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L’RNA messaggero (mRNA) media il trasferimento dell’informazione genetica dal nucleo al 
citoplasma, dove può essere tradotto, degradato o immagazzinato.

Useremo un esempio di meccanismo di regolazione per illustrare come questa decisione viene raggiunta:                 

 miRNA-mediated silencing of gene expression

Come viene stabilito il destino di questa molecola?

Nel corso della loro «vita» gli mRNA si associano a fattori 

proteici formando dei complessi (mRNP) che gli consentono di 

interagire con i macchinari deputati appunto alla loro 

localizzazione, traduzione o degradazione.



BIOGENESI

 Il gene per il miRNA viene 
trascritto

 Il trascritto primario viene 
convertito in pre-miRNA

 Trasporto dal nucleo al 
citoplasma

 Dal pre-miRNA si ottiene un 
miRNA duplex

 Uno dei due filamenti si associa 
a proteine argonaute e forma un 
complesso miRISC

miRNA MEDIATED SILENCING

miRNA: piccole molecole non codificanti

18-25 nucleotidi



A) Degradazione dell’mRNA target

 Deadenilazione

 Rimozione del cap al 5’
 Degradazione enzimatica con 

XRN1

Appaiamento miRNA-mRNA target

I miRNA agiscono bloccando la 
traduzione di mRNA target secondo 

meccanismi diversi



B) Il legame del complesso RISC promuove 

il dislocamento di PABP impedendo la 

formazione del loop traduzionale

C) Il complesso RISC promuove la 

dissociazione di eIF4A dal cap 5’ 
impedendone il riconoscimento da parte di 

eIF4F e della subunità ribosomiale 40S

D) miRISC contribuisce al reclutamento di 

fattori che inibiscono l’inizio della 
traduzione

Il complesso miRISC può intervenire anche dopo l’inizio 
della traduzione:

 interferendo con fattori di allungamento

 inducendo la dissociazione delle subunità ribosomiali

 reclutando proteasi che agiscono degradando le 

catene polipeptidiche nascenti 

Blocco dell’inizio della traduzione



Più della metà dei geni per i miRNA noti si trova in regioni del genoma associate al cancro: una loro 
deregolazione ha un ruolo nel controllo dell’espressione di oncogeni e oncosoppressori.

miRNA oncogeni miRNA soppressori

oncosoppressori oncogeni

CANCRO

L’aumento o la diminuzione dell’espressione può dipendere da:

ALTERAZIONI GENETICHE

CAMBIAMENTI EPIGENITICI

POLIMORFISMI

DIFETTI NELLA BIOGENESI

APPLICAZIONI





Metodi di rilevamento e raccolta dati per 

la creazione di profili di miRNA
I miRNA vengono solitamente estratti da vari tipi di 

campioni come colture cellulari, tessuti tumorali 

freschi, tumori inclusi in paraffina fissati in formalina o 

liquido cerebrospinale. 

I metodi/kit di isolamento dei miRNA ampiamente 

disponibili in commercio utilizzano tipicamente 

un'estrazione chimica combinata con una fase di 

purificazione che prevede il legame e l'eluizione da 

una colonna di silice. 

Vari metodi possono essere utilizzati per valutare la 

qualità del miRNA dopo l'estrazione, tra cui 

spettrofotometria, elettroforesi capillare 

automatizzata con Bioanalyzer. 

Il profilo dei miRNA può essere determinato con uno 

dei metodi elencati: Microarray, PCR di trascrizione 

inversa quantitativa (q-RT-PCR), ibridazione in situ 

(ISH), Northern blot o sequenziamento dell'RNA. FFPE: 

incorporato in paraffina fissa in formalina.



The key miRNA changes along the cancer progression from normal breast to DCIS and then to 

IDC. The three miRNAs with bold typeface were those with expression reversal, as indicated by 

the colors (red, up-regulation; green, down-regulation). 

Stefano Volinia et al. PNAS 2012;109:8:3024-3029
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Il ruolo dei miRNA nel tumore al seno



Cambiamenti nell’espressione di numerosi miRNA sono associati a proliferazione, sviluppo, 
metastasi e resistenza alla chemioterapia nel cancro al seno.

Questi miRNA sono stabili e specifici sia per ogni stadio del tumore sia per ciascun sottotipo, 
suggerendo un loro possibile ruolo come marker per una diagnosi precoce.



miRNA specifici per tipo di tumore

miRNA specifici per la transizione 

epitelio-mesenchimale (fase iniziale)

I target in rosso hanno un’espressione ridotta  
e quelli in blu aumentata



miRNA specifici per la proliferazione miRNA coinvolti nella formazione di 

metastasi

I target in rosso hanno un’espressione ridotta  
e quelli in blu aumentata



CARCINOMA OVARICO

Le tipologie di questo tumore sono due basandoci 
sulle mutazioni geniche:

 Di basso grado

 Di alto grado

Nei tumori di alto grado miR-182, di tipo oncogenico, è 

sovraespresso, causando una disregolazione

dell’espressione del gene BRCA1 portando a 
proliferazione.

Al contrario, miR-221-3p è un oncosoppressore, agisce sul 

gene ARF4 reprimendo la proliferazione e migrazione del 

tumore.

miR-320 e miR196a sembrano invece avere un ruolo nella 

formazione di metastasi.



La stima dei livelli di espressione di specifici miRNA potrebbe essere 
uno strumento valido per diagnosticare e trattare anche il tumore 
della prostata
Consentendo di superare i limiti nella sensibilità e nella specificità del test del PSA, lo strumento diagnostico 
attualmente più comune.

Possibili markers:

miR-429

miR-204-5p

miR-940

Sovraespresso nelle cellule neoplastiche

Una diminuzione dei loro livelli di espressione 

porta allo sviluppo del tumore o di metastasi

Alcuni miRNA sembrano associati anche con la resistenza ai trattamenti

miR-449a sensibilizza le cellule del cancro alle radiazioni 

miR-195 sembra incrementare la sensibilità delle cellule al Docetaxel



CONCLUSIONI

La regolazione dell’espressione genica mediata da miRNA ha una notevole 
importanza clinica nella diagnosi e prognosi del cancro, infatti metodi diversi sono 
attualmente in uso per rilevare la presenza di miRNA in specifici tipi cellulari, tessuti 
o fluidi corporei, tuttavia c’è ancora molta strada da fare prima che questo approccio 
possa divenire una realtà terapeutica.

Inoltre, sembra che un’alterazione nell’espressione dei miRNA possa essere legata 
a difetti nel macchinario di biosintesi, evidenziando una necessità di approfondirne 
il funzionamento.



ABSTRACT

I micro-RNA (miRNA) sono piccole molecole di RNA non codificanti e molto conservate che hanno un ruolo nel destino dell’RNA messaggero: 
intervengono degradando specifici mRNA target o bloccandone la traduzione (sia prima che dopo l’inizio) mediante processi diversi. L’insieme di questi 
meccanismi prende il nome di “silenziamento genico mediato da miRNA” ed è sempre attuato da un complesso indicato come miRISC e formato 
dall’associazione di miRNA duplex con proteine Argonaute (quattro nell’uomo). Ciascun miRNA presenta una sequenza “seed” (nucleotidi dal 2 all’8) in 
grado di appaiarsi con la regione 3’-UTR dell’mRNA target; questa sequenza rappresenta solo una parte della molecola ed è sede anche di appaiamenti 
non canonici, rendendo ogni miRNA capace di legare potenzialmente molti mRNA differenti. Grazie a queste loro caratteristiche i miRNA sono coinvolti 
in numerosissimi meccanismi biologici, tra cui la carcinogenesi.

Studi recenti, infatti, hanno evidenziato che più della metà di tutti i geni umani per i miRNA si trova in regioni cromosomiche fragili associate al cancro e 
che alterazioni nella loro espressione, dovute a polimorfismi a singolo nucleotide, cambiamenti epigenetici, ma anche a difetti nell’apparato biosintetico 
ed altri fattori, sono coinvolte nella patogenesi e progressione di molti tumori, così come nella formazione di metastasi e nella resistenza ai trattamenti. 
Nello specifico, una regolazione negativa dell’espressione di miRNA con funzione di soppressione del tumore può portare ad un aumento nella 
traduzione di oncogeni, mentre una sovraespressione di miRNA con funzione oncogena può causare il silenziamento di geni oncosoppressori, come 
dimostrano gli studi riportati nella presentazione, effettuati su carcinoma ovarico, tumore al seno e cancro alla prostata. Le tecniche analitiche 
attualmente in uso prevedono generalmente un’estrazione dei miRNA che può essere effettuata su campioni differenti (cellule tumorali in coltura, 
tumori freschi o conservati e liquido cerebrospinale), per poi proseguire con la loro quantificazione, generando infine dei profili, ottenuti confrontando i 
livelli di espressione dei miRNA delle cellule in esame con quelli di tessuti normali (di controllo) mediante tecniche diverse: Real-time PCR, Microarray, 
Northern blot, ISH (In Situ Hybridization) e RNA-sequencing. Alcuni miRNA, come i cinque appartenenti alla famiglia dei miR-200, sono coinvolti in 
numerosissime neoplasie, ma esistono anche miRNA specifici per ogni tipologia di cancro, che evidenziano l’importanza sempre maggiore di queste 
molecole come biomarkers per la diagnosi e il controllo dell’evoluzione della patologia, ma anche come possibile strumento terapeutico. Diversi studi 
dimostrano anche un loro utilizzo nella distinzione tra tumori benigni e maligni, nei quali stessi miRNA mostrano pattern di espressione molto differenti. 

In conclusione, numerose tecniche sono attualmente in uso per determinare la presenza dei miRNA in specifici tipi cellulari, tessuti e fluidi corporei, ma 
prima che possa essere intrapresa una terapia per il cancro basata su questi RNA ci sono molti aspetti ancora da approfondire sui loro meccanismi 
d’azione: inoculando un miRNA con lo scopo di agire sull’espressione di un gene specifico, infatti, potremmo scatenare una serie di effetti indesiderati 
dati dall’azione della molecola su altri pattern di espressione.
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