Il dogma centrale della biologia
molecolare

DNA

mRNA

Ribosome
"

Polypeptide

L’ informazione per la sintesi delle proteine e contenuta nel DNA. La
trascrizione e la traduzione sono i processi attraverso cui I’ informazione
genetica e convertita in proteine. Il flusso dell’ informazione genetica é
unidirezionale, ovvero non passa mai dalle proteine agli acidi nucleici.



Da RNA alle proteine:
Il processo di traduzione

DNA
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5' Regione che codifica
per la proteina
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Tre Differenti Classi di RNA

1) rBRNA (ribosomale)

* Lunghe molecole di RNA

« Componenti strutturali e funzionali dei ribosomi
* Molto abbondanti

2) mMRNA (messaggeri)

* tipicamente di piccole dimensioni

« Codificano per proteine

* Non abbondanti

3) tRNA (transfer) e piccoli RNAs ribosomali
« Molto piccoli

» Importanti nel processo di traduzione

Non tutti i geni codificano per proteine



LA SINTESI PROTEICA NELLE CELLULE EUCARIOTICHE
RICHIEDE:

>70 PROTEINE RIBOSOMIALI
>20 ENZIMI CHE ATTIVANO | PRECURSORI DEGLI AMMINOACIDI

> 10 ENZIMI E FATTORI PROTEICI PER L’INIZIO,
L’ALLUNGAMENTO E LA FINE DELLA SINTESI PROTEICA

> 40 TIPI DI tRNA E rRNA



TRADUZIONE
Il inguaggio a 4 lettere (basi) del DNA/RNA

viene tradotto
nel linguaggio a 20 lettere (amminoacidi) delle

proteine



Gli amminoacidi sono codificati
da gruppi di 3 basi

l 3 nucleotidi codificano un amminoacido

[’ alfabeto a 4 basi del DNA codifica per 20 amminoacidi.

3 basi codificano per un amminoacido.

Le 3 basi che codificano per un amminoacido costituiscono un
codone.

I Il codice genetico non e sovrapposto
l Il codice non ha punteggiatura

IIl codice genetico e degenerato

Esistono 64 (4°) possibili triplette. 61 codificano per amminoacidi
e 3 sono codoni di stop.




La sequenza di una proteina e definita dalla sequenza
LINEARE e CONTINUA di codoni adiacenti

Codice non sovrapposto

| 2 = -3
i 2t Y A W A Y A "1.
nucleico
(b) Codice continuo
l 2 3 4
A A A A
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nucleico



Differenza tra codice sovrapposto e
non sovrapposto

Nonoverlapping A U A, C G A, G U C,

code 1 2 3
Overlapping A UACGAGTUZC
code 1
2




Reading frame1l 5'---{G U A||A G U|/A A G|[UA A|[G U AJA G UA A-——- 3

Reading frame 2 ---G|U A A||G U A||[A G U|A A G|lU A A|[G U A|A ——-

Reading frame 3 --—-G UA A G|lU A A|[G U A||[A G UJA A G|lU A A|---




Prima lettera del codone (in direzione 5”)

Seconda lettera

del codone
U
Uuu Phe
UucC Phe
U
UUA Leu
UuG Leu
CuUu Leu
CUC Leu
C
CUA Leu
CUG Leu
AUU lle
AUC lle
A
AUA lle
AUG Met
GUU Val
GUC Val
G
GUA Val
GUG Val

C

UCu
ucc

UCA
UCG

CCU
CCC

CCA
CCG

ACU
ACC

ACA
ACG

GCU
GCC

GCA
GCG

Ser
Ser

Ser

Ser

Pro
Pro

Pro
Pro

Thr
Thr

Thr

Thr

Ala
Ala

Ala
Ala

* Stop and start codons:
Start = AUG (codifica per la metionina) — sito in cui inizia la traduzione
Stop = UAA, UAG and UGA - siti dove la traduzione termina

UAU
UAC

UAA
UAG

CAU
CAC

CAA
CAG

AAU
AAC

AAA
AAG

GAU
GAC

GAA
GAG

Tyr
Tyr

Stop
Stop
His
His
Gln
Gln

Asn
Asn

Lys
Lys

Asp
Asp

Glu
Glu

Codone = tripletta di nucleotidi codificante
per un amminoacido

uGu
uGcC

UGA
UGG

CGU
CGC

CGA
CGG

AGU
AGC

AGCA
AGG

GGU
GGC

GGA
GGG

G

Cys
Cys

Stop
Trp

Arg
Arg

Arg
Arg

Ser
Ser

Arg
Arg

Gly
Gly

Gly
Gly

Caratteristiche del codice genetico:

Codice a triplette

*Ridondante (o degenerato)

(diversi codoni codificano per un singolo
amminoacido: codoni sinonimi)

*Specifico (non ambiguo)

Universale

-Non sovrapposto

-Continuo o “privo di punteggiatura”



Degeneracy of the Genetic Code

Amino acid Number of codons

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
GIn
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

N

PN, P2POOPRPNAEFNOOOWNPEPNDNPDNDNDDNDOO



Il codice genetico € la relazione che intercorre tra la
sequenza di nucleotidi nella molecola di RNA e la sequenza
di amminoacidi nelle proteine.

Una sequenza di tre basi (codone) specifica per un
amminoacido. | codoni vengono letti sequenzialmente
sullmRNA da molecole di tRNA, che servono da adattatori
nella sintesi proteica.



DNA

filamento codificante, non-template strand

5" . . ATGTTTACTGATGGTGGTAAA........ AAACATTGA. .3’
3’ ..TACAAATGACTACCACCATTT........ TTTGTAACT. .5’

filamento non codificante, template strand

DNA

5" . . ATGTTTACTGATGGTGGTAAA........ AAACATTGA. .3’
RNA

5’ . .AUGUUUACUGAUGGUGGUAAA........ AAACAUUGA. .3’
Neer M F T DG G K........ K H Cter

proteina



Il tRNA ha la funzione di “traduttore’(o adattatore) ovvero “traduce”
la sequenza nucleotidica del’mRNA nella sequenza amminoacidica
della proteina

Sito di attacco
per 'amminoacido

(Ala)

°

ShalehaloRalalality
NncnoCcon>»0n>»W

D =g
4 AU GC G m'G

AGCGC @ T
G D m2G D

Ansa D

Ansa variabile =

Tripletta

de"!anticodone dell'anticodone

Y= pseudouridina

| = inosina

T= ribotimidina

D = 5,6-diidrouridina

m'l= 1-metilinosina

m'G= 1-metilguanosina
m2G= N2-dimetilguanosina

‘Ansa TyC

Ansa D
(1025
residui)

Ansa
dell'anticodone

Caratteristiche strutturali del t-RNA

-Lunghezza: 73-93 nucleotidi

-Residuo pG all’estremita 5’ (nella
maggior parte dei t-RNA)

-Sequenza CCA all’estremita 3’
-Struttura secondaria a trifoglio
-Presenza di basi modificate nelle
regioni non appaiate

-Struttura tridimensinale a “L” ribaltata

Ansa
Ansa TyC dell'amminoacido




Riconoscimento codone-
anticodone

3f

tRNA

mRNA 5’




Serina

ACC 4
13

Anticodone
(5'-UGA-3)

Unione
antiparallela
e complementare

Nella prima e nella
seconda posizione
del codone si osserva

Tra la terza (3')
posizione del
codone e la prima

un appaiamento (5') posizione
slar'_ldard delle dell'anticodone &
basi: possibile
un appaiamento
tRNA mRNA non standard
delle basi:
tRNA mRNA
(a 7
A
A
& S
C G

U
Cc
A

Il riconoscimento codone-anticodone
avviene secondo le regole dell’appaiamento
complementare e antiparallelo

Le prime due basi dell’anticodone formano
sempre appaiamenti stabili, mentre la terza
base forma appaiamenti piu deboli (base
oscillante, wobble).

Conseguenza funzionale: un dato tRNA puo
riconoscere piu di un codone




La possibilita di “oscillare” permette ad
alcuni tRNA di riconoscere piu di un

codone
3 2 1 3 2 1 3 2 1
Anticodon (3") G-C-1 G-C-1 G-C-1 (")
Codon (5") C-G-A C-G-U C-G-C (3"
1 2 3 1 2 3 1 2 3

(b)



Wobble Base Pairing

Guanine And Uracil




La coppia di basi guanina-adenina Le due possibili coppie di basi uracile-uracile

Codone dell'mBENA

e

o N - c b
N . Base
tenCane C G G “vacillante”

| = inosina del tRNA
Inosina-ribosio = ipoxantina




1.

Wobbling e Numero di tRNA

| 'effetto che produce il wobble e:

Ridurre il numero dei tRNAs che devono
essere prodotti dalla cellula. Molti tRNAs
hanno anticodoni che si appaiano a differenti
codoni

Consentire la dissociazione rapida del tRNA
dal codone durante la sintesi proteica.



STADI DELLA SINTESI PROTEICA

Stadio Elementi necessari
ATTIVAZIONE DEGLI 20 amminoacidi, 20 amminoacil-
AMMINOACIDI tRNA sintetasi,20 o piu tRNA, ATP,

Mg++
INIZIO MRNA,N-Formil-metionina, codone

d’inizio, subunita 30S e 50S , fattori
d’inizio (IF1, IF2, IF3), GTP, Mg+*

ALLUNGAMENTO Complesso 70S,amminoacil-tRNA,
fattori d’allungamento (EF-Tu, EF-ts,
EF-G), GTP, Mg++

TERMINAZIONE Codoni di fine, fattori di rilascio del
polipeptide (RF1, RF2, RF3) ATP




Componenti necessari alla traduzione

Assembled

mRNA rRNA Proteins Subunits ribosomes
Amminoacidi ' a&g
tRNA . . > + Total: 31
Ribosomi (2900 rNTs) (120 rNTs)

Fattori proteici
ATP e GTP (1500 rNTs)
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Il legame tra il t-RNA e 'amminoacido corrispondente
e catalizzato dalle amminoacil-tRNA sintetasi

Amino acid

High-energ
(Fhe) aster bond
H O H [l:l
. |
H,N—C—C—0OH H,N—C—C—0
I I
CHa oH CH;
j 1 A
I . T
| Linkage of |
- Phe to tRNAFPP |
o = H“-a_':-:'"
Ty
ATP AMP
| + PP,
Arninoacyl- AAA AAA
tRMNA synthetase tRMA specific for Arminoacyl-tRMNA

specific for Phe  Phe [(tRNAM®)

Per ogni coppia tRNA-amminoacido esiste una
amminoacil-tRNA sintetasi specifica

Le amminoacil-tRNA sintetasi hanno attivita di
“correzione delle bozze”



Step 1: attivazione del’amminoacido




Step 2: formazione dell’amminoacil-tRNA

Estremita 4° del tRNA

_
' Ol g ol
bo o | 7 rg—o—t o {Rienaing]
0" O " eNH, 0 O
CH, 2£H
Amminoacil-AMP | Amninoacil-AMP
0
|
_U—E|’=U
L O
tRNA tRNA

Transesterificazions

@

Amminoacil-tRNA




Tappe della sintesi proteica

1. Inizio Assemblaggio dei componenti
2. Allungamento del sistema di traduzione
3. Terminazione
subunie v IF = fattori di inizio
rmﬁm
P= sito peptidilico
® ’j‘;’ﬁ;\ MRNA A = sito amminoacilico




Che cosa determina il corretto posizionamento del mRNA sui ribosomi?...

Transcription

' 3’ Untranslated Region
Start Site 5’ Untranslated Region s

v
B Protein Coding Region [N s
A A
| RNA Transcript

Promoter/ Terminator
Control Region Sequence




Che cosa determina il corretto posizionamento del mRNA sui ribosomi?...

tpAdiEcoi G"A G C A CGAGGGGCAAAUCUGAU GGAACGCUACE
araB di E. coli UuUuUuGcGocAUGGAGUGCGAAANCGAUG GCGAUUGCA
lacl di E. coli CAAUUCAGGEGGUGGUGAAUGUG AAACCAGUA
Proteina A del fago $X174 AAUCUUGGAGGCUUUUUUAUG GUUCGUUCU
cro del fago A AUGUACUAAGGAGGUUGUAUG GAACAACCGC
/ \
Sequenza di Shine-Dalgarno Codone di inizio che si accoppia

N e i P roca ri ot i : che si accoppia con rRNA 165 con fMet-tRNAMet

Sequenza di Shine-Dalgarno ©
8-13 nucleotidi a monte del codone AUG '

Estremita 3’ RNA messaggero

o s‘m

Estremita 5’ ~“UAAGGA

\—,_/
Sequenza di Shine-Dalgarno

9\/‘ Estremita 3’

Subunita ribosomiale 30S



Tappe della sintesi proteica
1. Inizio

2. Allungamento

3. Terminazione

Assemblaggio dei componenti
del sistema di traduzione

l@ @\ Nei procarioti il primo amminoacido

e formil-Metionina, trasportato dal

fMet formil-Met-tRNA
— rRNA . = = = = - =
Anticodone F2 ) cre Negli eucarioti la sintesi comincia
(3") UAC (5") olxlc con Met.
alu[G
Ve
o Solo il fMet-tRNA si lega

prima al sito P

Tutti gli altri amminoacil-tRNA
si posizionano prima nel sito A
e solo successivamente nel sito
PenelsitoE




Tappe della sintesi proteica

1. Inizio
2. Allungamento
3. Terminazione

Subunita
505

Assemblaggio dei componenti
del sistema di traduzione

®+@ . @ E= sito di uscita (tRNA scarichi)

P= sito peptidilico
A = sito amminoacilico

Sia la subunita minore che la subunita
~ maggiore contribuiscono alla formazione

deisitiPe A
Il sito E é localizzato completamente sulla
subunita maggiore

COMPLESSO DI INIZIO



Tappe della sintesi proteica

Complesso
di inizio

1. Inizio
. 2. Allungamento | posizionamento del secondo
D, 3. Terminazione | amminoacil-tRNA nel sito A
08 )
Ry Formazione del legame
peptidico
Traslocazione

Il secondo amminoacil-tRNA entra nel sito A
legato al fattore di allungamento EF-Tu che &
Legato al GTP

legame
dellamrminoact
TRMA successive

Il legame dell’ amminoacil-tRNA al sito A
accompagnato dall’'idrolisi del GTP seguita dal
rilascio del complesso di EF-Tu-GDP dal
ribosoma

Il GDP viene liberato quando EF-Tu-GDP si lega
alll EF-Ts




Sito E Sito P Sito A

fiet-tRINAMet

Amminoacil

Tappe della sintesi proteica

1. Inizio
2. Allungamento
3. Terminazione

RNA,
)
; @J : KT/ -.:
0 0 |
e MUlAlel 711/
mMRNA 5’ | [A[U[G] [ | |
I'_‘ P I‘n.l ".I.. A .:_'I
.
O
formazione
del legame peptidico
Sito E Sito P Sito A J'
W
\gio |
7S\ tRNAMet
[ %) deacilato
b e |
‘\\?“ OV\C'\ ,’f
T &3

[ ‘L,\U__’\\ e ~ Dipeptidil
OH R /Cn | /y TP\NA)
/& \0 oL 4 : J) %

Formazione del legame
peptidico

catalizzata dall’attivita
peptidil-transferasica
dell’ RNA 23S (ribozima)

5 [AU[C] [ [ ]

u "
| o
i o

Si forma un dipetide nel sito A
grazie all’azione peptidil transferasica
dellrBRNA 23S

tRNAMet scarico rimane legato al
sito P



Tappe della sintesi proteica
Sito E Sito P Sito A l
s 1. Inizio
RN 2. Allungamento
( eacilato . .
3. Terminazione

Dipeptidil-
Sito E Sito P Sito A
i

c=0

Amminoacik
tRINA;
SUCCEsSIVO
@ Er
B! [
d =

traslocazione

Il ribosoma si sposta di una tripletta verso
I'estremita 3’, comportando:

-lo spostamento del dipetidil-tRNA dal sito A al sito P 577

del maovimento
del ribosoma

|| tRNA deacilato viene rilasciato al sito E

*ll sito A € libero per accogliere un nuovo .
Amminoacil-tRNA corrispondente al codone traslocazione
Che ora si trova nel sito A






RF =
Fattori di rilascio

Tappe della sintesi proteica

Q\%\ Legame 1 . IniZio
E 5 p— del fattore 2- Allungamento

L__Rr ™y \dirilascio

. © 3. Terminazione
e\mmy
f|||u|\u||a|c| b
P ,f \ ,'\ ; /‘

Si libera la proteina completa

| ribosomi, 'mMRNA, i tRNA, i vari

S (F) fattori proteici possono essere

L L ol - o .
| W riutilizzati nella sintesi di un
o l altro polipeptide
Nl Il codone di stop occupa il sito A
[T T T T TTTTulalq] ; | fattori di terminazione RF1, RF2, RF3

idrolizzano il legame terminale del
peptidil-tRNA, provocando il rilascio del
polipeptide e dell'ultimo tRNA dal sito P
e favoriscono la dissociazione del
ribosoma



COOH

Catene peptidiche in allungamento NH, NH,
Q‘ \

Estremita 5’ - - Ny ' ' ) . Estremita 3’

Una molecola di mRNA puo essere tradotto simultaneamente
da numerosi ribosomi (polisomi)

La catena polipeptidica comincia a ripiegarsi gia durante la sintesi
Puo andare incontro a modificazioni dopo il completamento della sintesi

La proteina finale — ripiegata nella sua conformazione nativa — e
biologicamente attiva



STREPTOMICINA
Si lega alla subunita 30S e ne distorce
la struttura, interferendo con l'inizio
della sintesi proteica.

L'unione della subunita
50S forma il complesso
di inizio 70S e si ha la scissione
del GTP e il rilascio

dei fattori di inizio.

IF-1 IF-2 IF-3

5 AAG===CGGUA AwWAG

IF-3 &mRNﬁ.

AAG===CGG U A AvWWAG'

GTP GDP+P;

IF-1

IF-2

Sito P

1 | fattori di inizio assistono la
formazione del complesso

d'inizio 30S.

Sito A

/ :' 4 _
TETRACICLINE f’ GTP N
Interagiscono con le subunita Fenilalanil-tRNA
mineri dei ribosomi, bloccando :D & GDP + P,

l'accesso dell'amminoacil-tRNA
al complesso mRNA-ribosoma. a I fattori di allungamento
EF-Tu

dirigono il legame di un tRNA r
EF-Ts

appropriato con il codone
Y
ALLUNGAMENTO

Legame peptidico ospitato dal sito A vuoto.

u La peptidiltransferasi,
un compeonente della subunita

rib ale 508, ferisce
I'amminoacido (o catena peptidica)
presente nel sito P
sull'ammineoacido che si trova
nel sito A e catalizza la formazione
del legame peptidico.

PUROMICINA

CLORAMFENICOLO
Inibisce la peptidiftransferasi procariotica.
A dosi elevate pué inibire anche la sintesi
proteica mitocondriale.

Ha una somiglianza strutturale con gli amminocacil-tRNA
e viene incorporata nella catena peptidica in via
Continua in alte | di allungamento, provocanda l'inibizione dell'ulteriore
nella pagina allungamento sia nei procarioti sia negli eucarioti.
seguente




B Il ribosoma si sposta di tre
nucleotidi lungo I'mRNA

nella direzione 5' —+3',

GTP GDP + P,
A

CLINDAMICINA ed
ERITROMICINA

Si legano irreversibilmente
a un sito della subunita
505 dei ribosomi batterici,
inibendo la traslocazione.

TOSSINA DIFTERICA

Inattiva il fattore di allungamento
eucariotico eEF-2, impedendo
quindi la traslocazione.

Polipeptide completato

Traslocazione

Letappe3, 4ebs
sl ripetono fino al

completamento della
catena polipeptidica.

Codone
di terminazione

S'ananan A UG UUU AAG

Un fattore di rilascio (RF) riconosce
un codone di terminazione e attiva
la liberazione del polipeptide
neosintetizzato e |la dissociazione
del complesso di sintesi.

S'anAnArvA UG UUU AAG-=--C GG U A Awvnang’

o v
Riciclati




