La traduzione avviene nella cellula in strutture
chiamate ribosomi
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« L'informazione genetica
viene scritta sotto forma di
codoni e tradotta in
sequenze di amminoacidi

— Le «parole» del
linguaggio chimico del
DNA sono triplette di
basi chiamate codoni.

— | codoni di un gene
contengono le
iInformazioni per la
sequenza di
amminoacidi di una
catena polipeptidica.
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Come l'informazione
contenuta nel DNA e quindi
nellmRNA é utilizzata per

la produzione delle

proteine?
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LA TRADUZIONE

Consideriamo la sequenza lineare di DNA:
5’-ATGATCAGAATCG...... 3’

Quante basi servono per poter definire 20 aminoacidi:
1 base (A, T,G,A, T,C,....... ) : solo 4% aminoacidi

* 2 basi (AT, GA, TC, AG,...... ): 42 combinazioni = 16
aminoacidi, non basta!

* 3 basi (ATG, ATC, AGA,......): 43 combinazioni = 64
aminoacidi, anche troppi, ma e proprio cosi!

Il codice genetico:

fu decifrato negli anni '60.

Tutti gli organismi hanno essenzialmente lo stesso codice viene
percio definito universale.

Il codice genetico e letto interpretando tre basi alla volta, senza
sovrapposizioni: ogni gruppo di tre basi viene chiamato tripletta o
piu propriamente codone.



Come il codice genetico venne decodificato.

Sintesi di omo-poliribonucleotidi, ad es. UUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUU. .

traduzione su ribosomi 1in vitro e determinazione della composizione amminoacidica
dei polipeptidi ottenuti.

Risultava, ad es., che poli-U determinava la sintesi di poli-Phe, e quindi UUU
codificava per la fenilalanina.

Bacterial
extract
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Synthetic mRMNA Folypeptide

Inoltre sintesi di poliribonucleotidi a sequenza casuale di due monomeri in
proporzione diversa, ad es. G e U in rapporto 3:1,
GGUGGGGUGUGGUGGGGGUUGGGUUUGGGEGEGEUGUGGGUGGEEEEGGUGGUUGGUUGGGUGGGEEE. .« .«

traduzione su ribosomi in vitro e determinazione della composizione amminoacidica
dei polipeptidi ottenuti. In tal caso il codone piu frequente era GGG e

1’ amminoacido piu abbondante nel polipeptide era la glicina, dunque GGG
codificava per la glicina, ecc..



Come il codice genetico venne decodificato.

Sintesi di co-poliribonucleotidi regolari, poli-dimeri, ad es.
ACACACACACACACACACACACAC. ..

o poli-trimeri, ad es. AACAACAACAACAACAACAACAACAACAAC...

e loro traduzione in vitro.

Nel primo caso si otteneva un copolipeptide alterno regolare, nell’es. Thr-His-

Thr-His-Thr-His-..., gquindi ACA e CAC codificavano uno per Thr e uno per His.
Nel secondo caso tre omopolipeptidi, nell’es. Asn-Asn-Asn-Asn-Asn-Asn-...,
Thr-Thr-Thr-Thr-Thr-Thr-..., e Gln-Gln-Gln-Gln-Gln-Gln-..., quindi AAC, ACA, e

CAA codificavano uno per Asn, uno per Thr, e uno per Gln.
Parecchi esperimenti incrociati di questo tipo risolsero tutto il codice.
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Codone:

tre basi nucleotitiche del
DNA/mRNA che corrispondono ad
uno specifico aminoacido

codon
ﬁ
C A

ot

1 codon = 1 amino acid
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Il codice genetico e «la stele di Rosetta» della vita

Quasi tutti gli
organismi (dai batteri
alle piante agli
animali) condividono
lo stesso codice
genetico.

Seconda base azotata

u C A G

el UAU | 5, UsU | cys|Y

uucC i ucc Ser UAC UGC C

UUA | oy YCA UAAStop | UGAStop  [A

UuG _ UCG _ UAG Stop ' UGG Trp G
CUU ccu CAU ]| his  CGU U i
CAC CGC =
glc|CUC [ ey ©CC | pro 2 Arg|© | €
S| |CUA CCA cAA T g || E52 AlR
2| |cuc CCG CAG CGG c |8
© i - b o
- S = E = uls
£ sn 5
=| .|lAuc | lle Acc AAC AGC c |F

a Thr = =
AUA - ACA AAA | |ys AGA | ArglA
AUG Meto ACC AAG AGG G
INiz10 o o~
GUU | eell | Sl -
GUC GCC GAC GGC | C
Val Ala GAA = Gly
GUA GCA GGA A
Glu
GUG | GCG E2Cl| GGG _| G




Il codice genetico

+ Ben 18 su 20 aminoacidi sono codificati da piu di
un codone: questa caratteristica del codice
genetico e detta degenerazione

» Un singolo cambiamento all'interno di un codone
non e di solito sufficiente a causare la codifica di un
aminoacido di categoria diversa

» Ovvero, durante la replicazione/trascrizione del DNA
Ssi possono compiere errori che non hanno effetto
sulla composizione aminoacidica della proteina

» Il codice genetico € molto robusto e minimizza le
conseguenze dei possibili errori presenti nella
sequenza nucleotidica, evitandone il ripercuotersi

sulla funzione della proteina codificata o



Il codice genetico

vuu| phenyl ucu UAU ) uGu .
uuc| alanine ucc ) uac | turosine UGE cysteine

uca | 3erine
UUA | eucine ucG Ui stop stop
uuG UAG @truptnphan
cuu CCU CAU e (mH |
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Per un limitato numero di geni batterici,
la selenocisteina.

aminoacido:

il codone UGA codifica un ventunesimo

Un ventiduesimo aminoacido,

codificata da UAG in qualche specie batterica ed eucariotica

la pirrolisina,

e
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Due a-amminoacidi anomali raramente usati nella sintesi proteica:

1) Selenocisteina. Compare sporadicamente in poche proteine sia in procarioti che
eucarioti (uomo compreso). E’ codificata da UGA, che in presenza di una particolare
sequenza sul mMRNA detta SECIS, al seguito dell’UGA o al 3’ non tradotto, viene
riconosciuto dal suo apposito tRNA anziché da un fattore di terminazione.

HSe

OH
HoN

O
2) Pirrolisina. E’ stata osservata in poche proteine di procarioti. E’ codificata da

UAG, che in presenza di una particolare sequenza sul mMRNA detta PYLIS, viene
riconosciuto dal suo apposito tRNA anziché da un fattore di terminazione.

8]
‘A N
e OH

H4C o MNH-


http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Pyrrolysine.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:L-selenocysteine-2D-skeletal.png
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The mitochondrial genetic code: one of the few slightly variant minor codes



Il codice genetico

+ Gli aminoacidi sono classificati in quattro diverse
categorie

o Gruppi R non polari, idrofobici: glicina, alanina,
valina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina,
triptofano, prolina

o Gruppi R polari, idrofilici: serina, treonina, cisteina,
tirosina, asparagina, glutammina

o Acidi (carica elettrica negativa): acido aspartico,
acido glutammico

o Basici (carica elettrica positiva): lisina, arginina,
istidina

14



Hydrophobic

Hydrophilic neutral

Acidic
and
Basic




Il codice genetico

« Latraduzione, ad opera dei ribosomi, avviene a
partire da un sito d’'inizio, posto sulle copie di RNA
di un gene e procede fino al primo codone di stop

|l codone d’inizio € costituito dalla tripletta AUG
(che codifica la metionina), sia negli eucarioti che
nei procarioti

» Latraduzione e accurata solo quando i ribosomi
esaminano i codoni all’'interno della cornice di
lettura (delimitata da codone d’inizioCJcodone di
stop)

L'alterazione della cornice di lettura di un
gene cambia ogni aminoacido posto a valle
dell’alterazione stessa e causa solitamente la
produzione di una versione troncata della
proteina




Processo per decifrare I'informazione genetica
del DNA
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Il codice genetico

« La maggior parte dei geni codificano per proteine
lunghe centinaia di aminoacidi

« Dato che, in una sequenza generate
casualmente, i codoni di stop si hanno circa ogni
20 triplette (3 codoni su 64), le cornici di lettura
dei geni presentano solitamente filamenti
molto lunghi in cui non si presentano codoni
di stop

» Cornici di lettura aperte (Open Reading Frame -
ORF): sono una caratteristica distintiva di molti
geni procariotici ed eucariotici (senza codoni di
stop prematuri)




Come una particolare
sequenza di nucleotidi e
specifica per un particolare
aminoacido?




Grazie alla funzione svolta dalla molecola chiamato RNA
transfer (RNATY)
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| tRNA

Sono piccoli RNA (di circa 70 — 90 nucleotidi) preposti alla decodifica dei
MRNA nel processo della traduzione a livello dei ribosomi, cioe
riconoscimento del codone dell’mRNA con il corrispondente anticodone.

Presentano una struttura secondaria (a trifoglio) e terziaria (a L)
omogenea, le cui caratteristiche generali servono a farli interagire
Indistintamente ai siti preposti sul ribosoma (siti A, P, E ).

Vanno incontro a numerose modifiche enzimatiche perlopiu a livello di basi,
alcune comuni a tutti, altre specifiche di ciascun tRNA.

Le differenze tra loro nella struttura primaria e nelle modifiche specifiche
consentono a ciascuna amminoacil-tRNA-sintetasi di riconoscere solo |
tRNA di propria competenza e di legare al loro 3’terminale 1’amminoacido
appropriato a ciascuno di essi.



— Ogni molecola di tRNA ha un’ansa a filamento
singolo, posta a un’estremita, che contiene una
speciale tripletta di basi azotate chiamata
anticodone (complementare a un particolare
codone dellmRNA).

— All'altra estremita c’e invece il sito di attacco di
uno specifico amminoacido.

e Sito d’attacco

( . dell’amminoacido
/ \ \
J

/ \\\ /
F .
/ R \_////
y /
(




Vi sono tanti TRNA per ciascun aminoacido e per
ciascuna tripletta di nucleotidi dell'mRNA (codoni)

U A anticodon
codon

L'aminoacido € attaccato all'appropriato tRNA
grazie ad un enzima attivante specifico per
quell'aminoacido e per quel codone



Le amminoacil-tRNA-sIintetasi

Questi enzimi (in genere uno per
ciascuno dei venti amminoacidi
utilizzati nella biosintesi proteica)
hanno la funzione di legare
I'amminoacido di loro pertinenza
specificamente ai tRNA preposti al
riconoscimento dei codoni relativi

a quellamminoacido.

J

La reazione di acilazione avviene
in due stadi attraverso un
intermedio ('amminoacil-AMP)
che porta a legare 'amminoacido
al ribosio 3’'terminale del tRNA
mediante un legame di tipo
esterico.




TRNA

Ogni tRNA ha una sequenza
di 3 nucleotidi,

I'anticodone, che puo
legare la sequenza
complementare del'mRNA

Alanine
?

3 &7
!
]
(-8
i
1
. &

Ankicodon



Gli altri attori della traduzione............

« Un ribosoma e costituito da due subunita,
clascuna formata da proteine e da grandi
guantita di RNA ribosomiale (rRNA).

Molecole
di tRNA

‘ Polipeptide
_’.*1E;>ﬁinWadeﬂmﬂmm

Subunita
.~ grande

7 ?5ﬁ
MRNA — ' \ Subunita piccola



* Il ribosoma e il complesso
ribonucleoproteico preposto alla
biosintesi proteica.

» La sua struttura generale e simile nei
procarioti e negli eucarioti, salvo che |l
ribosoma eucariotico e leggermente
piu grande ed e costituito da un
numero maggiore di componenti.

« Si compone di due subunita
(maggiore e minore) che si associano
soltanto al momento di iniziare la
biosintesi proteica (la traduzione) e si
dissociano alla conclusione del
processo.
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285 rRMA (4718 nucleatides)
585 rBNA (160 nucleotides)
55 PRMA (120 nuelestdes)

50 proteins

185 rRMA (1874 nucleatides)
33 proteins

235 rRMNA (2904 nucleotdes)
55 rRMA {120 nucleotides)

34 proteins

165 rRMA (1541 nucleotides)
1| proteins
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Assemblamento dei ribosomi negli eucarioti avviene nel nucleolo



Consta di tre momenti:

* L'inizio, notevolmente diverso tra
procarioti ed eucarioti, molto piu
complesso in questi ultimi.

« L'allungamento, molto simile tra
procarioti ed eucarioti.

« Laterminazione, pure simile tra
procarioti ed eucarioti.



Durante la traduzione, le subunita di un
rlbosoma tengono unite tra di loro le molecole
di tRNA e di mRNA.

Sito di legame per 'mRNA

Subunita
grande

Successivo
amminoacido
da aggiungere

/1y al polipeptid
Polipeptide 3 polipeptce

in via di
formazione

\ mMRNA

Subunita
piccola



« Un codone d’inizio indica il punto di
partenza del messaggio portato
dal’mRNA

Inizio del messaggio genetico




Nel processo d'inizio della traduzione, vengono
coinvolti F'mRNA, Il primo amminoacido attaccato
al suo tRNA e le due subunita ribosomiali.

Subunita
ribosomiale
piu grande

(/,"“ e “‘\ -// == _\
Met )

tRNA di partenza

Sito P
@ﬁmmﬂmmﬂﬂ%
/ Codone )
mRNAY clez&h Subunita ribosomiale N S

] piu piccola



Nella fase di allungamento si aggiungono amminoacidi alla
catena polipeptidica fino a quando il codone di arresto
termina la traduzione

— Completata la fase d’inizio, al primo amminoacido se ne
aggiungono altri, uno alla volta, durante il processo di
allungamento. L'mRNA sposta un codone alla volta e il tRNA si
appaia ad ogni codone con il suo anticodone complementare,
aggiungendo il suo amminoacido alla catena peptidica.

— Il processo di allungamento prevede tre tappe:
* riconoscimento del codone;
« formazione del legame peptidico;
» traslocazione.



Il riconoscimento tra codone e anticodone

Avviene a livello del ribosoma mediante formazione di un miniduplex antiparallelo

tra ciascun codone del mMRNA e I’anticodone del tRNA sull’ansa omonima.

La prima e la seconda base del codone devono appaiarsi rigorosamente “alla
Watson-Crick”, mentre la terza puo anche derogare da questa regola: il caso piu
frequente e la formazione di un appaiamento G:U (wobbling), meno
frequentemente coinvolge una base modificata dell’anticodone, ad esempio

I’ipoxantina, derivata dalla deamminazione enzimatica di un’adenina del tRNA.

Per cui un dato tRNA puo spesso riconoscere due codoni, o piu raramente tre. Cio
rende conto del fatto che il numero degli anticodoni puo essere (e in genere €)

minore del numero dei codoni, che nel codice standard sono 61.

Normalmente in questi codoni le prime due basi sono conservate mentre la
terza base e variabile; questi appaiamenti con oscillazione alla terza base
permettono di adattare i 20 amminoacidi a 61 codoni per mezzo di 31 diverse
molecole di tRNA (e non di 61). Tale oscillazione si verifica ancora di piu nei
mitocondri ove i tRNA sono solo 22.



tRNA bacteria

U A, G, orl
C Gorl
A Uorl
G CorU

’wobbl 3 eucaryotes

position
5’ 3
, U Gorl
mRNA

C Gorl
A U
G C

Figure 6-53. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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peplidyl t(RNA

LLa formazione del legame peptidico
avviene per attacco dell’amminogruppo
dell’amminoacido entrante (portato dal
tRNA nel sito A) al carbonile
dell’amminoacido precedente (portato
dal tRNA nel sito P), con conseguente
trasferimento del polipeptide finora
sintetizzato sull’ultimo tRNA. Questo
verra poi traslocato al sito P (di
conserva con il mMRNA) e il precedente
tRNA ormai scarico uscira transitando
per il sito E.




STEP 1

growing polypeptide chain Le proteine vengono sintetizzate in
inconding direzione 5'->3' da amino-
_aminoacyl- terminale (primo aa) a carbossi-

terminale (ultimo aa)

Meccanismo generale

- Il sito A e dove un nuovo
codone e tradotto

- Il sito P é dove alla catena
polipeptidica nascente un
nuovo aa viene attaccato

» Il sito E e dove il tRNA
scarico trasloca per uscire
dal ribosoma

Figure 6-65 part 1 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Lo spostamento del ribosoma sull’mRNA richiede energia
che viene fornita dall’idrolisi del GTP.

Nei batteri ogni ciclo avviene in circa 1/20 di sec il che vuol
dire che per sintetizzare una proteina di 300 amminoacidi
occorrono 15sec!

La sintesi va avanti fino a che il ribosoma non va a
disporre il suo sito A in corrispondenza di uno dei tre
codoni non-senso o di arresto (UAG,UGA0UAA) dove
nessun amminoacil-tRNA (anticodone) si va a legare.

A guesto punto si legano delle proteine chiamate fattori di
distacco, viene catalizzata I’aggiunta di una molecola
d’acqua al peptidil-tRNA anziche di un amminoacido,
P’allungamento termina e la proteina si libera nel
citoplasma; ’mRNA si stacca e il ribosoma si separa nelle
due subunita.



Le diverse tappe dalla trascrizione alla formazione di un
polipeptide:

DNA

@ LU'mRNA é trascritto
a partire da un DNA
stampo.

RNA-polimerasi

tRNA Subunita
: ribosomiale

€ mnizio della sintesi
piu grande

del polipeptide
Vengono coinvolti
I'mRNA, il primo tRNA

e le subunita ribosomiali.

Subunita
ribosomiale

mRNA e
pit1 piccola

Amminoacido —Q
m

Traduzione

0 Ogni amminoacido si
attacca al proprio tRNA
grazie a uno specifico
enzima e all'ATP.

I,J—ﬁ\nticodone

Polipeptide
in crescita

o Terminazione

Il ribosoma riconosce
un codone d'arresto.
Il polipeptide viene
completato e liberato.

Formazione
di un nuovo
legame
peptidico

© Allungamento

Molecole di tRNA
aggiungono in
successione i loro
amminoacidi alla catena
polipeptidica mentre
I'mRNA si muove lungo
il ribosoma, un codone
alla volta.




La traduzione nel procarioti



L’inizio & controllato da tre fattori

fMet

Si unisce il tRNA iniziatore =———p

Si unisce la subunita 508
e IF-1/3 sono rilasciati \

0\ © » .

IF1 IF-2 IF-3 GTP P



L’inizio richiede fattori speciali
e subunita libere

1. La subunita 30S si lega allmRNA




La subunita 30S e responsabile dell’inizio,
il ribosoma dell’allungamento

Soltanto I'fMet-tRNA; entra nel sito P parziale
sulla subunita 30S legata al’mRNA

fMet

mRBNA
5/

Soltanto un aa-tRNA entra nel sito A
del ribosoma 70S completo




Shine-Delgarmo sequence

Prokaryotic mRNA 5’ AT T L AT T AT 13
e
- - —_— _____——_
—
165 RNA 37" Ty

Eukaryotic mRNA

5 cap miG AL 3
| I.-"’_i__ "
408 ribosomal subunit —<_ ,)’I
- T l Ribosome scanning
5 cap m'G | AU J3’
)
T/

Segnali per I’inizio della traduzione. |l sito di inizio degli mMRNA
procariotici e caraterizzato dalla sequenza di Shine-Dalgarno che precede il
primo codone della ORF AUG.

L’appaiamento di basi della Shine-Dalgarno con una sequenza complementare
vicino al 3’ terminale dell’ rRNA 168, allinea 11 mMRNA sul ribosoma.

Gli mRNA eucariotici invece sono legati dall’estremita 5’ alla subunita
ribosomiale 40S grazie al cap di 7-metilguanosina. Il ribosoma scansiona poi 1’
MRNA fino a che non incontra il primo codone AUG.



La traduzione di geni multipli su un mRNA inizia in modo indipendente

Inizio Terminazione Inizio

=
4
SN SN TNy Y > >

A A
e _—)
e > & >
Prima regione codificante Seconda regione codificante

Lewin, IL GENE VIII, Zanichelli editore S.p.A.
Copyright © 2006




Allungamento nei procarioti

La fase di allungamento include tre eventi chiave:

1) I'inserimento del corretto tRNA carico nel sito A;

2) formazione del legame peptidico tra 'amminoacido

(sito A) e il peptide (sito P) ad opera della

peptidiltransferasi;

3) traslocazione del peptidil-tRNA dal sito A al sito P.

Questo processo e coadiuvato da due fattori di

. allungamento e richiede energia fornita dall’idrolisi di
Pepiide bond GTP.

1' L'idrolisi del GTP coadiuva il completamento della

traslocazione, in quanto EF-G-GDP ha un dominio che

mima la struttura del tRNA e

legandosi al sito A induce lo spostamento del peptidil-

tRNA

(associato allmRNA) e del tRNA deacilato.

Il meccanismo di allungamento € estremamente
conservato tra procarioti ed eucarioti.




EF-Tu-GTP

Gli aminoacil-tRNA possono legarsi al ribosoma solo se

legati al fattore di allungamento EF-Tu-GTP.

Una volta che sia stato ottenuto il corretto appaiamento codone-
anticodone si ha l'idrolisi di GTP, il distacco di EF-Tu—GDP, e
puo aver luogo la reazione peptidil-transferasica.

La fedelta del processo di replicazione € molto elevata (10°
e 107) e utilizza diversi meccanismi:

1) interazione tra ’rRNA16S e il solco minore
dell’appaiamento codon-anticodone; 2)idrolisi di EF-Tu-GTP
meno efficiente in caso di appaiamento errato; iii) rilascio di
aminoacil-tRNA non correttamente accomodati nel sito A.

incorrect pairing

( factor bincing
. oA A cerder nat

ne GTP mydrolyss

EF-TutRNA raleasad \ ?P!
o -

correct base incorrect base
pairing pairing

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings




Il ciclo si ripete tante volte quanti sono gli aa che devono essere legati

Figura 6.15
Stadio di allungamento della traduzione nei procarioti.

Rigenerazione da parte di Ts
del complesso EF-Tu-GTP

GDP

Complesso
EF-Tu-Ts

1S BTG o @masr
Peptidil-tRNA EReTs

legato al sito P AGG e /\
. D
Sequenza '-,\ 2 ? ? 3

di Shine-
/ AGG
9 La molecola seguente di

Dalgarno
|
3 aminoacil-tRNA (Ser-
tRNA Ser), in un

5'|||:l|ll

mRNAT = one: 1 complesso con il fattore
: di allupgamenlp Tu (EF-
o Non appena si & formato il = Tu) e il GTP, si lega al |
complesso d'inizio 70S, il codone esposto (UCC) . (N .
fMet-tRNA fMet si lega al al sito A (aminoacilicoy 5 L 3
codone AUG al sito P del ribosoma. 8 e -
- Codone: 1 2 3

(peptidilico) del ribosoma.

@ siforma il legame peptidico tra i
due aminoacidi adiacenti,
catalizzato dalla peptidil-
transferasi. Gli aminoacidi uniti
risultano attaccati al tRNA sul sito
A, formando un peptidil-tRNA.

Legame peptidico \@

Centro per la
peptidil-
transferasi

Il ciclo di allungamento si ripete fino
ad incontrare un codone di stop.

[ [
- Codone: 1 2 3

o Per la traslocazione sono richiesti EF-G e
GTP: il ribosoma si sposta di un codone
verso destra (3') e il peptidil-tRNA si muove
dal sito A al sito P. Il tRNA scarico si muove

@ dal sito P al sito E.

© Quado la traslocazione &
completata ed il peptidil-tRNA
si trova al sito P, il tRNA
scarico & rilasciato dal sito E,
e il ribosoma & pronto per un
altro ciclo di allungamento.

Complesso
EF-G-GTP



idrolisi del peptide

CZGD”]

RF-3-GDP

TERMINAZIONE

-Quando sul sito A si trova un codone di STOP, a cui non
corrisponde nessun tRNA, la sintesi si arresta.

-Inoltre esistono fattori di rilascio che si legano al sito A impedendo
comunque l'attacco dei tRNA.

-La catena polipeptidica si stacca dall'ultimo tRNA grazie ad un
enzima (idrolasi) con consumo di una molecoladi GTP.

-Le due subunita ribosomiali si disassemblano.

Dopo l'idrolisi del legame del peptidil-tRNA il fattore di

rilascio di classe | viene rimosso dal ribosoma ad opera di

un fattore di classe Il (RF3 o eRF3).

RF3—-GDP si lega al ribosoma in presenza di RF1. Il rilascio

idrolitico del peptide induce uno scambio GDP-GTP, con

formazione di RF3—GTP che avendo maggiore affinita per il ribosoma
produce il rilascio di RF1. Infine, Iidrolisi di GTP induce anche |l
rilascio di RF3—GDP.



Perché il ribosoma possa essere utilizzato in un nuovo
ciclo di traduzione si deve avere il rilascio dei 2 tRNA
deacilati (nel sito P e nel sito E), il rilascio del’mRNA e la
dissociazione delle due subunita del ribosoma.

Questo processo richiede l'intervento di un fattore di
riciclaggio (RRF, ribosome recycling factor) che agisce
insieme a EF-G e IF3 per completare il riciclaggio del
ribosoma.

RRF, assumendo una struttura 3D simile a quella di un
tRNA,si lega al sito A nella regione della subunita
maggiore del ribosoma.

Il successivo legame di EF-G—GTP stimola il rilascio dei
tRNA deacilati mediante l'idrolisi di GTP e la traslocazione
di RF dal sito A al sito P.

Infine, il legame di IF3 induce la dissociazione delle due
subunita ribosomiali, di RRF e del’mRNA.
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L'assenza di codoni di stop su mRNA tronchi o mutati
potrebbe portare allo stallo dei ribosomi impegnati nella loro
traduzione. In questo caso la dissociazione del ribosoma
dal’mRNA e resa possibile dall’intervento di molecole
chimeriche costituite in parte da tRNA ed in parte da mRNA
(tmRNA) denominato RNA SsrA.

L'RNA SsrA & una molecola di 457 nt che all’estremita 3’
possiede una regione simile ad un tRNAaia. Tale somiglianza
consente il caricamento di Ala e il legame di EF-Tu-GDP.

Il tmRNA si sostituisce al’lmRNA, nell’apposito canale nel
ribosoma, e continua la traduzione fino a che non viene
raggiunto un codone di stop sul tmRNA.

La proteina tronca presenta all’estremita 10 Ala, e questa
marcatura la indirizza all'immediata degradazione da parte di
specifiche proteasi cellulari.
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Traduzione negli eucariotl



GTP)
IFsb-GTP (8
elF5b-G A

GTP

elF2-GTP (D

tRNA, et g

L'inizio della traduzione negli eucarioti adotta
un meccanismo simile a quello dei procarioti.

Il cambiamento piu rilevante riguarda la
modalita di riconoscimento del’mRNA e del
codone iniziatore.

La subunita minore si lega al cap e scorre
lungo 'mRNA sino a quando non trova il
codone iniziatore. Tale processo richiede

molti fattori proteici (pit di 30) compresi

quelli gia descritti nei procarioti.

Il tRNA iniziatore, carico con Metionina, Si
lega alla subunita minore prima dellmRNA.

Il fattore elF5B-GTP (analogo di IF2) media

il corretto posizionamento del tRNA iniziatore
nel sito P, formando il complesso di preinizio
43S.

Il complesso 43S si lega al cap dellmRNA
mediante l'interazione tra IF3 e elF4F.



elF2
N i

2lF3 elF4B

Lo scanning dellmRNA, che utilizza
I'energia fornita dall’idrolisi di ATP,
termina quando il tRNA iniziatore si
posiziona correttamente in
corrispondenza del codone di inizio.
Il corretto riconoscimento induce il
distacco di elF2 e elF3, che permette
I'associazione della subunita
maggiore.

Il legame della subunita maggiore
porta a sua volta al distacco dei
rimanenti fattori di inizio (elF5B e
elF1A) formando il complesso di pre-
inizio 80S dove il Met-tRNAwmet €
correttamente posizionato nel sito P,
e il sito A e libero e puo accogliere gli
altri tRNA carichi per proseguire la
traduzione.
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Alcuni mRNA possono usare un

meccanismo di traduzione cap indipendente
(utilizzato da molti mRNA virali privi di cap) nel
guale la subunita minore del ribosoma viene
reclutata direttamente all’interno del’mRNA, in
prossimita del codone iniziatore.

Questo meccanismo puo essere impiegato in
particolari condizioni (es. stress) e viene
utilizzato per modulare I'efficienza della
traduzione.



mRNA

La traduzione

L'mRNA + la subunita

comincia dal
codone AUG

I1 tRNA iniziatore
si lega al sito P

408 + tRNAM<!

A4

7 i complesso d'inizio
recluta la subunita 608

tRNA
successivo

Il tRNA successivo

va sul sit A

Si  forma il legame
peptidico tra la Met |
posizionata nel sito P) e la ppe

Codone di STOP

Il sito A viene occupato
dal fattore di terminazione

Viene rilasciato il
polipeptide completo




Fattori di terminazione

procarioti eucarioti
RF1
. : eRF1
riconoscimento UAA, , ,
Riconoscimento UAA,
UAG
UAG e UGA
RF2
riconoscimento UGA,
UAA
RF3 eRF3
GTPase GTPase
RRF
rilascio




Principali differenze tra procarioti ed eucarioti

1) Fase di inizio regolata da una decina di fattori

2) Aminoacido iniziatore € la Met (e non la f-Met). Esistono due Met-tRNA diversi:
uno che riconosce il codone di inizio e I'altro che riconosce i codoni successivi
3) Non c’é una Sequenza Shine-Dalgarno: la subunita minore del ribosoma

dopo aver riconosciuto il 5’cap, inizia uno scanning della molecola di

MRNA fino ad incontrare 'AUG (dopo in media 100 nt dall’'inizio)

4) Mancando la sequenza Shine-Dalgarno, a livello degli mRNA eucatriotici

’AUG viene individuato poiché all’interno di una sequenza (GCCGCCA/G
CCAUGQG) detta di Kozak

5) Gli mRNA eucariotici sono monocistronici, mentre quelli dei procarioti
policistronici

6) | Fattori di rilascio sono 3 nei Procarioti contro 1 (eRF3) degli Eucarioti

La conoscenza approfondita delle differenze dei processi molecolari

coinvolti nella traduzione dei procarioti ed eucariotici ha portato alla produzione di
molecole antibiotiche quanto piu selettive possibile e pertanto meno tossiche

per le cellule eucariotiche! (Es: Antibiotici Eritromicina e Streptomicina)



Procarioti Eucarioti
Inizio IF-1, IF-2, |F-3 elF-1, elF-1A, elF-2,
elF-2B, elF-3, elF-4A,
elF-4B, elF-4E, elF-4G,
elF-5
Allungamento | EF-Tu, EF-Ts, EF-G || eEF-1¢, eEF-1[y, eEF-2

Terminazione |RF-1, RF-2, RF-3 || eRF-1, eRF-3

elF4E lega il
CAP

+

pr 433 comples:



L'interazione tra la polyA-binding protein e i fattori di inizio mantiene ’'mRNA in una
conformazione circolare che aumenta I'efficienza della traduzione.

inizio (AUG)

proteina di cap al 5'

legame al poli-A

—



The Four Levels of Protein Structure

The amino © represents the side chain of the
acid monomer axmno acid and is different on each
of the 20 amino acids.
Polypeptide
strand
o Helix / \ B Pleated sheet

Hydrogen bond
Disulfide bond




Proteins Fold as They are Translated on the Ribosome

folding of protein
completed after
release from

folding ribosome
C-terminal
folded domain
N-terminal
growing domain

polypeptide
chain

ribosome

Figure 6-81. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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lifecycle of a protein protein
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- Cap hydrolyses ATP;
regulates entry

Proteolytic core

Cap hydrolyses
ATP; requlates exit

Proteasomes are a major mechanism by which cells regulate the
concentration of particular proteins and degrade misfolded
proteins.



mRNA encoding a cytosolic protein
remains free in cytosol free polyribosome

in cytosol
5
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subunits in cytosol

5

¢
Pl

ER
signal
SequUEnce
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Alcuni esempi di modifiche co-
e post-traduzionali di proteine



Cralichal

5

Cytosol

Asn
N-acetylglucosamine {

MMannose

Glucose

\

Oligosaccharide is
tramsierred from a
dolichol lipid carrier
to poly peptice
chains during their
translocation across
the ER membrane.

[hree glucose residues
are removed by two
separate enzymes.

\

Cine mannoss is remoyved,

Endoplasmic reticulum lumen

Protein N-glycosylation in the endoplasmic reticulum.



From eukaryotic gene to its protein product

}

Promoter | 5’UTR Hxon 1 Intron 1 Exon 2 | Intron 2 Exon 3 3’'UTR | to term

T T y y y y
CAAT TATA transcr start codon stop codon polyadenylation
box box start Transcri ption signal AATAAA
Pre-mRNA 5°|5°UTR Expn 1 Intron 1 Exon2 | Intron2 Exon 3 3’UTR 3’
Processing

mature mRNA 5 5°UTR |codin cpallence 3’'UTR |3 >
T i J b Dt
cap Translation polyA-tail
polypeptide

Folding modifications, post-translational modifications for folding, assembling



Type of Protein

proteins

proteins

proteins

proteins

proteins

proteins

proteins

proteins

Function

Support

Storage of amino acids

Transport of
other substances

Cordination of
bodily activities

Response of cell
to chemical

Movement

Protection against disease

Acceleration of chemical
reactions

Examples

COLLAGEN and ELASTIN:
tendons and ligaments: KERATIN:
hair, horns, feathers, quills.

OVALBUMIN: egg white; CASEIN:
milk; plants store PROTEINS
transport molecules across cell
membranes.

HEMOGLOBIN: iron-containing
transports oxygen; OTHER
PROTEINS transport molecules
across cell membranes

INSULIN: a pancreas hormone
regulates blood sugar.

RECEPTORS in nerve cell mem-
branes to detect chemical signals

ACTIN and MYOSIN: movement of
muscles. CONTRACTILE
PROTEINS: undulations of cilia
and flagella

ANTIBODIES conbat bacteria and
viruses.

DIGESTIVE ENZYMES hydrolyze
the polymers in food




