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Seznam ¢asto pouzivanych zkratek

TOR The target of rapamycin cil rapamycinu

TORC1  TOR complex 1 TOR komplex 1

mTORCI mammalian TOR savci TOR komplex 1
complex 1

EGO escape from growth unik ze zastaveni rastu
arrest

GAP GTPase-activating Protein aktivujici GTPazu
protein

GEF Guanine nucleotide Protein provadéjici vyménu
exchange factor GDP za GTP

SEAC Sehl-associated Komplex asociovany s
complex Sehl proteinem

SEACIT SEA complex inhibiting SEA komplex inhibujici
TORCI1 TORCI1

SEACAT SEA complex activating SEA komplex aktivujici
TORCI. TORCI1

GATOR GAP Activity Towards  GAP protein pro Rag
Rags proteiny



ABSTRAKT

TORCI (,,Target Of Rapamycin®) je vysoce konzervovana serin-threoninova kindza, ktera se
podili na regulaci ristu, metabolismu, apoptdzy a proliferace. Rada regulator a mechanisma
regulace  TORC1 jsou konzervovany v raznych eukaryotickych buiikach. TORCI1
v kvasinkovych buiikdch je homologem mTORCI (,,mammalian Target Of Rapamycin®)
v savCich bunkach. Spravna regulace aktivity TORC1 je nutnd pro spravné fungovani
organismu, proto jsou TORCI a jeho regulatory pfedmétem mnoha vyzkumu. I mutace
jednotlivych proteinu, které jsou soucasti regula¢nich komplexti ovliviiujicich TORCI1 aktivitu
muze vést k nenapravitelnym poskozenim bunék a organismt. Tato prace mé za cil popsat
regulatory TORCI1 u kvasinek a ve vybranych piipadech porovnat mechanismy regulace
TORCI u kvasinek a mTORCI u sav¢ich bun¢k. Tato prace téZ zahrnuje informace o nékterych

regulacnich mechanismech mTORCI1 které zatim u kvasinek nebyly popsany.

Kli¢ova slova— TORC1, mTORCI, regulace, aktivita, kvasinky

ABSTRACT

TORCI1 (,,Target Of Rapamycin®) is highly conserved serine-threonine kinase that regulates
cell growth, metabolism, proliferation and apoptosis. Some of the regulators and mechanisms
of regulation of TORC1 activity are conserved in different eukaryotic organisms. In mammalian
cells mTORCI (,,mammalian Target Of Rapamycin®) is present that is homologous to yeast
TORCI. The correct regulation of TORCI activity is required for vitality of organisms and thus
TORCI and its regulations are investigated by many researches. A mutation in a single protein
that is a part of TORC1 regulating complexes may result in a serious damage to the cell and to
the organism. This thesis aims to describe the known TORCI regulators in yeast and, in some
cases, to compare TORC1 and mTORCI1 regulations. Information on mTORC1 regulations that
have not yet been identified in budding yeasts is also included.

Keywords — TORCI1, mTORCI1, regulation, activity, yeast



1 Uvod.

Cilem této préce je shrnout zndmé mechanismy regulace aktivity TOR komplexu 1 u kvasinek.
Ve vybranych piipadech budou v této praci zminény i analogie a rozdily ve stavbé a regulaci

mTORCI1 savéich bunék.

TOR (,,Target Of Rapamycin‘) komplex 1 je vysoce konzervovana struktura, ktera se vyskytuje
jak u nizsich tak u vyssSich eukaryot véetné clovéka. Rovnéz nékteré mechanismy regulace jsou
konzervovany. V buinikach kvasinek se TOR komplex 1 (TORCI1), skladd z proteina
Torlp(TORC1-A) nebo Tor2p(TORC1-B), LST8p, KOGlp a TCO89p (Heitman, Movva, &
Hall, 1991; Loewith et al., 2002). TOR2 a LST8 proteiny jsou rovnéz soucasti TOR komplexu
2, ktery obsahuje dale proteiny AVOIlp, AVO2p, AVO3p (Loewith et al., 2002) a ktery ma
funkce zcela odlisné od komplexu TORCI. V bunikach vyssich eukaryot se vyskytuje mTORC1
(mammalian Target Of Rapamycin), ktery je strukturou homologickou kvasinkovému TORCI.
mTOR komplex 1 obsahuje proteiny mTOR, Raptorp (,,regulatory associated protein of
mTOR* (Hara et al., 2002), mLST8p (,,mammalian lethal with sec13 protein 8*), PRAS40p
(,,proline-rich Akt substrate of 40 kDa*), a Deptorp (Peterson et al., 2009). Raptor je orthologem
kvasinkového Koglp, Lst8p protein je orthologem mLST8p (Hara et al., 2002; Loewith et al.,
2002).

TORCI1 je vysoce konzervovéana serin-threoninova kinaza. (Heitman et al., 1991), kterd se
uplatiiuje (pozitivné nebo negativné) v regulacich procest rustu bunék, proteosyntézy,
metabolismu a autofagie. Svymi regulatory muze byt TORCI aktivovan nebo potlacen
v zé&vislosti na pfitomnosti Zivin, a to hlavné aminokyselin jako zdroje dusiku. Kvasinkovy
TORCI je lokalizovan na membrané vakuol a tato lokalizace neni zavisla na pfitomnosti Zivin
(Binda et al., 2009). Naproti tomu je lokalizace mMTORC1 na lysosomalni membrané regulovana

dostupnosti zivin, konkrétné aminokyselin (Sancak et al., 2008).
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Obrazek 1. signalizace TORC1 a TORC2. TOR komplex 1 se sklada z TCO89p, KOGlp, LST8p a
TOR1p nebo TOR2p. TORCI1 reguluje procesy aktivace transkripce a translace v zavislosti na
dostupnosti zivin a je citlivy na pisobeni rapamycinu. Rovnéz TORCI se podili na regulaci procesu
biogeneze ribosomu. Nejznaméjs$imi a nejvice prozkoumanymi efektory TORCI jsou fosfatdza Tap42p

a kinaza Sch9p. Prevzato z (Ahn, Han, Lee, Lee, & Pai, 2011).

Spravna regulace TORCI je velice dilezita pro spravné fungovani organismt, nebot’ nezadouci
inaktivace nebo hyperaktivace TORC1 muze vést k vaznym poskozenim bunék 1 organizmi a
Casto je pfi¢inou vzniku nadorti (rev. (Laplante & Sabatini, 2013)), proto je tato draha
predmétem mnoha vyzkumt. Je dilezité se zabyvat také regulatory TORCI1, protoze TORCI1
dréha muze selhavat i kvili nespravné regulaci. Naptiklad, mutace NPRL2genu, kédujiciho
Nprl2p, souc¢ast GATOR1 komplexu, byla nalezena v rakovinnych bunikach plic a prsu(Lerman
& Minna, 2000; J. Li et al., 2004).



2 Regulace TORCI.

2.1 EGO komplex (,,escape from growth arrest*)

EGO komplex hraje klicovou roli v regulaci bunééného ristu a indukci autofagie (Dubouloz et

al, 2005; B. Levine & Klionsky, 2004).

EGO komplex se podili na regulaci TORCI1 a sklada se z GTPaz Gtrlp a Gtr2p a Ego3p a
Egolp proteinti (Dubouloz et al., 2005). K slozkdm EGO komplexu patii i relativné nové
objeveny Ego2p, ktery napomaha dimerizaci GTPaz Gtrlp a Gtr2p (T. P. Levine et al., 2013;
Powis et al., 2015). Pro udrZeni funkc¢nosti a stability EGO komplexu je vyzadovéana souhra

vSech jeho slozek.

Egolp protein je klicovy pro skladani a stabilizaci celého EGO komplexu na vakuolarni
membrané. Kotvi Ego2p a Ego3p proteiny, které se dale navzéjem stabilizuji (Kira et al., 2015).
Egolp téz tvoti komplex s Gtrlp-Gtr2p GTPazami (Gao & Kaiser, 2006). Egolp je asociovan
s vakuolarni membranou. Dikazem je zjiSténi, Ze ztrata jedné z komponent EGO komplexu
neovliviiuje lokalizaci ostatnich jeho soucasti, zatimco ztrata Egolp vede k tomu, Ze ¢ast Gtr2p
se vyskytuje v cytoplazmé a tudiz neni pfitomna na vakuolarni membrané nejspiSe proto, Ze

neni vdzana na Ego proteiny (Dubouloz et al., 2005).

Ego2p protein je potfebny pro skladani EGO komplexu na vakuolarni membrané. Je nutny pro
zajisténi stability Gtrlp-Gtr2p heterodimeru (Powis et al., 2015) a je pfimou soucasti EGO
komplexu, zatimco Ego4p, nehledé na svoji strukturni podobnost s Ego2p proteinem (T. P.
Levine et al, 2013) soucasti EGO komplexu neni, ale pravdépodobné se uplatiiuje
pfi interakcich s Gtrlp a Gtr2p GTP4azami béhem jejich lokalizace na vakuolarni membranu

(Powis et al., 2015).

Buiiky postradajici Ego2p nebo Ego4p protein stejné jako buiky postradajici jednu z Gtrp
GTPéz nejsou schopné rlst ani pfi nizkych koncentracich rapamycinu a nedokaZou nastartovat
rist po skonceni jeho plisobeni. Delece EGOZ2 genu v kombinaci s deleci genu pro jednu
z GTPaz (GTR1nebo GTR2 vsak nema za nasledek zvyseni citlivosti k rapamycinu (Powis et
al., 2015). Naopak, bunky postradajici pouze Ego4p rostou podobné jako rodicovské kmeny,
coz znamend, ze Egodp bud’ neni pro EGO komplex esencidlni a jeho funkce muze byt

nahrazena jinym proteinem nebo soucasti EGO komplexu vibec neni. Nadprodukce Ego2p



nebo Ego4p neovliviiyje aktivitu TORC1 komplexu. To, jestli je Ego2p protein pouze vazan na
EGO komplex nebo je jeho piimou soucasti, bylo zjistovano na buiikach s deleci EGO2genu
a nadprodukci Gtrlp nebo Gtr2p GTPéaz, a to GtrlS20Lp (protein s nizkou afinitou k
nukleotidim) a Gtr2Q66Lp (protein zablokovany ve formé¢ s navazanym GTP). Vysledky
experimentl ukazaly, ze Ego2p je soucasti EGO komplexu a naznacily, ze bud’ Ego2p reguluje
EGO komplex pfimo anebo jej ovlivituje prostiednictvim jiného, dosud neidentifikovaného

mechanismu (Powis et al., 2015).

Ego3p protein existuje ve form¢ homodimeru (Zhang et al., 2012) a tato dimerizace je zasadni
pro asociaci s ostatnimi slozkami EGO komplexu (Gtrlp a Gtr2p, Egolp - (Dubouloz et al.,
2005)) a lokalizaci na vakuoldrni membrané (Zhang et al., 2012). Homodimer Ego3p hraje
zasadni role v regulaci TOR komplexu 1 pfes EGO komplex, nicmén¢ neni jedinou slozkou
potiebnou pro skladani EGOC a jeho lokalizaci na vakuolarni membrané. Dimerizace Ego3p
proteinu je tedy dileZita, ale neni dostacujici pro aktivaci TORCI1 prostiednictvim EGOC
(Zhang et al., 2012). Unikatni konformace Ego3p homodimeru je nutnd pro jeho vazbu na
Egolp. Alfa-helixy Ego3p homodimeru obsahuji vazebné misto pro Gtr1p-Gtr2p, které je velmi
dilezité pro transport Gtrp GTPaz k Egolp na vakuoldrni membranég.(Zhang et al., 2012)

Gtr2p, Egolp a Ego3p jsou tedy lokalizovany na vakuolarni membranég, pficemz Gtr2p je

asociovana s membranou vyrazné slabéji neZ Egolp a Ego3p proteiny. (Dubouloz et al., 2005)

Porovnani proteinovych sekvenci ukazuje na vysoky stupenn konzervovanosti Ego3p proteinu,
hlavné v misté alfa-helixu2, kde se uskuteciiuje vazba Ego3p na Gtrlp-Gtr2p a forma
homodimeru je vyZadovana pro vazbu k vakuoldrnimu kotvicimu proteinu Egolp. (Zhang et
al., 2012) Tudiz, Egolp a Ego3p slouzi jako membranové kotvy pro Gtrlp a Gtr2p.(Dubouloz
et al., 2005)

Ortologem EGO komplexu v savc¢ich bunkach je tzv. Ragulator komplex. Ragulator interaguje
s Rag GTP4azami a mTORCI, a vSechny jeho komponenty jsou nezbytné pro spojeni Rag
GTP4z a mTORC1 na membrané lysosomu(Sancak et al., 2011). Ragulator je trimerni komplex
skladajici se z MP1p, p14, p18 proteint. Tyto proteiny nemaji sekvenéni podobnost s Egolp a
Ego3p proteiny z EGO komplexu, ale maji podobnou funkci (Dubouloz et al., 2005; Sancak et
al., 2011). Protein p18 plni funkci obdobnou Egolp — kotvi MP1p a p14 proteiny na povrchu
lysosomu (tato funkce je zavisla na ptitomnosti lipidické kotvy na N konci p18), interaguje
s Rag GTPazami a hraje roli tzv. ,,scaffold proteinu, ktery umozni spravné propojeni Rag

GTPaz a MP1p a p14 proteint (Nada et al., 2009; Sancak et al., 2011). Dalsi tlohou Ragulator
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komplexu pti regulaci TORCI je to, Ze propojuje (fyzicky i funkén€) Rag GTPazy a V-ATPazu,
ktera se dale podili na signalizaci o pfitomnosti (dostatku) aminokyselin z lumen lysosomu na

Rag GTPazy (viz déle) (Zoncu et al., 2011).

Gtrlp a Gtr2p jsou G proteiny patfici do rodiny Rag GTPas, které maji své homology v sav¢ich
bunkach. Jsou to Rag GTPazy, pticemz Rag A/B odpovida Gtrl GTPaze, Rag C/D — Gtr2p
GTPaze (Hirose et al., 1998; Sekiguchi et al., 2001; Schiirmann et al., 1995). Rag GTPazy a
Gtr GTPazy jsou homologické, zatimco s nimi interagujici proteiny v savéich a kvasinkovych
bunkach nesdileji homologické sekvence. Ragulator a EGO komplexy reguluji lokalizaci Rag
1 Gtr GTPaz, ale mechanismy ovlivnéni mTORC1 a TORC1 vykazuji urcité rozdily. (Gao &
Kaiser, 2006; Sancak et al., 2011)

Gtrlp a Gtr2p GTPA4zy tvoii heterodimer, jehoz aktivni formou je Gtr1p®TP-Gtr2p©PF. Gtr1pST?
podjednotka je stabilni s vyjimkou situaci kdy na této podjednotce probih4 hydrolyza GTP za
pomoci GAP proteinu (GTPase-activating protein) (Binda et al., 2009; Jeong et al., 2012).
Naopak, Gtrl1pSPP-Gtr2p®™* forma inhibuje TORC1 (Binda et al., 2009; Kim et al., 2008; Ma
et al., 2016; Sancak et al., 2008; Valbuena et al., 2012).

Rag A/B a RagC/D také existuji ve forme dimerii. V pfitomnosti aminokyselin RagA/B vaZou
GTP za pomoci Ragulator komplexu, coZ dovoluje mTORCI1 se premistit na lysosomalni
membranu, a tak ziskat pfistup k GTPaze Rheb, ktera nasledné aktivuje mTORC]1. Ragulator
funguje jako GEF (,,Guanine nucleotide Exchange Factor*) pro RagA/B GTPazy (Bar-Peled et
al., 2013; Sancak et al., 2008). Rag A/B ma v regulaci dominantni roli a reguluje mTORCI
nehledé na to, zda je na Rag C/D dimer je vazan GTP nebo GDP (Kim et al., 2008).

Gtrlp a Gtr2p GTPazy jsou tedy podobné Rag GTPazam, které se podileji na pozitivni regulaci
mTORCI pii odpovédi na pfitomnost aminokyselin. Rag proteiny jsou na povrchu lysosomu

pfitomny nezavisle na dostupnosti aminokyselin (Kim et al., 2008; Sancak et al., 2008).

Jelikoz ztrata Gtr2p, Egolp nebo Ego3p proteinu ma za nasledek zvysSeni citlivosti TORC1
k rapamycinu a nadprodukce Gtr2p nebo Ego3p zvysuje rezistenci k rapamycinu, cely EGO
komplex je povazovan za velmi dulezitou strukturu pfi regulaci odpovédi na plisobeni

rapamycinu (Dubouloz et al., 2005).



2.2 Lst4p a Lst7p proteiny

Lstdp a Lst7p proteiny tvofi heterodimer, ktery se podili na regulaci TORC1. Komplex Lst4p-
Lst7p ovliviiuje TORCI1 pies podjednotku EGO komplexu — Gtrlp-Gtr2p heterodimer. Pii
nedostatku aminokyselin je Lstdp-Lst7p komplex nasmérovan k vakuoldrni membrang, a
nachazi se v blizkosti Gtrlp-Gtr2p. Interaguje s Gtr-GTPazami az po stimulaci
aminokyselinami. Tento komplex slouzi jako GAP (,,GTPase activating protein*) pro Gtr2p,
dale je z membrany uvolnén. Zajimavé je, ze Rag GTPazy ovliviiuji lokalizaci Lst4p-Lst7p

komplexu na vakuolarni membrané nezéavisle na TOR komplexu 1.

Nekteré aminokyseliny, konkrétné glutamin, asparagin, kyselina asparagova, methionin a
cystein, vykazuji lepsi schopnost aktivace TORCI1 prosttednictvim Gtr2p, tj. jsou u¢innéjsi nez
ostatni aminokyseliny. Projevuje se to rychlejSim uvolfiovanim Lstd4p-Lst7p komplexu
z vakuoldrni membrany (P¢li-Gulli, Sardu, Panchaud, Raucci, & De Virgilio, 2015). Analogii
Lst4p-Lst7p komplexu v sav¢ich bunkach je komplex, ktery obsahuje FNIPp a folikulin a chova
se obdobnym zptisobem. Zaujima pozici na membrané lysosomu pii nedostatku aminokyselin

a je z ni uvolilovan po stimulaci aminokyselinami (Petit et al., 2013; Tsun et al., 2005).
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Obrazek 2.2. Schéma regulace TORCI1 heterodimerem Lst4p-Lst7p v zavislosti na ptitomnosti
aminokyselin. Pfevzato z (P¢li-Gulli et al., 2015)



2.3 Vamé6p

Vam6p protein se nachdzi na membrané vakuol spolecné s EGO a TORC1 komplexy a funguje
jako GEF pro Gtrlp GTPazu — aktivuje ji a tim se podili na regulaci aktivity TORC1. (Binda et
al., 2009)

Homologem kvasinkového Vam6p je lidsky hVamé6p protein. Byly taky nalezeny jeho
homology v bunkach  Drosophila  melanogaster, = Caenorhabditis elegana
Schizosaccharomyces pomidam6p se mimo regulace TORC1 podili na shlukovani lysosomi
(Caplan et al., 2001).

Vamo6p vyskytujici se v kvasinkach S. pombae také podili na regulaci bunééného ristu, neni
ale esencialnim proteinem pro signalizaci dostupnosti aminokyselin. Interakce mezi Vam6p a

Gtrlp je vSak na dostupnosti aminokyselin zavisla (Valbuena et al., 2012).
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Obrazek 2.3. Schéma regulace TORCI1 proteinem Vam6p v kvasinkovych (A) a savcich (B) bunkach.
Vam6p a hVamo6p funguji jako GEF pro Gtr a Rag GTPazy. Prevzato a upraveno z (L. Li & Guan, 2009)



2.4 Zdroje dusiku

Zdroje dusiku se podileji na aktivaci TORC1 riznym zplisobem, podle toho, zda patii mezi tzv.
preferované zdroje (napf. amoniak a aminokyseliny glutamin, arginin a asparagin) nebo chudé
zdroje (napf. prolin). Zjednodusené feceno, tzv. preferované zdroje dusiku stimuluji a udrzuji
aktivitu TORCI1, coz ma za nésledek i stimulaci ristu bunék. Rychld a docasna aktivace
TORCI, ktera ale nepodporuje riist a bunécnou proliferaci, mize byt vyvolana jakymkoliv
zdrojem dusiku, preferované zdroje vSak aktivuji TORC1 dlouhodobé a stimuluji ristu a déleni
bun¢k. Preferované zdroje dusiku stimuluji TORCI a podporuji rast bunék nezavisle na EGO
komplexu, kdezto jiné zdroje dusiku, napft. leucin, aktivuji TOR komplex pfes komponenty

EGO komplexu.

V kvasinkovych buikach syntéza a akumulace glutaminu zptsobuje aktivaci TORCI.
Glutamin, jako jeden z nejlepSich zdroji dusiku, se podili na stimulaci TORCI a je schopen
aktivovat TORC1 i pfi velmi nizkych koncentracich (az 1%), tato aktivace vSak neni

dlouhodob4 (Stracka et al., 2014).

Gln

autophagy growth

Obrazek 2.4. Mechanismus aktivace mTORCI1 alfa-ketoglutaratem vznikajicim pifi glutaminolyzi.

Vysvétleni zkratek: GLS — glutaminaza, GDH — glutamat dehydrogenaza. Ptevzato z (Duran et al., 2012)
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V sav€ich bunkach se aminokyseliny leucin a glutamin podileji na aktivaci mTORCI1 a
podporuji glutaminolyzu a tim i1 produkci alfa-ketoglutaratu, pfi¢emz leucin samotny neni
schopen stimulovat mMTORC1 a potiebuje k tomu pfitomnost glutaminu. (Duran et al., 2012)
Glutaminolyze, pfesnéji feCeno, pii glutaminolyze vznikajici alfa-ketoglutarat stimuluje vazbu
GTP na RagB GTP4zu . Tato vazba vede k aktivaci TORC1, nebot RagB®™ zprostiedkovava
translokaci mMTORCI1 na povrch lysosomt a jeho néslednou aktivaci. Draha aktivace mTORC1

prostiednictvim alfa-ketoglutaratu nebo ji podobné zatim nejsou u kvasinek znamé.

V zivocisnych bunikach v disledku aktivace mTORCI1 prostiednictvim leucinu a glutaminu

dochazi k inhibici na mTORC] zavislé autofagie. (Durén et al., 2012)
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2.5 LeuRS (Leucyl-tRNA syntetaza)

Jednim z vyznamnych aktivatori TORCI je leucin (Avruch et al., 2009), ktery se ucastni
leucin-zavislé signalizace prostrednictvim interakce LeuRS (leucyl-tRNA-syntetaza) Cdc60p
s Gtrlp, a tim TORCI1 poskytuje informaci o dostupnosti leucinu (Bonfils et al., 2012). Enzym
LeuRSp, neboli leucyl-tRNA-syntetaza vykazuje dvé funkéné odlisné aktivity — tRNA-leucyl-
acylacni a aminoacyl-proofreading aktivitu (rozpoznava a hydrolyzuje nespravné zarazené
leucyl-tRNA molekuly) (Ling, Reynolds, & Ibba, 2009). Leucyl-acyla¢ni aktivita neovlivituje
TORC1, ato ani v bunikach kvasinek S. cerevisia€Bonfils et al., 2012), ani v bufikach sav¢ich,

coz bylo ukazano napt. na CHO buiikéch (,,Chinese hamster ovary cells*) (Wang et al., 2008).

Proofreading funkce LeuRSp a nenabité tRNA se podileji na regulaci TORC1 (Bonfils et al.,
2012).  LeuRSp interaguje s Gtrlp GTPazou, kterd je soucasti EGO komplexu a

zprostiedkovava udrzeni Gtr1p©™?

stavu, ktery je pozadovan pro aktivaci TORC1 (Dubouloz et
al., 2005). Tato interakce probihd v pfitomnosti leucinu. Interakce LeuRSp a Gtrlp je
uskute¢néna pres CP1 doménu Leucyl-tRNA synthetazy (Bonfils et al., 2012). Gtrlp také

interaguje s KOG1p proteinem, ktery je soucasti TORCI1 (Binda et al., 2009).
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Obrazek 2.5. A — pfi vazbé leucinu na LeuRSp dochazi k interakci LeuRSp a Gtr nebo Rag GTPazy a
k aktivaci TORCI1, aktivovany TORC1 déle stimuluje proteosyntézu a je potlatena autofagie. Tento
proces probiha v kvasinkovych a sav¢ich buiikach. B — porovnani aktivace TORC1 pomoci LeuRSp u
kvasinek a savct. V ptipadé kvasinek k aktivaci TORC1 prosttednictvim LeuRSp dochazi diky interakci
mezi LeuRSp a Gtr19™p GTPazou. V savéich bufikich LeuRSp funguje jako GAP pro RagDp GTPézu.
Zatim neni znamo, zda v kvasinkovych bunkach LeuRSp je GAP pro Gtr2p a jestli v sav¢ich burnikach
LeuRSp né&jakym zptisobem brani hydrolyze na RagBp vazaného GTP. Pievzato z (Segev & Hay, 2012)

Pti zatazeni nespravné tRNA se aktivuje proofreading funkce LeuRSp. Aby mohla LeuRSp
opravit nespravné zatazenou tRNA, musi dojit ke konformacni zméné jeji CP1 domény, coz
ma za nasledek preruSeni interakce mezi LeuRSp a Gtrlp a zaroven k hydrolyze GTP Gtrlp

GTPazou, coz zplisobuje inhibici TORCI.
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2.6 tRNA (Transfer RNA)

Aminokyseliny jsou v buitkach metabolicky zpracovany za vzniku aminoacyl-tRNA pro
nasledujici syntézu proteini. Tato reakce je katalyzovdna aminoacyl-tRNA syntetazou
(aaRS)(Foltan, 2008). Testovanim teplotné-citlivych mutanti LeuRSp, HisRSp, IleRSp pfi
nepermisivnich teplotnich podminkach a zaroven pfi dostate¢ném mnozstvi dusiku byl zjistén
pokles aktivity TORC1, coz dovoluje piedpokladat, Ze pro regulaci TORCI jsou diilezité praveé
aaRS nebo produkty vznikajici jejich ¢innosti a nikoliv aminokyseliny samotné. Dale pak, ze
se na regulaci aktivity TORCI1 podili nejen LeuRS, ale i dalsi aminoacyl-tRNA syntetazy
(Kamada, 2017).

Amino acid-rich condition ||Amino acid-limited condition

Amino acids Amino acids
.:%3 @

.QD e
aa-tRNA >>  FreetRNA aatRNA << Free tRNA
Protein "’Ictiv_é\] Inactive

synthesis "TORC1 TORCH1

Obrazek 2.6. Schéma regulace TORCI1 pomoci molekul tRNA. V podminkach dostatku aminokyselin
je vétsina tRNA nabitda aminokyselinami a je podporovana proteosyntéza. TORC1 zistava aktivni.
V piipadé ze buiika postrada aminokyseliny, dochazi k nahromadéni volnych tRNA, které mohou

interagovat s TORC1 a inhibovat ho. Pievzato z (Kamada, 2017).

V ptitomnosti aminokyselin dochézi ke vzniku aminoacyl-tRNA molekul pro nasledujici
syntézu proteinli a nezafazené tRNA se podileji na aktivaci TORCI1. Naproti tomu,
v nepfitomnosti aminokyselin dochazi k nahromadéni volnych transferovych RNA molekul

v bunice a dochéazi k inaktivaci TORCI1.
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2.7 V-ATPaza

V buiikach vyssich eukaryot hraje roli v regulaci mTORC1 prostfednictvim aminokyselin také
H'-adenosin trifosfat ATPaza (dale V-ATPaza). Bylo prokdzéano, ze signalni draha regulace
TORC1 prostiednictvnim aminokyselin za¢ind jiz v lysosomu. Nezbytnou soucasti této
regulace je V-ATPéza, kterd na lysosomalni membrané interaguje s Ragulator komplexem
dvéma doménami (VO a V1) a jednou doménou (V1) s Rag GTPazami. Hydrolyza ATP a s ni
spojena rotace V-ATPazy jsou nezbytné pro pifenos signalu (z lumen lysozomu na Rag GTPazy)
Po nahromadéni aminokyselin v lumen lysosomu dochazi k ptenosu signalu na Rag GTPéazy
prostfednictvim interakce V-ATPazy a Ragulatoru, stav Rag GTP4az se méni z neaktivniho
RagDpS™-RagBp“P" na aktivni RagDp®PP-RagBpS™, coz vede k navazani TORC1 na Rag
GTPazy na povrchu lysosomu (Zoncu et al., 2011).

+ amino
acids

mTORC1
active

GOP

—» Ragulator =

lgosome

V-ATPase

Obrazek 2.7. Schéma regulace mTORCI1 prostiednictvim V-ATPazy v zavislosti na pfitomnosti
aminokyselin. V nepfitomnosti aminokyselin zistdva mTORC1 neaktivni a je lokalizovan volné
v cytoplasmée. Pii vysokych koncentracich aminokyselin v lumen lysosomu dochézi k pfenosu signalu
z lumen lysosomu na Rag GTPazy prostfednictvim interakce V-ATPazy s Raguldtorem a nésledné

k nasmérovani TORC1 k lysosomalni membranég, kde je aktivovan. Pievzato z (Zoncu et al., 2011)
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2.8 SEA komplex a GATOR komplex.
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Obrazek 2.8. Schéma regulace TORCI prostiednictvim SEA komplexu a regulace mTORCI
prostfednictvim GATOR komplexu. Pievzato z (Panchaud et al., 2013)

2.8.1 SEA komplex (,,Seh1-associated complex*)

SEA komplex se podili na regulaci TORCI1 ovlivnénim EGO komplexu. Skladé se z Sealp—
Seadp, Sehlp, Sec13p, Npr2p and Npr3p, pficemz nazev Sealp se pouziva pro oznaceni Imllp.
(Dokudovskaya et al., 2011)(Dokudovskaya et al., 2011)(Dokudovskaya et al., 2011). SEA
komplex je evolu¢né konzervovany komplex, ktery se vyskytuje v buikach nizSich a vysSich
eukaryot. Sea proteiny jsou asociovany s vakuolarni membréanou, ale nejsou do ni integrovany
— jsou to periferni membranové proteiny. Vykazuji dynamické chovani a skladaji se do vétSich

proteinovych komplext (Dokudovskaya et al., 2011).

Proteiny SEA komplexu tvoii dva subkomplexy - SEACIT a SEACAT (Panchaud, Péli-Gulli,
& De Virgilio, 2013) (Bar-Peled, Chantranupong, et al., 2013). Tyto dva subkomplexy jsou
strukturné odlisné ale funkéné€ propojené (Algret et al., 2014). SEACIT komplex neboli ,,SEA
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complex inhibiting TORCI1“ se sklada z Sealp, Npr3p, a Npr2p proteint. Soucasti SEACAT
komplexu neboli ,,SEA complex activating TORC1“ jsou Sea2p, Sea3p, Seadp, Sehlp, a
Sec13p proteiny (Algret et al., 2014).

2.8.2 SEACIT (,,SEA complex inhibiting TORC1%)

SEACIT komplex se podili na inhibici TORCI1 (Algret et al., 2014). Jak jiz bylo uvedeno,
SEACIT se sklada ze tii proteint, a to Npr2p, Npr3p a Imllp (alias Sealp) (viz.ptfedchozi
odstavec). Npr2p a Npr3p jsou navzajem interagujici regulatory TORCI, které spole¢né
s Iml1p tvoti vysoce konzervovany komplex SEACIT (Neklesa & Davis, 2009) (Wu & Tu,
2011). V neptitomnosti Npr2p a Npr3p dochézi k hyperaktivaci TORC1 a tim je inhibovana
autofagie, coz znamend ze se Npr2p a Npr3p podileji na inhibici TORCI a
prostfednictvim TORCI tak reguluji autofagii (Dokudovskaya et al., 2011) (Wu & Tu, 2011).
Buiiky postradajici Npr2p protein vykazuji metabolické zmény i v podminkach nedostatku
zdroje dusiku. Namisto indukce autofagie byla pozorovana indukce proliferace (Laxman,
Sutter, Shi, & Tu, 2014). Ztrata Iml1p proteinu, ktery je souc¢asti SEACIT komplexu (Wu &
Tu, 2011) ma také za nésledek aktivaci TORC1 (Panchaud et al., 2013).

Imllp, Npr2p a Npr3p podporuji indukci autofagie a také se podileji na zachovani integrity
vakuol. Celistvost vakuol je d€j uzce spojeny se zvySovanim efektivity autofagie — uvadi se, ze
pii inhibici TORC1 rapamycinem nebo pii nedostatku Zivin, kdy je aktivovana autofagie, maji
vakuoly tendenci splyvat (fizovat) do vétSich ttvaru pro usnadnéni procesu degradace

(Michaillat, Baars, & Mayer, 2012)(Algret et al., 2014).

Imllp je nutny pro spravné umisténi SEA komplexu na vakuoldrni membrané. Nevyzaduje
ostatni slozky komplexu, zatimco Npr2p a Npr3p jsou na sob¢ zavislé a také jsou zavislé na
Imllp, diky kterému mohou byt na membrané lokalizovany (Panchaud, Péli-Gulli, & De
Virgilio, 2013). Pro lokalizaci Iml1p na vakuolarni membrané je ale poZadovan EGO komplex.
Iml1p protein se podili na regulaci TORC1 pies EGOC a to tak, ze funguje jako GAP pro Gtrlp,
ktera je soucasti EGO komplexu (Panchaud, P¢li-Gulli, & De Virgilio, 2013).

SEACIT podporuje hydrolytickou aktivitu Gtrlp a tim se podili na inhibici TORC1 ptes EGO

komplex.
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2.8.3 SEACAT (,,SEA complex activating TORC*)

Komplex SEACAT se sklada z Sea2p, Sea3p, Seadp, Sehlp, a Secl3p proteint (viz.vyse).
SEACAT (savéi GATOR2) subkomplex se podili na regulaci SEACIT (savéi GATORI)
subkomplexu. Secl3p a Sehlp se spolecné s ostatnimi komponentami SEACAT komplexu
podileji na aktivaci TORCI1 tim, Ze inhibuji funkci GAP SEACIT komplexu (Panchaud, Péli-
Gulli, & Virgilio, 2013). Ztrata Seh1p vede k znaénému snizeni aktivity TORCI.

Zajimavé je, ze Secl3p a Sehlp proteiny také hraji roli v transportu makromolekul ptes
komplex jaderné¢ho péru (NPC; ,,nuclear pore complex®) a poruchy funkce NPC nebo sekrece
proteinit mohou branit Sehlp a nebo Secl3p v jejich funkci a tak snizovat u€innost skladani
SEA komplexu a zptsobovat inhibici TORC1(Panchaud, P¢éli-Gulli, & Virgilio, 2013) (rev.
(Hoelz, Debler, & Blobel, 2011)).

2.8.4 GATOR (,,GAP Activity Towards Rags*)

V Zivocisnych bunkach je ptitomen GATOR komplex, ktery je homologicky SEA komplexu
v bunikach kvasinkovych. Tento komplex se sklada ze dvou podjednotek, a to GATORI1
(DEPDC5p, Nprl2p a Nprl3p) a GATOR2 (Miosp, WDR24p, WDR59p, Seh1Lp a Secl3p).
GATORI zprostredkovava interakci GATOR komplexu s Rag GTPazami (je GAP pro
RagA/B) a tak se podili na inhibici TORC1, zatimco GATOR2 komplex reguluje TORCI1 pies
GATORI, a konkrétn¢ aktivuje TORCI1 inhibici GATOR1 (Bar-Peled, Chantranupong, et al.,
2013).

2.9 Lam2p

Lam2p protein je homologem souc¢ésti Ragulator komplexu LAMTOR?2. Lam2p je negativnim
reguldtorem TORC1 aktivity a funguje podobné jako Npr2p a Npr3p, alespont v podminkach,
kdy je omezena dodavka dusiku. Spolu s Npr2p-Npr3p se podili na navadéni Gtrlp-Gtr2p
k vakuolarni membrané€ a na udrZeni urcité hladiny proteinit Gtrlp-Gtr2p. Lam2p tvoii komplex
s Gtrlp a Npr2p, tim se asi uskuteciuje navedeni Gtrlp s navazanym GDP k vakuolarni

membrang, a tak dochazi k negativni regulaci TORC1 (Ma et al., 2016).
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3 Zavér.

Cilem této prace byl popis regulatort TOR komplexu 1 u kvasinek a ve vybranych piipadech

porovnani regulace TORC1 a homologniho kompexu v sav¢ich buitkich mTORCI.

Regulace téchto komplext u kvasinek i u sav€ich bun€k je v soucasné dobé predmétem
mnohych vyzkumii. TORCI je proteinovy komplex ktery je zodpovédny za regulaci bunééné
proliferace, proteosyntézy, metabolismu a autofagie. Spravna aktivace nebo inhibice dan¢ho
komplexu je vyzadovéana pro spravné fungovani organismi. Nékteré mechanismy regulace
TORCI1 jsou konzervovany, napt. EGO a SEA komplexy v kvasinkach maji svoje homology
v sav€ich bunkach, které se rovnéz uplatiuji v regulaci mTORCI1. Naruseni funkce nejen
TORCI, ale i struktur, které ho ovliviiuji, mize mit za nasledek poskozeni bun¢k nebo celého
organismu. Poskozeni nebo nepfitomnost nejen celych proteinovych komplexi, regulujicich

TORCI, ale 1 jejich soucasti, vede k selhani regulace TORCI.

Kvasinky, ve kterych tfada regulaci probiha podobné jako v savc¢ich buikach, jsou vyborny
modelovy organismus pro studium konzervovanych signalnich mechanism, jako je TORCI
drédha. Pochopeni funkce TORCI a jeho regulatort u kvasinek pak mize pfispét k lepSimu
pochopeni a odhaleni novych mechanism uplatiiujicich se pti funkcich tohoto komplexu u
savCich bun¢k, coz miize v disledku pomoci navrhnout zpiisoby a metody 1é€by nemoci, jejichz

pfi¢inou je porucha regulace TORCI.
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