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1. UVOD - opca obiljezja TOR kompleksa " *

Eukariotske stanice ovise 0 dostupnosti nutrijenata kako bi odrzale rast. Organizmu
trebaju aminokiseline kao izvor energije, gradivni elementi za sintezu proteina i kao signalne
molekule. Jedan od signalnih puteva na koje utjeCu aminokiseline je i put koji aktivira protein
serin/treonin kinazu metu rapamicina (engl. target of rapamycin), skraeno TOR ili mTOR.
TOR je otkriven otkricem antibiotika rapamicina kojeg proizvodi bakterija Streptomyces
hygroscopicus. Rapamicin je pronaden kao metaboliCki produkt ove bakterije s izuzetnim
fungicidnim djelovanjem, a kasnije je otkriveno da rapamicin ima i inhibitorno djelovanje na
proliferaciju stanica u viSih eukariota. Ta su otkri¢a potakla znanstvenike na istraZivanje o
detaljnijem ucinku rapamicina na organizam. U zadnjih nekoliko desetljeca, istraZivanja su
dokazala vazne uloge TOR kompleksa, pa ne cudi da je mTOR visoko o€uvan od kvasaca do

ljudi.

Ideja da aminokiseline imaju utjecaj na signalizaciju putem kompleksa TOR dolazi iz
istrazivanja na kvascu Saharomyces cerevisiae. Razina translacije kvasceve mRNA se
prilicno smanjila kada je stanica bila u okruzenju s rapamicinom ili kada su mutirani geni
TOR, Sto je bilo praceno katabolickim procesima kao Sto je autofagija. Takoder, u
istrazivanjima na organizmu Drosophila melanogaster, dokazano je da prilikom osjetnog
smanjenja aminokiselinama dolazi do smanjenja veliCine stanica i do endoreplikacije, slicno
kao i prilikom mutacije u genima TOR. OCito je da aminokiseline imaju pozitivhu ulogu u

kontekstu regulacije TOR signalizacije.

TOR kompleks se dijeli na dva kompleksa — mTORC1 i mTORC2. Ti kompleksi
dijele kataliticku jedinicu — mTOR, a razlikuju se u ostalim podjednicama (Slika 2.). U ovom
¢e se radu najveca paznja posvetiti leucinu kao signalnoj molekuli — aminokiselini koja
omogucava kompleksu mTORCL1 osjeanje razine aminokiselina u stanici. Naime, sam
mTORC1 ima brojne funkcije u stanici: regulira sintezu proteina, biogenezu ribosoma,
energetski status stanice, a sudjeluje i u odgovoru na unutarstanicni stres. Unutarstanicni stres
podrazumijeva bilo kakvu promjenu uvjeta koji odudaraju od normalnog stanja, pa ¢e u to
ulaziti i visa ili niza koncentracija aminokiselina u stanici, a mi ¢emo se ovdje poblize

dotaknuti bas takvog unutarstani¢nog stresa izazvanog promjenom koli¢ine aminkiselina.
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Svaki regulatorni enzimski kompleks ima nesto Sto ¢e ga inhibirati i aktivirati, pa tako
ima i TOR. Inhibicije i aktivacije ovise o unutarstanicnim uvjetima i sluze boljoj regulaciji, ali
takoder postoje i vanstanicni inhibitori koji ¢e usmijeriti stanicu u autofagiju, bez obzira na to

Sto ne postoji dodatna potreba stanice za bioloskim materijalom.

FAKTORI RASTA
Manjak snsrgijs \i,
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+INHIBICIIA AUTOFAGLE

Slika 1. Skraceni prikaz mTOR1 signalnog puta i strukture mTORCL. Preuzeto iz [4].

2. mTOR - struktura i organizacija ™2

Protein mTOR je 289 kilodaltonska serin/treoninska kinaza koja pripada fosfatidilinozitol-
3 kinaznoj obitelji i evolucijski je oCuvan. Signalni put tog proteina integrira unutarstanicne i
izvanstaniCene signale i srediSnji je regulator stanicnog metabolizma, rasta, proliferacije i
prezivljavanja. Brojni procesi ga aktiviraju (angiogeneza, tumori, otpornost na inzulin...), a
poremecaji u regulaciji se ocituju pri razvoju bolesti poput raka ili dijabetesa tipa 2.
KoriStenjem poznatih inhibitora ovog proteina (rapamicin i njegovi analozi), moguce je
pomoci pri lijeCenju tumora, pri organskim transplatacijama te reumatoidnom artritisu. Kao

Sto je receno u uvodu, on tvori dva kompleksa — mTORC1 i mTORC2.



2.1. Struktura i inhibitori mTORC1 F!

Kompleks mTORCL1 se sastoji od 5 podjedinica: mTOR - KatalitiCka jezgra, mLST8 -
ortolog sisavaca za kvascev protein (engl. mammalian lethal with SEC 13 protein 8), Deptor -
MTOR interreagirajuci protein koji sadrzi DEP domenu (engl. DEP-domain-containing
mTOR-interacting protein), Raptor - regulatorni pridruZeni protein kompleksa mTOR (engl.
regulatory associated protein of mTOR) i PRAS40 - prolin bogati Akt 40 kilodaltonski
supstrat (engl. proline-rich AKT substrate 40kDa). TSC (1 i 2 kompleks, engl. tuberous
sclerosis complex) je protein koji aktivira intristichu GTP-aznu funkciju odredenih proteina
(engl. GTPase activating protein — GAP). TSC je jedan od inhibitora mTORC1, zaustavlja
prijenos signala vezanih uz faktore rasta i unutarstanicne energetske signale. Uz spomenuti

TSC, od inhibitora €u jos pisati 0 ve¢ spomenutom rapamicinu i ursoli¢noj kiselini.
2.2. Struktura i opéenita uloga mTORC2

Kompleks mTORC?2 se sastoji od Sest razliCitih proteina, neki su zajednicki mTORCL1:
mTOR, Rictor - rapamicin neosjetljiv pratioc mTOR-a (engl. rapamycin-insensitive
companion of mTOR), mSIN1 - stres aktivirani protein kinazni interreagirajuci protein
sisavaca (engl. mammalian stress-activated protein kinase interacting protein), Protor-1 -
protein koji prati Rictor 1 (engl. protein obsered with Rictor-1), mLST8 i Deptor. mLST8 je
esencijalan za mTORC2 funcikcionalnost, dokazano je da inaktivacija aktivnosti ovog
proteina (engl. knock out) prilicno smanjuje stabilnost i aktivnost mTORC2. mLST8
omogucava interakciju izmedu proteina Rictor i kompleksa mTORC2. Ukoliko nema mLST8,
naruSena je doti¢na interakcija i funkcija mTORC2. Jo$ se uvijek ne zna puno 0 mTORC2, i
to iz dva razloga. Prvi je taj da je nedostatak mTORC2 letalan, a drugi je to Sto ne postoje
poznati inhibitori koji bi mozda pomogli otkriti ulogu mMTORC2. No, pretpostavlja se da

mTORC2 nema uloga u senzora koncentracije aminokiselina u stanici.
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Slika 2. Shematski prikaz podjedinica i posljedica aktivacije mTORC1 (lijevo) i
podjednice i posljedica aktivacije mMTORC2 (desno). Preuzeto iz [5].

3. mTORC1 - interakcije u stanici 2!

Obzirom na vaznu ulogu ovog kompleksa u stanici, logicno je da stupa u interakcije s
brojnim drugim proteinima i proteinskim kompleksima kako bi mogao ispuniti svoje zadace.
Regulirajuci translaciju i stani¢ni rast, mTORC1 mora koordinirati te procese s uzvodnim
unosima poput faktora rasta, unutarstani¢nog statusa energije i dostupnoScu aminokiselina.
Primjerice, kad je razina aminokiselina u stanici niska, translacija ¢e biti inhibirana upravo
preko signalnih putema koji koriste kompleks mTORCL, a u kriticnim sluCajevima, aktivirat
¢e se signalni putevi koji ¢e usmjeravati stanicu u autofagiju. Uz interakciju mTORC1
kompleksa s proteinima 1 proteinskim kompleksima, on je i u indirektnoj interakciji s
aminokiselinama, i to posebno s leucinom. Veza izmedu leucina i mMTORC1 kompleksa je

zanimljiva i bit ¢e posebno obradena u ovome radu.

3.1. Osjecanje aminokiselina na lizosomu

mTORCH mlORC 1 FAKTORI RASTA

foroct KTI‘H’#CIJA .

AMIMCKISELINE

EF akdivpost

Mature Reviews | Molacular Cell Biology

Slika 3. Slijed dogadaja na povrsini lizosoma nakon indukcije aminokiselinama. Preuzeto iz
[4].
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3.1.1. TSC - RHEB inhibicija !
RHEB je homolog proteina RAS® koji se preferentno nalazi u mozgu, a nalazi se na

povrsini lizosoma, usidren u membranu. GTP vezni oblik proteina Rheb aktivira mTORC1
kompleks jer se smatra da pomaze u prepoznavanju supstrata mTORC1 kompleksa, npr. 4E-
BP1 i S6K1 o kojima Ce detaljnije biti reCeno kasnije. Inhibicija mTORC1 kompleksa odvija
se i preko proteina Rheb jer TSC utjeCe na hidrolizu GTP - GDP na Rheb-u, tj. omogucéava
hidrolizu vezanog GTP-a ¢ime se onemogucuje prijenos signala izmedu proteina Rheb i
kompleksa mTORC1.

Stimulansi poput inzulina ili faktora rasta, uzrokovat e pokretanje odredenih signalnih
kaskada koje Ce rezultirati fosforilacijom TSC2 i disocijacijom TSC1/2 kompleksa.
Disocijacija ovog kompleksa omogucava vecu koli¢inu GTP veznog oblika proteina Rheb, a

time se, kao Sto je vec receno, aktivira kompleks mTORC1.

3.1.2. Rag GTP-aze ¥
Smatra se da je vazno obiljezje mTORC1 signalnog puta njegova translokacija na

lizosomalnu ili kasno endosomalnu membranu, a Rag GTP-aze u tom procesu imaju vaznu
ulogu. Rag proteini pripadaju u super obitelj RAS proteina, no imaju malo drugacija obiljezja:
dugu karbonilnu terminalnu domenu, nedostaje im slijed koji omogucava usidravanje na

membranu i imaju svojstvo da tvori heterodimere.

U sisavaca postoje Cetiri Rag proteina: RagA i RagB (Gtrl u kvasaca), visokog stupnja
slicnosti u slijedu aminokiselina, te RagC i RagD (Gtrl2 u kvasaca), takoder visoke slicnosti u
slijedu aminokiselina, ali funkcionalno isti. Nastaju dimeri izmedu RagA i RagC ili D, te
RagB i RagC ili D. Dimerizacija Rag GTP-aza je vazna za aktivaciju mTORC1 kompleksa i
stabilnosti Rag proteina. Naime, svojstvo dimera Rag proteina da veze GTP i GDP ovisi 0
prisustvu aminokiselina, mijenja se i njihovo GTP - GDP stanje. Primjerice, kada je stanica
bogata aminokiselinama, u RagA-RagC kompleksu, aminokiseline Ce poticati vezanje GTP-a
na RagA, a GDP-a na RagC. Dakle, RagA/RagBsGTP-RagC/RacD*GDP ukazuju na
aktivirani kompleks (suprotna stanja ukazuju na inaktivirani kompleks). Isto tako, u kvasaca,
GtrleGTP-Gtrl2¢GDP oznacava aktivirani kompleks. Jednom kada nastane aktivirani Rag
dimer, on Ce se direktno vezati za mTORC1], i to za podjedinicu Raptor, ¢ime Ce se potaknuti
relokalizacija mTORC1 na membranu organela u kojima se nalazi Rheb. Na membrani ce

MTORC1 stupiti u interakciju s Ragulator kompleksom, o kojem ¢e rijeC biti u sljede¢em

! RAS proteini - velika super obitelj proteina, G proteini niske molekularne mase.
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odlomku. Nakon interakcije, Ragulator Ce privlaciti Rag GTP-aze na lizosomalnu membranu i
primaknuti mTORC1 bliZze njegovome aktivatoru — Rheb-GTP-u, kako bi se omogucio
prijenos signala. Ne zna se tocno kako su Rag i Rheb proteini usmjereni na membranu
lizosoma i vaznost tog usmjerenja obzirom na signalizaciju nutrijenata putem kompleksa
MTORC1, no pretpostavlija se da je Rheb usmjeren na membranu pomocu svojeg C

terminalnog motivaZ.

Ovaj model predlaze mehanizam pomoéu kojeg mTORC1 odgovara na mnogostruke
podraZaje na lizosomu — aminokiseline preko Rag GTP-aza i faktore rasta preko Rheb-a.
Zanimljivo je to da je mTORCL rasprsen u stanici tijekom nedostatka aminokiselina, dok je

redistribuiran na membranu lizosoma u slucajevima stimulacije aminokiselinama.

Rag heterodimer kljucan je za mTORCL1 aktivaciju, tocnije — njegovo guanin nukleotidno
stanje. Naime, u uvjetima gladovanja, prekomjerna ekspresija RagA/BeGTP je dovoljna za

aktivaciju mTORC1, Sto indicira na vecu vaznost RagA/B u regulaciji mTORC1 kompleksa.

288
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Slika 4. Prikaz Rag heterodimera i njihove interakcije s mMTORCL. Preuzeto iz [6].

3.1.3. Ragulator kompleks 37
Ragulator kompleks sastoji se od pet podjedinica: pl18, pl4, MP1, C70rf59 i HBXIP.
Dokazano je da je on taj koji usidruje Rag proteine na membranu lizosoma, i to preko

podjedinice p18 (slika 4.). Naime, izostanak Ragulatora dokida Rag GTP-aznu i mTORC1

2 CAAX motiv — C - Cys, A - alipatski bo&ni ogranak, a X je terminalna aminokiselina.
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translokaciju na membranu lizosoma, Sto ukazuje na veliku vaZznost Ragulatora u

pozicioniranju kompleksa mTORCL.

Nedavno je dokazano da je Ragulator vazan u ulozi promotora izmjene GDP-a za GTP u
RagA/B, Cime se aktivira Rag kompleks. Dakle, Ragulator spada u skupinu proteina koji
stimuliraju GDP/GTP izmjenu G proteina (GEF, engl. guanine exchange factor). Ragulator

nema GEF funkciju u sluc¢aju Rag C/D.

3.1.4. Vakuolarna H*-ATP-aza @
Bazirano na dosadasnjim istraZivanjima, lizosom se pokazao kao vrlo vazan organel po

pitanju lokalizacije i aktivacije Ragulatora, Rag GTP-aza i samog mTORCL. IstraZivaci su
simulirali sustav bez stanice koji je sadrZzavao proCis¢eni mTORCL1 i izolirane Rag GTP-aze
vezane za lizosom, dodali su sustavu aminokiseline i to je bilo dovoljno za Rag GTP-aznu
interakciju s MTORC1. Time se indiciralo da lizosom ima sve Sto je potrebno za aktivaciju

mTORC1 potaknutu aminokiselinama.

Vakuolarna ATP-aza ima dvije domene: perifernu (citosolnu) V1domenu, koja se sastoji
od 8 podjedinica i integralnu (membransku) VO domenu, koja se sastoji od 5 podjedinica. V1
domena hidrolizira ATP kako bi osigurala energiju za translokacije H* kroz kanal VO
domene Sto uzrokuje acidifikaciju lumena lizosoma. Upravo V1 stupa u interakciju s Rag
GTP-azama, a obje stupaju u interakciju s Ragulatorom. Rag GTP-aze i Ragulator regulirani
su koncentracijom aminokiselina, interakcije su jate prilikom veée koncentracije
aminokiselina zato Sto je krajnji efekt stimulacije mMTORCL1 poboljSana translacija. A ako
stanica ima viSka aminokiselina, znaCi da ih treba iskoristiti kao gradivne blokove proteina,
odnosno, takav signal stanica tumaci na nacin ,,Stanje je obilja energije — spremi ju.”. Kad
stanici nedostaje nutrijenata, nema stimulansa mMTORC1 kompleksa jer cilj stanice nije

stvarati nove gradivne elemente, nego razgraditi postojece i preZivjeti.

Dokazano je da je uloga v-ATP-aze potrebna nizvodno u signalnom putu, tj. v-ATP-aza
ne sudjeluje u transportu aminokiselina prema lizosomu. Nizvodni poloZaj oznaCava da v-
ATP-aza ima ulogu u aktivaciji mMTORC1, odnosno translokaciji koja je posredovana Rag

GTP-azom i Ragulatorom.

Utvrdeno je da inhibitori koji blokiraju ATP-aznu aktivnost V1 domene i rotaciju VO
domene smanjuju vezanje RagB i Raptora inducirano aminokiselinama. Toc¢na uloga v-ATP-

aze joS nije poznata, ali postoji tzv. inside out model lizosomalne komunikacije v-ATP-aze.



On predlaze da se aminokiseline trebaju akumulirati u lizosomalnom prostoru kako bi
pokrenule signalizaciju koja Ce se dalje prenositi kroz posrednike u citoplazmi. No, bez obzira
na postojanje dotichog modela, na brojna pitanja o nacinu na koji povisene koncentracije

aminokiselina utjeCu na signalni put aktivacija kompleksa TOR jo$ se ne znaju odgovori.
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Slika 5. Prikaz strukture i povezanosti v-ATP-aze i mMTORCL1, te lokalizacija na lizosomu.

Preuzeto iz [4].

3.2. MAP4K3 i S6K kao aktivatori mTORC1 kompleksa 9

MAP4K3 kinaza Clan je Ste20 obitelji kinaza, a definirana je kao aktivator mTORC1 u
odgovoru na status aminokiselina u stanici. Naime, potaknuta odredenim induktorima,
MAP4K3 Ce biti aktivirana, aktivirat ¢e kompleks mTORC1 koji ¢e fosforilirati S6K.
Pretpostavlja se da je aktivacija mMTORC1 vodena MAP4K3 omogucena interakcijom RagC/D
I MAP4K3, no jos se ne znaju detalji.

Dakle, MAP4K3 kinaza vazna je u aktivaciji mMTORC1 kompleksa. Proucavajuci
interakcije, znanstvenici su koristili interferirajuéu RNA kako bi suprimirali MAP4K3 i uocili
da se znaCajno smanjuje fosforilacija S6K. Prekomjerna ekspresija je, pak, poboljsala S6K

fosforilaciju, ali i fosforilaciju eukariotskog proteina koji veze faktor inicijacije translacije 1
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(4E-BP1). Takoder, prekomjerna ekspresija MAP4K3 dovela je do povecanja veliCine stanice,

ali je njena aktivnost neovisna o stimulaciji faktorima rasta (GF — engl. growth factors).

S6K odnosno p70 S6 kinaza 1 Clan je ribosomalnih s6 kinaza (RSK) obitelji serin
treoninskih kinaza. S6K fosforilira ogranke ribosomalnog proteina S6, sastavnog dijela 40S
ribosomalne podjedinice. Time se olakSava regrutiranje 40S ribosomalne podjedinice u
aktivne polisome, Sto vodi poboljsanoj translaciji. O S6K bit ¢e viSe receno u sljedeéim

odlomcima.
3.3. PI3K/Akt/mTORC1 signalni put %

4E-BP1 vazZan je u kontroli translacije jer djeluje kao inhibitor. U nefosforiliranom stanju
veze se za EIF-4E, inicijacijski protein, i onemogucava mu vezanje za ostale inicijacijske
faktore koji onda zajedno Cine kompleks koji veze kapu (engl. cap binding complex), odnosno
kompleks koji se veze za guaninsku kapu na 5’ dijelu mRNA Cime se olakSava vezanje 40S
ribosomske podjedinice. Stimulirana faktorima rasta ili inzulinom, PI3K (fosfatidilinozitol 3
kinaza) se aktivira i fosforilira Akt kinazu (protein kinaza B — PKB) koja aktivira mTORC1.
mTORC1 ¢e uzrokovati fosforiliranje 4E-BP1, a on u fosforiliranom stanju napusta EIF-4E,

Cime se omogucava inicijacija translacije (Slika 6.).

4. Interakcije mTORC1 i leucil-tRNA-sintetaze * /1011

4.1. Leucil-tRNA-sintetaza

Leucil-tRNA-sintetaza Clan je aminoacil-tRNA-sintetaza grupe 1 koje Kkataliziraju
vezanje odredene aminokiseline na odgovarajuéu tRNA u dva koraka. Prvo omogucavaju
ATP-PP; izmjenu za aktivaciju aminokiseline (nastaje adenilirana aminokiselina), a zatim
aminoacilaciju tRNA. Specificnost klase 1 u odnosu na klasu 2 je ta da enzimi te klase
aciliraju 2’ hidroksilnu skupinu terminalnog adenina na tRNA, pri vezanju ATP-a, ATP
poprima drugaciju konformaciju te su u pravilu monomerni enzimi. Sve sintetaze opcenito
sadrZe dvije vazne domene: katalitiCku i hidroliticku. U katalitiCkoj domeni omogucava se
adenilacija i vezanje adenilirane aminokiseline koja pripada odredenoj tRNA. Ta domena
izgleda poput dZepa u koji sjeda samo odredena aminokiselina i dijela u koji ulazi akceptorska
petlja odgovarajuce tRNA. Mogucnost sparivanja krive tRNA i aminokiseline smanjena je
upravo konformacijskom restrikcijom — dzep u koji sjeda aminokiselina je posebno graden,

sastavljen od pazljivo probranih aminokiselinskih bocnih ogranaka koji stupaju u interakciju
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samo s tocnom aminokiselinom. Takoder, veliCina i oblik dZepa imaju vaznu ulogu jer su i ti
parametri specificni za odredenu aminokiselinu. No, ako su neke aminokiseline slicne ili ako
dode do pogreSke u sustavu, u aktivacijskom mjestu moze se dogoditi vezanje krive
aminokiseline na tRNA. Zato postoji hidroliticka domena koja ¢e pocijepati tu vezu i tRNA i
aminokiselina slobodne Ce napustiti enzim. Zahvaljujui strukturi enzima, tRNA se bez

otpustanja prebacuje iz jedne domene u drugu Cime se osigurava visoka vjerodostojnost.

Leucil-tRNA-sintetaza ima oCuvan HIGH motiv, koji sluzi kao vezno mjesto za ATP.
Hidrofobni dzep koji odgovara leucinskom bo€nom ogranku tvore konzervirani bocni ogranci
fenilalanina (Phe50) i tirozina (Tyr52). Ako se bilo koja od ovih dviju aminokiselina zamijeni
alaninom, suprimira se leucilacijska aktivnost LRS, Sto se oCitava zbog porasta Michaelis-
Menten konstante (Ky) za leucin.

A 31 50 HIGH matif 78
Hemo sapiens EVNASNLEE - - QOT3RSEY U TE 1 FALAROERAVEY
R moscilos SVBSASELEROE S SRR T B I ELEShlCRE AN Y
Ratius norvegicus EVIATELERCR O 2REIT T FALAKCEFAVEY
Bos taurus EVHNACNLEE-——02T2 FPILIECEFAVEY
Henopus lasvis EVNASDEP CA—— QNS FRLBRCEE VY
Slroploczzcous Hherme philos LG 13311 ETS—-"Thi K- -P PRy TATODTLYHER
Themmus themmaphilus HB27 FAFDLPSGOR-——=— EMNYTMODVLARE

Slika 6. Poravnati aminokiselinski slijedovi LRS iz razlicitih organizama upucuju na visoko

oCuvane HIGH motive. Preuzeto iz [3].
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Slika 7. Kristalna strukture leucil-tRNA-sintetaze. Preuzeto iz [12].
4.2. IstraZivanje interakcija leucil-tRNA-sintetaze mTORC1 - S6K !

ProuCavajuéi interakciju LRS i mTORC1, istrazivaCi su koristili Sest razli¢itih malih
interferirajucih (si) RNA za leucil-tRNA-sintetazu kako bi pratili uCinak LRS inaktivacije
aktivnosti (engl. knock down) na mTORCL1 aktivaciju. Princip ovakvog knock down-a je
jednostavan. Mala interferirajua RNA veZe se za komplementarnu mRNA u stanici i
omogucuje njezinu degradaciju pomocu ribonukleaze Argonaut. Naime, ucinak je mogao biti
mjerljiv zbog procesa u kojem LRS i mTORC1 sudjeluju, tj. zbog krajnjeg uCinka — aktivacija

I poboljSanje proteinske sinteze i proliferacije stanice.
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Slika 8. Shematski prikaz interakcije mTORC1 i S6K s 40S podjedinicom ribosoma.

&
|

Preuzeto iz [9].

Sve su siRNA suprimirale ekspresiju LRS i inhibirale aminokiselinama induciranu
S6K fosforilaciju. Uoceno je da supresija ekspresije LRS nije utjecala na druge fosforilacije,
npr. Akt fosforilaciju, pa je zakljuCeno da je inaktivacija aktivnosti (engl. knock out) LRS

specificna za protein S6K.

Sljedeca razina istraZivanja bila je u kontekstu manjka aminokiselina u okoliSu, posebice
razgranatih — leucina i izoleucina. Pitanje je bilo je li leucil-tRNA-sintetaza takoder vazna i za
aktivaciju mTORC pomocu lle. UocCeno je da manjak izoleucina ne inhibira u potpunosti
metabolic¢ki put kojeg predvodi S6K, no dodatak izoleucina poboljasao je S6K fosforilaciju.
Ono $to je zanimljivo jest da je knock down LRS inhibirao aktivaciju S6K pomocu izoleucina,
ali knock down izoleucil-tRNA-sintetaze nije imao utjecaj, Sto predlaze da je LRS jedina
ukljucena u putu aktivacije mTORC1 kompleksa.



MAP4K3

4
Leu=p | RS ®-mTORC1 =»S6K sppoboljsana translacija

Slika 9. Shematski prikaz signalnog puta induciranog leucinom i utjecaj na translaciju.

4.3. Lizosomalna lokalizacija i utjecaj na veli¢inu stanice ©!

Vec je u odlomku 3.1. spomenuta vaznost lokalizacije mTORC1 kompleksa na lizosomu.
Pracena je vaznost LRS u tom procesu, tocnije, inaktivacija aktivnosti (engl. knock down)
leucil-tRNA-sintetaze. Stanice su transfecirane siRNA koja se veze za mRNA koja ¢e biti
translatirana u LRS. U lizosomima takvih transfeciranih stanica nije uoCena kolokalizacija
mTORC1 i Raptora. Ovi rezultati upuéuju na to da je leucil-tRNA sintetaza vaZzan medijator u
lizosomalnoj lokalizaciji mMTORC1 kompleksa.

Takoder, primjeceno je da inhibicija mTORC1 vodi k smanjenju veliine stanice,

obzirom da je translacija reducirana.

4.4. LRS u direktnoj interakciji s RagD GTP-azom !

Istrazivanje je bilo usmjereno prema interakciji LRS i kljucnih komponenti mTORCL.
Uoceno je da LRS koimunoprecipitira s RagD, ali ne i s ostalim Rag monomerima, pogotovo
ne s RagC Sto se moglo oCekivati obzirom da su primarne strukture RagC i RagD prilicno
slicne. Takoder, dokazano je da RagD ne stupa u interakcije s ostalim tRNA sintetazama,
posebno ne s IRS niti s metionil-tRNA sintetazom. Dakle, veza izmedu LRS i RagD

podjedinice mTORC1 kompleksa dokazano je specificna.

Sljedeci korak bio je istraZiti koji od heterodimera pokazuje najveci afinitet za LRS. U
skladu s ocekivanjima, LRS je stupala u interkaciju samo RagD heterodimerima, a u
koimunoprecipitaciji uoCeno je da je interakcija LRS i RagB/D znaCajno povecana s

dodatkom leucina, Sto indicira da je LRS i RagB/D interakcija ovisna o leucinu.

4.4.1. Peptidni slijedovi RagD GTP-aze i LRS koji stupaju u medusobnu interakciju !
Kako bi se utvrdilo koji tocno dijelovi LRS i RagD zajedno djeluju, fuzionirao se gen za

RagD s genom za GST (glutation-S-transferaza), te je translacijom dobiven fuzionirani
protein koji omogucava suprociS¢avanje proteinskog interaktora (u ovom slucaju, LRS) i
RagD iz smjese (engl. pull down). Ovaj fuzionirani protein vezat Ce se za mikrokuglice koje
na povrsini imaju glutation, za koji GST ima visok afinitet. LRS je bila vezana s myc

privjeskom koji ima slicnu funkciju kao GST. Dakle, Myc-LRS je precipitirana s GST-RagD
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fragmentima da se odredi koja peptidna regija RagD stupa u interakciju s LRS. Uoceno je da
su aminokiseline u intervalu od prve do 400. i od 230. do 400. stupale u interakciju s LRS.
TocCkastim mutacijama znanstvenici su doznali da je C terminalna regija RagD proteina vezna
regija, jer kad se ta regija mutirala, nije doSlo do vezanja LRS i RagD. Prekomjerna
ekspresija RagD i RagB povecala je aktivaciju mTORC1 induciranu leucinom $to dokazuje da

je LRS vezanje za RagD kritiCan korak u leucin-induciranoj aktivaciji mTORC1 kompleksa.

Takoder, utvrdena je i peptidna regija kojom LRS stupa u interakciju s RagD -
aminokiseline koje su u intervalu od 951. do 1176., odnosno C terminalna regija. To je
dokazano na slian naCin kao Sto je napravljeno s RagD - toCkastim mutacijama i
mehanizmom eliminacije. Mutirane leucil-tRNA-sintetaze usporedivane su s divljim tipom
(wt) LRS u kontekstu leucin-inducirane S6K fosforilacije i eksperimentalno je dokazano da
N969A ni K970A mutanti nisu omogucavali fosforilaciju S6K, dok wt LRS jest. Time je jos
jednom potvrdena vaznost LRS i RagD interakcije za aktivaciju mTORCL1 koja prethodi
fosforilciji S6K.

4.1.2. Utjecaji inaktivacije aktivnosti LRS i Rag, LRS i lizosomalna lokalizacija *!
Obzirom da je LRS stupala u interakciju s RagD, ali ne i s RagC, istrazivan je utjecaj

inaktivacije aktivnosti (engl. knock down) RagD i RagC na aktivaciju mTORC1. Ocekivano,
RagD knock down imao je teZi uCinak na S6K fosforilaciju, a RagC knock down destabilizirao
je heterodimere, $to govori o zajednickoj ovisnosti na stabilnost Rag proteina. LRS knock
down suprimirao je aktivaciju mTORC1 kompleksa pomocu RagB-GTP/RagD-GDP, ali nije
suprimirao aktivaciju pomoéu RagB-GTP/RagC-GDP.

Sljedece se testiralo utjeCe li LRS na lizosomalnu lokalizaciju mTORC1. Dokazano je da
je inaktivacijom aktivnosti leucil-tRNA-sintetaze suprimirana RagB-GTP inducirana
lizosomalna lokalizacija mTORC1, Sto govori da je LRS kriti¢na za lizosomalnu lokalizaciju
mTORC1 pomocu RagB/RagD heterodimera.

4.1.3. Molekularni kompleks LRS, RagD i Raptora ovisan o aminokiselinama !
Raptor, jedna od podjedinica mMTORC1 kompleksa, koimunoprecipitrao je s LRS i RagD,

a interakcija Raptora s RagD i LRS pojacana je dodatkom aminokiselina. U odsutnosti
egzogene LRS, RagD je slabo reagirao s Raptorom, dok je prekomjerna ekspresija LRS
uzrokovala bolju stimulaciju vezanja RagD i Raptora, sve uz dodatak aminokiselina (Leu).
Takoder, smanjenjem endogene LRS, interakcije RagD-Raptor, uz dodatak aminokiselina,
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bile su smanjene, Sto predlaze Cinjenicu da LRS poboljSava vezanje RagD GTP-aze i

podjedinice mMTORC1 — Raptora.

A
IP: control Raptor
AA -_+ -_-+
LRE —
RagD —
Raptor — —

Slika 10. Rezultati koimunoprecipitacije LRS, RagD i Raptora. Preuzeto iz [3].

4.5. LRS kao senzor leucina u stanici !
Kako bi se testirala vaznost vezanja leucina na LRS za aktivaciju mTORC1 kompleksa i

formaciju kompleksa LRS, RagD i Raptora, napravljena je F50A/Y52A mutirana LRS koja je
imala znacajno smanjenu leucilacijsku aktivnost. UoCeno je da takva LRS uz dodatak leucina
ne omogucava S6K fosforilaciju, da se takav mutant ne veZe za RagD niti tvori kompleks s
Raptorom, Sto govori u prilog tome da je osjecanje i vezanje leucina pomocéu LRS kriti¢no za
mTORC1 aktivaciju.

4.5.1. Neovisnost leucilacije o interakciji LRS i RagD &
In vitro kompeticijske analize sa LRS supstratima — leucin, ATP i tRNA"*", koristene su

kako bi se proucilo utjeCe li vezanje leucina na tRNA na interakciju LRS i RagD, odnosno na
mMTORC1 aktivaciju. Kako bi se to dokazalo, mutirana je LRS na mjestima aminokiselina 716
i 719 (K/716A i K/719A), unutar KMSKS® motiva koji je vaZan za vezanje aminokiseline na
tRNA. Ovaj mutant je pokazivao malu razinu leucilacije, a zadrzao je potpunu aktivnost
izmjene ATP-PP;.

Sto se tie interakcije tog mutanta s RagB/RagD, takoder je identi¢na divljem tipu, isto
kao i sposobnost aktivacije mTORC1 kompleksa. Ovo dokazuje da je aktivacija mTORC1

neovisna o vezanju tRNA na LRS, odnosno neovisna o leucilaciji.

® Aminokiselinski slijed — lizin (K), metionin (M), serin (S), lizin, metionin.
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Homo sapiens PTAVRA LLL B LTRT CATDKE 2A
Mus musculus PVIVRA LLL NE LTS CAVDRFSA
Eattus norvegicus PYEVPRAL ILLLEES HL SOAVDERFS)

Bos taurus EUAURA ILLE NFLTRSOAVDEYS
Xenopus laevis PUAVRANGHLLL rRF LT EAVERF S;

C. elegans TLENDSSVEVDAVY Felc VDAATLD SES VM

KMSKS motif

Slika 11. KMSKS motiv zajednicko je svojstvo brojnih eukariota. Preuzeto iz [3].

4.5.2. Leucil-tRNA-sintetaza je protein koji aktivira GTP-aznu aktivnost (GAP) [3, 13]
Obzirom da znamo da LRS stupa u interakciju s RagD*GTP, a ne i s RagD*GDP, otvorila

se mogucnost da je LRS zapravo GAP, protein koja omogucéava hidrolizu GTP-a na RagD
proteinu, odnosno unutarnju GTP-aznu aktivnost. Kako bi se to provijerilo, u in vitro analizi
koriSten je fragment LRS koji stupa u interakciju s RagD — C terminalni dio. Uz dodatak
leucina, LRS-C divljeg tipa poboljsala je hidrolizu GTP-a na RagD proteinu, Sto indicira da C
terminalni dio LRS ima GAP aktivnost. HEK293T* stanice transfecirane su s wt LRS i s LRS
koja je imala mutacije u 50. i 52. aminokiselini (F50A/Y52A). Divlji tip poboljsao je GTP-
GDP izmjenu, dok je mutant izgubio GTP-aznu aktivnost. Takoder, inaktivacija aktivnosti

LRS suprimirala je leucin-induciranu GTP izmjenu na RagD.

Prilikom poravnavanja aminokiselinskih slijedova, uoCeno je da LRS sadrzi i GAP
motiv, motiv koji je naden u mnogim ADP faktorima ribozilacije. Kako bi se dokazalo da je
GAP motiv vazan za GAP aktivnost LRS, napravljena su dva alaninska mutanta unutar tog
motiva (H844A/R845A). Mutanti su izgubili svoju GAP aktivnost usporedujuci s divljim
tipom LRS koji ju je zadrzao. Takoder, ti su mutanti podvrgnuti istrazivanju utjecaja na
MTORC1 aktivaciju, induciranu leucinom. Divlji tip LRS pokazao je normalan (ocekivan)

utjecaj na S6K fosforilaciju, aktivirao ju je, dok su alaninski mutanti izgubili tu funkciju.

* HEK — human kidney cells — stanice koje su znanstvenici koristili kao testne u ovim istrazivanjima.
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Slika 12. Utjecaj wt LRS i mutantnih LRS na hidrolizu GTP-a na RagD proteinu. Analize su

vrSene GTP-aznim analiznim kitom. Preuzeto iz [3].

5. Inhibitori mMTORC1 kompleksa

Obzirom na spomenute funkcije i vaznosti mMTORC1 kompleksa, inhibicije mogu imati
teSke posljedice za stanicu jer mogu voditi u autofagiju i prijeCiti prepisivanje proteina. Neki

od inhibitora ne inhibiraju sve mTOR funkcije, stanica je naSla nacin da se odupre i zastiti.
5.1. Rapamicin 4

Dugo se mislilo da je rapamicin potpuni inhibitor mTORC1 kompleksa, no istrazivanja
2009. godine pokazala su drugaCije. Rapamicin je, kao Sto je spomenuto u uvodu,
identificiran zbog svojih antifugalnih svojstava, a danas se koristi kao imunosupresant i u
tumorskoj terapiji. Bio je vrlo koristan jer se koristio kao neiscrpan alat za istrazivanje
funkcija mTORC1 i zahvaljujuci rapamicinu, otkrivena je velika vaznost mTORC1

kompleksa kao kriticnog regulatora autofagije i sinteze proteina.

U stanicama sisavaca djeluje alosteriCki i onemogucava funkciju mTORC1
kompleksa. Nagadanja da rapamicin ne inhibira mTORC1 u potpunosti krenula su nakon Sto
je dizajniran kompetitivni inhibitor kompleksa mMTORC1- Torinl. Za pocetak se Torinl uveo
u kulturu misjih embrionalnih stanica (MEF) i uzrokovao potpuni prekid stani¢nog ciklusa i
smanjio sintezu proteina za skoro 50%. Iznenadujuce je bilo da je rapamicin imao vrlo slabi

efekt na iste procese. Torinl takoder je usmjerio stanicu u autofagiju. Znanstvenicima je to
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bilo Cudno, pa su nagadali da mozda mTORC2 ima neku medijatorsku ulogu u autofagiji i
sintezi proteina. Kako bi se hipoteza potvrdila, u nove MEF stanice uveli su mTORC2 bez
Rictora (podnaslov 2.2.). U tim su stanicama (MTORC2 bez Rictora) ucinci bili isti kao u
divljem tipu stanica MEF — Torinl nastavio je supresiju translacije i aktivirao autofagiju.
Ovime je potvrdeno da su neke funkcije mTORCL1 blokirane zbog Torina 1, ali otporne na

inhibiciju rapamicinom.

UocCeno je da rapamicin blokira fosforilaciju 4E-BP1, jednog od supstrata mTORCL.
Naime, mMRNA za koje se veze elF-4E kodiraju za proteine s proliferativnom funkcijom i za
tranziciju G1->S stani¢nog ciklusa. Blokirajuci translaciju tih mRNA, blokira se stanicni
ciklus. To je jedan od prijedloga djelovanja rapamicina, ali on tek djelomicno inhibira
fosforilaciju 4E-BP1, potrebna su dodatna istrazivanja.

Korisnost rapamicina oCituje se u Cinjenici da se koristi u poremecajima prirodne
supresije mTORCL1 — poremecaji u TSC-u. Naime, postoji genetiCki poremecaj koji uzrokuje
inaktivaciju uzvodnih inhibitora mTORC1, pa se u terapijama tih poremecaja koristi
rapamicin kao terapeutski inhibitor.

5.2. Ursoli¢na kiselina [*°

Ursolic¢na kiselina (UA) je pentaciklicki triterpenoid kojeg nalazimo u brojnim biljkama i
vocu, a koristi se u lijeCenju hiperglikemije, pretilosti i tumora. No, molekularni mehanizmi
djelovanja jo$ su uvijek nepoznanica. Sre¢om, postoje neka novija saznanja (2014.) o

njezinom djelovanju na mTORC1.

Kako bi se utvrdio ufinak UA na mTORC1, koristeni su C2C12 miotubuli (ve¢ je
spomenuto da mMTORC1 regulira anaboliza u miSiénim stanicama) tretirani razlicitim
koncentracijama ursolicne kiselne, te s dodanim inzulinom i leucinom (kontrole). Naime,
inzulin je stimulirao S6K, 4E-BP1 i Akt fosforilaciju, dok je fosforilacija bila inhibirana
dodatkom UA. Leucin je stimulirao S6K i 4E-BP1 fosforilacije, ali nije stimulirao Akt
fosforilaciju obzirom da ne djeluje stimulatorno na taj metabolicki put. UA je takoder
inhibirala i ove fosforilacije.

Zatim je trazen nacin na koji UA djeluje. Principom eliminacije neki su se dijelovi
signalnog puta eliminirali, no, utvrdilo se da UA ima djelovanje usmjereno na Rag GTP-aze.

Konfokalnom imunofluorescencijom dokazano je da C2C12 stanice s poveéanom
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koncentracijom leucina pokazuju kolokalizaciju MTORC1 s lizosomalnim markerom
LAMP1. Dodatkom ursolicne kiseline, ta se kolokalizacija izgubila Sto nam govori da
ursoli¢na kiselina inhibira lizosomalnu lokalizaciju mTORCL1 koja je kljucna u aktivaciji ovog

kompleksa.

UA se moze Kkoristiti u terapiji tumora jer i oni imaju aktivan proliferativni mTORC1

signalni put, pa se dodatkom UA taj put moze blokirati.

6. Autofagija™ ™

Autofagija je kataboliCki proces u kojem se stani¢ni organeli odvajaju u autofagosome i
degradiraju u lizosomima. Pri niskoj koliCini nutrijenata, stanica treba na neki nacin doci do
sastavnih dijelova, pa je autofagija jedan od naCina. Razgradnjom organela i proteinskih
kompleksa omogucava se dostupnost bioloskog materijala koji se moze koristiti za anabolicke

procese poput sinteze proteina i proizvodnje energije.

Obzirom da mTORCL1 regulira kljutne komponente regulatornih puteva vezanih uz
rast i1 proliferaciju, mTORCL1 povezan je s autofagijom. Kada je stanje obilja energije,
MTORC1 je stimuliran, a autofagija inhibirana. Regulacija se odvija na nacin da mTORC1
fosforilira i inaktivira Atg (engl. autophagy-related protein) proteine ukljuCene u nastajanje
autofagosoma. Pri inhibiciji mTORC1, Atg proteini su defosforilirani i aktivni, mogu
potaknuti gradnju autofagosoma.

Za sada mTORC1 jos uvijek nije karakteriziran kao regulator transkripcije gena za
autofagiju, pa su istraZivanja pokazala vaznost transkripcijskog faktora EB u tom pogledu.

MTORC1 regulira nuklearnu lokalizaciju i aktivnost TFEB koji je ¢lan bHLH leucin-zipper

obitelji proteina koji reguliraju ekspresije gena za autofagiju i za lizosomalne strukture.

U uvjetima normalne koliCine nutrijenata, TFEB je fosforiliran na serinu 11, Sto
regulira mTORCL1. Fosforiliran TFEB veze se za YWHA protein u citoplazmi Sto prijeci
ostale transkripcije faktore da udu u jezgru. Cim padne koli¢ina nutrijenata, mTORC1 je
inaktivan, TFEB se ne fosforilira, ne veze se za YWHA protein, ulazi u jezgru i krece

transkripcija autofagnih gena.
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7. Sazetak

Kompleks mTORC1 pokazao se vaznim dijelom signalnih puteva u stanici. Nakon
njegovog otkrica, otvorena su brojna pitanja o funkciji ovog kompleksa. Dokazano je da ima
brojne zadace u organizmu vezane uz regulaciju sinteze proteina, biogenezu ribosoma, unos

nutrijenata i autofagiju, anablizam aminokiselina te energetski status stanice.

Blagi naglasak je stavljen na interakciju kompleksa mTORCL1 i leucil-tRNA-sintetaze
za koju se pretpostavlja da omogucuje osjeCanje aminokiselinskog statusa u citoplazmi
stanice, odnosno okoliSnu dostupnost nutrijenata. Uz opcéepoznatu funkciju LRS koja
obuhvaca vezanje leucina na odgovarajucu tRNA, otkriveno je da LRS ima vaznu funkciju u
regulaciji unutarstani¢nih procesa koju joj omogucuje interakcija s kompleksom mTORCL.
Kljucnu ulogu ovdje ima leucin, Cije je vezanje za LRS kljucno za aktivaciju mTORC1. LRS
veze leucin u svoje aktivno mjesto i tada djeluje kao GAP za RagD GTP-azu. Aktivni oblik
Rag heterodimera osigurava interakciju heterodimera s kompleksom mTORC1 Cime se

usmjerava relokalizacija mTORCL1 na lizosomalnu membranu.

Jos jedan nacin aktivacije mTORC1 kompleksa je putem vakuolarne ATP-aze — ali ne u
citoplazmi ve¢ na povrSini lizosoma. Predlaze se inside-out mehanizam prema kojem se
aminokiseline akumuliraju unutar lizosoma, a v-ATP-aza ih osje¢a na jo$ nepoznat nacin. v-
ATP-aza kontrolira vezanje Rag GTP-aze i Ragulatora, a time i GEF aktivnost Ragulatora.
GEF aktivnost Ragulatora oCituje se prema proteinima RagA i RagB jer je njihovo GTP
vezno stanje vazno za aktivaciju kompleksa mTORCL1. Aktivirani Rag kompleks veze se za
MTORCL i regrutira ga na lizosomalnu membranu. Pretpostavlja se da se mMTORC1 smjeSta
blizu Rheb, jer Rheb-GTP stimulira mTORC1.

MTORC1 u interakciji je i s kinazom MAP4K3, koja pod utjecajem odredenih
induktora aktivira mMTORC1 koji ¢e onda aktivirati S6K kinazu,a ona olakSava regrutaciju 40S
podjedinice u aktivne polisome Cime se poboljSava translacija. Takoder, postoji i PI3K/Akt
signalni put u kojem mTORC1 uzrokuje fosforiliranje 4E-BP1, a on u fosforiliranom stanju
napusta EIF-4E, Cime se omogucava inicijacija translacije. Oba signalna puta imaju isti cilj —

potaknuti translaciju i omoguciti nastajanje proteina koji vode u stanicni rast.

Uz aktivatore, prisutni su i inhibitori. Po jednom od inhibitora mTORC1 nosi i ime -
mehanicka meta rapamicina. Zahvaljujuci rapamicinu otkriven je mTOR i njegov signalni put.

Novija istraZzivanja ukazuju na to da rapamicin ne inhibira u potpunosti mTORCL, ali se jo$
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uvijek ne znaju svi dijelovi metabolickog puta koje rapamicin inhibira, odnosno ne inhibira.
Ursolicna kiselina je jedan od inhibitora Cija je meta otkrivena — prijeCi lizosomalnu
lokalizaciju mTORCL1 kompleksa jer djeluje na Rag GTP-aze. Inhibitori mTORCL1 Koriste se i
u terapijama stanica koje nekontrolirano rastu — tumorima, pa u tom pogledu imaju i korisne

znaCajke.

Autofagija je joS jedan od procesa koji je koordiniran mTORCL1 signalnim putevima
obzirom da promovira kataboliCke procese, $to je suprotno od mTORCL1 zadace — anabolija

proteina.

Brojne karakteristike mMTORC1 interakcija jo§ su nepoznanica. Na primjer, joS se ne
zna koji tocno kompleks i na koji naCin osjea razinu aminokiselina, ali mnogo se
znanstvenika u svijetu bavi ovom temom i Cinjenica je da je mTORCL, bez obzira da brojne

nepoznanice, jos uvijek bolje istrazen od mMTORC2 kompleksa.

U ovom seminarskom radu nisu obuhvacene sve funkcije i interakcije mTORC1
kompleksa jer ih ima mnogo. Procesi koje mTORCL1 posredno ili neposredno regulira prilicno
su kompleksni i ne Cudi da stupa u interakciju s viSe proteina nego Sto je u ovom radu

navedeno.
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Slika 12. Prikaz kompleksnosti mTORC1 signalnih puteva. Preuzeto iz [16].
8. Summary

MTORC1 complex is a very important part of signal pathways in the cell. Its discovery
posed a variety of questions about its function. It is shown that mMTORC1 complex has many
duties in protein synthesis regulation, rybosome biogenesis, nutrient intake and autophagy,

amino acids anabolism and cell energy status.

A mild emphasis was put on mTORC1-LRS interaction for which is thought that
enables amino acid presence sensing, especially leucine, in the cell cytoplasm. Except well
known LRS leucilation function, it is discovered that LRS also has a major role in intracelular
processes guided by mTORCL1. Leucine has a key role in this signal pathway. When LRS
binds Leu, LRS acts as a GAP for RagD-GTPase. Active form of Rag heterodimer ensures its
interaction with mTORC1, which enables mTORC1 relocalization to the Ilysosome

membrane.
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Another way of mMTORC1 activation is by vacuolar ATPase. It is not established in the
cytoplasm, but on the lysosome membrane. It is considered that this activation follows an
»inside-out” model by which amino acids are acumulated inside of lysosome, and v-ATPase
is sensing them by a still unknown mechanism. v-ATPase controls interaction of Ragulator
and Rag GTPase, and by that also the GEF function of Ragulator. Ragulator shows GEF
activity for RagA and RagB proteins, since their GTP bound status is important for mTORC1
activation. Activated Rag complex binds to mTORC1 and recruits it to the lysosome
membrane. It is assumed that mTORCL1 is located near Rheb, because Rheb-GTP also

stimulates mTORCL1 activity.

mTORC1 interacts with MAP4K3 kinase, which is activated by certain inductors and
then can activate mTORC1 complex. Activated mTORC1 then activates S6K kinase which
facilitates 40S subunit recruitment into active polysomes. There is also a PI3K/Akt pathway
in which mTORCL1 ensures phosphorilation of 4E-BP1, which then leaves EIF-4E, and by
that, initiation of translation can occur. Both of the signal pathways have the same goal — to

induce translation and enable protein synthesis which leads to cell growth.

Besides activators there are also inhibitors of mMTORC1. mTORCL1 is named after one
of its inhibitors - mammalian target of rapamycin. Thanks to rapamycin, mTORC1 was
disovered. Recent studies indicate that rapamycin does not inhibit all of mMTORC1 functions,
but it is still unknown which of the pathways rapamycin inhibits. Ursolic acid is one of the
inhibitors whose target is known — it inhibits lysosomal translocation of mMTORCL1 because
UA interacts with Rag GTPases. Inhibitors of mTORCL1 are used in tumor therapy, so they
also have useful applications.

Autofagy is another process which is coordinated by mTORCL1 signal pathways,
considering the fact that it promotes catabolic processes, which is opposite of mMTORC1 duties

— protein anaboly.

Lot of characteristics of mMTORCL that are still unrevealed. For example, it is still not
known which protein exactly senses amino acids, but there are lot of scientists interested in
this theme and are actively researching. But, regardless of many unknowns, mTORC1
functions are more thoroughly researched than mTORC?2.

In this seminar not all of the mTORC1 functions and interactions were mentioned because

there are too many. Processes that mTORC1 regulates, directly or indirectly, are very
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complex, therefore it is no surprise that it interacts with more proteins than it was described in

this seminar.
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