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...ma prima d1 parlare de1 miRNA
vediamo alcuni cenni di biologia
molecolare:

Gli acidi nucleici
Nucleotid1
DNA ed RNA
Appaiamento delle basi
Direzionalita
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estremita 5'

Il legame fosfodiestere

Le catene di acido nucleico vengono
sintetizzate a partire da nucleotidi
trifosfato ricchi di energia, tramite
una reazione di condensazione che
libera pirofosfato inorganico, mentre si
forma il legame fosfodiestere

Molecole direzionali

Gli acidi nucleici hanno una precisa
direzionalita, cioe una polarita strutturale:

Gli acidi nucleici sono sintetizzati dal ' al 3’
‘la sequenza nucleotidica viene scritta nello
stesso ordine

estremita 3'
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b) Orientamento antiparallelo dei filamenti e
complementarieta delle basi

Estremita 3"OH

Estren'lliti 5P

Polarita 53 OH

Le 2 singole eliche sono
antiparallele, questo
significa che le eliche
corrono in direzioni
opposte avendo
entrambe la stessa
polarita:

5'P 3'0H



Appaiamento
delle basi

HO £<—.§ 2e10d

Pirimidina
Purina
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Flusso dell’informazione genetica - Dogma centrale

Quando la cellula ha ' oo W
bisogno di una | ' . W
particolare proteina, la ST AT ANTNT DNA
sequenza nucleotidica R DNA
. - - A
di un preciso tratto di I~~~ il
DNA, situato sulla PremANA |
infinitamente lunga ! N
molecola di un A

cromosoma, viene
Inizialmente ricopiata
ad RNA che fara da
stampo per dirigere la
sintesi delle proteine

PROTEINA

Dogma centrale della biologia molecolare:

L’informazione genetica fluisce continuamente dal DNA all’RNA alle proteine



I1 controllo dell’espressione dei geni negli eucarioti

weieo | | crrosol [ RNAm inattivo

controllo
della degradazione&
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- ) .
trascrizionale dell’elaborazione del trasporto Traduzionaleo 4 controllo

controllo

del’RNA del’RNA \yost-trascrizionale /. Post-traduzionale
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[’espressione genica puo essere regolata in piu punti del percorso
che conduce dal DNA all’RNA e quindi alle proteine



Stima del numero
di geni presenti
sul genoma
umano:

50 000 geni

-

Proteine




RNA: una molecola per molteplici funzioni

Classici RNA coinvolti nella sintesi proteica:

MRNA RNA messaggero
rRNA RNA ribosomiale
tRNA RNA transfert

RNA coinvolti in duplicazione, compattamento, splicing, maturazione dell’RNA
e sorting delle proteine:

TERC Coinvolto nella duplicazione del DNA
(Telomerase RNA component)

Xist Coinvolto nella formazione del corpo di Barr
(X Inactive-specific transcript)
SNRNA (small nuclear RNA) | Coinvolti nello splicing

SNORNA (small nucleolar RNA) | Coinvolti nella maturazione dell’rRNA

scCRNA (small cytoplasmic RNA) | Coinvolti nel sorting delle proteine



RNA: una molecola per molteplici funzioni

RNA non codificanti coinvolti nel controllo dell’espressione genica:

MiRNA
(micro-RNA)
SIRNA

(Small interfering
RNA)

DIRNA
(PiwiRNA)

rasiRNA

(repeat associated small
interfering RNA)

NCRNA
(longer non-coding RNA)

Regolano negativamente 1’espressione genica

Piccoli RNA sintetizzati chimicamente o di origine
virale (invece I miRNA sono endogeni!)

Hanno la funzione di degradare ’mRNA bersaglio
attraverso un meccanismo definito RNA
Interference (RNAI)

Agiscono solo per complementarieta perfetta: ogni
SiIRNA puo avere un unico mRNA bersaglio
(invece i mMiRNA possono avere piu bersagli!)

Generati da lunghi precursori sSSRNA agiscono grazie
alla proteina piwi (Ago) e sono coinvolte nello sviluppo
delle cellule germinali

Sottofamiglia dei piRNA, ma ancora tutta da scoprire

70-5000 nt: funzione sconosciuta



MicroRNA
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AuRinimne

Cosa sono 1| MicroRNA o mIRNA?

| microRNA sono un gruppo di piccoli RNA non codificanti a
singolo filamento (ss) che sono stati identificati in molti

organismi
Sono formati da 18-22 nucleotidi

Sono originati da un precursore a stem-loop




m Funzione del microRNA

[l loro ruolo fondamentale e quello di

regolare negativamente I’espressione genica
a livello post-trascrizionale

(post-transcriptional gene silencing, PTGS)
-\,\\ ",/

| MIRNA agiscono mediante il riconoscimento di specifici mRNA targets al
fine di determinarne la degradazione o la repressione della traduzione.

«La funzione di molti miRNA non e nota, ma per alcuni e stata provata la
partecipazione a processi fisiologici e patologici:

*Hanno un ruolo in proliferazione, apoptosi e differenziazione cellulare.
*Possono essere deregolati in malattie umane

*Possono essere coinvolti nella tumorigenesi.



Table lIl.  miRNAs conserved across phyla

Name Sequence’ Homologues®
MiR-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGGAG C, D, H
miR-2 UAUCACAGCCAGCUUUGA(G/U)G(U/A)GC? G, 1D

miR-7 UGGAAGACUAGUCAUUUUGUUGU D, H

miR-34 AGCCCAGUCUGGUUAGCUGGUUG C, D, H
miR-60 UAUUAUGCACAUUUUCUAGUUCA C, D, H
miR-79 AUAAAGCUAGGUUACCAAAGCU G, [

miR-84 UGAGGUAGUAUGUAAUAUUGUA C, D, H
miR-87 GUGAGCAAAGUUUCAGG(U/A)GU? C,D,H

Y

5

'RNA sequences are deduced from cDNA sequencing; no RNAs have yet been
sequenced.

°C, C. elegans; D, D. melanogaster, H, H. sapiens.

’Letters in parentheses indicate variations in otherwise identical miRNAs from
different organisms or variant genes within one organism.



Aiiliinnine

Scoperta del miIRNA

Tappe della scoperta dei miIRNA:
Chalfie, 1981,

Ambros, 1989;

Ruvkun, 1991

Lee, 1993

Wightman, 1993

Reinhart, 2000

2001: Dimostrata 1’esistenza di una grande nuova classe di
RNA con un potenziale ruolo regolativo (miRNA)

*SON0 UNa nuova abbondante classe di riboregolatori che
possono regolare 1’espressione genica a livello post-
trascrizionale attraverso 1’appaiamento delle basi nel 3’'UTR
del’mRNA target.



Come si legge un gene

UGA,UAA UAG
' mRNA AUG Segmento trascritto AAUAA !
a >
E 5 . i S | Segmento 3'non | :
i Segmento 5’ non | Sequenza codificante | tradotto dellmRNA : :
 tradotto dell'mRNA i : :
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CAAT TATA
Punto di inizio Codone di inizio della Codone di terminazione Sito di terminazione
Box BoX  della trascrizione sintesi proteica della sintesi proteica della trascrizione
TGA, TAA, TAG

Segnale di taglio
dell'estremita 3' e della
aggiunta della coda di

poli (A)




Il microRNA agisce mediante I’appaiamento
delle basi nel 3’UTR dell’mRNA target

Codone di inizio Codone di fine
della traduzione della traduzione

5°’UTR 3’UTR



AuRininne

['he MIRNA Registry: miRBase

Nel 2003 e stato creato un miRNA database: in base alle
seguenti osservazioni:

1. I miIRNA sono prodotti da un trascritto precursore di 70-
100 nt con un struttura a stem-loop
2. | miIRNA sono altamente conservati tra le specie

3. | mIRNA hanno un pattern caratteristico di divergenza
nell’evoluzione

“) miRBase - Mozilla Firefox
File  Modifica “isualizza  Cronologia

Approccio di
bioinformatica per

predire | MIRNA mf Ty

miRBase

e poil molti sono stati confermati con northern blot e PCR




AuRinimne

Stima del numero di miRNA

La stima della quantita di miRNA nel genoma ¢ vicina all’ 1%

simile a quella di altre grandi famiglie geniche con ruolo
regolatorio, come quelle che codificano per I fattori di trascrizione

Ad oggi sono stati scoperti circa 2000 miRNA



AuRininne

Nomenclatura
ESEMPIO NOMENCALTURA
miR-15 | mMIRNA sono identificati con un numero
miR-16 [l prossimo miRNA senza somiglianza viene chiamato
CoNn I NUMero successivo
MiRNA omologhi in organismi diversi vengono
chiamati con lo stesso nome
miR-16-1¢e Forme mature identiche ma che vengono prodotte da
miR-16-2 loci diversi vengono indicate con lo stesso nome, ma
con un suffisso numerico
miR-18lae Differenze in 1 o 2 basi vengono indicati con un
miR-181b suffisso letterale
miR-142-5p Se un precursore a stem-loop da origine a 2 miRNA,
(sul braccioin 5’) e uno per ogni braccio vengono chiamati con il seguente
miR-142-3p suffisso: 5;%
(sul braccio in 3”) ’
miR-191* La forma meno espressa puo essere indicata con un
asterisco




m Genomica dei miRNA

MIRNA
50% 50%
mIiRNA intragenici SoNno unita
40% 10% trascrizionali
in introni di geni che codificano in introni di Indipendent
per proteine trascritti non con un
codificanti promotore e
Molti cluster dei miRNA sono: Molti miRNA si Segna!' di
-unita trascrizionali singole trovano in trascritti che pO|I-
-0 si_sovra_ppongom con il trascritto ospite, | non c_odificanq B adenilazione
con introni o esoni proteine, classificati
-in alcuni casi dipende dello splicing ncRNAs (long
alternativo del gene ospite noncoding RNA).
-(trascritti policistronici)
-0 si sovrappongono con unita trascrizionali
trascritte sulla strand opposta
| geni ospiti codificano per proteine
coinvolte nello sviluppo embrionale e nel
ciclo cellulare.




Biogenesi del
MIRNA

Azione del
MIRNA
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Biogenesi dei mIRNA -1
e ‘—| |—> ”CORZ “ | mMiIRNA vengono trascritti dalla RNA pol 11

P ‘\4. \| \ B \3 ! &"\(‘
VIO USIORRIN w0
/ '
/

Tanscripin B Dri-miRNA: precursore primario: 100-1000 nt;
gy N ha il 5°-cap, il poly-A e puo avere introni
Maturazione dei miRNA: 3 fasi:
i 1. Cropping: taglio operato da Drosha: una
oo endonucleasi ribonucleasi 11l nucleare
I N capace di tagliare la regione fiancheggiante
| i il pri-miRNA

L _f:,'.f:.;!";ii“d’fj’; Proteine associate a Drosha conferiscono
hasalmmne  specificita (es. DGCRS)

In seguito al cropping grazie all’azione di Drosha si libera il pre-miRNA:
scomposto da 80 nt

ha una struttura a stem-loop
epresenta un 5°P e un 3°’OH

«2-3 nt all’estremita 3°’OH sporgente a singola elica H
S : il Y




Biogenesi dei mIRNA -2

Protein-coding gene I—} MicroRNA g anc
| LSO DO
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'
Transcription of pri-microRNA
Transcription
of mRNA

T Maturazione dei miRNA: 3 fasi:
f 1 H 2. Export: il pre-miRNA viene trasportato nel
; e | citoplasma da Exportin5/RanGTP; si forma
" Processing ot o - - -
R un eterotrimero che passa attraverso i pori
Nq{\ PresmicroRNA — | Ran-GTP nUCIeari
l: Transport of y‘
1 pre-microRNA i ntg™=
'| the cytoplasm
‘\‘ Processing of

pre-microRNA into
small RNA duplexes

Cytoplasm

3. Dicing: taglio di Dicer: una RNAse Il
e citoplasmatica chiamata Dicer che
(nell’uomo) insieme al suo partner TR, nel
citoplasma, processa il pre-miRNA in un
duplex miR di 18-22 nt

mRNA degradation

Sl




Biogenesi dei mIRNA -3

Protein-coding gene q—l MicroRNA g anc
» ‘« bl 1)'
\ 5 ‘ A \

‘MWWM D) QN”M.,

Transcription of pri-microRNA

T;;:;;,-g;n In alcuni casi una delle 2 strand del
‘ duplex viene degradata, mentre
I’altra si accumula come mMIRNA

Pri-microRNA

maturo.

" Processing IQQ‘ ¥ (-

: of pri-microRNAs Nucllcus . . 5 -

e ot | In altri casi funzionano entrambi
\i\\mmam— p— da mir e la strand meno

| xportin - -

E e ___/ rappresentata era indicata con un *.

‘| the cytoplasm

‘\‘ Progcss ng qf . . . .

‘ sall ANA duplees Ora si e visto che entrambi

S possono essere mMiR e con target
: diversi, percio ora sono chiamati
Invece che con I’asterisco:

- 5p e 3p.

RISC-microRNA
- complex

mRNA degradation Translational repression
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oo, G e MIRNA In azione:

into pre-microRNA

RISC e inibizione del gene target

PresmicroRNA —§:
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Exportin 5

ey Dal duplex prodotto da Dicer il miIRNA
R Sl cntra nel complesso effettore proteico, il
S ARl R1SC: complesso di silenziamento indotto
i Sl da RNA o miRgonauta, che media la
degradazione o I’inibizione della traduzione

dell’mRNA del gene target

ery of
RISC~microRNA
-~ complex

Alcuni miIRNA appaiano imperfettamente
con il 3’UTR dell’mRNA taget e inibisocono
l_\V,‘ la traduzione (produzione della proteina)

mRNA degradation Translational repression

Altri miIRNA mostrano una complementarieta

quasi precisa al loro target e portano alla H
degradazmne dell’'mRNA I“.lll“ll“l

Le proteine componenti del RISC non sono state tutte identificate, alcune sono della famiglia
proteica Argonaute (Ago)...




MIRNA In azione

A

Transcription l

RNA Polymerase I Intron

Cleavage
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—_—

pri-miRNA pre-miRNA

mRNA Degradation
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iy, eeee
Exe%?,;tgge‘ Near-perfect Complementation

Exportm 5 & Dicer miRNA/mRNA
- ¢ RISC Complex

Mature
miRNA

Partial Complementation

\
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‘III.IIIIIIIIIIB Proteine Argonaute (AGO):

Famiglia di proteine essenziali nel processo di RNA interference (RNAI).
Sono in grado di formare complessi ribonucleoproteici con 1 SIRNA o 1 mIRNA, che
riconoscono per complementarita sequenze omologhe presenti in MRNA bersaglio

Le proteine AGO:
due domini caratteristici:

1. dominio lega il 3’-OH del
piccolo RNA

2. dominio Piwi riconosce il
terminale 5'-P del piccolo RNA ed
ha attivita endonucleasica

La proteina AGO2 insieme ad altre proteine forma un complesso multiproteico
chiamato RISC (RNA-induced silencing complex) che possiede attivita
endonucleasica ed e capace di degradare in maniera specifica un RNA bersaglio
contenente sequenze complementari alla sequenza guida del sSiRNA o0 miIRNA

Nell’uomo sono stati identificati 8 membri della famiglia AGO. Tuttavia si conosce
bene solo la funzione enzimatica della proteina AGO?2.



AuRinimne

La piu importante caratterizzazione della funzione dei miRNA e I’identificazione
dei mRNA bersaglio

Target

Poiché la complementarieta tra miRNA e mRNA taget non e perfetta molto
probabilmente ciascun miRNA puo regolare un ampio numero di geni
Sono stati sviluppati molti algoritmi per predire i geni bersaglio:

MiRTarBase
Diana-microT
miRanda
MICRORNA.ORG
MIRDB
RNA22-HSA
TARGETMINER
TARGETSCAN-VERT Eamele

PICTAR-VERT

Ma ogni bersaglio predetto deve essere validato in laboratorio!

miRTarBase Home




Target

) miRNA-Target Interaction Search Results - Mozilla Firefox

File  Modfica  Wisualizza Cronologia  Segnalbri Strumenti Aiuko

. mifMA-Target Inkeraction Search Resulks | + |

E - mirbase
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miRTarBase

Home
Validation methods

Strong evidence Less strong evidence
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MIRT000256
MIRT000257
MIRT000258
MIRT000259
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MIRT000263

MIRT000482

Species (miRNA) Species (Target) miRNA

Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens

Homo sapiens

hsa-miR-17-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-17-5p

hsa-miR-17-5p

Target
ZNFX1

CCLY
GPR137B
NABP1
NPAT
YES1
JAK1
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3
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Western blot

Microarray

Sum

# of papers




“) miRNA-Target Interaction Search Results - Mozilla Firefox

File  Modifica Visualizza Cronologia  Segnalbri Strumenti  Aiuko

| . miftkA-Target Interaction Search Results

(' e¥ mirtarbase. mbc. netu. edu. twiphpisearch. phpfo=search_exactise

+

miRTarBase

Home

MIRTO35508
MIRT035910
MIRT035911
MIRT035512
MIRTO3591
MIRTO35514
MIRT035515
MIRTO35516
MIRT035917
MIRTO35518
MIRTO35518
MIRTO35520
MIRT035521
MIRT035%
MIRT0355¢
MIRTO35524
MIRT035525
MIRTO35526
MIRT035577

o

Species (miRNA)
Heme sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Heme sapiens
Heme sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens

Homo sapiens

Species (Target)
Hoeme sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Hoeme sapiens
Hoeme sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens
Homao sapiens

Homao sapiens

miRNA

hsa-miR-1180-3p
hsa-miR-1180-3p
hs3-miR-1180-3p
hs3-miR-1180-3p
hs3-miR-1180-3p
hsz-miR-1180-3p
hsz-miR-1180-3p
hsz3-miR-1180-3p
hsz3-miR-1180-3p
hsa-miR-1180-3p
hsa-miR-1180-3p
hsa-miR-1180-3p
hsa-miR-1180-3p
hsa-miR-1180-3p
hs3-miR-1180-3p
hs3-miR-1180-3p
hsz-miR-1180-3p
hsz3-miR-1180-3p

hsz3-miR-1180-3p

Page 1 of 2

Validation methods

Strong evidence

Wastarn blot

Target
FAMZOOB

SYNRG
KL
FUTT
TRAR
RFWDZ
5TIF
C1eorfa2
THOCZ
BAZZA
HP54
GHB2L1
FEMD1
BAMEBI
HISTTHZEK
TBX1

EZR

Less strong evidence

Microarray




MIRNA: funzioni negli stati di normalita

Poicheé si scoprono miRNA nuovi tutti i giorni e evidente che questi piccoli
geni potrebbero essere coinvolti nella normale omeostasi cellulare

| MIRNA partecipano a processi biologici essenziali:
eproliferazione cellulare

«destino della linea B ematopoietica

epattern del cervello

secrezione di insulina dalle cellule del pancreas
sviluppo degli adipociti

*meccanismi biologici coinvolti nell'embriogenesi

*Ma anche nello sviluppo di diverse patologie...

Sl




MIRNA: funzioni negli stati di malattia

Poiche i miRNA partecipano a molte normali funzioni ci si e chiesto se
anormalita nei miRNA potessero avere importanza in alcune malattie.

Infatti 1 mMiIRNA sono stati visti coinvolti in molte malattie

| MIRNA possono agire sia

oncogeni

oncosoppressori

Sono stati dimostrati meccanismi di inattivazione o attivazione di

determinati miRNA.
‘III.IIIIIIIIII‘




MIRNA: funzioni negli stati di malattia

L’eftfetto finale della disregolazione di miRNA:

MIRNA MRNA taget '

A
' MIRNA MRNA taget

Nel caso di inattivazione di un miRNA si avra la sovraespressione dell’mRNA
bersaglio mentre 1’attivazione di un miRNA portera alla down-regolazione
dell’mRNA target che potrebbe essere coinvolto in:

Apoptosi

ciclo cellulare
Invasione
angiogenesi

Quindi la disregolazione dell’espressione de1 miRNA intracellulari ¢ stata

associata a molte condizioni patologiche.
‘III‘IIIIIIIIIIE




Interazioni MIRNA-mRNA con importanza per il cancro

MIRNA Azione nel cancro Referenza
famiglia miRNA | Regola gli oncogeni RAS: Johnson 2005
let-7 Let-7 ha una bassa espressione nei tumori

del polmone rispetto al polmone normale e
la proteina RAS ha una variazione inversa

Cluster mir-17-92 | L’aumento di espressione insieme a c-myc, | He 2005
accelera lo sviluppo tumorale in un
modello di linfoma delle cellule B del topo

Cluster mir-17-92: | Regolano negativamente il fattore di| O’Donnel 2005

miR-17-5p trascrizione E2F1, un gene che funziona
miR-20a come un soppressore del tumore
mir-189 Coinvolto nella sindrome di Tourette (TS), | Abelson 2006

una patologia neurologica: il mir-189
potrebbe influenzare 1’espressione del gene

SLITRK1
Mir-221 Sono overespressi nel tumore della tiroide | He 2005
Mir-222 e interagiscono con I’oncogene c-KIT

Mir-146



Non solo MicroRNA cellulari.....

Cytoplasm

miRNA gene Primary miRNA

Dicer
Precursor miRh
P
Mature miRNA

- _RISC

G°°" Target mRNA

S S
o b -
GPPY hegradation of Target mRNA MUaq

... ma anche.....



MIRNA circolanti

| miRNa possono essere trasportati al di fuori delle
cellule e forse possono essere usati come Indici
diagnostici extracellulari per la diagnosi e la terapia di

alcune patologie.

| miIRNA circolanti nei fluidi biologici, mIRNA extracellulari, rappresentano una
nuova forma di comunicazione intercellulare attraverso

Il trasferimento di informazioni genetiche

e

da una cellula donatrice a una cellula accettrice



MIRNA circolanti

Quando sono stati individuati dei mIRNA extracellulari come biomarkers di
patologie e divenuto evidente che i miIRNA possono essere esportati dalle
cellule e si trovano in molti fluidi biologici come:

« Plasma ;

e Siero : Ve —=

e Saliva e ) Y

e Urine — % -

e Lacrime - .‘ —
«  Latte materno D RS

I miIRNA extracellulari sono inaspettatamente stabili e devono essere protetti
dalla degradazione, poiché ’'RNA nudo e prontamente bersagliato dalle
esonucleasi che sono abbondantemente presenti in  molti fluidi
extracelluari. Quindi I mIRNA sono impacchettati grazie a 5 diversi
meccanismi:

Esosomi

micro-vescicole o micro-vescicole di distaccamento (SMVSs)

corpi apoptotici

proteine che legano I’RNA H
HDL III.IIIIIIIIII .

SNl g o [ =




Donor cell

pri-miRNA

pre-miRNA

muRNA/miRNA
duplex

O

.. .' 4 RBP exosomes .
Ui cytoplasm
Recipient cell e
Kinet, 2013
~RNA Mmaturo puo essere esportato tuori aalla ce a e trasportato da
~RNA € s gdoVve Possono




mlmmnne  Carrier dei MiRNA circolanti

1. ESOSOMI.
Micro-vescicole extracellulari piccole (40-120 nm) che si originano da

corpi multi-vescicolari (MVBs) e sono rilasciate tramite esocitosi di questi MVBs.
Prodotti da molti tipi di cellule:
«  Epiteliali

«  Ematopoletiche
 Endoteliali

e  Tumorali

Gli esosomi sono stati identificati in molti fluidi circolanti:

e Plasma

e Urine

" Latte exosomes
« Saliva

e  Sperma

L’interesse nella biologia degli esosomi e aumentata in seguito alla dimostrazione
che essi possono servire da carrier dei miIRNA

Processi di selezione devono avere luogo per caricare i miRNA negli esosomi:
probabilmente esistono meccanismi cellulari che attivamente concentrano
specifiche specie di mIRNA negli esosomi




Carrier dei MiIRNA circolanti

2. MICRO-VESCICOLE
O MICRO-VESCICOLE DI DISTACCAMENTO (SMVS):

sono un’altra forma di vescicole piccole e definite che si distaccano dalla
membrana plasmatica di una grande varieta di cellule

Dimensioni: 0.1-1 um: sono piu grandi degli esosomi e il loro meccanismo di
produzione e diverso

Mentre gli esosomi sono prodotti da una fusione esocitotica di MVBs, le micro-
vescicole sono prodotte da una germogliazione di vescicole dalla membrana
plasmatica

microvesicles

La presenza di miRNA nelle micro-vescicole e descritta dal 2008.

Sl




Carrier dei MIRNA circolanti
3. CORPI APOPTQOTICI o vescichette apoptotiche

Le cellule apoptotiche o che stanno morendo rilasciano vescicole di membrana
nell’ambiente extracellulare.

Sono grandi particelle (1-5 um) con forma eterogenea.

apoptotic bodies

Per esempio e stato dimostrato che nell’Aterosclerosi: le cellule endoteliali
producono corpi apoptotici ricchi di mir-126. Questo porta le cellule accettrici a
produrre una chemochina che limita I’aterosclerosi e conferisce stabilita alle

placche
‘III.IIIIIIIIII‘




Carrier dei MiIRNA circolanti

4. PROTEINE CHE LEGANO I’RNA

una significativa frazione di miRNA extracellulari e associata a proteine che

legano I’RNA e che li proteggono dalla degradazione:
Es:

NPMZ1: nucleofosmina

Proteine della famiglia delle Argonaute:
Ago2, 1, 3, 4 (ma alcuni studi sono in disaccordo)

5. HDL

I mMIRNA extracellulari possono essere trasportati anche dalle HDL. Mentre le
vescicole di trasporto sono composte da un doppio strato fosfolipidico, le
lipoproteine hanno un singolo strato di lipidi.

M

Sl




MIRNA circolanti nella comunicazione cellula-cellula

Il trasferimento di informazioni genetiche

fad s o

N

da una cellula donatrice a una cellula accettrice

Questa forma di trasferimento tra cellule e di rilevanza funzionale esercitando
silenziamento genico nelle cellule riceventi

Questa puo spiegare come un miRNA possa influenzare
un tipo cellulare o un tessuto in cui

: . esso non viene prodotto
come cellule adiacenti

all’interno di un organo

possano comunicare Questa forma di comunicazione e coinvolta:
nella regolazione dell’immunita (Mittelbrunn, 2011)
nella migrazione cellulare (Zhang, 2010)
nello sviluppo dei tumori (Yang, 2011)



MIRNA circolanti come marcatori diagnostici

Sulla base della scoperta che i microRNA circolano nel sangue, e stata fatta
I'ipotesi che essi abbiano, un ruolo di biomarcatori associati allo sviluppo di
patologie

miRNAs nei fluidi del corpo umano sono
marcatori diagnostici tumorali
non invasivi

Molti tipi di miIRNA circolanti sono stati riportati in molti tipi di cancro.
In alcuni casi, miIRNA circolanti in siero, saliva ed urina sono buoni candidati
per un futuro utilizzo

Tuttavia alcuni tipi di cancro non possono essere diagnosticati conoscendo |
biomarcatori sierici.




MIRNA circolanti come marcatori diagnostici

Glioblastoma miR-21 D
Oral cancer miR-200a, miR-125a <

Tongue cancer miR-184a

miR-25, miR-223

Lung cancer miR-21, miR-17-3p, miR-155

Breast cancer miR-195
Liver cancer miR-500
Colorectral cancer miR-17-3p, miR-92

Ovarian cancer  miR-141, miR-200 AML:

:
2
.'H

Prostate cancer miR-141 acute myeloid

leukemia
Bladder cancer miR-126, miR-182 ¢

AML miR-98
DLBCL: diffuse

DLBCL miR-21 large B-cell

I h
Kosaka, 2010 LRI

Qui sono riassunte ricerche recenti che mostrano 1’esistenza di  miRNA circolanti
nel fluidi di pazienti con il cancro




MIRNA circolanti come marcatori diagnostici - 1

Type of cancer Biomarker candidate Reference
Diffuse large B-cell lymphoma Expression levels of miR-155, miR-210 and miR-21 were higher in DLBCL patient than control sera Lawriw, 2008
DLBCL

( ) High miR-21 expression was associated with relapse-free survival

Prostate cancer Serum levels of miR-141 can distinguish patients with prostate cancer from healthy controls Mitchell, 2008

Ovarian cancer The levels of the 8 specific mMIRNAs were similar between cellular and exosomal miRNAs. Exosomal Taylor, 2008

miRNA from ovarian cancer patients exhibited similar profiles, which were significantly distinct from
profiles observed in benign disease

miR-21, -92, -93, -126 and -29a were significantly overexpressed in the serum from cancer patients
compared to controls

Resnick, 2009

Non small cell lung cancer Eleven serum miRNAs were found to be altered more than 5-fold between longer-survival and shorter- Hu, 2010
survival groups, and levels of four miRNAs were significantly associated with overall survival
Acute myeloid leukemia (AML) miR-92a decreased in the plasmas of acute leukemia patients Tanaka 2009

Acute lymphoblastic leukemia (ALL)

Breast cancer

Increased miR-195 levels in patients were reflected in tumors, and circulating levels of miR-195 and let-7a
decreased in cancer patients postoperatively, to levels comparable with control subjects

Heneghan, 2010

miR-155 was differentially expressed in the serum of women with hormone-sensitive compared to women
with hormone-insensitive breast cancer

Zhu, 2009

Gastric cancer

The plasma concentrations of miR-17-5p, miR-21, miR-106a, and miR-106b were significantly higher in
patients than controls, whereas let-7a was lower in patients

Tsujiura, 2010

Pancreatic cancer Circulating miR-210 levels are elevated in pancreatic cancer patients Ho, 2010

Pancreatic ductal adenocarcinoma The combined analyses of four miRNAs (miR-21, miR-210, miR-155, and miR-196a) in plasma can Wang, 2009
discriminate patients from normal healthy individuals

Squamous cell carcinoma (SCC) of Plasma miR-184 levels were significantly higher in tongue SCC patients in comparison with normal Wong, 2008

tongue individuals, and the levels were significantly reduced after surgical removal of the primary tumors

Colorectal cancer Both miR-17-3p and miR-92 were significantly elevated in the patients, and the plasma levels of these Ng, 2009
miRNAs were reduced after surgery

Hepatocellular carcinoma (HCC) An increased amount of miR-500 was found in the sera of the HCC patients, and its levels in sera returned Yamamoto,
to normal after the surgical treatment 2009

Kosaka, 2010




MIRNA circolanti come marcatori diagnostici - 2

Patologia Biomarker candidato Ref.
Diffuse large B-cell | I livelli di espressione nel siero di miR-155, Lawriw,
lymphoma miR-210 and miR-21 sono piu alti nei pazienti | 2008
(DLBCL) rispetto ai controlli
[’elevata espressione di miR-21 é associata
con la sopravvivvenza priva di ricidive
Prostate cancer | livelli sierici di miR-141 possono distinguere | Mitchell,
| pazienti con il cancro alla prostata dai 2008
controlli sani
Ovarian cancer miR-21, -92, -93, -126 and -29a sono Resnick,
sovraespressi nel siero delle pazienti rispetto | 2009

ail controlli




MIRNA circolanti come marcatori diagnostici - 3

Patologia Biomarker candidato Ref.
Non small cell 11 miRNA sierici sono stati trovati alterati di Hu, 2010
lung cancer oltre 5 volte tra il gruppo dei longer-survival
rispetto a quello dei shorter-survival, e 1 livelli
di 4 miRNA sono associati con la
sopravvivenza globale
Acute myeloid miR-92a decresce nel plasma dei pazienti Tanaka
leukemia (AML) | affetti da leucemia cronica 2009
e Acute
lymphoblastic
leukemia (ALL)
Breast cancer Nel tumore si ¢ visto I’aumento dei livelli di Henegha,
miR-195 e i livelli dello stasso mir e di let-7a | 2010
nel sangue diminuisce nelle pazienti dopo
I’operazione fino a livelli simili ai controlli sani
Il miR-155 e differenzialmente espresso nel Zhu,
siero di donne con cancro al seno ormone- 2009

responsivo rispetto a quelle ormone-non-resp




MIRNA circolanti come marcatori diagnostici - 4

Patologia Biomarker candidato Ref.
Gastric cancer Le concentrazioni plasmatiche di miR-17-5p, | Tsujiura,
miR-21, miR-106a e miR-106b sono 2010
significativamente piu elevate nei pazienti
rispetto ai controlli, mentre let-7a e piu basso
nei pazienti
Pancreatic cancer | livelli di miR-210 circolante sono elevati nei | Ho, 2010
pazienti
Pancreatic ductal L’analisi combinata di 4 miRNA (miR-21, Wang,
adenocarcinoma miR-210, miR-155 e miR-196a) nel plasma | 2009
puo discriminare i pazienti dai controlli sani
Squamous cell | livelli plasmatici di miR-184: Wong,
carcinoma (SCC) of | -sono significativamente elevati nella lingua | 2008

tongue

dei pazienti SCC rispetto ai normali e
-sono significativamente ridotti dopo la
rimozione chirurgica del tumore primario




MIRNA circolanti come marcatori diagnostici - 5

Patologia Biomarker candidato Ref.

Colorectal cancer Sia Il miR-17-3p che il miR-92 sono Ng, 2009
significativamente elevati nei pazienti e i
livelli plasmatici di questi 2 mir sono ridotti
dopo ’intervento chirurgico

Hepatocellular Un aumento della quantita di miR-500 e Yamamoto,
carcinoma (HCC) | stata trovata in sieri di pazienti HCC e il 2009

suo livello nel siero ritorna normale dopo
trattamento chirurgico




MIRNA che hanno come target geni coinvolti nella

riparazione del DNA

MiRNA 3’UTR del gene target
miR-421 AT M : enzima coinvolto nel mantenimento dell’integrita genomica
miR-100 ATM
miR-101 ATM, DNA-PK: fattore essenziale per la riparazione del DNA
miR-18a ATM
C_LMiR-138 H2AX: istone >
miR-210 RADS52: ricombinasi coinvolta nella riaprazione del DNA
miR-3248 Dicer
miR-185 ATR
miR-16 WIp1: fosfatasi oncogenica
MIiR-25, miR-32 | MDM2: principale inibitore di p53
miR-18b MDM2
miR-661 MDM2
miR-96 REV1

Referenza
Hu et al., 2010

Ng et al., 2010
Yan et al., 2010
Wu et al. 2013
Wang et al., 2011
Croshy et al., 2009

Chang et al., 2012
Wang et al., 2013

Zhang et al., 2010
Suhetal., 2012

Dar et al., 2013
Hoffman et al., 2013
Wang et al., 2012



Cromatina

Il complesso tra DNA eucariotico e proteine si chiama

oA wp e

cromatina.

Le proteine principali della cromatina sono gli
Istoni

Alta % di aminoacidi basici,
Lys e Arg: facilitano il legame
alla molecola di DNA carica
hegativamente

Legami tra DNA e istoni:
idrogeno, ionico, forze di
Van der Waals.




Cromatina

— ] —

Nucleosoma: L'unita strutturale
base della cromatina:

2 X H2A

2 X HZ2B

2 X H3

2 X H4

Su questo ottamero di proteine
istoniche si avvolgono 146 pb di
DNA (1,75 volte)

Cromatosoma: Nucleosoma + una
molecola di istone H1 che tiene
bloccati in posizione due giri
completi di DNA (166 pb) sul
nucleosoma



| mIRNA e I loro target

Mol Cancer Res; %8); 1100-11. ©2011 I.If' R. Molecular Non Sl Sa ancora
DNA Damage and Cellular Stress Responses mﬁ::ﬁ: come i MiRNAS

MicroRNA-138 Modulates DNA Damage Response by ﬁ_]OdU“ﬂO la
Repressing Histone H2AX Expression rlsposta al danno

Yemin Wang'*, Jen-Wei Huang'“~%, Ming Li", Webster K. Cavenee’, Patrick S. Mitchell’*, del D NA
Xiaofeng Zhou®, Muneesh Tewari®®3, Frank B. Fumari’, and Toshiyasu Taniguchi' 3

Abstract
Precise regulation of DINA damage response is crudal for cellular survival after DNA damage, and its abrogation
often results in genomic inswability in cancer. Phosphorylated histone H2AX (YH2AX) forms nudear fod ar sives
of DNA damage and facilitares DINA damage response and repair. MicroRNAs (miBMNA) are shon, nonprotein-

L’1stone fosforilato H2AX
forma dei foci nucleari nei
punti in cui il DNA e
danneggiato e facilita la
riparazione del DNA

|— 11—

In questo studio, hanno sviluppato un test di
screening basato sulle cellule e che utilizza la
formazione di foci di H2AX indotta da radiazioni
lonizzanti in una linea cellulare di osteosarcoma
(Wang, 2011)




| mIRNA e I loro target

Attraverso lo screening di una
libreria di miRNA umani, hanno
identificato molti miRNA che

inibiscono la formazione dei foci di
H2AX.

Frors s s L s stk HIAK

4

Trlomey Anepiiananabah
irdd i guartiabon

Tra questi, Il miIR-138 ha come
suo target il 3’UTR di H2AX,
riducendo 1’espressione
dell’istone H2AX e inducendo
instabilita cromosomica dopo

Il danno al DNA.

(Wang, 2011)



| mIRNA e I loro target
H2AX Riparazione DNA

Mir-138 H2AX

l l Trattamento
I Mir-138 H2AX Riparazione DNA ok

cisplatino

La sovraespressione di miR-138 inibisce la ricombinazione omologa
ed aumenta la sensibilita cellulare ad agenti multipli di
danneggiamento cellulare (cisplatino, camptotecin, and IR).

La reintroduzione dell’istone H2AX in cellule che sovraesprimono il
miR-138 attenua la sensibilizzazione mediata da miR-138 ai farmaci.

Questo studio suggerisce che il miR-138 sia un importante regolatore della
stabilita genomica e che sia un potenziale agente terapeutico per aumentare
I’efficacia di radioterapia e chemioterapia con agenti che danneggiano il DNA.

(Wang, 2011)



| mMIRNA circolanti come potenziali biomarkers
dell’esercizio fisico

International Journal of
Molecular

Review
Circulating MicroRNAs as Potential Biomarkers of
Exercise Response

1

Department of
Odbojarov 10, Bratisla
Department of Trac

September 2016; Publishe tober 2016

Abstract: Systematic physical activity increases physical fitness and exercise capacity that lead to the
improvement of health status and athletic performance. Considerable effort is devoted to iden

new biomarkers capable of evaluating exercise performance capacity and progress in training,

detection of overtraining ing health-related adaptation changes. Recent advances

in OMICS technologies have opened new opportunities in the detection of genetic, epigenetic and

transcriptomic biomarkers. Very promising are mainly small non-coding microRNAs (miRNAs).

miRNAs post-transcriptionally regulate gene expression by binding to mRNA and causing its

degradation or inhibiting translation. A growing body of evidence suggests that miRNAs affect

ial role not only in cell differentiation, proliferation and apoptosis,

composition and maintaining proce of homeostasis. A number

ges in distribution profiles of circulating miRNAs (c-miRNAs) associated

with various diseases and disorders as well as in samples taken under physiological conditions such

cal exercise. This overview aims to summarize the current knowledge related to

Keywords: circulating microRNA; biomarker; physical exercise; skeletal muscle
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I miRNA circolanti come potenziali biomarkers dell’esercizio fisico

| mMIRNA sono implicati in numerose funzioni fisiologiche tra cui:

risposta allo stress, metabolismo mitocondirale, infiammazione, ipertrofia
muscolare

Per questo gli sports scientists hanno iniziato ad interessarsi alla regolazione dei
mMIRNA nella fisiologia dell’esercizio fisico.

La caratterizzazione del pattern di espressione dei miRNA nell’esercizio fisico puo
essere applicata a:

= o - a g J
been subjects of intensive research either as drug targets or diagnostic markers. Some of them have

already achieved an application in clinics. MRX34 (Mirna Therapeutics Inc., Austin, TX, USA),
miRNA-34 tumor suppressor entered clinical testing in 2013 and it is now in open-label phase 1
clinical trial in liver cancer patients [23]. The first human miRNA-based therapeutic, Miravirsen

=\
- I t I t (Santaris Pharma-Roche Innovation Center Copenhagen, Copenhagen, Denmark), inhibitor of
valutare la capacita Sonors s e bocvton Contr Copmingn, Copnge Do, i o
di performace fisiche

treatment [24]. In the area of cancer clinical diagnostics several tests using miRNAs as biomarkers are

metastatic cancers [25,26]. miRNAs’ diagnostic 3 2
CA, USA) allows to identify the origin of metastatic cancer with further classification of 25 particular

-ricerca di doping o typen 7]

. i . An interesting feature of miRNA activity is that while miRNAs are often moderate regulators
(m I R N A C I r‘CO I an t I) under homeostatic conditions, their function becomes more amplified in response to injury or excessive
stress [28]. miRNAs have been identified as intracellular modulators of mitochondrial metabolism,
inflammation, muscle recovery and hypertrophy. These findings attracted the attention of sports
scientists and started the research on miRNAs regulation in exercise physiology [29]. The identification
of miRNAs expression pattern characterizing physical exercise could be applied for monitoring of
physical fatigue and recovery and even to evaluate physical performance capacity [30]. Moreover,
as circulating miRNAs (c-miRNAs) are of tissue or cellular origin, some studies investigated miRNAs
as potential markers of doping manipulations. Recently, a panel of distinct plasma miRNAs for the
detection of autologous blood transfusion doping has been successfully specified and is currently
considered to be used as auxiliary parameters in World Anti-Doping Agency (WADA) Athlete
Biological Passport concept [31].
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Int, J. Mol. 5q. 2016, 17, 1553

Table 1. Circulating microRNAs (c-miRNA) plasma or serum profiles altered by various types of exercise in overviewed studies.

Study/Ref. Exercise Type Source Detection

Altered Circulating miRNAs

Time Points

Acute cycle ergometry test before
sustained training

Baggish etal 2011/[90]  Sustained rowing training 90 days plasma qPCR

Acute cycle ergometry test after
sustained training

+ miR-21, -146a, -221, -222

Immediately after
(decreased after 1 h)

1+ miR-20a, 21, -146a, -221, -222

At rest after sustained training

1 miR-146a, -222

Immediately after

Single symptom-limited
spiroergometry test
Cycling 4 h at 70% of
anaerobic threshold

Uhlemann et al.
2014/[101]

Marathon run

Eccentric resistance exercise

+miR-126

5 min. after finishing

+miR-126

Immediately after

+ miR-126, -133

Immediately after

+miR-133

Immediately after

Acute—cycle ergometry 60 min.

at 70% VOza.
Aoietal 2013/[99] - qPCR
Systematic—cycling at 70% VO5p,,

3 % 30 min. per week for 4 weeks

L miR-486

Immediately after

1 miR-486

At rest after training

Baggish et al. 2014,/[91] Marathon run qPCR

+ miR-1,-126, -133a, -134,-146a,
-208a, -499-5p

Immediately after
(decreased after 24 h)

Mooren et al. 2014/[92] Marathon run qPCR

1 miR-1, -133a, -206, -208b, -499

Immediately after

Gomes et al. 2014/[93] Marathon run qPCR

+ miR-1, -133a, -206

Immediately after

qPCR
panel of 106
inflammatory
miRNAs

De Gonzalo-Calvo et al.

2015/ [94] Marathon run

1 let-7d-3p, let-7£-2-3p

+ miR-29a-3p, -34a-5p, -125b-5p
+ miR-132-3p, -143-3p,

+ miR-148a-3p, -223-3p, -223-5p
+ miR-424-3p, -424-5p

Immediately after
(decreased after 24 h)

Clauss et al. 2016,/[95] Marathon run qPCR

1+ miR-1, -30a, -133a

Immediately after
(decreased after 24 h)

| miR-26a,-20b

Immediately after




Facendo una ricerca su Pub-Med si trovano quasi 9000
articoli nel 2016 sui miRNA...

Conclusioni: hot topic!!!

| mIRNA sono una rivoluzione nella comprensione della
biologia cellulare...
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