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Abstrakt :

.....

vazebny komplex elF4F k 5" konci mRNA, kde se u vSech eukaryotnich mRNA (kromé
organelovych) nachazi ¢epickova struktura, ktera je nezbytnd pro tzv. na Cepicce zavislou
iniciaci translace. eIF4E je soucasti komplexu, ktery je dale tvoten e[F4G a elF4A proteinem.
Interakce eIF4E s elF4G zvySuje jeho afinitu k epicce.

neni piekvapivé, Ze je dalezitym cilem regulace genové exprese u eukaryot. Transkrip¢ni
aktivator c-Myc reguluje elF4E hladinu prostfednictvim interakce s E-boxy na eIF4E
promotoru. Déle je jeho aktivita kontrolovana fosforylaci, ktera zvySuje afinitu elF4E k
CepiCce a stimuluje tak translaci in vivo. Naopak aktivita eI[F4E je inhibovana eIF4E
vazebnymi proteiny (4E-BP), jako je kvasinkovy p20. Tyto negativni regulatory blokuji
interakci eIF4E s elF4G, a tak brani sestaveni elF4F komplexu.

Tato prace se také zabyva vyznamnymi mutacemi na elF4E, které ovliviiuji jeho afinitu k
ligandiim a n€kdy dokonce vedou ke vzniku termosenzitivniho fenotypu.

Klicova slova: eIF4E, kontrola translace, eIF4F komplex, 4E-BP, m7GpppX &epickova
struktura, elF4G, Caf20p, Eaplp

Abstract:

The eukaryotic initiation factor 4E (e[F4E) is an essential protein that anchors the mRNA cap-
binding complex (elF4F) to the 5" end of mRNAs, where all eukaryotic (except organellar)
mRNA posses a cap structure which is required for cap-dependent translation. eIF4E is a
component of the el[F4F complex, which also includes e[F4G and elF4A. The interaction of
elF4E with elF4G enhances the affinity of eIF4E for the cap structure.

elF4E is responsible for assembly of a functional translation initiation complex. Given pivotal
role of elF4E in translation, it is not surprising that it is an important target for gene
expression control in eukaryotes. The transcriptional activator c-Myc regulates eIF4E levels
via interactions with E-boxes in the elF4E gene promoter. elF4E is also regulated by
phosphorylation, which increases its affinity for mRNA caps, therby stimulating translation
initiation in vivo. Conversly, elF4E activity is suppressed by elF4E binding proteins (4E-
BPs), such as yeast p20. Therefore, the 4E-BPs repress cap-dependent translation by
inhibiting assembly of the elF4F complex.

This work also presents important mutations in residues of elF4E, which modulate its
affinity for ligands. These mutants can confer a temperature-sensitive phenotype.

Keywords: eIF4E, translation control, e[F4F complex, 4E-BP, m7GpppX cap structure,
elF4G, Caf20p, Eaplp
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Seznam zKkratek:

AE-BP........o elF4E vazebny protein

DpP par bazi
CDK28...cviiiiiiiiiinns cyklin-dependentni kinaza 28

D T Dalton

elF4E.......c.coiiii eukaryoticky inicia¢ni faktor 4E
elFAG........oo eukaryoticky iniciacni faktor gama
GAP....ooeei GTPazu aktivujici protein
GMP.......oooiii guanosin-5"-monofosfat
GTP..ooioiiiin guanosin-5"-trifosfat
IRES....cos interni vazebné misto pro ribozém
kDa....oooiiiiiii 1000 Da
M7G..iiiiiiiii 7-methylguanosin
m7GDP..................... 7-methylguanosin-5"-difosfat
m7GTP...................l. 7-methylguanosin-5"-trifosfat
Mnkl.....oooooiiii, “Map kinase signal integrating kinase 1*, substrat MAP kinazy
MRNA...........coeen mediatorova ribonukleova kyselina
pre-mRNA..................... prekurzorova medidtorova ribonukleova kyselina
RNA.......o ribonukleova kyselina
tRNA......coi, transferova ribonukleova kyselina
UTR...ooiiiii nepiekladana oblast

W et divoky typ

SEZNAM ZKRATEK AMINOKYSELIN:

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparagova kys. Asp D
Asparagin nebo asparagova kys. Asx B
Cystein Cys C
Fenylalanin Phe F
Glutamin Gln Q
Glutamova kys. Glu E
Glutamin nebo glutamova kys. Glx Z
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I

Leucin Leu L

Lysin Lys K
Methionin Met M
Prolin Pro P

Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptofan Trp w
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \"



1.Uvod

Eukaryotni mRNA translace je komplikovany proces zahmujici vytvoreni velkého
Ptiklady kontroly translace Ize nalézt na riznych stupnich translace, mezi které patii rychla a
efektivni regulace na urovni iniciace translace. Na této regulaci se podili zejména

......

.....

Tento iniciaéni faktor o molekulové hmotnosti cca 25kDa je soucasti heterotrimerniho
komplexu elF4F (Marcotrigiano et al.1997).

elF4E je esencialni protein, ktery je konzervovany od jednobunécnych eukaryot, pfes rostliny,
dvoukfidly hmyz az po savce. Dokonce savc¢i elF4E muze nahradit kvasinkovy faktor in vivo
a stat se soucasti proteosyntetického aparatu S. cerevisiae. Tato skute¢nost odpovida i faktu,
7ze mechanizmus rozezndvani mRNA translacnim aparatem je v pribéhu evoluce
konzervovany (Altmann et al.1989).

Dostupnost elF4E pro sestaveni el[F4F komplexu je povazovana za faktor limitujici navazani
ribozému, a je tak dalezitym cilem regulace translace (Sonenberg a Gingras 1998). Jeho
aktivita je kontrolovana fadou mechanizmd, jako je napiiklad maly elF4E vazebnych protein
(eIF4E-BP), ktery blokuje vazbu mezi elFAE a elF4G, brani tak sloZeni elF4F komplexu a
inhibuje syntézu proteint (Gingras et al. 2001).

U lidského eIE4E bylo prokazano, Ze na jeho dorzalni povrch se vaze mnoho regulacnich
molekul vcetn€é vice nez 200 homeoproteind, které ovliviiuji jaderné a cytoplazmatické
aktivity eIF4E (Topisirovic et al. 2003).

elF4E proteinu se vénuje fada studii zejména poté, co byla prokdzana jeho zvySena hladina
exprese v nadorovych bunkach. Navzdory faktu ze je to jiz vice nez 25 let, co byl tento

.....

role (shrnuto von der Haar 2004).

2. Uloha eIF4E proteinu v translaci

2.1. Iniciace translace

U eukaryot jsou dvé mozné cesty navazani malé ribozomalni podjednotky na mRNA.
Majoritni je na Cepicce zavisla iniciace translace. Je umoznéna diky modifikaci eukaryotni
mRNA, kterd na svém 5’konci nese cepickovou strukturu m7GpppX, kde X je jakykoliv
nukleotid. Tato struktura slouzi jako kotva pro komplex, ktery zprostfedkovava navazani malé
ribozomalni podjednotky na 5 konec mRNA.

Druhd cesta vyuzivd knavdzani malé ribozomalni podjednotky interni vazebnd mista
nazyvana IRES (internal ribosomal entry segments). Déje se tak bud’ pfimym kontaktem RNA
Iniciace touto cestou nespoléha na pfitomnost ¢epicky na mRNA a oznacuje se jako iniciace
na Cepicce nezavisla (shrnuto von der Haar et al. 2004).

V této praci se budu dale vénovat na Cepicce zavislé translaci.



2.2. Na ¢epicce zavisla iniciace translace

Eukaryotni mRNA kromé kodujici sekvence nese na svém 5”1 3" konci nepiekladané oblasti,
které urcuji ti¢innost translace. Na 5’konci se nachazi Cepicka (viz nize) a na 3" konci poly(A)
struktura dlouha ~50 bp u kvasinek a vice nez 200 bp u vyssich eukaryot (Jacobson a Peltz
1996).

..........

komplexu (Obr. 1).
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Obr. 1: Iniciace translace: krok 1 - vazba elF3 a eIF1A na 40S ribozomalni podjednotku
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krok 6 - tvorba 80S inica¢niho komplexu (Merrick 1992)



Prvnim krokem je disociace 80S ribozému za ucasti elF6. Ten se vaze na 60S ribozomalni
podjednotku, zatimco elF3 a elF1A se vazi na 40S ribozomalni podjednotku (Obr. 1 - korok
1).

Za pomoci elF3, elF1A, elF5 a elF1 dochazi k pfipojeni elF2-GTP-Met-tRNAi ternarniho
43S komplex interaguje s 5’ m7GTP strukturou, coz vyzaduje dalsi faktory - eIF4F komplex a
hydrolyzu ATP (Obr. 1- krok 3). Tento krok je primarni cil kontroly translace (shrnuto
Gingras et al 1999).

Protoze je CepiCkova struktura lokalizovna na 5’konci transkriptd, mald ribozomalni
dlouhou neptekladanou sekvenci 5"UTR (Altmann et al. 1987, shrnuto von der Haar et al.
2004).

.....

..........

......

GTP pomoci elF2 (obr. 1-krok 5). elF2-GDP je uvolnén zribozému a elF5B umozni
pripojeni 60S podjednotky k 40S-Met-tRNA-mRNA komplexu, oddisociovani zbyvajicich

..........

2.3. elF4F komplex

elFAF se skldda z elF4E, proteinu vazajiciho se na cepicku, z elF4A, ktery slouzi jako RNA
zavisla ATPaza a RNA helikdza, a z elF4G - velky polypeptid obsahujici vazebna mista pro
elF4E, eIF4A a PABP (Obr. 2).

Obr. 2: elF4F komplex - sklada se z eIF4E = protein vazajici se na ¢epicku
elF4A = RNA zavisla ATPaza a RNA helikaza
elF4G = protein interagujici s eIF4E, eIF4A. VaZe se i na polyA
vazebny protein a pfivadi tak regulacni oblasti na 3'UTR
do blizkosti 5" konce RNA. U savct déle interaguje
s elF3 proteinem (von der Haar et al. 2004)

Helikézova aktivita elF4A je pravdépodobné vyzadovana na rozvolnéni sekundarni struktury

.....

Gingras et al. 1999).



SavCi elF4G obsahuje také vazebné misto pro elF3, ktery se vaZze na malou ribozomalni
podjednotku a slouzi jako kotva pro elF4G a umoziuje tak snadnéj$i slozeni 48S
U S.cerevisiae nebyla interakce elF3 a eIlF4G prokdzana a ani aminokyselinova sekvence
kodujici elF3 vazebné misto u vysSich eukaryot nebyla nalezena u ani jedné ze dvou
kvasinkovych isoforem elF4G. elF3-elF4G interakce mlze byt pravdépodobné nahrazena
interakci eIF5 s e[F4G proteinem (Jivotovskaya et al. 2005).

Predpoklada se, ze pfi interakci elF4G s poly(A)-vazebnym proteinem (PABP), dochazi
k cirkularizaci mRNA. To ptivadi 5’konec mRNA do blizkosti 3"'UTR, kde se nachézi vetSina
znamych regulacnich sekvenci. Cirkularizace mRNA tedy umozni regulaci iniciace translace
vazebnymi faktory na 3'UTR a tak dochazi k funkénimu propojeni mezi konci mRNA
v pribéhu translace (Gebauer a Hentze 2004).

3. Struktura a vazebna mista na e[F4E proteinu

3.1. Funkce a struktura elF4E

U kvasinky Saccharomyces cerevisiae byl gen kodujici eIF4E identifikovan jako gen
zodpoveédny za prechod buiikky z G1 do S faze bunécného cyklu (,,cell division cycle gene*,
CDC33) (Brenner et al. 1988, Danaie et al. 1999). Jedna z prvnich udalosti pii pfechodu z G1
do S faze bunécného cyklu je nartst exprese cyklinu 3, nestabilniho proteinu, ktery je
pfitomny v malém mnozstvi v pribe¢hu bunécného cyklu a ktery se hromadi v ¢asné G1 fazi.
V komplexu s CDK28 spousti kaskadu kindz a umoznuje vstup buiiky do S faze. cdc33-1
termosenzitivni mutanty stejné tak jako cdc33-42 obsahuji elF4E sniz§i cap vazebnou
aktivitou a jsou neschopny zajistit dostate¢nou produkci Cln3p v nepermisivni teploté 37°C.
V C- koncové doméng¢ se ttikrat objevuje konzervativni motiv KXGGXKF a v jednom z nich
se nachazi i mutace cdc33-1 (Obr. 3) (Altmann et al. 1989)

1 Met Ser Val Glu Glao Val Ser Lys Lys Phe Glu Glu Asn val Ser Val Asp Asp Thr Thr Ala Thr FPro Lys Thr
ATG TCC GTT GAA GAA GTT AGC RMAG ARG TTT GAA GAR MAC GTT TCA GIC GAT GAT ACC ACA GCT ACT CCA ARG ACT

26 Val Leu Ser Asp Ser Ala His Phe Asp Val Lys His Pro Leu Asn Thr Lys TP e Lew To® Tyr Tw lys Pro
GIT TTh AGT GAC AGT GCT CAC TIC GAT GIC AAG CAC CCA TTG AMAC ADC MAA TGG ACT TTA TGG TAC ACA AAMG CCA

51 Ala Val Asp Lys Ser Glu Ser Trp Ser Asp lew Leu Arg Pro Val The Ser Fhe Gln Thr Val Glu GLJ® phe Trp®
GXC GTC GAT AMA TCT GAG TOG TG TCT GAT CTA TTA CGT COC GTC ACT TCA TIC CAR ACT GTT GM GAR TIT TGG

7% Ala Tle Ile Gln Asn Ile Pro Glu Pro M Gly Les Pro Lew Lys Ser Asp Tyr His Val Fhe Arg Asn Asp Val
GCT ATC ATT CAA AAT ATT CCT GAG CCA CAC GAA CTRA CCA TTG AAA TCA GAT TAC CAC GIC TIC COGT AAT GAC GIT
101 Arg Fro EJ.IP"‘I‘:‘[P'G’Iu Asp Glu Ala Asn Ala |Lys Gly GI}NI.]M Ser Fhe Gln Leu Arg Gly Lys Gly Ala Asp
AGA CCT GAA TGS GAA GAT GRA GOC AAT GOT |AAA  GGT  GGT AMA TGG |TCT TTC CAA CTT AGA GGR MMM GGT GCT GAT
126 Ile Asp Glu Leu Trp Lew Arg Thr Leu Lew Ala Val Tle Gly Glu Thr Ile Asp Glu Asp Asp Ser Gln Ile Asn
ATT GAT GAA TTA TGG CTA RGR ACT TIA CTA GCA GIT ATT GGT GAR ACA ATT GAT GAA GAC GAC TOC CAR ATT RAC

151 Gly Val Val Leu Ser Ile Arg [Lys Gly Gly Asn Lys Fhe| Ala Leu Trp™ Thr Lys Ser Glu Asp lys Glu Fro Leu
GET GIC GIT TTA AGC ATT AGA [MAM GGT GGT AMC AMG TTT| GCC TTA TGG ACT AMA TCT GAR GAC AAA GAR CCA CTA

176 Leu | Arg Ile mﬂn Gly Lya Fhne| Lys Gln Val Leu Lys Leu Thr Asp Asp Gly His Leu Glu Fhe Fha Fro His Ser
TG |AGA ATT GGT GGT AAA TIC| MAG CAM GIT TTA AR TTR ACC GAT GAC GGG CAT TTG GAA TIC TIT CCA CAT TCC

201 Ser Ala Rsa Gly Arg His Pro Gln PFro Ser [Ile Thr Len *#«

AGT GOC AAT GGT AGA CAC COT CAA CCA TCA ATC ACC TIG TAA
Obr. 3: DNA sekvence eIF4E genu. V C-koncové oblasti se nachazi konzervované aminokyseliny, ohrani¢ené
v rameckach. V téchto oblastech jsou lokalizovany mutace vyznamné ovliviyjici vazbu k epicce. Substituce v
tryptofanech 43, 46, 115, 166 leucinem drasticky snizuje vazbu k ¢epicce. Méné zavazny efekt byl pozorovan u
dalsich mutaci tryptofanovych zbytkli a sousednich aminokyselin. cdc33-1 kmen nese mutaci v Gly113 a cdc33-
42 v Glu73 a Gly179 (Altmann et al. 1989)



C-koncova oblast elF4E je vysoce konzervovana v poctu i1 pozici aminokyselin u
kvasinkového a myS$iho elF4E a vSechny znamé elF4E sdili v této oblasti stejnou prostorovou
strukturu (Sander a Schneider 1991). Porovnani cdc33 mutaci s jinymi mutacemi
ovliviiyjicimi funkci elF4E dokazuji, Ze regiony obsahujici tryptofan a jim pfilehlé oblasti se
podili na vazebné aktivit¢ elF4E k cepicce. Substituce kazdého z péti konzervovanych
tryptofant (43, 46, 115, 130, 166) leucinem drasticky snizuje vazbu k Cepickové struktute
(Morino et al. 1996). Podobny, avSak mén¢ zavazny efekt, byl pozorovan také u substituce
Trp46 nebo Trpl130 fenylalaninem (Altmann et al. 1989), a dale substituce Glyl113 —Asp
v blizkosti Trpl115 (Altmann a Trachsel 1989), stejné tak jako u substituce His200—Ala
(Morino et al. 1996). Substituce aminokyselin blizko tryptofanu 75 (Glu73—Lys) a blizko
tryptofanu 104 (Glul03-Lys, Gly179-Asp) také vede ke vzniku termosenzitivity (Obr. 3). To
dokazuje, Ze ne pouze tryptofanové zbytky, ale také sousedni aminokyseliny jsou dilezité pro
aktivitu eIF4E (Altmann a Trachsel 1989). Byly provedeny i dalsi studie mutaci, které
ovliviiuji afinitu elF4E k ligandim (viz niZe).

Obrazek 4 znazoriiuje sekunddrni strukturu kvasinkového elF4E. Ta je tvofena tfemi
dlouhymi (H1-H3), jednim kratkym alfa helixem (H4) a osmi antiparalelnimi beta listy (S1-
S8), poskladanymi v pofadi S1-S2-H1-S3-S4-H2-S5-S6-H3-S7-H4-S8 (Marcotrigiano et al.
1997).
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Obr. 4: Schematicky néakres sekundarni struktury kvasinkového eIF4E. Obdélniky znazoriuji alfa helixy H1-H4,
Sipky znazorfiuji beta-listy S1-S8 (Marcotrigiano et al. 1997).

3.2. Interakce elF4E s 5" koncem mRNA

elF4E se specificky vaze na 5'konec mRNA, kde se nachazi m7GpppX struktura nazyvana
cepicka (X je jakykoliv nukleotid).

Cepicka usnadiiuje translaci vétsiny mRNA a je také duleZita v jinych procesech, jako je pre-
mRNA sestfih, nukleocytoplazmaticky transport malych jadernych RNA molekul a stabilita
mRNA (Shatkin 1976, Varani 1997).

Modifikaci pre-mRNA m7G cepickovou strukturou zajistuji 3 reakce katalyzované RNA
trifosfatazou, RNA guanylyltransferazou a RNA (guanosin-N")metyltransferazou. (Shibagaki
etal. 1992, Shuman 1995 ).

Metylovany guanosin cCepickové struktury obsazuje uzky zldbek tvofeny konkavnim
povrchem slozenym z beta listl, kratkého alfa helixu (H4) a smycky mezi fetézci S1 a S2. Na

10



jedné strané je Cepicka uzaviena fetézci S3 a S4 a na druhé je oteviend (Obr.7) (Marcotrigiano
etal. 1999).

Navazani m7G je zprostiedkovano n-n vazbou mezi metylovanou guaninovou bazi ¢epicky a
indolovymi kruhy dvou tryptofant (Trp56 a Trpl102 u lidského eIF4E, Trp58 a Trpl104 u
kvasinkového elF4E). Mutace téchto dvou tryptofanti na leucin vede ke ztraté vazebné afinity
k cepicce (Morino et al. 1996), zatimco substituce Trp56—-Phe a Trpl02—Phe, ktera
zachovava m-elektronovy oblak, vazebnou afinitu pouze snizuje (Altmann et al. 1988). Vazba
je jesté zesilena vodikovymi mistky mezi kyslikovymi atomy trifosfatu a polarnimi atomy
zbytkli Trpl166 u savct a kvasinek a dale Glul03 u savct a Glul05 u kvasinkového elF4E.
K vazbé dale ptispivaji hydrofobni a elektrostatické interakce (Marcotrigiano et al. 1997,
Matsuo et al. 1997, Tomoo et al. 2003).

Vyznamny stabilizujici efekt ma pfitomnost metylovych skupin na cCepicce, které piinasi
pozitivni naboj a zesiluji tak patrové interakce.

V kvasinkovych bunkach je hladina GTP tadov€ v milimolarnich hodnotich a ucinné
navazani nemetylovaného GTP by branilo vazb¢ Cepicky. Proto je preferencni vazba na
metylovany guanosin biologicky vyznamna a umoZziiuje navazani Cepicky i pres vysoké
koncentrace GTP (von der Haar et al. 2004).

VSechny oblasti uGcastnici se vazby cepickové struktury jsou konzervované od kvasinek
k savciim. Pfestoze identita aminokyselinovych sekvenci je mezi kvasinkami a savci 33%,
mysi elF4E muZe nahradit kvasinkovy elF4E bez vyraznéjSiho efektu na Zivotnost, rast ¢i
déleni bunky (Altmann et al. 1989). Identita sekvenci je patrna zejména v oblastech
ucastnicich se vazby ¢epicky (Obr. 5 a 6).
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Obr.5: Barevné odlisena sekvenéni podobnost eIF4E u H.sapiens, M.musculus, C.albicans, S.cerevisiae, ¢ervena
barva znaci 90% sekvencni podobnost, modfe je vyznacena 50% sekvenéni podobnost. V zeleném ramécku je
ohrani¢ena sekvence S4-H4 smycky (kapitola 3.4.), kterd se vyrazné li§i u C.albicans. Tato smyc¢ka vyznamné
ovliviyje afinitu eIF4E k ¢epicce. Vytvoreno v programu BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
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Obr. 6: Na struktuie e[F4E u S.cerevisiae jsou ervené
odlisena mista sekven¢ni identity s 4E faktorem u
H.sapiens a M.musculus. Struktura eIF4E u C. albicans
zatim neni znama. Identita sekvenci je patrna v oblasti
ucastnici se vazby cepicky . Vytvoreno v programu
,»Multalin“ (Corpet 1988)

Zpisob vazby Cepicky je téméer stejny mezi lidskym a mysim elF4E a predpoklada se, Ze tedy
existuje jisty rozpoznavaci mechanismus mezi ¢epickovou strukturou a Zlabkem na eIF4E pro
navazani této struktury.

Stejn¢ tak rizné analogy Cepickové struktury - m7GDP, m7GTP, m7GpppA ukazuji velice
podobny zptsob interakce. Vazbu samotné m7G casti k elF4E zesiluje ptidani fosfatovych
skupin (Zuberek et al. 2004).

Bylo prokazano, ze m7Gppp fragment Cepickové struktury, ktery vypliuje zlabek pro
cepicku, je nezbytny pro stabilitu elF4E, protoZe elF4E bez navazané cepicky (apo forma
elF4E) muze byt lehce degradovan proteazami (Tomoo et al. 2003).

Nedavné studie odhalily strukturni odliSnosti u eIF4E s navazanou cepickou a apoformy
elF4E. Struktura apoformy se vyrazné lisi na vazebném povrchu pro cepicku zejména v
tryptofanové oblasti a také pozitivné nabity zlabek pro cepickovou strukturu je rozvolnény.
Zmény jsou i na dorzalni strané diilezité pro vazbu elF4G/4E-BP.

Studie lidského elF4E prokazaly, ze na téchto odlisSnostech se podili S4-H4 smycka, ktera je
vzdalena jak vazebnému mistu pro Cepi¢ku tak vazebnému mistu pro elF4G. Piekvapiveé
jednobodova mutace K119A v S4-H4 smycce zvySuje afinitu eIF4E k ¢epicee 1 k elF4G (viz
nize) (Volpon et al. 2006).

Pivodné byla S4-H4 smycka oznaCovana jako S4-H2, ale dnes jsou ve struktufe lidského
elF4E znamé dal$i dva kratké alfa helixy. Kromé¢ osmi beta listi (S1-S8) se zde taky nachézi
tii dlouhé alfa helixy (H2, H4, HS) a tii kratké jednoobratkové alfa helixy (H1, H3, H6)
(Spivak-Kroizman et al. 2002, Volpon et al. 2006).
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3.3. Vazba elF4E s elF4G proteinem

elF4E nese krom¢ vazebného mista pro c¢epiCkovou strukturu i vazebné misto pro elF4G
protein, které se nachazi v N-termindlni Casti eIF4E. Toto misto je vzdalené zldbku pro
Cepicku a neobsahuje zadné oblasti Gcastnici se vazby Cepicky (von der Haar et al. 2004).
Defektni eIF4G vazebné misto na eIF4E brani normalni iniciaci translace (Ptushkina et al.
1998).

elF4G obsahuje konzervovanou sekvenci, ktera se podili na vazbé k elF4E. Studie za pouziti
dele¢ni a mistné specifické mutageneze prokazaly, ze konsensus sekvence je YXXXXL¢, kde
¢ je obvykle L, ale mize byt také M ¢i F. Tento motiv je pfitomny v kvasinkach, rostlinach i
lidském elF4G (Mader et al.1995).

U S. cerevisiae jsou znamé dvé verze elF4G proteinu (elF4G1 a 2), které se vazi na eIF4E a
na poly(A)vazebny protein (Pablp).

Studie kvasinkového elF4G1 peptidu (aminokyselinové zbytky 393-490) ukazaly, Ze se
v roztoku nachézi v nestrukturovaném stavu a sklada se pouze pfi kontaktu s eI[F4E. Vytvaii
alfa helixy z nichz ¢tvrty obsahuje konzervovany motiv YXXXXL¢ a spolecné s helixy 1, 2 a
5 formuje pravotocivy helikalni kruh, ktery obtaci N-konec elF4E. Toto skladani zesiluje
asociaci elF4E s ¢epickovou strukturou a je vyzadovano pro optimalni rust bunky (Obr. 7)
(Gross et al. 2003).

Ale i zde mlzeme najit rozdily mezi organismy. Sto aminokyselinovych zbytkii dlouhy elF4G
peptid zesiluje afinitu kvasinkového elF4E k Cepickové struktuie desetinasobné (Ptushkina et
al. 1999), kdezto studie s minimalnim lidskym eIF4G peptidem (aminokyselinové zbytky
569-580) prokazaly zvyseni afinity jen na dvojnasobek. Tento minimalni peptid byl oznacen
jako 4GS (short peptide). Jako 4GL (long peptide) byl oznacen peptid, ktery je na N-konci o 8
aminokyselin del$i nez 4GS. 4GL vykazoval vyssi vazebnou afinitu k el[F4E nez jakou mél
4GS.

Podobnym studiim, které se vénuji modulaci vazebné afinity k Cepicce, byl podroben také
mutant elF4Ek; 94 (viz nize) (Friedland et al. 2005). Bylo prokazano, ze elF4G a 4E-BP
ovliviiuji afinitu elF4E k cepickové struktuie spiSe zménou struktury apoformy, nez
vyznamnou Upravou proteinu s navazanou ¢epickou (Volpon et al. 2006).

Také bylo zjisténo, Ze naopak asociace elF4E s cap strukturou zvySuje jeho afinitu k elF4G
proteinu (Haghighat a Sonenberg 1997).

Obr. 7: Struktura eIF4E/7-methyl-
GDP/elF4G peptid - ternarniho
komplexu, modfe je znaceny eIF4E,
na jeho konvexni stran¢ je navazana
cepickova struktura 5’konce RNA.
Zlabek pro Gepiku je tvofeny beta
listy, H4 alfa helixem a smyckou
mezi fetézei S1 a S2

Oranzové je znaleny eIF4G
fragment , ktery interaguje s N-
koncovou oblasti elFAE
(Marcotrigiano et al.1999)




elF4G méni afinitu elF4E k Cepickove struktufe prostfednictvim interakce se specifickymi
oblastmi na povrchu elF4E. Esencialni jsou aminokyseliny z oblasti 37-39 lezici v blizkosti
tryptofant 43 a 46.

K identifikaci oblasti, které ovliviuji afinitu elF4E k cCepicce prostfednictvim interakce
elF4E-elF4G, byly provedeny studie vyuzivajici mutagenezi.

Mutace HPL37-39AAA, W75F, W75R, E72A, V71G a G139D negativné ovlivnily vazbu
elF4E-elF4G. Bylo zjisténo, ze mutace elF4E proteinu, které¢ vedou k nizké afinité k elF4G,
také vykazuji snizenou vazebnou afinitu k CepiCce. Afinitni chromatografie vyuzivajici
cepickovy analog dokazala, ze méné konzervativni mutace E72A vede k horSimu navazani
elFAG peptidu nez mutace E72D. Vice konzervativni substituce E72D a G139A zpusobily
malou zménu v afinit¢ eIF4E k elF4G peptidu ve 4°C, ale vyraznou fenotypovou zmeénu ve
20°C. Za nepritomnosti elF4G peptidu byla vazebna afinita eIF4E k cepicce stejna ve 4°C i

Mrwe

tomu mutace G139A vedla spiSe ke zménam ve vazbé k Cepickové strukture (Obr. 8)
(Ptushkina et al. 1998).

Obr. 8. Struktura kvasinkového
elF4E proteinu s barevné
vyznafenymi misty mutace:
H37-oranzova

P38-Cervena

L39-modra

V71-rizova

W75-zelena

E72-bila

G139-zluta

Tyto oblasti se Gcastni vazby elF4G
a ovliviyji afinitu elF4E k Cepicce.
Vytvoreno v programu Cn3D
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Struct
ure/CN3D/cn3d.shtml )

3.4. Vliv S4-H4 smyc¢ky elF4E proteinu na vazebnou afinitu k
ligandim

elF4E je obecn¢ exprimovan ve vysokych hladinach v nadorovych buiikach. Je spojovan
zejména s nadory hlavy a krku. Diky t€émto pozorovanim je vénovana znaCna pozornost
vyzkumu vazby elF4E k cepickové struktufe a regulaci tohoto procesu. Studie dokazuji, Ze
vazebna afinita elF4E k cepicce stejné tak jako k elF4G peptidu mize byt ovlivnéna
bodovymi mutacemi, které jsou vzdalené vazebnému mistu pro ¢epi¢kovou strukturu, jako je
naptiklad S4-H4 smycka.
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Mutace v S4-H4 smycce vedla k produkcei proteind s pétkrat az desetkrat vyssi afinitou pro
m7GTP nez bylo naméfeno u nemutované¢ho elF4E. Piestoze S4-H4 smycka elFAE proteinu
neni v pfimém kontaktu s m7GTP, mutace N118A, K119A a QI120A vykazuji zvySenou
afinitu k m7GTP. Je to nejspiSe zptsobeno malou modifikaci v pozici nebo orientaci
tryptofanovych oblasti lokalizovanych na S1-S2 (W56 u lidského elF4E) respektive S3-S4
(lidsky W102 ) smycce.

Mutace K119A odstranuje v S4-H4 smycce pozitivni naboj, ktery interaguje prednostné s
fosfatovou oblasti ¢epicky, coz vede k vyssi vazebné afinité k cepi¢ce. Pro m7GTP vzrostala
afinita dvojnasobné a pro m7GpppG afinita mutantni formy 4E vrostla dokonce jedenactkrat
oproti nemutovanému eIF4E. Stejny vysledek jako v ptipadé¢ m7GpppG byl zaznamenan i
pro m7GpppA, coz ukazuje na dulezitost druhé¢ho (mozna i tretiho a ¢tvrtého) nukleotidu pro
vazbu k cepicce. Pokud druhy ¢i tfeti nukleotid interaguje s elF4E prostiednictvim iontovych
interakci fosfatovych skupin a pozitivniho ndboje elF4E, da se predpokladat, ze zaména
pozitivné nabitého K za nepolarni A bude vazebnou afinitu spiSe sniZovat nez zvysovat. Ale
presun positivniho naboje mize zesilit hydrofébni interakce, coz zplsobi zvySeni urovné
patrové interakce s ¢epickovym analogem (Obr. 9) (Spivak-Kroizman et al. 2002, Friedland
et al. 2005)

Studiem S4-H4 smycky se zabyva i laboratot biochemie RNA. Pfedmétem vyzkumu je elF4E
z Candida albicans, ktery byl produkovan v kmenech CWO4 S. cerevisiae. Ukazalo se, Ze
tyto kmeny vykazuji mirnou termosenzitivitu. Pokud ale eIF4E z C. albicans ma mutaci
116Ser—Leu nachazejici se pravé v S4-H4 smycce, dojde ke zvySeni termosensitivity. Byl
zde tedy opét potvrzen vyznam S4-H4 oblasti (nepublikovana data-Mgr.Zuzana Feketova).
Zajimavé je, ze tato smycka se u C.albicans vyrazné 1isi svym aminokyselinovym sloZzenim
jak od kvasinkové tak lidské S4-H4 smycky (Obr. 5).

1-2 LOOP \
g i

Obr. 9: Model vazby m7GpppGGG na lidsky eIF4E. Beta listy jsou znazornény zluté, S4-H4 smycka Cervené.
m7Gpp je ohraniCeny zelené. Druhy, tieti a ¢tvrty nukleotid jsou oznaCeny fialové. Mutace v S4-H4 smycce
mohou ovlivnit afinitu k ¢epickové struktute i elF4G, prestoze je vzdalena jejich vazebnym mistim (Spivak-
Kroizman et al. 2002).
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4. Regulace elF4E

elF4E je jeden z hlavnich cilii regulace iniciace translace. Dfive se predpokladalo, ze eIF4E je
retikulocytii prokazali, ze elF4E se miiZze nachazet v mnohem vyssich koncentracich nez bylo
doposud popsano (Rau et al. 1996). Pomoci polyklonalnich protilatek ziskanych z kralika
bylo zjisténo, ze v kvasinkovych buikach je z elF4 faktorl nejvice zastoupena helikaza
elF4A, kterd je nasledovana elF4E, vyskytujicim se v n€kolika kopiich na ribozém. Svym
mnozstvim tak pfesahuje funkéniho partnera elF4G, se kterym v procesu translacni iniciace
tvofi komplex v zastoupeni 1:1, stejn¢ tak jako sregulatnim proteinem p20, ktery je
povazovan za analog lidského eIF4E vazebného porteinu. Avsak zastoupeni komplexu elF4E-
elF4G a elF4E-p20 je v poméru 1:9.

Pokud je mnozstvi eIlF4E v bunice redukovano na 30% oproti divokému kvasinkovému
kmenu, rGst i hladina proteosyntézy jsou ovlivnény pouze minimalné. Tyto vysledky
neodpovidaji obecn¢ zastavanému nazoru, ze elF4E, povaZzovany za limitujici faktor, oliviiuje
translaci vice nez jiné elF proteiny. Naproti tomu udalosti v zivotnim cyklu kvasinek, jako je
kontrola bunééné velikosti jsou vice citlivé na zmény v dostupnosti elF4E proteinu (von der
Haar a McCarthy 2002).

Aktivita eIF4E je kontrolovana tfemi odliSnymi mechanizmy.
Kazdy z téchto mechanizmti byl podrobné zkouman. V dal$im textu se zaméfim zejména na
regulaci zprostfedkovanou navazanim inhibi¢nich proteinil.

Prvnim z téchto mechanizmi je kontrola trovné genové exprese. Hladina eI[F4AE mRNA
nekolikanasobné vzrista ve fibroblastech jako odpoveéd na rastové faktory jako je C-myc. C-
myc je dulezity pro proliferaci a kontinualni riist bunky. Jeho hladina stoupa jako odpovéd
na mitogeny a nejvyssi miry dosahujev G1 fazi. Ucastni se reguluce genti, mezi které patii i
gen kodujici elF4E. C-myc obsazuje 2 vazebna mista na 403 nukleotidi dlouhém eIF4E
promotoru, tzv. E boxy, a je tak zodpovédny za aktivaci eI[F4E promotoru. Existuje zde tedy
korelace mezi hladinou c-myc a hladinou e[F4E mRNA v prib&hu bunééného cyklu (Jones et
al. 1996).

.....

komplexu (~80-85%) je ve fosforylovaném stavu, volny protein je fosforylovan z ~50%
(Lapmhear a Penniers 1990).

Extrabunécné stimuly jako hormony, ristové faktory a mitogeny, které podporuji bunécny
rust a zesiluji hladinu translace, také zvysuji fosforylaci eIF4E (Fan, Penman 1970). Naopak
elF4E je defosforylovan po tepelném Soku, ktery je nasledovan poklesem hladiny translace.
Mira zmén ve fosforylaci je dana velikosti tepelného Soku. Pii mirném tepelném Soku
k defosforylaci nedochazi (Duncan a Hershey 1989).

Proteinkinazy Mnk1 a Mnk2 navazané na elF4G fosforyluji savéi elF4E na Ser209 (Flynn a
Proud 1995). Avsak u Saccharomyces cerevisiae nebyl nalezen homolog proteinkindz Mnk 1
ani Mnk2 a dokonce elF4E z tohoto organizmu postrada ekvivalent Ser209 savcu.
Kvasinkovy elF4E je fosforylovan zejména na Ser2 a Serl5 v N-koncové Casti proteinu
(Zanchin a McCarthy 1995).

Ve fosforylaci el[F4E ma vyznamnou tlohu C-koncova tietina elF4G, ktera obsahuje vazebné

misto pro Mnk1 kindzu. e[F4G interaguje s N-koncovou c¢asti elF4E proteinu a ptivadi tak
Mnk1 kinazu k eIF4E, coz vede k jeho fosforylaci in vivo (Pyronnet et al. 1999).
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Puvodné se predpokladalo, ze k fosforylaci dochazi na Ser53 (Rychlik et al. 1987) avsak
pozdé&ji bylo zjisténo, Ze elF4E je fosforylovan in vivo ptfednostné na Ser209 (Flynn, Proud
1995). Ser209 je lokalizovan pod zZlabkem pro Cepicku, na protéjsi strané se nachéazi Lys159,
ktery mize tvorit solné mustky pfes mRNA s fosforylovanym Ser209. Tento mistek slouzi
jako svorka, ktera stabilizuje mRNA ve zlabku. Fosforylace tak mize zesilovat vazbu eIF4E s
¢epickovou strukturou (Marcotrigiano et al. 1997).

Tieti mechanizmus regulace eIF4E je uskutecnén rodinou represorovych proteinii 4E-BP.
4E-BP je maly, teplotné stabilni protein. Proteiny této rodiny sdili homologie zejména ve
sttedni Casti, kterd obsahuje vazebné misto pro elF4E. Tyto 4E-vazebné proteiny inhibuji na
cepiCce zavislou translaci. Rozpoznavaji stejnou elF4E vazebnou oblast jako elF4G, tvoii tak
molekularni mimikry elF4G. S elF4G sdili motiv YXXXXL¢ a jsou tedy schopny blokovat
sestaveni translacniho aparatu. Delece této sekvence v 4E-BP ¢i mutace tyrosinu ¢i leucinu na
alanin znemoziuje navazani elF4E (Marcotrigiano et al. 1999).

Vazba 4E-BP k elF4E je regulovana fosforylaci. Hyperfosforylace 4E-vazebnych proteinti
jako odpovéd’ na hormony ¢i ristové faktory snizuje afinitu 4E-BP k eIF4E, zpasobuje jeho
disociaci a tak zmirfuje translacni inhibici (Obr. 10) (Gingras et al. 2001).

Translace je aktivni

3.!

Obr. 10: Funkce elF4E-vazebného proteinu (4E-BP). 4E-BP se vaze na eIF4E, brani tak navazani elF4G
proteinu a tedy i iniciaci translace. Fosforylace 4E-BP molekuly zpisobi jeji oddisociovani od eIF4E, elF4G
mize interagovat s eIF4E a dochazi k pokracovani iniciaci translace (Gebauer a Hentze 2004)
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Do rodiny téchto malych proteint patii také 4E-BP1. Lidsky 4EB-P1 mtZe byt produkovan
v kvasinkach, ale jeho aktivita je specificky zavisla na koexpresi lidského elF4E. Ke
kvasinkovému elF4E ma totiz znatelné nizs$i afinitu. Lidky 4EB-P1 byl exprimovéan v
nemodifikovanych kmenech kvasinek. V tomto ptfipadé¢ nebyl pozorovan zadny efekt na rist
bun¢k. Poté byl stejny protein exprimovan v kmenech, kde byl endogenni kvasinkovy elF4E
nahrazen lidskym eIF4E. Zde doslo k vyraznému zpomaleni bunécného riistu. Piesto ma
kvasinkovy p20, ktery je povazovan za analog lidského 4E-BP, se savéim 4E-BP spolecné
nekteré funkéni rysy, napiiklad p20 muze byt také fosforylovdin a muze interagovat s
nékterymi evolucné konzerovanymi oblastmi na elF4E, které jsou rozezndvany elF4G
proteinem (Ptushkina et al. 1998)

Vazebné misto na elF4E pro 4E-BP neni mezi kvasinkami a savci konzervované a
kvasinkovy elF4E tedy postrada strukturni rysy vyzadované pro navazani lidského 4E-BP1.
Naopak oblast na elF4E rozhodujici pro funk¢i navdzani elF4G  konzervovana mezi
kvasinkami a savci je. Z toho vyplyva zajimava skutecnost, ze vazebna mista na elF4E pro
4E-BP1 a pro elF4G protein nejsou pravdépodobné identicka (Hughes et al. 1999).

U S. cerevisiae byly identifikovany dva elF4E vazebné proteiny, Caf20p (neboli p20) a
Eaplp, které jsou povazovany za analogy lidského 4E-BP. Bylo dokazano ze oba faktory vazi
elF4E a reguluji transla¢ni iniciaci.

p20 sdili homologie s elF4G v konzervovaném sekvencnim motivu, ktery se ucastni vazby s
elF4E, piesto ma p20 ~10krat mensi afinitu k elF4E nez jakou ma elF4G. Studiem p20
(vSech 161 aminokyselin) a kvasinkového elF4G1 peptidu (aminokyselinové zbytky 448-647)
bylo dokazano, Ze jejich sekvence jsou identické z 21% ( to je 34 aminokyselin). Vazebna
interakce p20 s elF4E je zavisld na aminokyselinach lezicich v oblasti 71-75 eIF4E proteinu a
na rozdil od elF4G nevyzaduje vysoce konzervované aminokyseliny v oblasti 37-39 a 139
proteinu elF4E (Ptushkina et al. 1998, von der Haar et al. 2000).

Molekulova hmotnost p20 je ~18 kDa a stejné€ jako savéi 4E-BP se p20 nachazi v riznych
fosforylovanych stavech (Zanchin a McCarthy 1995). Delece ¢asti CAF20, genu kodujiciho
p20, stimuluje rist kvasinkovych bunék a naopak nadmérna exprese p20 zptisobuje pomale;jsi
rast bunky (Altmann et al. 1997).

Eaplp je ~70 kDa velky protein, ktery s p20 sdili homologie pouze ve vazebném misté pro
elF4E. Delece této domény nebo jednobodova mutace znemoznuje interakci Eaplp s eIF4E.
Eaplp soutéZi s elF4G i p20 o navazani na elF4E in vivo. Deleci fragmentu EAP1 genu
nemélo zadny efekt na bunku ve 30°C, ale pfi teploté 39°C doslo ke zpomalenému rastu eapl
kmenu. Termosenzitivni fenotyp mulze byt zvracen opctovnym vlozenim wt-EAP1 genu.
Termosenzitivni fenotyp je tedy zptisoben deficienci v sestavovani Eaplp-elF4E komplexu
(Gregory et al. 2000).
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Zavér:

elF4E je esencialni protein, ktery najdeme v bunkéach od jednobunéCnych eukaryot az po
savce, kde se vyznamné ucastni iniciace translace, ale i dalSich bunécnych procest. Je
povazovan za limitujici faktor iniciace translace a stal se dalezitym predmétem vyzkumu,
zvlasté po té co byla prokazana jeho zvysSena exprese v nadorovych bunkach. KIli¢ k
mechanismu maligni transformace iniciacnimi faktory by mohl pfinést také vyzkum
propojujici translacni iniciaci a apoptdzu (Spivak-Kroizman et al. 2002).

elF4E je pod ptisnou kontrolou jak na urovni hladiny exprese, tak na urovni aktivity.

Hladina exprese eIF4E je ovlivnéna napfiklad c-Myc transkripénim aktivatorem.
Postranslacné je pak jeho aktivita modulovana fosforylaci. Dlouhou dobu se piedpokladalo,
ze je prednostné¢ fosforylovdn na Ser53. Mutace v tomto misté byly stfedem mnoha
experimentl, které mély blize objasnit funkci eIF4E. Pozdé&ji vsak bylo zjisténo, ze je tento
protein fosforylovan pfednostné na Ser209. Tento objev oteviel dvete, které by mohly vést k
rozlusténi role fosforylace elF4E v riznych bunécnych procesech.( Flynn, Proud 1995, Jones
et al. 1996)

elF4E je jediny faktor, ktery je v pfimém kontaktu s ¢epickou na 5’konci mRNA, proto je
ovlivnéni této aktivity pod ptfisnym dohledem 4E-vazebnych proteind. Tyto negativni
regulatory brani sestaveni elF4F komplexu a tedy i iniciaci translace. Diive se védci
domnivali, ze 4E-BP nijak neméni afinitu elF4E k Cepicce, ale jak elF4G tak 4E-BP svou
vazbou na povrch elF4E zvysuje afinitu tohoto proteinu k 5’konci mRNA (Marcotrigiano et
al. 1999).

K objasnéni funkce a zjisténi struktury a vazebnych mist na elF4E byly pouzity studie
vyuzivajici mutagenesi. Mutace v konservovanych mistech nezbytnych pro vazbu ligandi
vyznamné moduluji aktivitu eI[F4E a nékteré vedly k produkci termosenzitivnich kment, mezi
které patii i kmeny CWO4 cdc33-1 a cde33-42 (Altmann et al. 1989).

Ale i mutace vzdalené vazebnym mistim pro ¢epicku i el[F4G zvysuji afinitu elF4E k Cepicce
a pfinasi tak zajimavy dikaz o dulezitosti dalSich domén tohoto faktoru. Nyné&jsi usili je
zaméfeno na tyto mutanty s vysokou afinitou. Mohly by totiz mit praktické vyuziti pro isolaci
mRNA s intaktnimi 5 konci a pro dalsi specifické ucely (Friedland et al. 2005)

elF4E by se také mohl v budoucnu stat soucasti kombinované terapie, protoze pokles hladiny
elF4E zpusobi, ze buiky jsou citliveéjsi k nékterym chemoterapeutikdm (De Benedetti a
Hartus 1999)

elF4E je podrobné zkoumany protein. Stale se objevuji dalsi a dalsi dikazy o jeho vyznamu
v bunécnych procesech, presto je zde mnoho nezodpovézenych otazek, které z elFAE cini
lakavy cil pro budouci vyzkum.
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