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Transporte nuclear



Nucleo

Contém o material genético

Mantém e replica o genoma
Participa na regulacao da transcricao dos genes
Controla o processamento dos RNAs resultantes

Tem uma estrutura complexa com formacao de dominios
onde se concentram grupos de moléculas com funcao
relacionada

Esta separado do citoplasma pelo invélucro nuclear



Invélucro nuclear

Organizacao estrutural complexa que varia ao longo
do ciclo celular

Transporte nucleo-citoplasmico
Organizacao espacial da cromatina
Replicacao do DNA

( o
Membranas nucleares =

Invélucro nuclear { Poros nucleares

\ Lamina
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nuclear membrane

inner .
erveloreinuciear | As duas membranas (interna e externa)
ER delimitam um espaco - cisterna perinuclear

membrane

A membrana externa esta em continuidade
com o reticulo endoplasmatico

nuclear
lamina
perinuclear
space nuclear

pore complex

As duas membranas estido em continuidade =~ . [
nos locais em que se encontram os poros
nucleares podendo considerar-se uma 32

membrana (com composicao proteica
especifica)

A lamina constitui uma interface entre a membrana interna e a
cromatina



Poros nucleares

v Transporte de metabolitos diversos; proteinas e

complexos ribonucleoproteicos de tamanho e composicao
muito variada

v Estrutura supramolecular (125 MDa; >100 polipéptidos
diferentes)

Cross-sectional view of nuclear envelope
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Poros nucleares
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nuclear pore complex




Transporte — importacao de proteinas
Transporte ativo de proteinas para o nucleo

Sinais de localizagao nuclear (NLS: nuclear localization signal):
Sequéncias curtas de aminoacidos, ricas em arginina e/ou lisina, em
qualquer zona da estrutura primaria das proteinas

 Recetores de NLS: Importinas

« Ran-GTP: molécula que fornece a energia necessaria; converte-se a
Ran-GDP

 Ran-GAP (GTPase activating protein, citosol): promove a hidrolise do GTP

* Ran-GEF (Guanine exchange factor, nucleo): promove a libertacao do
GDP, permitindo a ligagcao de nova molécula de GTP



Transporte ativo de proteinas para o nucleo

nuclear import receptor

1 — A proteina com NLS liga-se ao
pr?rt\em’ﬁ} respetivo recetor; o recetor
SVIEEL T o Ra” GDP também se liga ao poro nuclear

localization
signal
2 — O complexo proteina-recetor
CYTOS oL desloca-se através do poro
C 3 — No nucleo, uma proteina
NUCLEUS chamada Ran-GTP desloca a
proteina que esta a ser
transportada
Ran-GTP —Qm
cargo > 4 — O recetor é reciclado.
delivered Desloca-se ligado a Ran-GTP
to nucleus para

o citoplasma



GTPases monomeéricas
Proteinas que existem em dois estados: ligadas a GDP e a
GTP, com diferentes atividades

A taxa de hidrélise da GTP é acelerada

ON AP por GAP (GTPase activating protein)

A transicao de “ligado a GDP” para
H-“ “ligado a GTP” é acelerada por GEF

(Guanine nucleotide exchange factor)

A transicao de “ligado a GTP” para
“ligado a GDP” requer a hidrélise da GTP

A hidrolise de GTP é utilizada para fornecer energia a
processos celulares



A distribuicao assimétrica de Ran-GAP e Ran-GEF
controla a proteina Ran e o transporte no poro nuclear

Ran-GDP Ran-GAP no citoplasma faz

GDP| predominar Ran-GDP

CYTOSOL

UCLEUS

GDP

hromati :
ehromatin - Ran-GEF no nucleo faz

Ran-GTP predominar Ran-GTP



nuclear envelope




Transporte - exportacao

Transporte ativo de RNAs e de subunidades dos
ribossomas para o citoplasma

Diferentes RNAs — Diferentes formas de transporte

Sinais de exportacao nuclear (NES: nuclear export signals):
presentes nas proteinas e nas proteinas ligadas ao RNA

Recetores dos sinais de exportacao: “exportinas”; semelhantes
aos recetores de importacao

Ran: regula a interacéo entre os NES e os recetores de exportacao

Ran-GTP: promove a associacao do complexo proteina-recetor
com o poro nuclear; a hidrolise do GTP ocorre no citoplasma



Importacao - exportacao

nuclear import receptor nuclear export receptor
3 cargo
Ran-GDP DISSOCIATION Aalaled
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cargo Ran-GTP BINDING 4
delivered O+ & Ran-GTP
to nucleus




RNA as it emerges
from RNA
polymerase
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» As mais abundantes sao as hnRNP
(heterogenous nuclear ribonuclear
proteins)



RNA
export
factor

hnRNP

ol poly-A-binding

proteins

export-ready mRNA

initiation factors for

protein synthesis
nuclear | |
elF-4E

pore

complex e”:'f g

nuclear-
restricted
proteins

NUCLEUS

CYTOSOL

— TRANSLATION
&

SR proteins — dominio rico em serinas e argininas, ligam aos exodes,
componentes do spliceossoma




Traducao



O codigo genético

Diferenca quase
sempre no 3° nt

First letter of codon (5'end)

Second letter

D

of codon
U C A G
UUU Phe | UCU Ser |UAU Tyr |UGU Cys
UUC Phe |UCC Ser |UAC Tyr |[UGC Cys
U
UUA Leu | UCA Ser | UAA Stop _#A_SI.QL
UUG Leu | UCG Ser | UAG Stop QUGG Trp
CUU Leu|CCU Pro|CAU His|CGU Arg
" CUC Leu | CCC Pro|CAC His|CGC Arg
CUA Leu|CCA Pro|CAA GIn |[CGA Arg
CUG Leu|CCG Pro|CAG GIn|(CGG Arg
AUU lle | ACU Thr | AAU Asn |AGU Ser
. AUC lle | ACC Thr | AAC Asn [AGC Ser
AUA_.H{ ACA Thr | AAA Lys |[AGA Arg
( AUG Met DACG Thr| AAG Lys (AGG Arg
e — 4/
GUU Vval | GCU Ala|GAU Asp | GGU Gly
e GUC Val | GCC Ala|GAC Asp | GGC Gly
GUA Val | GCA Ala|GAA Glu | GGA Gly
GUG Val | GCG Ala| GAG Glu | GGG Gly

Figure 27-7

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



MRNA
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Codao iniciador:
AUG (por vezes, GUG ou UUG ) — Procariotas
AUG - Eucariotas

Codoes de terminacao (stop):
UGA; UAG; UAA



Em procariotas:

A molécula de mRNA pode ser lida de 3 modos (frames)

Reading frame1 5'---

GUA

A G U

AAG

G UA

UAA

A

G UJlA

Reading frame 2

Reading frame 3

Figure 27-6

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company
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Cddigo genético — principais caracteristicas

v Sem interrupcoes
v Sem sobreposicoes

v Redundante — s6 um codao para Met e Trp
outros aminoacidos tém 2-6 tripletos

v Degenerado — a 32 posicao do codao pode variar

v Nao é ambiguo — cada tripleto codifica sempre o
mesmo aa
v Universal — com algumas excecoes
(ex.: mitocondria e alguns protozoarios tém
codoes diferentes)

v" Tem 3 “reading frames”



Sintese proteica: formacao de ligagoes peptidicas

Amino acid (1) " Amino acid (2) H
1
H H
" ) M i
M | M 1 S
R R
v "

Peptide bond

Dipeptide



Para a sintese proteica (TRADUCAO) é necessario:
v mMRNA (proveniente da transcrigao)
v Aminoacil tRNA sintetases
v tRNAs (aminoacilados)

v Ribossomas -
t

Blcw ;
-
cusnN|g
NIQ = g-
=

mRNA 5'

N|=
o

QN
9 |w

E também:

Figure 27-8a
Lehni Principles of

v Fatores de traducao
v tRNA especial para a iniciacao



tRNAs

A hipétese do adaptador (Francis Crick)

Amino acid

™~ Amino acid
binding site

Adaptor

'Ll'\/i.l'L

C|U|A|U|G(A[C|U|A|G|U(C(G|G

mRNA | |
Nucleotide triplet coding
for an amino acid
Figure 27-2

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

"The main idea was that it was very difficult to consider how DNA or RNA, in
any conceivable form, could provide a direct template for the side-chains of
the twenty standard amino acids. What any structure was likely to have was a
specific pattern of atomic groups that could form hydrogen bonds. | therefore
proposed a theory in which there were twenty adaptors (one for each amino
acid), together with twenty special enzymes. Each enzyme would join one
particular amino acid to its own special adaptor. This combination would then
diffuse to the RNA template. An adaptor molecule could fit in only those
places on the nucleic acid template where it could form the necessary
hydrogen bonds to hold it in place. Sitting there, it would have carried its

amino acid to just the right place where it was needed."



“Adaptador’: tRNA
(P. Zamecnik, M. Hoagland)
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Aminoacil-tRNA sintetases
Reacao de adicao
Reconhecimento do tRNA correto pela enzima

Reconhecimento do aminoacido correto pela enzima

A enzima reconhece
caracteristicas do tRNA:

Na extremidade 3’ (aceitadora
do aa)

Na “lacada” do anticodao

Uma base discriminatdria




O reconhecimento pode ocorrer atraveés:

Da extremidade 3’ (aceitadora do aa)
Da “lacada” do anticodao

Da extremidade 3’ e da “lacada” do anticodao em
simultaneo

De combinacao entre caracteristicas da sequéncia e
estruturais do tRNA

a) tRNAAR (E, coli) (b) tRNAASP (yeast) (¢c) tRNAGIN (E. coli) (d) tRNASer
y s .. /GT3
Gl~. 7013 ‘- G73 . +-G3 Gl-o S2CT2
G2 «~CT71 (:'Z e o-C71 G2 -» +-C71
G3 u70 G3-: :=C70 AU3 “7 I UAT0
I H— G10 G10 ciit :,....
) l)f-) (/:_ e’ . -: :..'o.-
G20 ) G4 : ™.
Um32-, - V:?H
— U33-e.-—-+-m?A37
G34 C36 C34” G36
U3t U3!




Reconhecimento do aminoacido

- Cada aminoacido ajusta-se no

local ativo da enzima

* Forma-se um conjunto de
interagcoes nao covalentes —
pontes de hidrogénio, interacoes

eletrostaticas e hidrofébicas

* SO se ligam aminoacidos com
um n° suficiente de interacoes

favoraveis

 Existem mecanismos de

verificacao (“proof-reading”)

[GIn 195 F?

O

Gln 173

C=0: -

R A

H

.IM H

. I
coo 0

1

[Aspl‘l 76] [Tyr 34




Aminoacil-tRNA sintetases

0, ? _ high-energy bond
C—C—HN

L"‘m @
@.J.

Active sm

% tRNA synthetase 5 J:— ¥
At mRNA

Journals.prous.com

Nomenclatura:
aa-tRNANNN

i.e. Phe-tRNAGAA



Formacao de aminoacil-tRNAs

Mecanismo de aminoacilacao direta

12 ETAPA - ativacao do aminoacido

—
e —~—
- ~
-~

// -~ " ‘/\, ,/'A'\,
R (‘) Pl [(|> Ir) N\, LI S léj
.o 4 ¥
NH,—C—C —0O -+ —O '|° 0 T o T O N
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H
amino acid ATP OH

R o (Ta)

O (8]
| I
NH,—C—C —o0—F—0 + O—P—Q—P—O0O"
: | L |
0- 0 0
H

adenylylated OH

pyrophosphate
amino acid 3

aa + ATP — aa~AMP + PPi



2° ETAPA - transferéncia do grupo aminoacil para o

tRNA

adenylylated amino acid

high-energy @

— 0—P—0 —
R 0 r)rz\'wd ) |) P
Lo N o AN ‘
NH; C—0 (o & O
& OH
- 2
charged tRNA AMP

aa~AMP + tRNA — aa-tRNA + AMP



Porque motivo é tao importante a fidelidade nas

aminoacil-tRNA sintetases ?

Porque o ribossoma nao verifica a ordem de

ligacao dos aminoacidos !



Ribossomas

Procariotas Eucariotas

s TRN
S 2
S nucleotides)
(MY 600, 0K M
prokaryotic 235 rRNA
ribosome IR > ann eukaryotic
> —t - ribosome

(MW= 2.500 000)

Duas subunidades ribonucleoproteicas:
Pequena (30S/40S) — centro descodificante

-

Grande (50S/60S) — centro peptidiltransferase

nuclectides)



Subunidade

pequena Subunidade grande
prokaryotes ‘ eukaryotes __prokaryotes | eukaryotes
: 40S - 508 60S
m i 5S rRNA 5S rRNA
21 proteins ~33 proteins 5.8S rRNA
@ 28S rRNA
34 proteins ~50 proteins
126 = S20

Reconhecimento
do mRNA

L7=L12 (4 copies)

Atividade
catalitica



1 GS rRN a Secondary Structure: small gubunit ribosomal RNA

« Reconhece a extremidade 5’ do b H g
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* Posiciona corretamente o mRNA
no ribossoma

- Tem uma estrutura secundaria IS T
caracteristica em que metade dos

G

i ILelll=l-
IIFMACA  PC . IRICINI

nucleétidos esta emparelhada ol

Syrechococous sp. 6301

e,
<,
uuuuuuuu

S Damain: Bacrevia
Phylum: Cyancbaciouin

- Tem uma estrutura/sequéncia ——
altamente Conservada 16S rRNA from Synechococcus sp. PCC 6301



4 Etapas <

Traducao — sintese proteica
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Elongacao
Terminacao

C‘Desmontagem”
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O gue acontece no ribossoma?

Forma-se uma ligacao peptidica

tRNA move-se ao longo do ribossoma
aa-tRNA — peptidil-tRNA — tRNA vazio

MRNA move-se ao longo do ribossoma

Polipéptido formado sai do ribossoma



Diferentes locais no ribossoma

!

Inicio da traducao

3l

Fim da traducao

A site: aminoacylated tRNA
P site: peptidyl-tRNA

E site: exit



Iniciacao

(procariotas)

E necessario:

v' 2 subunidades do ribossoma
(30S e 50S =procariotas!)

v" mMRNA

v Iniciador:

v" 3 Fatores de iniciacao:
IF1, IF2 (GTP) e IF3



fmet-tRNA Vet

(procariotas)

CHs CH,

e

7 apeptide bond i H — C _N _C _H

CH, CH,
H (|3H2 ‘Hz "
H—l\'l—!:—COOH ‘—COOH
L H* O

methionine N-formyl methionine (fMet)

Unico tRNA carregado a
posicionar-se no
local P do ribossoma

|
CH,

|
CH,

|
S

|
CH5

N-Formylmethionine

Unnumbered 27 p1088

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

© 2008 W.H.Freeman and Company



N/

|niCia§50 308 | ""Al k

Subunit |

(procariotas) j,mm
Initiation

Acontecimentos: @ o\ mRNA

5 IA]UIGI [ | I 3’
IF-3 .
s \_/

v" Recrutamento do ribossoma para ®5fM /8 ﬁ
o mMRNA (subunidade menor) R

fMet

(Ar?aticodgr:)
. ~ . e 5| IAIUIGI []) |3
v Ligacao do tRNA iniciador r)  \PJER

508

a posicao P

1F-1) + (IF-2) + (IF-3)

v' Posicionamento do ribossoma sobre 2 Tl

o codao iniciador wnt o

5 ﬂ‘]‘Gl [ I I\ |3

P ' \ A y Next
e codon

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



Recrutamento do ribossoma para o mRNA (procariotas)

o G

U CCIIETN
5NNNNGGAGGNNNNNNN NN 3
RBS start

" RBS start stop RBS start IST(_)D—SHop-?)

P.P,| -:_

S L]

5-9 bases l l l
C00000000000C 900000000 000000 ~NOOOC000000000

Local de ligacao ao ribossoma (Ribosome binding site, RBS)
ou Sequéncia de Shine-Dalgarno

Localizada a 5-9 nt a montante do codao iniciador

Complementar a regiao 3’ do 16S rRNA (ribossoma)



Sequéncia de Shine-Dalgarno (1974)

Initiation

codon
araB - UUUGGAUGGAGUGAAACGAUGGCGAUU -
galE AGCCUAAUGGAGCGAAUUAUGAGAGUU
lacl CAAUUCAGGGUGGUGAUUGUGAAACCA
lacZ ~-UUCACACAGGAAACAGCUAUGACCAUG -
Q B phage replicase - UAACUAAGGAUGAAAUGCAUGUCUAAG -

©X174 phage A protein AAUCUUGGAGGCUUUUUUAUGGUUCGU
R17 phage coat protein - UCAACCGGGGUUUGAAGCAUGGCUUCU

Ribosomal S12 AAAACCACGCAGCUAUUUAAUGGCAACA
Ribosomal 1.10 CUACCAGGAGCAAAGCUAAUGGCUUUA
trpE CAAAAUUAGAGAAUAACAAUGCAAACA
trp leader - GUAAAAAGGGUAUCGACAAUGAAAGCA -

3" end of 16S rRNA 3'H0AUUCCUCCACUAG- 5

Exemplos de sequéncias de iniciagao reconhecidas por ribossomas
de E. coli

Algumas ORF de procariétas nao contém a sequéncia de
Shine-Dalgarno



Procariotas

A traducao inicia-se enquanto ainda esta a decorrer a

transcricao

2-20 aa/segundo

RNAP

L ———

%




Polissomas

growing
_~Folypeptide~_ ¢ S § 3

S 1‘,P

~— ) 0 e ) 3
N e } |
£ i ; VR g — ' . E WY Qo
\‘- £ \ bel N s \ / & A =
! ' |' \ / 0 \ £50 \\ 0
£ ," “. I f
\ I

B -‘(—N | _
./N_—’_—/‘(——)- 3
mRNA %hrt AUG)

5t0p UAC)

Traducao de um unico mRNA por varios ribossomas



Procariotas

Fatores de iniciacao

IF1 — Evita que o tRNA iniciador se 30S subunit
ligue na posicao A

P ;itc: A site

IF2 — E uma GTPase; interatua Esite | P2

com IF1 e liga ao fmet-tRNA et - IF1 4 —

nitiator
fMet tRNA

IF3 — Liga a subunidade 30S e
evita a associacao precoce da
subunidade 50S



Procariotas

1. IF3 evita a associacao das 2
subunidades

2. IF1 liga perto do local A e
blogueia-o

3. IF2 ajuda a ligacao do fmet-
tRNAMet ao local P e forma-se o

complexo 30S de pré-iniciacao



Procariotas

4. Liga-se o mRNA e posiciona o
codao iniciador

5. Alteracoes na conformacao da
subunidade 30S promovem a
libertacao do IF3

6. Liga-se a subunidade 50S que
promove a atividade GTPase do
IF2; libertam-se IF1 e IF2-GDP

Esta formado o complexo 70S de
iniciacao



Eucariotas

Recrutamento do ribossoma para o mRNA (eucariotas)

SNNENNN GINN 3

start st

O
5' / e Y V] ) e N lAAAAAn 3

S'cap l

Ribossoma é recrutado pelo 5’ cap
Percorre o mRNA até encontrar o codao iniciador

2 caracteristicas da sequéncia estimulam a traducao:
Purinas a montante

Guanina apés o codao iniciador



Eucariotas
Requer mais de 10 fatores de iniciacao (elFs)

elF4F - formado por 3
subunidades (A, G e E),
reconhece o mRNA 5’ cap

elF4B - liga-se a subunidade B e
= | ativa a helicase do elF4F

Deste modo garante-se que o mRNA nao tem
estruturas secundarias



Eucariotas

43S pre-initiation
complex

1. elF1A e elF3 dissociam o
ribossoma

2. elF5B(GTP) associa-se a
subunidade pequena e atrai um
complexo elF2(GTP).Met-tRNA,Met

Forma-se o complexo 43S de pré-
iniciacao



Eucariotas

3 ‘1 )'\ .
.‘) 5 ‘]

3. O mRNA associa-se a subunidade pequena do ribossoma



Eucariotas

4. O codao iniciador é encontrado
por procura. O processo requer ATP
e requer a atividade helicase do
elF4F

5. Quando encontrado, elF3 e elF2
sao libertados

6. Liga-se a subunidade maior que
promove a atividade GTPase do
elF5B

7. elF5B.GDP e elF1A sao
libertados.

Esta formado o complexo 80S de
iniciacao



Eucariotas —
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elF4G liga a outros factores e liga a PABP (poly A
binding protein)

Garante-se que s6 mRNAs completos sao traduzidos

Arranjo ciclico — permite que o processo se reinicie



Elongacao

Fatores de elongacao

Procariotas Eucariotas

EF-Tu (GTP) -~ eEF-1a
EF-Ts - - -~ eEF-1bg

EF-G (GTP) - -~ eEF-2

A elongacao em procariotas e eucariotas € muito
semelhante



Elongagéo Esite Psite Asite

fMet-tRNAMet
z ’ Aminoacyl-

E um processo ciclico

|3’

Um aminoacil-tRNA liga ao local Ado  .xusi
ribossoma

||_'|'|=,|
‘\ PI/, ‘\\A

- -7

peptide bond
formation

[
/

Esite Psite A site

Forma-se uma ligacao peptidica
(peptidiltransferase)

Deacylated

O peptidil-tRNA.mRNA é translocado = i
no ribossoma LW

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



Ligacao do aminoacil-tRNA ao local A do ribossoma

E

AN {c
‘_P A

S6 o EF-Tu(GTP) consegue ligar-se a
um tRNA-aa

Impede a entrada prematura do tRNA
carregado no local ativo da peptidil-
transferase

O emparelhamento codao-anticodao
é verificado

GTPase é ativada
EF-Tu(GDP) é libertado



Formacao da ligacao peptidica

polypeptide chain

I *' Transpeptidacio
Peptidil transferase

i , PP Sintese na diregio N — C

| -}
) ot = i
H

* R O i

g8 L -N—C—C._ [ \
A N—C—C—N—
peptidyl-tRNA aminoacyl-tRNA HOR |
H H H =
O

Peptidil transferase

(atividade no rRNA 23S):
Ribozima O,



Esite Psite A site

Deacylated
tRNAfMet

Dipeptidyl-

O tRNA do local P deve
deslocar-se para o local E

O peptidil-tRNA do local A

—— deve deslocar-se para o
E site Ps;:e Asite @+GDP+Pi Iocal P

5 AlUG [ [ ] EX

\ v A s
/
\\" \\.—’/

Incoming
aminoacyl-tRNA,

R O mRNA deve mover-se ao
- longo de 3 nt para expor o
\ / proximo codao
s'HNAUG [ [ [T 3
T

Direction of
ribosome movement

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



Terminacao
Acontece quando se chega a um codao STOP e nao ha

nenhum aa para ser incorporado; o polipéptido formado é
libertado do ribossoma

Fatores de terminacao
(releasing factors —RF)

Procariotas

RF1 Eucariotas
RF2 eRF

RF3 (GTP) eRF3



" Release factor
SN — \ binds

0 — iR
(B | f \
5 i | UVArG,_L 3
i\
IR A §

// A\ _’//
polypeptidyl-tRNA
link hydrolyzed

(«0]0)
sl
5 R UAG 3
‘ ) I
APl A/

EF-G-GTP — IF-3
RRF —| components
dissociate g’

EF-G-GDP <~/ ]
+ Pj = ¢ Q R
N [
RRF <« @O VvV
5 ] [ ] UAG 3

IF-3

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

Fatores de terminacao

Classe |: reconhecem os cododes
stop e desencadeiam a hidroélise
da cadeia peptidica do tRNA

RF1 - UAG e UAA
RF2 — UGA e UAA
eRF - todos os 3 codoes stop

Classe ll: estimulam a
dissociacao dos fatores classe |

RF3 e eRF3 - regulados por
GTP



“Desmontagem?” (disassembly)
Acontece quando um fator especial se liga ao ribossoma e

liberta 0o MRNA e o tRNA que ainda estao ligados.
O ribossoma pode ser reciclado para novo processo de

sintese proteica

Em procariotas, o fator é
o RRF (ribosome
recycling factor)






Direction of translation

40S &
/

Incoming @ mRNA a )

ribosomal > 57 m (_/) 3" O
subunits C 3
60S e H;
Polypeptide ©~ +ny, H,N*
"NH,4

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




Direction of
translation

MmRNA

Polypeptides

Ribosomes

Figure 27-32b part 2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Figure 27-32b part 1
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
©2008 W.H. Freeman and Company



DNA RNA 3’
5' duplex polymerase 5'

' ‘s—.

Ribosome

2 Sex Direction of transcription
o NH3
NH,

Direction of translation

Figure 27-33
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Sintese proteica nas mitocondrias

v Ribossomas semelhantes aos procariotas
v Usa fMet-tRNA na iniciagao

v Tem um cddigo genético com algumas particularidades

— MELAS 3243

.

LHON 3460

Q
\ADPD 4336

http://course1.winona.edu



Inibidores da sintese proteica - exemplos

Antibidtico Efeito

Tetraciclina Bloqueia o local A do ribossoma

Aminoglicésidos
Estreptomicina | Impedem a transicao do complexo de iniciacao para a fase

Gentamicina de elongacao e causam erros de leitura dos codoes
Canamicina

Cloranfenicol Bloqueia a reacao da peptidiltransferase

Eritromicina Bloqueia a reacao de translocacao nos ribossomas

Rifamicina Liga a RNA polimerase e evita a sintese de RNA




Antibiético Efeito
Cicloheximida Bloqueia a reacao de translocacao nos ribossomas
Anisomicina Bloqueia a reacao da peptidiltransferase
a-Amanitina Bloqueia a sintese de RNA (liga-se a RNA polimerase ll)
Toxina da difteria Inativa o eEF2 impedindo a traducgao
Ricino Remove uma adenina de um dos rRNAs e inativa a
subunidade maior

Antibiotico Efeito
Puromicina Liga a cadeia polipeptidica nascente e causa a sua libertacao
prematura
Actinomicina D | Liga ao DNA e bloqueia o movimento da RNA polimerase




Modificacoes peptidicas pos traducao



Modificacoes pos traducao

_Padeia polipeptidica recém-formada

N

e B
/ 1{3) Transuip&\
/ \
’i

RNA\

l(b) Post-transcription )

mRNA//'

(c) Translation 1

_—
@) Polypeptide

(d) Post-translation /
@ Protein Folds
Upon Itself
@ — O Effector Molecule

Active Protein

Enrolamento
Modificacao covalente
Remocao de sequéncias peptidicas
Ligacao a outras subunidades
Ligacao a cofatores

Proteina funcional (3D)



Enrolamento

v Localizacao de residuos hidrofébicos no interior

v Formacao de interacdes ndo covalentes
estabilizantes

v Obtencao de conformacgao de menor energia

v Participacao de “chaperones” moleculares que
tornam o processo mais eficiente

v Ocorre predominantemente no RE



Chaperones moleculares

Classes principais:
hsp 70 (heat shock proteins)
hsp 60 (chaperoninas, ou, em bacterias, GroEL)

v' Tém afinidade por aa hidrofébicos
v Hidrolisam ATP

v Repetem ciclos de hidrolise de ATP seguida de
libertacao temporaria da proteina a enrolar

v Impedem a agregacao de proteinas mal enroladas
v' A sua transcricdo é regulada pela temperatura



hsp 70

Actuam no inicio do processo

Ligam-se a cadeias de 7 aa hidrofobicos, antes da
proteina ser libertada do ribossoma

Ribosome n O
‘ P; ADP * ©
\JB / -0 8 }/' -
“~— Protein folded folded

protein protein



hsp 60

Atuam mais tarde
Formam uma “camara” isolada onde as proteinas
tentam corrigir erros de enrolamento

Properly
Protein il folcad
* :
= P m protein
A
[
ATP@

GroEL



Formacao/correcao de pontes dissulfito

(no reticulo endoplasmatico)

(a) Formation of a disulfide bond

~S
Oxidized
PDI ~g

SH j:{ |
w"l\ *
. ‘"‘./‘

Reduced
substrate
protein

(b) Rearrangement of disulfide bonds

Reduced” >

POI <
.-
3 i
; 2
S S—\.>
§925pf —
‘M..‘..-)

Protein with
incorrect disulfide bonds

~SH
Reduce
PDl \SH

AN

Oxidized
substrate
protein

PDI ~SH
s s
L.‘ 8 Sj.
()
-

Protein with
correct disulfide bonds

PDI — protein disulfide isomerase, dissulfito isomerase, proteina

dissulfeto isomerase



Trafico (direcionamento) das proteinas

mRNA

!

- protein ﬁ
( l peroxisome

2§ nucleus cytosol ende lasmic mitochondria chloroplast

5 reticulum

S 1 SN AN

|‘_£ golgi additional sorting decisions
v 1 NS

plasma
membrane

vacuole || peroxisome




Direcionamento e translocacao das proteinas

Todas as proteinas nao citoplasmaticas tém que ser
translocadas

O gue é necessario?
1. Um sinal — intrinseco a proteina
2. Um particula de reconhecimento do sinal
(SRP)
reconhece o sinal e dirige-0 a membrana
correta

3. Um recetor na membrana a que se destina a
proteina

4. Um complexo de translocacao
5. Energia



Sinais de reconhecimento

UNFOLDED PROTEIN FOLDED PROTEIN

/--"——-.
’_,.\"—.‘\
@ 5007 N,

o - /..7——,-?;\| signal p - -

o — ot 7 )i Péptido sinal

o/
(A)

//,;-_ﬂ;}/-- W\ _signal
P —— — o =) B AW —"" patch =
HN e W COO f\(\*‘i,f g-,jl Arra njo 3D
T~ — WY/ coon

(B) regions contributing to signal patch i

Péptido sinal — sequéncia continua de aa, removida por
peptidases no destino final da proteina

Arranjo 3D - sinal que resulta do enrolamento; nao é
removido



Sinal de reconhecimento = péptido sinal = Sequéncia sinal =
Sequéncia “lider” (leader)

Proteina nascente / Precursora/ Pré-proteina

Péptido sinal Proteina madura

Local de clivagem para peptidase especifica

- 13 — 36 residuos P o

Human influenza :
virus A Met Lys Ala Lys Leu Leu Val Len Leu Tyr Ala Phe Val Ala f'rl_\":\:-'p Gln
Human : ' : v
prepromnsulin Met Ala Leu Trp Met Arg Leu Leu Pro Leu Leu Ala Leu Leu Ala Leu Trp Gly Pro Asp Pro Ala Ala Ala Phe Val
Bovine

growth 7 v
hormone  Met Met Ala Ala Gly Pro Arg Thr Ser Leu Leu Leu Ala Phe Ala Leu Leu Cys Leu Pro Trp Thr Gln Val Val Gly Ala Phe
)ll‘t‘ v
promellitin Met Lys Phe Len Val Asn Val Ala Len Val Phe Met Val Val Tyr lle Ser Tyr Ille Tyr Ala Ala Pro
Drosophila glue ¢

protein Met Lys Leu Leu Val Val Ala Val Ile Ala Cys Met Leu Ile Gly Phe Ala Asp\Pro Ala Ser Gly Cys Lys

Residuos hidrofébicos
Residuos carregados

positivamente Residuos polares



Particula de reconhecimento de sinal (SRP)

P19
P54 Seis subunidades
Ligaao / !
péptido sinal / pegip72 Todas (exceto a P54)
/ RTA ligam a uma molécula
de RNA com 300 nt)
£
Necessaria para
a translocagao oy, P54 liga ao peéeptido
sinal e tem um sulco
Interage com - 2 i - =
bossomas hidroféobico de ligacao




Translocacao através da membrana do RE
(proteinas extracelulares)

-, )
+ GC P
4 I ﬁ, 5 | a .
) 4 )
i 7> GOP « P, |
,‘ f 4 "
' P £ T XL & \I g
membrane ' ; ‘ L j. | ‘ | J P |
= e s/ wsd ' Lind =
ER lumen / 7 & u
Translocon Tfl‘fllnl‘“‘"‘ Sit v/‘
d) ,‘t‘ . 5 s

Proteina

Péptido sinal

Particula de reconhecimento do sinal (SRP)
Recetor de SRP

Complexo de translocacao (“translocao”)
Peptidase do sinal



Translocao
>,

v -t

N

H2  cyTosoL
)
ER LUMEN
inactive protein active . NH2
translocator translocator peptidase

OOH

As diferentes estruturas das sequéncias determinam
qual o recetor de translocacao que se liga e o local para
onde vai a proteina



Processamento das proteinas

Modificacoes covalentes

Metilacao (adigéo de -CH3)

Fosforilacao (adiczo de fosfato)

Hidroxilacao (adi¢ao de —OH)

Glicosilacao (adicao de hidratos de carbono)
Adicao de lipidos (adicio de cadeias carbonadas)



Glicosilacao
(no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi)

v Aumenta a solubilidade
v" Permite o reconhecimento molecular por outras moléculas

Ligacao tipo N — adicao a Asparagina (mais vulgar)
Ligacao tipo O — adicao a Serina ou Treonina

Dolichol phosphate __, Transportador de complexos
(n =9-22) de oses

Unnumbered 27 p1102a
Lehninger Principles of Biochemistry, Fi

A adicao dos hidratos de
carbono inicia-se no RER



O grupo de acucares mais proximo da proteina é conservado
mas os mais afastados podem variar

Glc GlcNAc = N-Acetylglucosamine
Man = Mannose
Gle Glc = Glucose
= Conserved
Gle - Variable
Man Man Man
Man Man Man

Man \ / Man

Man

GlcNAc

GlcNAc

|
NH3* -« | = X—Asn — X —(Ser/Thr)—| - - COO

———__,  Sinal topogénico de

glicosilagcao (Asn, Sr/Thr)




O-Glicosilacao

9005000
g Também ocorre no complexo
de Golgi
CYX WX Y Os aclicares sdo adicionados
um de cada vez aos residuos
de serina (ou treonina)
e Os oligossacaridos sao
@ Galaclose normalmente formados por

@ sialic acid poucos residuos de acucares



Clivagem proteolitica

Cria diversidade — remocao da metionina inicial evita que
todas as proteinas comecem com Met

Ativacao — por exemplo em enzimas, que existem na forma
de pro-proteinas ou zimogénios

Direcionamento da proteina (organelos)

As enzimas proteoliticas atuam principalmente em pares de
aa basicos. Ex.: Arg-Arg



T~ER signal
a sequence

Rough endoplasmic

m/ \@

Plasma
membrane

Quter nuclear
' membeane
Ribosomes Inner nuclear Nucleus

membrane

Pmy S
AN

Cytosolic ‘ ' %‘ R
protein % = t Q5 ™ Matrix
Targeting

sequence Peroxisome

Intermembrane
space Inner
membrane

Thylakoids

Outer membeane

Matrix

Innor
maembrane

Mitochontirion

Cl\b;ophs-t
O RE é um meio mais oxidante do que
o citoplasma e é rico em “maquinaria”

wseseme nara o enrolamento das proteinas
SECRETORY PATHWAY



Controlo da qualidade

Proteina com aminoacidos hidrofébicos a superficie nao
é normal:

enrolamento incorreto
“acidente” que provocou desenrolamento

desligada de restantes subunidades de algum
complexo proteico

Inutil e potencialmente perigosa

Se nao for corrigido o erro (pelos chaperones) a proteina
deve ser DESTRUIDA



Proteossoma

Complexo proteico com atividade proteolitica

Atua em cerca de 1/3 dos polipéptidos recém-formados
Dependente de ATP

Constitui cerca de 1% da proteina celular

Atua em proteinas marcadas para destruicao
(UBIQUITINA)

REGULATORY [
UNIT

CORE
UNIT

REGULATOR
UNIT



Adigéo de ubiquitina (eucariotas)

] E1 = enzima ativadora da ubiquitina
| E2 = enzima conjugadora da ubiquitina
guws - E3=ubiquitina ligase
‘xs bt t {E‘
P % 1 O complexo E2-E3 liga-se a proteina
. i N alvo, transferindo as moléculas de
ubiquitina
29

= A enzima E3 reconhece os diferentes
sinais de destruicao que poderao
existir na proteina



Criacao de sinais de destruicao

v Alteracoes conformacionais (ligandos)
v Fosforilacao

v Dissociacao de 1 subunidade

v Clivagem de ligacoes peptidicas

E criado um novo N-terminal na molécula
reconhecido por enzimas E3 especificas



Acao do proteossoma

Folded protein before
binding fo ubiquitin

Ubiquitin sy .

Regulatory
Parti

Unfolded

protein

Core
Particle

@/
ilcc
/ (P ’) Degraded fragments
r‘J g of protein

Ocorre no citoplasma



ubiquitin '

il W%
proteins
/ N-glycanase

- ER protein translocator
J (Sec61 complex)

proteasome

ER LUMEN

misfolded protein

chaperone



Consequéncias da agregacao de proteinas

Proteinas mal enroladas tendem a agregar e precipitar
causando danos nos tecidos

\

Desenvolvimento de doencas:
Perda de funcao das proteinas
Acumulacao de proteinas mal enroladas

Protein Folding

¢




Consequéncias da agregacao de proteinas

Doencas devidas a

degradacao de proteinas

mal enroladas

Exemplos

Doencas devidas a
acumulacao de
proteinas mal enroladas

Disease

Protein involved

Cystic fibrosis

CFTR

Disease

Protein involved

Retinitis Pigmentosa 3

Rhodopsin

Alzheimer's Disease

Amyloid f-peptide, Tau

-1 antitrypsin
deficiency

-1 anti trypsin

Parkinson's Disease

o Synuclein

Cancer

P53

Creutzfeldt Jakob Disease

Prion protein

Fabry Disease

o -galactosidase A

Type II Diabetes

Amylin

Gaucher's disease

f—glucocerebrosidase

Primary Systemic
Amyloidosis

Immunoglobulin light
chains

Osteogenesis
imperfecta

Type 1 procollagen
pro a

Haemeodialysis-related
amyloidosis

[-2-Microglobulin

Marfan syndrome

Fibrillin




