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La sintesi del legame peptidico comporta il trasferimento del polipeptide all’amminoacil-tRNA

L'amminoacil-tRNA La catena polipeptidica viene La traslocazione sposta
entra nel sito A trasferita sul’amminoacil-tRNA il peptidil-tRNA nel sito P
J JJ‘)J J S ,
Tl % EJ







La traduzione
(sintesi proteica)



tRMNA amminoacilati occupano
isiti Pe A

Il codone “n" (sito P) & legato al peptidil-t R MN.A
Il codone “n + 17 {(sito A) & legato all’amminoacil-ti=MNA

Sito A

MO me nto
del ribosorma

3¢

1. Prima della formazione del legame peptidico

il peptidil-tRMNA ococupa il sito P, 'amminoacil-tRMNA

occupa il sito A
Catena — 37 %% .
proteica
nascente

Armminoacido per
il codone mn+1

-, =

SOy

2. La forma=zione del legame peptidico comporta
il trasferimento del polipeptide dal peptidil-t R MNA
nel sito P all’amminoacil-tRMNA nel sito A

3. La traslocazione sposta il ribosoma di un codone,
il peptidil-tRNA si sposta nel sito P, il tRNA deacilato
esce attraverso il sito E, il sito A & vuoto e pronto a
ricevere 'amminoacil-tRMNA successivo

Codone *m + 17
] Codone “n + 27

1 passaggi dall’uno al tre vengono ripetuti fino a
che non viene raggiunto un codone di stop



Il tRNA e ’'mRNA si spostano attraverso il ribosoma

mMRBNA




La frequenza di errore varia nei diversi
stadi dell’espressione genica

- Base j

sbagliata

Frameshift 1 |

Amminoacil-tRNA N |
sbagliato

5/ Amminoacido !

Amminoacil-tRNA
sintetasi

tRNA N

sbagliato 10 %0 %10 *

Frequenza
di errore



I tre stadi della traduzione:
- inizio

- allungamento

- tferminazione

La sintesi proteica avviene in 3 fasi

Inizio La subunita 30S unita al sito di legame

nelll'mRBNA & raggiunta da una subunita 50S; si lega
I'amminoacil-tRNA

Allungamento Il ribosoma si sposta lungo 'mRBMNA,;
la catena proteica si allunga di un residuoc in seguito al
trasferimento dal peptidil-tiRNA all'amminocacil-tRNA

Terminazione La catena polipeptidica viene rilasciata
dal tRNA e il ribosoma si dissocia dall'mRNA

P2

£
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Il ciclo delle subunita ribosomali

Fattori
d’inizio

- » Qo

o > :Q

Subunita 30S Subunita Pool di
con fattori separate ribosomi liberi

d’inizio C
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Inizio Allungamento ———» Terminazione



Inizio della traduzione nei procarioti




Fattori di inzio in E.coli:

-IF1
-IF2
-IF3

(IF = Initiation Factor)



L’inizio richiede fattori speciali
e subunita libere

1. La subunita 30S si lega al’mRNA

2. IF-2 porta il tRNA al sito P

3. | fattori sono rilasciati e si unisce la subunita 50S

387"




Subunita Pool
libere di ribosomi 70S

Equilibrio

dinamico .
&€& —
.

La subunita 30S con IF-3 pud legarsi al’lmRNA
ma non alla subunita 50S

IF-3 deve essere rilasciato prima
che la subunita 50S possa unirsi




La subunita 30S é responsabile dell’inizio,
il ribosoma dell’allungamento

Soltanto I'fMet-tRNA; entra nel sito P parziale fMet-tRNA:
sulla subunita 30S legata allmRNA speciale tRNA
fMet . IF-2 necessario per
o) I’inizio della
traduzione negli
MRNA eucariotli, legge
5" 3 AUG o GUG

. (Met o Val all’interno)
Soltanto un aa-tRNA entra nel sito A

del ribosoma 70S completo -
EF-Tu—
aa—

SitoP Sito A



Il Met-tRNA iniziatore e formilato

Gruppo amminico bloccato —p»
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Il tRNA iniziatore ha caratteristiche distinte
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Figure 6.13 Newly synthesized proteins in bacteria

start with formyl-methionine, but the formyl group, and
sometimes the methionine, is removed during protein
synthesis.




Complesso 30S-mRNA —p

fMet

Si unisce il tRNA iniziatore =——————-

Si unisce la subunita 508
e IF-1/3 sono rilasciati




L’AUG é preceduto da una sequenza di Shine-Dalgarno

A\AAA/

Leader

<&

Shine-Dalgarno
meno di 10 basi
a monte di AUG

— &

4

G

"AAA

AAACAGGAGGAUUACCCCAUGUCGAAGCAA...
‘Regione codificante

g

AUG

al centro

del frammento
protetto

Attacco del
ribosoma sul
sito di inizio
dellmRNA

Aggiunta di
una nucleasi
per digerire
tutto 'mMRNA
non protetto

Isolamento
del frammento
protetto
dellmRNA

Determinazione
della sequenza
del frammento
protetto

Tutte le regioni
di inizio hanno
due elementi
di consenso




Sequenza di Shine-Dalgarno




3'-end of 165 rRNA A{—J

U, el
UGGU
5 f-Met Gln e 3
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shine-Delgarno
Element
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La traduzione di geni multipli su un mRNA inizia in modo indipendente

Inizio Terminazione Inizio

&) . &)
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e e
Prima regione codificante Seconda regione codificante




Inizio della traduzione negli eucarioti




Molto raramente riconosciuti come
codoni di inizio per fMET-tRNA - -
(anche se quando sono all’interno di Procarlou
una regione codificante sono letti
come codoni per altri aa) ma con

efficienza molto minore. reg. intercistronica
5UTR N/ cClIE
5' 3
* r.codificante * * r.codificante *
inizio stop inizio stop
AUG UAA| |AUG UAA
GUG) UAG| |GUG UAG
< UuG UGA | |[UUG UGA
5UTR SUTR
5' cap| | [AAAAAAAAA, I3’
+ r.codificante * +
inizio stop AAUAAA
AUG UAA
— UAG
UGA

Eucarioti



Initiation Factors B
prokaryotes eukaryotes
IF3 elF-1 Fidelity of AUG codon recognition
IF2 Facilitate Met-tRNAiMet binding to small subunit
elF-2 Ternary complex formation
elF-2B (GEF) GTP/GDP exchange during elF-2 recycling

elF-3 (12 subunits)

_— —
< elF-4F (4E, 4A, 4G)

Ribosome antiassociation, binding to 40S

D

MRNA binding to 40S, RNA helicase activity

—
elF-4A ATPase-dependent RNA helicase
elF-4E 5' cap recognition
elF-4G Scaffold for of elF-4E and -4A
elF-4B Stimulates helicase, binds with elF-4F
elF-4H Similar to elF4B
elF-5 Release of elF-2 and elF-3, GTPase
IF1 elF5B Subunit joining
elF-6

Ribosome subunit antiassociation




L’mRNA ha due caratteristiche riconosciute dai ribosomi

I
35 "ddd,_ 397 "'dd&. | 399 10(,00 Q7 GCCGCCAUGG
Cappuccio metilato Sito di legame del ribosoma Kozak

1. La subunita piccola si lega al cappuccio metilato

- GCCACCAUGG

= dd&‘dau,ﬂﬁ 1 ‘I.(’f’oo.bﬁﬁ" :

2. La subunita piccola migra al sito di legame

Basegl® o

287 "Wy, 987" Tagy, 9917 W_gpa?" GO

3. Se laregione leader é lunga, si forma una fila di subunita




Fattori di inizio si legano all’estremita 5’ del’mRNA

elF4F € un eterotrimero composto da:

F4G € una proteina che serve da impalcatura
FAE si lega al cappuccio metilato al 5’
F4A e una elicasi che svolge la struttura 5’

4E 4A

® D D

)

LT
‘0

PABP

elF4G lega altri due fattori:
elF4B stimola I'elicasi elF4A
PABP si lega al poli(A) al 3’

3}




Negli Eucarioti

* eIF-2 forma un
complesso

ternario con Met-
TRNA;

» Il complesso
ternario lega la
subunita 40S
libera che si Iega
goi allestremita

' del'mRNA

- GTP viene
idrolizzato
quando eIF2

viene rilasciato
come eIF2-GDP

- eIF-2B rigenera
la forma attiva.

Un complesso ternario si lega alla subunita 40S

elF2 consiste
di subunita a3y

elF2B

elF2B genera «

la forma attiva di elF2 .‘,.’ GTP GDPga

1

Met

Complesso ternario

2




Complesso 43S =subunita 40S + fattori + tRNA

elF3 mantiene libere le subunita 40S

o >

elF2 lega Met-tRNA, a 40S

43S

elF2 € una GTPasi
elF2B ¢ il fattore di scambio

"2 coP mmp | 2 | GTP




Il complesso 43S si lega al complesso
MRNA -fattore

Met

4E 4AD .
L T
4G

o

PABP

Interazioni possibili:
elF4G silega a elF3
I'mRNA lega elF4G, elF3 e subunita 40S




L’inizio eucariotico passa attraverso diversi

complessi

Complesso 43S
Complesso che elF2. elF3
lega il cappuccio + _'
mRNA elF4A, B, Met-tRNA,
E,G
Met

Il complesso 43S
p ‘-; ol

silega all'estremita 5’ &
5’ del’lmRNA

Al codone di inizio Met

si forma il 2
complesso 48S

elF2, elF3, elF1,

1A, elF4A B, F




La subunita 40S scansiona ’mRNA

cercando un codone AUG

elF1 ed elF1A permettono la scansione
Met

1A Cor$lesso 48S
1

elF5 induce l'idrolisi di GTP da parte di elF2
elF2 ed elF3 sono rilasciati

elF5B media 'unione della subunita 60S

Met i
’ (58)




Riepilogo dell’inizio della traduzione negli eucarioti

elF2-GTP
L’inizio eucariotico utilizza vari complessi MEt-tHNA—#
Complesso 43S Met
¢IF2, 6lF3 Met-RNA, elF5 et-tRNA-elF2-GTP
2 elF1A (ternary complex)
3 ’) 605 oiF3
- 80S L:WE 43S
Complesso che lega il cappuccio elF5
+ mRNA elF4A, B, E, G 3
ag 2A 40S 43S preinitiation
of % complex
I 4G

¢ mRNA__SIF4F |

h —

PAB elF1—
Complesso 43S hd
si lega all'estremita 5’ del’'mRNA 435-mRNA complex

Cap AUG JIAR formation follow ed by
ribosome scanning
48S complex

Complesso 485 ‘
si forma sul codone d'inizio
elF2, elF3

elF1, 1A
elF4A, B, F

GTP hydrolysis |——=elF2-GDP, Pi—

elF5B-GTP——

60S |

subunit elF1

elF3
\

BOS initiation
complex

elF1A

GDP

GTP

‘\

elF2B

_

elFSB-GDP, Pi



Inizio di traduzione nelmMRNA di poliovirus




Structural Region

Non-Structural Region
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IRES= Internal ribosome entry site




The mechanism of viral IRES function is to date better characterized
than the mechanism of cellular IRES function, for which no clear
mechanism have been proposed yet. Hepatitis C Virus-related IRESs
directly bind 40S ribosomal subunit in such a way that their initiator
codons are located in ribosomal P-site without mRNA scanning.
These IRESs do not require Eukaryotic initiation factors elF1, 1A,
4A, 4B, and 4E. Picornavirus IRES do not attract 40S directly, but
rather through high-affinity elF4G-binding site. In addition, many
viral IRES (as well as cellular IRES) require additional proteins to
mediate their function, known as IRES trans-acting factors (ITAFs).



