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Traducerea mesajului genetic si plierea proteinelor in structurile tridimensionale native

Prof. Dr. Marius Mihasan



Sinteza proteinelor = traducerea mesajului genetic

Sinteza proteinelor se realizeza in cursul procesului de traducere a mesajului
transcris ca ARNm intr-o catena de aminoacizi, proces ce se realizeaza in
ribozomi cu participarea ARNt.

ARNt :
tip specific de ARN codificat de molecula de ADN dar care nu este
tradus In aminoacizi
are rolul de a transporta si pozitiona aminoacizi in viitoarea catena.
au fost descrise 45 de tipuri diferite de ARNt ce au aceeasi forma tri-
lobara dar care difera unul de celalalt prin:
- 0 secventa specifica de trei nucleotide amplasata pe ce-a de-a doua
bucla — secventa numita anticodon. Fiecare tip de ARNr contine un alt
anticodon ce este complementar cu un codon.
- afinitatea fata de aminoacizi — fiecare tip de ARNt are capacitatea de a
se cupla cu un aminoacid specific, functie de anti-codonul de pe cea de-
a doua bucla.

Situs de atasare al
aminoacidului

Ribozomul:

Care este structura ribozomului? Ce contine ribozomul?

La nivelul ribozomului au fost descrise 3 situs-uri functionale:
Situs P — (peptidil) — are loc formarea legaturii peptidice

Situs A — (aminoacil) — legarea moleculelor de ARNt cu amionacizi =
Situs E — (exit) — situs-ul pe unde ARNt fara aminoacizi paraseste 75
ribozomul ®)

H/_)
(@ Anticodon

“ ™ Anticodon
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Ribozomul la procariote vs. eucariote

70S 80S

MW 2,500,000

MW 4,200,000

505 (large) subunit / \305 (small) subunit 605 (large) subunit / \ 405 (small) subunit

MW 1,600,000 MW 900,000 ?2,800,000\ MW 1,400,000
55 rRNA 23S rRNA 16S rRNA 55 rRNA 28S rRNA 5.8S rRNA 18S rRNA
—]
< = = = = =
120 120 160
nucleotides 2900 1540 nucleotides nucleotides :9°9d
nucleotides nucleotides nucleotides
4700
nucleotides
34 proteins 21 proteins ~49 proteins ~33 proteins
BACTERIAL RIBOSOME EUKARYOTIC RIBOSOME

Figure 6-61 A comparison of bacterial and eukaryotic ribosomes. Despite differences in the number and size of their
rBNA and protein components, both bacterial and eukaryotic ribosomes have nearly the same structure and they function
similarly. Although the 18S and 28S rRNAs of the eukaryotic ribosome contain many nucleotides not present in their bacterial
counterparts, these nucleotides are present as multiple insertions that form extra domains and leave the basic structure of the
rBNA largely unchanged. Alberts; Molecular Biology of the Cell, pg. 341

25.11.2024 Biologie Moleculara - Curs 9 Pagina 4 din 18



Structura ribozomului

Magenta — ARN
Celelalte culori - Proteine

https://www.rcsb.org/structure/4v5d
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Structura ribozomului

30S (small) subunit

"

e, 30S (small) subunit

mRNA A 505 (large) subunit
PDB ID 7K00 100% PDB ID 7K00

50S (large) subunit

{ https //modelemdleculare ro/ribozomul-bacterian/

PDB ID 7K0O zf - 100%

M‘HMI'
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Codul genetic

Traducerea informatiei din ADN/ARNm (limbaj bazat pe nucleotide) in catena polipeptidica (limbaj
bazat pe aminoacizi) se realizeaza dupa un set strict de reguli ce alcatuiesc codul genetic. La baza
codului genetic sta notiunea de codon - o succesiune de 3 baze azotate (tripleta) din secventa ARNm ce
specifica un anumit aminoacid din secventa catenei de aminoacizi.

Prima A doua nucleotida A treia
nucleotida U C A G nucleotida
UUU (PheF) UCU UAU (Tyr/Y) UGU (Cys/C) U
vucC Fenilalanina UCC UAC (Tirozina UGC Cisteina C
U UUA UCA (Ssegr/ls'&) UAA Stop UGA Stop A
UUG UCG UAG Stop ugg [(TP/W) G
Triptofan
cuu g‘efl‘gll‘n; ccu CAU (His/H) CGU U
c CucC CCC (Pro/P)) CAC Histidind  CGC (ArgRR) C
CUA CCA Prolind CAA (GI/Q) CGA Arginind A
CuG CCG CAG Glutamina CGG G
AUU o ACU AAU (Asn/N) AGU ((Ser/S) U
o A s A AN Al oo S ¢
(Met/M) R (Lys/K) (Arg/R)
AUG ... ACG AAG Lizina AGG Arginina G
Metionina
GUU GCU GAU (Asp/D) Acid GGU U
GUC (Val/V) GCC (Ala/A) GAC aspartic GGC (Gly/G) C
G - . R
GUA Valina GCA Alanina GAA (Gu/E) Acid GGA Glicina A
GUG GCG GAG glutamic GGG G
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Etapele sintezei proteinelor — Initierea

. .. . . . . . . Subunitate
La procariote etapele traducerii informatiei genetice si deci a sintezei proteinelor sunt: mica

308 mRNA
1. Initierea — o moleculd de ARNt cu formil-metionind (ARNt™e!) se asociazd de l,

factori de initier @
\Y4

Initiation
codon

subunitatea micd (30S) a ribozomului. Proteine specifice numite factori de initiere @
amplasezad ARNt™etin situsul P. Complexul de initiere format se leagd apoi de ARNm pe *
baza complementaritatii dintre anti-codonul ARNt™et si codonul AUG specific pentru
metionina din ARNm precum si prin intermediul unui situs de legare al ribosomulul de
pe ARNm (secventa Shine-Dalgarno (AGGAGG) la procariote sau capatul 5' modificat la

eucariote) o
ARNthet

Reactia catalizata de aminoacil-ARNt sintetaze o 6
indeplineg,te 2 roluri esentiale: | | = i TR L
1. activeaza molecula de aminoacid pentru a putea /uiyon
forma legatura peptidica; “\Jn—ﬁ. C—R
2. ataseazd aminoacidul de un adaptor (ARNt) ce S Subunitate
asigura incorporarea corecta functie de secventa de 0—P=0 eoup 508 sl
ARNm. Ribozomul nu verificd corectitudine -9 @*@*@
aminoacizilor ncorporati, sarcina aceasta fiind G| o ®
indeplinitda de specificitatea cu care aminoacil-ARNt i arm
sintetazele asociaza ARNt cu aminoacizi — al doilea cod Aatioodan. Subunitate 6

; mare [u]a[c]

genetic, mai complicat decat primul. T

Figure 27-25 part 3
Lehni inciples of Bi

istry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company
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A site

Etapele sintezei proteinelor — Elongarea

S 0 [ et 2. Elongarea — la complexul de initiere se ataseazd
subunitatea mare a ribozomului. Codonul adiacent
codonului AUG este amplasat in situsul A si poate
interactiona cu o molecula ARNt. Pe baza
complementaritatii codon (ARNm) - anti-codon
(ARNt) o molecula de ARNt cu aminoacidul
corespunzator se ataseaza in situs-ul A, aminoacidul

fiind adus in apropiere de Met. intre cei doi L sl
aminacizi are loc o reactie ce duce la formarea unei Esite
legaturi peptidice.

fMet-tRNAfMet
Aminoacyl-

mRNA 5' [0 1. ‘ 3

A site

Deacylated

v ®

incoming Dipeptidyl-
aminoacyl- GTP
tRNA |
GDP 3

Figure 27-29
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Reactia enzimatica ce duce la formarea unei legaturi peptidice se numeste peptidil-

transferaza si multa vreme a fost considerata ca fiind apanajul unei proteine ribozomale.
3’ . A v . o . A v .. . .

Reactia este insa realizata de ARNr 23S, fiind insa un exemplu de reactii enzimatice

" 7 esentiale catalizate de molecule de ARN.
Figure 27-28
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

© 2008 W.H.Freeman and Company
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Etapele sintezei proteinelor — Translocarea si Terminarea

E site

Deacylated
tRN AfMet

_ tRNA,
Ly 29D

GTP
translocation

Incoming

Directia deplasarii

ribozomului
Figure 27-30a
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company
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Dipeptidyl-

3’

Asite @+ GDP +P;

aminoacyl-tRNA;

3’

3. Translocarea — ribozomul face un salt de 3
nucleotide in directia 5' -> 3' pe molecula de
ARNm, ceea ce amplaseazd ARNt™et in situs-ul E
si al doilea ARNt in situsul P, iar situs-ul A devine
din nou liber. ARNt™e¢tdin situs-ul E paraseste
ribozomul si un al treilea ARNt cu aminoacidul
corespunzator se ataseza in situsul A. Catena are
2 aminoacizi, al treilea urmand a fi incorporat
printr-o noua etapa de elongare.

4. Terminarea -— etapele de elongare si
translocare se repeta, ribozomul deplasandu-se
de-a lungul moleculei de ARNm pana cand in
situsul A se situeaza un codon STOP. Pentru acesti
codoni nu exista ARNt cu anticodonii
corespunzatori astfel incat inaintarea ribozomului
este oprita. Prin legarea unor factori de eliberare,
complexul ARNm-ribozom se desface si procesul
de traducere se finalizeza

Biologie Moleculara - Curs 9

polypeptidyl-tRNA
link hydrolyzed

Ji

RRF ~=| components

dissociate g’
@»GDP <
RRF <~/ ’

y

SCITTTTT T 1T TulalcH——s

Figure 27-31
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company
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Traducerea mesajului genetic la eucariote ‘

La eucariote procesul de traducere a informatiei genetice este similar cu cel de |la procariote, insa
intervine o etapa suplimentara de procesare si asamblare a ARNm (splicing).

Intron (zona Exon (zona ne-

codificatoare) codificatoare)
—{ == Ji) )2)  Jemtuw)  Jmetom) - Jembes) )6)) )" =

[
capit 5' Tralnscriere coadi poli A 3'
. \ \¢
copie ARN | Qe ' B B )
- B W | )B)
Intronii sunt excizati si exonii
sunt lipiti (spliced)
ARNm matuc] (G 3333 JJ)) 9 )
(@) ur{
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Factori proteici implicati in traducerii mesajului genetic

Procariote

Factori de initiere

IF-1 - previne legarea ARNt de situsul A;

IF-2 - faciliteaza legarea tRNA™et de subunitatea ribozomala 30S;

IF-3 - interactioneaza cu subunitatea ribozomala 30S; previne asocierea prematura cu
subunitatea 50S; inbunatateste specificitatea situsului P pentru tARN™et;

Factori de translocare

EF-Tu (elongation factor thermo-unstable) — catalizeaza legarea aminoacyl-ARNt de ribozom si
are nevoie de GTP;

EF-Ts (elongation factor thermo stable) — catalizeaza eliberarea GDP din EF-Tu, ceea ce
permite re-activarea EF-Tu;

EF-G — este o translocaza cu functie GTP-azica;

Factori de terminare

RF - interactioneaza cu codonii STOP si induce o activitate peptidil transferazica, catena
nascenta fiind transferata catre o molecula de apa si astfel eliberata

Eucariote

Factori de initiere

elF2 — faciliteaza interactiunea dintre tRNAMet si 40S ribosomal subunit

(b)

ates from the E site, and the elongation cycle begins again. (b) The struc-
ture of EF-G mimics the structure of EF-Tu complexed with tRNA.
Shown here are (left) EF-Tu complexed with tRNA (green) (PDB ID
1B23) and (right) EF-G complexed with GDP (red) (PDB ID 1DAR). The
carboxyl-terminal part of EF-G (dark gray) mimics the structure of the
anticodon loop of tRNA in both shape and charge distribution.

elF2B, elF3 — primii factori ce interactioneaza cu subunitatea 40S subunit si faciliteaza etapele ulterioare;
elF4A — activitate helixazica ce elimina structurile secundare ale ARN-ului pentru a permite legarea de subunitatea 40S;
elF4B — interactioneaza cu ARNm si faciliteaza identificarea de catre ribozom a primului codon AUG;

elFAE — se leaga de capatul 5’ cap al ARNm;
elF4G — interactioneaza indirect cu coada poliA a ARNm

elF5 - promoveaza disocierea unor factori de initiere de subunitatea 40S, ca mechanism initiator de activare a asocierii cu subunitatea

60S pentru a forma complexul 80S de initiere;
elF6 — faciliteaza disocierea ribozomului 80S in subunitatile 40S si 60S
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Resurse media recomandate

WEHImovies

Transcription - Central DogmaPart 1 https://www.youtube.com/watch?v=DA2t5N72mgw

Translation - Central Dogma Part 2

https://www.youtube.com/watch?v=Wkl Vbwn1l4g
Ribosome

https://www.youtube.com/watch?v=morl5e-jBNk

5 PDB-101

Ribosomal Subunits https://pdb101.rcsb.org/motm/10
https://pdb101.rcsb.org/motm/121
2 YouTube " Search

wehi.edusau
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Costul si fidelitatea procesului de sinteza a proteinelor

Sinteza lantului de aminoacizi conform secventei de baze azotate de pe ARNm
este un proces ce necesita energie:

1. pentru fiecare molecula de aminoacid-ARNt se utilizeaza 2 grupe PO, ;

2. daca in procesul de sinteza este amplasat in situsul A al ribozomului un
aminoacid gresit, eliminarea lui necesita liza unei molecule de ATP;

3. o molecula de GTP este clivata in procesul de initiere;

4. o molecula de GTP este clivata in procesul de translocare.

Tn total, in medie mai mult de 4 molecule NTP sunt hidrolizate la NDP pentru a
sintetiza 1 legatura peptidica dintr-o molecula proteica. Bilantul energetic este
de 4 x 30,5 kJ/mol = 122 kJ/mol cheltuiti pentru a sintetiza o legatura
peptidica ce contine 21 kJ/mol.

Proteinele sunt polimeri ce contin informatie, deci scopul nu este de a sintetiza
legaturi peptidice, ci de a asambla aminoaciziii intr-o anumita ordine si de a
forma legaturi peptidice intre aminoacizi specifici. Fiecare grupare PO, folosita
are rol in a asigura inserarea corecta a aminoacizilor in procesul biosintetic si
deci fidelitatea procesului de traducere.

25.11.2024 Biologie Moleculara - Curs 9
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Plierea proteinelor in forma nativa

Procesul prin care catena poliptidica a unei proteine capata structura spatiala tridimensionala specifica
se numeste pliere. Structura tridimensionala normala a unei proteine in care aceasta isi poate indeplini
functia specifica se numeste structura (forma) nativa. Orice alterare a structurii native a unei proteine
va fi insotita de o alterare (mai mare sau mai mica) a functiei proteinei respective.

Desi mecanismul procesului de pliere a proteinelor in structurile native nu este complet cunoscut,
cateva din principiile implicate in procesul de pliere a proteinelor ce se respecta in acest proces sunt
bine aprofundate teoretic:

Structura primara a catenei polipeptice, prin tipul si

Principiul lui Anfinsen — proteinele sunt capabile de Ribonucleaza nativ Ribonucleaza redusé
auto-asamblare. Procesul de pliere este unul strict
termodinamic prin care catena ne-pliata trece de la un
nivel superior la unul inferior energetic (proteina nativa)

Agent reducator

succesiunea aminoacizilor, este cea care contine

toata informatia necesara plieri proteinei in forma 0
f=nill

nativa. —N—G—
CH,

Ricire sau l Incilzire sau uree

eliminarea ureei
i

<« Legatura disulfidica

He
i
4 O H H ‘/a\'
] l g hristian Boehmer Anfinsen Jr. (1916 — 1995) Ribonucleaza denaturata
“PE] Premiul Nobel in Chimie in 1972

25.11.2024
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Plierea proteinelor in forma nativa

2. Paradoxul lui Levinthal — timpul necesar pentru ca o peptida sa se plieze aleatoriu in structura nativa
respectand strict regulile termodinamicii este mai lung decat durata de viata a universului. Majoritatea
proteinelor se pliaza in fractiuni de secunda => paradoxul

3. Secventele proteice sunt supuse selectiei evolutive. Evolutia a selectat si pastrat doar acele secvente
proteice ce se pliaza rapid, corect si repetabil in forma nativa. Acest lucru este demonstrat de faptul ca o
peptida sintetizata in laborator avand o secventa aleatorie nu se pliaza niciodata intr-o structura
ordonata.

Plierea proteinelor nu este un proces aleatoriu, ci este directionat prin evolutie.

4. Plierea proteinelor in forma nativa poate fi asistata de alte
proteine — chaperoni moleculari. In cazul proteinelor de peste
100 de aminoacizi, plierea poate dura un timp mai lung si poate
contine etape intermediare in care proteina este partial pliata. In
aceste etape intermediare exista pericolul ca proteina partial
pliata sa interactioneze cu alte proteine si sa formeze agregate
proteice — aglomerari de proteine in stare denaturata, putin
solubile. Chaperonii moleculari au rolul de a proteja aceste forme
partial pliate si de a le ‘dirija’ catre forma nativa.

Before things get an
steamier, he has o
few queshons.

Care este semnificatia cuvantului chaperon?

25.11.2024 Biologie Moleculara - Curs 9 Pagina 16 din 18



Cum functioneaza chaperonii moleculari? ‘

Au fost identificate doua clase de chaperoni
moleculari:

. . . . (@ DnaJ binds to the
1. Proteine din familia Hsp70 — proteine cu unfolded or partially

v o I . folded protein and
masa moleculara mica (70 kDa) si care sunt then to Dnak.

abundente cand celulele sunt expuse la
temperaturi ridicate (heat shock proteins, %@‘v

70 kDa => Hsp70). Proteinele Hsp70 | ,iceq

(2 DnaJ stimulates ATP
hydrolysis by DnaK.
DnaK-ADP binds tightly
to the unfolded protein.

2P,

interactioneazd cu zonele hidrofobe ale | P gron Whrtially s

. . . . system R folded ‘
polipeptidelor nepliate sau denaturate si protein ‘
preintampina agregarea acestora (ce @5 a0
legdtura are acest lucru cu faptul cd sunt | e

. . (native
exprimate la expunerea la temperaturi| conformation) — AP + GrpE (+ Dnas )
inalte?). Tot Hsp70 opresc de asemenea Ssi (@) AP ieizre o ] - @iinbmariniin
nan an e N hucieotide-exchange

i i i 3 i protein dissociates. k ; factor GrpE stimulagtes

plierea acelor proteine ce trebuie sa fie

release of ADP.

translocate  prin  membrana  celulard. | [ s o
Legarea Hsp70 de peptide si apoi

desprinderea de acestea este un proces | pjierea asistats de chaperoni moleculari la bacterii

ciclic, ce necesita ATP si prezenta unei alte | pnak — omologul de la bacterii al proteinei Hsp70 eucariote
clare de chaperoni moleculari de dimensiuni | Dnal - omologul de la bacterii al proteinei Hsp40 eucariote

mai mici — Hsp40.
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Cum functioneaza chaperonii moleculari? ‘

2. Chaperonine — complexe proteice de e
dimensiuni mari ce intervin in plierea acelor | prowinbinds {g

tothe GroEL |
pocket not

proteine ce nu se pot plia in mod spontan, pe blocked by
baza legilor termodinamice. Se estimeaza ca in sros

E. coli 10-15% din proteine necesita e sk
chaperonine pentru a se plia si procentul creste each subunit j ]

ol — Unfolded protein \ @ The released
GroEL b protein is fully
foldedorina
partially folded
state that is
committed to
adopt the native
conformation.

(®) Protein folds
b inside the
enclosure.

@ Proteins not
folded when
released are
rapidly bound
again.

of the GroEL

la 30% Tn conditii de stres termic. heptamer.
Cel mai cunoscut sistem de chaperonine este . 7P, 70
GroEL/GroES de la E.coli. Peptidele nepliate se lazdsico reliise EK“?
leagd de un buzunar al complexului GroEL ce aros:

este mai apoi acoperit de GroES. GroEL sufera o
serie de modificari de structura ce sunt
alimentate de ATP si prin care peptida este pliata
in forma nativa. GroES se desprinde de pe |nguessn

L Py of Bioc! istry, Fifth Edition

buzunar si elibereaza proteina pliata.

\---------,----.

@) 7 ATP and GroES
bind to GroEL with

afilled pocket.

Desi nu sunt chapeoni moleculari, un rol
important in plierea proteinelor il au si enzimele
protein-disulfid izomeraze (PDI - protein
disulfide isomerase). Acestea sunt localizate in
retocolul endoplasmic la eucariote si spatiul 3
periplamic la procariote si catalizeaza formare ===

. . . A . e ee . https://pdb101.rcsb.org/motm/32 LA
puntilor disulfurice in timpul plierii proteinelor
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