























Sono i costituenti piu fondamentali e importanti delle cellule,

custodiscono e trasferiscono l'informazione genetica,

regolano la produzione di proteine e le loro funzioni.







Esistono due tipi di acidi nucleici:

ciascuno di essi € una catena polimerica con unita monomeriche

simili, unite da legami covalenti,

I'RNA ha come zucchero il ribosio,
il DNA ha il 2-deossiribosio;

le basi degli acidi nucleici sono di due tipi: purine e pirimidine.
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Le basi portano l'informazione genetica.




Le pirimidine:

Le p ur | ne. Adenine Guanine

Purines

Cytosine Thymine
(DNA)

Pyrimidines




base azotata + zucchero

Purine or
pyrimidine
base

| | 5
Phosphate _O—PH’—*-O-—CHQ

O | k Pentose

base azotata + zucchero + fosfato




é formato da una base e da uno zucchero,
un é un estere fosforico di un nucleoside,

il composto si chiama

gli zuccheri ed i gruppi fosfato hanno un ruolo

le basi azotate portano




FOSFATI
[ NUCLEOTIDI | . LEGAME FRA BASE |

| fosfati sono normalmente uniti al gruppo " ; E ZUCCHERD

g%?{g’i‘g?n:,‘ﬁsm‘éﬂo['b?ﬂﬁ o id?rlﬂg:%??mbosm' Un nucleotide consiste di una base contenente :
! : i azoto, uno zucchero a 5 atomi di carbonio

; e unc o pil gruppi fosfato.

_BASE legame
T N-glicosidico

come

nell’AMP

FOSFATO

come
nell’ADP

[ come ig
e e
= T & T 2 nell’lATP | La base & legata
o — allo stesso atomo
& 8] di carbonio (C1) usato
Sono le subunita nei legami zucchero-zucchero.
Il fosfato rende un nucleotide degli acidi nucleici.
carico negativamente.

ZUCCHERI

B-o-RIBOSIO
usato nell’acido
ribonucleico

] ; se ne usano
uno zucchero g
a b atomi di carbonio

due tipi

B-p-2-DEOSSIRIBOSIO
usato nell’acido
deossiribonucleico

Ciascun carbonio numerato dello zucchero di un nucleotide
& seguitc da un segno primo (') si parla quindi di =carbonio 5 primo» ecc.
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Nucleotide: Deoxyadenylate Deoxyguanylate Deoxythymidylate Deoxycytidylate
(deoxyadenosine (deoxyguanosine (deoxythymidine (deoxycytidine

5'-monophosphate) 5'-monophosphate) 5'-monophosphate) 5'-monophosphate)

Symbols: A, dA, dAMP G, dG, dGMP T, dT, dTMP C, dC, dCMP
Nucleoside: Deoxyadenosine Deoxyguanosine Deoxythymidine Deoxyeytidine

(a) Deoxyribonucleotides

|
OH OH
Nucleotide: Adenylate (adenosine Guanylate (guanosine Uridylate (uridine Cytidylate (cytidine
5'-monophosphate) 5'-monophosphate) 5'-monophosphate) 5'-monophosphate)
Symbols: A AMP G, GMP U, UMP C, CMP
Cytidine

Nucleoside: Adenosine Guanosine Uridine

(b) Ribonuecleotides




La catena ha una
polaritd.

La linea nera verticale
indica lo zucchero,

indicano le
basi,

nella linea diagonale,
indica il legame
fosfodiestere.




Nel DNA e nellRNA i ponti
fosfodiesterici legano le unita
nucleotidiche,

lo scheletro covalente (pentosi e
gruppi fosforici) ha caratteristiche
fortemente polari, mentre le basi
sono non polari ed idrofobiche.

Phosphodiester 0—fl>:o

linkage




Il DNA ¢ una doppia elica con due
filamenti antiparalleli,

ogni giro di elica & costituito da 10
Major .I 36 A COpple d| b(]Sl,

groove

le due catene sono complementari
I'una all'altra.




Le due eliche sono avvolte attorno ad un
asse comune e le catene corrono in
direzioni opposte,

il piano delle basi & perpendicolare all'asse

dell'elica,

il diametro del DNA & di 204,

le catene sono unite da legami H,
la doppia elica e destrorsa.




estremita 5'
della catena

1A)

estremita 3'
della catena

legame
idrogeno

estremita 3'
della catena

estremita &'

estremita 5' in basso
della catena

0
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asse della
doppia elica

legame
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estremita
3" in alto

estremita 5'
in alto

estremita 3'
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I campioni di DNA isolati da tessuti diversi della stessa
specie hanno la stessa composizione in basi,

la composizione in basi del DNA varia da una specie all'altra,

la composizione in basi del DNA in una data specie non
cambia con I'eta dell'organismo, il suo stato nutrizionale o per
variazioni del suo ambiente di vita,

in futtii DNA A =Te C =6, quindi A+G =T+C,
la somma delle purine é uguale alla somma delle pirimidine.




Re “L'assorbimento della luce a\
260 nm di una soluzione di
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La temperatura di fusione (1, ) di una
molecola di DNA aumenta in proporzione
alla % di GC presente nella molecola.
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Le coppie GC sono piu stabili
delle coppie AT, poiché
formano legami H e non
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la avviene
bruscamente, essendo la doppia
elica una struttura altamente
cooperativa.




La del DNA di molte specie varia linearmente con il
contenuto in GC, passando da 77°C a 100°C, per un aumento
delle coppie GC dal 20% al 78%.
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DNA nativo (doppia elica)

Agoregazione
intram olecolare

DNA denaturato
(avvolgimento casuale)

Aggregazione
intermolecolare




Dimensioni di molecole dl DNA

PR S S P L I

p—

Crganismo

Coppie di basi
(in migliaia, o kb)

Lunghezza (pm)

Virus
Pelioma o SV40
Fago 4
Fage T2
Virus vaccinico

Batteri
Micoplasma
E. coli

Eucarioti
Lievito
Dresophila
Uemo

5;1

48,6
166
190

760
4000

13500
165000
2900000

17
17
56
65

260
1360

4600
56000
990000




Ciascun filamento funge da stampo per

un nuovo filamento complementare;
quando la replicazione e completata, ci
saranno due molecole figlie di DNA a
doppia elica, ciascuna identica nella sua
sequenza alla molecola parentale.

Parent Daughter Parent
strand strands strand




Incoming
deoxynucleoside
5'-triphosphate

O=I|’—O_

Growing
DNA strand

(primer)

Template
DNA strand

Deoxyribose

La reazione di allungamento del DNA é catalizzata dalle
DNA polimerasi.




catalizzano la reazione di sintesi in direzione 5> 3';

sSono necessari:

quattro deossiribonucleosidi 5'-trifosfati,

ioni magnesio (Mg?*),

una catena primer (iniziatrice) con un gruppo 3'-OH libero,
uno stampo di DNA;

é aggiunto un deossiribonucleotide alla catena,




filamento stampa
)
[}

La reazione catalizzata consiste

hell'unione nucleofilica del terminale 3-
OH' del primer all'atomo di fosforo pit
inferno  di un  deossiribonucleoside
trifosfato, per formare un ponte
fosfodiestere con rilascio di PP..

L'allungamento della catena di DNA
procede in direzione 5'—3.

La sintesi avviene solo dopo l'appaiamento
complementare delle basi (enzima diretto
dallo stampo).

La reazione e spinta da una pirofosfatasi
Inorganica.
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Replication DNA

Transcription

\

RNA

Translation

Protein

Il DNA conserva e trasmette
I'informazione genetica.

Il DNA non é lo stampo diretto
per la sintesi proteica, che
utilizza invece stampi di RNA.
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LA RELAZIONE TRA LA
SEQUENZA DI BASI
NEL ,
IL TRASCRITTO DI

E LA SEQUENZA
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UNA PROTEINA.
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amino~terminale

Arginina
Glicina
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Estremita
carbossi-
terminale




Esiste una relazione tra la sequenza di basi del DNA (e del
trascritto di mRNA) e la sequenza degli aminoacidi in una
proteinag,

una sequenza di tre basi ( ) codifica per un aminoacido,

i codon vengono letti sequenzialmente sullmRNA da molecole di
, che servono da adattatori nella sintesi proteica,

la sintesi delle proteine avviene nei




Second letter of codon
C A

First
letter of
codon

(5" end) A




Le molecole di RNA sono generalmente a singolo
filamento, ma molte contengono regioni a doppia elica
(ripiegamento a forcina),

nelle cellule di E.coli esistono tre classi principali di
RNA:

lo zucchero ribosio € al posto del deossiribosio (DNA),
la base uracile é al posto della base timina (DNA).




citosina uracile adenina

NH, NH,

'

zucchero fosfato

| SINGOLO FILAMENTO DI RNA

L'RNA & a singeolo filamento, ma contiene piccole regioni locall

in cul le basl si accoppianD in Modo complemeniare per un processo
legame di ripiegamento casuale. Le ragioni in cui le basi sono accoppiate
idrogeno f si possono vedere al microscopio eletironico come ramificazioni della catena

| FOTOGRAFIA AL MICROSCOPIO
| ELETTRONICO DELL'RNA '
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Nei procarioti, tutti gli RNA cellulari sono sintetizzati da una RNA
polimerasi, che prende istruzioni da stampi di DNA (trascrizione).

Hairpin
Internal




L'mRNA € un polinucleotide,

é molto eterogeneo nelle dimensioni e nella composizione,
si associa in modo transitorio ai ribosomi,

viene sintetizzato e degradato molto rapidamente.




L'rRNA ¢ il componente principale dei ribosomi e
svolge un ruolo sia catalitico sia strutturale nella sintesi proteica.

I ribosomi sono strutture non specializzate, dove si sintetizzano
le proteine dettatate dagli mRNA, con i quali si trovano associati.

32 proteine
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Subunita +
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rRNA 58

Ribosoma 70S 21 proteine
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D arm
(residues
10-25)

Anticodon
arm

TyC arm

Il tRNA porta la forma attivata
degli aminoacidi ai ribosomi, nella
sequenza determinata dallo stampo di

mRNA.

Amino
acid arm

Esiste almeno un tRNA per ciascuno
dei 20 aminoacidi.

- Il tRNA per I'alanina del lievito é
costituito da circa 75 nucleotidi.

Anticodon







Transeription bubble

Jirection of transeription

(h) Nontemplate
strand RNA
po 1_\-' merase

Rewinding

“Template
strand

RNA :5} RNA-DNA Active site

5" hybrid, 8 bp
Direction of transcription

(a)




catalizzano la reazione di sintesi in direzione 5> 3’;
necessitano per la reazione di:

- quattro ribonucleosidi 5'-trifosfato,

- ioni bivalenti (Mg?, Mn?"),

- uno stampo di DNA.

E i
A

Catena antisenso (non codificante)







La RNA polimerasi non richiede un primer,

in E. coli tutti gli RNA cellulari (mMRNA, tRNA e rRNA) sono
sintetizzati dalla stessa RNA polimerasi,

la trascrizione é la copiatura del filamento di DNA in una
molecola complementare di RNA.
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Uno studio dei mutanti di E.coli che possedevano delle mutazioni nel

gene della catena o della (Yanofsky 1967) mostra

Mutazioni
L g posizione

e

s

175 177 183 213 234 235 243 288

| | | ! | | | Residui di
Lys Phe Glu Tyr Leu Thr  Gly Gly Gly Ser Gln fipo selvatico

o g gomtom ol o diggyn e SNy

Stop Leu Val Gln Met Cys Arg lle Arg Glu Val Cys Asp Leu Stop alterati

che l'ordine dei mutanti sulla mappa genetica e identico a quello delle corrispondenti
sostituzioni nella sequenza degli amminoacidi nella proteina corrispondente. =







si formano due
forcelle di replicazione che prendono origine dallo stesso punto e si
allontanano da esso in entrambe le direzioni, contemporaneamente,
fino ad incontrarsi;

le due molecole figlie si separano ed oghuna di esse contiene una
catena vecchia ed una nuova.




La replicazione inizia nel sito

Si formano due forcelle di
replicazione, che si muovono
contemporaneamente in senso
contrario, fino ad incontrarsi nel
punto opposto ( ).

REPLICAZ loRE DEL

CRoNOSOMA ™D E, cou
f

Disegno schematico di un DNA circolare in fase
di replicazione (le nuove catene sono colorate) -

(a)

Modello umdlrezmnaie Movimento_

Orlgm. @ dalla forcella

Iniziale Durante la replicazione
Modello ljldirezmnaje_

QR\ C Or:ﬂmr- Movimenti

/ Y@_He forcelle

Iniziale, = Durante la replicazione.

(&)




Essa é una forma che assume la molecola circolare di DNA
durante la duplicazione.




La sintesi del nuovo DNA é
strettamente  accoppiata
allo svolgimento del DNA
parentale.

Un sito di svolgimento e di
sintesi simultanea si chiama

MHZYNO 'S UNINRGY

F7PLH3YBL v

Wy
4

FILANENTO
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DIRE210NE BHEL WeVIVNENTO
BELLA FoRegLLpA D REPLIEG_MM‘\E




Movimento
di replicazione
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Catena leader
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un filamento viene sintetizzato in frammenti ed uno in modo continuo.

viene
sintetizzata in modo continuo.

La catena lenta viene

sintetizzata in direzione

opposta alla direzione della

forcella come insieme di

frammenti ( e ———
) lunghi 1000-2000 B L

nucleotidi, che successivamente

verranno uniti.




Caratteristiche Polimerasi | Polimerasi II' Polimerasi 111

Gene strutturale polA polB polC

Peso molecolare 103000 90000 130000

Numera di molecole per cellula 400 10

V ., nucleotidi/secondo I 1590 2-5 250-1000

3" esonucleasi Si Si No*

5" esonucleas; Si No No

Processivita 3-200 10000 200000

Fenotipo mutante UVIMMS?® No dna®

Funzione biologica Riparazione del DNA, Riparazione  Allungamento
excisione degli SOS del replicativo
inneschi di RNA DNA? della catena




E' un monomero di 103 kD.

€ un enzima moderatamente
processivo ( passaggi di

polimerizzazione prima di dissociarsi),
ha un'alta fedelta.

DNA polymerase [

porat
the growing strand.

Before the polymerase
moves on, the cytosine
undergo utomeric
shift from to C. The
new nucleotide is now
mispaired.

The mispaired 3'-OH
end of the growing
strand blocks further
elongation. DNA
polymerase slides back
to position the
mispaired base in the
3’ exonuclease
active site.

The mispaired
nucleotide is removed.

DNA polymerase slides
forward and resun
polymerization activity.




Nella DNA pol T sono quindi presenti tre siti attivi, in una
singola catena polipeptidica.




Basi appaiate
in modo errato

l",..i'

Sito di idrolisi
dell'esonucleasi
L — 5




L'ATTIVITA ESONUCLEASICA 3'>5

Questa attivita di correzione aumenta
molto I'accuratezza della replicazione.




L'attivita esonucleasica 5'=>3' e aumentata dalla sintesi
concomitante di DNA.

Sito di idrolisi

Tale attivita rimuove == _ dell'esonucleasi 5'»3'
e partecipa alla '

rimozione di

formati
dall'esposizione del DNA
alla luce ultravioletta.

SU UNa sola catena




Ha un ruolo fondamentale nell'allungamento della catena,

il complesso della DNA polimerasi ITI e caratterizzato da:
(molte migliaia di legami fosfodiestere),
(1000 nucleotidi al secondo),




Essa (~900Kd) ha dieci tipi di catene
polipeptidiche.

Le subunita formano un nucleo
cataliticamente attivo ma non & o=

o l"-II tp | II oy, ,-iil Ir;':: |
processivo. VaNEE B
Nucleo dellenzima ,"‘

(dimerizzato) \

-';f" o

La ha attivita catalitica,
la ha attivita 3'>5' esonucleasica,

la contribuisce all'alto grado
di processivita, forse agganciando il
nucleo allo stampo, assieme alla
subunita




Subunita della DNA polimerasi 11l di E. coli

Subunita Numero M, Funzione della subunita
di subunita delle subunita
per oloenzima

2 132 000 pofC (dnaf)  Aftivita polimerasica Hikiba
2 27000 dnaQ (mutD) 3 =% [pmqfreading] della polimeres
esonucleasica
10000 holE
71000 dnan Legame stabile allo stampo;
dimerizzazione delle subunita central
52 000 dnak’®
35000 fiolk Complesso che lega la pinza, costituito dalle
33000 holB subunita p sul filamento lento per ogni
15 000 holC frammento di Okazaki

12 000 holD

37000 dnaN Funziona come una pinza scorrevole per
ottimizzare la processivita




Catalizzano la sintesi di DNA in direzione 5'>3’,

hanno bisogno di uno stampo e di un primer (innesco) con 3'-OH libero,

hanno l'attivita esonucleasica 3'=>5'.




La DNA pol ITI sintetizza la maggior parte del nuovo DNA,

la DNA pol I elimina il primer e riempie le interruzioni,

la DNA pol IT partecipa alla riparazione del DNA, ma non e
necessaria per la replicazione.




Direzione del movimento
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apertura dello stampo e sintesi del primer

sintesi




Proteine necessarie per iniziare la replicazione all’origine di E. coli

Proteina M. Numero
di subunita

Funzione

Proteina DnaA he 000

Proteina DnaB {elicasi) 300 000
Proteina DnaC 29000

HU 19000

Primasi {proteina DnaG) 60 000

Proteina che si lega al DNA a catena 75600
singola (SSB)

RMNA polimerasi 454 000

DNA topoisomerasi Il (DNA girasi) 400 000

Uam metilasi 32000

Riconosce |'origine della sequenza;
apre 1| duplex in siti specifici all'origing
Disavvolge il DNA
Necessaria per il legame di DnaB all'origine
Proteina istone-simile; proteina che apre il DNA;
promuaove ['inizio
Sintetizza i primer di RNA
i lega al DNA a singolz elica

Facilita I'attivita della DnaA

Rilascia la tensione torsionale
generata dallo svolgimento del DNA

Metila le sequenze (5GATC in oriC

B e e L R L L T T T T —h———— -
= DB l.:l'_d|_l-M;‘uﬂn.‘_‘.!h_.h.h..rJ:-.l‘fA.'-u.I'_'.'l.u-‘u.' u‘ﬁh‘" A |._u_£;._‘31,';\_':-‘1._§:,:!_1‘4_'_l,‘;_\é';f_|_1_,-.‘:'_'._:_;uj;h-r_ﬁfi' B 1 [ A Py e
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e i e La replicazione inizia con I'apertura del sito

di replicazione (le nuove catene sono colorate]

()

2

(245 coppie di basi).

Modello umd:rcﬁlt}nﬂh_ Movimento,_

o lla farcella
Drlgm S z \"':1'? a

Iniziale Durante la replicazione
Modello bidirezionale

OR‘ c- Origine. / Movimenti

; //-"h\we]le forcelle
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Iniziale Durante la _replicazions.

Raggruppamento di tre sequenze Sik di Legame per la proteina Dnad
di 13 coppie di basi np?tute o <o enne i 9 coppie i basi ipetute
poste una di segutto all'altra con (uattro seq :

EBE

R S e

Sequenza consenso S{,E;ﬁe:% Eﬁim
GATCTNTINTITT ATCOAC




E' costituito da una disposizione in tandem di sequenze di tredici basi
quasi identiche. Questi frammenti sono ricchi di appaiamenti AT che
facilitano la separazione dell'elica,

ciascuna sequenza inizia con e presenta una metilazione a livello
dell'adenina (importante per controllare il momento dell'inizio della
replicazione),

il legame della proteina a quattro siti su oriC, vicino alle tre
sequenze, da inizio all'apertura dello stampo di DNA ed alla sintesi di un
primer.

Serie in tandem e .
di sequenze Siti di legame per la proteina dna A _

di 13 nucleotidi Vil l <
(ricche in AT) ,( \3’

I I I .

~ x
S R N
B GATCTNTTNTTTIT-3

3-CTAGANAANAAAA-5

Sequenza
di consenso




Il complesso
elica,

in particolare, la E (elicasi) catalizza
la sua apertura (favorita da ATP),

apre la doppia

la stabilizza la porzione di
DNA a singolo filamento svolta,

I'apertura del DNA all'origine porterebbe
a un superavvolgimento positivo del DNA
circolare; questo € impedito della

, che introduce superavvolgimenti
negativi;

viene sintetizzato il di RNA.

1

Direzione del
movimento
della forcella

‘di replicazi
plicasmons DNA girasi

ATP
ADP + P;

PLD 3 + Proteine leganti
: : il DNA (PLD)

Elicasi

Complesso
della DNA
polimerasi III

Iniziatore di RNA
Primasi

La DNA
polimerasi IIIL
inizia
sull’iniziatore
di RNA

o

DNA o

polimerasi I A

Rimozione
dell'iniziatore
di RNA e sua
sostituzione con
deossinucleotidi

Ricongiunto dalla T
DNA ligasi

~. Catena di

3"
Catena .~
comando

ritardata
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Superavvolgimento significa avvolgimento di qualcosa gia avvolto




L'enzima riduce la tensione a monte della forcella, rompendo
| filamenti di DNA, con rotazione dei filamenti di
DNA e risaldatura,

altrimenti lo svolgimento dei filamenti diventerebbe
impossibile.




Elicasi
(proleina rep)

Proleina, --

.
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Proteina

Elicasi (proteina dnaB)

Primasi

SSB

DNA girasi

DNA polimerasi 111
oloenzima

DNA polimerasi |

DNA ligasi

Ruolo

Inizia lo svolgimento della

doppia elica

Sintetizza gli RNA primer
Stabilizza regioni a singolo
filamenro

Introduce  superavvolgi-
menti m:gmivi

Sinterizza il DNA

Rimuove il primer ¢ riem-
pie le interruzioni
Unisce le estremita  del

DNA

Dimenston:

(ked)

300

60
74

Molecole
per cellula

20

50




estende la catena a partire da un gruppo

; poiché

non esiste alcun gruppo funzionale di questo tipo di fronte allo stampo, € l'enzima

(RNA polimerasi) che inizia la sintesi,

essa posiziona un ribonucleoside 5'-trifosfato ( ) di

complementare di DNA e quindi estende la catena.

~ _ Incoming 0
Stampo di DINA deoxynucleoside

5'-triphosphate 0=F-0

Growing
RMNA DNA strand
primer (primer)

Template
DNA strand

Deoxyribose

Muovo DMNA

fronte alla sua base




Le possono iniziare le
catene senza primer, perché non
esaminano  la  coppia di  basi
precedente;

I'RNA primer € a bassa fedeltd, perché

dell'attivita’ 3'>5
esonucleasica,

dopo che alcuni (~9) ribonucleotidi
sono stati polimerizzati per dare un
innesco di RNA (primer), la

esce di scena.




A questo punto, inizia a sintetizzare il DNA
aggiungendo i deossiribonucleotidi all'estremita 3' dell'innesco,

I'RNA primer viene dalla attivita’ 5 > 3' esonucleasica della DNA |}
polim. I.

Stampo di DNA

RMNA
prirmer

Nuovo DNA




viene sintetizzato in frammenti, mentre il
é sintetizzato in continuo dalla che non si
stacca, se non al termine della duplicazione.

Filamento veloce

DNA parentale
Frammenti di Okazaki

- II| 1
;

1

/

r's

ic L
5 Filamento lento




A livello del filamento lento, si forma
un che permette la corretta
sintesi di entrambi i filamenti figli da
parte della DNA polimerasi IIT,

I'anello permette Ila sintesi del
filamento lento,

la sinfesi discontinua del filamento
lento permette una crescita effettiva
della catena in direzione




La DNA polimerasi ITI dopo aver

sintetizzato circa nucleotidi,
completando quindi la sintesi di un

. c c 3;_, Filamento veloce
frammento di Okazaki, si stacca e
dallo stampo, . _DNA paretals_7 /

o3

5 /E_rannn]enti di Okazaki
essa permette la formazione di un N )
, dove la
sintetizzera un altro primer, per
iniziare la formazione di un altro

frammento di Okazaki.

£
5 Filamento lento




La sintesi di ciascun

frammento di Okazaki del
filamento  ritardato é
iniziata dalla sintesi di un
corto innesco di , che
viene quindi esteso dalla



Filamento stampo

Frammento J“\FLN.-"!«.[:Jfrir"r'ner L Frammento

di DMNA ' di DMNA

Rimozione dell’BMNA primer
e rigmpimeanto delle interruzion
da parte della DMNA polimerasi |

LNUGVD DM A

5

Unione da parte
della DMNA ligasi

5 ¢
Filamento figlio completo




LA TERMINAZIONE

Counter-
clockwise
fork

-

Completion
of replication

Separated
chromosomes

Clockwise




di E.coli unisce i
frammenti del filamento lento del
DNA, che diventa continuo.
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HO OH
Riboso

guanina citosina uracile adenina
NH,

‘H‘ NH,
C

zucchero fosfato

| SINGOLO FILAMENTO DI RNA

L'ANA & a singclo filamento, ma contiene piccole regioni locall

in cui le basi si accoppiano in modo complementare per un processo
legame di ripiegamento casuale. Le regioni in cul le basi sono accoppiate
idrogeno ! si possono vedere al microscopio eletironico come ramificazioni della catena

| FOTOGRAFIA AL MICROSCOPIO
| ELETTRONICO DELL'RNA

(Fomita da Peter Wellauer.)

Uracile




Le molecole di RNA sono in genere a eccetto in
alcuni virus.

La concentrazione di e diversa da quella di ; COSI
come la quantita di e diversa da quella di

SN

Solo alcune regioni sono a doppia elica
( ), ma
possono avere appaiamenti

imperfetti.

0 —C—C—0—C—O0—0—C—0—0—0—0

C..
1
c|;__
C..
I
C..
i
A
H
G..
r
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G..
r
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LE CELLULE CONTENGONO DIVERST TIPI DI RNA

: e lo stampo per la sintesi proteica.
Ogni molecola di mMRNA viene prodotta per ciascun gene o gruppo di
geni,

- porta una forma attivata degli

amminoacidi ai ribosomi per la formazione dei legami peptidici, in
una sequenza determinata dallo stampo di mRNA. I| tRNA ¢ la piu
piccola delle molecole di RNA (~25kDa),

- e il componente principale dei ribosomi
e svolge un ruolo sia catalitico sia strutturale nella sintesi proteica;

infine, negli Eucarioti vi sono anche piccole molecole di RNA
nucleare e citoplasmatiche con diversa funzione




(Quantita
Tipo relativa

(%)

Coefficiente ‘
[T Massa Numero di

di sedimen- K
tazione (5) (kd) nucleotidi

RNA ribosomiale (rRNA) 80

RNA transter (tRNA)
RNA messaggero (mRNA)

23 1,2 % 10’ 3700
0,55 x 10’ 1700

3,6 x 10 120

2,5 x 10 75

EE:’.‘I'E]gEI‘IEE}




L'RNA polimerasi catalizza la sintesi di mRNA, rRNA e tRNA.

Esso e un enzima multimerico
costituito dalle subunita
La molecola priva della subunita sigma (¢) & detta dell'enzima.

La subunita ¢ trova il promotore, promuove la sintesi e subito dopo
si dissocia.




Subunita MT

Numero per
molecola di enzima

Funzione

36300

151000
155000
70000
11000

Inizio della catena, interazione
con proteine regolatric;

Inizio della catena e allungamento
Legame del DNA

Riconoscimento del promotore
Sconosciuta

Il nucleo dell'enzima contiene il sito catalitico

e la subunita

lega i ribonucleosidi trifosfato.




Cerca i siti di inizio ( ),

svolge un breve tratto di DNA a doppia elica,

sceglie il ribonucleoside trifosfato corretto e catalizza la
formazione di un legame fosfodiestere,

riconosce i segnali di termine,

Interagisce con attivatori e repressori proteici.




ricerca sul DNA da parte della dei siti di
inizio ove sono presenti i promotori senza svolgere la doppia elica.

svolge un breve tratto di DNA a doppia elica per
produrre uno stampo a singolo filamento da cui prendere istruzioni. Questo
tratto corrisponde ad un segmento di cioe a 1.6 giri di

elica di DNA . L'RNA polimerasi e totalmente processiva.

riconosce i
che specificano il punto in
cui il frascritto deve finire.
Interagisce con

che modulano la
e N\ . s . "'-H.
velocita di trascrizione. *‘></\'/

L'espressione dei geni e infatti
trascrizione.

DNA DNA svolto
a doppla elica -—f' (17 bp aperte)




Direzione di allungamento 5 — ¥

Non é necessario un primer,
i filamenti si allungano in direzione 5'>3'.




(5") CGCTATAGCGTTT(3') DNA nontemplate (coding) strand

3') GCGATATCGCAAA(5')  DNA template strand

(5") CGCUAUAGCGUUU(3')  RNA transcript

La sequenza del filamento codificante ( ) ha la
stessa sequenza delllRNA trascritto, fatta eccezione per la T al
posto di

La sequenza del filamento stampo ( )e
complementare alla sequenza dellRNA trascritto.




La trascrizione
Inizia con
interazioni
sequenza-
specifiche tra

I'RNA polimerasi
ed un sito
promotore.

[ Promotore [ i

0 Legame non specifico
dell'cloenzima della polimerasi
£ migrazione verso il promotore

3

5

DA
stampo

e @ Formazions
palimarasi 5 di un complesso
a promotore chiuse

€© Formazione
: di un complesso
a promotore aperto

=100 pm ppoPu A 1 ;
L ﬁ) Inizio della sintesi
di mRMNA,

quasi sempre
con una puring

La maggior parte
degli eventi di inizio
$CNo abartivi,

con il rilascio

di oligonuclectidi
lunghi da 2 4 9 residui

@ Allungamento
dall'mRMA di circa
8 altri nucleotidi

A @ Rilascio di ¢ con il procedere
della polimerasi lungo




La trascrizione inizia a livello dei siti presenti sullo stampo di DNA situati a
monte dei geni, a cui si lega 'RNA polimerasi.

Promotore

per: Regiore —35 Spaziatore Hegione —10 Spaziatore Trascritto —=

operong frp

tRMATYT

aperong fac

I — W — 5 — o — () «— [ «— ] «—

CONSENSO




Upemne gione — 55 Regione —10 Sito

W THDOONY D00 ) O INED {+1)

ACCCCAGGCTITACAC TTTATGCT TCCGGETCGTATGTIG TG TGHAA T TGTGAGC GG
CCATCGAATEEEGOAAAACCT TTOGCGGTATGGOATGAT AGCGCCCHGAAGAGAGTC
ATTTATTCCATRIGAERC TTT TCGCATCTTTGT TATGETATGGTTATT TCATACCAT
GUATCCTACCTGAEGE TTTTTATCGCAACTC TCTACTGT TTCTCCATACCCGTTTTT
GCCGTGATTATRGACAC TTTTGTTACGCGT TTTIGTCATGGC TTTGETCCCGCTTTG
AAATGAGCTGIIGACAATTAATCATCGAACTAGTTAACTAGTACGCAAGTTCACGTA
TTCCAAAACGTGII IR IGTTGTTAATTCGGTGTAGACT TGTAARCCTAAATCTTTT
CATAATCGACTTGTAAACCAAATTGAAAAGATTTAGGTT TACAAGTCTACACCGAAT
CAACGTAACACT T TACAGCGGOGCGTCATT TGATATGATGCGCCCCOGCTTCCCGATA
CAAAAAAATACTTOTGCAAAAAATTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGTTGAGACGA
CAATTTTTCTATTEEGECC TGCGGAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGG

rendl AAAATAAATGCEIGRAETC TCT AGCGGGAAGGCGTAT TATGC AC ACEEEGCGCCGC TG

Sito
Reginne —3° Kegione —10 di inizio

Seruenra
: 2 iy VR A ARG N ... 58 L ...

B9 79 61 56 54 54 77 76 60 61 56 B2




La frequenza con cui ciascun gene viene trascritto in E.coli € in gran
parte determinata dalla somiglianza della sequenza del suo

a determinate le quali hanno la
massima affinita per




Essi  fanno  avvenire  frequenti
trascrizioni ed hanno le sequenze

molto simili a quelle di consenso.

Esse si legano sia alle sequenze del
DNA sia dellRNA polimerasi ed
influenzano  la  frequenza di
trascrizione di molti geni.




- Dopo la formazione del I'enzima perde la
subunita o ed il nucleo dell'enzima si associa con maggiore stabilita allo
stampo di DNA svolto;

- I'RNA di nuova sintesi forma un temporanea con il DNA
che funge da stampo corrispondente a circa un giro di elica di DNA;

- la lunghezza dell'ibrido RNA-DNA rimane costante durante la sintesi che
avviene con

/— RMNA polimerasi

i ; Filament Fliamsiio :
Riavvolgimento / stammo /ccdificante Svolgimento

Elica ibrida
BRNA-DNA Sito di

allungamento

5 Ppp
Movimento della
polimerasi




a) Modello tradizionale in cui

la formata
dalla RNA polimerasi, avanza in
modo continuo ed il trascritto si
appaia con le basi dello stampo.

b) Modello in
cui la RNA polimerasi avanza in
modo discontinuo ed il trascritto
forma interazioni con la polimerasi.

Filamento non
tragcritto 57

Filamento 3l
trascritto

mRMNA 5
(a) Modello a "Balla”

Sito 2 di legame
del DRA:
conformaziong

a bassa affinita —_

Svolgirmer
) del DNA

S

Sita 2 di legame del DNA:
conformazione
ad alta affinita

LW

!
ot
: ::L% Y

Sito di legame dell'BihA
ad alta affinita:
chiuso

RiA polimerasi:
@ confarmazione accorciata
L'estremita ——

posteriore scorre a valle

RMA polimearasi

Sito di legame delllRMNA
a bassa affinita

Sito catalitico

(& valle rispetto 2 )

Riavvalgimento del DNA -

-t

1

— ¢ - //.

Sito 2 di legarme del DNA:

conformazione a bassa affinita
e

RMNA neosintetizzato

)

Sita 2 dilegame gy Lestremita guida scorre a valle

del DMNA:
confarmazions
ad alta affinita

Il sito 1 di legame del DMNA
trattiene l'estremita guida

—_—

L'RNA neosintetizzato
scorre allraverso

il sito di legame

’

=

Sita di legame dell’/RNA
ad alta affinita: aperto

e te
{b) Modello a "bruco geometra”

e

Sito 1 di legame
del DNA:
confarmazions
a bassa affinita




- L'RNA polmerasi La fedelta della trascrizione e
molto minore di quella della replicazione;

£y

nella sintesi di RNA
e nell'ordine di una base errata per 10%-105;

- la maggior frequenza di errori viene
tuttavia perché per la maggior
parte dei geni vi e la sintesi di molti
trascritti di RNA per ogni generazione.




Regione
ricca di GC

i
Regione
ricca di AT

DNA stampo

CG
CG
CG
AT
CG
AT
G C
CG
€G
5 C
CG
C G
AT
5 C
TA
T A
CiG
C G
GC
cG
TA
G C
G C
C G
G C
G C
CG
AT
TA
T A
T A
T A
AT
AT
CG
T A
TA
TA
CG
TA
TA
TA
AT
AT
TA
G C
JT\T

mRNA

wO—CCCCPrOOOOROCODOOCCOPOOOO00OFOPO000—n

si blocca la formazione di
legami fosfodiestere, I'ibrido DNA-RNA si dissocia, la regione
svolta del DNA si ravvolge, IRNA polimerasi si stacca dal DNA
ed il fattore o si riassocia al nucleo dell'enzima,

e una regione palindromica
ricca di GC seguita da una regione ricca in AT,

complementare a se stesso e forma una struttura a forcing,

v questa forcina stabile
\gach e seqguita da quattro o
,H, piu residui di U. Il
€+G trascritto termina a

|

$°% livello di  questa

e sequenza o subito
'G . V4

1 dopo, poiché

C+G
GC

U—a—A—U—c—Cc—c—-Aa—c—a7 Sa-G_-oH

5

3r




e un esamero che si lega solo allRNA a singolo filamento
(72 nucleotidi) con conseguente idrolisi di ATP. Questa reazione le permette
di muoversi lungo 'IRNA nascente verso la bolla di trascrizione, spezzando a
questo livello la catena ibrida RNA-DNA e rimovendo I'RNA.
Essa ¢ pertanto una che viene attivata
quando la RNA polimerasi ¢ in

*

k RNA polimerasi

ppp 5’




Nei genomi dei procarioti, i geni che codificano per proteine correlate
sono spesso organizzati in gruppi che vengono trascritti insieme ( ).

Negli eucarioti, invece, la maggior parte dei geni che codificano per
proteine, . sono trascritti uno alla volta.




Nei procarioti, i del tRNA e dell'rRNA sono tagliati e
modificati chimicamente dopo la trascrizione, invece le molecole
di mRNA subiscono pochissime modificazioni.

Molte di esse vengono tradotte durante la trascrizione.
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mRNA,

TRNA,

ribosomi,

enzimi attivanti,

fattori proteici.




Il tRNA ha la funzione di nella
sintesi proteica,

esso presenta un sito di legame per
I'amminoacido ed un sito di riconoscimento
per lo stampo (MRNA),

il codon e riconosciuto dall'anticodon del
tRNA e non dall'amminoacido attivato.

. H Amino acid
[ |+ )
II‘OOC—(|}—NH3II

™ Amino acid
hinding site

Adaptor

Nucleotide triplet
coding for an
amino acid




HNAdi trasferimento = contiene un sito di attacco per
'amminoacido ed un sito di riconoscimento per il

T . filamento stampo del'mRNA,

!
O=f|’-—OCH2;{}_K__ Adenina
"“'\4 - il tRNA lega un

il cui
gruppo carbossilico e esterificato
al della
catena di TRNA dove & presente
un sito di attacco -CCA,

- il legame di un tRNA ad un aminoacido é catalizzato da
un enzima specifico: che
catalizza l'esterificazione favorita dall'idrolisi di ATP.
Esiste per oghuno dei 20 aminoacidi,

- il sito di riconoscimento sul 1RNA ¢ detto ""'-\+
una sequenza di tre basi che riconosce una sequenza -
complementare sullo stampo di mRNA chiamata \

“~Anticodon




Sono catene singole,
presentano molte basi insolite,
il tferminale 5' & fosforilato,

la sequenza al 3' ¢ CCA,

la meta dei nucleotidi € appaiata a formare doppie eliche,

I'ansa dell'anticodon & costituita da sette basi:

pirimidina-pirimidina- -purina modificata-base variabile-




Drerivati dell uracile

Riboasm

Pseadouridina (Y Dandroaradina (T3
Drerivati dell'adenina
MH

i - 1
| ) ' R
g‘h‘ [ D g | ’“‘*1>

\

Drerivati della citosina

Ribosim

3-Metilcitidina {m°C)

Drerivati della puanina

Lisidina (1)

B b Fibosio Frhosin [2iboao

N_-Mtliguanusim (m'G) NG JM’J-Dimﬂ'tguﬁnusinu (m §G1

I-Metiladenosina (m' A) Laosina {I)




La struttura a quadrifoglio del tRNA
assume una forma di (struttura
terziaria) simile ad un trapano elettrico,

ci sono due segmenti a doppia elica,

nei segmenti non ad elica si formano
interazioni idrofobiche tra anelli aromatici
adiacenti,

il terminale e
sono alle due estremita della molecola,

a seconda del momento funzionale, la
regione del terminale CCA e quella
adiacente possono cambiare
conformazione.

D arm
(residues
10-25)

Anticodon
arm

TyC arm

Amino
acid arm







Un codice a potrebbe specificare solo quattro tipi di aminoacidi. Un codice a
potrebbe specificare sedici tipi di aminoacidi (42=16), mentre un codice a
specificherebbe per 64 tipi di aminoacidi (43=64). Esperimenti genefici

hanno dimostrato che un

Studi su organismi mutanti dimostrarono che le alterazioni colpiscono in genere solo
un aminoacido. Quindi il codice genetico non e sovrapposto,

Inizio G (asportata)

l

ABCDEF | HIJ | KLMiNOP
Eﬂl— Eaz -333—-384—355
Mormale . Al tr.'_:-r'n!n

A—AA AA AA,—

Inizio - Inserzione

ST
da studi ABC DEF ZGH | IJK | LMN

biochimici & noto che 61 triplette delle 64 possibili -
codificano per aminoacidi, quindi esiste pit di una oo R ——
Tr‘ipleﬁ'a per ogni AA. MNormale Alterata




a4 daq Ade, aay adg adi, @gy3  Adqs
I ) i S i ] 11 S 1T | | ]
U CIC |G G:IAIA ﬁ;IICIU ClClu - uc Alilralf;‘ CICIU ClAlL C.
L 1 2 I 1 15 I 1
CE EEW Adg A8g 4 a8y, A4y

(a) Codice sovrapposto. In questo caso dovrebbero esistere regolarita statistiche
tra residui aminoacidici adiacenti. Mutazioni puntiformi {in rosso) sarebbero
in grado di cambiare due residui.

aa, as; Ady aa, aag aag

‘UCCIGIG A AlAC UCICIU U UICIA G CICICIU CIAIUC

{b) Codice punteggiato. Le delezioni di quattro nuclectidi (o multipli di quattro)
dovrebbero ripristinare 1a fase di lettura.

I T e ||

| A et T 1T 1T | A 1
e elgamsaAciLe gL UC AGIle e ClU € AIUC

(c) Codice non punteggiato. Le delezioni di tre nucleotidi (o multipli di tre)
dovrebbero ripristinare |a fase di lettura. |l codice ha in realta guesta forma.

Il codice genetico € un codice a triplette non sovrapposte, privo di punteggiatura.




| riconosce 2
hon I'amminoacido legato al 1RNA.

l sullmRNA forma coppie

PRS di basi con del

/ \
Anhcudon}

\'3 2 1Y
‘U A G’

mMRNA § m— A T C
11 2 3,
Codon

(a)




Alcuni tRNA vengono riconosciuti da piu di un codon,

perché |'appaiamento della terza base di un codon e
talvolta delle prime due.

3 2 " s 3 2 ]_

=i

Anticodon 3") G-C-1 G-C-1I (5"

Codon (5") C-G-A , C-G-C (3"
L. 2 3 : : 1 2 3




Codon che differiscono in una delle due prime basi devono esser
riconosciuti da tRNA diversi.

indica il numero di da
una particolare molecola di TRNA:

Base Base

#

in posizione 5’ in posizione 3
nell’anticodone nel codone

G sitappalacon ColU

C siappalacon G
siappaliacon U
siappaiacon AoG
siappaiacon A, UoC




- Mediante tecniche enzimatiche e chimiche, furono Tutti i
trinucleotidi e per ogni nucleotide fu controllato a quale 1RNA (ciascuno dei
quali corrispondente ad un aminoacido) si legava;

_—Aminoacido radioattivo

- sintetizzo polinuleotidi  con
sequenza definita che permisero la

In
particolare, egli fu in grado di definire le
sequenze dei che non specificano
alcun aminoacido e sono detti pertanto segnali

di STOP:




- Gli AA piu frequenti nelle

ima usiz'une| seconda posizione terza posizione . ., .
— P . proteine sono codificati da

estremita 5' (estremita 3') N . .

{ " | U C A G | | piu  di una tripletta
) | | S W8 e ( )}
soltanto e sono

Phe Ser Tyr Cys U . .
" Phe Ser Tor Cys C codificati da una sola

| Leu Ser STOP STOP A ‘rr'ipleﬁa.

Leu Ser STOP Trp G

- Codon che specificano lo
| — - — stesso AA sono detti

Leu Pro His Arg

| Leu Pro His Arg |
Leu Pro Gin Arg
Leu Pro Gin Arg G

-3 o I o

- Il numero di sinonimi per
ciascun AA ¢ correlato con
la  sua  frequenza di
comparsa helle proteine.

e Thr Asn Ser U - La maggior parte dei
A le Thr Asn Ser C sinonimi differisce soltanto

e
=

lle Thr Lys Arg A
| Met Thr Lys Arg G . della
fripletta.

- La degenerazione
el effetti

| Val Ala Asp Gly

Val Ala Asp Gly . ..
| v Ala Glu Gly deleteri delle mutazioni.

Val Ala Glu Gly - Il codice genetico é
I i | 138

GO0 C




Caratteristiche comuni a tutte le molecole di tRNA:

A) Sono costituiti da (~ 25 kDa) contenenti da 73 a 93
ribonucleotidi,

B) contengono da 7 a 15 dalle
convenzionali per molecola: esse sono |
derivati metilati o dimetilati di A, U, C e 6. {0 | Estremita

terminale

Queste  alterazioni la v/ // “cea
formazione di alcune coppie di basi e

attribuiscono un carattere idrofobico ad

alcune regioni del tRNA,

C) il terminale 5' dei tRNA (in genere pG) e

Il terminale =' e sempre e
I'aminoacido attivato si lega al gruppo
ossidrile 3'




[FNA di trasferimento - L'attivazione degli aminoacidi. ed “. loro successivo

| ' attacco ai TRNA sono catalizzati da

? che attivano il gruppo
i Tl o e W sy carbossilico degli aminoacidi precursori formando

o I—Fi di aminoacidi con il gruppo OH 2" o 3
“ﬂ—z/ dell'unita di riboso al terminale 3' del tRNA;

'Y ¥
4+ ATP —— ’H]N—$ O —T—O—F{iboso—nAdenina + PP;
R O~

. X Aminoacil-adenilato
Aminoacil-tRNA (aminoacil-AMP)

Aminoacil-AMP + tRNA — aminoacil-tRNA + AMP

Aminoacido + ATP 4 tRNA = aminoacil-tRNA + AMP + PP,

- nella sintesi di un aminoacil-tRNA vengono impiegati
uno per la formazione dell'aminoacil-adenilato (aminoacil-AMP), l'altro per
favorire la reazione verso destra.

Aminoacido + ATP + (RNA + H.O — aminoacil-tRNA + AMP +2 P,




Two Classes of Aminoacyl-tRNA Synthetases* L'amminoacil-tRNA sintetasi ¢ un
Class | Class Il

Arg Ala

Cys Asn - 5 . .
GIn s per ciascun amminoacido esiste

Glu Gly almeno un

lle His enzima attivante specifico
Leu Lys

Met Phe ed almeno un
i re tRNA specifico.

Tyr Ser
Val Thr

*Here, Arg represents arginyl-tRNA synthetase, and so forth.
The classification applies to all organisms for which tRNA
synthetases have been analyzed and is based on protein
structural distinctions and on the mechanistic distinction
outlined in Figure 27-16.




Val-tRNA

L'isoleucina-tRNA

idralitico | é troppo grosso per
acilazione entrare nel sito idrolitico

Il non accetta amminoacidi pit grandi di quello
corretto,

il distrugge intermedi attivati con dimensioni piu
piccole della specie corretta;

la correzione molto in termini di tempo e di energia.




I'ansa dell'anticodon,

frammenti specifici di tRNA
riconosciuti dalle sintetasi

corrispondenti;

OOoOoD
COOoOOOO0D00

{RNARE

Principali "elementi di
identificazione" in 4 tRNA




I ribosomi sono complessi molecolari in grado di tRNA, mRNA e
catalizzare la formazione di legami peptidici per dare luogo alla sintesi di
proteine,

50 nm
(500 A)

un ribosoma di E. coli € una molecola ribonucleoproteica con massa di 2.700
kd e diametro di 200 A e coefficiente di sedimentazione 70S.




>

RNA 23S

*Q 34 proteine

Subunita 508

Ribosoma 70S k‘Qy

RNA 165

Subunita 30S 21 proteine

Il ribosoma si puo dissociare in una subunita grande (505) e in una piccola
(505). Esse possono essere ulteriormente dissociate nelle proteine e negli
RNA che le costituiscono.

Gli formano circa i della massa di questi grossi aggregati
molecolari.




La rottura di un solo legame dellrRNA 16S
inibisce totalmente la sintesi proteica,

la rimozione di alcune proteine riduce l'attivita
ribosomiale, senza perdita della sua funzione,

é una sequenza dell'rRNA 16S a scegliere il sito
di inizio del'mRNA,

ribosomi quasi totalmente privati di proteine
catalizzano la formazione di legami pepftidici;
I'RNA 23S ¢ essenziale per questa attivita,

gli antibiotici che inibiscono la sintesi proteica interagiscono con I'rRNA
piuttosto che con le proteine ribosomiali.
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4 3
A A A Ao Al

Questo consente nei
procarioti che la
e la

possano

essere spazialmente
temporalmente




L'mRNA ¢ tradotto in
direzione

Nei procarioti,

la trascrizione e

la traduzione sono
strettamente




Incoming
ribosomal subunits

Growing
polypeptide

Direction
of
translation

Nell'immagine, molti ribosomi traducono
simultaneamente una molecola di mRNA,

se la direzione della traduzione fosse
opposta a quella della trascrizione, solo
'RNA completamente sintetizzato potrebbe
essere tradotto.




La traduzione prevede tre passaggi:

ciascuno adiuvato da specifici fattori pro‘réici.

Numero approssimativo
Fattore  per ribosoma nella cellula  Lega GTP? Ruolo

Inizio
IF1 1/7 No Promuove la dissociazione del
ribosoma 705
IF2 1/7 Si Aiuta 'attacco del tRNA di inizio
IH3 1/7 No Come IF1

Allungamento

EF-Tu  ~10 5 Trasporta il tRNA nel sito A

EF-Ts 1 S Partecipa alla ricarica di EF-Tu

con GTP

EF-G 1 Si Necessario per la traslocazione
Terminazione

RF1 1/20 No Fattore di rilascio (UAA, UAG)

RE2 1/20 No Fattore di rilascio (UAA, UGA)

RF3 ? Si Una GTPasi che promuove il rilascio




Nei procarioti, il primo codon tradotto
nellmRNA non inizia immediatamente al
terminale 5 e molte molecole di mMRNA sono

codificano per piu di una
catena polipeptidica;

(Met-tRNA,)

la sintesi proteica nei batteri é iniziata da

Questo
iniziatore porta la formilmetionina al
ribosoma.

Formilmetionil-tRNA;
(FMet-tRNA,)




I codon di inizio nellmRNA dei procarioti sono ) e molto meno
frequentemente ( ).

L'accoppiamento del codon di inizio dellmRNA con l'anticodon del fMet tRNA

di inizio e I'appaiamento di alcune basi del'mRNA (
) con l'estremita della’ |

subunita ribosomiale determinano il punto di inizio della sintesi proteica.

AGCACGAGGGGAAAUCUGAUBGAACGCUAC trpA di E. coli
UUUGGAUGGAGUGAAACGAUGGCGAUUGCA araB di E. coli
GGUAACCAGGUAACAACCEIBCGAGUGUUG ihAd E. colj

CAAUUCAGGGUGGUGAAUBUGBAAACCAGUA JacldiE. coli
AAUCUUGGAGGCUUUUUUABIEGUUCGUUCU Proteina A del fago ®X174
UAACUAAGGAUGAAAUGCAUBUC UAAGACA Replicasi del fago QB
UCCUAGGAGGUUUGACCI CGAGCUUUU Proteina A del fago R17
AUGUACUAAGGAGGUUGUAUBGAACAACGC cro del fago

| L il

Coppie con Coppie con
rEMA 1685 tRMNA di inizio




. 3" End of
Prokaryotic 16StRNA ! :
mRNA U C
with consensus UCCUCQCCA
Shine-Dalgarno
sequence )G AUUCCUAGGAGGUUUGACCUAUGCGAGCUUUUAGU @)

(b)

L'accoppiamento delle basi avviene tra la regione ricca in purine (sequenza
di Shine-Dalgarno) nel sito di inizio di un ed il
(da 3 a9).

Una subunita ribosomiale si unisce quindi a questo complesso
per formare un , in cui occupa
il (peptidilico) del ribosoma.




5°GAG...CU-AUG-=UUC —~AGU--GGU--AGA--GCU--GUA--UGA-AT GCA.. TAAAAAA 73>




GAG...CU-AUG--UUC --AGU--GGU--AGA--GCU--GUA--UGA-AT GCA..TAAAAAA




Nella fase d'inizio, il
corretto attacco dellmRNA
al ribosoma é determinato
dal legame della

ad una
sequenza sull’ del
ribosoma.

— Ribosoma 705

53y . .
=
Ay
.‘-‘-.
\me_‘_‘ - Rilascio della

subunitd 508

: Subunita 305
s

#  Codone di Inizio
2 AUG (o GUG o UUG)

tRNA di inizio

frasporiato
da |[F2-5TF

8'3_\

IF2 pronte .
per legare GTR |

per iniziare y erme:
o ’_J._\__ % L
& B j 5 9 ~/ Subunitd 508

( (=] ) ‘\/I IFz) et

GDF +

F: T
' QME‘I — Complesso dj inizia 708




Subunita ribosomiale 30S
l]{_ Fattori di inizio

30S - IF1-IF2 - IF3

y— GTP

mRARNA a8 fMet-t RNA,

> |F3

\_J
mRMNA

Complesso di inizio 308

Subunita 508

IF1 e IF2

Complesso di inizio 708

Tre fattori di inizio proteici ( ) sono
essenziali per linizio della sintesi proteica. La
forma un complesso con

questi tre fattori.
promuove il legame del complesso
metionina formilata-tRNA al ribosoma 30S e

richiede

Il legame del consente allmRNA ed al tRNA
iniziatore di legarsi al complesso con rilascio di
IF3 e conseguente associazione della

Successivamente l'idrolisi del

di con formazione del

pronto per la fase di allungamento della sintesi

proteica. La molecola di occupa |l
( ) sul ribosoma, mentre gli altri

due siti il ( ) e il (
) sono vuoti.

porta al rilascio




GAG...CU-AUG-- --AGU--GGU--AGA--GCU--GUA--UGA-AT GCA..TAAAAAA




E

GAG...CU-AUG-- --AGU--GGU--AGA--GCU--GUA--UGA-AT GCA..TAAAAAA




GAG...CU-AUG--UUC--CUU-, --GUA--UGA-AT GCA..TAAAAAA




C

GAG...CU-AUG--UUC--CUU--AGU--. --UGA-AT GCA..TAAAAAA




GAG...CU-AUG--UUC--CUU--AGU--. --UGA-AT GCA..TAAAAAA




B!

Rigenerazions di EF-Tu-GTP
(vadere figura 27 .20}
*

La catena polipeptidica \)
nascente nel viene +T
@ |

|
trasferita all'aminoacil T1RNA S |
O Legamedi r,ﬂﬂﬂ_,_&ﬂ;_ :

2a — A @ rormazione
del lagame peptidico

appena giun'ro nel e Sito P uno specifice ==

l 2 . O U= LR AT . st
La traslocazione sposta quindi s e ey
questultimo TRNA nel < - © od [EEENENES
il precedente nel

|
Codane 5 Codane 7
Codona §
|l ibosoma & pronin
per iriziare un altro ciclo

Traslboazione del peptidil-HN/
I ribmy a1 aposta a de:




2= { 1
iH Bt B
P <

Initiation
. eodon
30S

(una proteina di 42 Kd) porta
I'aminoacil-tRNA appropriato al
(aminoacilico), per cominciare la fase
di allungamento, con la formazione
del primo legame peptidico.

L'idrolisi del legato a questa
proteina, porta alla dissociazione di
dal ribosoma, facendo
intfervenire un secondo fattore di
allungamento che induce la

dissociazione del GDP.




oy Il legame del fattore a
SRR ) permette anche il legame
e di un nuovo per preparare

ad un huovo ciclo.

La velocita della di

P

Jii) determina la frequenza di

- 2 errore ed il ritmo della sintesi

““-“"—‘—-_.——'-r'---

proteica.

—
- —

i'/- \'\

(E1B] F:) EF-Tu )

\‘-..




EF-Tu-GTP EF-TuGDP| Formazions g!?]
ahNA | aa-tANA S jegame peptidico

Dissociazione = ' . Dissociazione
di aa-t § EEEE

NoM CofiRETi0 oM CoRRETIQ

La correzione dell'amminoacil tRNA che occupadil avviene
prima e dopo l'idrolisi del GTP legato a EF-Tu.




La fase successiva del ciclo di allungamento e la traslocazione mediata da

un

il

lascia il sito P della

subunita 30S e va

al sito E, il
Si

sposta dal sito A
della subunita 30S
al sito P della
stessa subunita e
I o
tre nucleotidi in
modo da porre il

nella posizione
giusta per essere
letto.

fMet

—

Sito P

Sito A

fMet aa,

—

Trasporto
dell'aminoacil-tRNA
da parte di EF-Tu

N

GTP GDP

+

P,

Formazione del legame
peptidico catalizzata
dalla peptidil transferasi

Traslocazione
mediata da EF-G




I'attacco dell'aminoacil-tRNA

la formazione del legame peptidico
la traslocazione.




. Polypeptidyl-{RNA

link hydrolyzed

La sintesi proteica ¢ terminata da fattori di
rilascio che riconoscono i codon di stop

anche ha un ruolo chiave,
particolarmente nella lettura del codon di stop

’

si ha del legame tra il polipeptide ed il
tRNA, > S

i fattori di rilascio coinvolti sono (per UAA e
UAG) o (per UAA e UGA).




agiscono

sulla
affinché l'accettore del
peptide attivato sia I
invece del gruppo aminico,

il legame fra il
polipeptide e il tRNA nel sito P.

Al la
catena polipeptidica lascia il
ribosoma, sequita dal TRNA
e dal'mRNA ed il ribosoma si
dissocia nelle due subunita
costituenti ( ).

I tRMNA Nel sito P
porta una calena
polipeptidica completata

Lastramilta carbossilica
della catena e rilasciata
in seguito a idrolisi del
legame tRMNA-peptidse

I tTRMNA &
rilasciato

Subunita 505

= 3

codone di stop nel sito A

G
Fattori di rilascidg
I/— @ 2z 6 RF1, RF2, RF3

7
= BF1 o RFEZ2 entra neal sito A
RF2 e GTPR =i leganao alltrove

Il ribosoma si dissocia,

FProbabilmente la subunita 505

s stacca par prima, per stimolaziana
da parte del legame di IF1 e IF3
{(wvedere figura 27.18), La subunita 305
pud o dissociarsi dall'mBMNA o spostarsi
sul successivo codone di inizio.

= =

Subunita 305




e terminata da fattori di rilascio proteici ( )
che riconoscono i codon di stop. Anche I svolge un ruolo chiave
nella terminazione in particolare nella lettura dei codon di stop

agiscono sulla in modo che

'accettore del peptide attivato sia l'acqua invece del gruppo aminico
il legame fra il polipeptide e il tRNA nel sito P;

la catena polipeptidica lascia il ribosoma seguita
dal tRNA e dallmRNA ed il ribosoma si dissocia nelle due subunita
costituenti ( ).




Modificazioni amino- e carbossi-terminali
Perdita delle sequenze di segnale

Fosforilazione degli amminoacidi con gruppi -OH
Reazioni di carbossilazione

Metilazione di gruppi R

Attacco di catene di carboidrati

Aggiunta di gruppi prostetici

Formazione di ponti disolfuro.

1.
2.
3.
4.
5.
6.
/.
8.




le amminoacil-tRNA sintetasi attaccano il corretto
aminoacido al TRNA

un amminoacido specifico inizia la sintesi

i legami peptidici si formano durante la fase di
allungamento

la terminazione della sintesi polipeptidica necessita di
un segnale di stop

le catene polipeptidiche neosintetizzate vanno
incontro a ripiegamenti e modificazioni




Membrane
accoppiate
del reticolo
endoplasmico

Cisterna
-+~
- INH 3
Polipeptide

Seguenza
di segnale

(4}

Completamento
del polipeptide
e rimozione g
della segquenza
di segnale da
parte delle
= peptidasi
mRMNA
. libero

. Ribosoma ! Sequenza
5 (libero) di segnale

F [ staccata

Proteina -4 -

finita, che . Verso l'apparato
si muove ora del Golgi e
verso la sua . le wvescicole

destinazione secretorie .
per l'esocitosi




Terminazione Inizio per la  Terminazione Inizio per la Terminazione
Inizio per la perla proteinadi  per la proteina subunita per la subunita L
Estrer|niiét b proteiina A proteina A rivesti|mento dirivestimento  della replicasi della replicasi Estremita 3'

| | | |
oppGGG  GUG UAG, AUG AL UAGIUUGA A—OH

._.._-..‘_%HM / , : - |

Proteina A ﬁ;gﬁ:nmaegam Subunita della replicasi ' l Prima fase di lettura

- } Seconda fase dilettura

LR i A |

[ L ik ol ”

1116 130 1309 | 1335 / 1725 (1761 1902 3369 3569
| 1678 7

Seguenza Sequenza Sequenza
di attacco di attacco di attacco
del ribosoma del ribosoma del ribosoma

‘traduzione lata, generalmente lo e a livello
dello s’radlp di inizio, mediante la struttura dellmRNA o
attraverso il legame allmRNA di proteine o di RNA.




