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Trasporto del mMRNA negli eucarioti

elF4E sostituisce CBC all’estremita 5’-cap




La concentrazione di un mRNA dipende dal bilancio tra la quota
di messaggero sintetizzata e la quota di messaggero degradata

Meccanismi di controllo di qualita per assicurare fedelta all’intero
percorso cui e sottoposto il messaggero
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Il ciclo vitale del mMRNA nel citoplasma
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PREMATURE vs NORMAL TERMINATION
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Nonsense-M ediated D ecay (NMD)

Processo responsabile dell’eliminazione di trascritti contenenti
codoni di stop prematuri (PTCs, Premature Stop Codons) la cui
presenza puo essere dovuta a mutazioni a livello del DNA, errori
nel processo di trascrizione, splicing alternativo con inclusione di
PTC o errori del frame di lettura da parte del ribosoma

Basi Molecolari di Malattia

e Circa il 30% delle malattie ereditarie e causato da mutazioni
nonsenso o frameshift che generano codoni nonsenso

|| NMD PROTEGGE i portatori eterozigoti di un allele contenente
un PTC - mantenimento forma recessiva (aplo-sufficienza)
dovuta alla proteina Wt prodotta dall’allele normale




B-talassemia (gene f-globina)

3 esoni - maggior parte delle mutazioni nei primi 2
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LA POSIZIONE DELLO STOP CODON INFLUENZA
L'EFFICIENZA DEL NMD
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NMD EFFICIENCY IN MUSCULAR DISTROPHIES
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Transcript No transcript Transcript No transcript Transcript

Protein No protein Non-functional or No protein Pa}lially
unstable protein functional protein
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Kerr et al., Hum Genet (2001)



Triggering NMD versus escaping NMD may cause
distinct neurological phenotypes

SOX10 is a transcription factor essential for the development of cells in the
neural crest and also controls the proliferation and differentiation of Schwann
cells (PNS) and oligodendrocytes (CNS)

SOX10 disease-associated mutations - PTCs - mild or severe neuropathies

Disease severity

Forma mild Forma grave

Inoue et al., Nature Genetics (2004)



Competition assay:
Vettori SOX mutati e Wt
co-transfettati in cellule
eucariotiche insieme a un
vettore luciferasi avente un
promotore SOX-inducibile

Mutanti SOX10 utilizzati nel
competition assay:
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Inoue et al., Nature Genetics (2004)
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IL FENOTIPO MENO GRAVE E DOVUTO A
DOWNREGULATION DA NMD
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Mutant SOX10 proteins interfere with the DNA
binding of wild-type SOX10- EMSA
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Triggering NMD versus escaping NMD may cause
distinct neurological phenotypes
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NMD E FENOTIPO CLINICO

Gene name NMD Effect of mutation/phenotype
efficiency
NMD beneficial
B-globin High Heterozygotes healthy; recessively
inherited p-thalassemia major

Low Dominantly inherited p-thalassemia
intermedia

SOX10 High Haploinsufficiency leads to less severe
neurocristopathy (WS4: Waardenburg
and Hirschsprung diseases)

Low Dominantly inherited complex
neurocristopathy (PCWH:
peripheral demyelinating
neuropathy, central
dysmyelinating leukodystrophy,
Waardenburg syndrome and
Hirschsprung disease)

NMD detrimental
Dystrophin High Severe form of muscular dystrophy
(Duchenne muscular dystrophy)

Low Milder form of muscular dystrophy

(Becker muscular dystrophy)
CFTR (cystic fibrosis) High Severe cystic fibrosis
Low Milder form of cystic fibrosis




CONCLUSIONI (1)

= E coinvolto nella regolazione dell’'espressione genica mediante

eliminazione di mRNA aventi codoni di stop prematuri

= Assicura l'eliminazione di messaggeri contenenti codoni di stop
prematuri modulando il fenotipo clinico mantenendo lo stato

recessivo

» e proteine tronche prodotte per mancato decay manifestano un

effetto di dominanza negativa nei confronti della proteina normale



LA STRADA PER LA DEGRADAZIONE

MRNA contenente codone di stop prematuro (PTC)

1. Riconoscimento codone di stop prematuro

2. “Marcatura” e interazione con effettori proteici

3. Isolamento mMRNA “marcato”
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Degradazione del trascritto aberrante




LA STRADA PER LA DEGRADAZIONE

MRNA contenente codone di stop prematuro (PTC)

1. Riconoscimento codone di stop prematuro




IL COMPLESSO DI GIUNZIONE ESONICA
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| PIONEER ROUND della traduzione
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Il complesso di giunzione esonica si localizza sui mMRNA
citoplasmatici legati a CBP80 (Cap-Binding Protein 80) ma
NON sui mRNA legati a elF4E
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Risultato sperimentale:
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(Lejeune F. et al, EMBO J 2002)



LA STRADA PER LA DEGRADAZIONE

MRNA contenente codone di stop prematuro (PTC)

2. “Marcatura” e interazione con effettori proteici




GLI EJC SONO PIATTAFORME DI LEGAME
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IL FATTORE UPF1 VIENE RECLUTATO
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IL FATTORE UPF1 VIENE RECLUTATO
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UPF1 E REGOLATO DA FOSFORILAZIONE E
DEFOSFORILAZIONE

Il complesso
UPF3:UPF2:UPF1 induce
la fosforilazione di UPF1
da parte di SMG1

UPF1-P viene
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SMG 14-3-3-like fattori coinvolti




LA STRADA PER LA DEGRADAZIONE

MRNA contenente codone di stop prematuro (PTC)

3. Isolamento mMRNA “marcato”
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Degradazione del trascritto aberrante




P-bodies (MRNA-processing bodies)
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LA STRADA PER LA DEGRADAZIONE

MRNA contenente codone di stop prematuro (PTC)

1. Riconoscimento codone di stop prematuro
RUOLO MEDIATO DA EICs

2. “Marcatura” e interazione con effettori proteici
PROTEINE UPF E SMG

3. Isolamento mMRNA “marcato”
LOCALIZZAZIONE NEI| P-BODES
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Degradazione del trascritto aberrante




REGOLAZIONE DELLESPRESSIONE GENICA
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REGOLAZIONE DELLESPRESSIONE GENICA
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CONCLUSIONI (2)

* Rappresenta un meccanismo di controllo splicing- e traduzione-

dipendente che si trova all'interfaccia tra esportazione del

messaggero e traduzione

= E coinvolto nella regolazione dell’espressione genica mediante
eliminazione di mRNA aventi codoni di stop prematuri introdotti da

eventi di splicing alternativo (es. exon skipping/inclusion)



