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QUE SE NECESITA?

e RIBOSOMAS
« AMINOACIDOS

e RNAmM



5UTR 3UTR
untr anslate d region untranslated region

TRANSCRIPTO MADURO: ¥ +
exon exon exon

= Adicion de caperuza en
extremos

w
= Adicion de cola de ﬁ.diu:iu:’rn te caperuza en Adicion de cola de adeninas
adeninas (cola de poll A)  extremo 57 (agregado de (Cola de poli &), sguss ariba,
.. _ una Gy metilacion de los 3 en la =ecuencia 3'UTR, existe
= Bemocion de intrones orimeras nucledtidos) una sefal de poliadenilacion

Parte del transcripto gque finalmente sera traducida por el ribosoma:
Marco de lectura

\ Triplete de nucledtidos que
codifica para un codon STOP
1° triplete de (UGA & UAA 6 UAG ) no
nucleotidos AlUG genera ningun aminoacido es
dara el aminoacido solo la seiial para que finalice

Metionina el polipéptido



Parte del transcripto que finalmente sera tfraducida por el ribosoma;
Marco de lectura
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El polipeptido tendra tantos aminoacidos como tripletes desde el AUG
{inclusive) hasta el codon STOP sin incluir éste ultimo.

En el caso de este ejemplo tendra 30 AA,

Proteina

Extremo Amine _—~~ fmmmmmﬂ_ Extremo Carboxilo
{N-terminal) (C-terminal)

1% AA: Metionina




Eukarvotic mENAs have a digtinet structure at the 5° end

procaryotic mRNA
coding noncoding
sequence sequence
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eucaryotic mRNA coding noncoding
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Initiation ot Translation

Initiation 1 controlled differently in prokaryotic and
eukaryotic ribosomes

ribosome-binding sites

EEIEIE) & mRNA

AUGI‘ AUG l

protein o protein protein ¥y

In prokaryotes a single transcript can give rige to multiple proteins



Codigo Genético

Segunda Letra
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[1Como 4 nucledtidos pueden especificar 20 aa?
ICombinandolos de a 2 tenemos 4°=16
ICombinandolos de a 3 tenemos 43=64

13 codones stop y 61 codones codifican para los 20 aa

Tercera
Letra



- El codigo no es universal

UGU — Cy'ﬁ - En mitocondria:
UG = Cys 1. El triplete UGA codifica

_ para Trp
UGA T E.l.':'l:' 2. AGA y AGG son stop en

UGG = tro lugar de Arg
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TRNA

amino acid

attached here

== OH 3'end

T,
a'®

modified
nucleotides
anticodon
: LHY loop
anticodon
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Uracil derivatives

|

Ribose Rikiose

Pseudouridine () Dihydrouridine (D)

Adenine derivatives

NH;

L k

thﬂ&e
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I-Methyladenosine (m'A) Inosine (I)

Copyrighi 1008 John Wilsy and Sons, Inc. Al righls reserved,

Nucledtidos inusuales

Cytosine derivatives NH
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Guanine derivatives
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Aminoacil tRNA

Brazo
aminoacido

TyC

Brazo
anticodén

Grupo
aminoacilo

Estructura general de los aminoacil-tRNA

*El grupo aminoacilo esta esterificado en la
posicion 3' del residuo adenilato terminal.

*El enlace ester (en rosa) une el aminoéacido
al tRNA. — “Activado”

- Por lo menos existen 31 tRNA en el
citoplasma y 22 en la mitocondria

- Varian de 54 a 100 nucleotidos de
longitud

- Son sumamente especificos
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adenylylated amino acid

NH5
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high-energy e [P
R 0O bond + B T e
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charged IRNA AMP






tRNA binds to
its codon in RNA

5!

&

D

2) Matching the
cognate tRNA to the
messenger RNA

base-pairing
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mRNA

NET RESULT: AMINO ACID IS
SELECTED BY ITS CODON



Methionine

Eukaryotes

& Archasans
& CHO

Bactena

Methionine

All cells

Met

et

— == |nitiation

Met —- —i> Elongation
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E-site P-site A-site

large
ribosomal
subunit

== small

e o — i

- .. _—ribosomal
' subunit

mRBNA-
binding site
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Ribosoma

Proteins Subunits Assembled
L1 2 L3 ribosomes
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ETAPAS DE LA TRADUCCION



Iniciacion: La subunidad pequefia del ribosoma se une a la region lider del ARNm vy el

ARNM se desplaza hasta llegar al codon AUG, que codifica el principio de la proteina. Se les
une entonces el complejo formado por el ARNt-metionina (Met). La unién se produce entre el

codon del ARNm y el anticodén del ARNt que transporta la metionina (Met).

Subunidad menor del ribosoma

P A 3
5 AAAAAAAAAAA 3
Lt ettt b
AUG CAA UGC UUA CGA UAG
UAC \Codén
111
Anticodén ARNt ARNM

2 g (i) Y\ ler aminoé&cido



Elongacion I: A continuacién se une la subunidad mayor a la menor completandose el
ribosoma. El complejo ARNt-aminoécido, , la glutamima (GIn) [ARNt-GIn] se situa enfrente del
codon correspondiente (CAA). La region del ribosoma a la que se une el complejo ARNt-GIn

se le llama region aminoacil (A).

A Subunidad menor del ribosoma

P A .
AAAAAAAAAAA
BN
AUG CAA UGC UUA CGA UAG
UAC GUU
| 11 111
_/
IO



Elongacion Il: Se forma el enlace peptidico entre el grupo carboxilo de la metionina (Met) y
el grupo amino del segundo aminoacido, la glutamina (Glin).

AAAAAAAAAAA 3’




Elongacion lll: EI ARNt del primer aminoacido, la metionina (Met) se libera.

AAAAAAAAAAA 3




Elongacion IV: El ribosoma se desliza sobre el ARNm, de tal manera que el complejo
ARNt-GIn-Met queda en la region peptidil del ribosoma, quedando ahora la region aminoacil
(A) libre para la entrada del complejo ARNt-aa,

AAAAAAAAAAA 3




Elongacion V: Entrada en la posicion correspondiente a la region aminoacil (A) del
complejo ARNt-Cys, correspondiente al tercer aminoacido, la cisteina (Cys).

AAAAAAAAAAA 3




Elongacion VI: Unién del péptido Met-GIn (Metionina-Glutamina) a la cisteina (Cys).

AAAAAAAAAAA 3




Elongacion VII: Se libera el ARNt correspondiente al segundo aminoacido, la glutamina
(Glu).

AAAAAAAAAAA 3




Elongacion VIII: El ribosoma corre hacia la otra posicion en el ARNm, quedando el
complejo ARN;-Cys-Glu-Met en la region peptidil del ribosoma.

AAAAAAAAAAA 3




Elongacion IX: Entrada del complejo ARNt-Leu correspondiente al 4° aminoacido, la
leucina.

AAAAAAAAAAA 3

‘% Leu




Elongacion X: Este se sitGa en la region aminoacil (A).

AAAAAAAAAAA 3




Elongacion Xl: Unién del péptido Met-GIn-Cys con el 4° aminoécido, la leucina (Leu).
Liberacion del ARNt de la leucina. El ribosoma se desplaza a la 52 posicion

AAAAAAAAAAA 3

51




Elongacion Xll: Entrada del ARNt de la leucina, el 5° amino&cido, la arginina (ARNt-Arg).

AAAAAAAAAAA 3




Elongacion XllIl: Union del péptido Met-GIn-Cys-Leu con el 5° aminoacido, la
arginina (Arg). Liberacion del ARNt de la leucina (Leu). El ribosoma se desplaza a
la 62 posicion, se trata del un codon de finalizacion o de stop.

AAAAAAAAAAA 3

Arg-Leu-Cys-GIn-Met




Finalizacion |: Liberacion del péptido o proteina. Las subunidades del ribosoma se disocian
y se separan del ARNm.

AAAAAAAAAAA 3

Arg-Leu-Cys-GIn-Met




Finalizacion Il: Después de unos minutos los ARNm son digeridos por enzimas del
citoplasma.

AAAAAAAAAAA 3




Traduccion en procariotas

Iniciacion

*N-formil metionina es el aminodcido inicial en todas las proteinas.

2tRNA met:
tRNA met, f -> reconoce AUG como cododn inicial
‘tRNA met, m-> reconoce codones AUG excepto incial

-Complejo de iniciacién (requiere un GTP)

*Subunidad 30S + mRNA + tRNAMet, + 3 factores de iniciacion IF1, 2 y3.
Secuencia de Shine-Dalgarno: 16S rRNA (3') complementario mRNA(5').
-Subunidad 50S se une al complejo

*Sitio A (aminoacil): entra nuevo tRNA

*Sitio P (peptidil): crecimiento cadena polipeptidica

*Sitio E (salida): salida TRNA desacilado




Translation Initiation

mRMA

5.'

| 165 rENA

Small
ribosomal
subunit

3'-end of 165 rRNA (—-r

A
uccy

: f-Met

~—_.NNNNNAGGAANNNNNAUG CAA AU~

Shine-Delgarno
Element

Copyright 1995 WA King

El elemento Shine-Dalgarno se
encuentra en el extremo 5 del
codon iniciador AUG en mRNAs
policistronicos de procariotas. El
elemento es complementario a las
secuencias presente cerca del
extremo 3' del rRNA 16S del
ribosoma procariotico.



Review of Initiation of Protem Synthesis
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Inidation Factors




Review of Initiation of Protemn Synthesis
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Review of Initiation of Protem Synthesis
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Initiation Factors
mRNA \(
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Initiation Initiation
Complex Complex
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Initiation of protem synthesis mn E. col requures
initiation factors IF-1, IF-2, & IF-3.

¢ JF-3 binds to the 30S ribosomal subunit, freemng it
from 1ts complex with the 50S subumt.

¢ JF-1 assiste binding of IF-3 to the 30S ribosomal
subumnit.
IF-1 alzo occludes the A site of the small ribosomal
subunit, helpmg msure that the mitiation aa-tRNA
tMet-tRNADt can bind only m the P site & that no
other aa-tRNA can bind m the A site during mitiation.

¢ JF-2 1z a small GTP-binding protem.
IF-2-GTP binds the imtiator fMet-tRINAMet & helps
1t to dock with the small ribogome subumit.



Eucariotas

Complejo de Iniciacion en

eucariotas:

» Participan 11 Factores de
Iniciacion (IF).

» No existe la secuencia
Shine-Dalgarno.

Casgusts da ARMA EL BRMA INICIADOR

SE MUEVE A LD
LARGO DEL RNA
BLESCAMDO EL

PRIMIER ALIG

SE LINE L&

SUBLINIDAD
RIBOSOMICA
MAYOR




» Se forma un complejo de
preiniciacion entre IF2,
tRNAmety GTP

INICIACIC)N

;urwmiu 1ac |. ur'|_|

IF4 se une al 5"CAP de mRNA

1HFHrT| _1HIF'
: “-F"”HI

- Mayor une

[:.::lrc:lr‘ldl =
,elF1y elF3




Traduccion

Elongacion

Segundo tRNA
*Reconocimiento mediante el enlace de hidrégeno codon-
anticoddn
*Requiere GTP + 2 factores de elongacion (EF-Ts y EF-
Tu)
*Formacion enlace peptidico
*Peptidil transferasa: centro activo en 50S
‘Extremo carboxil (enlace rico en energia) del aa en
sitio P con extremo amino aa sitio A
‘El tRNA vacio (sin aa) es el del sito P

*Translocacion: Movimiento del ribosoma respecto mRNA de
modo tRNA con cadena polipeptidica pasa sitio P, y sitio A
quede vacio

*Requiere GTP, y factor EF-G (Translocasa)




Elongation requires participation of elongation factors
* EF-Tu (also called EF1A)
 EF-Ts (EF1B)
 EF-G (EF2)

EF-Tu & EF-G are small GTP-binding proteins.

The sequence of events follows.



v
..ﬂ.;{'.- EF-Tu =FF-1

Proper reading of the
anticodon 1g the second
important quality control
step ensuring accurate
protein synthesis

incorrectly base-paired tRNAs
preferentially dissociate

Elongation factors
Introduce a two-step
“Kinetic proofreading”

‘—"é?snp

. incorrectly base-paired tRNAs
¥ preferentially dissociate




A second elongation factor
EF-G or EF-2. drives the
translocation ot the ribosome
along the mRINA

Together GTP hydrolysis
by EF-1 and EF-2 help dr1ve
protein synthesis forward




Traduccion

Terminacion

-Codon sin sentido
*‘No codifica ningln aminodcido
‘UAG (Ambar), UAA (Ocre), UGA (Opal)
*Factor de liberacidn o terminacion (RF) y un GTP -> Liberan
la proteina del ribosoma
-Disociacion del ribosoma




Termunation of translation
1s triggered by stop codons

Releage factor enters

the A site and triggers
hydrolysis the peptidyl-tRNA
bond leading to release of

the protein.
Use GTP

Trp
Asn
Met

HaM

B LACC
LRl AG LCG
5'@3'
”-—«l BINDING OF RELEASE

. FACTOR TO THE A-SITE

2,

Ha () ——

COCH
S

Lo
LUGGUAGCGALLCG

o

5

3!

TERMINATION



Hal —
COOH TERMIMNATION
Trp -
Asgn
RF1

Release of the protein causes
the dizassociation of the
ribosome mto its constituent
subunits.




TERMINACION

eRF-1y2
reconocen los
codones de
terminacion (UAA,
UAG, UGA) y eRF-

3 colabora con
ellos




Traduccion: Resumen

Requiere mucha energia (90%) Un enlace peptidico requiere: 2
ATP cargan 2 tRNA, 1 GTP (tRNA en sitio A), 1GTP (translocar)

‘Procariotas:
*Acoplamiento transcripcion - traduccion
*Mds de un gen por mRNA: mensajeros policistronicos. Vel
sintesis: 300 aa/20 segundos

‘Eucariotas:
No acoplamiento, mensajeros no policistrénicos. Vel sintesis:
30 aa/2,5 minutos
*Muchos ribosomas se encuentran en un mRNA (polisoma o
poliribosoma)
‘Proteinas de membrana: péptido sefial
+ Aminodcidos N-terminal (10-20) + particula
reconocimiento senal (SRP)
» Se une ribosoma a una proteina de atraque de la
membrana
* Eliminacidn del péptido sefial
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Poliribosoma

1 um

Frorm The Art of MBaC3 @ 1995 Garland Publizhing, Inc.







Regulacion en la sintesis de

proteina

GEN

Nuelseaijclos

ProCesamiento

: S [DEgradacion del mRINA
OS=transcripeional

O

_MRNA. maduro..

s

Iraduccion

Arninoziciclos

[DEJIaCaCION ProteICa



Moderador
Notas de la presentación
La regulación de la expresión génica constituye un aspecto fundamental en la regulación global del metabolismo celular y en la dirección y mantenimiento de las diferenciación celular.  Existen al menos seis puntos potenciales en los que la cantidad de proteína puede ser regulada: síntesis del transcrito primario de RNA, procesamiento pos-transcripcional del mRNA, degradación del mRNA, síntesis proteica (traducción), modificación pos-traduccional de proteínas y degradación protéica.


Antibioticos que inhiben la sintesis de protemnas: Traduccion

Inhibidores de la sintesis de proteinas a nivel de la subunidad 305

5 Iroptoamgns in +
ME (AR AmincayCoakk] AMINOGLICOSIDNOS
Streptomicina

“'”jOj 0 —_ O Gentamicina
o aE oM ue Tobramicina

Amicacina

TETRACICLINAS

Tetraciclina
Aureomicina




Antibioticos que inhiben la sintesis de protemnas: Traduccion

Inhibidores de la sintesis de protemnas a nivel de la subunidad 50 5

Erythromycim |2 maoobde anbbiobc)
CHg

Cloranfenicol
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Translation Inhibitors are important antibiotics

TABLE 29.4 Antibiotic inhibitors of protein synthesis

Antibiotic Action
streptomyein and other  Inhibat initiation and cause misreading of mRNA
aminoglycosides (prokaryotes)

Tetracyeline Binds to the 305 subunit and inhibits binding of
armunoacyl-t N As (prokaryotes)

Chloramphenicol Inhibits the peptidyl transferase activity of the 305
rbosomal subunit (prokaryotes)

Cycloheximide Inhibits the peptidyl transferase activity of the 605
ribosomal subunit (eukaryotes)

Erythromycin Finds to the 305 subunit and inhibits tranzlocation
(prokaryotes)

Puromycin (lauses premature chain termination by acting as an

analog of aminoacyl-tRNA {prokaryotes and
eukaryotes)
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