Lezione 8

La Maturazione e Terminazione degli RNA

Il capping, la poliadenilazione, lo splicing e lo
splicing alternativo.

La terminazione della trascrizione negli eucarioti

Cenni sullo spliceosoma e gli snRNA.

| ribozimi.

Editing delURNA (Lezione 9).

La regolazione della stabilita del messaggero

(Deadenilazione e decapucciamento, miRNA ed

RNA interference) (Lezione 9).

Dove non alternativamente riportato le fonti delle immagini sono:

R. Alessandro et al., Biologia e Genetica, Edises;
B. Alberts et al., Biologia molecolare della cellula, 7e - Zanichelli

La Sintesi delle Proteine

Il meccanismo della traduzione.

Gli attori della traduzione, mRNA, rRNA

e tRNA.

La sintesi degli aminoacil-tRNA.

| ribosomi.

Sintesi e maturazione degli rRNA e dei tRNA.
Il codice genetico, i codoni e gli anticodoni.
La ridondanza, la degenerazione, la non
ambiguita e Uuniversalita del codice genetico.
| fattori di inizio, di elongazione e di
terminazione nella traduzione.



codoni

ammino-
acidi

La Sintesi delle Proteine: Il “problema del codice”

Trascrizione vs Traduzione: crittogramma da decifrare

Trascrizione: messaggio ricopiato con lo stesso linguaggio.
Traduzione: messaggio tradotto in un linguaggio diverso.

La logica del codice genetico

Caratteristiche del codice genetico

* L’informazione mRNA letta in triplette di  Ridondante: ci sono piu codoni per lo stesso aa.
nucleotidi (codoni). * Non ambiguo: ogni codone specifica solo 1 aa.

« Possibili combinazioni di triplette: 4° = 64 * Universale: condiviso da quasi tutti gli organismi.
combinazioni. * Privo di spaziatura: i codoni vengono letti in

* Proteine: solo 20 amminoacidi sequenza continua.
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La Sintesi delle Proteine: Cornici di lettura

Una sequenza mRNA puo teoricamente
avere 3 reading frame

Solo una e quella corretta > stabilita dal
codone di inizio AUG (ATG sul DNA)

ILcodone AUG
e (Codonediinizio traduzione.

* Codone per ’lamminoacido metionina.

* Garantisce uniformita nell’avvio della
sintesi proteica

Codoni di stop (UAA, UAG, UGA)
segnalano la fine della traduzione.
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AnsaD
(Diidrouracile)

RNA transfer o tRNA

Problema: i codoni non riconoscono direttamente gli aa
* Soluzione: molecole adattatrici = tRNA (~80 nt).
* OgnitRNAriconosce:

* uncodone del’mRNA (anticodone)

* uno specifico amminoacido (legato al 3').

amminoacido
attaccato (Phe)
estremita 3’

stelo

estremita 5’ accettore
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(E) anticodone

Struttura del tRNA

Ripiegamento > struttura a trifoglio
(solo rappresentazione schematica)
— Dimensioni in altezza
comparabili tra i vari tRNA

Ulteriore compattamento >
strutturaa L (3D reale).

Due regioni funzionali chiave:
1. Anticodone (si appaia con
il codone delUmRNA).

2. Estremita 3' (CCA) dove si
lega lamminoacido
corrispondente (detta sito
accettore)

Contiene basi modificate (es.
pseudouridina, diidrouridina).




Maturazione dei tRNA

La maggior parte dei tRNA proviene da
sequenze di DNA contenenti 'informazione
per piu molecole di tRNA che possono essere
di tipo diverso.

Maturazione dei tRNA
Geni tRNA organizzati in cluster con spaziatori
intergenici non trascritti.

Modificazioni principali:

* Rimozione di sequenze al5'e 3'.

e Splicing diintroni (in alcune specie) >
mediato solo da enzimi proteici.

* Modifica di basi (es. ipoxantina,
pseudouridina).

 Aggiunta 5'-CCA-3' all’estremita 3' > da
tRNA nucleotidil transferasi.

Estremita 5'
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Estremita 3'
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SR
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R. Alessandro et al., Biologia e Genetica, Edises;



Problema del Codice Ridondante: le Basi Wobble

La Degenerazione del Codice e sulla terza base,
come ipotizzato da Crick nel ‘66

Piu codoni possono specificare lo stesso amminoacido.
* Alcuni amminoacidi hanno piu di un tRNA.
e Alcuni tRNA riconoscono piu codoni - wobble.

Regola del Wobble

L’appaiamento codone-anticodone e rigido nelle
prime 2 posizioni.

Nella 32 posizione € piu flessibile (oscillante,
“wobble”) e consente il legame anche ad altre basi.

Cio accade perché la terza base si trova all’interno di
un ansa, non perfettamente allineata conil codone

* mantiene fedelta nella traduzione
e ottimizza il numero di tRNA.
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Problema del Codice Ridondante: le Basi Wobble

La Degenerazione del Codice e sulla terza base,
come ipotizzato da Crick nel ‘66

Piu codoni possono specificare lo stesso amminoacido.
* Alcuni amminoacidi hanno piu di un tRNA.
e Alcuni tRNA riconoscono piu codoni - wobble.

Regola del Wobble

L’appaiamento codone-anticodone e rigido nelle
prime 2 posizioni.

Nella 32 posizione ¢ piu flessibile (oscillante,
“wobble”) e consente il legame anche ad altre basi.

Cio accade perché la terza base si trova all’interno di
un ansa, non perfettamente allineata con il codone

* mantiene fedelta nella traduzione
e ottimizza il numero di tRNA.

tRNA
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Problema dell’Appaiamento Corretto: Amminoacil-tRNA Sintetasi

Il problema dell’accoppiamento corretto

* OgnitRNA deve portare solo il suo aa
corretto.

* Un Amminoacil-tRNA sintetasi
coniugano aa su tRNA con un legame
covalente (ATP-dipendente)

* Questa energia verra usata nel
ribosoma per la formazione del legame
peptidico.

* Ingenere > 20 sintetasi diverse, una per
ciascun amminoacido.

Funzione delle amminoacil-tRNA sintetasi

Riconoscono contemporaneamente:
e [lamminoacido corretto.
* il/i tRNA appropriato/i.
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Il Ribosoma: la Macchina della Sintesi Proteica

ILribosoma € un complesso macchinario
catalitico composto da:

* Proteine ribosomiali.

* rRNA.

Insieme, rRNA + Proteine, formano due
subunita, una minore ed una maggiore che
insieme formano il ribosoma completo.

Ribosomi procariotici: ribosoma 708S.

e Subunita 30S: contiene rRNA 16S.
e Subunita 50S: contiene rRNA 23S + 5S.

Ribosomi eucariotici: ribosoma 80S.

e Subunita 40S: contiene rRNA 18S.

* Subunita 60S: contiene rRNA 28S + 5,8S + 5S.

Nota: le unita Svedberg (S) non sono additive!

708
2500 kilodalton
50S subunita 30S subunita

maggiore minore

1600 kilodalton 900 kilodalton
rRNA 58 rRNA 23S rRNA 16S

120 E
nucleotidi 2900 1540
nucleotidi nucleotidi
34 proteine 21 proteine

RIBOSOMA DEI PROCARIOTI

80S
60S subunita 4200 kilodalton
maggiore /
2800 kilodalton

rBNA 58 rRNA 28S rRNA 5.8S

120 160
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nucleotidi

circa 49 proteine

408S subunita
minore
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rRNA 18S

=

1900
nucleotidi

circa 33 proteine
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Biogenesi ribosomiale

Procarioti:
e Precursore rRNA trascritto insieme a tRNA
Eucarioti:

Geni localizzati su cromosomi acrocentrici

rRNA precursore sintetizzato dal NOR (organizzatore del nucleolo)
Maturazione: regione fibrillare del nucleolo ad opera di snoRNA
Assemblaggio: regione granulare > aggiunta proteine + RNA 5S

proteine ribosomiali
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Biogenesi ribosomiale

Procarioti:
e Precursore rRNA trascritto insieme a tRNA.

Eucarioti:
* Genilocalizzati su cromosomi acrocentrici
* rRNA precursore sintetizzato dal NOR (organizzatore del nucleolo).
 Maturazione: regione fibrillare del hucleolo ad opera di snoRNA.
« Assemblaggio: regione granulare > aggiunta proteine + RNA 5S.

cromatina 10 cromosomi contribuiscono
ciascuno con un’ansa contenente
geni per rBNA verso il nucleolo

involucro
nucleare F——

eterocromatina

nucleolo

6 RNA
e proteine
nucleolari




Maturazione degli rRNA

Tipi di rRNA e Processamento del pre-rRNA
Ribosomi eucarioti composti da rRNA maturi +
proteine ribosomiali:
 28S,18S,5,8S e 5S (che € su un trascritto
diverso, maturato fuori dal nucleolo).
* 45-41S precursore > nella zona fibrillare del
nucleolo.
* Gliintroni processati per self-splicing

Modificazioni post-trascrizionali rRNA
* Metilazione (2'-O-metilazione del ribosio):
 Pseudouridilazione: sostituzione di Uridina
con Pseudouridina (W).

Funzioni: protezione e stabilizzazione della struttura
ribosomiale.

Ruolo degli snoRNA
* snoRNA (small nucleolar RNA) > derivano
spesso daintroni di pre-mRNA.
* Guida per le modificazioni dellU’'rRNA:
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R. Alessandro et al., Biologia e Genetica, Edises;



Biogenesi ribosomiale

rRNA precursore sintetizzato dal
NOR (organizzatore del
nucleolo).

Maturazione: regione fibrillare
del nucleolo ad opera di shoRNA.

Assemblaggio: regione granulare
> aggiunta proteine + RNA 5S.

Traslocazione nel citoplasma: sia
liberi che associati a Reticolo
Endoplasmatico (Rugoso)

reticolo endoplasmatico

Geni per I'BRNA 5S

Subunita
ribosomale
minore

- rRN:\ 18S \ @
—>ANASS ) kf o
' Grande y, ;
rRNA [ \ » rRNA 5,88 ' N~
\ precursore \ , ==
ARNA28S) | /
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(degradati)  (degradati) citoplasmatici

Proteine ribosomali
(dal citoplasma)

et
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| Ribosomi sono Ribozimi

| ribosomi non sono semplici “supporti”: sono
ribozimi

L’attivita catalitica del legame peptidico risiede
negli rRNA

In netto contrasto con le posizioni centrali degli
rRNA, le proteine ribosomiali sono generalmente
disposte sulla superficie e riempiono gli
intervalli e le cavita delU’RNA ripiegato

La subunita minore fornisce una struttura sulla
quale i tRNA possono essere adattati
accuratamente ai codoni delUmRNA

La subunita maggiore catalizza la formazione
dei legami peptidici che uniscono tra loro gli
amminoacidi in una catena polipeptidica.

dominio V B) dominio Il

dominio IV

2. dominio V
dominio Il
dominio VI

dominio |

APPAIAMENTO
DELLE BASI TAGLIO RILASCIO
TRA RIBOZIMA DEL DEL ANA

E SUBSTRATO SUBSTRATO PRODOTTO tagliato

—

ribozima

3’

’ 5,
+ 3
M
RNA

substrato ribozima



Big Bang

formazione
del sistema
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| |

Un Mondo a RNA

prime cellule
dotate primi
di DNA mammiferi
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Nelle cellule attuali, gli acidi nucleici conservano
I'informazione necessaria a produrre proteine,
mentre le proteine permettono di replicare ed
esprimere questa informazione.

L'ipotesi del mondo a RNA propone che, prima di
questo sistema, 'RNA svolgesse sia la funzione di
materiale genetico sia quella di catalizzatore.

La sequenza dei nucleotidi contiene
informazione, mentre il ripiegamento della
molecola puod conferirle attivita catalitica.

L’appaiamento tra basi complementari permette a
un RNA di fungere da stampo per un filamento
complementare, dal quale ottenere copie della
sequenza originale. Questo processo richiede una
catalisi adeguata.




Ribosoma

| ribozimi: RNA capaci di catalizzare reazioni

Q3

SITO ATTIVO CREATO
DA U2 E UB

sito attivo
dello spliceosoma introne reciso

sotto forma di cappio

L’appaiamento tra regioni della stessa molecola consente
al’RNA di assumere una struttura tridimensionale
specifica.

Alcuni RNA, chiamati ribozimi, possiedono attivita
catalitica e accelerano reazioni chimiche.

Un ribozima puo riconoscere un RNA substrato,
catalizzarne il taglio e rilasciare i prodotti, restando
disponibile per un nuovo ciclo.

Anche nelle cellule attuali 'RNA svolge funzioni catalitiche:

nel ribosoma, 'RNA ribosomiale catalizza la formazione

dei legami peptidici; negli snRNP, gli snRNA catalizzano lo
splicing del pre-mRNA.

TABELLA 7.& Reazioni biochimiche catalizzabili da ribozimi

Attivita Ribozimi
Formazione di legami peptidici nella sintesi proteica RNA ribosomiale
Splicing di RNA piccoli RNA nucleari (snRNA), RNA capaci di autosplicing

Unione di DNA

RNA selezionati in witro

Polimerizzazione di RNA RNA selezionati in wiro
Fosforilazione di RNA RNA selezionati in witro
Amminoacilazione di RNA RNA selezionati in witro
Alchilazione di RNA RNA selezionati in wiro
Rotazione di legami C—C (isomerizzazione) RNA selezionati in witro



Il passaggio a un sistema basato su DNA e proteine

MONDO A RNA

Informazione

T2 / genetic

Catalisi evol

Sintesi

proteica ¢ ,J A
5 -

o $~ Catalizzatori

piu versatili

Archivio Intermediario Catalisi
genetico e catalizzatore e struttura

Secondo l'ipotesi del mondo a RNA, i primi sistemi
avrebbero affidato all’RNA sia I'informazione genetica
sia la catalisi.

L'evoluzione della sintesi proteica avrebbe introdotto
catalizzatori piu versatili, grazie alla diversita chimica
degli amminoacidi.

Il DNA, chimicamente piu stabile del’RNA, avrebbe

assunto il ruolo di deposito dell'informazione genetica:

Il desossiribosio e timina rendono piu stabili la doppia
elica

La deamminazione della C produce U: una modifica che
nel RNA passerebbe inosservata dato che contiene
normalmente U tra i quattro nucleotidi

Nella riparazione il DNA pu0 usare l'altro filamento
come stampo

L'RNA avrebbe mantenuto funzioni essenziali come
intermediario dell’espressione genica e componente
strutturale e catalitico.

1. Desassiribosio: assenza del 2'-OH

9 9

RNA DNA
(ribosio) (desossiribosio)

Maggiore stabilita chimica

2. Ladeamminazione trasforma la citosina in uracile

seece Deamminazione
-
“‘ gPeeee » - \.

(normale) (danno)

Nel DNA I'uracile € anomalo
La timina ne facilita il riconoscimento

3. Il filamento integro guida la riparazione

Filamentodanneggiato 5" T 1 400 """ T 101 0UMT 3
y.

-
-

Filamento integro ' - ¥ ’
(stampo) 3 Al iitiills

Il filamento integro guida la riparazione




La Traduzione delle Proteine: Inizio e Progressione

e Le due subunitaribosomiali si
uniscono vicino al 5' delmRNA.

* I’'mRNA viene tirato nel ribosoma con
un ritmo di 3 nucleotidi alla volta.

* Traduzione = codoni (MRNA) &
anticodoni (tRNA) & amminoacidi.

* Alla comparsa di un codone di stop:
* rilascio della proteina finita.
* separazione delle subunita.

| siti del ribosoma:
* 1 per’mRNA.
« 3peritRNA:
e Sito A (amminoacil-tRNA).
* Sito P (peptidil-tRNA).
* Sito E (Exit).
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ILciclo in 4 fasi della traduzione

n Legame tRNA: amminoacil-tRNA entra nel sito A.

Formazione legame peptidico: il peptide passa dal tRNA nel sito
P al nuovo aa nel sito A. La reazione € catalizzato dalla peptidil

transferasi (subunita maggiore del ribosoma).

n Traslocazione subunita maggiore: spostamento degli steli

accettori dei tRNA nei siti ibridi.

n Traslocazione subunita minore: UmRNA avanza di 3 nt; rilascio

deltRNA dal sito E.
PASSAGGID 1 FPASSAGGIO 2 PASSAGGIC 3
catena polipeptidica in crescita
]
|
2 -
) ultime -~ 3 - -
-2 ~a . tRNA Hah= B 8
HzN" _~Canco : HeM =
|| | __.""..' |mm 1
E e L E | 4

5“& 3 Eﬁﬁ E'ﬁﬂ’

ool

sitoE  sitoP  sitoA

Caratteristiche del processo

* Lacatenacresce sempre da

N-terminale » C-terminale.

* I’mRNA ¢ letto in direzione
5'> 3"

* |lciclo siripete > aggiunta
progressiva di amminoacidi
fino al codone di stop.

PASSAGGIC 4

PASSAGGH) 1
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Gli Amminoacidi sono aggiunti al C-Terminale della Catena in Crescita

PASSAGGHO 1 FASSAGGIO 2
catena polipeptidica in crescita
I

I

ultima
tRNA
[canco

legato

PASSAGGIO 3 PASSAGGIO 4 PASSAGGIO 1

» .0

— A

e — —

peptidil-tRNA attaccato
al C-terminale della catena
polipeptidica in crescita

7 Ho' R, HHO 54/0
H2NCCNCCNCCNCC

n, HH O l-"«3 HH o

O
amminoacil-
tRNA

molecola di tRNA liberata
4 dal legame peptidilico

nuova molecola di peptidil-tRNA
attaccata al C-terminale della
catena polipeptidica in crescita




Traduzione in Procarioti: Fase ATP-dipendente

Fasi principali:

* Fase ATP-dipendente - Caricamento aa su tRNA
e formazione del Amminoacil-tRNA

* Fase GTP-dipendente, suddivisa in:
* Inizio

* Allungamento

* Terminazione

amminoacil-tRNA

Fase ATP-dipendente

tRNA - formazione del complesso
amminoacido/tRNA da parte del Amminoacil-
tRNA sintetasi.
* Generalmente 1 per ciascun amminoacido
* Riconoscimento: ’enzima riconosce segnali
strutturali specifici nel tRNA.

Risultato: legame estere altamente energetico,
pronto per la fase successiva.
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L’ATP e I'amminoacido si legano alla
amminoacil-tRNA sintetasi. L'enzima
catalizza 'unione dell'amminoacido
all’AMP con la perdita di 2 fosfati.
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L'AA-tRNA viene Il corretto tRNA
rilasciato e I'enzima & si lega all'enzima
pronto per catalizzare AMP
una nuova serie di S
reazioni ‘73\/,

L'enzima trasferisce I'amminoacido
dall’AA-AMP al tRNA formando I'AA-tRNA
e I’AMP viene rilasciato



Traduzione in Procarioti: Fase GTP-dipendente

Problema: individuare sulUmRNA il sito di inizio e la giusta
cornice di lettura.

Codone diinizio: AUG (talvolta GUG), circa 30 basi a valle
del 5'P.

Sequenza di Shine-Dalgarno (Shine & Dalgarno, 1974):
* 5-AGGAGGU-3' sullmRNA.
* Complementare a 3'-UCCUCCA-5' delUrRNA 16S.
* Garantisce posizionamento corretto della
subunita minore (30S).

Fattori di inizio (IF):

1-2. IF1 e IF3 > posizionano la subunita 30S sulUmRNA.

3-4.1F2 (con GTP) » porta il tRNA iniziatore carico con
formil-metionina (fMet).
Dopo assemblaggio:
5. Subunita maggiore (50S) si unisce.
IF1, IF2 e IF3 si distaccano.
Ribosoma completo:
* Sito P: occupato da tRNA"fMet.
* Sito A: vuoto.
* Sito E: (Exit), pronto a funzionare.
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TABELLA 4.5 I fattori di inizio (IF): procarioti.

IF1 Promuove la dissociazione dei ribosomi in
subunita separate

IF2 Lega il fMet-tRNA, incrementa il legame del
fMet-tRNA alla subunita minore; idrolizza il GTP

IF3 Stabilizza la subunita minore nella forma
dissociata, previene la riassociazione delle
subunita maggiori e minori; denatura la forcina
terminale 3'OH dell'rRNA 16S



Traduzione in Procarioti: Allungamento

Ingresso del nuovo amminoacil-tRNA nel sito A € mediato
da fattori di allungamento (EF):
* EF-Tu (con GTP) porta il tRNA carico nel sito A.
* EF-Ts (non mostrato qui) rigenera EF-Tu.
 EF-G promuove lo “slittamento” (traslocazione) del
ribosoma.

Meccanismo:
1. EF-Tu + GTP - porta amminoacil-tRNA nel sito A.
2. Appaiamento codone-anticodone stabilizzato da
interazioni con rRNA 16S.
3. Ilcentro peptidil-transferasico (rRNA 23S e 5S della
subunita maggiore) catalizza il legame peptidico:
4.Traslocazione:
* EF-G + GTP sposta il ribosoma di una tripletta.
* Sito A~ libero.
* Sito P > tRNA con dipeptide nascente.
* Sito E > tRNA scarico pronto a uscire.

Nota importante:

 AUG all’inizio =riconosciuto da tRNA”*fMet.

* AUG durante Uallungamento = riconosciuto da
tRNA"Met (non formilato).
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Traduzione in Procarioti: Allungamento

Ingresso del nuovo amminoacil-tRNA nel sito A € mediato
da fattori di allungamento (EF):
* EF-Tu (con GTP) porta il tRNA carico nel sito A.
* EF-Ts (mostrato qui) rigenera EF-Tu.
 EF-G promuove lo “slittamento” (traslocazione) del
ribosoma.

Meccanismo:
1. EF-Tu + GTP - porta amminoacil-tRNA nel sito A.
2. Appaiamento codone-anticodone stabilizzato da
interazioni con rRNA 5S.
3. Ilcentro peptidil-transferasico (rRNA 23S e 5S della
subunita maggiore) catalizza il legame peptidico:
4.Traslocazione:
* EF-G + GTP sposta il ribosoma di una tripletta.
* Sito A~ libero.
* Sito P > tRNA con dipeptide nascente.
* Sito E > tRNA scarico pronto a uscire.

Nota importante:

 AUG all’inizio =riconosciuto da tRNA”*fMet.

* AUG durante Uallungamento = riconosciuto da
tRNA"Met (non formilato).
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2 Formazione del
legame peptidico

La formilmetionina & entrata nel sito P
grazie a IF2

Entra in funzione EF-Tu

Nel sito A entra il tRNA carico di Phe

L'allungamento: il COOH del primo aa
lega I'NH, del secondo aa

Lo scorrimento del ribosoma, mediato da EFG,
porta il sito A sulla tripletta adiacente.

Il sito P conterra il peptide nascente

ed il sito E il tRNA scarico

Entra in funzione EF-Tu



Traduzione in Procarioti: Terminazione della Traduzione

 Codonidistop: UAA, UAG, UGA.

* Riconosciuti non da tRNA, ma da fattori di
rilascio (RF1, RF2, RF3).

* Azione combinata con EF-G - la peptidil-
transferasi catalizza l’aggiunta di H,O invece di
un amminoacido - rilascio della catena
polipeptidica.

* RRF (Ribosome Releasing Factor) > separa le
subunita 30S e 50S.

’/' NH
|
Ry—CH

A Rilascio della catena B Espulsione del tRNA
polipeptidica deacilato
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C Distacco del'mRNA

+ RRE

UAA

Polisomi (o poliribosomi)

 Unsingolo mRNA puo essere letto
contemporaneamente da piu ribosomi.

* Formazione di polisomi/poliribosomi -
aumentano Uefficienza della sintesi proteica.

* Lavita media degli mRNA batterici € breve
(poche ore).

* Vantaggio: errori di trascrizione hanno effetti
solo temporanei.

308

D Poliribosomi per l'utilizzo del’'mRNA




Struttura di una tipica molecola di mRNA nei batteri

A differenza dei ribosomi degli eucarioti, che di nhorma richiedono un cappuccio all’estremita 5', i ribosomi dei
procarioti iniziano la traduzione in corrispondenza dei siti di attacco ai ribosomi (sequenze di Shine-Dalgarno),
che possono trovarsi in qualunque punto lungo una molecola di mRNA. Questa proprieta dei ribosomi
permette ai batteri di sintetizzare piu di un tipo di proteina da una singola molecola di mRNA.

siti di attacco dei ribosomi

5 3
PPP mRNA

AUG l AUG l AUG l

proteina o proteina 3 proteina y

TABELLA 7.3 Antibiotici che inibiscono la sintesi di proteine o dell’'RNA

Antibiotico Effetto specifico

Tetraciclina ostacola il legame dell'amminoacil-tRNA al sito A del ribosoma (Figura 7.39, stadio 1)

Streptomicina  impedisce il passaggio del ribosoma dalla conformazione del complesso di inizio alla conformazione di
allungamento della catena (vedi Figura 7.41); induce anche errori di codifica

Cloramfenicolo  blocca la reazione della peptidil trasferasi sui ribosomi (Figura 7.39, stadio 2)
Eritromicina si lega nel canale di uscita del ribosoma e inibisce I'allungamento della catena peptidica
Rifamicina la sintesi di RNA nella fase di inizio, legandosi e inibendo I'RNA polimerasi



Anatomia Gene Eucariotico
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Inizio ed Elongazione della Traduzione negli Eucarioti

Coinvolge un numero maggiore di fattori: circa 10 fattori Amminoacido iniziatore: metionina (Met). Due
di inizio (elF, eukaryotic initiation factors). tRNA diversi:
* tRNA iniziatore (Met-tRNAI).
L’inizio della traduzione dipende da: * tRNA per allungamento (Met-tRNA).
 Cappuccio 5' (cap) delUmRNA.
 Scanning mechanism perindividuare CAUG Il complesso diinizio comprende:
 Sequenza di Kozak come segnale di e Subunita minore del ribosoma (40S).
riconoscimento. * Met-tRNAI.
* Fattori diinizio (elF).
olf2 Il complesso riconosce UmRNA grazie al cap 5'.
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Inizio ed Elongazione della Traduzione negli Eucarioti

Scanning mechanism (CAP-dipendente): la subunita minore
con Met-tRNAi, una volta legata al Cap, scorre (da 5'a 3') lungo
UmRNA.
* Ricerca del primo codone AUG situato entro ~100
nucleotidi dal cap.

Regola del primo AUG: la traduzione inizia generalmente dal
primo AUG trovato.
* Laregione non tradotta a monte del codone di inizio = 5'
UTR (Untranslated Region).
* Analogo nel 3'=3"'UTR.

Sequenza di Kozak:
« 5'-GCCGCCA/GCC AUG G-3

Quanto piu la sequenza somiglia alla sequenza di Kozak,
tanto piu efficiente € U'inizio della traduzione.

lF2
""E;‘ GTP
— tANA iniziatore

. Subunitd AbosomiEk
= rirene con il tRRA
iniziatore legato

Varianti nell’inizio
* Alcuni mRNA eucariotici privi di cap o privi di
sequenza di Kozak - utilizzano siti IRES (Internal
Ribosome Entry Sites).
* Possibile uso di AUG alternativi: mRNA identici
possono produrre proteine con estremita N-
terminali diverse.
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Terminazione della Traduzione negli Eucarioti

Ruolo dei fattori di rilascio

* Silegano al sito A quando compare un codone di stop.
e Mimano la forma dei tRNA, ma non trasportano
amminoacidi.
* Inducono la peptidil-transferasi a:
* Catalizzare 'aggiunta di H,O (anziché un
amminoacido).

* Questo rompe il legame tra catena polipeptidica e tRNA.

* Risultato: la proteina viene rilasciata nel citoplasma.

Codoni di stop: UAA, UAG, UGA.

v" Non codificano per amminoacidi.

v" Non riconosciuti da tRNA.

v" Funzione: indicano al ribosoma di
fermarsi.

‘
F.sn‘_ l
e

Asn ;
Met TP Met
P | ey |
HzM HzN
E 4 A E 4F
&G &G
AUGAACUGGELUAGEEGALUCG AUGAACUGGELAGCEAUCG

S N N P KUK EREA SRR

: ﬂ A
IH e
AUEAACGUGGELUALCEAUCGE

5 L.

Asn ,CoOH | TERMINAZIONE
-~
/ .y -
Meat
’l
NH2
DISSOCIAZIONE

AUGAACUGGUAGCGAUCG
5 oL AL LR ERR IR 2 ALY,




catena
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in allungamento [

A)

Terminazione della Traduzione negli Eucarioti

o

codone
$ — diinizio
elF4G

r/ "ew

Dissociazione del complesso di
traduzione

1.Ribosoma rilascia UmRNA.

2.Le subunita maggiore e minore
si separano.

3.Pronte a iniziare un nuovo ciclo

proteina di traduzione.
che lega PoliA
\
ogdone RNA messaggero
di stop (mRNA)

51

100 nm

(B)

Polisomi o poliribosomi

« Una molecola di mRNA pu0 essere
tradotta contemporaneamente da piu
ribosomi.

* Nuoviribosomi si attaccano appena la
sequenza 5' e libera.

e Struttura: complessi con 10-20
ribosomi/mRNA

e Funzione: aumentano enormemente la
velocita di sintesi proteica.

* Inuna cellulaumana media:
 ~1/3 deglimRNA senza ribosomi.
 Lamaggior parte: 10-20 ribosomi
attivi per mRNA.

* Tempidi sintesi: da 20 secondi a pochi
minuti per proteina.




Circolarizzazione delUmRNA in Eucarioti: CAP-indipendente

o
M=~/ mRNA D ek
" S0 IF4G

A /
istacap @ cIF4A

-~ coda di poli (A)

J;I F4F
‘\"f:—'Q

9@ PABP M proteina nascente

()

PABP (Poly(A) binding protein) € un ulteriore elemento che
sembra essere coinvolto nell'inizio della traduzione
eucariotica.

PABP &€ associata in varie copie alla coda poli(A) che si trova
all'estremita 3' degli mRNA eucariotici. Tuttavia, pur
rimanendo legata alla poli(A), interagisce con il fattore di
inizio elF4F legato all'estremita 5' dello stesso mRNA.

Il risultato di questa interazione € l'assunzione da parte
dell'mRNA di una configurazione circolare (0 ad ansa) in cui i
ribosomi che terminano la traduzione al 3' dell'mRNA vengono
rilasciati in prossimita del 5'.

Secondo un modello sostenuto da vari autori, la struttura ad
ansa dell'mRNA oltre a stabilizzare la molecola ne
aumenterebbe l'efficienza di traduzione

Tuttavia, la grande maggioranza degli mRNA eucariotici
utilizza il meccanismo di inizio Cap-dipendente, che
comporta l'assemblaggio della subunita piccola del ribosoma
all'estremita 5' dell'mRNA e la scansione fino a trovare il primo
codone di inizio AUG

Fonte: https://www.treccani.it/enciclopedia/proteine-sintesi-delle-proteine-e-ribosomi_%28Enciclopedia-della-Scienza-e-della-Tecnhica%29/#google_vignette




L’Adattamento Indotto ed il Proofreading Cinetico

Le sole differenze nei legami H garantirebbero una specificita relativamente bassa in confronto all’alta precisione che mostra

invece l'intero processo di traduzione

Adattamento indotto

Nelribosoma:
* Primadiaggiungere un aa, il ribosoma si ripiega
attorno al codone-anticodone.
* Solo se ’appaiamento e corretto, il ripiegamento si
completa, innesca Uidrolisi di GTP da parte di EF-Tu la
reazione procede.

Nella trascrizione (RNA polimerasi):
* Selageometria € anomala - il nucleotide sbagliato si
dissocia.

Proofreading cinetico (kinetic proofreading)

Meccanismo:
* Dopo l’appaiamento iniziale, avviene un passaggio
irreversibile (es. idrolisi di GTP).

* Segue una pausa temporale durante la quale il tRNA
o nucleotide si posiziona per la catalisi.

Appaiamenti sbagliati hanno piu probabilita di
dissociarsi perché Il legame codone-anticodone scorretto
e piu debole e la pausa e piu lunga per appaiamenti errati
> maggiore probabilita di distacco.

i ERMA,

male appaiati

di prefererza =

procireading sl dissociano prootmading

i EFRRLA,
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