























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 M’T

Numero per
molecola di enzima

Funzione

a 36500

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.




Le fasi della sintesi del'lRNA sono:
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o Legame non specifico
dell'cloenzima della polimerasi
& migrazione verso il promotore
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La trascrizione inizia
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tra 'RNA polimerasi e
un sito promotore. o @i dasnes

di mRNA,
quasi sempre
can una purina
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del’mRNA di circa

8 altri nucleotidi
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degli eventi di inizio
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La trascrizione inizia a livello dei

presenti sullo stampo di

DNA, situati a monte dei geni, a cui si lega 'RNA polimerasi.
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| UP element ‘ -35 Regionl Spacer ‘—10 Regionl Spacer ‘ RNA start

+1

Consensus [ NNAAAAATATTTINNAAAANNN [N TTGACA | | Ny | [ TATAAT | | N, |

sequence TT-T

rrnB P1 | AGAAAATTATTTTAAATTTCCT [N GTGTCA | Ny | | TATAAT | | N

trp TTGACA | |N,; | [ TTAACT | | N,

TITACA | |Ny; | | TATGTT | | N,

TTGATA | |N,; | [ TATAAT | | N,

CICACE [N | R | N

Esistono siti di legame sul DNA anche per altre proteine che
hanno funzione regolatoria.




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

(3') GCGATATCGCAAA(')  DNA template strand

(5') CGCUAUAGCGUUU(3')  RNA transcript

La sequenza del filamento codificante ( ) ha la
stessa sequenza dell'RNA trascritto, fatta eccezione per la T al
posto dell'U.

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




Cpemne Regione — 35 Regione — 10 Silo
(Pribnow box) di inzio {+1)

ACCCCAGGCHTTACAC TTTATGCT TCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAAT TGTGAGCGG
CCATCGAATEGEGERAAACCT

ATTTATTCCATEICACAC TTTTCGCATCTTTGT TATGETATGGTTATTTCATACCAT
GGATCCTACCHGACGE TTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTT
GCCGTGATTATRGRERC T TTTGTTACGCGT TTTIGICATGGCTTTGETCCCGCTTTG
AAATGAGCTGITGACAATTAATCATCGAACTAGTTAACTAGTACGCAAGTTCACGTA
TTCCAAAACGTGET T TRIGTTGTTAAT TCGGTGTAGACTTGTAAACCTAAATCTTTT
CATAATCGACTTGTARACCAAATTGAAAAGATTTAGGTTTACAAGTCTACACCGAAT
CAACGTAACACTTTACAGCGGCGCGTCATTTGATATGATGCGCCCCGCTTCCCGATA
CAAAAAAATACTIGTGE AAAAAAT TGGGATCCCTATAATGCGCCTCCAGTTGAGACGA
CAATTTTTCTATTGEGECC TGCGGAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGG

AAAATAAATGCTTGACTC TG T AGCGOGAAGGCGTATTATGC ACACCCCGCGCCGCE TG

Sito
Regione —35 Regione —10 di inizio

T T &G A C A e 16-19bp... T A T A A T ...
G T3 61 56 54 54 FrTe 6D 61 56 B2




LA SEQUENZA CONSENSO

Una sequenza consenso comprende quelle basi che compaiono
pit frequentemente in ciascuna posizione della sequenza, in
una serie di sequenze che si ritiene abbiano la stessa funzione.

Es. nelle sequenza PRIBNOW Box di E.coli, questa sequenza
consenso ¢ risultata essere TATAAT, sul filamento senso.




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




fanno avvenire frequenti trascrizioni e
hanno le sequenze molto simili a quelle

di consenso.

si legano sia alle sequenze del
DNA" sia dellRNA polimerasi e

influenzano la frequenza di
trascrizione di molti geni.




Direzione di allungamento 5 — ¥

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




LA FASE DI ALLUNGAMENTO NELLA
SINTESI DELL'RNA IN E.COLT

Negative
supercoils

Positive
supercoils

Direction of transcription

(b)




a) Modello tradizionale in cui

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

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

Filamento non
trascritto

Filamenio 3
trascritto

mRMNA 5°

(a) Modslle a "Baolla”

Sito 2 di legame
del DMNA:
conformazione
a bassa affinita

Sito catalitico

Svolgimen-
el DMNA

Sito 2 di legame del DNA
conformazione

_— ad alta affinita

[

31 i
DNA ¥ 3
o

Sito di legame dell’RMNA

MRMNA

ad alta affinita:

chiuso

L'estremitsa ———
posteriore scorre a valle

Riavvolgimento del DNA

RMA polimerasi:

conformazione accorciata

RMNA polimerasi

Sito di legame dellRMNA
a bassa affinita

Sito catalitico

(a valle rispettc a )

31

Sito 2 di legame del DNA: Y

conformazione a bassa affinita

5¢

Sito 2 di legame

del DMNA: e
conformazione

ad alta affinita

RMA neosintetizzato

)

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

L'estremita guida scorre a valle ——»

el

L'RMNA neosintetizzato

scorre attraverso
il sito di legame
¥

[

5

=TT LTI
{b) Modello a “bruco geometra”

Sito di legame dell’lRNA
ad alta affinita: aperto

Sito 1 di legame
del DMNA:
conformazione
a bassa affinita




/4 RMNA polimerasi

Filamento

Filamento /cacﬁficante

Elica ibrida
RNA-DNA Sito di

allungamento

nascente

5 PPP .
Movimento della
polimerasi

Svolgimento




La fase di allungamento inizia dopo la formazione del
legame fosfodiestere,

la velocita di trascrizione é di hucleotidi al secondo.




La bolla di trascrizione avviene subito dopo la formazione del
primo legame fosfodiestere,

la perdita del fattore sigma fa legare il nucleo dell'enzima piu
saldamente allo stampo di DNA,

I'elica RNA-DNA ¢é lunga circa 12 coppie di basi.




Il nucleo dell'enzima contiene un sito catalitico di legame anche
per l'altro filamento,

I'RNA polimerasi svolge circa 17 coppie di basi dello stampo di
DNA (quasi 2 giri dell'elica), prima di iniziare la trascrizione,

il DNA viene riavvolto dietro I'enzima alla stessa velocita con la
quale viene svolto davanti allRNA polimerasi.




L'enzima manca dell'attivita nucleasica,
la frequenza di errore e circa superiore a quella della sintesi di DNA,

questo € tollerato, perché la maggior parte dei geni & trascritta molte volte,
per oghi generazione;

quando raggiunge un segnale di stop, 'IRNA polimerasi si stacca.

Catena senso (codificante)

E. f
=55y

Catena antisenso (non codificante)
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IL MODELLO PER IL TERMINE
DELLA TRASCRIZIONE p-
INDIPENDENTE IN E.COLT

Isomerize

Terminate




: 2 R C

(a) 3- GCTTCGCCl‘(leu?ATT,T. T?TT'TT'E"
: OH M

5-CCCAGCCCGCCTAAT 5 CAAAA-3'

“AacaaaeTTTTTTTTE

Le sequenze del DNA
promuoventi la terminazione

Co m p re n d (0] no - Strutlura

( stelo-ansa

&
una successione di residui di A (tra Ny

Ay
-G

4 e 8 ) ed una regione a forma

;

8 SoaeTostraeTICTocoeee TerrTrs
)

5-CCCAGCCCGCCTAATGAGCGGGE — CAAAA 3

TUrRitie

(¢} & GGGTCGGGCGGATTAQTCGCCC TTGTTTT 5¢
5! CCCAGCCLGCCTAATGACCGCGCTTTTTTTTGAACAAAA gt




La sequenza complementare a se stessa, determina questa
struttura. L'RNA polimerasi si ferma quando incontra una forcina di questo
tipo, poiché l'elica ibrida diventa instabile.

- N INARGCGEOG NN NN
.
« W INTT COCGEE NN N NG

s o MAAGLGLU

La forcina é seguita da una sequenza di (in E.coli).




Si blocca la formazione di legami fosfodiestere,
I'ibrido DNA-RNA si dissocia,

il DNA si riavvolge al suo complementare,

I'RNA polimerasi si dissocia dallo stampo,

la subunita o si riunisce al nucleo.




RMNA polimerasi
-

Legame di g
al complesso
DMNA-RMNA-
polimerasi

Nella terminazione fattore dipendente
interviene la proteina

Essa agisce da RNA-DNA elicasi, Aopm—/i el it
svolgendo il duplex e
facilitando il rilascio del trascritto

stesso.

t
siampo e trascritto,
rrrrrrrr do |la
d issociazione.
£ e la polimerasi si
dissociano anch'esse
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Essa e un esamero (46 kD),

entra in contatto con 72 nucleotidi di
RNA;

quindi, interagisce con sequenze che si
trovano sullRNA nascente (cioé a
singolo filamento).

Proteina o

Legame di g
al complesso
DMNA-RMNA-
polimerasi

2 sSi sposta verso
! I'estremita 3'
allontanando il
filamento di DMNA
stampo
’f/' 2 R

e.
p e la polimerasi si
dissocianoc anch'esse

- (/ =,




Essa si muove verso la bolla di trascrizione
(attivita ATPasica),

spezza la catena ibrida DNA-RNA,
rimuovendo I'RNA;

e quindi una (ATP-
dipendente), attivata quando la RNA
polimerasi ¢ in fase di stazionamento.

RMNA polimerasi
o

Sito di
riconoscimeanto
di o

Legame di o
al complesso
DMNA-RMNA-
polimerasi

£ Si sposta verso
l'estremita 3'
allontanando il
filamento di DMNA
stampo

siar‘npo e trascritto,
provocando |a
dissociazione.
pela pollmera5| '=|
di h




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.

—od_y |l  construtturali ———

CONLre || i

-—--




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.







E' un processo mediato dall'azione coordinata di:




Essa avviene in tre passaggi:

1.




La traduzione inizia con l'attivazione (ATP dipendente) degli
amminoacidi da parte delle ;

esse legano il gruppo carbossilico di un amminoacido al gruppo
ossidrilico 2' o 3' dell'unita di adenosina del terminale 3' del tRNA.

PNHS

Amminoacil -t RN A




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.

Amino acid

™ Amino acid
binding site

Adaptor

triplet
coding for an
amino acid




Sono catene singole,
presentano molte basi azotate insolite,
il ferminale 5’ & fosforilato,

la sequenza al 3' ¢ CCA,

la meta dei nucleotidi € appaiata a formare doppie eliche,

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

pirimidina-pirimidina- -purina modificata-base azotata variabile-




I tRNA hanno un profilo a

in cui la meta dei
residui sono appaiati con formazione
di legami idrogeno,

la di alcune basi
impedisce  l'accoppiamento  delle
stesse e conferisce idrofobicita ad
alcune regioni del tRNA.

G*

D arm

Pu @
Aeoooeoo®

o000
GjA

Contains

two or three

D residues

at different

positions
Py
10
N

3r
A

C Amino acid
¢ arm

Pu
=9,

Wobble—2 o &

position 5 ’

B

Anticodon

Extra arm
Variable in size,
not present in

all tRNAs

Anticodon
arm







Derivati dell’ uracile Derivati della citosina

Ribosio Ribosio HaMN —I( — il

Psendouridina (y) Disdrowradina () J-Metilciticina 'lm't:- Lisidina (L}

Derivati dell'adenina Derivati della guanina

e

Fi bosio R by

1-Metiladenosina (m'A) Inosina (L) N -Metilpuanosing (m'G) NN -Dimetilgganosina (m JG)




Infatti, esso riconosce sia
I'enzima che catalizza |'attacco
dellamminoacido corretto, sia il

codon del'mRNA.

s

Anticodone




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
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.- AnsaT / \' \\' Estremita 3’

Stelo accettore

LA STRUTTURA
AD | DEL tRNA

‘ Anticodone

N

Determinant| osservat







I trascritti batterici

subiscono un riarrangiamento

post-trascrizionale, con

scissioni da parte di
ed

le molecole di tRNA si
formano attraverso il taglio
di trascritti primari, ad
opera della




Adenosing— ¢

La formazione degli

ad opera delle

Adenosina

Amminoacido + ATP + 1RNA + H,0 +«—
«—— amminoacil-tRNA + AMP + 2P.




T
O —T—O—Hiboso——Adenina + PP;

O

Aminoacil-adenilato
(aminoacil-AMP)

Aminoacil-AMP + tRNA = aminoacil-tRNA + AMP

Aminoacido + ATP + tRNA — aminoacil-tRNA + AMP + PP,

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

! BrA di trasferimentoJ

|
o

I 5
O=—FP— OCH{/O'H-H Adenina

Aminocacil-tRMNA




L'amminoacido puo reagire sia
con il gruppo ossidrilico 2', sia
con il 3';

sembra in grado di passare

dall'uno all'altro di questi siti.

H—1L_ 1
I

™ T +
I ]_[ 3,

Amminoacil-t BN A




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

Arg Ala

Cys Asn c c c c
GIn sy per ciascun amminoacido esiste

Glu Gly almeno un

lle His

Leu Lys

Met Phe ed almeno un
Trp Pro

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.




complessate con TRNA (verde) e ATP (rosso):
GIn-tRNA sintetasi di E.coli (enzima monomerico)
Asp-tRNA sintetasi di lievito (enzima dimerico)




L’'isoleucina-tRNA

idrolitico ' 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.




Gruppo
metilenico

Valina Isoleucina

La della sintesi proteica dipende dall'alta specificita
delle amminoacil-tRNA sintetasi.

L'amminoacil-tRNA sintetasi | suoi errori.




Attivazione
: : : sbagliata
La correzione degli errori i

mediante idrolisi di un

nhon corretto.
Valina —AMP—E"

il
tRNA® Correzione dell'errore

H;ﬁ\ mediante idrolisi

Valina + AMP + E"




I'ansa dell'anticodon,

frammenti specifici (es. una
microelica di 24 nucleotidi nel

caso del tRNAALA) riconosciuti
dalle sintetasi corrispondenti;

o
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Principali "elementi di
identificazione" in 4 tRNA




L'mRNA riconosce l'anticodon e
non I'amminoacido legato al 1RNA.

Un codon sullmRNA forma coppie

di basi azotate con lI'anticodon del
tRNA.




Alcuni tRNA vengono riconosciuti da piu di un codon,

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

3 2 1 3 2 1
Anticodon (3") G-C-1I G-C-I (5")

Codon 5") C-G-A C-G-C (3")
1 2 8 1 2 3




Codon che differiscono in una delle due prime basi azotate devono essere

riconosciuti da tRNA diversi.

La indica il numero di da una

particolare molecola di tRNA:

Base
In posizione 5’
nell’anticodone

G siappaia con

C  silappala con
sl appaia con
si appaia con
51 appaia con

Base
in posizione 3’
nel codone

Col

(x

9]

AcG

A, UoC




How the Wobble Base of the Anticodon Determines the Number of

Codons a tRNA Can Recognize*

1. One codon recognized:
Anticodon (3") X—-Y—8 (5')

Codon (") Y-X-G (3")

2. Two codons recognized:
Anticodon (3") X=Y-U (5")

Codon (5) Y-X—-8& (3"

3. Three codons recognized:
Anticodon (3") X=-Y-I (5')

Codon (5%) Y—x—g (3")

(3") X—-Y-A (5)
(5") Y-X-H (3')

(3") X-Y-G (5")
(5") Y-X-§ (3"

*X and Y denote complementary bases capable of strong Watson-Crick base pairing with each
other. The bases in the wobble positions—the 3’ position of codons and 5’ position of

anticodons—are shaded in red.




Infatti molti codoni possono corrispondere a singoli amminoacidi,
attraverso l'oscillazione nella posizione 5' dell'anticodone.

Anticodone

7 ey L e
ribosico

ribosio




4
16

il codice non é sovrapposto,

61 triplette specificano amminoacidi, le restanti 3 indicano la
fine della catena;

esso ¢é degenerato, perché per la maggior parte degli
amminoacidi esiste piu di una parola di codice.




Prima
posizione
(terminale 5')

Seconda posizione

Terza
posizione

(terminale 3')

65 A

Ser Tyr




un
codon designa un solo
amminoacido,

codon che specificano lo
stesso amminoacido sono
chiamati

La degenerazione

'effetto deleterio delle

mutazioni.

Solo e
sono codificati da una sola
tripletta.

Prima posizione (estremita 5')

]

'I;.

GuUu

GUC
s

GUA

GUG

-

' S'gcdn_dﬁ poéi'zi'onh

'_ Terza posizione (estremita 3’)




a8 aa, aa;  aap aay asyy 8dy3 aags
e e S e ]

UCIClG Glﬂlﬂ F‘-.ICIU GICIU UIUIC A'iGIC IIC‘«ICIU CIA]U C
as, aa, aag aag adqg Ad,, B, = 8djg

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

a8 332 5.5.3 534 5.5.5 335

‘UCCIGIG A AlAC UCICIUUUICIAG CICICIU CIAIUC

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

aay aaz ad, ad, aasg asgg aas aag
Ll o e T

UCGIGGA%AAC]UCGIUUUIC,&.GIGGCIUCAIUG

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

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




Addo nudleico




U A C"UAC"LJ" A C"UAC




La tripletta (o ) indica l'inizio della catena,

le triplette indicano la fine della catena,

le triplette di inizio e di stop sono riconosciute da proteine
specifiche chiamate




Uso normale

Uso alternativo

Sedi in cui si verifica I’'uso alternativo

Arg

Stop, Ser

hdet

Trp

Inizio (fMet)

Glu

Trp
Selenocisteina

Alcuni mitocondri animali,
alcuni protozi

Mitocondri
Mitocondri di piante

Mitocondri di lievito

Alcuni procarioti®

Alcuni protozoi

Mitocondri, micoplasmi
E. coli?




Fessura
] _Piattafeerns

Prouberanza
mntraks




32 proteine

R

Subunita
505

rBNA 23S

21 proteine

oL i

rRNA 165

In essi avviene la sintesi proteica.

Sono formati da una subunita maggiore e da una minore,
ciascuna costituita per 1/3 da proteine e per 2/3 da rRNA.
Una cellula di E.coli contiene circa 15000 ribosomi.
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L'rRNA costituisce circa i 2/3
della massa dei ribosomi, con
presenza di brevi regioni a
doppia elica,
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i tre rRNA ( ) 2

(I III‘\\\\ y )
svolgono attive funzioni nella Qv
sintesi proteica e probabilmente D
sono i regolatori principali del
processo,

3’ (1,542)

si pensa che le proteine svolgano g peg
principalmente un ruolo di 16S rRNA

; 5
impalcatura molecolare. 3'?@”@

55 rRNA




La rottura di un solo legame dell'rRNA 16S inibisce totalmente la
sintesi proteica,

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

é una sequenza dellrRNA 16S a scegliere il sito di inizio

dellmRNA,

ribosomi quasi totalmente privati di proteine catalizzano ancora la
formazione di legami peptidici, mentre 'IRNA 23S (enzima peptidil
transferasi) e essenziale per questa attivitaq,

gli antibiotici inibenti la sintesi proteica interagiscono con I'rRNA
piuttosto che con le proteine ribosomiali.
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L'RNA precursore é tagliato dalla

Ulteriori modificazioni avvengono dopo l'attacco a questi frammenti
delle proteine ribosomiali.




Prospettiva A i . e Piattaforma

Protuberanza
centrale

Ribosoma 70S Subunita grande (L) Subunita piccola (S)

Prospettiva B

Protuberanza %
centrale

Avvallamento

Piattaforma

Nell'autoassemblaggio non é possibile utilizzare RNA di specie diversa.
Il processo di costruzione é ordinato e procede per stadi successivi.




Direction of chain growth
)y

Amino terminus Carboxyl terminus

4 min
7 min
16 min

60 min
1

Residue number

Le catene polipeptidiche crescono per addizione progressiva di
nuovi residui amminoacidici all'estremitd carbossi terminale.




L'mRNA é tradotto
in direzione

Nei procariofi, Segmento

di Cromosoma .

la trascrizione e
la traduzione sono

Sepmento

c di Cromosoma
accoppt ate. Ao N

-

._.--S-*"
(

\ _~ Ribosoma
prote
‘\-.,r\ (tadurione)

——




Incoming
ribosomal subunits

NH,

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
I'RNA completamente sintetizzato potrebbe
essere tradotto.




La traduzione prevede tre passaggi:

ciascuno e adiuvato da specifici fattori pro’;eici.

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 diinizio
IF3 1/7 No Come IF1

Allungamento
EF-Tu  ~10 Si Trasporta il tRNA nel sito A
EF-Ts 1 Si Partecipa alla ricarica di EF-Tu
con GTP
EF-G 1 Si Necessario per la traslocazione

Terminazione
RF1 1/20 Fattore di rilascio (UAA, UAG)
RE2 1/20 Fattore di rilascio (UAA, UGA)
RF3 ? j Una GTPasi che promuove il rilascio




Components Required for the Five Major Stages of Protein Synthesis in E. coli

Stage Essential components

. Activation of 20 amino acids
amino acids 20 aminoacyl-tRNA synthetases
20 or more tRNAs
ATP
MgEf

. Initiation mMRNA
N-Formylmethionyl-tRNA
Initiation codon in mMRNA (AUG)
30S ribosomal subunit
508 ribosomal subunit
Initiation factors (IF-1, IF-2, IF-3)
GTP
Mg2+

. Elongation Functional 70S ribosome (initiation complex)
Aminoacyl-tRNAs specified by codons
Elongation factors (EF-Tu, EF-Ts, EF-G)
GTP
Mg2+

. Termination Termination codon in mMRNA
and release Polypeptide release factors (RF,, RF,, RF3)
ATP

. Folding and Specific enzymes, cofactors, and other components for removal of
posttranslational initiating residues and signal sequences, additional proteolytic processing,
processing modification of terminal residues, and attachment of phosphate,

methyl, carboxyl, carbohydrate, or prosthetic groups




Subunit

GDP + P;

‘IF-1) +(IF-2) + (IF-3

ydon




Il primo codon tradotto nellmRNA non
inizia immediatamente al terminale 5 e
molte  molecole di mRNA  sono
: codificano per piu di una
catena polipeptidica;
la sintesi proteica e iniziata da
Questo
iniziatore lega la formilmetionina e la
porta al ribosoma.

CH,

Metionil-tRNA;
(Met-tRNA,)

ransformilasi

)
Tetraidrofolato "l

H H O

AN L
C—N—C—C—O—tRNA,

H

Formilmetionil-tRNA;
(fMet-tRMNA)




mMRNA, formilmetionil-tRNAf e la
subunita ribosomiale 30S si
uniscono per formare il

Esiste un segnale d'inizio sullmRNA.




Il segnale di inizio della sintesi sull e (formilmetionina)
preceduto da molte basi azotate che si appaiano con

EcolitpA )AGCACGAGGGGAAAUCUGAUGGAACGCUAC®)

E. coliara B UUUGGAUGGAGUGAAACGAUGGCGAUUGCA

E. colilac1 CAAUUCAGGGUGGUGAAUGUG AAACCAGUA
¢X174 phage A protein AAUCUUGGAGGCUUUUUUAUG GUUCGUUCU

A phage cro AUGUACUAAGGAGGUUGUAUG GAACAACGC
. L |

Shine-Dalgarno sequence; [nitiation codon;
pairs with 16S TRNA pairs with fMet-tRNAMet
(a)

Questa sequenza ricca di purine e chiamata

Molto meno frequentemente, il codon d'inizio sullRNA é (valina).




3'
OH
, 3' End of

Prokaryotic 16StRNA A
mRNA ' U '
with consensus gcecucCcceaA

Shine-Dalgarno

sequence )G AUUCCUAGGAGGUUUGACCUAUGCGAGCUUUUAGTU 3

(b)

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

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




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




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




I tre fattori di inizio proteici sono:

La subunita ribosomiale forma un complesso
con essi,

promuove il legame del complesso metionina
formilata-tRNA al ribosoma 30S e richiede ,

il legame del consente all e al 1RNA
re di legarsi al complesso con il rilascio di
e l'associazione della subunita ,

I'idrolisi del &7F porta al rilascio di e ,
con la formazione del so /0S pronto per
la fase di allungamento della sintesi proteica,

la molecola di occupa il
(peptidilico) sul ribosoma, mentre gli altri due
siti, il (aminoacilico) e il (di uscita)
soho vuoti.

*  Subunita ribosomale 30S -
U e — e FE T

e Fattori di inizio
—GtP

o il mRNA
fMet-tRNA;

IF3
—

Complesso di‘inizio 30S
s E———————— e

Subunita 503
—_—
IF1 e IF2
—_—=—

H,O

GDP + P;
—

fMet

@‘ :

Complesso di inizio 70S
e e e S




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

ad una
sequenza sull’ del
ribosoma.

— Ribosoma 708

€

@ o
Rilascio della

subunita 50S
Subunita 305

)

& Codone di inizio
AUG (0 GUG o UUG)

tRNA di inizio
trasportato
da IF2-GTP

@‘,

IF2 pronto

per legare GTP

per iniziare |

un altro ciclo ;
@ o Subunita 508

— Complesso di inizio 705




Initiation
complex
(T0S)

508 g [ulalc] fMet-tRNAMet
51 B Alufc] [ [ 3 ‘ ' Aminoacyl-
Initiation = P A Next /Ny tRNAy
codon - = codon

- 5 : . ; i
308 Incoming (2 @ 7q ; . \O ‘O

aminoacyl-
tRNA |

.- 5@t E site P site i si Psite  Asite

Deacylated

Dipeptidyl-
tRNAg

oAl ' PRUICCN
Vi / 5 IR AUICT | | D 5
25 I A[U(G] T [ I 3' 5 . B
—{Tu }-GTP . A !

EEE

far.0-GTP

Binding of Peptide bond Translocation (
incoming formation
aminoacyl- @ FeEE

tRNA
TU Tc; Esite Psite Asite i B sgte Asite
Cc=0
GDP XH i )
i o ncoming
: \ Deacylated = Bl aminoacyl-tRNAg

fMet \o=C /
GDP  / tRNA e

Dipeptidyl-
/O . tRNAy

g [ulalel [T ] \_ /g (UACT ] 5 WEATTIC] | | | T -
alulal | g ' N UG [ [ 13’ B A B
. : Bk A

B A

Direction of
ribosome movement




--AGU--GGU--AGA--GCU--GUA--UGA-AT GCA...T




GAG...CU-AUG:== --AGU--GGU--AGA--GCU--GUA--UGA-AT GCA...T




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




C

-AUG--UUC--CUU--AGU--.




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




Rigeneraziongdi EF-Tu-GTP
(vedere figura 27.20)

La catena polipeptidica

hascente nel viene

trasferita all'aminoacil tRNA

appena giunto nel o B

Sito E
T aa ~ tANA ;
trasferimento della catena

L 2

dal peptidil tRNA

La traslocazione sposta quindi W e

Codone &
Ciclo completo: Codone 6

queSTIUITimO TRNA nel e pronto per iniziare

di nuovo

il precedente nel

Codone 6
Il ibosoma & pronto
per iniziare un altro ciclo

Traslocazione del peptidil-tRNA dal sito A al sito P.
Il ribosoma si sposta a destra di un codone mentre
il tANA a questo punto scarico si porta dal sito P al sito E




Initiation
complex
(T0S)
205

'Initiat:i-t;n £ ] Efe:f.t

‘. codom - - B - codon
305
Incoming
aminoacyl-
LRIN.A

Binding of
incoming
aminoacyl-
tRIMNA Y

/5—- GDP
>

porta I'aminoacil-tRNA
appropriato al (aminoacilico),

per cominciare la fase di
allungamento, con la formazione
del primo legame pepftidico.

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.
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Il legame del fattore a
permette anche il legame

di un nuovo per preparare
ad un huovo ciclo.

La velocita della di
determina la frequenza di
errore e il ritmo della sintesi
proteica.




| . |
EF-Tu-GDP| Formazione del

aa-tANA 1™ jegame peofidico

Dissociazione = ' . Dissociazione
di aa-t Q EEHE

NoM CofiRETI0 oM CoRRETIQ

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




La formazione del é tra il gruppo carbossilico attivato della
catena polipeptidica in fase di crescita e il gruppo amminico dell'aminoacil-
tRNA, tramite l'enzima (RNA 23S della subunita 505).

OH

tRINA . .1y tRINA,

) {rmal)

Peptidil tRINA Amminoadcl-tRINA tRINA scarico Peptidil - tRINA




Dopo la formazione del legame peptidico, si ha la
traslocazione:

il TRNA scarico lascia il per il (di
uscita),

il peptidil-tRNA si muove dal al

L si sposta di tre nucleotidi, in modo da
porre il codon successivo nhella posizione giusta
per essere letto;

é il fattore di allungamento della traslocazione.




I'attacco dell'aminoacil-tRNA

la formazione del legame peptidico
la traslocazione.




fivlet

—

Sito P

mBNA

3'

Trasporto
dell’aminocacil-tRMNA
da parte di EF-Tu

Y

GDFP
+*+
P

Traslocazione
mediata da EF-G

fiMet aa,

—

l

Ll o -

Y

GDP GTP

P

Qliil/

Formazione del legame
peptidico catalizzata
dalla peptidil transferasi

Ll A1) G ek




Release factor
binds

drolyzed




H:rl}q)eptidyl—t-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).




I tRMNA Nel sito P
porta una catena
polipeptidica completata

P
= E = e 3
mBEMNA

Codone di stop nel sito A

I fattori di rilascio agiscono

sulla , . Iﬁ - @ e

affinché l'accettore del ' s

peptide attivato sia I

invece del gruppo amminico,
il legame fra il

polipeptide e il tRNA nel

RF1 o BFZ entra nel sito A
RF3 e GTP si legano altrove

L'estremita carbossilica
della catena & rilasciata
in seguito a idrolisi del
legame tRNA-peptide

Al termine della sintesi, la
catena polipeptidica il
ribosoma, sequita dal TRNA
e dal'mRNA e il ribosoma si e o

nelle due subunita T et
costituenti (50S e 30S). [miit e e,

4

5-—"'_—‘_*_._’-—1_:1—13

Subunita 503 Subunita 308




Subunita ribosomali libere
in procinto di attaccarsi
al'mRNA

Subunita ribosomali libere

s0s P

(b) N~ Catena polipeptidica in
allungamento

é tRNA




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.




STADIO I: le amminoacil-tRNA sintetasi attaccano il corretto
aminoacido al TRNA

STADIO II: un amminoacido specifico inizia la sintesi

STADIO III: i legami peptidici si formano durante la fase di
allungamento

STADIO 1IV: l|a terminazione della sintesi polipeptidica
necessita di un segnale di rilascio

STADIO V: le catene polipeptidiche neosintetizzate vanno
incontro a ripiegamenti e modificazioni




Membrane
accoppiate
del reticolo

endoplasmico

Ribosoma
(libero)

Proteina
finita, che

si muove ora
verso la sua
destinazione

Cisterna

NH;
Polipeptide

Sequen=za
di segnale

+
NH,

(4)

parte delle
peptidasi

Seguen=za
di segnale
staccata

Verso l'apparato
del Golgi e

le wvescicole
secretorie

per l’'esocitosi

IR |

TR I

Sme T TR CITT R A

18

Ay
4

AWST T

l

Completamento
del polipeptide
e rimozione g
della sequenza
di segnale da




Accuratezza della sintesi Eroteica
Probabilita di sintetizzare

Frequenza di una proteina senza errori

inserzione di un
aminoacido sbagliato - Numero di aminoacidi . -

10-% | T 0,049
1073 - 0,840
10~4 . 0,970
1073 0,997




Terminazione

Inizio per la perla

Estrer|niiét B proteiina A proteina A

UAG!

pppGGG GUG

AUG

\\R‘m_ /

Inizio per la  Terminazione
proteina di  per la pr
rivesti|mento di rivestimento

Inizic per la
subunita
della replicas
| |

_AUG

per la proteina

UAAUAG

lln

o

(R

Terminazione
per la subunita
della Tep!icaa

UAG:U:UGA

o

Estremita 3'

|
A—OH

Proteina A

Proteina di
rivestimento i

Subunita della replicasi

1.— Prima fase di lettura

|
Y
4
]

1116 130

Sequenza
di attacco
del ribosoma

/N

1309

Sequenza
di attacco
del ribosoma

1335
1678 7

/

} Seconda fase di lettura

1725 1761 1902

Sequenza
di attacco
del ribosoma

i
/

/
3369

3569

, generalmente lo ¢ a livello
dello stadio di inizio, mediante la struttura dellmRNA o
attraverso il legame allmRNA di proteine o di RNA.




K tlore Mutazione di
Geni normali utazl soppressione
nonsenso intergenica
Gene di un paptide  Gene del tRNA Gene di un peptide ~ Gene del tRNA

e
lirie A

Essi possono determinare una
terminazione prematura della

sintesi proteica. \

Normale Nessun Normale

Essi possono essere soppr'essi AT D e
tRNA tRNA : tRNA

dC( mUTGZiOHI d| SOppf‘@SSione |n normale e normale & alterato
. . mRNA mRNA e mRNA
cul un "'RNA mU"'a N modo da rnormale rmutante mutante
riconoscere un codone di stop e

IﬂS@I"ISCZ Un C(mman(]CIdO |n SUC( J Codone di stop

COI"r'I.Spondenza. nella cellula

Proteina terminata : -
Proteina normale prematuramente Proteina normale







Amino acid

5'-Aminoacyl adenylate
(aminoacyl-AMP)

class I class I
aminoacyl-tRNA aminoacyl-tRNA
synthetases synthetases




3" end of tRNA

R_(ljilc‘f(‘)_;i_o_.fAdenosine' o R—(\)i(“?—(‘)—ll’—() -—-%“Adenosine
SOH | aXp 0 o v *NH; O O

Aminoacyl-AMP ? Aminoacyl-AMP

Transesterification

%Q Aminoacyl-tRNA

2. L'amminoacido attivato viene trasferito al tRNA corrispondente;

tutto il processo ¢ mediato dall'enzima
(enzima condensante).




@ Initiation . mRNA

codon |
s . Uc| | | .-
; >

IF-3 E Ll

mMRNA, formilmetionina-tRNA e la subunita
ribosomiale 30S si uniscono a formare il

'

L'fMET-tRNAf occupa il (peptidilico)
del ribosoma,

Subunit
GDP + P

successivamente si lega anche la subunita
ribosomiale

IF-1) + (IF-2) + (IF-3




La catena polipeptidica nascente nel viene trasferita all'amminoacil-
tRNA appena giunto nel ,'

la traslocazione sposta quest'ultimo tRNA nel ed il precedente nel




Initiation
complex
(T05)
508

Initiation
codon -
308

Binding of
incoming
aminoacyl-

tRNA I"'.

A N ext
~ codon

Incoming

aminoacyl-

tRNA (O

\

~— GTP
II
(Ta ) Ts)
/Z‘_“ GDP
) -

porta I'amminoacil-tRNA
appropriato al

(aminoacilico) per

cominciare la fase di allungamento con la
formazione del primo legame peptidico.




OH

TN AL tRNA,

tRINA

) {mal)

Peptidil «RINA Amminoadl-tRINA tRINA scarico Peptidil -t RN A




Met-tRNAMet
Aminoac,
tRNAg

Dopo la formazione del legame peptidico si ha la

Dipeptidyl-
tRN.

g [UAC

maee Sl i| TRNA scarico lascia il per il

P site A site

il peptidil-tRNA si muove dal al

si sposta di tre nucleotidi.

Translocati
+ GDP + P

A site




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

Polypeptidyl-tRNA
link hydrolyzed

i

si ha l'idrolisi del legame tra il polipeptide ed
il TRNA.




Sequenza segnale

CITORPLASMMLA

FPeptidasi

SPALID PERIPLASMIC O

Froteina ripiegata




Cytosol




—— — - —— s, -

Stadi

Componenti necessari

1. Attivazione degli ami-
noacidi

@ 2. Inizio della catena poli-
peptidica -

"Wy

e 3. Allungamento

® 4, Terminazione

@« 5. Avvolgimento e modifi-
cazioni post sintetiche

20 aminoacidi

20 aminoacil-tRIN A sintetasi
20 o piiz RINA di trasferimento
ATP .

Mgz+

RINA messaggero

- MN—Formilmetionil-tRIN A

Codon di inizio sull'mRNA [AUG)

Subunita ribosomale 30S

Subunita ribosomale 50S

GTP ; S

Mg2+ S, e

Fattori di inizio (IF-1, IF-2, IF-3)

Ribosoma 70S funzionante (complesso di inizio)

Gli aminoacil-tRINA specificati dai codon

Mgz-- e -

Fattori di allungamento (Tu, Ts e G)

GTP .

Peptidil transferasi

ATP C

Codon di termine sull’'mRNA

Fattori di rilascio per i polipeptidi (R,, R; ed S}

Enzimi specifici e cofattori per la rimozione dei
residui di inizio e delle sequenze di comando
iniziali, la modificazione dei residui termina-
li, I'attacco dei gruppi prostetici degli enzimi,
e la modificazione covalente di specifici grup-
pi R di aminoacidi mediante il legame di
gruppi fosforici, metilici, carbossilici o di car-
boidrati




