Traducao e sua regulacao

Growing
polypeptide
chain

Informacgao contida na molécula de DNA/RNA (ac. nucléicos )
é traduzida para Proteinas

Envolve reacdes bioquimicas de alta complexidade

Em eucariotos envolve mais de 300 diferentes macromoléculas

»>proteinas ribosomais (mais de 70)

»enzimas ativadoras de aminoacidos (aminoacil-tRNA sintetases) (= 20)
»enzimas auxiliares (GTPases) e outros fatores proteicos envolvidos nas
diferentes fases da traducao

»tRNAs e rRNAs (mais de 40 tipos)

Alto investimento de energia pela célula
90% da energia gasta com reac0es biosintéticas

Erro 1 em 104



Traducao e sua regulacao

Parte 1: Principio e mecanismo geral da traducao



Traducao e sua regulacao
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Sintese protéica ocorre em “pequenas particulas de
ribonucleoproteina” RIBOSSOMOS

Paul Zamecnik (fracionamento subcelular) - local da sintese protéica

inner nuclear membrane ER membrane
nucleus outer nuclear membrane

Observacao da
presenca
abundante dessas
‘particulas” em
células
especializadas
em secrecao
protéica por
microscopia

eletrbnica (A) 200 nm (B) 400 nm

Figure 12-36. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



tRNA funciona como adaptador

Zamecnik e Hoagland: aminoacidos ficam “ativados” quando

incubados com ATP e citosol : associam-se a RNA estavel e soluvel:

aminoacil-tRNA

Amino acid

F. Click: existéncia de uma molécula

adaptadora (RNA?) pelo menos 3

™~ Amino acid

niicleantidanc Y-Ta' NnaraccArine Nnara
11TUVUVIVULIUUVUUVUO DUV IHHovouvouoouodlivy Pal (&} b, % .
binding site
codificar cada aminoacido (4x4x4=64
COdOnS) Adaptor
'I.I'\\/LI-L
. [ —
R. Holley: Estrutura do tRNA Niidlsstidemplerending

for an amino acid



O Codigo Genético

-Codon é uma trinca de nucleotideos que codifica um aminoacido
-Essas trincas sdo lidas de forma sucessiva e sem interrupcao ou sobreposicao

- Um primeiro codon determina a fase de leitura (3 sdo possiveis)

Reading frame1 5'--H{U U C|[U € G|[G A c|[c U G||G A G||A U U|[c A c|[A G U|]---3'

Reading frame 2 ———EIU C UJ|[C G G|J|JA C C|JlU G G|[A G A|lU U CJJAC A|IGU---

Readingframe3 ---U U][c U c][G G A][c ¢ U][c G A][c A UJlu ¢ A]lc A G]lu---

Quais trincas codificam cada aminoacido?



Decifrando o codigo

1961 - Nirenberg e Matthaei: poli(U) sintético codifica um polipeptideo
constituido de Phe

UUUUUUUUU CCCCCCCCC
P P P F F F

TABLE 27-1 Incorporation of Amino Acids into Polypeptides in Response to

Poliribonucleotideos obtidos por Randon Polymers of RbA N
misturas de dois nucleosideos 5’ Observed Tentative assignment of incorporation
d- h f t ~ d f . d frequency of for nucleotide based on
|p OoSfalo em pr0p0r(}095 efnniaas incorporation composition” of assignment
EX ADP e CDP (5 1 ) Amino acid (Lys = 100) corresponding codon (Lys = 100)
A AN Asparagine 24 A.C 20
>A2C>AC2>CCC Glutamine 24 A;C 20
Histidine 6 AC, 4
vy ot e . ~ Lysine 100 AAA 100
Constituicio da trinca mas nao a Proline 7 AC,, CCC 48

Threonine 26 AC, AC 24
ordem. | GG



Decifrando o codigo

Khorana: obtencao de poliribonucleotideos com sequéncias definidas
(repeticbes de 2 a 4 bases)

ACACACACACACAC = (ACA e CAC codons) = polip. quantidades
iguais de Thr e His

His codon (AC2) = CAC

codigo genético decifrado (61 codons + 3 terminacao)

1964 Nirenberg e Leder: ribosomos isolados ligam-se a aminoacil-tRNA
especificos na presenca de um dado polinucleotideo

Ex. ribossomos + poli(U) se liga apenas a Phe-tRNAFhe



O Cdédigo genético: RNAmM

Degenerado : 4x4x4 =64
61 (aminoacidos) 3 (stop codons)

Universal (quase)
Variacdes sao raras

AUG: geralmente codon de iniciacao

excecoes: GUG (algumas bact)
CUG (eucariotos)

Stop codons: podem codificar aa

AGA UUA AGC

AGG uuG AGU
GCA CGA GGA CUA CCA UCA ACA GUA
GCC CGC GGC AUA CUC CCC UCC ACC GUC UAA
GCG CGG GAC AAC UGC GAA CAA GGG CAC AUC CUG AAA UUC CCG UCG ACG UAC GUG UAG
GCU CGU GAU AAU UGU GAG CAG GGU CAU AUU CUU AAG AUG UUU CCU UCU ACU UGG UAU GuU UGA
Ala Arg Asp Asn Cys Glu GIn Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val stop
A R D N C E Q G H [ L K M F P S T w Y Vv




3 Fases de leitura sao possiveis por molécula de
MRNA

ADPLPAGIKS GVARIRZPSWIRI CIRIRASSRKW

G *P S ACGETGSIROQAAVMAVS S ES QL KKWM
R L T1L CULRGWRESPGGIRHHSGSGV G EPAQE NG
CGGCUGACCCUCUGCCUGCGGGGAAGGGAGUCGCCAGGCGGCCGUCAUGGCGGUGUCGGAGAGCCAGCUCAAGAAAAUGG

CPSTNTET®™*>TLYVKTLSMLTLTLYTZEKTISNTLTF
VSKY KYRDULTVRETVNVTITILYZKTUDTLTZKPV
VQ VOQI QRZPNTZCT®*NTZGCOQTCYVYSTITITQRSSOGQQTLC
UGUCCAAGUACAAAUACAGAGACCUAACUGUACGUGAAACUGUCAAUGUUAUUACUCUAUACAAAGAUCUCAAACCUGUU

w1 HMFLTMAVPGN®>*™>*TSLEIQSLCTL I E

L bSYVFNDSGSSRELMNLTSGT I P VP YR
F G F I CF *RWQF QGTNEWPHWNNWPTCA AL * R
UUGGAUUCAUAUGUUUUUAACGAUGGCAGUUCCAGGGAACUAAUGAACCUCACUGGAACAAUCCCUGUGCCUUAUAGAGG

Ao acaso 1 cada 20 codons
seria um stop codon

Frame shifting: Ex: HIV (gag-pol)



tRNA: uma molécula adaptadora

attached amino £
acid (Phe)

3’ end

acceptor

SPCCAON>NND

I: Inosina
T: Ribotimidina
WY: Pseudouridina

anticodon
loop

anticodon

5' GCGGAUUUAGCUCA \GAGCGCCAGACUGAAYAYCUGGAGGUCCUGUGTYCGAUCCACAGAAUUCGCAC

| NS

anticodon



Acoplamento de aminoacidos ao tRNA apropriado

Aminoacil- tRNA sintetases

mo
ngco"og—ogoluu—m
e . —0— —P—O0—pP— )
e L Ll
N0 ® WP 0
Amino acid ATP - m
H H
. @}wi onon
H I
R—tl:—tl:l—o—li—o—t:Hz
ENEn o 0
H H . :
H H 5'-Aminoacyl adenylate
S o (aminoacyl-AMP)

1) Formac¢ao aminoacil-AMP:
ligacdo do grupo carboxila do aa a
uma molécula de AMP

o0 c—g8 o Aminoacido
S+un,  ativado!
AMP

Aminoacyl-tRNA

2) Transferéncia do grupo aminoacil-
para o tRNA: O grupo carboxila é
transferido para o grupo hidroxila da
ribose na extremidade 3’ do tRNA

Existem duas classes dessas sintetases



Acoplamento de aminoacidos ao tRNA apropriado

Aminoacil- tRNA sintetases

Edicao (proofreading)

incorrect

editing site amino acid
will be
removed
synthesis
site
—.
incorrect
amino acid tRNA
synthetase

SYNTHESIZING EDITING



Reconhecimento de tRNAs por suas aminoacil-tRNA-sintetase
Segundo cddigo genético

Nucleotideos em

posicoes especificas
permitem .
reconhecimento dos 5' &

°o—e
tRNA pelas sintetases B
.—e
o—e TyC arm
D_ arm o—e Sis

e aw

® Amino acid
~arm

Anticodon

Pontos comuns a todos tRNAs (em azul)



tRNA: uma molécula adaptadora

tRNA Uma mesma molécula de tRNA
3' pode reconhecer mais de um
5’ codon para um determinado
aminoacido
If these bases are in
first, or wobble, position of
anticodon
321 C/IlA|G|U | I
123 G|U|C| A | C|thenthetRNA may
5" mRINA 3’ U| G| A | recognize codons in
U | mRNA having these
\ bases in third position
Posicao Wobble

Ex. 5’-UUU-3’ e 5’-UUC-3’ (codon)
(pendular) 3-AAG-5’ (anti-codon)



A decodificacao é feita nos ribossomos

(ribossomos de eucariotos e procariotos apresentam grande semelhanca estrutural e funcional)

Assembled
rRNA Proteins Subunits ribosomes
"'E % + Total: 31
- 23S 55
= (2900 rNTs) (120 rNTs)
E ______________________________________________________
a
@ + Total: 21
16S
(1500 rNTs)
285% ;.85 L Total: 50
285:5.85 5S

(4800 rNTs, 160 rNTs) (120 rNTs)

M + Total: 33

18S
(1900 rNTs)

Evkaryotic (vertebrate)

Figure 4-22
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

S: Svedberg units



Estrutura do Ribossomo 70S

(B)

Iargeubunit small subunit

A-site

large
ribosomal
-~ subunit

E P A

small
" ribosomal
subunit

mRNA-
(D) binding site




Sintese Protéica

Ativacao dos aminoacidos: - ligacao do aminoacido na molécula
adaptadora correta, ocorre no citosol, requer ATP

Iniciacao: recrutamento do RNAm e formacao dos complexos de
pre-iniciacdo 48S e de iniciacao 80S, requer GTP, fatores de
Iniciacao

Elongacao: sintese da cadeia polipeptidica, movimento do
ribossomo ao longo da molécula de mRNA, requer GTP, fatores
de elongacao

Terminacao e liberacao: reconhecimento do stop codon no
MRNA, fatores de liberacao, requer GTP




Tabile 1

Translation factors in the three Kingdoms of life.

Translation siep Bacteria  Amchasa Eukarya
Initiation IF1 alF1A elF 1A
IF2 alFsg «IF5H
: IF3 alF1 elF1
20 proteinas sl -
+ (13 elF3) alF2p IF2p
alF2~ elF2y
alF2Ba elF 2B
eIF 2B
elF 2By
alF 285 eIF 285
elF 2B
S {153 S LU |
alF4A elF4A
«IF4B
elF 4E
&IF 4G
elF4H
alF5 eIF5
alF& 2lF&
PABP

dS> pPrincipdaild)
E kemapation EF-Tu aEF1 =
, BEF-T= aEF1B
5 proteinas
S=iB S4B
EF-3 aEF2
Termrnation R aFRF
2 proteinas "=
RF3
Racying FAF
EFG

4 proteinas

aEF1A
eEF1B 2 or 3
subunits)
abFSe

SBP2

[ S
&FF1

eFF3

elF3
alF3j
alF1A
alF1

Orfhologme o funconaly homologous aciors are aligned.

Varios desses fatores sdo GTPases = edicéo



Iniciacdo da traducao em eucariotos

Eukarya

§ o
@ e~
| N\ o Ponto importante
a0s Complexo ternario : de regulaco da

. Met-tRNAi met, elF2GTP expressao
binding H (fosforilagao de
elF2)
Formacao do complexo de

GTP
2
.‘lrlr'l‘ ® pre-iniciagao 43S
MRNA
attachment

FABP

Formacao do complexo de
pre-iniciacao 48S




PABP GTP
AAAAAAA

Identificagﬁo do codon de iniciagao envolve a

Scanning l

elF5 é recrutado e estimula hidrolise
de GTP ligado a elF2.

PABP
ﬁAhAA&A#

AUG ’ GoP
recognition

PABP
AAAAAAA elF1A recruta elF5B-GTP permitindo o

A
fmrﬁ JA"E;__ uAA — recrutamento da subunidade maior
Subunit joining E !

Factor releasa rﬁ. Hidrdlise de GTP associado a elF5B,
G :hua___.__u%_““n“ﬁ formacao do complexo de iniciacao

80S IC p Met tRNAI posicionada no sitio P

A
A

A
A
A




Comparacdao com o equivalente em Procariotos

Eukarya Bacteria

@~ ol i

Factor Factor
binding binding
mMRNA MRNA
attachment attachment
PABP G;F
AA AAAAAA .
m’ AUG----—-UAA
A >
Homadlogos funcionais: elF1A —IF1, 5" AGGAGGU3’

elF1 —IF3, Distante 8 a 13
elF5B — IF2 bases do AUG



Scanning

FABP

RRYITYY.

m'G

--UAA ___::)

acs ’ GOP
recognition

PABP
AARAR

m'G

-—LIAA

Subunit joining
Factor release

80S IC

a
‘=

"

¢

UAA

.
fMet-tRNA I_ﬁ
binding

AUG
recognition

Subunit joining
Factor release

—-UAA
70S IC

— 3D

Current Opinion in Cell Biology



Elongacao da traducao

1- Decodificacao do cddon em um mRNA por um anticodon no

aminoacil-tRNA

2- Formacao da ligacao peptidica

3- Translocacao do complexo tRNA-mRNA, movendo peptidil-tRNA

do sitio A para o sitio P e apresentacao um novo codon no sitio A.

Etapas 1 e 2 s3o aceleradas por fatores de Elongacao



Elongacao (Extensao) da traducao

2 GTPases

Entry of next
aa-tRNA at
A site

GTP hydrolysis,
ribosome

conformational
change

e Proofreading!/
EI\Q-GDP + Py /

Peptide bond
formation

aa;-tRNA;
o arriving ,'_‘
rowing

polypeptide HzN"-C--R7

chain |
C=p
]
(o]

Ribosome
tRNA4
~ leaving
\~ \
5'

Peptide bond
formation

Ribosome
translocation

EF2-GTP
n EF2-GDP + P;




Terminacao da traducao
Fatores de liberacao

eRF1: reconhece os 3 stop codons
RF1 (UAG, UAA) e RF2 (UAA, UGA)

(em bacterias)

eRF3: GTPase

RF3 (em bacterias)
Peptidyl-tRNA
cleavage eRF1 + eRF3+GDP + P,

Figure 4-27
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Traducao e sua regulacao

Parte 2: Exemplos de mecanismos de controle da
traducao



Controles pré-transcrionais
(mais importantes)

- Detencédo de mRNP aberrantes
no citoplasma (EJC)

-Non-sense mediated decay
-Non-stop decay

- Sintese localizada de proteinas

- Inibicao da traducéo:

Mecanismos Globais:

START RNA
TRANSCRIPTION
POSSIBLE , RNA-
ATTENUATION transcript
CAPPING | aborts
functional
SPLICING \ non
AND 3’-END mRNA
CLEAVAGE Y sequences
POSSIBLE
RNA EDITING !
retention and
NEI)J(f:IbE:TR N—.. degradation
)} in nucleus
SPATIAL Y
LOCALIZATION
IN CYTOPLASM } )
START .
A\, translation
TRANSLATION Sl
POSSIBLE
TRANSLATIONAL
RECODING Y
POSSIBLE
RNA — RNA degraded
STABILIZATION |
CONTINUED

PROTEIN SYNTHESIS

-Atividade de fatores de iniciacao
(ex. Fosforilagao elF2, mTOR)

- Proteinas ligantes de RNA
(ex. CPEB, IRE)

Mecanismos especificos

MIiRNA
siRNA



Localizacao de mRNA em regides espeficicas do
citoplasma

-Proteinas podem possuir sinais de direcionamento (acoplamento do
ribossomos na membrana do RE)

- Sequéncia de direcionamento no proprio mRNA, geralmente na
regiao 3’UTR, (particularmente importante em cel. grandes,
polarizadas — neuronios)

-Sistema de transporte muitas vezes acoplado ao controle da traducao
(RNA fica quiescente até que seja colocado a disposicao).

-mRNA complexado com proteinas (RNP complex) interage com
motores moleculares (transporte dependente do citoesqueleto)



Fibroblastos e
neuronios)

>

0+

Legend: OIS mRNA

e ] microtubule

‘ O A ::Lmﬂ“ A Kinesin

Traffic 2010



Controle da traducdo: mecanismos globais

Fatores protéicos (muitos sao ligantes de elF4)

- Reguladores negativos: ex. associacao IRP (iron responsive element),
maskin

- Reguladores positivos: ex: PABP

Determinantes intrinsecos da molécula de mRNA:
-Tamanho complexidade estrutural do 5" UTR
- 3' UTR (mais importante) ex. poliadenilacao citoplasmatica (tamanho da

cauda), associagao sequencia-especifica com proteinas regulatorias,
MIiRNA, etc...



Controle da traducao

Efeito de proteinas ligantes de mRNA (5’ UTR e 3’ UTR)

a Ferritin mRNA One IREin 5 UTR

IRP 5-
conformacao
ativa e s IRP
Conformacao
IRP
inativa

-@-EI\/\_/AAAMA
40s

IRE, occupied by IRR,
inhibiting translation
initiation

sl

e WP

EDs

IRE, unoccupied, allowing
palysome formation and
increased ferritin synthesis

Nature Chemical Biology 2, 406 - 414 (2006)

b TR mRNA

Protein
coding

A
0

—

One or more IREs, occupied
by IRP, protecting mRNA
from rate-determining
step, mRNA degradation

_ Protein
cading

Five IREs in 3" UTR

7/

AAAAAA
3
Endonuclease
cleavage site
AALAAA
Protein d
coding

—

IRE, unoccupied, rendering
mRMNA susceptible to
an endonuclease



Controle da traducdo: mecanismos globais
Efeito de proteinas ligantes de mRNA (ligacdo ao 3'UTR)

Controle traducional mediado pela “Citoplasmatic poliadenilation element BP” (CPEBP)

. 4 _-::“_S-L L )
Cap 4By _ ] o -Cap JaBy
CPE: sSeq e ey — Maskin) P S
variavel " e - —
consenso UULUAL AALIAAALA
UUUUUAU Transiationally dormant Translatiorally acthe

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



Controle da traducdo: mecanismos globais

-Atividade de fatores de iniciacao: Fosforilagcao elF2

Aminoacid T ST GeANA
starvation \ T Heme deficiency GCNZ2: ativada ao ligar-se com
\ﬁw €= Gxd ®/ tRNA nao carregado (deficiencia
\ aa
_t'\@:g
# €y B PERK: ER stress
’ ;’ , ©lF2
& BDP HRI: reticulocitos - baixos niveis de
{23'-jGTP heme ferro (para que a sintese de
-4 <5 globina tambem seja reduzida
<« BTP « JEDP
&) N7 S PKR: ativado por RNA fita dupl
; Translation OFF . ativado por : ! aN upa
@ maiores que 30 pb (infeccao viral)

f
Translation ON

Diversas outras proteinas efetoras da traducao podem ter a atividade
regulada direta ou indiretamente pela acao de quinases, p. ex: elF4E,
elF4G, elF5, subun.elF3...



Controle da traducdo: mecanismos globais

-Atividade de fatores de iniciacao: via de mTOR

Insulin/lIGF

Growth factor

-] r*'l o
Mutrients
s

Stress,
Hypoxia

Rapamygin

mTORC1 .~

mTORC2

rlcwrf

Protein
synthesis, Ribosome
Metabolism biogenesis Transcription Autophagy

Actln arganization

4E-BP (elF4E binding protein)
quando fosforilada libera
elF4E para ligar-se a elF4G.

SeK (mlgpgen\ fosforila 6S RP

M\JVI INJJIVITIWA VN 1\

Favorece traducao de 5'TOP
MRNA ? ?



Controle da traducao: mecanismos especificos
MiRNA

- 21-24 nt que regulam expressao de RNAmM com seq complementar
- Regula mais de um tergo do transcriptoma humano
- Varios mecanismos envolvidos: * aceleracao da taxa de degradacdo de mRNA

* Repressao da traducao (controverso)

Biogenese de miRNA

- miRISC
G g ass AAA 5

Pre-miRMNA /P.- Mature miRNA
8 2| Pri-miRNA Dicer N niRNA®
: : « complex T

Ads

ikMNA gene
rl- il {
b=

Mature Reviews | Genetics



Contole da tradugao: mecanismos especificos

mMiRNA: adaptadores que conferem especificidade na associagcao de Agonauta ao mRNA alvo

a Target
reCognition

mRMA closed loop

/
/
J
" /
b Establishment /
of silencing? /
/
miMNA closed loop /
”/ d Silenced
/ target

" PABPC] PABPC ) /
= AAAAAANRAR / ")

A / kA

mRMNA

Regides nao estruturadas e

ricas em AU sao boas Complementariedade total
candidatas a sito alvo - clivagem do alvo pela
dificil predi¢ao argonauta

Mature Reviews | Genetics



