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Abstract

The mammalian target of rapamycin, mTOR, is a Ser/Thr kinase that promotes cell
growth and proliferation by activating S6 kinases 1 and 2 (S6K1/2), and by
inhibiting the translational repressors, eukaryotic initiation factor 4E (elF4E)
binding proteins 1, -2, and -3 (4E-BP1/2/3). The molecular basis of how mTOR
regulates S6K1/2 and 4E-BP1/2/3 remains controversial.

This study describes the identification and characterization of the
conserved TOR signaling (TOS) motif in the N-terminus of all known S6 kinases
and in the C-terminus of the 4E-BPs. The TOS motif is required for mTOR to
modulate the activity of these translation regulators. The TOS motif is essential for
S6K1 activation by mTOR, as mutations in this motif mimic the effect of
rapamycin in that they prevent S6K1 phosphorylation and activation. Furthermore,
it was found that mutations in the TOS motif render S6K1 insensitive to amino
acid signaling. The data suggest that the TOS motif is required for S6K1 to interact
with a common mTOR-dependent regulator of S6K1 and 4E-BP1, as
overexpression of S6K1 with an intact, but not mutant, TOS motif impairs 4E-BP1
phosphorylation. The TOS motif seems to be crucial for S6K1 regulation by two
distinct TOR-dependent mechanisms: phosphorylation of Thr389 within the
hydrophobic motif and suppression of an inhibitory signal that is mediated by the
C-terminus of S6K1. A conserved RSPRR motif within the C-terminus of S6K1
may mediate this inhibitory effect, as deletion of this motif within a TOS motif
mutant renders S6K1 partially rapamycin-resistant. This study also describes how
the TOS motif within 4E-BP1 mediates 4E-BP1 regulation by mTOR signaling. A
functional TOS motif is required for 4E-BP1 to bind to raptor (a recently identified
mTOR-interacting protein). The TOS motif is necessary for efficient
phosphorylation of 4E-BP1 by the mTOR/raptor complex in vitro, and for in vivo
4E-BP1 phosphorylation at all characterized mTOR-regulated sites. mTOR/raptor-
mediated phosphorylation of 4E-BP1 is necessary for 4E-BP1 to be efficiently

released from the translational initiation factor, elF4E. Consistently,
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overexpression of a mutant of 4E-BP1 containing a single amino acid change in
the TOS motif (F114A) reduces cell size, demonstrating that mTOR-dependent
regulation of cell growth by 4E-BP1 is dependent on a functional TOS motif. The
data presented suggests that the TOS motif is a docking site for the raptor/mTOR
complex, which is required for multi-site phosphorylation of both 4E-BP1 and
S6K1.

Recently, S6K2, a close homolog of S6K1, has been identified. Like S6K1,
S6K2 is regulated by the phosphatidylinositide 3-kinase (PI3K) and mTOR
pathways. However, the specific kinase activity of S6K2 is significantly lower
than that of S6K1 upon cell treatments that potently activate S6K1. Exchanging
the unique region of the N- and C-termini between S6K1 and S6K2 revealed that
both the N- and C-terminus of S6K2 have an inhibitory effect on its kinase
activity. In contrast, a proline-rich region located within the C-terminus of S6K2
did not contribute to this inhibitory effect. Both the N-and C-termini of S6K2 may
negatively regulate its activity by binding to an inhibitor or affecting the
localization of S6K2. Additional studies will have to be carried out to determine
how these intrinsic self inhibitory domains of S6K2 are regulated and may provide
insights into the physiological function of S6K2.
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Zusammenfassung:

mTOR (mammalian target of rapamycin) ist eine Ser/Thr Kinase, die Zellgoesse
und Zellteilung reguliert. Die am besten chracterisierten Substrate von mTOR sind
die Translationsregulatoren, ribosomale Protein S6 Kinasen 1 and 2 (S6K1/2), und
die eukaryontischen Initiationsfaktor Bindungsproteine 4E-BP1, -2 und -3. Der
Mechanismus, wie mTOR die Aktivitaet dieser Substrate kontrolliert, ist nicht
genau bekannt (umstritten).

In dieser Studie wird die Identifizierung und Charakterisierung des
konservierten TOS (TOR signaling) Motives beschrieben. Das TOS Motiv
befindet sich im N-Terminus der S6 Kinasen und im C-Terminus der 4E-BPs und
ist fuer die Regulation dieser Proteine durch den mTOR Signalweg notwendig.
Mutationen im TOS Motif der S6 Kinase 1 unterdrueckten, vergleichbar zu
Rapamycin, die Aktivierung und Phosphorylierung von S6K1 und verhinderten die
Aktivierung der S6K1 durch Aminosaeuren. Die hier gezeigeten Ergebnisse
unterstuetzen ein Model in dem das TOS motif die Bindung von S6K1 und 4E-
BP1 an einen gemeinsamen mTOR regulierten Aktivatoren ermoeglicht. Das TOS
Motiv scheint die S6K1 durch zwei unterschiedliche mTOR-abhaengige
Mechanismen  zu  regulieren: Phosphorylierung  der  hydrophoben
Phosphorylaierungsstelle Thr389 und Unterdrueckung eines inhibitorischen Effekt
des S6K1 C-Terminuses. Ein konserviertes RSPRR Motiv im C-Terminus von
S6K1 ist wahrscheinlich fuer dessen inhibitorischen Effekt verantwortlich.

In dieser Arbeit wurde ausserdem untersucht, wie das TOS Motiv in 4E-BP1
dessen Regulation durch mTOR vermittelt. 4E-BP1 benoetigte das TOS Motiv um
Raptor (ein kuerzlich identifizierter mTOR Bindungspartner) zu binden und
effizient durch den mTOR/raptor Komplex in vivo und in vitro phosphoryliert zu
werden. 4E-BP1 Phosphorylierung durch mTOR verhinderte dessen Assoziation
mit- und Inhibition von elF4E. Ueberexprimierung von 4E-BP1 mit einem nicht
funktionellen TOS Motiv verursachte daher eine Reduzierung der Zellgroesse.

Diese Daten bestaetigen, dass mTOR vermittelte 4E-BP1 phosphorylierung
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wichtig fuer die Zellgroessenregulation ist. Insgesamt unterstuetzen die hier
gezeigten Daten ein Model, indem das TOS Motiv eine Bindungsstelle fuer den
mTOR/raptor Komplex in verschiedenen mTOR Substraten darstellt und fuer eine
effiziente Phosphorylierung dieser Substrate durch mTOR notwendig ist.
Kuerzlich ist die S6 Kinase 2 kloniert worden. S6K2 hat eine hohe
Homologie zu S6K1 und wird aehnlich wie S6K1 durch den PI3K
(phosphatidylinositide 3-kinase) und den mTOR Signalweg reguliert. Die beiden
S6 Kinasen unterscheiden sich am stérksten in ihren N- und C-terminalen
Aminosduresequenzen. Die spezifische Kinaseaktivitaet der S6K2 ist betraechtlich
niedriger als die der S6K1 nach Stimulation mit verschiedenen
Wachstumsfaktoren. Ein Austausch der N-oder C-termini zwischen S6K1 und
S6K2 ergab, dass die N-und der C-termini der S6K2 dessen Kinaseaktivitaet
unterdruecken. Anders als erwartet scheint die prolinereiche Region im C-terminus
der S6K2 keinen Effekt auf deren Aktivitaet zu haben. Weitere Experimente sind
notwendig um den inhibitorischen Effekt der N- und C-termini der S6K2 zu

charakterisieren.



