Componentes de la traduccion y Cédigo genético'

Traduccion

Ribosomas

Cromosma

tRNAs

mMRNAs

Cddigo genético

E. coli is carried out by
=10,000-100,000 ribosomes
and proceeds at a

, maximal speed of about 20
5 aa/sec

Traduccion
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Descifrando el cédigo genético
Experimentos de Nirenberg y Leder

Algunos RNAs
sintéticos utilizados

!
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* Experimentos in vitro

 RNA sintético

e Lisado de células (ribosomas, aa,
tRNAs, energia, etc.)

 Aminoacido marcado 1/20 por tubo
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3 ORFs posibles — ¢3 proteinas?
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+
~ iNO SIEMPRE!
' A veces solo dos proteinas diferentes
T porgue aparece codon de PARO

éY en la célula in vivo?




Si la secuencia del mRNA se lee por tripletes NO sobrelapados

SC UL ((AGE UL ACC AS ¢ Coémo saber cual de los tres marcos
| e e EmETw SuE de lectura (ORF) es el correcto?
—Leu——=Ser Val The v
(I TPUDAUDAIP NP
6o uuA cca, |
2CHUCA|GCG UUA ,; CC H
— Ser— ALY 1 U UUUUUUUU
£l Codigo ‘ ‘ ‘ ‘Tres bases
Genético i
No es sobrelapado codifican
U, UAC, CAU
3 Cdu @ & e I Q O Q QUn i
— Bif—Arg—1Yyr His —

i Se define por el codén de inicio AUG y un codén de paro en marco = ORF !



Cédigo genético: propiedades e interaccién codén-anticodén

AGA UUA AGC

AGG UuG AGU
GCA CGA GGA CUA CCA UCA ACA GUA
GCC CGC GGC AUA CuC CCC UCC AcC GUC
GCG CGG GAC AAC UGC GAA CAA GGG CAC AUC CUG AAA UUC CCG UCG ACG UAC GUG

UAA
UAG
UGA

Hay 64 posibles combinaciones de tripletes, & &5 &5 M5 Y65 S8 &8 &85 A5 ASS EU5 AR aua U5 &5 BE5 A5 uao UAS &35

Ala Arg Asp Asn Cys Glu GIn Gly His Ille Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val

stop

pero solo 20 aminoacidos; R S E T AR EEEE RSN R

Mas de un triplete por aminoacido o ) . )
Interaccion codén-anticodon

- Amino acid

Un triplete solo puede significar:

tRNA

® aminoacidos (61 codones) Interaccién de
e STOP (3 codones) cadenas Anticodon
ANTIPARALELAS

Existe un uso preferencial de codones por
especie.



Bases modificadas en el tRNA

Bases normales Bases modificadas
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El tRNA es el intérprete del Codigo Genético

 EI tRNA se pliega sobre si mismo para adoptar una

estructura terciaria con forma de L invertida.

* En un extremo queda el brazo aceptor de aminoacido

y en el otro el brazo anticodén.

[

20

Anticodon

ASL: stem

Loop
} Anticodon

\

Amino Acid
r

Anticodon

aminoacyl-

S
PN .
N Adenina
\N¢CH 3'

Enlace Ester con
COO- del aa

H—C—R amino acid

I
NH,



Aminoacilacion del tRNA por AARS

1. Activacién del aminoécido por Aminoacil tRNA
Sintetasa (AARS)y ATP

2. Transferencia del aminoacido a un tRNA conocido
(formacién de enlace ester 3'-OQ0C)

Existen 20 AARSs distintas
iFIDELIDAD!

ATP

' L0
H‘,N-C'-Cf
OH
H

acenylated amino acid

amino acid

aminoacy!
tRNA

OH

Activacion del aminoacido (GASTO DE 1 ATP)

%
.mﬁ AARS

ATP Paso 1
ARS + AA + ATP — ARS(AA-AMP) + PP,

Transferencia del aminoacil al tRNA

e — 1%

Paso 2
ARS(AA-AMP) + tRNA — AA-tRNA + AMP + ARS




tRNAs:edicién y proofreading de las AARSs '

Las AARS tienen dos mecanismos de correccion:
para el aminoacido y para el tRNA

Sitio de Se
edicién remueve
el AA
Sitio de
. sintesis
A:.A tRNA
, - erroneo sintetaza
\:/  Sintesis | " Edicién
Las AARSs tienen la

Para identificar al A.A.

capacidad dereconocer las AARSs cuentan con

elementos en el tRNA un doble

filtro para poder
discriminar a los A.A
muy parecidos

que les permite
identificar al tRNA especifico

que deben de
aminoacilar.

Isoleucil-tRNA-sintetasa

L-Leucina L-Isoleucina L-Valina

Leu es demasiado grande para el sitio activo de sintesis

lle cabe en el sitio de sintesis pero no en el de edicién

al cabe en el sitio de sintesis y en el de edicion por lo

Estos mecanismos reducen los errores a

1 por cada 40,000 aminoacilaciones



Cédigo genético: propiedades e interaccién codén-anticoddn

Hip()tesis del Bamboleo La base 3 del coddn (3°) puede presentar mayor

. variacién identificando el mismo aminoécido
Un mismo tRNA puede reconocer

varios codones (mismo a.a)

La tercera
tRNAs-Leu posicion
IDENTICOS puede NO

aparear

G A G Apareamiento G A “ Posicion de
—— c.: L’l (|: Normal C l_lj U bamboleo
5% il TN B A 4

Apareamientos permitidos

of | Bacterias e o
31 tRNAs
% Eucariontes

48 tRNAs '

c
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Codones para Alanina (Ala)

Ala
(A)
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Bamboleo para los
codones de Ala

Posicion 5° del Posicion 37
anticodon del coddn
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Alanil-tRNA-Sintetasa

AARS

N~

reconoce a todos los tRNAs
para anadir Ala al extremo 3’

Tedricamente tendriamos 5 tRNAs
posibles para reconocer codones de Ala

Gracias al bamboleo,
sélo necesitamos 2

tRNAs para reconocer
los 4 codones de Ala




Ribosomas: Composicion de ribosomas procariontes y eucariontes '

En el ribosoma
ocurre la sintesis de proteinas

s | Ribosomas Procariontes
“ e 70s I
30s + 50s
% % Ribosomas Eucariontes
% 80s |
40s + 60s




El Ribosoma: relevancia del rRNA 16S/18S y 235/28S

Large subunit

E site

Small |
subunit

Small ribosomal subunit

C1054

(ItRNA SL‘\
Centro decodificador: h =
Subunidad pequefa 30S/40S " <Y

rRNA 1 68/1 8S mRNA

Large ribosomal subunit

A site

MRNA
binding
site

En los sitios A, P, E se ubican tRNAs
Brazo Aminoacilado — 50S o 60S
Brazo Anticoddn — 30S o 40S

Centro Peptidil transferasa:
Subunidad grande 50S/60S
rRNA 235/28S

(2451)




El ribosoma realiza 3 funciones:

a) Funcion genética (decodificar la secuencia)
b) Funcidn enzimatica (catalizar la formaciéon del enlace
oeptidico)

c) Funcién de translocacion

Funcién genética - subunidad pequefia (rRNA 16S 6 185)
Funcidén enzimatica - subunidad grande (rRNA 23S 6 28S)
Funcidén de translocacién --- ambas subunidades




El mRNA debe reclutar a la subunidad pequefa del RIBOSOMA

Procarionte Policistrénico (varios ORFs)

Shine-Dalgarno (SD) o Ribosome
Binding Sequence (RBS)

3'-end of 16S rRNA A/_.r
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From The Art of MBoC? © 1995 Garland Publishing, Inc,
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o

Shine-Dalgarno es una secuencia en el MRNA bacteriano que se encuentra alrededor de 10 nt

ANTES (hacia el 5') del AUG de cada ORF. Es complementaria a una secuencia en el extremo 3’ del
rRNA 16S. No estd en mRNAs eucariontes ni la complementaria en el rRNA18S. En eucariontes el

ribosoma se une al 5'Cap.



Seleccidn del Coddn de inicio AUG del ORF

Bacteria ,
SD 6 RBS
3'-end of 16S rRNA A/—-r
3"AU CAU Al asociarse la subunidad 30S mediante
”ngqc complementareiedad 16S rRNA : SD, el
5' f-Met  GIn  lle 3' % oq s
~—\-NNNNNAGGAANNNNNAUG CAA AU\~ codon AUG queda en el sitio P
Shine-Delgarno Copyright 1996 M W King
Element
Eucarionte  Se realiza escrutinio desde el 5’Cap hasta el primer AUG en contexto

Kozak: Purina en posicion -3; G en posicion +4

2.0

Escrutinio
> m J:
5 s 5 UTR 3’UTR . =i
® ¢ «(P)P)(r) bz R = A _
Q00 : AUG l o —
L PIP—————
5' cap ,

[ oneprotein =

-4 3 -2 1 Start Codon



