Dall’RNA alle proteine

La traduzione nei procarioti e negli
eucarioti



La sequenza dellmRNA viene decodificata a gruppi di tre

Codice genetico

nucleotidi, e tradotta in una sequenza di amminoacidi

4 x4 x4 =64 possibili combinazioni

Ma gli amminoacidi sono 20!

CODONI
AGA UUA AGC
AGG UuG AGU
GCA CGA GGA CUA CCA UCA ACA GUA
GCC CGC GGC AUA CUC CCC UCC AcCC GUC UAA
GCG CGG GAC AAC UGC GAA CAA GGG CAC AUC CUG AAA UUC CCG UCG ACG UAC GUG UAG
GCU CGU GAU AAU UGU GAG CAG GGU CAU AUU CUU AAG AUG UUU CCU UCU ACUR UGG JUALU Guu UGA
Ala Arg Asp Asn Cys Glu GIn Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr ﬁ Tyr Val stop
A R D N C E Q G H I L K M F P S T W Y Y
Sequenza delle basi Codoni

Sequenza originale
... AGCATCG . ..

Sequenza dopo
soshituzione

di una singola base
... AGAATCG . . .

Codice sovrapposto

.. ., AGC, GCA, CAT, ATC, TCG, . ..

Codice sovrapposto

..., AGA, GAA, AAT, ATC, TCG, . ..

Codice non sovrapposto
..., AGC, ATC, ...

Codice non sovrapposto
R AC A AT




5 3'
cuc, AGC, GuUuuU  ACC, AU
1 e e e ——

Val Thr —

—Leu ——Ser

) 2|UCA||GCG||UUA||CCA|N

Ala Pro —

Leu

— Ser

; CU|| CAGHCGUHUAC ||CAU|
— @GIn

Arg Tyr — His—



tRNA

adattatori molecolari che fanno corrispondere ogni
amminoacido al suo codone

amminoacido
attaccato (Phe)

estremita 3'

anticodonica

anticodone foglia
(A) di trifoglio

5" GCGGAUU UAGCUCAGDDGGGAGAGCGCCAGACUGAAYA‘I‘CUGGAGGUCCUGUGT‘PCGAUCCACAGAAUUCGCACCA 3

|
(D) anticodone



1" lettera

nucleotide in 3’ del codone
del’mRNA, quindi piu
codoni possono usare lo
g [ stesso tRNA

Appaiamento del IRNA fenilalanina

>

----'n i Vacillamento
Ell % dell’interazione fra codoni
% - |1 e anticodoni
g in alcuni casi il nucleotide in
% T @ 5’ dell’anticodone del tRNA
g e puo appaiarsi con piu di un
E ) GUG
E

Ghcina u




Il riconoscimento e 'attacco dellamminoacido corretto
dipendono da enzimi detti amminoacil-tRNA sintetasi, che
uniscono con legame covalente ogni amminoacido al(i)
corrispondente(i) tRNA

amminoacido

(triptofano)
1 o |0 | 0
Z & &
HN—C—cZ HN—C—c7 logame H.N—C—c7
| OH :;l\lla ™ | 0 e ad alta energia | O
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e + 27
> > accoppia-
/ legame dell’amminoacido il tRNA si lega al codone mento
tRNA sintetasi al tRNA corrispondente sul’RNA di basi

RISULTATO NETTO: IL CODONE SELEZIONA

(triptofanil-tRNA 5' 3'
sintetasi) mRNA
IL SUO AMMINOACIDO CORRISPONDENTE

amminoacil-tRNA



La decodifica dellRNA messaggero avviene sui RIBOSOMI

@ A F
L Ribosoma procariotico 705
“efl. S Ana 0000, F
N @ 00,0, rRNA
o 0®%, 0.0 0% 235 e 55
C L AAC ® L .. (34 proteine)
®0o0°,0 + RNA LA D RNA
L P o... o [ 1] 0... RNA 168
L Y ) — L 2P —— A :
eo°® ® ’ * ANA (21 proteine)
circa 49 proteine + 3 molecole di RNA circa 33 proteine + 1 molecola di RNA
| L |
Ribosoma eucariotico 80S
rRNA 285,
. . . . 605 5.85,e5S
subunita maggiore subunita minore > (~45 proteine)
fRNA 185
——— Q{ (~30 proteine)

massa molecolare = 1400 000
massa molecolare = 2 800000

subunita
maggiore
circa 82 proteine
. + 4 molecole di RNA
subunita
minore

ribosoma completo
massa molecolare = 4200000




Struttura bidimensionale di un rRNA batterico || ribosoma & costituito per due

terzi da RNA e per un terzo da
proteine

Gli rRNA costituisconoil corpo
centrale del ribosoma

Le proteine stabilizzano il nucleo
centrale e ne garantiscono
I"attivita proteinosintetica

Le molecole di RNA che
presentano attivita catalitica

. Peptidico . . sono dette ribozimi
Exit Amminoacidico
i EESE  stoA Ogni ribosoma contiene tre siti di
s legame per tRNA, detti A, P ed E
ribosqmica
E p A 9 n tRNA si associa strettamente
i Seomica  ad A e Psolo se le basi del suo
minore . .
/ anticodone sono complementari
sito di legame

per 'mRNA a quelle del codone del’mRNA




catens Pofpepica 1 ahungamerts Ma come vengono segnalati i punti dove iniziare e

STADIO 1

terminare la traduzione?

Sia nei procarioti che negli eucarioti esistono segnali
di inizio e fine della traduzione

Sequenza Shine-Dalgarno

STADIO 3 mRNA procariotico 5/ AGCAGGUUUGACCUAUG |37

()
HaN o
rRNA 165 3’ 5
~ gy *

5

STADIO | mRMNA eucariotico

(2) 5 cap m7G (L AUG 13

N (@) -
/ Subunita ribosomiale 405 /~< = "~
E (5] Scorrimento del ribosoma
5 Y
5 cap m'G | AUG 13

STADIO 2 ° (/_ —
N T

’ Cappuccio (7/-metilguanosina)



mRNA procariotico

Siti multipli di inizio della traduzione

UTR l Proteina 1 I Proteina 2 l Proteina 3 UTR

)
& & &

5

» MRNA policistronici

mRNA eucariotico

TABELLA 7.1 Fattori di traduzione

Sito singolo di inizio della traduzione

UTR l Proteina 1 UTR Ruolo Procarioti Eucarioti
5 m7G AAAA L 3 Inizio IF-1, IF-2, IF-3 e[F-1, elF-1A, eF-2,
e[F-2B, eIF-3, elF-4A,
‘ elF-4B, elF4E, elF-4G,
elF-5
Allungamento EF-Tu, EF-Ts, EF-G eEF-1c, eEF-18y, eEF-2
Terminazione RF-1, RE-2, RE-3 eRF-1, eRF-3
Inizio Allungamento Terminazione
54 3
Direzione del movimento del ribosoma
[l ribosoma lega I'mRNA La catena polipetidica si allunga Quando si incontra un
sul codone di inizio per aggiunta successiva di amminoacidi codone di terminazione

il polipeptide é rilasciato
e il ribosoma si dissocia



Inizio della sintesi proteica nei procarioti

° §-

< >

fMet
IRNA™Met

UAC
0 :

Inizio della sintesi proteica negli eucarioti

elF2-GTP 3 AAAAAAAAAA
tRNA Met Proteina che lega
li(A) (PABP)
elF3 elF1A Po
mRNA
+ elF4G
Subunita 40S ' @j?
elF4p  AUG
Complesso 435 elF4E

Complesso dellmRNA



Batteri Eucarioti

Subunita 405
Subunita 305

} Legame del fattore d'inizio

l Legame di fattore d'inizio

mRNA
5
]3¢
5 13
T
— Scanning
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Subunita 505 GDP A\ -
> ) (IF2)
|
Subunita 605
5 X

5 miG | |3




Fase di allungamento

tRNA iniziatore
U subunita ribosomica
minore, cui i legano
i fattori di inizio
{non indicati qui)

S| LEGA L'mRNA

= |

= = mRNA 3
AUG
IL tRNA INIZIA-
cappuccio del’RNA TORE SCORRE
m LUNGO L'RNA
ALLA RICERCA
DEL PRIMO
CODONE AUG
5' = 3
AUG
| FATTCRI
DI INIZIO
S| DISSOCIANO
S| LEGA
LA SUBUNITA
RIBOSOMICA

MAGGIORE

slL
L'AMMINOCACIL
-tRMNA
(stadio 1)

5

PEPTIDICO

S| FORMA
PEPTIDIL | IL PRIMO LEGAME
{stadio 2)

TRANSFERASI

AUG_ GCC 3’

I P |
T

Formazione del
legame peptidico

Terminazione della traduzione

DEL FAT-
TORE DI
DISTACCO
A UN CO-
DONE DI
TERMINA-
ZIONE

A
I|I -
ACC
AUGAACUGG UAGOGAUCG
L i
——

|
o

AUGAACUGGUAGCGAUCG
5' 3

5




Gli mRNA sono tradotti da una serie di ribosomi multipli

o\’\
codone di terminazione

POLIRIBOSOMI o POLISOMI

catena
polipeptidica in
allungamento |

100 nm
(A) (B)



Le catene polipeptidiche assumono spontaneamentela loro
conformazione tridimensionale, spesso anche man mano che
vengono sintetizzate, ma alcune richiedono l'aiuto di
secondatori molecolari (molecular chaperons)

Proteina
ripiegata
N /
N
Ch
aperone / Il polipeptide

#_,_..—V completato C

e rilasciato i
oy L,f < LIr ) l e ) 3" mENA

. ;-xx____) o T )



Gli inibitori della sintesi proteica procariotica si usano come
antibiotici

Antibiotici inibitori della sintesi proteica

Antibiotico Cellule bersaglio Effetto
Streptomicina Procariotiche Inibisce I'inizio e causa errori di lettura
Tetraciclina Procariotiche Inibisce il legame degli amminoacil tRNA

Cloramfenicolo  Procariotiche
Eritromicina Procariotiche
Puromicina Procariotiche

ed eucariotiche

Cicloesimide Eucariotiche

Inibisce I"attivita peptidil transferasica
Inibisce la traslocazione
Causa terminazione prematura

della catena

Inibisce 1"attivita peptidil transferasica




Un ripiegamento sbagliato delle proteine puo portare alla formazione di
aggregati capaci di danneggiare cellule e tessuti (Alzheimer, Huntington)

Ci sono proteine malformate capaci di indurre tale @& . meno

. . . f ional
malformazione anche in proteine con normale O°°“°rr";?§'°"ae _—
conformazione (malattie da prioni, encefalopatia SR
(B) d_lffusmne mfgttwa della molecole
spongiforme bovina -BSE- o morbo della mucca oot o, anomaia che formano

pazza, sindrome di Creutzfeldt-Jacob) @, Y < 7

Anche se una catena polipeptidica e in grado essa
stessa di assumere la corretta conformazione,

nelle cellule il ripiegamento e assistito dai &

secondatori molecolari, o chaperon molecolari eterodimero
N Ghaa }
& & o g
_é - '2 \Tmﬁomo = omodimero
Hsp70 C < a H.sp()O F Q
‘ Intermedio O O
parzialmente

ripiegato

Azioni sequenziali delle chaperones Hsp70 e Hsp60
Le chaperones della famiglia Hsp70 legano e stabilizzano catene polipeptidiche
non ripiegate durante la traduzione. Il polipeptide non ripiegato & quindi trasferi-
to a chaperones della famiglia Hsp60, all’interno delle quali avviene il ripiega-
mento della proteina. Per il rilascio del polipeptide non ripiegato da Hsp70 oltre
che per il ripiegamento all'interno di Hsp60 & necessaria idrolisi di ATP. Proteina ripiegata

aggregato proteico



Come esplicano la loro funzione le proteine?
Le proteine si legano a molecole, ligandi, che possono essere ioni, piccole
molecole o macromolecole, tramite legami altamente selettivi

legami non covalenti deboli

ligando

N

sito
di legame

proteina



catene amminoacidiche
laterali

Gli amminoacidi del sito di legame si trovano su tratti della catena molto
distanti ma vengono a trovarsi vicini quando la catena si ripiega nella

conformazione tridimensionale
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Negli anticorpi i siti di legame hanno una particolare versatilita

sito

di legame
per I’antigen/

antigene

catena pesante

dominio V4

catena leggera

dominio VL

5nm



Quasi tutte le proteine sono allosteriche, ovvero possono assumere due o piu
conformazioni leggermente diverse e modificare la propria attivita passando
da una conformazione all’altra. Cio e vero per enzimi, recettori, proteine
strutturali e proteine motrici.

ACCESO SPENTO
molecola
CTP di CTP
. legata
|
ENZIMA ATTIVO ENZIMA INATTIVO

Inibizione retroattiva - cambiamento conformazionale



Anche la fosforilazione puo Anche le proteine associate a GTP sono

indurre cambiamenti regolate tramite un gruppo fosfato
conformazionali in una proteina

e di conseguenza anche nella / 2
Sua attIVIta IDROLISI REAZIONE O REAZIONE
DIGTP LENTA VELOCE

catena

W

laterale 0= P e ATTIVA INATTIVA INATTIVA ATTIVA
di una serina ATP o |
OH - O
CH2 Le proteine motrici mediante idrolisi di
PROTEIN . . .
CHINASI " ATP, possono compiere movimenti
— direzionali perché l'idrolisi di ATP rende il
FOSFATAS' processo irreversibile
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Nella cellula eucariotica |la produzione di una proteina puo
essere controllata in molte fasi

)‘ltroni\\ esoni
5 - - — i] ONA
3 - - — —

y |
>
l INIZIO DELLA TRASCRIZIONE
[ : | I |
[ ‘ | | — |

APPOSIZIONE DEL CAPPUCCIO
ALLUNGAMENTO, SPLICING

cappuccio
B [ = —
N [ y —
POLIADENILAZIONE
4 TERMINAZIONE
Qummmssmm——— AAAA - MRNA
[T
ESPORTAZIONE  coda di poli(A) oo
C
| CITOSOL
Ommmmmmmm———AAAA MRNA
Ny
— DEGRADAZIONE DELL'mRNA ’ '~
¥ INIZIO DELLA SINTESI PROTEICA

AAAA

COMPLETAMENTO
y DELLA SINTESI PROTEICA

;E; H,N
COOH

‘\—b DEGRADAZIONE DELLE PROTEINE

H,N
COOCH




