Proteinsynthese
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Von der RNA zum Protein:
Translation

Benotigte Komponenten:

- Matrize: mRNA

- Syntheseapparat:  Ribosom

(rRNA + rProteine)
tRNA

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen
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Aminoacyl — tRNA - Synthethasen

1: Bildung von Aminoacyladenylat

2. aktivierte AS wird auf tRNA
ubertragen (Peptidbindung)

1. aa + ATP—» aa-AMP + PP, (pyrophosphate)
2. aa-AMP + tRNA— aa-tRNA + AMP



A) 3. Aminoacy|-tRNA-Synthetasen
1. Schritt = Adenylylierung = transfer von AMP (Adenylierung, transfer Adenine)

2P

AG = -7 kcal/mol




A) 3. Aminoacyl-tRNA-Synthetasen
2. Schritt = tRNA-Beladung

Energie fiir die Peptidbindung



Translation verlauft in drei Schritten: Initiation-Elongation-Termination

Kurzer Uberblick:

1. Bildung des Initiationskomplexes

2. Elongation der Polypeptidkette
(a) Bindung der Aminoacyl-tRNA
(b) Bildung der Peptidbindung
(c) Translokation

Wiederholung der Schritte a, b, und c fiir jede eingebaute Aminosaure

3. Termination



Aufbau eukaryontischer mRNA

5'UTR

3'°UTR

cap

AUG

ORF

AAAAA

stop

» d'cap: Bindung von Initiationsfaktoren

» Kurze S'UTR (350-100 nt)

» Monocistronisch: ein ORF

» 3UTR, PolyA

Prokaryontische mRNA: polycistronisch




A) 1. mRNA-Struktur

Shine-Dalgarno-Sequenz

Polycistronisch Prok

Kozak-Sequenz

Monocistronisch Euk
Scanning

5°'UTR 3 UTR
5‘ Untranslatierte Region 3 Untranslatierte Region



Ribosomenuntereinheiten

Proteins Subunits Assembled
L1 L2 L3 ribosomes

(4]
©  (200basess (20bases | Mowt:sn 505
;E S1 52 53
(=8
@ I
165
{1500 bases) (Total: 21)
L1 L2 L3
%235
;
~h.8S

285 :5.85
(4800 bases + 160 bases) (120 bases? (Total: 50)

51 52 53

Eukaryotic (mammalian)

185
{1300 hases) (Total: 33)



Aufbau des Translations-Initiations

Komplexes N
Verhindert Assoziation der UE
A
Imnal:.u:m j !
405 subunit factor Initiator-tRNA
binding

Ribosom 405 UE
Ternarer Komplex

435 Prainitiations-Komplex

Initiations-Komplex

& Flint et al. Principles of Virology



Translations-Initiation

Helikase

Komplex gleitet entlang der Scanning &P Ublicherweise wird
RNA auf der Suche nach einem @D + @) 1. AUG genutzt
Startcodon (,Scanning’)

@ — GTP Hydrolyse |6st Dissoziation

e des Komplexes aus
—

&5 subunit

& Flint et al. Prnciples of Virclogy



Table 1. Characteristics of mammalian translation initigtion factors

Mame Subunits Mass (kDY) Function

elF1 1 126 Enables ribosomes to scan; destabilizes aberrant initiation complexes

elF1A 1 16.5 Promotes binding of Met-tRNA to 405 subunit; promotes ribosomal scanning
elF2 3 126 GTP-dependent binding of Met-tRNA to 408 subunit; GTPase

elF2B 5 261 Guanine nucleotide exchange factor for elF2

elF3 11 -700 Ribosomal dissociation; promotes binding of mRNA and Met-tRNA to 408 subunit
elF4A 1 44 ENA-dependent ATPase; RNA helicase

elF4B 1 70 Promotes BNA helicase activity of elF4A elF4F

elF4E 1 26 m’G cap-binding subunit

elF4G 1 154 Binds ENA, PABRP, elF4E, elF4A elF3

elF4F 3 223 elF4E/4A /4G heterotrimer: binds m™G caps, RNA helicase

elF5 1 49 Activates GTPase activity of elF2

elF5B 1 139 Ribosomal subunit joining; GTPase




Translationshemmend wirken...

» Fehlen der cap-Struktur
» Ausgepragte RNA-Sekundarstruktur (bes. 5-Ende)
» Lange 5" UTR

» Schlechter Kontext des AUG (Kozak-Regel)
Optimal: GCCACCAUGG
nur 5% der euk. MRNA haben optimalen Kontext
(Regulation)



Uberlesen von Startcodons (leaky scanning)

Scanning

Met Leaky scanning

e

aug

Y

(\

Translationsstart

AUG

Unglinstiger Sequenzkontext (,Kozak-Regeln’)
-> AUG wird ,lberlesen’




Initiation kann auch CAP-unabhdngig sein: internal ribosomal entry sites (IRES)

1A 3 €8
elF4 FeAeB

43S preinitiation
complex

5 m’G AUG — {IRES o AUG e 3"
<~ 100 NTs —] IR NZS

[«<———— Can be thousands of NTs ———>]

@'G 5UTRIAUG open reading frame [stop 3'UTR| poly(A)
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Initiation : controls influences
; encodes single
r efficiency pulypeptideg localization activity and
stability and stability stability




Ein Primartranskript => mehrere Translationsprodukte
Genetische Okonomie

AAAA
Polyprotein v Uberlesen von
o _ Leseraster-
Prozessierung  !Nitiation an verschiedenen Wechse|  -topcodons
Startcodons: +splicing
Reinitiation ‘Ribosomal
*|leaky scanning Frameshifting
*Internal ribosomal entry *RNA editing

*Ribosomal shunting



Translations - Elongation

Ribosom e
405

.

hera

- elongation
S'm’G-PPP e &

UGGCCUA DDA AAAZ
ap o A




Kleine ribosomale Untereinheit: Codon-Anticodon Wechselwirkung

Grosse ribosomale Untereinheit: Peptidbindung

small subunit

large subunit



Recycling des eEF1

aa ~ tRNA

GTP-aa ~ tRNA-EF-Tu complex

Regeneration of EF-Tu-GTP
(see Figure 27.23)

P
Ribosome L)
© Binding of S'W 3
. Psite spacific
Esita—__ g7 . a:.— tRNA
Pepticyl-RNA A site 10 A shts @ Peptide bond
formation; chain
. transter from
& ¥ peptidyl tRNA to
mAMA Codon 5 aminocacyl tRNA
Codon 6
Cycle complete:
ready to start again|
ES
5 i d
5 ¥
Codon & Codon 7
Codon 6 9
Ribosome is ready
to start another cycle GOF

AN
ANA 5 W ¥

Translocation of peptidyl tRMNA from A site to P site.
Ribosome moves one codon to the right, and the
now uncharged tANA moves from P site to E site




Translations - Termination

Release tactors

STOP Codons

UAA
UAG
UGA

Cap
chainof 7).
amino acids

:mlm



Translation

B
fltbj\ & =] Q (=]
> Initiation A LT e
Cap abhangig s

geschwindigkeitsbestimmend F

» Elongation —

» Termination

Gesteuert von Translationsfaktoren



Normale Translationsrate
ca. 200 AS/30sec

Simultane Translation durch
mehrere Ribosomenkomplexe
erhoht die Effizienz der
Proteinsynthese



Translation
Ableserichtung der mRNA: 5¢ - 3¢
Protein-Syntheserichtung: N-Term. - C-Term.

Peptidyl-
transferase




The ribosome is the target of action of many antibiotics which inhibit protein

synthesis. Antibiotics can affect the functions of either small or large
ribosomal subunits.

Aminoglycosides {(streptomycin,
kanamycin, neomycin, etc. ) act on the
small subunit and affect codon-anticodon
interaction.

Macrolides {enythromycin, azithromycin),
streptogramins {quinupristin) and many
other antibiotics act on the large
ribosomal subunit and affect synthesis of
the peptide bond, or growth of the
peptide chain.




Translation: Zusammenfassung

- Die Protemsynthese erfordert das koordinierte Zusammenspiel von mehr als 100
Makromolekiilen

- ste beginnt mit der ATP-getriebenen Aktivierung der Aminoséduren durch Aminoacyl-
tRNA-Synthetasen

- die mRNA erkennt das Anticodon einer tRNA. nicht die gebundene Aminosaure

- die Protemsynthese erfolgt in den Ribosomen vom Amino (N)- zum Carboxyl (C)- Ende,
wobel die mRNA 1 5° =2 3° Richtung iibersetzt wird

- in Prokaryonten sind Transkription und Translation eng gekoppelt
- die Translation verlduft in 3 Phasen: Initiation, Elongation, Termination

- ein GTP/GDP-Zyklus treibt die Bildung des Initiationskomplexes, die Anlieferung der
beladenen tRNNAs und die Translokation an

- das Grundprinzip 1st in Pro- und Eukaryonten dhnlich



