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Gli mRNA mutati
derivano da
mutazioni o errori
del DNA durante
trascrizione o
splicing



............... filEE H o .
MBNA G L R A

Normai transcript

A EJC displaced by the ribosome EJC retained
R No NMD activation NMD induced
—
AL /‘\\ STOR
S| — - RS FARAA
Ribosome
Translation
UPF1 phosphorylation
Protein production i (MG
S 3N
UPF1]
RS |,. y_’IF"rj

o
QL

c_x_xx_xyq
Al £I B P}C

S Janm o

0 d I‘:'_"_T___.__,- E f:-“j ’-r-—_-—_-.!
R L. mRNA decay

: W - _' xu-—.._._.___| -

_____ My Ny o E L--——{,S o

2 Wikipedia

PTC (Premature
Termination Codon)

mRNA target

Effetto variabile

RNA-binding proteins

Rete ramificata di
percorsi di degrado



2. Substrate
degradation
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Decapping
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UPF1 e un’elicasi ATP-dipendente

UPF2 e UPF3B stimolano l'attivita di UPF1

Fosforilazione di UPF1 da parte di SMG1

UPF1 recluta SMG6 e SMG5/7

Regola dei 50 nucleotidi
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e Il complesso SMG1, costituito dalla Ser-Thr
chinasi SMG1 e da SMG8 e SMG?9.

 Senza UPF1, 1l dominio C-terminale di SMGS8

reprime l'attivita della chinasi SMGl.



* Fin dalla sua scoperta, NMD ¢ stato collegato a malattie genetiche

* La produzione di proteine tronche derivate da mutazioni nonsenso puo portare a gravi
conseguenze




¢ Diverse mutazioni nei geni del core di NMD
sono correlate alle sindromi neurologiche e
dello sviluppo

«»» UPF3B ¢ stato associato a disturbo dello
spettro autistico, ecc.

¢ Altri casi riguardanti UPF2B, SMG8 e SMG9

<» NMD come linea di difesa degradando ** NMD influisce sulla progressione del
molti RNA virali cancro

% I virus hanno sviluppato diverse strategie <* NMD ha sia ruoli di soppressione del
per eludere la NMD tumore che di aiuto all’avanzamento

dello stesso



» Ruolo da oncosoppressore (geni aploinsufficienti, ISR)

»  Ruolo da promotore (geni aplosufficienti, neoantigent)

»  Formulazione di regole non canoniche:

1) Esoni piu lunghi di 400 nucleotidi

2) mRNA con brevi emivite

3) Motivi specifici vicino al PTC o nella regione non tradotta (UTR)




 Effetto positivo in geni che presentano ﬁ
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» Stress come deprivazione amminoacidica €
ipossia inducono la ISR (risposta integrata allo
stress)

reduced
protein sythesis

* Fosforilazione di elF2a

» Sintesi di ATF4, ATF3 e CHOP
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The Knudson’s “two hit” hypothesis for the
generation of RB

Normal individual Hereditary retinoblastoma

Inherited
+ “Two-hit hypothesis” di A. G. Knudson @ @ Fagene
N
V V V V
4D @D 4D AD | @ 1 @ b

Occasional deletion of one Occasional inactivation of athar
of the two RB genes functional RB gene copy

* Mutazioni nulle diventano deleterie (((((.

Excessive cell
proliferation, leading
to retinoblastoma

No tumor formation Tumor formation
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* Peptidi immunogenici che

derivano da mutazioni nelle cellule

tumorali

« Attivano la risposta delle cellule T

* Sono bersagli della degradazione
mediata da mutazioni nonsenso

Cancer cell with low NMD activity

Abarrant mRNA
accumulation
exceeds NMD capacity
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Cancer cell with high NMD activity



PROMOZIONE READTHROUGH:

1)

2)

3)

Antibiotici aminoglicosidici

* Identita codone di stop

* Tipo di antibiotico impiegato

* Influenza traduzione di 1stoni ed
enzimi metabolici

Ataluren

 Distrofia muscolare di Duchenne

Adenosina deamminasi (1nosina)

In vitroe TNT tests

AAG PTC-readthrough susceptibility

Paromomycin DNAHS5_32 > DNAH5 49 > DNAH11_70 > RSPH4A_3a
Gentamicin DNAH11_.70 > DNAH5 32 > RSPH4A 3a > DNAHS5_49
G418 DNAH5_32 = DNAH11_70 = RSPH4A 3a > DNAH5_49
Ex vivo tests

AAG PTC-readthrough susceptibility

Paromomycin DNAH11_70 > DNAH5 32 > DNAH5_49 > RSPH4A_3a
Gentamicin DNAH11.70 > DNAH5 32 > RSPH4A 3a = DNAHS5_49
G418 DNAHI11_.70 > DNAH5_49 = RSPH4A 3a > DNAHS5_32
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Translation-dependent

Can occur with a certain probability during

Degrades aberrant mRNAs

Faulty mBMNAS inc huck premature termination codons
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trans
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Exon-junction complexes downstream of
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NMD targets many endogenous mRNAs
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Hallmarks
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have introns in the 3'UTR

Mediated by specific and

Targets some viralmRNAs ' » .
' general RNases

By degrading several viral transcripts #‘1'
NMD acts as a primary host cell defense

specific RMNase in metazoans, and general
mechansm :

Affects genetic and neuronal diseases . . .
Variable activity

By regulating the expression levels of nonsense mEMAS, NMD . P L g
Not all PTC-including mRMNAs are degraded by NMD, Features like the

modulates the severity of genetic diseases, antigen presentation in .
position of the termination codon. the read-through efficiency and the

cell type affect the sensitivity of a transcript to NMD,

cancer and the progression of developmental defect
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ncluding Xrnl, decapping proteins and deadenylases

Meccanismo globale di
regolazione genica

Risposta alla NMD
dipendente da tessuto,
storia e altre mutazioni
presenti

Approcci personalizzati



La degradazione del’'mRNA mediata da mutazioni nonsenso (NMD) € un processo traduzione-dipendente che prende di mira sia
trascritti anomali che hanno come prodotto finale una proteina tronca, sia molti canonici mRNA che codificano per proteine a
lunghezza intera.

La presenza di un Exon Junction Complex (EJC) a valle di un codone di terminazione prematuro (PTC) puo innescare
I’1iperfosforilazione dell’elicasi, ATP-dipendente, UPF1 da parte della serina-treonina chinasi SMG1, con il conseguente reclutamento
dell’endonucleasi SMG6 e dei fattori responsabili di decapping e deadenilazione, cioe SMGS5 e SMGT7.

Il processo ¢ inoltre influenzato da UPF3B e UPF2, fattori fondamentali per I’iperfosforilazione di UPF1.

In questa presentazione, oltre al meccanismo e agli attori coinvolti, viene sottolineata la complessita nel prevedere gli effetti del
processo ¢ le varie caratteristiche che legano la NMD a virus, malattie neurodegenerative e cancro, concentrandosi specialmente su
quest’ultimo.

Infatti, attraverso studi su questo tipo di malattia ¢ stata resa possibile la formulazione di nuove regole che permettono di aumentare la
probabilita di previsione degli effetti della NMD.

Tuttavia, moltissime questioni sono ancora irrisolte, tra cui il fatto secondo cui ancora ¢ ignoto se la presenza della NMD abbia effetti
repressori o benefici per il tumore.

Da una parte la degradazione di trascritti con geni aploinsufficenti mutati che codificano per oncosoppressori anomali patogeni fa
pensare che il processo abbia un impatto positivo sulla salute del malato; d’altra parte, invece, se i target sono geni aplosufficienti (che
anche se mutati, codificano per proteine che mantengono la funzione originale) e/o neoantigeni che attivano la risposta delle cellule T,
I’inibizione della NMD diventa 1’approccio terapeutico consigliato.

L’inibizione avviene secondo un meccanismo di lettura oltre il codone di terminazione prematuro (readtrhrough), che puo essere
indotto da antibiotici aminoglicosidici, il farmaco Ataluren (derivato dell’ossadiazolo) o attraverso I’Adenosina deamminasi; tuttavia,
questi approcci destano preoccupazione data la loro scarsa specificita.

Ogni caso ha quindi bisogno di un trattamento personalizzato e si prevede che vengano effettuate ricerche in futuro per chiarire
ulteriormente le proprieta biologiche di questo complesso processo molecolare.
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