TRADUZIONE

Principi di Biologia e Genetica
Scienze Motorie
a.a 2020-21
Dott. ssa Mazzoni Elisa, PhD



Il codice genetico

Il codice genetico e un codice a triplette,
ovvero un gruppo di tre nucleotidi (codone) del'mRNA che
codifica per un aminoacido della catena polipeptidica.
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Figura 14.5 Il codice genetico l'informazione genetica é codificata in unita di tre lettere,
i codoni — formati dai nucleosidi monofosfato con le basi uracile (U), citosina (C), adenina (A)
e guanina (G) — che vengono letti nellmMRNA in direzione 5" — 3’. Per trovare il significato di
un codone mediante questa tabella, occorre leggere la prima lettera nella colonna di sinistra,
quindi leggere la seconda orizzontalmente, infine leggere la terza lettera nella colonna di
destra. 'amminoacido specificato da ciascun codone é scritto di fianco alla/e tripletta/e
corrispondente/i. Per esempio, AUG codifica per la metionina e GUA per la valina.

Attivita 14.2 1l codice genetico
The Genetic Code



tRNA o RNA transfert

a una specifica molecola di
RNA  (fripletta di basi)
corrisponde una molecola di
amminoacido  che  viene
legata nel citoplasma dal
tRNA

Il tRNA ha una corta catena
di nucleotidi (anticodone) ed
1 amminoaicido .

Il tRNA ha la forma di
trifoglio

la “foglia” centrale & formata
da 3 nucleotidi —anticodone

c'e una esatta corrispondenza
tra I'amminoacido e
'anticodone del tRNA cui
viene legato

H  Aminoacido

(fenilalanina)
H—N

i

Anticodone

() Disegno schematico

di un aminoacil-tRNA che
mostra come |'aminoacido &
legato al tRNA mediante

il suo gruppo ca rbossilico,
lasciando il gruppo amminico
disponibile per formare

un legame peptidico.
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tRNA

OH Estremita 3'

Estremita
accettrice
dell'aminoacido

Estremita 5’

Legami a
idrogeno

H Aminoacido
| (fenilalanina)

MNucleotidi modificati

Anticodone Ansa 2 Anticodone

Anticodone
(a) La struttura tridimensionale (b) Un'ansa contiene 'anticodone, che si appaia in (c) Disegno schematico
di una molecola di tRNA modo specifico con il codone presente sull'mRNA. di un aminoacil-tRNA che
& determinata dai legami L'aminoacido viene legato all’estremita 3'-OH del mostra come |'aminoacido &
a idrogeno che si formano nucleotide terminale. legato al tRNA mediante
fra le basi complementari. il suo gruppo carbossilico,

lasciando il gruppo amminico
disponibile per formare
un legame peptidico.

FIGURA 13-6 Tre rappresentazioni di una molecola di tRNA

La struttura tridimensionale della molecola di tRNA & determinata dai legami idrogeno che si formano tra
basi complementari. Un'ansa del tRNA contiene I'anticodone in grado di appaiarsi con il codone complemen-
tare presente sull'mRMA. Uaminoacido & legato al gruppo idrossile presente in posizione 3’ del nucleotide
terminale. Il diagramma stilizzato dell'aminocacil-tRNA mostra I'aminoacido legato al trasportatore attra-
verso il suo gruppo carbossilico, con esposizione dell'aminogruppo per la formazione del legame peptidico.
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catalizzando la reazione ..a formare uno :one
con ATP... plrofosfato

Amminoacido
START specifico
(per es.

alanina)

L'enzima attiva 'amminoacido,
ad alta energia.

...eun AMP-amminoaciclo]

@@P

Enzima attivante
(amminoacil-tRNA sintetasi)
per uno specifico
amminoacido

Plrofosfato PP

AMP Alanina
attivata

Sito per
il tRNA

tRNA specifico
per I'alanina
(tRNAala)

tRNA carico
non carico

(ala-tRNA)

L’enzima poi catalizza la reazione
dell’'amminoacido attivato
con il corretto tRNA.

tRNA legato
all’alanina

Il tRNA carico portera 'amminoacido appropriato
a legarsi al polipeptide in allungamento prodotto La spemf'mta dell’enzima assicura
durante la traduzione che vengano uniti I'amminoacido
corretto e il suo tRNA.

Figura 14.11 Caricamento della molecola del tRNA ['amminoacil-tRNA sintetasi attiva uno specifico amminoacido e lo lega
a uno specifico tRNA.
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Amminoacich

tHMNA con un
amminoacido
legato

Ribosoma

mMANA

La macchina della traduzione

Molecola di DNA

Flamento 7 .
i) ACCAAAGGGAGT
(stampo)

Amminoacido

Durante la traduzione 'mRNA viene letto
come una sequenza di triplette di basi,
dette codoni. Ogni codone specifica
I'amminoacido che deve essere aggiunto
alla catena polipeptidica in via di
accrescimento. = S



TRADUZIONE

Catena proteica neosinteti
Amminoacido

Sub-
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LA TRADUZIONE DELL' mRNA
I ribosomi

subunita piccola subunita grande

ribosoma
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Figura 4.49 Composizione dei ribosomi di procarioti ed eucarioti.
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Figura 4.50 Trascrizione e matura-
zione delPrRNA.



(a)

Frazionamento dei ribosomi

S = Svedberg coefficiente di sedimentazione

VA

{b) {c}

Si stratifica una sospensione globale di ribosomi
(ottenuta tramite centrifugazione frazionata) su di un
gradiente di saccarosio continuo, che aumenta di
concentrazione verso il fondo.

Attraverso la centrifugazione i vari tipi di rRNA si
separano in bande distinte a seconda del loro peso, e
possono essere poi recuperati separatamente mediante il
frazionamento.

o

i — 168
g — 208
{d)

{e)
frazionamento



Il processo della traduzione

La traduzione viene divisa in genere in tre fasi: inizio,
allungamento e termine.

Inizio Allungamento Termine

Il ribosoma si lega : . : Quando si incontra
al’mRNA nel codone La catcena pollpeptlc;llca Si allgnga Per  un codone di stop, il
di inizio aggiunta successiva di aminoacidi polipeptide viene
rilasciato e il

ribosoma si dissocia

‘ \\



TRADUZIONE

Allungamento

Estremo

TRNA In
ingresso

Riconoscimento

del codone
L’anticodone di

un tRMNA in ingresso 5
si lega al rispettivo
codone nel sito A.

Formazione del
legame peptidico
Pro viene unito a Met
dall’attivita peptidil-
transferasica della
subunita grande.

Direzione del
movimento
del ribosoma

Allungamento

I tRNA non piu carico
si sposta nel sito E
pPer poi essere
rilasciato, quando

il ribosoma scorre

in avanti di un codone; 5 4
la catena polipeptidica
in crescita viene gquindi
a trovarsi nel sito P

é 1l processo si ripete. j i Sito Sito

A

Figura 14.14 La fase di allungamento della traduzione Mano a mano che I'mRNA
viene tradotto, la catena polipeptidica si allunga.



catena polipeptidica in allungamentoLa mOICCOIG di mRNA Viene fr'ﬂdO'”'G in Un
— ——— processo ciclico a tre stadi.

TtRINA
in entrata

e Una molecola di amminoacil-tRNA si lega al sito A

libero.
Riconoscimento codone-anticodone

Formazione di un nuovo legame peptidico (3-4)
grazie all'attivita catalitica dell'enzima peptidil
transferasi.

sSTADIO 3
“-—-———

Hi =M

-

STADIOD 1

mRNA slitta di un tratto lungo 3 nucleotidi all'interno
della subunita minore, espellendo la molecola di tRNA
utilizzata e riposizionando il ribosoma per consentire il
legame della molecola successiva di tRNA

H=M

=l It L'mRNA viene tradotto in direzione 5-3', lestremita

ot S & amminoterminale della proteina e quella sintetizzata per prima,
mentre ogni ciclo aggiunge un amminoacido all'estremita

A o VN carbossiterminale della catena polipeptidica. Le - catena

= el polpeptidica rimane sempre legata al tRNA collocato sito P

della subunita ribosomica maggiore. A



Terminazione

Estremo —
MN-terminale

Fattore

di rilascio 6

Un fattore di rilascio
si lega al complesso

quando un codone di
stop entra nel sito A.

@
~

o

m

-
—_

Il fattore di rilascio distacca
il polipeptide dal tRNA
nel sito P.

Le componenti restanti
(I'mRNA e le subunita
del ribosoma) si separano.

Figura 14.15 La terminazione della traduzione La traduzione
dell'mRMNA termina quando il sito A del ribosoma incontra un codone
di stop sull'lRNA messaggero.

23 Cosa succede se non c’'é il codone
= di stop?




(A)
= inizio I Allungamento

Catena polipeptidica

Subunita
grande

Ribosoma

Direzione della

Subunita traduzione
piccola
Le catene polipeptidiche
si allungano a mano a mano
che ogni ribosoma si sposta
verso I'estremo 3 dellmRNA.
(B) mRNA Ribosoma  Catene polipeptidiche

in crescita

Figura 14.16 Un polisoma (A) Un polisoma consiste di piti
ribosomi e delle catene polipeptidiche in crescita a essi legate, che

si spostano lungo la molecola di un mRNA. (B) Micrografia elettronica
di un polisoma.



Interno della cellula
(citosol)

Sintesi proteica
nel citosol ad
Agli organuli

mMRNA Ribosoma - Ecitasol

Mitocondri

Reticolo
Plastidi endoplasmatico

Al reticolo
endoplasmatico ruvido (RER)

\‘\_//

La traduzione avviene su un ribosoma legato al RER

Lisosoma

di Golgi

Membrana
plasmatica

Citosol

\\ I\ /

‘i Il polipeptide silega a una La sequenza segnale Il polipeptide Il ribosoma viene
particella di riconoscimento viene rimossa continua ad allungarsi rilasciato. La
del segnale, quindi il complesso da un enzima finché la traduzione proteina si ripiega
si lega a un recettore nella nel lume del RER. termina. nel lume del RER.

membrana del RER.
La traduzione riprende.
L

Figura 14.17 Destinazione dei polipeptidi appena tradotti all’interno di una cellula eucariotica Sequenze segnale presenti
sui polipeptidi sintetizzati ex novo si legano a specifici recettori sulla membrana esterna degli organuli a cui sono destinate. Una volta
che la proteina si & legata, il recettore forma un canale nella membrana che consente alla proteina di entrare nell'organulo.

Che cosa succede a una proteina che non ha la sequenza amminoacidica

7 P
a8 diindirizzamento? ‘

G



Figura 14-7 Regolazione genica nelle cellule eucariotiche




CONTROLLI SULLA TRASCRIZIONE e TRADUZIONE

Controllo sulla trascrizione

Pre-mRNA \Controllo sulla maturazione

PP ETTTTrTTTRCCT 7 MRNA

Citoplasma

Controllo sulla

Yabilité dell’mRNA

Controllo
traduzionale

della sintesi % MRNA degradato
proteica
ok Controllo post-traduzionale
: dell’attivita della proteina

Proteina' ' e Proteina
degradata attiva/inattiva

¥




MiCroRNA :Repressione della TRADUZIONE

+» Sono molecole di RNA a singolo filamento lunghe circa 20-25 nucleotidi.

¢ Inibiscono la traduzione delle proteine legando 'mRNA.

s Sono trascritti da geni, nel genoma sono stati identificati circa 200 geni

s Si ipotizza che Alterazioni di microRNA portani a patologie cardiache,
Parkinson, tumori

Recent Work & Current

gy, InCacer ok Research

Gene 15 copied
asz ML

o, .
% & / -
mREHA leaves
“the nucleus:
- Sy o MENA :
L : -
ifno microREMA binds, microREM A
aprotein is formed
r e
y _J,-'s /A R
S

_1.5\__':-' \ o '\-.__n.;;l-
ifmicroBENA binds
no protein is formed




Gene miRNA
e & P ra i
R A RIRK IS
RNA pol Il
(alcuni di derivazione
intronica, mirtroni)
pri-miRNA £ =

Microprocessore

(primario) Drosha/Pasha
* (RMNasi)
Nucleo
— 3 pre-miRNA  Maturano senza
lintervento
di Drosha
Citoplasma l o Dicer
attiva
Processing )
bodies (P-bodies) ] Duplex miRNA

Un singolo filamento
incorporato in RISC

RISC
mRNA mRNA
bersaglio bersaglio
Taglio dell'mRNA Inibizione della traduzione

Figura 4.79 Micro(mi)RNA e silenziamento genico.
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siRNA pathway

Infezione
virale M

No Drosha-Pasha
e Dicer

Citoplasma

l Dicer
miRNA

eI -

Repressione
della traduzione piRNP

Sviluppo delle
cellule germinali
mRNA tagliato Frammenti di mRNA Ago = proteina Argonauta;
Taglio endonucleotidico Deadenilazione e decapping Piwi = dominio di Ago2
Taglio endonucleotidico Taglio endonucleotidico

Figura 4.80 Differenze nell’attivita degli siRNA, miRNA e piRNA.
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|7 RMNA totalilj

RNA codificante RNA non codificante

4% del totale 96% del totale

I |
Pre-mRNA ' Pre-rRNA Pre-tRNA
(hnRNA) | _l _I

'

mRNA rRNA tRNA _I

= -

Tutti gli organismi

Solo eucarioti

Figura 4.66 Trascrittoma: solo il 4% dei trascritti é tradotto.

I I I |
SHR'U snoRﬂ scRNA_I miRNA_‘
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Figura 14.19 Modificazioni
post-traduzionali delle proteine
La maggioranza dei polipeptidi
deve essere modificata dopo

la traduzione per poter diventare

proteine funzionali.

Maturazione Y
post-traduzionale \

=)\
N\

Proteolisi Glicosilazione Proteolisi

Il taglio del polipeptide L’addizione di zuccheri Il taglio del polipeptide
permette ai frammenti & importante per le funzioni permette ai frammenti
di ripiegarsi nella loro di indirizzamento di ripiegarsi nella loro
forma attiva. e riconoscimento. forma attiva.




Modificazioni post-traduzionali DELLE PROTEINE

Alcuni aa possono essere modificati chimicamente mediante il
- legame di zuccheri
- gruppi fosfato

- Una catena polipeptidica puo essere tagliata enzimaticamente in due
o piu frammenti (es: insulina)

- Due o piu polipeptidi sintetizzati separatamente possono unirsi per
costituire le subunita di una proteina che possiede struttura
quaternaria

-Degradazione ad opera del proteosoma



ES. Controllo della TRADUZIONE

Représstrs -« Quando la -::c;nceptrazione degli
ioni ferro (Fe< 1) & bassa, un
repressore della traduzione si lega
ally'mRNA della ferritina.

AAL 37
I La traduzione & bloccata

Non c’& produzione di ferritina

mRMNA della ferritina

Fes*

C

Quando la concentrazione degli
ioni ferro & alta, gli ioni in eccesso
possono legarsi al repressore,
provocandone il distacco
dall'mRMNA per la ferritina, che
quindi pud essere tradotto.

¢ Traduzione dell"mRMNA

Sintesi di ferritina



Proteosoma e Ubiquitina

L'apparato finale di distruzione delle proteine negli eucarioti ¢ il proteasoma. Presente in
molte copie disperse nel citosol e nel nucleo, il proteasoma ha come bersaglio anche molte
proteine del reticolo endoplasmatico rugoso: quelle proteine che non riescono a ripiegarsi o
ad assemblarsi in modo appropriato dopo essere entrate nell'ER sono scoperte da una sistema
di sorveglianza che le retrasloca nel citosol per la degradazione.

Con poche eccezioni, i proteasomi agiscono su proteine che sono state marcate in modo
specifico per la distruzione dall'attacco covalente di copie multiple di una piccola proteina
chiamata ubiquitina. L'ubiquitina si trova nella cellula libera o unita covalentemente ad
un'enorme varieta di proteine intracellulari. Per la maggior parte di queste proteine, questa
marcatura porta alla loro distruzione da parte del proteasoma.

Proteina Un enzima ? ...che viene riconosciuta J ? L'ubiquitina viene ] é Il proteasoma idrolizza]

destinata attacca da un proteasoma. rilasciata e riciclata. la proteina bersaglio.

alla I"'ubiquitina alla
degradazione proteina...
Ubiquitina
)
99 ¢

“

Proteasoma




Proteine 4 ATP

Denaturazione Ubiquitina ":
B

anneggiamento,

Proteasoma 265

Folded .-~

#

" Misfolded

E1+ +ATP e 4
—\/\' Pept.ide
:Ribosnma
RNA Amminoacidi
DNA

Figura 4.64 Eliminazione delle proteine “misfolded”.

2 G. De Leo, S. Fasano, E. Ginelli
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Fibrille
amiloidogeniche

intermedie

Deposito

Fibrilla amiloide

Figura 1.4.2.1 Proteine "unfolded” si associano per formare pic-
coli aggregati solubili che si associano poi per formare protofibrile
(a) e poi fibrille (b). Le fibrille spesse formano placche (Parkinson)
(c).Alcuni aggregati possono formare strutture ad anello (d).



Un ripiegamento non coretto delle proteine puo avere conseguenze fatali

Figura 2.45 1l processo di ripiegamento. 'immagine a sinistra mo-
stra la struttura terziaria nativa dell’enzima acil-fosfatasi. L'immagine
a destra ¢ la struttura di transizione assunta durante il ripiegamento
di questo enzima prima di raggiungere la conformazione di proteina
nativa. La struttura di transizione consiste di numerose linee singole,
essendo un insieme di strutture strettamente correlate. Larchitettura
complessiva della struttura di transizione & simile a quella della protei-
na nativa, ma molte delle caratteristiche strutturali piti fini della protei-
na completamente ripiegata non sono ancora emerse. LLa conversione
dello stato di transizione nella proteina nativa comporta il completa-
mento della formazione della struttura secondaria, I'impacchettamento
piu stretto delle catene laterali e I'allontanamento definitivo delle cate-
ne laterali idrofobiche dal solvente acquoso. (DA K. LINDORFF-LARSEN, ET
AL., TRENDs BrocHem. Sci. 30:14, 2005, Fic. 18. © 2005, CON IL PERMESSO 121
ELsEVIER. IMMAGINE DI CHRISTOPHER DoOBSON.)




49,5

kDa

(a)

Figura 2.48 Lo studio della proteomica spesso richiede la separa-
zione di complesse miscele di proteine. I due gel elettroforetici qui
mostrati contengono proteine estratte dalla corteccia frontale del-
I'vomo (a) e dello scimpanzé (4). Gli spot numerati rappresentano pro-
teine omologhe che mostrano differenze tra i due gel, come discusso

(b)

nel testo. (Nofa: questa & una piceola parte del gel molto pit grande, che
contiene approssimativamente 8500 spot che rappresentano le protei-
ne sintetizzate dal cervello di un primate.) (Noza: gli animali in questo
studio sono morti per cause naturali.) (Da W. ENarp, ET AL., SCIENCE
296:342, Figure 34, 5. © 2002, RIFRODOTTA PER GENT. CONC. 11 AAAS.)
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Figura 2.50 Analisi globale delle attivita proteiche usando dei
chip proteici. (2) Questo vetrino da microscopio contiene 5800
differenti proteine di lievito, sintetizzate da cellule geneticamente
modificate. Gli spot mostrano fluorescenza rossa poiché sono stati
incubati con un anticorpo fluorescente che si lega a tutte le protei-
ne dell’array. (&) Limmagine a sinistra mostra una piccola porzione
dell'array proteico mostrato in 2. Uimmagine di destra mostra la
stessa porzione dopo incubazione, in presenza di ioni calcio, con la

proteina calmodulina. I due spot fluorescenti verdi corrispondono a
due proteine che legano la calmodulina. (¢} Illustrazione schematica
degli eventi che avvengono nella parte 4, dove la calmodulina si &
legata a due proteine del microarray che presentano siti di legame
ad essa complemcﬂtari. (a,8: Da H. ZHu, ET AL, SciENCE 293:2101,
2001, PER GENT. cONC. 11 MICHAEL SNYDER. © 2001, RIPRODOTTA CON IL
PERMESSO DI AAAS.)

(&)

Calmodulina
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Figura 2.52 Sviluppo di un farmaco diretto contro una proteina,
come il Gleevee. (4) Stadi tipici nello sviluppo del farmaco. Nello
stadio 1, & stato identificato il ruolo causale di una proteina (in questo
caso la chinasi ABL) nella genesi di una deteminata malattia, come la
la leucemia mieloide cronica (LMC). Questa proteina ¢ un possibile
bersaglio per un farmaco che ne inibisca l'attivitd enzimatica. Nello
stadio 2, la proteina viene incubata con migliaia di composti, alla ri-
cerca di quelli che la leghino con ragionevole affiniti e ne inibiscano
Pattivita. Nello stadio 3, ¢ stato identificato uno di tali composti (es.,
la 2-fenilamminopirimidina nel caso di ABL). Nello stadio 4, la cono-
scenza della struttura della proteina bersaglio viene usata per sintetiz-
zare derivati del composto (es., Gleevec) che mostrino una maggiore
affinitd di legame e possano pertanto essere usati a concentrazioni
inferiori. Nello stadio 5, il composto in questione viene saggiato per
la rossicita e lefficacia in vive mediante esperiment preclinici. Gli
esperimenti preclinici sono generalmente effertuati su cellule umane
in coltura (stadio 5a) (es., quelle prelevate da pazienti affetti da LMC)
¢ su animali di laboratorio (stadio 5b) (es., topi in cui sono state tra-
piantate cellule umane provenienti da pazienti affetti da LMC). Se
il farmaco si dimostra sicuro ed efficace negli animali, viene testato
in sperimentazioni cliniche (stadio 6). (#) La struttura del Gleevec.
La porzione blu della molecola indica la struttura del composto 2-fe-
nilamminopirimidina, che & stato inizialmente identificato come un
inibitore della chinasi ABL. (¢d) Struttura dei complessi formati dal
dominio catalitico di ABL con il Gleevec (¢) e con un inibitore di
seconda generazione chiamato Sprycel (4). Entrambi i farmaci sono
disegnati in giallo. Il Gleevec si lega alla conformazione inattiva della
proteina, mentre lo Sprycel si lega alla sua conformazione attiva. En-
trambi gli eventi di legame bloccano Pattivitd necessaria per I'acquisi-
zione del fenotipo canceroso da parte della cellula. Lo Sprycel & effi-
cace contro le cellule cancerose che sono diventate resistenti all’azione
del Gleevec. (c,p: pa ELLeny WEISBERG ET AL., PER GENT. CONC. D1 James D.
GrirFN, NaTure Revs. CANCER 7:353, 2007 © 2007 RIPRODOTTA PER GENT.
CONC. DI MACMILLAN PUBLISHERS LIMITED.)
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