UFABC

Bacharelado em Biotecnologia

Traducao

Proteinas recombinantes
Sergio Daishi Sasaki
(NHZ6006-18)

Universidade Federal do ABC



Tradugao

Via de armazenamento e da transmissdo
da informacdo genética

Replication MRNA Translation

DNA \(prmte‘rn synthesis)

Transcription Ribosome
(RNA synthesis)

Protein

:: s * wﬁ Protein I




Traducao

PROKARYOTE EUKARYOTE
Nucleus
DNA Primary
transcript
5!
Processing
CAP ,
Polypeptide chain Q ——= MRNA
_ Aminoacylated
Ribosome tRNA
e
Transport

r




Traducao

Primeira base do céodon

Segunda base do cédon
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UUA}Leu UCA UAA stop|UGA stop| A
UuG UCG UAG stop |UGG Trp |G
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cua [V | cca [P CAA}Gln cea [A9 | a
CUG CCG CAG CGG G
AUU ACU AAU } s | AGY }Ser U
AUC tile |ACC [ |AAC AGC c
AUA ACA AAA }L AGA } | A
AUG Met | ACG AAG | |ace [ |6
GUU GCU GAU} Asp | SCU U
Guc [, [eccl,, [eact™® leac |c
GUA GCA GAA}Glu GGA A
GUG GCG GAG GGG G

uopod Op 3seq elddI3]

Arg — Arginina

Asn - Aspargina

Asp - Acido aspartico
Cys - Cisteina

GIn - Glutamina

Glu - Acido glutamino
Gly — Glicina

His — Histidina

lle = Isoleucina

Leu - Leucina

Lys — Lisina

Met - Metionina (coédon de inicio)
Phe = Fenilalamina

Pro - Prolina

Ser — Serina

Stop — Codon de parada
Thr = Treonina

Tyr —Tirosina

Val - Valina
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TABLE 27-3 Degeneracy of the Genetic Code

Number Number

Amino acid  of codons Ammo acid  of codons
et 1 Tyr 2
Trp 1 ||e 3
Asn 2 Ala 4
Asp 2 Gly 4
Cys 2 Pro 4
Gln 2 Thr 4
Glu 2 Val 4
His 2 Arg G
Lys 2 Lew G
Phe 2 Ser &
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Traducao

Tabela 27-6 - Componentes requeridos para as cinco principais
etapas na sintese de proteinas na £, colf

Etapa

Componentes necessarios

1. Ativacao dos
aminoacidos

2. Imncragao

3 Alongamento

4 Termnacso
e liberacao

5. Enovelamento

20 aminoacidos

20 aminoacil-tRNA sintetases

20 ou mais tRNASs

ATP

Mgt

MRNA

N-Formilmetionil-tRNA

Codon de imiciagdo no mRNA (AUG)
Subunidade ribossdrmica 305

Subunidade ribossdmica 505

Fatores de inciagdo (F-1, IF-2, IF-3)

GTP

Mg’*

Ribossoma 705 funcional (complexo de ineCiacao)
Amincacl-tRNAs especficados pelos codons
Fatores de alongamento (EF-Tu, EF-K, EF-G)
GTP

Mg™

Codon de termmnacao no mRNA

Fatores de liberacdo de pokpeptidecs (RF,, RF,, RFy)
ATP

Enamas, co-fatores e outros componentes

e processamento  especificos para a remoao de residuns MRS

pOs-traduconal

e sequinias smalzadoras, processamento
terrmenas e hgaCado dos grupos fostato. metda,
carbomla, Carbodr alo ou prostético
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Traducao E. coli

Aminoacil-RNAt Sintetases (uma para cada aminodacido)

3" end of tRINA

Adenine H

Erro ~ 1/10.000 - Fungoes catalitica e revisora (hidrolitica)
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Cédon AUG Metionina Inicial da sintese procariotos,
mitocondria, cloroplasto

H H H H
| ° | 2/
H +||\1 C c< o=(|: N—C—C_
H CH, © H cH, ©°
CH, CH,
S—CH, S—CH,
Methionine N-formyl methionine

Dois RNAts diferentes em procariotos e eucariotos
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Traducao E. coli

Ribossomos

TABLE 27-6 RMNA and Proteln Components of the E. coll Ribosome

Number of Total number Protein Number and
Subunit different proteins of proteins designations tvpe of rRNAs
305 21 21 51-521 1 (165 rRMA)
ROS 33 36 L1-L36*

2 (55 and 235 rRNAs)

Mais de 15.000 em E. coli
65% RNAr, 35% proteinas
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Bacterial ribosome

Bac l tibasoma Eukaryotic ribosome
r . x

80S M, 4.2 x 10°

508 60S
tf P
i /
/ M, 2.8 x 106
ol 55 rRNA
M, 1.8 x 10° (120 nucleotides)
28S rRNA
5S rRNA (4,700 nucleotides)
(120 nucleotides) 5.8S TRNA
23S rRNA (160 nucleotides)
(3,200 nucleotides) ~ 49 proteins
36 proteins v
! :'- 30S 408
M, 0.9 x 10° M, 1.4 x 106
16SrRNA 18S rRNA
(1,540 nucleotides) (1,900 nucleotides)
21 proteins

~ 33 proteins

A taxa ou unidade
Svedberg (simbolo S) é
determinada através de
técnicas de
ultracentrifugacao
analitica, medindo a
velocidade com que
particulas (como
ribossomos, proteinas ou
organelas) sedimentam em
um meio liquido sob a
influéncia de uma forca
centrifuga de alta
intensidade.
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Prokaryotic

Eukaryotic (mammalian)

rRNA

& Q-

23S
(2900 bases)

16S
(1540 bases)

28S
(4800 bases)

18S
(1900 bases)

(120 bases)

+

5.8S
(1 60 bases)

(120 bases)

Proteins
L1 L2 L3

goe
%0 .@ e _,
Ol Yol

(Total.31)

S1 82 S3

(Total: 21)
L1 L2 L3

(Total 50)
S1 S2 S8

B&m

l’@‘ Q

(Total: 33)

Subunits

40S

Assembled
ribosomes
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Traducao

Ribossomos

Sitio de ligacdo do mRNA (decodificador)

— Presente na subunidade menor

Sitio aminoacil (A)
— Ligacdo do aminoacil-tRNA carregado

Sitio peptidil (P) (peptidil transferase)
— Contém o tRNA com a cadeia polipeptidica a crescer

— Catalisa as ligacoes peptidicas (rRNA 23S da sub
maior)

Sitio de saida (E) procariotos

— Contém o tRNAs descarregado pronto para ser
liberado
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Tradugao E. coii

Subunidades do Ribossomo

(a)

RNATtsS

Vermelho,

Azul, amarelo RNAM

proteinas o




Tradugao E. coli

Sitio de Interagado Inicial : mMRNA-Ribossomo

PROCARIOTOS
30S
Shine—Dalgarno Start
sequence codon

"— 16S rBRNA

3!’
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TraducQo E. coli

Formacdo do
complexo de
INiCIacao
PROCARIOTOS

(37 TTAC (5"
Anticodorn

GDP + P,
AT T, T,
| IF1 |+ | IF-2 | + | IF-3 )
—_— ey S




INICIACAO EM
EUCARIOTOS

Sequéncia de Kozak:
5'-A/GCCAUGG-3’

Cerca de 10 fatores de
iniciacdo envolvidos no
Processo:

e Alguns se ligam &
extremidade 5'CAP
e Qutros se ligam ao
rbossomo

e Outros se liga na cauda poli
A (PAB)

Traducao

Subunidade ribossomal 408
Quepe 5’ Cauda 3’ poli(A)

AUG

regido 3’
nao traduzida
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Traducao

Tabela 27-9 - Fatores protéicos requeridos para a iniciagao da tradugdo em células bacterianas e eucarioticas
Bacteriana
Fator Func¢io

IF-1 Impede a ligacdo prematura de tRNAs ao sitio A

IF-2 Facilita a ligagdo do fiet-tRNAM 3 subunidade ribossbmica 308

IF-3 Liga-se a subunidade 305; impede a associagio prematura da subunidade 505; aumenta a especificidade do sitio P para o fMet-tRNAf™

Eucariotica

Fator* Funciio

elF2 Facilita a ligagdo do Met-tRNA" de inciagdo & subunidade ribossémica 405

elF2B, elF3  Primeiros fatores a se ligarem a subunidade 405, facilitam as etapas subsequentes

elF4A A atividade RNA helicase remove a estrutura secundaria do RNA no mRNA para permitir a ligagao a subunidade 40S; parte do
complexo e [F4F

elF48 Liga-se ao mRNA,; facilita o rastreamento do mRNA para localizar o primeira AUG

elF4E Liga-se ao capacete 5' do mRNA, parte do complexo elF4F

elF4G Liga-se ao elF4E e & proteina de ligacdo poli(A) (PAB); parte do complexo elF4F

elFs Promove a dissociacdo de varios outros fatores de iniclacdo da subunidade 40S como preliminar & associagdo da subunidade 605,
para farmar o complexo de niciacdo 805

elFE Facilita a dissociagao do ribossomo B80S inativo nas subunidades 405 e 605

*C prefixo “e” identifica 05 fatores eucaridticos,
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Tradugao E. coli

Etapa 1 do
ALONGAMENTO

Initiation
commple:

,/C;\\w \
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Traducao E. coli

Etapa 2 de Alongamento

Atividade Peptidil-transferase da
rRNA23S

E site

P site A aite
o Met-tRI AfMet
i

=Libt e .-"f- = Aminoacyl-
NH . TIEG tRN A,

L = I| a_p L
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Traducao E. coli

Etapa 3 : Translocagao

E =ite

Ulajc] [ ||
ENEE NN

(Afuja] | [ ] | [ |



Traducao E. coli

Etapa 4 : Terminagao

Codons de parada:
“stop codons”

UAA, UAG UGA
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POLISSOMOS

(a) Direcéio da traducéio

408 -

Subunidades () RNAm
ribossomais —*5' -
e -
60S Polipeptideo
"NH; H,NE

RNAm

Polipeptideos

Ribossomos
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Traducao
Modificacoes pos-traducionais - eucariotos

Glicosilacdo

Lipidacado

Fosforilacdo

Hidroxilacdo

Metilacdo

Acetilacdo
Processamento proteolitico
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Traducao

Componentes macromoleculares da E. coli

~30% do peso seco bacteriano é associado a expressao génica

Componente Massada Moléculas/ Tipos Copias de
célula célula diferentes cada tipo
seca (%)
Parede 10 1 1
Membrana 10 2 2
DNA 1,5 1 1 1
mRNA 1 1.500
tRNA 3 200.000
rBNA 16 38.000
Proteinas ribossomais 9 108
] . 6
Proteinas soluveis 46 2,0 X 106 1.850 >1.000
Moléculas pequenas 3 7,5x10 800
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Traducao
Antibiodticos no Ribossomo

Tetraciclina / Puromicina

=Se liga ao sitio A e blogueia a entrada de tRNAs carregados
Neomicina

=Se liga proximo ao sitio A e induz erros tfraducionais
Cloranfenicol (procariotos) cicloeximida (eucariotos)

=Se liga a subunidade maior e blogueia a formagcdo de
ligacdes peptidicas

Estreptomicina
=Se liga a subunidade menor e inibe o inicio da sinfese
Eritromicina

=Bloqueia a translocacdo do ribossomo
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Traducao

Antibioticos no Ribossomo
1. Tetraciclinas (Blogueio da Entrada)

Alvo: Subunidade 308S.

Acdo: Elas se ligam fisicamente ao Sitio A.

Resultado: Quando o complexo EF-Tu-tRNA tenta entrar, ele enconfra o caminho bloqueado. Sem
novos aminodcidos, a sinfese para imediatamente.

2. Cloranfenicol (Bloqueio da Ligacdo)
Alvo: Subunidade 50S.
Acdo: Inibe a enzima peptidil transferase (o rRNA 23S).

Resultado: O tRNA estd no Sitio A, mas a "cola" (ligacdo peptidica) ndo funciona. O aminodcido ndo
consegue se unir a cadeia em crescimento.

3. Aminoglicosideos (ex: Estreptomicina - Erro de Leitura)
Alvo: Subunidade 308.
Acdo: Eles alteram a forma do sitio onde ocorre o pareamento cdédon-anticdédon.

Resultado: O ribossomo comeca a aceitar tRNAs errados. A bactéria produz "proteinas lixo"
defeituosas que acabam por matd-la.

4. Macrolideos (ex: Azitromicina - Blogueio da Translocacdo)
Alvo: Subunidade 508 (perto do tUnel de saida).
Acdo: Eles entopem o canal por onde a proteina deveria sair.

28

Resultado: O fator EF-G nGo consegue mover o ribossomo porque a cadeia de proteina esta
"entalada”. A translocacdo € inferrompida.
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