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Figura 124  Sintesi del'mRNA. (a) L'mRNA sintetizzato nella direzione 5'-3' sul filamento stampo della molecola di DNA.
La trascrizione inizia sul DNA a valle della sequenza del promotore a cui la RNA polimerasi si attacca. Le sequenze di termina-
zione che si trovano a valle della regione che codifica per le proteine, segnalano alla RNA polimerasi di terminare la trascrizio-

ne e di staccarsi dal DNA. (b) Di solito solo uno dei due filamenti & trascritto per un dato gene, ma il filamento opposto pud esse-
re trascritto per un altro gene. Ciascun trascritto inizia dal suo promotore.



Trascrizione del DNA

La reazione di allungamento della catena
catalizzata da una RNA polimerasi
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Trascrizione del DNA nei procarioti

Segnali di inizio e di stop per la sintesi di RNA da parte
una RNA polimerasibatterica
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L’RNA MESSAGGERO DEI PROCARIOTI
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LA TRASCRIZIONE NEI PROCARIOTI
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Figura 12-11 Nei batteri la trascrizione e la traduzione sono contemporanee. (a) Micrografia elettronica di due filamenti di
DNA di E. coli, uno inattivo e I'altro in fase di attiva trascrizione. La sintesi proteica comincia prima che sia completata la tra-

scrizione, non appena i ribosomi si attaccano all’'RNA messaggero per formare un poliribosoma. (b) Rappresentazione schemati-
ca del processo di trascrizione accoppiato alla traduzione. (Per gent. conc. della dott.ssa Barbara Hamkalo, University of

California, Irvine)



Trascrizione del DNA negli eucarioti

mEMNA
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Promotore eucariotico. Il promotore del gene della timidina chinasi di
herpes simplex virus (HSV) contiene 3 sequenze a monte del TATA box che
sono necessari per una efficiente trascrizione: 1 CCAAT box and 2 GC boxe
(sequenze consenso GGGCGG).
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L°’RNA MESSAGGERO DEGLI EUCARIOTT: 1l trascritto primario di RNA
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L’RNA MESSAGGERO DEGLI EUCARIOTI

7-metilguanosina  estremita 5’ del’RNAm

| , 1 r |
HO OH

Le reazioni che formano il cappuccio al 5’
di ciascuna molecola di RNA sintetizzata
dalla RNA polimerasi.

Si pensa che almeno una parte degli enzimi
necessari per questo processo siano legati alla
polimerasi II, poiché i trascritti della
polimerasi I e III non hanno cappuccio, ¢ le
reazioni indicate avvengono quasi
immediatamente dopo I’inizio di ciascuna
catena di RNA.

ponte
trifosfato

5°-5

Il cappuccio finale contiene un nuovo legame 5°-5’ fra il residuocarico
positivamente di 7-metil G e ’estremita 5’ del trascritto diRNA



L’RNA MESSAGGERO DEGLI EUCARIOTI:

Il meccanism IPRNA
sequenza sequenza sequenza
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L’RNA MESSAGGERO DEGLI EUCARIOTT: Il meccanismo dello splicing dell’RNA

sito di splicing 5 shnRNPU1  snRNP U2 sito di splicing 3’

e sequenza :
sequenza esonica 5 intronica ><\ i sequenza esonica 3’
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LO SPLICEOSOMA

Spliceosoma RNA




L’RNA MESSAGGERO DEI PROCARIOTI ED EUCARIOTI
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L’RNA MESSAGGERO DEGLI EUCARIOTI

Trasporto di molecole di RNAm attraverso i pori nucleari
Immagine al M. E.
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Il trasferimento dell’informazione dal DNA alle proteine
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Il trasferimento dell’informazione dal DNA alle proteine

Pha Sar Tyr Cys u

Phe Sar Tyr Cys c

Lo Sar STOP STOP A

Lo Sar STOP Trp G

Leu Pro His Arg U

Lo Pro His Arg C

C Leu Pro Gin Arg A,

Len Pro Gin Arg G

[l Thr Asn oer U

[z} Thr Agn Sor C

A (13 Thr Lys Arg A
Mat Thr Lys Arg G

Vel Ala Asp Qly U

Val Ala Asp Gly C

G Vel Ala Glu Gly A,
Val Ala Glu Gly G

IL CODICE GENETICO E°DEGENERATO
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LA TRADUZIONE DELL’RNAm
I ribosomi

subunita piccola subunita grande ribosoma



I RIBOSOMI

RIBOSOMA PROCARIOTICO RIBOSOMA EUCARIOTICO
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6li RNA ribosomali (RNAr) sono trascritti da serie disposte in tandem di geni identici
Quantita adeguate di RNAr possono essere prodotte soltanto perché la cellula contiene copie
multiple dei geni degli RNAr che codificano per gli RNA ribosomali. Negli eucarioti le copie
multiple dei geni degli RNAr fedelmente conservati presenti su di un dato cromosoma sono
poste in serie disposte in tandem, in cui ciascun gene (lungo da 8000 a 13000 coppie di basi, a
seconda dell'organismo) € separata dal successivo da una regione non trascritta nota come DNA
spaziatore, che puo variare di molto in lunghezza e in sequenza.
. Trascrizione dei geni degli RNAr
~ disposti in tandem, visualizzata al

M.E.

Basso ingrandimento

Alto ingrandimento




Trascrizione degli RNA ribosomali

I geni degli RNAr sono trascritti dalla RNA polimerasi I e ciascun gene
produce lo stesso trascritto primario di RNA (RNAr 45S).

Precursore RNAr 455
5’ 3
ppp - e B s
. 13,000 hucleotidi |

Regioni degradate di sequenza

185 rRNA 5.85 rANA 285 rRNA

|| Bl s

5" 3 5'3 B 3"
i,

" g

= 71 sintetizzato altrove

Y
Incorporato nella subunita Incorporato nella subunita
ribosomale piccola ribosomale grande

I geni degli RNAr 55 sono lunghi soltanto 120 coppie di nucleotidi e come altri geni che
codificano piccoli RNA stabili (i pit notevoli dei quali sono gli RNA transfer) sono trascritti
dallRNA polimerasi IIT,



IL NUCLEOLO E' UNA MACCHINA CHE PRODUCE I RIBOSOMI

10 cromosomi interfasici espansi che forniscono al nucleolo le anse di DNA che
producono RNAr

Le anse di cromatina contenenti i geni per gli RNAr
provengono da 10 cromosomi separati

nucleolo isolato
con anse
cromosomiche
rotte

—

ROTTURA
MECCANICA

nucleolo
Involucro nucleare



ASSEMBLAGGIO DEI RIBOSOMI

NUCLEO F ORIV PNAT
\ NUCLEOLO

proteine

ribosomali
e, 18S .= .
|'((_;—-~_[‘::?_,r@ :@, _‘_-'Q? T
“particelle”
_pre rlbosomah

- ==
i

28S
CITOPLASMA oy 18 @\ 5,85
Qs

- fi 5q
subunita 40S subunita 608

Le proteine ribosomali vengono portate dal citoplasma al nucleo ed iniziano ad assemblarsi sul pre RNAr.
Dopo il taglio del pre RNAr vengono aggiunte altre proteine ribosomali e 'IRNAr 5S (che nel nucleo viene
sintetizzato altrove) a formare le particelle pre ribosomali. Gli step finali della maturazione sono completati
nel citoplasma dove le particelle pre ribosomali diventano subunita ribosomali mature 40S e 60S.



LA TRADUZIONE DELL’RNAm

L’RNA transfer

’aminoacido si .
attacca qui — o estremita 3’

estremita 5’

nucleotidi

ansa 2 modificati

dell’anticodone

anticodon

LASTRUTTURAATRIFIGLIO

I’aminoacido
s1 attacca qui

anticodon

RNA transfer (RNAt)



{A) (B}
LA TRADUZIONE DELI’RNAm: PRNAt

La struttura del legame aminoacil-RNAt

L’estremita COOH dell’aminoacido forma un legame estere

con 1l ribosio. Poich¢ 1I’idrolisi di questo legame ¢ associata a

una variazione di energia libera molto alta, si dice che un ————

aminoacido legato in questo modo ¢ attivato. o 0O
R legame

aminoacido | estere
(triptofano) NH,

aminoacido
(triptofano) 1 e

RNAt
SpeCIﬁCO TR
20 ADATTATOF

aminoacil-RNAt

sintetasi specifica
1° ADATTATORE

unione del Trp il Trp si lega

all’RNAt al codon UGG =

Il codice genetico é tradotto per mezzo di due “adattatori” sequenziali



I tre siti principali che legano RNA su di unribosoma

Subunita ribosomale
grande peptidil
RNAt

RNAt

Subunita ribosomale
piccola

sito di legame del’RNAm

5 F

RNAmM

SITO P SITOA

NP
molecola di RNAt
1n arrivo

Modello di ribosoma funzionante

proteina
nascente

aminoacil



La fase di inizio TRADUZIONE DELL’RNAmM

RNAt iniziatore
Mat
L RICONOSCIMENTO DEL

subunita ribosomale SITO DI INIZIO DA PARTE SI LEGA LA

piccola con attaccati DELL’RNAt INIZIATORE SUBUNITA’

1 fattor1 di inizio LEGATO GRANDE
o ATTACCO DELL’RNAm ] Q

A ey X 4 >
AL
IL FATTORE

RNAt SI LEGA DI INIZIO SI
INIZIATORE ™ L’AMINOACIL-RNAt DISSOCIA
NEL SITO P (passaggio 1) j)

SI FORMA IL PRIMO
LEGAME PEPTIDICO

(passaggio 2)




LA FASE DIALLUNGAMENTO TRADUZIONE DELIL’RNAmM LA FASEFINALE

/ \ IL LEGAME PEPTIDICO

i;;AAGi Eii
GCACUGUUCUGGCAGAGA
5 5

AUGAACUGGUAGCGAUCG
5° 3

b



TRADUZIONE DELI’RNAmM
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POLIRIBOSOMA

Rilascio del

polnpephde
Dissociazione
dei ribosomi
! _.-----"""'.I
! Codone di s’ro

Tk . == 5 .-'-
$ \ Q
Codone di inizio g

Polipeptide - e — RNAM
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Schema dell’azione di un gene in una cellula

segnale _ eucariotica e ST R T TS e

esterno 2 .
B e B e — e T e e
{_ o nl-a..d- o :P.._u..u

S L e e = PSR

rimozione ’;'

troni S §2

membrana nuclear

ribosomi

56 & QELT}

o l:_etlcolo endoplasmatlco

‘ apparato di Golgl :
| @ GENE 4
%.‘\: - e %m cromosoma circolare

. . .
o = mitocondrio
-
- - proteine roteine interne
- promotore -—- . == D
membrana cellulare : S regolatrici
i - RNA codifi . . . . .
aracrsaraen. DNA codificante codificante O RNA polimerasi { proteine mitocondriali
... DNAnoN codificante ________ RNAnnoncodificante . proteine secrete PSS



I microRNA:
il loro geni e i loro target



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

Gli acidi nucleici
Nucleotidi
DNA ed RNA
Appaiamento delle basi
Direzionalita

|
Purina

a) Doppia elica




Zuccheri

[i-p -desossiribosio Adenina (A)

\NJ\J\,E%

(nel DNA)

HOCH,

B-p-ribosio (nell’ RNA) Guanina [G}

Nucleotide

Legame estere

Gruppo
fosfato

{H} = DNA

Pirimidine

N 0

N

H
Timina (T) Uracile {U)
(nel DNA) H H (nell’RNA)

Citosina (C)




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

astremita 3'
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0 /N
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Timina Adenina

Citosina

Estremita 3’ OH Guanina Esl:remlité 5P

b) Orientamento antiparallelo dei filamenti e
complementarieta delle basi

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

— G 2ILIe10d

Pirimidina
Purina

a) Doppia elica |

Singola catena Doppia catena




Flusso dell’informazione genetica - Dogma centrale

Qual’ldO la Cellula ha I"|-.-|T-i::|:':|:',.- -

~ nuciEarg

bisogno di una 3
particolare proteina, la NS FNSTNSTDNS T \
sequenza nucleotidica [ Trascrzions | DNA

di un preciso tratto di - PR
DNA, situato sulla [ Maturazione geirNa| | 7O TENA - §
infinitamente lunga g . :

molecola di un 15l
cromosoma, viene
inizialmente ricopiata
ad RNA che fara da
stampo per dirigere la
sintesi delle proteine

Dogma centrale della biologia molecolare:

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



I1 controllo dell’espressione dei geni negli eucarioti

wuceeo | | crrosor | BNAm inattive

controllo
della degradazioneS

- B
—

1 2 3

controllo controllo controllo
trascrizionale dell’elaborazione del trasporto
del’RNA delPRNA

controllo
Traduzionale o 4 controllo
post-trascrizionale ost-traduzionale

6

[espressione genica puo essere regolata in piu punti del percorso
che conduce dal DNA all’RNA e quindi alle proteine



Flusso dell’informazione genetica

T
o ;

jucleus Lonla
- ; ‘. nn
pi Chromosomes

Stima del numero
di geni presenti
sul genoma
umano:

50 000 geni



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

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




RNA: una molecola per molteplici funzioni

RNA non codificanti coinvolti nel controllo dell’espressione genica:

miRNA Regolano negativamente 1’espressione genica
(micro-RNA)
siRNA Piccoli RNA sintetizzati chimicamente o di origine
(Small interfering | Virale (invece i miRNA sono endogeni!)
RNA) Hanno la funzione di degradare ’mRNA bersaglio
attraverso un meccanismo definito RNA
interference (RNA1)

Agiscono solo per complementarieta perfetta: ogni
siRNA puo avere un unico mRNA bersaglio
(invece 1 miRNA possono avere piu bersagli!)

piRNA Generati da lunghi precursori ssSRNA agiscono grazie
(PiwiRNA) alla proteina piwi (Ago) e sono coinvolte nello sviluppo
delle cellule germinali
rasiRNA Sottofamiglia de1 piRNA, ma ancora tutta da scoprire
(repeat associated small
interfering RNA)
ncRNA 70-5000 nt: funzione sconosciuta

(longer non-coding RNA)




MicroRNA

miRNA gene Primary miRNA

9 ‘/- Drosha

Precursor mzRNA

Dicer
Precursor miﬁm

—

LALLEAAR
Mature miRNA

e - —
Translational Block GoPP™ o A4,
Degradation of Target mRNA




Cosa sono i MicroRNA o miRNA?

I microRNA sono un gruppo di piccoli RNA non codificanti a

singolo filamento (ss) che sono stati identificati 1n molti
organismi

Sono formati da 18-22 nucleotidi

Sono originati da un precursore a stem-loop




Funzione dei microRNA

Il loro ruolo fondamentale ¢ quello di

regolare negativamente I’espressione genica
a livello post-trascrizionale
(post-transcriptional gene silencing, PTGS)

o

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

eLa funzione di molti miRNA non ¢ nota, ma per alcuni ¢ stata provata la
partecipazione a processi fisiologici € patologici:

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

*Possono essere coinvolti nella tumorigenesi.



Conservazione dei miRNA

Table Il.  miRNAs conserved across phyla

Name Sequence' Homologues®

miR-1 UGGAAUCUAAAGAAGUAUGGAG C, D, H
miR-2 UAUCACAGCCAGCUUUGA(G/U)G(U/A)GC?
miR-7 UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGU
miR-34 ACCCAGUCUGGUUAGCUGGUUG

miR-60 UAUUAUCCACAUUUUCUAGUUCA
miR-79 AUAAAGCUAGCGUUACCAAAGCU

miR-84 UCAGGUAGUAUGUAAUAUUGUA

miR-87 GUGAGCAAAGUUUCAGG(U/A)GU?

!

'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.




Scoperta dei miRNA

Tappe della scoperta det miRNA:
Chalfie, 1981;

Ambros, 1989;

Ruvkun, 1991

Lee, 1993

Wightman, 1993

Reinhart, 2000

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

esono una nuova abbondante classe di riboregolatori che
possono regolare D’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
L- mRMA AUG Segmento trascritto AAUAA
E Segmento 5' non i Sequenza codificante i ti:;gclr?teuntdzlf'r:lgsg '
' tradotto dellmRNA l '

S,

DMA
Sequenze di regolazione a monte

‘L Promotore &
> P

iﬂl e P

ERRE ORI R T BRSNS

Y

i
intrane iintrane
i

s R

esone ! eson esone i
1 H . 3|
cant - Taa - I+ NN NN T I A
CAAT TATA
Punto di inizio Codone di inizio della Codone di tenminazione 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

Y = 3
[[[ (e || [EEHSY
[ Y =TT 1

Target mRNA w

5°’UTR 3’UTR
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The miRNA Registry: miRBase

Nel 2003 ¢ stato creato un miRNA database: in base alle
seguentl osservaziont:

1. I miRNA sono prodotti da un trascritto precursore di 70-
100 nt con un struttura a stem-loop

2. I miRNA sono altamente conservati tra le specie

3. I miRNA hanno un pattern caratteristico di divergenza
nell’evoluzione

“} miRBase - Mozilla Firefox

File  Modifica “isualizza  Cronologia

= mik.Base

Approccio di

(' mirbase. arg
bioinformatica per -
predire 1 miRNA m

5

¢ pol molti sono stati confermati con northern blot e PCR




Y

Stima del numero di miRNA

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

!

simile a quella d1 altre grandi famiglie geniche con ruolo
regolatorio, come quelle che codificano per 1 fattor1 di trascrizione

Ad oggi sono stati scoperti circa 2000 miRNA



Tl ‘o Nomenclatura

ESEMPIO NOMENCALTURA

miR-15 I miRNA sono identificati con un numero

miR-16 Il prossimo miRNA senza somiglianza viene chiamato
Con 1 NUMETO SUCCESSIVo
MiRNA omologhi in organismi diversi vengono
chiamati con lo stesso nome

miR-16-1 ¢ 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-181ae 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%
miRNA intragenici sono unita
40% 10% trascrizionali
in introni di geni che codificano in introni di indipendenti
per proteine trascritti non con un
codificanti promotore e
Molti cluster deit miRNA sono: Molti miRNA si Segnah di
-unita trascrizionali singole trovano in trascritti che poh—
-0 si sovrappongono con il trascritto ospite, | non c.odiﬁcan(). | adenilazione
con introni o esoni proteine, classificati
-in alcuni casi dipende dello splicing ncRNAs (long
alternativo del gene ospite noncoding RNA).
-(trascritti policistronici)
-0 S1 sovrappongono con unita trascrizionali
trascritte sulla strand opposta
I geni ospiti codificano per proteine
coinvolte nello sviluppo embrionale e nel
ciclo cellulare.




Biogenesi dei
miRNA

Mucleus

Ran-GTP

Azione dei
miRNA

mRMA degradation Translational repression




Biogenesi dei miRNA -1
I miRNA vengono trascritti dalla RNA pol I1

pri-miRNA: precursore primario: 100-1000 nt;
ha 1l 5’-cap, 1l poly-A e puo avere introni

Maturazione dei miRNA: 3 fasi:
| 1. Cropping: taglio operato da Drosha: una
endonucleasi ribonucleasi III nucleare

capace di tagliare la regione fiancheggiante
il pri-miRNA

-2 W Proteine associate a Drosha conferiscono
Tt specificita (es. DGCRS)

In seguito al cropping grazie all’azione di Drosha si libera il pre-miRNA:
ecomposto 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 m




Biogenesi dei miRNA -2

Maturazione det miRNA: 3 fasi:

2. Export: il pre-miRNA viene trasportato nel
citoplasma da Exportin5/RanGTP; si forma
un eterotrimero che passa attraverso 1 pori
nucleari

i

3. Dicing: taglio di Dicer: una RNAse III
citoplasmatica chiamata Dicer che
(nell’uomo) insieme al suo partner TR, nel
citoplasma, processa i1l pre-miRNA in un
duplex miR di 18-22 nt

mRMNA degradation

V




Biogenesi dei miRNA -3

Transcription -:_:r'_cui ricroR A

In alcuni casi una delle 2 strand del
duplex viene degradata, mentre
I’altra si accumula come miRNA
maturo.

In altri casi funzionano entrambi
da mir e la strand meno
rappresentata era indicata con un *.

Ora si ¢ visto che entrambi
possono essere miR e con target
diversi, percio ora sono chiamati
invece che con I’asterisco:

Sp e 3p.

mRMNA degradation Translational repression

Y




MiRNA in azione:
RISC e inibizione del gene target

I--\ . . .
Dal duplex prodotto da Dicer il miRNA

entra nel complesso effettore proteico, il
— gl RISC: complesso di silenziamento indotto
e/l 12 RNA o miRgonauta, che media la
degradazione o I’inibizione della traduzione
del’mRNA del gene target

e

Alcuni miRNA appaiano imperfettamente
con il 3°’UTR dell’'mRNA taget e inibisocono
l_\!j‘ la traduzione (produzione della proteina)

mRMNA degradation Translational repression

Altri miRNA mostrano una complementarieta
quasi precisa al loro target e portano alla
degradazione dell’'mRNA

AN

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




MiRNA in azione

DNA W mRNA Degradation
*

Transcription
RNA Polymerase Il Intron

m T eee

Export & Near-perfect Complementation

Cleavage Cleavage

Drosha Exportin 5 & Dicer miRNA/mRNA
. 4 Ei ¢ RISC Complex
pri-miRNA pre-miRNA M?Elﬁrf
mi vﬂ' —
Partial Complementation

¥

Translational Repression




|||._|_I|||l|||l Proteine Argonaute (AGO):

Famiglia di proteine essenziali nel processo di RNA interference (RNA1).
Sono in grado di formare complessi ribonucleoproteici con 1 sSiRNA o 1 miRNA, che
riconoscono per complementarita sequenze omologhe presenti in mRNA bersaglio

Le proteine AGO:
due domini caratteristici:

1. dominio lega 11 3'-OH del
piccolo RNA

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

La proteina AGO?2 insieme ad altre proteine forma un complesso multiproteico
chiamato RISC (RNA-induced silencing complex) che possiede attivita
endonucleasica ed ¢ capace di degradare in maniera specifica un RNA bersaglio
contenente sequenze complementari alla sequenza guida del siRNA o miRNA

Nell’uomo sono stati identificati 8 membri della famiglia AGO. Tuttavia si conosce
bene solo la funzione enzimatica della proteina AGO2.



T\

Target

La piu importante caratterizzazione della funzione dei miRNA ¢ 1’1dentificazione
det mRNA bersaglio

Poich¢ la complementarieta tra miRNA ¢ mRNA taget non ¢ perfetta molto
probabilmente ciascun miRNA puo regolare un ampio numero di geni
Sono stati sviluppati molti algoritmi per predire 1 geni bersaglio:

MiR TarBase i
Diana-microT
miRanda
MICRORNA.ORG I
MIRDB .
RNA22-HSA miRTarBase Home
TARGETMINER . __ |
TARGETSCAN-VERT 5“ | Example

PICTAR-VERT l

Ma ogni bersaglio predetto deve essere validato in laboratorio!



Target
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Homao sapiens
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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

Strong evidence

Reporter assay
Wastarn blot

Target
FAMZOOB

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

EZR
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Less strong evidence

Microarray




MiRNA: funzioni negli stati di normalita

Poiche si scoprono miRNA nuovi tutti 1 giorni € evidente che questi piccoli
geni potrebbero essere coinvolti nella normale omeostasi cellulare

I miRNA partecipano a processi biologici essenziali:
eproliferazione cellulare

destino della linea B ematopoietica

pattern del cervello

secrezione di insulina dalle cellule del pancreas
sviluppo degli adipociti

emeccanismi biologici coinvolti nell'embriogenesi

*Ma anche nello sviluppo di diverse patologie...




MiRNA: funzioni negli stati di malattia

Poiche 1 miRNA partecipano a molte normali funzioni ci si € chiesto se
anormalita nei miRNA potessero avere importanza in alcune malattie.

Infatti 1 miRNA sono stati visti coinvolti in molte malattie

I miRNA possono agire sia

oncogeni

ONCoSOPPressori

Sono stati dimostrati meccanismi di 1nattivazione o attivazione di
determinati miRNA.

o e R




MiRNA: funzioni negli stati di malattia

L’effetto finale della disregolazione di miRNA:

A 4

A
miRNA mRNA taget v
A

v 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
delI’mRNA target che potrebbe essere coinvolto 1n:

Apoptosi

ciclo cellulare
Invasione
anglogenesi

Quindi la disregolazione dell’espressione de1 miRNA intracellulari ¢ stata
associata a molte condizioni patologiche.

v

Y




Interazioni miRNA-mRNA con importanza per il cancro

accelera lo sviluppo tumorale in wun
modello di linfoma delle cellule B del topo

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

Cluster mir-17-92:

Regolano negativamente 1l fattore di

O’Donnel 2005

Mir-146

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 I’espressione del gene
SLITRK1
Mir-221 Sono overespressi nel tumore della tiroide | He 2005
Mir-222 e interagiscono con 1’oncogene c-KIT




Non solo MicroRNA cellulari.....

miRNA gene Primary miRNA

9 ‘/. Drosha ’

Exporﬁn* Precursormll_!HA

Dicer
Precursor miRNA

rrrTI ,——\
Mature miRNA >~ :
- RISC

A4y Y emi—
GoPP T A4
Degradation of Target mRNA

... ma anche.....



MiRNA circolanti

I 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.

I miRNA circolanti ne1 fluidi biologici, miRNA extracellulari, rappresentano una
nuova forma di comunicazione intercellulare attraverso

il trasferimento di informazioni genetiche

da una cellula donatrice a una cellula accettrice



MiRNA circolanti

Quando sono stati individuati dei miRNA extracellulari come biomarkers di
patologie ¢ divenuto evidente che i miRNA possono essere esportati dalle
cellule e s1 trovano in molti fluidi biologici come:

e Plasma =

e  Siero :
« Saliva - ) ‘| J
 Urine %Y Y

. Lacrime nr . =
. Latte materno

I miRNA extracellulari sono inaspettatamente stabili e devono essere protetti
dalla degradazione, poich¢ I’RNA nudo ¢ prontamente bersagliato dalle
esonucleasi che sono abbondantemente presenti in molti fluidi
extracelluari. Quindi 1 miRNA sono impacchettati grazie a 5 diversi
meccanismi:

Esosomi

micro-vescicole o micro-vescicole di distaccamento (SMV5s)

corpi apoptotici

proteine che legano I’RNA m
HDL II.[IIIIIIII

S g B0 =




MiRNA circolanti

Donor cell

.= 1

pri-miRNA pre-miRNA

Il miRNA una
volta maturo puo
essere incorporato
nel RISC e
appaiare con 1l suo
mRNA target e
reprimerne la e
traduzione o O C}’
indurre la sua 4 REP
degradazione.

exosomes
cytoplasm

Recipient cell / : fm% nucleus
Kinet, 2013

Oppure 1l miIRNA maturo puo essere esportato fuori dalla cellula e trasportato da 5
diversi carrier

Infine 1 miRNA extracellulari possono essere trasferiti a cellule riceventi dove possono
alterare 1’espressione genica



’lII.HIIIIIIIII 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 questt MVBs.
Prodotti da molti tipi di cellule:

«  Epiteliali

Ematopoietiche

Endoteliali

e  Tumorali

Gli esosomi sono stati identificati in molti fluidi circolanti:
« Plasma

. Urine
. Latte exosomes
. Saliva

e Sperma

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

Processi di selezione devono avere luogo per caricare 1 miRNA negli esosomi:
probabilmente esistono meccanismi cellulari che attivamente concentrano
specifiche specie di miRNA negli esosomi




Carrier dei MiRNA 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 pum: sono piu grandi degli esosomi e 1l loro meccanismo di
produzione ¢ 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

i

QUSRS

microvesicles

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




Carrier dei MiRNA circolanti
3. CORPI APOPTOTICI 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 ¢ 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 1’aterosclerosi € conferisce stabilita alle
placche




Carrier dei MiRNA circolanti

4. PROTEINE CHE LEGANO I’RNA

una significativa frazione di miRNA extracellulari ¢ associata a proteine che
legano I’RNA e che li proteggono dalla degradazione:

Es: \

NPM1: nucleofosmina

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

S. HDL

1 mRNA 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




MiRNA circolanti nella comunicazione cellula-cellula

il trasferimento di informazioni genetiche

da una cellula donatrice a una Celilu'lra' é:i‘éc':ettrice

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

A 4

Questa puo spiegare come un miRNA possa 1nﬂuepzar§
I un tipo cellulare o un tessuto in cui
€sso non viene prodotto

come cellule adiacenti

all’interno di un organo
possano comunicare Questa forma di comunicazione ¢ coinvolta:

nella regolazione dell’immunita (Mittelbrunn, 2011)

nella migrazione cellulare (Zhang, 2010)

nello sviluppo dei tumori (Yang, 2011)




MIiRNA circolanti come marcatori diagnostici

Sulla base della scoperta che 1 microRNA circolano nel sangue, ¢ 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 miRNA circolanti sono stati riportati in molti tip1 di cancro.
In alcuni casi, miRNA circolanti in siero, saliva ed urina sono buoni candidati
per un futuro utilizzo

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




MiRNA circolanti come marcatori diagnostici

Glioblastoma miR-21
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:

\
! .

Prostate cancer miR-141 acute myeloid
leukemia

Bladder cancer miR-126, miR-182

AML miR-98
DLBCL: diffuse

DLBCL miR-21 large B-cell

lymphoma
Kosaka, 2010

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




I miRNA circolanti come potenziali biomarkers
dell’esercizio fisico
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I miRNA circolanti come potenziali biomarkers dell’esercizio fisico
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I miRNA circolanti come potenziali biomarkers dell’esercizio fisico

I miRNA 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
miRNA nella fisiologia dell’esercizio fisico.

La caratterizzazione del pattern di espressione dei miRNA nell’esercizio fisico puo
essere applicata a:
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I miRNA circolanti come potenziali biomarkers dell’esercizio fisico
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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 e.rgumetl_'}-' _test before + miR-21, -146a, -221, 222 Immediately after
sustained training (decreased after 1 h)

Baggish etal 2011/[90]  Sustained rowing training 90 days plasma qPCR 1+ miR-20a, 21, -146a, -221, -222 At rest after sustained training

Acute cycle ergometry test after

) 7 1 miR-146a, -222 Immediately after
sustained trammng g

Single symptom-limited

. + miR-126 5 min. after finishing
sproergometry test

Uhlemann et al. Cycling 4 h at 70% of

2014/]101] anaerobic threshold plasma T miR-126 Immediately after

Marathon run + miR-126, -133 Immediately after

Eccentric resistance exercise +miR-133 Immediately after

Acute—cycle ergometry 60 min.
at 70% VO
Aoi et al. 2013/[99] . g 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

+ miR-1, -126, -133a, -134,-146a, Immediately after
-208a, -499-5p (decreased after 24 h)

Mooren et al. 2014/ [92] Marathon run plasma qPCR 1 miR-1, -133a, -206, -208b, -499 Immediately after

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

Gomes et al. 2014/[93] Marathon run plasma qPCR 1+ miR-1, -133a,-206 Immediately after

T let-7d-3p, let-7£-2-3p

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

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

qPCR
De Gonzalo-Calvo et al. Maratl ) panel of 106
2015/ [94] arathon run inflammatory

miRNAs

Immediately after
(decreased after 24 h)

Immediately after

T miR-1, -30a, -133a (decreased after 24 h)

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

| miR-26a, -29b Immediately after




Conclusioni: hot topic!!!

Facendo una ricerca su Pub-Med si trovano piu di 10.000
articoli nel 2017 sui miRNA...

I miRNA sono una rivoluzione nella comprensione della
biologia cellulare...

C’¢ ancora molto da lavorare..... e molto da leggere.......

Grazie per [’attenzione!



