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Translation verbraucht viel Energie

Translation

braucht 20-25% der gesamten zellularen Energie
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Multiple Regulation der Translationsrate

Wachstums-
faktoren Umwelt

Sauerstoff Stress

Translationsrate
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1. Regulation der Translation Uber Wachstumsfaktoren
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Upstream Signalling of Translation: Players

Rezeptor
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“Complete” mTOR pathway
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“Complete” mTOR pathway

d Growth factors
|nSU|'“_% Insulin or IGF

PtdIns(4.5)P,
Frizzled
Amino —\ J PtdIns(3.4.5)P;
é_ecids _,‘.. e 3
oo

@smns
SLC3A2

I Plasma J_ T

membrane @ D

Secretory—
vesicle

@
I
il

N\

; GDRRAGC or RAG
uAutophagy c Amg;% :cids Ragulator Cp18 >

15
O
(utophagosome

Ribosome
biogenesis

Lipid
E synthesis
stress response,

EOXO01,D > apoptosis
HIFHHT I HEH

HHn

Lipid
( ) synthesis
IR R HH R

Mitochondria proliferation

and function
SEEEHA TR EEEHH TR

Gene expression

Endoplasmic —
reticulum

Nucleus

Helmut Dolznig VO Translation

e En‘tr\rgy /
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mTOR: from growth signal integration
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Biological Processes
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Upstream Signalling of Translation: Key Players

—» PKB
Akt

PI3K
mTOR

3
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PI3K

Phosphoinositid-3-Kinase = Lipidkinase

SH2/SH3 Domdane

Wachstumsfaktor
Rezeptor
(z.B. InsR)

regulatorische UE  katalytische UE

Helmut Dolznig VO Translationskontrolle: Signalling



PTEN

Phosphatase

3
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PKB: PIP;-PH domain Interaktion

Protein Kinase B / AKT
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PKB: PIP;-PH domain Interaktion
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3-barrel
a-helix




PKB Aktivierung

PDK1

PDK2=MTORC2
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PKB/Akt Targets

PKB = Ser/Thr Kinase
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PKB/Akt Targets
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MTOR |

Mammalian (mechanistic) Target Of Rapamycin
290 kD protein
befindet sich in einem rieRigen Multiproteinkomplex (1,5-2MDa)

Protein-protein interaction

2,549 aa ([ | ({((( ([

mTOR

|_‘_| L i J

H EAT H EAT FRAP, ATM, TRRAP S /_IF:?TC

repeats repeats o er/inr
Huntingtin, EF3, P22A, TOR kinase

Rapamycin bindet an FKEP12, ermoglicht erst die Bindung (an FRB)
und Inhibierung von mTOR

Ser/Thr Kinase in vitro: P 4EBP, S6K
assoziierte Kinasen

Helmut Dolznig VO Translationskontrolle: Signalling



Crystal sfructure: mTORAN-mLST8-ATPyS-Mg complex

mTOR kinase structure, mechanism
and regulation

e', Joseph D. Koos', Bhamini Vaidialingam', Hyo J. Yang' & Nikola P. Pavletich"?

Haijuan Yang', Derel
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MTOR I

Rapamycin: aus Streptomyces hygroscopicus
Antimycoticum, Immunosuppressiva, Tumormedikamente

Rapamycin
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MTOR lll: physiologische Effekte

mTOR

Cell growth
Proliferation
Differentiation
Migration
Survival

Autophagy
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MTOR |V: Target pathways
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MTOR V: mMTORC] (mTOR complex 1)

Raptor regulatory associated protein of mTOR
mLST8 adaptor protein
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MTOR VI: mMTORC?2 (mTOR complex 2)

mTOR

Lste/GBL ¥ Rictor
J' _—

Rictor rapamycin insensitive companion of mTOR

Kontrolliert Actin-Zytoskelett Dynamik, Metabolismus, Survival
Rapamycin UNABHANGIG
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MTORC1 and mTORC2
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» Protor1 increases mTORC2-mediated
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activity

Scaffold proteins regulating the assembly
and the stability of mTORC2
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MTORC1 and mTORC2
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MTOR VII: 48S Translations-Initiations-Komplex
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MTOR VIIl: mMTORC1 von Sé6K und 4E-BP




MTOR IX: upstream regulation TSC1+2

| f/ nutrients , ATP

4_ mTOR = NZ Tuberin
—) Tsc1
1 Harmatin GAP
Protein Synthese Tsc1

Tsc1+2: Tuberosclerosis 1+2 (Hamartin+Tuberin)
mutiert in bestimmten gutartigen Tumoren (Hamartome) im Menschen

TSC1/2 heterodimer, TSC2 ist ein GAP (GTPase activating protein) und aktiviert Rheb
Protein Synthese nicht “all oder none” reguliert durch mTOR

mTOR unabhangige pathways (rapamycin resistent),
in Herzmuskelzellen 50% d. Proteinsynthese aufrecht unter Rapamycin
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S6 Kinase |

2 Gene mit je 2 Splicevarianten

p70 S6K1 , P85 S6K1
p54 S6K2(1), p56 S6K2
multiple P sites
e T
sekt (a)[(s‘é?;z , LI
(Sek1 1) .
Acidic domain Catalytic domain domain %.E ‘domain
£E
'gS
N*S 2 Nhs
o 111011111 W] 40
o “”[ <= ([ & wssle

T228 $370 T388

P'S6 (ribosomales Protein, rpS6, mit 18S rRNA assoziiert 1x per 40S),
Hypothese: S6P aktiviert Translation

volle Aktivierung von S6K braucht AA+Glucose +Insulin (GF)

Helmut Dolznig VO Translationskontrolle: Signalling



Sé6 Kinase |l

ok

C-terminal residues: P (durch ERK) ermdglicht erst
Zugang fur folgende P:

»>Thr389 durch mTOR
»Thr229 durch PDK1

alle Aktivierungsstimuli Rapamycin sensitiv (d.h. mTORC1 abhdngig)
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Sé6 Kinase lll: Substrate
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S6 Kinase lll: Substrat rpSé
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S6 Kinase IV: Substrat rpSé

P-S& gkfiviertdie-Fransiationvorns-TOP-RNAs: = FALSCH
rilbosmale Proteine, Proteine der Translationsmaschinerie...

Xenopus laevis CC nggg g
(African clawed frog)

<L L L (‘AAAA

G
Mus musculus (mouse) CCCrCQ ﬁg 8@

n&ncn

CCCS%%%

Homo sapiens (human) CCC CQG LI AL
1234567 8910111213 141516

5' TOP-RNAs

= tfranslationell reprimiert in Zellzyklus arrest, AS starvation
Translationell aktiviert bei Proliferationsinduktion und AS Zugabe

Experimente in Mdusen haben gezeigt, dass die P von Sé nichts an der
Translation von 5' TOP RNAs andert (rpSé7- Mduse mit Sé6°-/-knock in)
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elF4B als Target von S6K

Helikase

Verstarkt die Translation von mRNAs
mit langen, strukturierten 5° UTRs
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eEF2 als Target von S6K
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elF4E-BP |

elF4E binding protein, translationeller Repressor

3 Isoformen:

4E-BP1, 4E-BP2, 4E-BP3

multiple P (7x) an Thr, Ser streng hierarchisch

zuerst P am N-terminus, dann Mitte , zuletzt C-terminus
(durch mTOR und ERK)
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elF4E-BP i

AS, Insulin, WF

PABP

Initiationskomplex

P 2 Aufgaben: - Disssoziation von 4E
- Verhinderung der Wiederbindung

AA (v.a. Leucin) beeinflussen 4EBP P: keine im Medium: 4EBP deP
Zugabe von AA P von 4EBP
nur bei bestimmten Zelltypen: ovary, embryonic kidney cells

AA (precursor fur Proteinsynthese) + Energiequelle (Prot.synthese: ~25% cell. Energie)
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2. Regulation Uber die NahrstoffverfOgbarkeit
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Starvation beeinflul3t Translation
Protein Synthese: -AA als precursor
-metabolische Energie

einige Komponenten der Translationsmaschinerie direkt beeinfluf3t von Nahrstoffstatus
(erst seit einigen Jahren bekannt)

Initiation

Elongation
Phosphorylierung der kleinen ribosomalen Untereinheit

N

AAAAAA 7T

40S
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Nuitrients

Leucine, Arginine
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RAG GTPasen notwendig fir mTORC1 Aktivierung

TRENDS in Molecular Madicine

Molekularer UND Schalter: wenn Growth Factor signaling an UND AS vorhanden dann mTORC Aktivierung
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Nuitrients
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RAG GTPasen notwendig fir mTORC1 Aktivierung

Molekularer UND Schalter: wenn Growth Factor signaling an UND AS vorhanden dann mTORC Aktivierung
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Insulin Glucose AA starvation
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AS Sensing

Leucin

Ssy1p (yeast)

Extracellular Sensor

AA also regulate (repress) autophagy, e.g. in the liver
a non-cell-permeant leucine analogue could still inhibit autophagy
->extracellular leucine

plasma membrane amino acid sensor (Ssy1p) in yeast no homolog in mammals so far
Intracellular Sensor
mTOR may be regulated by intracellular amino acid levels

(C.G. Proud unpublished data)

(a) injection of leucine into Xenopus oocytes activated TOR signalling, P S6K
(b) alteration of intracellular amino acid levels affect mTOR signalling
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3. Regulation durch den Energiezustand der Zelle
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Energiezustand

niedriger zellularer Energiezustand
gemessen am AMP level
(Energie nieder - AMP level hoch)

LKB1 ,

Ser/Thr Kinase \

i
R MPK (AMP activated protein kinase)
Stabilisierung &

Tsc1
mTOR Raptor

allosterische Hemmung

sok
l

Protein Synthese
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4. Regulation durch Stress
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»Hypoxie

»Osmotischer Stress

»ROS

»DNA damage

»Strahlung (UV+lonisierende)
»Viren

schalten Translation ab
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DNA damage

»pPS3 dependent
»>TSC2 and PTEN upregulation (PI3K Akt pathway deactivation)

» AMPK activation
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RTP801/L mRNA

@

———> HIF1 translation

T

HIF1 mRNA
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Zusammenfassung

»>Translation ist ein stark energieverbrauchender Vorgang
1/4 der gesamten zellulGren Energie gebraucht

> Translationsrate ist von Wachstumsfaktoren, Energiezustand der Zell, NahrstoffverfUgbarkeit (AS) und
zellularem Stress abhangig

Wachstumsfaktoren induzieren Translation
Stress, niedriger Energiegehalt und Nahrstoffengpass reduzieren Translation

»Lentraler Pathway: PI3K — Akt/PKB - mTOR - S6K / 4E-BP

> Die Regulation der Translationsrate erfolgt vorwiegend Uber die Translationsinitiation
elF4E — 4E-BP; elF4B; elfF2

»Aber auch Uber Elongation
eEF2

»mTOR: zentrales Molekul, Integration von vielen exirazellularen und intrazellularen Inputs
Sensor fur AS Status, Energiestatus, Wachstumsfaktoren , Stress
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Upstream Signalling of Translation: Players




(- egulatory ssociated rotein of ) 150kD,
negativer Regulator von mTOR Kinase Aktivitat
aber wird gebraucht fir 4EBP, S6K P, scaffold protein

low nutrirents high nutrirents
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TOP mRNA translation abhangig von: AA, PI3K u. PKB
unabangig S6K or S6P (S6K KO, S6K overexpression)
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