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Como a informacao para a sintese de
proteinas esta codificada no DNA?

Como as proteinas sao montadas?




Growing protei

Traducao I

esd ue

* Acontece nos ribossomos, que sao LT %}%ij\f T
grandes complexos de proteina e rRNA

» citoplasma de eucariotos
» catalisam a formacao da ligacao peptidica

Messen ger RNA Ribosome

direction of ribosome
movement on mRNA
iochemistry, 2/e

« MRNA contém a mensagem, que € “lida” pelos aminoacil-
tRNAs

 a mensagem ¢ lida em trincas:
codon no mMRNA pareia com anticodon do tRNA




Caodigo genético

» Relacao entre a sequéncia de bases no DNA (e mRNA )
e a sequéncia de aminoacidos na proteina

» “Dicionario” da informacao genetica

Atencao para nao usar “codigo genetico”
como sinbnimo de “‘genoma’!




Aminoacido

Sitio de ligacao
do Aminoacido

 Francis Crick sugeriu (1955) Molécula adaptadora S tRNA

* que o codigo genético era lido em
trincas

—I_l_\/l_!_\_
« deveriam existir moléculas A M G A U @M@@

adaptadoras para interagir com os Triplete de

aminoacidos e o mRNA nucleotideos

codificando para um
aminoacido

» Cddigo desvendado entre 1961 e 1966 T codon




Codigo Genetico

A C,GT
O quebra-cabecas: l

A,C,D.E,F.GH,IKLMN,PQR,STVWY

e Como um alfabeto de 4 letras no DNA se relaciona com um
de 20 letras nas proteinas?

 Combinacoes de 4 bases definem 20 aminoacidos:
4°=16 falta !
> 43=64 sobra !




22- Posicdo do codon

Caodigo Genetico

uuu ucu UAU
Phe Tyr
uuc ucc UAC
UUA ] uca stop . , .
we " | uce IS stor Lo° 20 aminoacidos
S cuu ccu cau | ceu § « 3 codons de terminacao
S, CAC , C e,
o © IO o o " [1& + codon de inicio é sempre
S cuG cce gl " | [eee g_ AUG
O r ~
S A A moo paes IS« Todos os 64 cédons sdo
B AUC e ACC AAC AGC - -
S AUA aca AAA AGA o utilizados
o Y | A me | wee ™ 27 o Mais de um codon para a
ey 2ol e ... | B maioria dos aminoacidos
GuC GGE GAC GGC
e o GAA cea Y
GUG GCG o °' | e

* Chain-terminating or “nonsense” codons.
t Also used in bacteria to specify the initiator formyl-Met-tRNA™et,

ght © 2008 Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings.




Caodigo Genetico
* Universal

»Praticamente todos os organismos usam a mesma “tabela”
— Excecao: mitocondrias, algumas bactérias e ciliados

* Nao-sobreposto

» um codon lido de cada vez nas ORFs
* Degenerado

» mais de um codon por aminoacido
* Nao € aleatorio

» evolucao determinou combinagdes mais vantajosas para
evitar efeitos de mutacoes (veja slides extras)

* Terceira posicao do codon menos especifica




Fases abertas de leitura
(ORF: open reading frames)

5' l
1 FNTH]A A AIG C AJAU UJU U CIG UAICUGIAAAIGGUIUGGIUGG|C GCIA CulucCCIlEe A|

@@@@@@@@@@@@@@m

2 ﬂu cWYA A GIC AAlUUU|UCG|UACITEE Amcemmmm

stop®@®@®5t°'°®®@@@®®

5' 3¢
3 LAUIGAAIAGCIAAUlUUUICGUIACUIGAAIAGGIUUGIGUGIGCGICACIUuUCICUGIA

Copyright © 2008 Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings.

* Potencialmente, trés fases para uma sequéncia qualquer, mas apenas uma €é
de fato traduzida
* OREF “real” deve ter um sinal (codon) de inicio e de término de traducao

* A leitura € continua, nao ha “virgulas” entre os codons




DNA mRNA

5 | | 3 5' Amino
CinG terminus
GinCc :
TinA

Giic
Gimnic
AT

TinA
AT
CinG

AT
CinG
TinA

TinA
TinA
TinA

Ginc
CiniG
CinG
Flta /G|||C
codificadora TiiA
TinA
TinA
CinG
C TiA | ' ‘ Carboxy
3 | | B 3 lterminus

\

Template Fitg molde

Fluxo da informacao

J

Direcao da transcricao
L Ty 523 do mRNA

A

J

J

J U

Direcao da traducao
- Al NH,;*—=> COO-da proteina

RIS

i\

EhElE SNeCIeNE ElENEiI@i=N@ =G e I NEI

g




2a. Posigao do c6don Degeneracao do Cadigo
Genetico

wu ucu UAU i
. —
UUC UCC . UAC Amino acid Number of codons
UUA ucA stop Ala 4
L
we - | uce stop Arg 6
Asn 2
A 2
cuu ccu CAU CGU i
His Cys 2
— cle CECE CAC CGC = Gl 2
@) Leu Pro Arg - L
CUA CCA CAA CGA o Glu 2
e
3 cuG cce cas " | lcee 9 Gly 4
o § His 2
s AUU ACU AAU AGU b lle 3
S Asn Ser -
S, AUC lle ACC AAC AGC o Leu 6
D Thr e Lys 2
@ AUA ACA AAA ) AGA R e
S
Q AUGH Mo ACG A Ace 9 Met !
Phe 2
GUU GCU GAU GGU Pro 4
Asp Ser 6
GuC GCC GAC GGC
Val Ala Gly Thr 4
GUA GCA GAA GGA Trp 1
GUG GeC 0l C" | B Tyr 5
Val 4

* Chain-terminating or “nonsense” codons.
t Also used in bacteria to specify the initiator formyl-Met-tRNA™Met,

ght © 2008 Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings.




Pareamento oscilante da terceira base do coédon
(Wobble base-pairing)

3 2 1 3 2 1 3 2 1
tRNA Anticodon 3 G- c G-C-1I G-C-I (5"
mRNA  Codon (5" C-G-A C-G-U C-G—C (3"
1 2 3 1 2 3 1. 2 3

Alguns tRNAs tém bases modificadas, diferentes de A,G,C,U
| = Inosinato (nt); hipoxantina (base)
» ligacdes de H mais “fracas” com A, U ou C

Alguns anticodons podem parear com mais de um codon que
codifica 0 mesmo aminoacido

* Permite rapido deslocamento do ribossomo
 Numero menor de tRNAs que os 61 coédons




Quem participa da traducao?

ngpth

 MRNA
e Ribossomos ?If

eeeee ger RNA bosome

* Aminoacil-tRNAs sreciom i

» Fatores de traducéo o
» Proteinas com fungdes especificas em cada etapa do processo

* Fonte de energia: GTP

IIIIII




MRNA — RNA mensageiro

stop RBS start

RBS start stop RBS start stop
5'
L
3-9 bases l l l
J0000000CC 00000000000 0000) W

¢ mMRNA bacteriano policistronico

sto
5 il AAAAA,, 3"

5'(’:ap |

¢+ mMRNA eucariotico maduro
» sem introns, com CAP e com poli-A
» proteinas associadas: PAB, CBC




tRNA — RNA transportador

Transporta aminoacidos para o 5. Sitiode ligacao
rbossomo {_"" do aminoécido
&
Estrutura secundaria com Extremidade 5° c
fosforilada — 5 p—7]---[ 7
grampos e algas, formando um B
trevo DHU loop : : T‘V(‘:/IOOP
Bases modificadas apds -

ooooo
ooooo
ooooo

transcricao
CCA no 3 - ligacao do aa
70-100 nt

(variable)

Alca do
anticodon




Ribossomos

* Constituido por RNAs e polipeptideos
* Duas subunidades que s6 se reunem durante a traducao

. 5.8SrRNA
Bactéria (70S) Eucarioto (80S) —'meoﬁdes)
60S
r—bg SERNA (MW= 2,800,000) _,a 5SrRNA

& (120 (120
50 nucleotides . nucleotides)
(MW= 1,600,000) ) er‘l’;‘:gz:g’ — —

prokaryotic _a\ 23srRNA Ci"/' _

ribosome QL 80S Z— 28STRNA

e _ > U\ (2,900 > S 1700
70S \ U nucteotices) Lt C— nucleotides)

(MW= 2,500,000) \ -—

‘ — —————— 49 proteins
- —————» ~34 proteins

- 30S

o

=

= 16S rRNA 408 % 18SrRNA
(MW= 900,000) (1,540 (MW= 1,400,000) 77, ) (1,900
; & nucleotides
- @ { nucleotides) = © )
21 proteins

~33 proteins

Copyright © 2008 Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings.




Ribossomos tém trés sitios para a ligacao de tRNA

« Sitio A: tRNA-aa
« Sitio P: tRNA-peptideo
 Sitio E: saida (exit)

mRNA




Etapas da sintese proteica

» Ativacao do aminoacido
»Ligacao ao tRNA
* Traducao
» Inicio
» Elongacao
» Terminacao

* Dobramento, processamento e modificacao da
proteina pos-traducao




3" end of tRNA

e —— Ativacao do aminoacido (aa)
¢ |~ H  +aa+tRNA =aminoaci-tRNA
i
O Aminoacyl » Cada aminoacil-tRNA deve ter
“0—F=0 S 0 aa correspondente ao
I anticédon
5" | Amino acid
pG arm
b ~ I~  Enzimas especificas fazem a
am S 7 amm ligacdo tRNA + aa
() Anticodon > aminoacil-tRNA sintetases

arm




A etapa de ativacao é determinante
na fidelidade da traducao

« O aminoacido presente no aminoacil-tRNA nao tem papel no
reconhecimento codon-anticodon

aas’
y
O ribossomo ndo discrimina tRNAs A
carregados incorretamente

« Portanto, a especificidade das )
. . . , . 32 11
aminoacil-tRNA sintetases é crucial UAS
. - mRNA 5’ AUC
para que a traducao nao 123,

iiiiiiiiii
‘ e | I a ‘ b r ro S Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
2008 W. H. Freeman and Company




Etapas da traducao
* |Inicio
» ligacao do mRNA e do tRNA iniciador ao ribossomo
(codon AUG - Met ou fMet) e primeira ligacao peptidica
* Elongacao
» da segunda a ultima ligacao peptidica
 Terminacao

» liberacao do peptideo e dissociacao do mRNA do
ribossomo

Ribossomo “caminha” ao longo do mRNA




Traducao - Questoes
* Inicio
» como o codon iniciador (AUG) no mRNA é reconhecido?
* Elongacao
» como a ligacao peptidica ¢ feita”?
 Termino
» como o peptideo € liberado do ribossomo?

Que fatores proteicos sao necessarios em cada fase”?




Como o ribossomo reconhece qual o
codon AUG iniciador?

» Qutros AUG podem estar ao longo de todo o mRNA
* A leitura deve comecar na fase correta

* Inicio da traducao —> diferencas entre bacterias e
eucariotos




Bactérias: sequéncia de ligacao ao ribossomo (RBS)
ou Shine-Dalgarno (SD)

* naregiao 5" UTR do mRNA
» complementar ao 16S rRNA (subunidade menor do ribossomo)

5C 5 16STrRNA

5NNNNGGAGGNNNNNNNAUGNN 3

stop RBS start

RBS start stop RBS start stop .
5'
(I
3-9 bases l l l
O0000000000 000000000000000 CIW

& RBS=SD




Codon "n" Codon "n+1"

e, GlblaEl O ribossomo tem trés sitios
Q B e de ligagao ao tRNA

% 5% .
» Sitio A
1 Before peptide bond formation peptidyl-tRNA I IO

occupies P site; aminoacyl-tRNA occupies A site

£ Ao aci orcodon » entrada do aminoacil-tRNA

E2 Peptide bond formation polypeptide is transferred * S Itl O P

E » onde o peptidil-tRNA se liga (peptideo
nascente ligado ao tRNA)

E 3 Translocation moves ribosome one codon;
= places peptidyl-tRNA in P site; deacylated tRNA

EIeavesviaEsite;Asite is empyfor next aa-tRNA Y Sl’tio E
"""" 3 » saida do tRNA descarregado (exit)
»Subunidade maior

Codon "n+1" Codon "n+2"




Em bactéerias, o primeiro aa a ser adicionado
é sempre N-formil-Met

Figure 6.11 fMet-tRNA; has unique features that
distinguish it as the initiator tRNA.

o fMet-tRNA tem caracteristicas unicas

amind a0 :> o que o distinguem como tRNA iniciador
I\ﬁet
C
C 7 . g . r
o B Nesdedio * SO ele pode se ligar ao sitio P no inicio
| No base pamng:> g.g formylation
1 Goo
O u A
GeCCGGCC
e @ aweem s H—C—N—C—H
. cGAG c,, Toc I |
U GCUC G Y Q) CH,
ELR H CH
: >
| 3 G-C base pairs> § :§ glri?e??’dsti?e S|
C A |
U A
C U CHj

N-Formylmethionine




Inicio da traducgao - bacterias

" s0s
Subunit-\L> GDP +P,
-9 9@

30S

TR
N/
Subunit W

eodon mRNA

(37 UAC (5
Anticodon

5'

5'

| Figure 27-25
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company




30S
Subunit

D R [
?50. 2 ‘\-I,"
l,_mRNA
@ Initiation

[AlufG] | | |
25 Ty ,A

\ P ‘, :

(37 UAC (59
Anticodon

Al

50S
Subunit

Figure 27-25
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Inicio da traducao - bacterias

Ribossomo dissociado

Subunidade menor ligada a IF-3 e IF-1 e a0
MRNA

» AUG inicial no sitio P parcial
Ligacao de IF-2-GTP e fMet-tRNA

Fatores de iniciacao se ligam a subunidade
menor do ribossomo

IFs liberados, hidrélise de GTP e subunidade
maior se une

|F = fator de Inicio



Iniclo em eucariotos




""“&\/\/\/\/\/\/\/\GCC%CCAUGG
Y 7

Methylated cap Initiation site

1 Small subunit binds to methylated cap

%/\/\/\N\/\GCC(A;CCAUGG

2 Small subunit migrates to initiation site

P

"‘“‘&\/V\N\N\AGCQ’&@@G

3 If leader is long, subunits may form queue

Subunidade menor dos
rilbossomos de eucariotos
reconhece o0 5'CAP e se

desloca até encontrar o

sitio de Inicio

MRNA eucarioto
associado a proteinas



MRNA eucarioto se circulariza pela interacao entre
proteinas e ribossomo

AUG

Figure 27-27
Lehninger Principl

3’ untranslated
region

Gene

g iples o /v
© 2008 W.H.Freeman and Company

. stop (UGA)

N
oly-A-binding 5'cap start (AUG)

Yp ‘
protein

SAaehne

..........
Q Cood .....o,"
200

.........

Cauda poli-A e regidoes UTR tem papel na regulacao da traducao



: Fatores de inicio em

B s eucariotos - elF

(AUG)

elF4G P

elF4AA O

, - ¢ Complexidade maior que
‘ “{ em bacterias

* Primeiro met-tRNA se liga
43S preinitiation aO Sl’tio P

complex

* Ribossomo se forma apos a
ligacao do mRNA




VVoltando para as bacterias...

* Elongacao e terminacao em bacterias e eucariotos
seguem 0S mesmos principios

» Fatores proteicos diferentes e maior complexidade
em eucariotos




Elongacao em bacterias - 1° passo

binding of @

incoming
aminoacyl- GTP
tRNA

Initiation
complex

5'

Figure 27-28

Lehninger Principles of Biochemistr,
© 2008 W.H. Freeman and Comedf

Fifth Edition




Elongacao em bacterias
1° passo

= icoming 0825  fMet-tRNA no sitio P
lél

--- « Segundo aa-tRNA
k@ > ligado a EF-Tu-GTP
\ » Entra no sitio A

e é » Hidrodlise de GTP
. O
" NS

« EF-Tsreliga EF-Tua GTP

R e e R g o] 0N
’; " 8, ;o
AV ) i
G 4

LTS i EF = fator de elongacao

© 2008 W.H. Freeman and Company




Elongacao em bacterias - 2° passo

E site A site

fMet-tRNAfMet

Aminoacyl-
tRNA,

=
-
I
O=N=N=2

af

Z

mRNA 5’

peptide bond
formation

peptide bond
formation

E site A site

Deacylated
tRN AfMet

Dipeptidyl-

3 AU [ T

Figure 27-29

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

3'



Esite Psite

Elongacao em bacterias
fMet-T:ilr\;":yl_ 20 paSSO

tRNA,

» Ligacao peptidica
» fMet é transferida para o NH, do aa2
Pep:;?;::::ﬂl » Catalisada pelo 23S rRNA

P site A site

Deacylated * tRNA iniciador sem fMet fica no sitio P

« tRNAZ2-aa2-fMet no sitio A

ll.:ell?n‘;l:geerz P7ri-r§:i?rles of Biochemistry, Fifth Edition E F - fato r d e e I O n g a Qa O

© 2008 W.H.Freeman and Company




Elongacao em bactérias - 3° passo

E site

Deacylated
tRN AfMet

3'

GTP
translocation el

Dipeptidyl-

—

E site

Incoming
aminoacyl-tRNA;

AUIG | [ ] ]| 3’

Direction of
ribosome movement

Figure 27-30a

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Esite Psite A site

W
%22

<

Elongacao em bacterias
3° passo

Dipeptidyl-

* Translocacao: Ribossomo se move
4 » EF-G- GTP se liga e hidrolisa GTP

» tRNA iniciador sem fMet passa para o

ATUIG] [ [ |
|P"f\Ar

GTP . . .
translocation @é Slt'O E e sal do rlbOssomO

Esite Psite Asite

» tRNA2-aa2-fMet passa para o sitio P

Incoming
aminoacyl-tRNA;

 Um novo aa-tRNA liga no sitio A

Directionof
ribosome movement

Figure 27-30a
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

© 2008 W.H.Freeman and Company

* Ciclo se repete...




Resumos - Elongacao em bacterias

MRNA se mantem ligado ao ribossomo
Ligacdo peptidica catalisada por rRNA ——
» 23S rRNA € uma peptidil transferase

A cada ciclo, ribossomo se move 1 codon no mRNA

aa-tRNA entra no sitio A, liga o polipeptideo nascente, passa para
o sitio P e depois para o E, quando descarregado

Gasto de 2 GTP por aa adicionado
EF-Tu, EF-G e EF-Ts




Terminacao em bacterias

» stop codons

>
>
>

S

S

S

AA (ochre)
GA (opal)
AG (amber)

* Reconhecidos por fatores de
liberacao que se ligam no sitio A

 RF = release factor
* Nao tem tRNA correspondente

« Mesmos para eucariotos



Terminacao em bacterias

Fator de -
liberacao (RF) GTP
Release factol @- RRF com@nts

dissociate 5

— (L °¥ Jo

SLITTTTTTTT [ualc——s

s'

polypeptidyl-tRNA

% l link hydrolyzed

Figure 27-31
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company




polypeptidyl-tRNA

5 L} 1 ,‘
iy 3 S
A@% l link hydrolyzed

@-GTPY@

RRF N K

@—GDP <« e
+Pj &
RRF <« ;

SLITTTTTTTT Tulale s

d 5'

Figure 27-31
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Terminacao em bacterias

Fatores de liberacao (RF) se ligam ao
sitio A qguando um cédon de parada
esta presente

Ligacao entre polipeptideo e tRNA €
guebrada

Ribossomo é translocado

Complexo desfeito



Bactérias: transcricao e traducao simultaneas
(Acoplamento)

RNAP

Direction of transcription

| T

Direction of translation

rlbossomo ——




mMRNA

ROV AUWIN
SR N ey, TN
Ribosome I \

Tetracyclines |

Amino acid

= amino ack My

Peptide chain N“'nog?ycos:da

N)C\ /':H’

Oy O N
e 1
Y X YoY §°

C4 O WO 50 ""_
Doxycycline

HANA '—ﬁ_
\Rfv N,.\ Insertion of "t Oﬁ: _}—
¢ () incorrect
HN Py CHOM

s Tobramycin

—~————-e — — — J
I 1 | N
. n ) J
L v s N "N

N
\—-m-c M Hy =0

Ml
}// i . 0"C ~oH0,
' ‘( Chicramphenicol
Poptis—— | Chrampnanio!
synthetase
CH, Ly

Erythromycin

Varios antibacterianos tém
a traducao como alvo

* Tetraciclina
»Bloquelo sitio A

* Estreptomicina
»Leitura incorreta dos codons

 Cloranfenicol
»Inibe peptidil-transferase

* Eritromicina
»Bloqueia translocacao



Inibidores de traducao de eucariotos

aa NH— CH | OOCH3

—C—N—CH

o
| N
H
HsC~ 'CHj

peptidyl puromycin

Copyright © 2008 Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings.

 Puromicina
»Similar ao aa-tRNA, liga-se ao peptideo nascente




Inibidores de traducao de eucariotos

Amino acid —
tRNA

mRNA 1 / _\ //--‘ J_ | /ﬂ

Edeine Geneticin G418

™~
)

Initiation

M ) AYA f\\ M\
==\ ey 'L

| . | aa-tRNA & |
"E P A/ E p ‘ selection and E
\\ o / \ accommodation
/ P /\ . Peptide-bond
Verrucarin A

\L Jk k .
— Deoxynivalenol

il l
J Lycorine

A/ Narciclasine
Nagilactone C

Anisomycin
— Homoharringtonine
T-2 toxin

\

v

> /

)

BT FEP T

T ti -- -
408 (- ’E‘[ }(_} \ q srmine IOn NAANA /f\ - Blasticidin S
I
I_I_| \ / EJ._L I-L‘ / translocatnon ' ‘l | I i

Recycling

Cycloheximide  Cryptopleurine
Polypeptlde 1 Lactimidomycin Pactamycin
Blasticidin S Phyllanthoside ~ Geneticin G418

» Usados para estudar a traduCio  wussmuesss




Slides Extras




Varios ribossomos podem traduzir
o mesmo MRNA simultaneamente:
polissomos ou polirribossomos

(a) Direction of translation
40S .
Incoming Q mRNA e
H » ! \ X ’
ribosomal > 3
. m—
subunits
60S e T NH,3
Polypeptide © *ny, H,N* ;
+NH3 NH;
(b) =i 0 e af‘*"

Direction of
translation

4

mRNA

Polypeptides

Ribosomes

Figure 27-32
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Second base

i e ° Codigo Genético
UUUT Phe UCUT UAUT Tyr  UGUT Cys g
S|uucd F ucc | serUACJ] Y uGCd C
UUAT Leu UCA [ S UAAT ., UGA STOP
VUGS L ucGg]  UAG. UGG Trp
w 4 bases no DNA x
CuUUT U CAUT|_His CGUT -~ _
CUC | Leu ¢ccc | ProCAC] H  CGC | Arg 3 POSICOES = 43
2 Olcua [ L CCA[ P CAA7 GIn CGA [ R )
§ |cuad ccgd CAGS Q@ CGG = 64 codons
®
2 AUUT . ACUT AAUT] Asn AGU T Ser
«<|AUC - Acc | ThrAACS N AGCJ S
vt ACA | T AAAT Lys  AGAT AG
(avc )\, ace) AAacl K accl R
GUU GCU GAUT_Asp  GGUT
«|GUC | Val GcC | AlaGAC] D GGC | cly
GUA [ V GCA| A GAA7 Glu GGA | G
GUG GCG GAG] E GGG

« 20 aminoacidos
« 3 codons de terminacao
« codon de inicio € sempre AUG




Por que o codigo genetico € degenerado?
Ou

Como o codigo seria se ele nao fosse
degenerado?




codigo genetico nao degenerado

|

Uuu B ucu uGu Cye
[ ] . ]
- Leu - stop
- - UGG Trp
Cuu CCU CGU

Cc - Leu - Pro - Arg
= B - E
— .
ﬂ lle = - = Ser
AUGH et | [ ] Arg
GUU GCU GGU
= Val = Ala = Gly
] ] ]

44 das 64 combinacoes seriam STOP!
Mutacbes teriam consequéncias catastroficas



O codigo genetico funciona como uma
“protecao” contra mutacoes

1. Degeneracao faz com que a maioria das mutacoes nao
resultem em codons de parada

Cadigo NAO E aleatorio!
Evoluiu, sofreu selecao para ser estabelecido




2. Mudancas na 32 posicao frequentemente
nao alteram o aminoacido codificado =
codons sinOnimos




Variacao na 3% posicao frequentemente gera codons que sao “sinébnimos”

22- Posicdo do codon

U UAU
Tyr
U . UAC
er
u stop
u stop
w
c o
cuu cdqu CAU
o His R
O @ cdc CAC @)
O Leu Pro 0
O CUA CcqA CAA e
O c cde ey G 2
S o
o Q.
e
20 AUU Adu AAU AGU U
_L_)\ Asn Ser 0O
B AUC lle Adc AAC AGC o O~
(@) Thr o)
S AUA AdA AAA AGA A e
Lys Arg -
o AUGt Met AdG AAG AGG G
i
cyu cqu GAU cdu U
Asp
clc cdc GAC cdc C
ala V@ cda A2 GAA cda V| PN
e G cag CU cds G




3. Cddons nos quais a 12 e a 22 posicao sao ambas
ocupadas por G ou C especificam o0 mesmo aminoacido
independente do nucleotideo na 32 posicao




G e C na 1% e 2?2 posicao especificam o mesmo aminoacido

22- Posicdo do codon

ucu UAU
Tyr
ucce . UAC
er
UCA stop
UCG stop w
w
S Cuu el CAU CGU U G
IS
O cuc GCC CAC CGC G 8
O Leu Pro Arg =y
o CUA CCA CAA CGA A IS
.8 CUG CCG cag °" CGG o O
o S
20 AUU ACU AAU AGU U
_L_)‘ Asn Ser 0
0 AUC lle ACC o AAC AGC c 8:
S AUA ACA AAA AGA ANS
Lys Arg =)
o AUGt Met ACG AAG AGG e
i
GUU GCU GAU 3 GGU U
GUC Gce cac P GGC C
Val Al Gl
GUA e GAA ceca 7 |IN
GUG GCG cag CU GGG G




4. Variacoes na 12 posicao frequentemente geram
substituicoes conservativas




Variacoes na 1° posicao - substituicoes conservativas

22- Posicdo do codon

ucu UAU
Tyr
ucc . UAC
er
UCA stop
ucG stop W
©
g cuu ccl CAU CGU o
IS
© cuc CCce CAC CGC 8
‘O | & Leu Pro Arg =y
o CUA CCA CAA CGA Q)
.8 CUG CCG gy " CGG o
a
®) (@)
20 AUU ACU AAU AGU U
O Asn Ser 8
N AUC lle ACC o AAC AGC o
r
8_ AUA ACA AAA AGA ANe
Lys Arg -
o AUGt Met ACG AAG AGG c
i
GUU GCU GAU 3 GGU U
GUC Gce cgac| P GGC c
cua V@ o e GAA cea Y I
GUG GCG cag CM GGG G
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How the Wobble Base of the Anticodon Determines the Number of

Codons a tRNA Can Recognize*

1. One codon recognized:

Anticodon

Codon

2. Two codons recognized:

Anticodon

Codon

3. Three codons recognized:

Anticodon

Codon

*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.



Ribossomo é formado por proteinas
e rRNA




Ativacao do aminoacido (aa)

* Duas etapas:

» formacao de AMP-aminoacido
» Ligacao do AMP-aa ao tRNA correspondente

 Enzimas responsaveis:

» aminoacil-tRNA sintetases
— Especificas para cada par tRNA-aa
— Algumas podem “corrigir” ligactes erradas

Aminoacil tRNA sintetase

ATP + aa — aminoacil-AMP + PP;

aminoacil-AMP + tRNA ——aminoacil-tRNA +
AMP

Aminoacil tRNA sintetase




Aminoacil-tRNA sintetases
12 etapa: formacao do AMP-aa

R—(ll—(lll—O_ R O—

m 0
H [ 1 O\
O O
| =~

—

|

|
&

|

|
i
i
Q
ax

\V]

. _ ~ -
NH; O Y 0 O Adenine
Amino acid ATP
H H
OH OH
Aminoacil tRNA sintetase\t)PPi
0)
H I
R—C—C—O—IF—O—CHz

5’'-Aminoacyl adenylate
(aminoacyl-AMP)




Aminoacil-tRNA sintetases
2° etapa: ligacao AMP-aa ao tRNA

classe | classe Il
3" end of tRNA
e o Adenine H o &
5 S
T HY - V B |
R—C—(I?—UQ—IT—O—‘ Adenosine (0] Ky R—(lJ—(")—L;)—IT—O Adenosine

N O- >H7 »OH B e o
CH, “H

Aminoacyl-AMP (I) Aminoacyl-AMP

_O—I::‘:O

(0]

Produto final: éster do
}\>AMP 3" da ribose com
.2 C-terminal do aa

H
HN_0H
0 H
Vas
<|3H2 H O *NH,4
Transesterification |
E -0—1|°=o
o)

C% Aminoacyl-tRNA




MRNA bacteriano tem sitio de

ligacao ao ribossomo
(=Shine-Dalgarno)

AACAGGAGGAUUACCCCAUGUCGAAGCAA..

Leader Coding region
pareia com sequéncia ' I . I '
complementar no <————  ghine-Dalgarno AUG
rRNA <10 bases posicionado

upstream of AUG no sitio P do

ribossomo




Bacterias: sequéncia de ligacao ao ribossomo (RBS) ou
Shine-Dalgarno (SD)

[
1
[
OH G
) 3’ End of | A
Prokaryotic 16S rRNA A U
mRNA U C
with consensus uccucaccacaA
Shine-Dalgarno =B == =5
sequence 3')G A UUCC USSEGEERAREEE U UG A C C U AT G EEGA GCU [ E e (3')
(b)
E. colitrpA ')A GC ACGAGGGGAAAUCUGAUGGAACGCUATC®
E. coli ara B UUUGGAUGGAGUGAAACGAUG GCGAUUGCA
E. coli lac 1 CAAUUCAGGGUGGUGAAUGUG AAACCAGTUA
¢X174 phage A protein AAUCUUGGAGGCUUUUUUAUG GUUCGUUCU
A\ phage cro AUGUACUAAGGAGGUUGUAUG GAACAACGOC

L / | |—T/
Shine-Dalgarno sequence; Initiation codon;

pairs with 16S rRNA pairs with fMet-tRNAfMet
(a)




IF-3
IF-1

30S-mRNA complex \é 3
p Q/

TN
v b

&/

50S subunit joins 1
and IF1-3 are released
1 , fMet

IF2-GTP joins complex

Initiator tRNA joins

Q 7.

IF-1 IF2 IF-3 GDP P, \&ﬁ*’

Fatores de Inicio em

bactérias
IF-3
» Estabiliza 30S livre

» Capacita 30S a ligar mRNA
» Checa acuracia do 1°. Aa

IF-1
» Liga proximo ao sitio A parcial
» Previne entrada de aa-tRNA
qualquer
IF-2
» Interage com fMet-tRNA
» Liga/hidrolisa GTP
» Sitio P parcial

Proximo aa se liga ao sitio A



Elongacao em bacterias

Ternary oy
complex

aa-tRNA enters

A site on 30S

0" Ts .0‘
LY .’ “
- .
- L
(Y -
] .
0. " ’.
* ” ‘.
P
Tu-Ts
GDP o/ A
V.’ .
-
-
u

CCA end moves
into A site on 50S

Pretranslocation:
Peptidyl-tRNA is in P site;
Aminoacyl-tRNA enters A site

Posttranslocation:
Deacylated tRNA moves to E site;
peptidyl-tRNA moves to P site




