Espressione genica

Dopo la trascrizione I'mRNA porta
I'informazione dal nucleo al citoplasma; nel
citoplasma la traduzione converte
I'informazione del messaggero in proteine
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Dal DNA al polipeptide
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TRADUZIONE

La traduzione e’ il processo con cui viene sintetizzata un data
proteina, attraverso reazioni chimiche di polimerizzazione di
amminoacidi, in una sequenza dipendente dall'informazione
contenuta nella sequenza di basi del’'mRNA corrispondente.

L'apparato cellulare per la traduzione comprende le seguenti
componenti, localizzate nel citoplasma:

1.RNA messaggero

2_.Ribosomi, complessi enzimatici ribonucleopreoteici

3.RNA transfer (tRNA), molecole adattatore che legano
ciascuno uno specifico amminoacido e riconoscono uno specifico
codone

4. Amminoacil-tRNA sintetasi, enzimi che catalizzano Il
caricamento dei tRNA (amminoacilazione)

5.Diversi fattori di inizio, di allungamento e di terminazione
della sintesi proteica



Compartimentazione della trascrizione
e traduzione in procarioti ed eucarioti

a) Procariote b) Eucariote
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TRADUZIONE/SINTESI
PROTEICA

+ Conversione dell'informazione portata
dalla sequenza di basi del'mRNA nella
sequenza aminoacidica di un polipeptide

(SINTESI PROTEICA)

+ I| CODICE GENETICO permette la
decifrazione del messaggio scritto nella
sequenza di basi del'mRNA da parte
dell'apparato di sintesi proteica che lo

TRADUCE in sequenza di aminoacidi



La lettura dellmRNA

Start Stop

AGUCAGU A AGUCA N

S
Direction of veading of aodons in transiation



Gli amino acidi
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Il legame peptidico
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CODONI e AMINO ACIDI

Quanti nucleotidi sono necessari
per specificare un amino acido?
* 20 amino acids

* 1 base azotata

—4 basi (AGCU) = 4 possibili
codoni

* 20 amino acids
* due?

—4 bas1i 2 posizioni =

codoni

£2=16

* 20 amino acids

* Tre?

— 4 basi a tre positioni = 4* = 64
codansos

11




Codice a lettere singole Codice a due lettere Codice a tre lettere
(4 parole) (42 = 16 parole) (4* = 64 parole)




Esperimenti di Nirenberg and Matthael

Bacterial (1 961)
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Il codice genetico

Pti_rna _bbera

Eraf e B2iA |

Saoonda lettera
U c n c
uu p,, | UCu vau o fueu .y
we | wee  |uac uGe c
Ul wua L | UCR A
uuG UcG G
cwu | cev caw | cou u
| CUE Ly | CCE by | CaC coeC ¢
CUA CCA e A
G cCG CAG CG6 a
AUU AcU AAU AGU u
A Ser
AuC Be | ACC o | Aac "7 | AGe c
Al aua ACA AA | AGA A
AUG Ma | aco ARG AGG G
GuU Gou Gau , | ecu U
olove,, | oo, | eac 66C o,
GLIA GCA GAA | GOA A
GuUe GCC GAG GGG G

B Codone & tenrinazions (stop)
I Codone d ino



Tre Regole Governano il Codice genetico

I codoni sono letti in direzione 5° — 3°.

I Codoni non si sovrappongono e il
messaggio non ha interruzioni.

Il messaggio € tradotto secondo una
precisa fase di lettura stabilita dal codone
d’inizio.



Le caratteristiche del codice
genetico

*+ E' un codice a triplette (64 triplette,
di cui tre indicano terminazione)

+ E' universale; ci sono alcune eccezioni
che riguardano i protozoi.

+ E' ridondante, perché Fi& di una
tripletta codifica per lo stesso
aminoacido (i codoni sinonimi variano
alla terza base).



The Genetic Code
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Lettura di un mRNA

Start codon Codon Stop codon

I_I—I

' Fase di lettura _ '

hot translated) ltransglated) (not translaied)



I RIBOSOMI

Complessi fortemente interconnessi di proteine ed RNA. Denominati secondo la
loro velocita di sedimentazione: 705 batterici: 805 eucariotici

RIBOSOMA
PROCARIOTICO




I RIBOSOMI

Le dimensioni dei ribosomi vengono espresse in base al loro

Coefficiente di sedimentazione
espresso in unita Svedberg (S):
unita che misura la densita di un R
organulo cellulare o di una
macromolecola verificando il punto — [
in cui sedimenta mediante

ultracentrifugazione in gradiente di
densita !




I RIBOSOMI

Complessi fortemente interconnessi di proteine ed RNA. Denominati secondo la
loro velocita di sedimentazione: 70S batterici: 80S eucariotici

RIBOSOMA 70S 80S

RIBOSOMA
PROCARIOTICO EUCARIOTICO (
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I RIBOSOMI

I ribosomi sono gli organuli che provvedono alla sintesi proteica. Nelle

cellule eucariotiche possono essere: . _ .
\ legati al reticolo endoplasmatico

Producono Proteine:

liberi nel citoplasma -destinate ad essere inserite nelle
Producono Proteine: membrane o

-che sono utilizzate nel -destinate ad essere esportate
citosol dalla cellula (secrete)

oo | lsrl

SLOLTER

Rbocom | kgst! magdcre

SubLrea
miromes

t) Schemad unrbozona

Ribosomi liberi e legati sono identici e possono alternarsi



Ribosomi: sito della sintesi proteica
(D Le 2 subunita si associano su una molecola di mRNA,
all'estremita 5' e cominciano a sintetizzare la proteina

Il ribosoma scorre sullmRNA, traducendo la seq
nucleotidica un codone alla volta, usando i tRNA come
adattatori per aggiungere ogni aa nel posto che gli compete
a un capo della catena polipeptidica in costruzione

Modello di ribpsoma funzionante
NAmM

mc'>lecola di
RNAt

in arrivo

©) Le 2 subunita ribosomiche finiscono poi per separarsi
quando la sintesi della pt & terminata
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Interazioni Codone-anticodone
* appaiamento codon-anticodon € antiparallelo
* la terza posizione nel codone e spesso degenerata
* un fRNA puo interagire con piu di un codone
* regole del vacillamento

* C con G oI (1nosina) * RIS
*AconUol
*GconCoU UAC
*UconA.G.ol AL G
* IcouC.U 0A mRNA
5
tRINA e
* un tRNA*® puo leggere due ¢odoni
della leucina G < Dase vacillante

mRNA

03'04\’.’054, 23



I1 vacillamento del codice genetico

Se2

Anticodon

X /Wobble

5 i3 position



Ribosoma: i Tre siti di legame dei TRNA

SOE  sitoP  sitoA

Subunita
~ ribosomale
maggiore

Ogni ribosoma contiene 3 siti di legame per le molecole di
tRNA, noti come:

1. Sito A: sito dell'aminoacil-tRNA

2. [SifoPsito del peptidil +-RNA
3. - uscita

sito di legame dellRNAm






Formazione del legame peptidico

Figura 6,16

La formazione del degame peptidico tra i peimi doe aninoacidi (MMer ¢ Ser) di una catena poli
peptidica ¢ catalizzata sul ribosoma dalla peptidil-tramsferast. (@) AminoaclARNA adiacentt ke
gati allmRNA sul ritosoma; (b) in seguito alla lormazione del logame peptidico, us IRNA scarko si
trova al sieo P ed wn dipeptdilaRNA al siee A

a) Amnoacih tRNA astacent!

Subunith
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POLIRIBOSOMA

Rilascio del Su ogni molecola di mRNA si
P°"PePTIde verificano molteplici eventi di
Dissociazione Inizio: un nuovo ribosoma si
de: ribosomé posiziona al 5' terminale di un
o messaggero non appena il
. Ao ribosoma precedente ha tradotto
un tratto abbastanza lungo della
seq nt da fargli posto. Percio

spesso le molecole di mRNA in via
di traduzione assumono l'aspetto
di poliribosomi, grossi aggregati
citolplasmatici costituiti da
ribosomi disposti su una sola
molecola di mRNA, distanti uno
dall'altro un minimo di 80 nt. In
questo modo la pt viene prodotta

Polipeptide | - - RNAm inquantita maggiore e in meno
In crescita tempo




A) Si fi il sit
A dil ﬁ::;; stte eIF4F (primo a legarsi), eIF4A ed eIF4B si legano all’'mRNA cap
e determinano la formazione del substrato che sara sito di
legame di tutti gli altri componenti del complesso di inizio
5' cap
Anticodone
0o
Ribosoma
(subunita minore, 40S)

La subunita minore
tRNA *—— del ribosoma &
iniziatore composta dall’'RNA

ribosomale 18S e da
altre 30 proteine

(B) Siforma il complesso
di inizi

11 complesso di
inzio (48S) e
composto dalla
subunita ribosomale
408, il tRNA

(primo AUG)

~

AUGUUUGAAGUGAGU

Codone di inizio

La subunita maggiore

Una volta formato, il
complesso di inizio
esamina (scanning)

del ribosoma comprende
gli RNA ribosomali 28S,
5.8S e 5S ed altre 45

iniziatore ed i

I'mRNA muovendosi in

proteine

fattori di inizio eIF

direzione 3’, fino ad
incontrare il primo AUG

Sito
amminoacilico

/

Viene reclutata
la subunita
ribosomale 60S

Proteine eIF

elF5 causa il
rilascio dei
fattori di inizio

Sito peptidilico

Ribosoma
(subunita maggiore, 60S)

Sito di uscita

o~

(C) Inizio della traduzione

La traduzione inizia
in corrispondenza
del codone AUG

mRNA + subunita
40S + t(RNAMet

Successivo
tRNAin linea

1l tRNA iniziatore

Il complesso di inizio
lega il sito P

recluta la subunita 608

FIGURA 10.21 Inizio della sintesi proteica. (A) Il complesso di inizio si forma all’estremita 5' del’'mRNA. (B) Esso consiste della
subunita ribosomale 408, il tRNAY#! iniziatore ed i fattori di inizio elF. (C) Il complesso di inizio recluta la subunita ribosomale 60S
in cui il tRNAY#! occupa il sito P (peptidilico) del ribosoma. Questo complesso scorre lungo I'mRNA fino a quando incontra il primo
AUG e a questo punto inizia la traduzione.

Hartl - Jones
GENETICA Analisi di geni e genomi
EdISES

EdiSES




ALLUNGAMENTO

(A) mRNA

11 tRNA successivo (in
questo caso tRNA™<)
si sposta nel sito A

La subunita minore
si sposta di un codone

EF-10-GTP 60S

Una reazione accoppiata
trasferisce il legame
dell’amminoacido Met dal
tRNAM¢ (nel sito P) al
gruppo carbossilico di Phe
(nel sito A)

La subunita
maggiore si muove

I tRNA si sono spostati
aisitiEaP

11 tRNA successivo (in
questo caso tRNASY) si
sposta al sito A

La subunita minore
si sposta di un codone

Una reazione accoppiata
trasferisce la catena
polipeptidica nascente dal
tRNA™ (nel sito P) al
gruppo carbossilico di Glu
(nel sito A)

N3 N

(D)

La subunita
maggiore si muove

I tRNA rimantenti
si spostano nei siti
[EICIE

11 tRNA scarico viene
espulso dal sito B

FIGURA 10.22 Il ciclo di allungamento della sintesi proteica.

Hartl - Jones
GENETICA Analisi di geni e genomi
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TERMINAZIONE

(A) mRNA

Fattore di rilascio (RF)

(B)

1 fattori di rilascio si
dirigono nel sito A

11 polipeptide completato
viene rilasciato dal ribosoma

(€)

AUGUUUGAAGUGAGUUGCUCAUCAAAAAAUUGA

Rilasciati i ribosomi, le
subunita separate possono
essere riutilizzate

Uy YUk
Subunita minore (40S)
tRNA

Polipeptide
completato

Subunita maggiore (60S)

FIGURA 10.24 Terminazione della sintesi proteica. Quando viene raggiunto un codone di stop (A) nessun tRNA pud legarsi a quel
sito (B) e questo provoca il rilascio del polipeptide neosintetizzato e dei restanti tRNA (C).

Hartl - Jones
m GENETICA Analisi di geni e genomi
] EdiSES




Poliribosomi

Fotografia al microscopio elettronico e diagramma di un polisoma, diversi ribosomi che traducono in sequenza lo stesso
mRNA.

v

Polipeptide
5 ribosomi mentre Catene _~ completo
leggono in sequenza polipeptidiche @
lo stesso RNA nascenti

(codone
di inizio)

3' mRNA
Codone di stop

-
UAG/ {E
tRNA

» Movimento del ribosoma \



Polipeptide

mRNA &

Polipeptide

Nei procarioti possono essere prodotti
tre polipeptidi da un unico RNA perché
i ribosomi possono iniziare la traduzione
all’interno di un mRNA

S —
2 7 ) /I _/
AUG S S Stop
L ————

Nei ribosomi eucariotici solo un polipeptide ¢ prodotto da
un RNA perché i ribosomi possono iniziare la traduzione
solo all’estremita 5° dell’'mRNA

Hartl - Jones
: GENETICA Analisi di geni e genomi
IINIONY  EdISES

FIGURA 10.29 Prodotti differenti
sono tradotti da una molecola di
mRNA formata da tre cistroni

nei procarioti 0 negli eucariofi. |
ribosomi dei procarioti traducono
tutte le sequenze di lettura
disponibili, mentre i ribosomi

. degli eucarioti traducono

soltanto la sequenza di lettura
disponibile piu vicina all'estre-
mita 5’ del’mRNA. Le sequenze
tradotte sono mostrate in viola,
giallo e arancio; i codoni di stop
in rosso, i siti di legame per i
ribosomi in verde e le sequenze
spaziatrici in verde chiaro.



Scheletro polipeptidico
in un foglietto B
antiparallelo

Scheletro polipeptidico
in un‘a elica destrosa

Scheletro polipeptidico
in un‘a elica destrosa

Scheletro polipeptidico
in un foglietto B
antiparallelo

Hartl - Jones
> GENETICA Analisi di geni e genomi
EdiSES B89

FIGURA 10.25 Diagramma a nastro dello
scheletro di un polipeptide che ne mostra i
ripiegamenti. Le frecce rappresentano i
foglietti B, ognuno dei quali stabilisce ponti
idrogeno con i foglietti B adiacenti. Le
regioni ad elica sono rappresentate come
nastri arrotolati a molla. La catena
polipeptidica di questo esempio € relativa
ad una proteina che lega il mannosio.
[Adattata da W. Weiss, K. Drickamer, e W.
A. Hendrickson, Nature 360 (1992):
127-134].



Le proteine durante il
processo di ripiegamento
spesso presentano le
regioni idrofobiche

Molte catene ~70-75%

polipeptidiche si
ripiegano (A)
correttamente quando
sono rilasciate dal
ribosoma

/ esposte. Queste Possono
/ interagire formando
aggregati inattivi
(B)

O
NI 0"

(€)
~15-20%

Gli chaperoni legano le regioni
idrofobiche esposte. Questo
previene l'aggregazione e concede il
tempo per il corretto ripiegamento

Alcune proteine si ripiegano
molto lentamente. Queste
sono trasportate dentro
camere cilindriche formate
da chaperonine, dove esse
possono ripiegarsi in uno
spazio isolato e protetto

FIGURA 10.26 Meccanismi alternativi per il ripiegamento delle proteine. Le regioni in verde rappresentano o. eliche e le regioni in
rosso foglietti p.

Hartl - Jones
. GENETICA Analisi di geni e genomi
EdiSES BZEE



