsem 

zmínila výše, vzniká při nedostatku živin specifická interakce mezi mTOR a proteinem raptor, 

která je závislá na přítomnosti GβL (Kim et al. 2003). Přesný mechanismus inhibice kinázové 

aktivity mTOR proteinu závislé na přítomnosti živin není, pokud je mi známo, popsaný.
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4.2   mTORC2                                                                                                                                            

    TORC2 obsahuje TOR2, AVO1, AVO2, AVO3, LST8 a PRR5 u S. cerevisiae

(Loewith et al. 2002). Stejně jako u TORC1 jsou známé savčí homology AVO1= Sin1, AVO3 

= rictor, LST8 = mLST8. Tento komplex má specifickou funkci při kontrole tvorby 

aktinového cytoskleletu a celkové polarizace buňky. K regulaci aktinového cytoskeletu 

dochází za pomoci Rho proteinu a PKC (protein kinasa C). Rho protein patří do rodiny 

malých GTPáz. mTORC2 je stejně jako kvasinkový TORC2 je „rapamycin insensitive“. To 

znamená, že rapamycin není schopný se navázat na mTOR2 protein (Jacinto et al. 2004).

Tento komplex hraje klíčovou kinázovou roli při fosforylaci Ser473 na Akt/PKB.

Tento děj reguluje buněčný růst, proliferaci a metabolismus (Sarbassov et al. 2005).

4.2.1      AVO1 / Sin1 (SAPK-„interacting“ protein 1)

Sin1 obsahuje dvě domény „Raf-like Ras-binding domain“ (RBD) a „pleckstrin 

homology domain“ (PH) (viz. obr.5). Jedná se o protein, který má funkci v signalizaci 

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

A. 

B. 

Obr. 5 Struktura Sin1. A. Sin1 u Homo sapiens, B. Avo1 u Saccharomyces cerevisiae 

(Schroder et al. 2007)

Velikost tohoto proteinu, který je kódován jedním genem, se liší v závislosti na alternativním 

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

4.2.2 AVO3 / Rictor („Rapamycin insensitive companion of mTOR“)

Rictor je důležitá podjednotka mTORC2, která není senzitivní k rapamycinu. Jedná se 

o protein o velikosti 200kDa. Rictor-mTOR komplex hraje důležitou roli při fosforylaci 

Ser473 na Akt. Redukce exprese proteinu rictor či mTOR způsobuje inhibici Akt/PKB 

efektoru. Rictor-mTOR komplex způsobuje přímou fosforylaci Ser473 a zároveň usnadňuje 

fosforylaci na Thr308, která je prováděna PDK1 (viz. kap.6.2) (Sarbassov et al. 2005). 

Navázání rictoru na mTOR není inhibováno přítomností rapamycinu ani ovlivněno hladinou 
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živin, jak je tomu v případě mTORC1. mTORC2 není citlivý na přítomnost rapamycinu, 

jelikož se na něj neváže raptor, na který se rapamycin částečně váže (Shiota et al. 2006).

4.2.3 PRR5 („Prolin rich“ protein 5)

PRR5 je protein kódovaný genem, který se nachází v oblasti na chromosomu, která je 

deletována u některých případů rakoviny prsu a střeva (Johnstone et al. 2005). PRR5 

interaguje s rictorem a tato interakce je mnohem odolnější než vazba mezi mTORC2             

a rictorem. Interakce mezi PRR5 a rictorem neovlivňuje jeho navázání na mTORC2 a nemá 

vliv na fosforylaci Akt pomocí mTORC2. Umlčení PRR5 nicméně inhibuje fosforylaci Akt        

a S6K1, čímž dochází ke snížení míry proliferace buněk (Woo et al. 2007).

Jedná se o nově objevený protein asociovaný s mTORC2 komplexem a je 

pravděpodobné, že se nejedná o poslední. Očekává se také, že může dojít k objevení nových 

interagujících faktorů s mTORC1 komplexem a to by mohlo mít vliv na rozlišení různých

funkcí, které tyto komplexy vykonávají.
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5 Role eIF4F komplexu při iniciaci translace

Translace se skládá ze tří částí – iniciace, elongace a terminace. V této kapitole se 

budu věnovat pouze iniciaci, která je vzhledem k tématu mé práce nejdůležitější. Iniciace 

translace je dost rozsáhlý pojem a není cílem mé práce podrobně se zabývat všemi ději           

a faktory, které do této fáze patří. Především se zaměřím na eIF4F komplex, který je 

v regulaci iniciace translace přes mTOR dráhu velmi důležitý.

Primární časovou regulaci iniciace translace bychom mohli rozdělit na krátkodobou     

a dlouhodobou. Krátkodobá fáze, která proběhne během několika minut, reguluje aktivitu či 

uspořádání podjednotek translačního komplexu. Například se tyto změny mohou týkat 

fosforylace na iniciačních faktorech a na specifických RNA-vazebných proteinech.

Dlouhodobá kontrola je proces, který se projevuje během několika hodin až dní. Jedná se       

o kontrolu na buněčné úrovni – syntéza translačních faktorů a ribozomů. Což je proces 

regulující množství aktivního materiálu, který vstupuje do translace (Proud 2007).

5.1 Iniciace translace

V této kapitole bych chtěla shrnout děje, které se vyskytují při iniciaci translace. Jedná 

se jen o velmi stručný popis jednotlivých kroků. Detailní popis by byl nad rámec této práce. 

   Iniciace translace u eukaryot vede k sestavení 80S ribozomu, který obsahuje 

aminoacylovanou iniciátorovou tRNA (Met-tRNAi
Met), která je navázána v P (peptidickém) 

místě na malé podjednotce ribozomu. Antikodon Met-tRNAi
Met hraje důležitou roli pro 

nalezení iniciačního kodonu na mRNA. Pro tento proces je nutná přítomnost eukaryotických 

iniciačních faktorů (eIFs). eIF2, GTP a Met-tRNAi
Met spolu vytvoří tzv. ternární komplex, 

který se dohromady s eIF3, eIF1 a eIF1A váže na 40S podjednotku ribozomu a vytvoří 43S 

preiniciační komplex (Benne and Hershey 1978). 43S komplex obsahuje 40S podjednotku, 

eIF3 a eIF2-ternární komplex. Po navázání 5´konce mRNA na 43S , které je umožněno

faktory eIF4A, eIF4B a eIF4F (viz. kap.6.2), začne 43S komplex skenovat mRNA ve směru 

3´ konci mRNA dokud nenarazí na iniciační AUG kodon. Skenování 5´-UTR je ATP 

dependentní. Bez přítomnosti eIF1 by 43S komplex nebyl schopný rozeznat „cognate“          

a „noncognate“ iniciační kodony. Pokud dojde k nalezení iniciačního kodonu, který je ve 

správném kontextu, dochází k jeho zastavení a k vytvoření stabilního 48S komplexu (Pestova 

and Kolupaeva 2002). Nakonec dojde k navázání 60S komplexu na 48S komplex. Jelikož 

povrch 40S podjednotky ribozomu je obsazen faktory eIF1, eIF1A, eIF2 a eIF3, nemůže dojít 

k navázání 60S podjednotky bez odstranění těchto faktorů. K tomu dochází na základě 
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konformačných změn, které probíhají při vytváření tzv. zavřené konformace již zmíněného 

stabilního 48S komplexu. Po nalezení iniciačního kodonu dojde k vytvoření vazeb mezi 

antikodonem Met-tRNAi
Met a kodonem mRNA. Vznikem vazeb mezi bázemi kodonu             

a antikodonu dojde k vzdálení C-terminálních konců eIF1 a eIF1A od sebe. Tím dojde ke 

snížení afinity 43S komplexu k eIF1 a tento faktor se přesune na eIF3 nebo se odpojí. Tím

dojde ke vzniku uzavřeného komplexu (Unbehaun et al. 2004).

Translační iniciační faktory 1 a 1A jsou zároveň negativními regulátory hydrolýzy 

GTP z eIF2. Po jejich přeskupení může dojít k hydrolýze GTP z eIF2, která je způsobena 

eIF5, a tím dojde k odpojení tohoto faktoru a většiny ostatních faktorů od komplexu. To 

umožní připojení 60S podjednotky ke komplexu. Proces připojení velké podjednotky je 

podporován vazbou GTP na eIF5B. Následně dojde k vytvoření 80S iniciačního komplexu

(Maag et al. 2005). Část faktorů se definitivně odpojí až při připojení 60S podjednotky

(Pisarev et al. 2006).

5.2 eIF4F komplex

Každá eukaryotická buněčná mRNA obsahuje na svém 5´konci čepičku (m7GpppN;

kde N je jakýkoli nukleotid a m je methylová skupina) (Morino et al. 2000). Čepička hraje 

významnou roli pro mRNA. Kromě role v iniciaci translace funguje čepička jako stabilizátor 

jaderné mRNA a cytoplazmatické mRNA (Green, Maniatis and Melton 1983). Mezi další 

funkce patří role při jaderno-cytoplasmatickém transportu, pomoc při sestřihu pre-mRNA. 

eIF4F komplex je složen ze tří podjednotek – eIF4A, eIF4E a eIF4G (Morino et al. 2000).

eIF4F komplex je zodpovědný za připojení mRNA na ribozom a díky interakcím mezi 

podjednotkama i za úspěšné zahájení iniciace translace.
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Obr. 6 Navázání iniciačního komplexu na 5´čepičku. eIF4E se naváže na 5´čepičku                     
(znázorněna jako černá tečka). Následně dojde k navázání eIF4G proteinu na dorzální 
stranu eIF4E proteinu. PABP (poly(A)-„binding“ protein) se váže na N- konec eIF4G, 
Mnk a eIF4A vazebná místa se nacházejí na C konci. Na střední části eIF4G dochází 
k navázání eIF3. Tento faktor následně zabezpečuje navázání 40S podjednotky
ribozomu. Na 40S podjednotce ribozomu je navázán eIF2 spolu iniciátorovou Met-
tRNAi

Met. Následně dochází k aktivaci eIF4A helikázy. eIF4B (je kofaktor, který je 
potřeba pro správnou aktivaci eIF4A helikázy) se připojuje k eIF4F-mRNA komplexu.
Díky eIF4A dochází k rozvinutí sekundární struktury na 5´-UTR oblasti a dochází ke 
skenování, dokud nedojde k nalezení AUG iniciačního kodonu. (Scheper and Proud 
2002)

5.2.1 eIF4E

eIF4E je malý protein o velikosti 24kDa. Váže se na čepičku a je zodpovědný za 

připojení mRNA ke zbytku translačního aparátu (Frederickson, Montine and Sonenberg 

1991). eIF4E má fosforylační místo na Ser209. Fosforylace eIF4E zvyšuje afinitu k čepičce. 

Toto místo je fosforylováno dvěma specifickými kinázami. Tyto kinázy jsou MNK1 (MAP 

kinase interacting protein 1) a PKC (protein kinase C) (Whalen et al. 1996). MNK1 kináza je 

substrát ERK a p38 MAPK kináz (Waskiewicz et al. 1997). Na eIF4E se mohou vázat 

proteiny z rodiny translačních represorových proteinů (tzv. „4E-binding proteins”; 4E-BP). 

Interakce s 4E-BP brání začlenění eIF4E do aktivního iniciačního komplexu a tím dochází 

k inhibici na čepičce závislé translaci. Tato inhibice je způsobena fosforylací 4E-BP1, která 

probíhá PI3K-Akt-mTOR dráhou. eIF4E je důležitou molekulou při iniciaci translace.

Navázání 4E-BP na eIF4E nezmění afinitu eIF4E k čepičce, ale zabraňuje vazbě mezi eIF4G 

a eIF4E, a tím nedojde k vytvoření aktivního eIF4F komplexu (Haghighat et al. 1995). 4E-BP 

a eIF4G sdílejí stejný eIF4E vazebný motiv YXXXXLϕ (kde X je jakákoli aminokyselina a ϕ

je hydrofobní aminokyselinový zbytek) (Mader et al. 1995).
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5.2.2 eIF4A

Tato RNA dependentní ATPáza má velikost 45kDa a patří do rodiny DEAD – box 

RNA helikáz. DEAD box je motiv složený z aminokyselinových zbytků: Asp-Glu-Ala-Asp.

Společně s eIF4B je eIF4A zapojen do rozvinutí sekundární struktury v 5´ UTR závislém na 

ATP (Rogers, Komar and Merrick 2002). eIF4A je složena ze dvou RecA domén, které 

obsahují motivy, které se účastní navázání a hydrolýzy ATP (Sengoku et al. 2006).                

V neaktivní otevřené konformaci má protein činkovitý tvar - RecA domény jsou spojené 

flexibilní částí proteinu a nedochází k interdoménovým kontaktům. eIF4A je navázána na 

mRNA pomocí eIF4G (Dominguez et al. 1999). Primární spojení je vytvořeno mezi C-

terminální RecA doménou a na N-terminální doménou eIF4G. Sekundární spojení je následně 

vytvořeno mezi N-terminální RecA doménou a C-terminální částí eIF4G (viz. obr.7). RecA 

domény se díky navázání na eIF4G přiblíží (Hilbert et al. 2011). V uzavřené aktivní

konformaci dochází ke zrušení sekundárního spojení mezi N-terminální doménou RecA         

a eIF4G, jelikož dochází k přiblížení obou RecA podjednotek eIF4A. Nedojde ke vzniku 

vazeb mezi nimi, ale podjednotky jsou daleko blíže než v otevřené konformaci (viz. obr.8)

(Caruthers, Johnson and McKay 2000). V tomto případě eIF4G zabraňuje N-terminální 

doméně eIF4A k příliš velkému oddálení od C-terminální domény RecA (Schutz et al. 2008).  

Obr. 7 Schéma interakce mezi eIF4A       
a eIF4G. eIF4A je složena ze dvou RecA 
podjednotek. K primárnímu spojení 
dochází mezi C-terminální RecA 
doménou a N-terminální doménou  
eIF4G. Následně dochází ke vzniku 
sekundárního spojení mezi N-
terminálním RecA doménou a C-
terminálním doménou eIF4G. (Hilbert 
et al. 2011)
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Obr. 8 Model konformačních změn eIF4A při vlivu     
eIF4G. Na horním obrázku je otevřená konformace, 
vpravo dole zavřená konformace a vlevo dole 
polootevřená konformace. Při nepřítomnosti eIF4G 
nastává pouze situace 3 – kdy dochází k výměně mezi 
otevřenou a zavřenou formou. Při přítomnosti eIF4G 
dochází k fixaci eIF4A v polootevřené formě, jelikož 
zabraňuje k přiblížení podjednotek. eIF4G 
napomáhá k rychlým cyklickým změnám mezi 
uzavřenou formou a polootevřenou formou. Po 
navázání ATP na RecA domény spustí RNA tvorbu 
uzavřené aktivní konformace. Poté dojde k hydrolýze 
ATP na ADP+P. Tato reakce od sebe oddálí obě 
podjednotky, dojde k uvolnění mRNA a uvolnění 
fosfátu. (Hilbert et al. 2011)

5.2.3 eIF4G

Eukaryotický iniciační faktor 4 gama je spolu s eIF4A a eIF4E součástí eIF4F 

komplexu. eIF4G je „scaffolding“ protein, který hraje důležitou roli při interakcích mezi 

translačními faktory a malou ribozomální podjednotkou během iniciační fáze syntézy 

proteinů.  Na svém N-konci obsahuje eIF4G vazebné místo pro PABP. Vazba mezi eIF4G     

a PABP způsobí zacyklení mRNA (viz. obr.9). Součástí N-terminální domény je také místo 

pro vazbu eIF4E. Ve střední části obsahuje eIF4G protein vazebný motiv pro eIF4A a eIF3.

Jsou známé dvě izoformy eIF4GI a eIF4GII. Obě tyto izoformy obsahují na C-konci druhé 

vazebné místo pro eIF4A a spolu s ním je zde vazebné místo pro Mnk1 (Marcotrigiano et al. 

2001). eIF4GI je protein o velikosti 171 kDa. eIF4GII, který je 176 kDa velký, má 46% 

identitu s eIF4GI izoformou (Morino et al. 2000).

eIF4G nejenom váže na sebe jiné proteiny, ale často i zlepšuje jejich funkci. 

V předešlé kapitole jsem již zmínila vliv eIF4G na eIF4A. Zvýšená hladina eIF4E podporuje 

onkogenezi. Fosforylace eIF4E na Ser209 je zodpovědná za jeho kancerogenní potenciál. 

Tato fosforylace je katalyzovaná „mitogen-activated“ protein kinázou Mnk1, substrát Erk1/2 

a p38 MAPKs. Vazba s eIF4G, který váže i eIF4E, dostane Mnk1 a její substráty do fyzické 

blízkosti. Vazba mezi Mnk a eIF4G je důležitá pro fosforylaci eIF4E. MAPK 

zprostředkovaná fosforylace aktivního místa Mnk1 kontroluje vazbu na eIF4G, jelikož C-

terminální doména Mnk1 omezuje interakci s eIF4G, a tím brání fosforylaci eIF4E

v nepřítomnosti MAPK signálu (Pyronnet 2000, Pyronnet et al. 1999).
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Obr. 9 Model interakce eIF4G s iniciačními faktory. (Imataka and Sonenberg 1997)
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6 Regulace  mTOR

mTOR dráha je regulována několika faktory – výskytem aminokyselin, živin, 

růstových faktorů či stresovým statusem. Zmíněné faktory následně ovlivňují proteiny, které 

se podílejí na mTOR signální dráze. Přítomnost intracelulárních aminokyselin reguluje 

fosforylaci S6K1 (viz. kap.6.5) a 4E-BP1 (viz. kap.6.6) (Christie et al. 2002). Tyto substráty 

regulují syntézu proteinů. Insulin patří do skupiny růstových faktorů, které ovlivňují mTOR 

dráhu. Přítomnost insulinu je důležitý signál pro insulinový receptor v membráně, což vede 

k aktivaci IRS1 a PI3K. Lipidové molekuly PI3K nebo PIP3  dokáží navázat Akt či PDK1 na 

plasmatickou membránu. Dále dochází k aktivaci signálních proteinů, které jsou popsány 

v dalších kapitolách.

  

                      Obr. 10 Schéma regulace mTOR. (Corradetti and Guan 2006)
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6.1 TSC1 a TSC2

TSC je dominantně autozomální onemocnění, které je způsobeno nádorovými 

supresorovými geny TSC1 a TSC2 (1993).

Tyto dva proteiny spolu interagují za vzniku TSC1-TSC2 heterodimeru. TSC1-TSC2

komplex je negativním regulátorem mTORC1 komplexu (Yang et al. 2006). TSC2 obsahuje 

na svém N-konci leucinový zip, který slouží pro interakci s TSC1. TSC1 stabilizuje celý 

komplex a roli regulátora má TSC2.

  TSC1 („Tuberous sclerosis complex 1“) je gen na 9q34 chromosomu. Transkript genu 

TSC1, který má velikost 8,6 kbp, kóduje mimo jiné TSC1 protein, známý i pod názvem 

hamartin, o velikosti 130kDa (van Slegtenhorst et al. 1997).

     TSC2 („Tuberous sclerosis complex 2“) je gen na 16p13.3 chromosomu (Leung and 

Robson 2007), který kóduje protein TSC2, který se nazývá tuberin (van Slegtenhorst et al. 

1997). Tuberin je protein o velikosti 190kDa a obsahuje 1784 aa. TSC2 má GTPázovou

aktivitu, která se aktivuje až po navázání na GTP-Rheb protein. Následně dochází k hydrolýze 

z GTP na GDP. Rheb v komplexu s GTP není aktivní.

6.2 Akt (protein „kinasa“ B/PKB)

Akt je také jinak označována jako serin/threonin protein kináza B (PKB). Akt je jedna

z nejdůležitějších „survive“ kináz.

Pro správnou aktivaci musí být Akt fosforylována na dvou místech kinázami PDK1     

a PDK2. PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase – 1) fosforyluje Akt na dvou 

místech. První je na straně aktivační smyčky na Thr308 a druhé fosforylační místo je Ser473

(Andjelkovic et al. 1997), které je fosforylováno také mTORC2. Pro úplnou aktivaci Akt 

kinázy musí dojít k fosforylaci na obou místech (Belham, Wu and Avruch 1999, Toker and 

Newton 2000). PDK1 je 556 aa velký protein s karboxy-terminální katalytickou doménou     

a amino-terminální doménou, která je nekatalytická a obsahuje PH domény. PH domény 

umožňují navázání na fosfatidylinositol (3,4) bifosfát (PIP2) a na fosfatidylinositol (3,4,5) 

trifosfát (PIP3). Fosforylace na Thr308 je zcela závislá na PIP3. Pro lepší funkci dochází 

k navázání Akt/PKB na PIP3, tím dochází k navázání na plasmatickou membránu a ke

konformačním změnám, což zlepší přístupnost Thr308 pro PDK1 (Belham et al. 1999).



19

6.3 PRAS-40

PRAS-40 („proline-rich“ Akt/PKB „substrate" 40 kDa) je protein o velikosti 40 kDa, 

který se váže na raptor. Jedná se o negativního regulátora mTORC1, pokud dojde k jeho 

navázání. Rozvolnění této vazby je způsobeno přítomností insulinu (Wang, Harris and 

Lawrence 2008). PRAS-40 obsahuje TOS motiv (viz. kap.6.4.1), který se skládá 

z aminokyselinových zbytků FVMDE (Phe-Val-Met-Asp-Glu) a se nachází mezi aa 129-133. 

Tento motiv je důležitý pro interakci mezi raptorem a PRAS-40. Pokud dojde k navázání na 

raptor, nemůže se na raptor navázat jiný protein obsahující TOS motiv (4E-BP1 nebo S6K1),   

a tím dochází k inhibici dalších dějů (Wang et al. 2007). Je známo, že dochází k fosforylaci 

pomocí Akt/PKB na C-konci (Thr246) PRAS-40 (viz. obr.11). Sama aktivace Akt je 

dostačující k fosforylaci PRAS-40. PRAS-40 reguluje zastavení buněčného cyklu, inhibici 

fosforylace S6K1 a aktivaci mTORC1 proteinem Rheb (Kovacina et al. 2003).

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

6.4 „Downstream“ regulace

mTOR je důležitým proteinem, který reguluje proces iniciace translace. Kontroluje    

a reguluje aktivaci S6 kinázy 1 a 2. Zároveň kontroluje inhibici eukaryotického iniciačního 

faktoru 4E (eIF4E) pomocí 4E-vazebných proteinů 1, 2 a 3 (4E-BP1/2/3) (Schalm and Blenis 

2002). Aktivace (fosforylace) těchto substrátů je závislá na obsahu insulinu, růstových faktorů 

a dále může být závislá na přítomnosti aminokyselin. Hladovění na aminokyseliny způsobuje 

rychlé snížení mTOR signalizace např. dochází k defosforylaci 4E-BP1 a S6K1. Zároveň 

insulin, jako signál pro fosforylace, nemůže plně provádět svoji funkci. Největší efekt na 

správnou funkci má leucin. Při nedostatku leucinu nedochází k fosforylaci, a tím k aktivaci 

S6K1, ale zároveň nedostatek leucinu ovlivňuje dostupnost eIF4E při iniciaci translace 

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

Jedná se o společný motiv S6K1 a 4E-BP1. TOS motiv je esenciální pro přímou 

fosforylaci mTORC1 komplexu. Je zároveň nezbytnou součástí pro interakci mezi raptorem    

a S6K1 nebo 4E-BP1. Tento motiv je složen z pěti za sebou jdoucích aminokyselin (Schalm 

and Blenis 2002) a u různých proteinů se může ve složení aminokyselin lišit. U S6K1 se jedná 

o následující aminokyseliny: FDIDL (Phe-Asp-Ile-Asp-Leu). U S6K2 jde o FDLDL (Phe-

Asp-Leu-Asp-Leu) (Proud 2007). Ve všech kinázách S6K se tento motiv vyskytuje na N 

terminálním konci, ale u 4E-BP1 se tento motiv nachází na C terminálním konci (Schalm et 

al. 2003). TOS motiv je u všech 4E-BPs stejný. Skládá se z těchto pěti aminokyselin FEMDI 

(Phe-Glu-Met-Asp-Ile). K fosforylaci na 4E-BP1 dochází na Thr37/46, Ser65 a Thr70.  

S TOS motivem souvisí pouze fosforylace Ser65 a Thr70 (viz. obr.12), Thr37 a Thr65 jsou 

místa, kde dochází k fosforylaci RAIP (Arg-Ala-Ile-Pro) motivem (viz kap.6.4.2).

                 

Obr. 12 Schema 4E-BP1 s vyznačeným TOS motivem a fosforylačními místy. (Proud, 
2007)  

Při mutaci či deleci v této oblasti dochází k inhibici aktivace S6K1 a tím nedojde k fosforylaci 

Thr389 v hydrofobním motivu (Schalm and Blenis 2002).

6.4.2 RAIP motiv

RAIP motiv a TOS motiv patří do jedné skupiny regulátorů 4E-BP1. RAIP motiv byl 

identifikován na základě procesu, kde probíhá kaspázami regulovaný sestřih 4E-BP1. Dochází 

k odstranění prvních 24 aminokyselinových zbytků, což znemožňuje regulaci 4E-BP1 

insulinem, ale schopnost 4E-BP vázat se na čepičku zůstává zachována. Tím dochází 
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k inhibici na čepičce závislé translaci (Tee and Proud 2002). Název RAIP motivu je odvozen 

z názvů prvních čtyř vystřižených aminokyselinových zbytků: Arg-Ala-Ile-Pro, což jsou 

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

Mezi fosforylací TOS motivem a RAIP motivem je velký rozdíl. Ser65 a Ser70 

nemohou být fosforylovány při nedostatku živin v buňce. Může docházet ke zvýšení aktivity 

v přítomnosti insulinu a tato fosforylace je rapamycin senzitivní. Naopak Thr37 a Thr46 jsou 

na TOS motivu nezávislé, ale vyžadují již zmíněný RAIP motiv. RAIP motiv je závislý na 

přítomnosti aminokyselin a necitlivý na rapamycin (Wang et al. 2005).

6.5 S6 kináza 1 

Jedná se o protein o velikosti 70kDa. Pokud dojde k přenesení signálu z mTOR dojde 

k fosforylaci a následné aktivaci S6K1. Aktivace S6K1 zahrnuje několik konformačních změn 

a fosforylací (viz. obr.13). První krok aktivace je uvolnění vazby mezi C-terminální doménou 

a N-terminální doménou. Na C-terminální doméně se vyskytují čtyři fosforylační místa - Ser-

411, Ser-418, Ser-424 a Thr-421, která jsou fosforylováno prolin-řízenými kinázami.

Fosforylace těchto míst je důležitý pro další krok aktivace, kde dojde k fosforylaci Thr-389 

v hydrofobním motivu, který se nachází ve všech AGC kinázách. Jako poslední krok aktivace 

je fosforylace Thr-229 PDK1 (Hannan, Thomas and Pearson 2003). S6K1 následně 

fosforyluje S6 protein, který se nachází na malé 40S podjednotce eukaryotického ribozomu. 

Tento proces způsobuje zvýšení rychlosti mRNA translace. Rapamycin způsobuje inhibici 

fosforylace a aktivace S6K1 a tím dochází i k inhibici fosforylace ribozomálního S6 proteinu 

(Jefferies et al. 1997).

Obr. 13 Model aktivace S6K1. V první kroku se musí zrušit interakce mezi C-terminálním a N-terminálním 
koncem. Poté dojde k fosforylaci na 4 místech na C-terminální doméně (označeno PPPP). Následuje fosforylace na 
Thr389 a jako poslední dochází k fosforylaci na Thr229. Tím 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 senzitivní protein o velikosti 12kDa. Tento polypeptid se váže 

na eIF4E. eIF4E se váže na čepičku na 5´konci mRNA (viz. kap.5.2.1) Navázání 4E-BP1 na 

eIF4E zabraňuje následné vazbě mezi tímto proteinem a mezi dalším eukaryotickým 

iniciačním faktorem eIF4G. 4E-BP1 a eIF4G spolu soutěží o vazebné místo na eIF4E. 4E-

BP1 zabraňuje iniciaci translace, když inhibuje tvorbu 48S pre-iniciačního komplexu. Tento 

proces se označuje jako inhibice na čepičce závislé iniciace translace (Haghighat et al. 1995).

Thr37, Thr46, Ser65, Thr70, Ser83, Ser101 a Ser112 je sedm fosforylačních míst na 

4E-BP1 u Homo sapiens. Thr37, Thr46, Ser65, Thr70 jsou regulovány signálními drahami. 

Nejprve dochází k fosforylaci na Thr70, což vede k fosforylaci Thr37, Thr46. Jako poslední je 

fosforylován Ser65 (Ayuso et al. 2010). Ser65  má největší vliv pro vazbu mezi 4E-BP1         

a eIF4E. Je to způsobeno vznikem vodíkových můstků mezi Ser65 a Asn77 ve vazebné kapse 

eIF4E (Tomoo et al. 2006).

Obr. 14 Celá aminosekvence lidského 
4E-BP1 s červeně vyznačenými fosforylačními 
místy. Barevně vyznačená sekvence Pro47-
Pro66 je zobrazen na obrazku vlevo (4E-BP 
peptide, fialová barva). Zeleně je zobrazen 
eIF4E s navázanou čepičkou a mezi helixy H1 
(Trp73-Asn77) a H2 (Glu132-Gly137) je 
vytvořená vazebná kapsa pro 4E-BP1. (Tomoo 
et al. 2006)

Fosforylace translačních represorů 4E-BP1 závislá na mTOR vede k jejich disociaci od 

eIF4E, to způsobuje zvýšenou tvoru komplexu eIF4F (Zindy et al. 2011).
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Insulin je pozitivním regulátorem iniciace translace, protože patří mezi signály 

zvyšující fosforylaci 4E-BP1, tím dochází ke snížení afinity pro navázání na eIF4E. Jako 

příklad bych uvedla práci Bhandari et al. 2001, kde se dokazuje vliv insulinu na fosforylaci 

4E-BP1. Na Western blotu byly objeveny 3 izoformy 4E-BP1 – α, β, γ. Nefosforylovaná α

izoforma se nejrychleji pohybuje a váže se na eIF4E s největší afinitou. β izoforma, která je 

hyperfosforylovaná se pohybuje pomaleji a na eIF4E se váže s nízkou afinitou. γ izoforma, 

která se pohybuje nejpomaleji ze tří uvedených izoform, je nejvíce fosforylována a na eIF4E 

se neváže (Bhandari et al. 2001).

Jeden z nových klinických výzkumů je zaměřen na vliv enzastaurinu, což je syntetická 

látka s potencionální protinádorovou aktivitou. Enzastaurin potlačuji abiogenezi a indukuje 

apoptózu u různých nádorových buněčných linií, tím že dochází k inhibici PKC/PI3K/Akt 

signální dráhy. Tím dochází k udržení 4E-BP1 na eIF4E a dochází k inhibici eIF4F komplexu 

(Dumstorf et al. 2010). Tato klinická studie je jednou z mnoha, které se zbývají 

problematikou vzniku nádorů a možnosti jejich léčení pomocí ovlivnění eIF4F komplexu.
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7 Závěr

mTOR dráha a její význam v buňce se ukázala tématem velmi rozsáhlým, ale zcela 

jistě zasluhujícím pozornost. Tato bakalářská práce nabízí nahlédnutí do této problematiky.     

Práce v první části shromáždila dostupné informace o struktuře mTOR proteinu, který se 

skládá z několika domén – od N-terminálního konce HEAT motivy, FAT doména, FRB 

doména, kinázová doména, NRD doména a na C-terminálním konci FATC doména. Každá 

z těchto domén má svou funkci pro správnou aktivaci či inhibici mTOR proteinu. Je známo, 

že mTOR protein je součástí dvou komplexů mTORC1 a mTORC2. Tyto komplexy se liší 

interagujícími proteiny. mTORC1 na sebe váže raptor a LST8. LST8 je protein, který se 

vyskytuje i u komplexu mTORC2. Mezi další proteiny mTORC2 patří rictor, Sin1 a PRR5.

V druhé části jsem přiblížila průběh iniciace translace a význam eIF4F komplexu v ní.   

Poslední část je zaměřena na regulaci mTOR dráhy. V této práci jsem se chtěla zaměřit 

na regulaci mTORC1 komplexu na iniciaci translace, kdy dochází k zablokování vazebného 

místa na eIF4E, na které se vážou proteiny eIF4G a 4E-BP. Represorový protein 4E-BP při 

navázání na eIF4E způsobuje inhibici iniciace translace, jelikož nedojde k vytvoření aktivního 

eIF4F komplexu. V této dráze je několik dalších regulačních proteinů, například TSC1, TSC2, 

Akt/PKB, PRAS-40.

Tato problematika má využití i v klinické praxi. Zde dochází k vývoji farmaceutických 

látek, které mají protinádorové vlastnosti. Jako příklad bych mohla uvést výrobu nových 

analogů rapamycinu (inhibitor mTORC1 aktivity) – temsirolismus, everolimus                        

a deforolismus. Klinické testy prokazují velký význam těchto rapamycinových analogů          

v léčbě zhoubných nádorů.
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