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| microRNA sono piccoli RNA non codificanti

Non-coding RNA
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Lnc: long non coding RNA



Piu’ del 90% del genoma umano é trascritto in RNA

Transcriptome

2

ma solo 1'1.5-2% di questo codifica per proteine

E' considerato ora gene una sequenza di DNA codificante e
non codificante per proteine



Il genoma dei mammiferi € costituito prevalentemente da DNA
non codificante
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Il 'Progetto genoma umano’, completato nell’aprile del
2003, ha dimostrato che il numero dei nostri geni
codificanti & molto piu’ basso dell’atteso




Dall’analisi comparative del genoma di diversi
organismi e risultato che noi stiamo tra il pollo e |'uva

{ -~ -
@* Influenza 1"




Se il numero dei geni non correla con la complessita’
di un organismo dov’é contenuta |'informazione che
programma la nostra complessita’?




Nel genoma la quantita’ relativa del DNA non
codificante aumenta con la complessita’

evolutiva
5
.

Prokaryotes One-celled Fungi/ Invertebrates Chordates Vertebrates Humans
Eukaryotes Plants



Il numero dei miRNA espressi da una data specie aumenta con la
complessita’ morfologica ed evolutiva

© © - @ [
o ° |= 2 ° Primate
= E 2 = = Homo sapiens (706)
o > I—
Primate
Pan troglodytes (594)
—— Rodent
Mus musculus (547)
Fish
Danio rerio (336) Q%{
Cephalochordate  ge==—ss
Branchiostoma o
floridae (78)
Centralized
nervous system Urochordate
—( ) Ciona intestinalis (34)
Arthropod \
Drosophila <)
Nerve net melanogaster (152)
Nematode -
Caenorhabditis &%7—
elegans (155) =
S [l .
ensory_(ce : )] Cnidaria X :
Nematostella (9 N
vectensis (40) =

Porifera
Amphimedon
queenslandica (8)

Choanoflagellate D
Monosiga brevicollis (0)
Gl

Kosik. MicroRNAs tell an evo—devo story. Nature Rev Neurosc (2009)10: pp. 1-6



| microRNA sono piccoli RNA silenziatori

Extensive complementarity in B Short complementary segments in 3-UTR c Interaction with DNA
coding region or UTR

“ Active chromatin

1 Histone methylation
¥ % % * %

Silent chromatin

Bartel, 2004

| microRNA (miRNA) sono piccoli ncRNA , lunghi 19-23 nt



BIOGENESI dei miRNA

miRNA gene
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miRISC: miRNA-induced silencing
Mature miRNA within RISC complex



....BIOGENESI dei miRNA

Nucleus pre-miRNA Cytosol

pri-miRNA

miRNA duplex aQ0mr
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miRNA gene
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Translational repression mRNA cleavage

Nature Reviews | Neuroscience



| geni dei microRNA possono essere unita’ geniche
indipendenti o far parte di geni codificanti per un mRNA
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Interazione MIRNA:mMRNA target

Box 2 | Principles of microRNA-mRNA interactions
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3’ complementarity

| miRNAs interagiscono con I'RNA target per complementarieta’ di sequenza di 7 o
piu’ nucleotide presenti nell’estremita’ 5’ (sequenza seed). Altre regioni di
complementarieta’ con I'/RNA target possono essere presenti nella regione al 3" del
miRNA.

Nei mammiferi i miRNA piu’ comunemente riconoscono sequenze presenti nella
3'UTR dell'mRNA, talvolta nella 5’'UTR o ORF.

| MiRNA funzionano come molecole guida nel silenziamento dell’/RNA messaggero.

RNA target dei miRNA non sono solo mMRNA ma anche IncRNA ed RNA circolari.



Mechanisms of miRNA mediated gene silencing

Deadenylation

(followed by decapping and degradation) (degradation of nascent peptide)

AAAAA
P-body
(mRNA storage
or degradation)
miRNP binding
Initiation block Elongation block
(repressed cap recognition or 60S joining) (slowed elongation or ribosome ‘drop-off)
AAAAA AAAAA

Krol et al. The widespread regulation of microRNA biogenesis, function and decay. Nature Reviews Genetics (2010) vol. 11
(9) pp. 597-610



Mechanisms of miRNA mediated gene silencing

b Stimulation of
DCP1-DCP2
RNA
IO cocty AGO-miRNA @]complex
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IGW182 mRNA EIF4A'| — ‘
complex elF4A-NIY Inhibition of translation
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miRNAs silence gene expression by inhibiting translation at the initiation step, through
release of eukaryotic initiation factor elF4A-I and elF4A-II , and by mediating mRNA
decay through interactions with GWI18&8 proteins. GWI18&Z binds polyadenylate-binding
protein (PABPC), the deadenylation complexes poly(A)-nuclease deadenylation complex
subunit 2 (PANZ)-PAN3 and carbon catabolite repressor protein 4 (CCR4)-NOT.
Deadenylation is followed by decapping by the complex mRNA- decapping enzyme
subunit 1 (DCP1)-DCPR and 5'-3 mRNA degradation



miRBase

|| database miRBase (www.mirbase.org/) € una banca dati, continuamente
aggiornato e consultabile online, contenente le sequenze dei miRNA
identificati in 271 organismi diversi.

Ora v.22!

miRBase: from microRNA sequences to function @

Ana Kozomara, Maria Birgaoanu, Sam Griffiths-Jones

Nucleic Acids Research, Volume 47, Issue D1, 08 January 2019, Pages D155-D162, https://doi.org/10.1093/nar/gky1141
Published: 13 November2018 Article history v


http://www.mirbase.org/
https://www.mirbase.org/index.shtml

Un po’ di

nomenclatura hsa-miR-124-1 —3p
Es. mir-124 T T \
specie di origine gene elica di origine

famiglia dei microRNA

miR-124/mir-124-1-3p = = ci -
hsa-mir-124-1-5p
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stem-loop 5' ggeccuc ucu
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hsa-mir-124-1-3p
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mir-124-5p € anche indicato mir-124*
forma meno abbondante non identificata per prima



Un po’di nomenclatura
hsa-mir-124

miR-124 umano (homo sapiens)

. ) b

MiRNA maturo 5'+ uaaggcacgcggugaaugccaa - 3
E prodotto da 3 geni: ~ MI0000443 hsa-mir-124-1 da ciascun gene deriva un trascritto
MI0000444 hsa-mir-124-2 primario diverso ma uno stesso miR-

MI0000445 hsa-mir-124-3 124 maturo

Sequenze stem-loop

hsa-mir-124-1 hsa-mir-124-2 hsa-mir-124-3

a uc cc & ga  uaaau a au - c uaau u S c g e : uaaug

5.5 gccuc ucu g ucaag uag aggcucugcucu g 5' gagg gcc cucu 0
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3' ucgggg ag . = aguuc guc uccgaggcgag uaa c 3' cucc cgg gaga ¢ « uaa c

J S A a ac  ggca : caua c g a - : cauau

w w

hsa-mir-124 o hsa-mir-124-3p



Un po’di nomenclatura

Iso-miIRNA

miRNA appartenenti alla stessa famiglia (es famiglia hsa-mir-34) che differiscono
per singoli nucleotidi e condividono la regione seed .

hsa-mir-34a/hsa-miR-34a-5p UGGCAGUGUC UUAGCUGGUUGU
hsa-mir-34b/hsa-miR-34b-5p UAGGCAGUGUCAUUAGCUGAUUG
hsa-mir-34c/hsa-miR-34c-5p AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC

Spesso |'eterogeneita’ € alle estremita’ 5’ o 3’ ed € generata nel processo di
maturazione da parte di Drosha

. Alternative cleavage leads

} to isomir formation




| MiIRNA regolano ca il 50% dei geni cellulari e
potenzialmente ca il 75% di tutti i geni

G:U Wobble



Un singolo miRNA ha decine/centinaia di RNA target
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un RNA é regolato da diversi miRNA
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Step fondamentale nello studio di un‘interazione mRNA:RNA ¢ |a
predizione compiutazionale di quali sulla carta possono essere i
target di un dato miRNA

Algoritmi di predizione di RNA target per un dato miRNA
m Algoritmi di predizione per un dato RNA di miRNA interattori

N

Diversi algoritmi di predizione sono stati elaborati e sono ora
disponibili sul web.



Principali caratteristiche degli algoritmi di predizione RNA
target di un miRNA

Piu’ caratteristiche vengono considerate in un unico algoritmo.

« Complementarieta’ della seq seed (seed match)

« Conservazione evolutive dell'omologia

* Energia libera di legame (free energy, AG di legame)
» Accessibilita’ del sito di legame

miRISC

38 Seed Sequence .
G 121730 . m'RISC
132 5 miRNA
fc sunceeey
IJC_ll\g(IiACGUUAUGACGACAUGUCGACACGACGU
S LLLIL I LIl P i I 110 3 mRNA % :
B Flank $ Flank) 5'.....

G:U Wobble

target site
upstream/downtream flanking region




Caratteristiche meno comuni sono:

* Numero delle seq target presenti nella 3'UTR di un mRNa target.
« Contenuto locale di nt AU in prossimita’ della regione seed

e su un dato Target

* Appaiamenti GU (wobble) nella regione seed

* Appaiamenti compensatori al 3' nt 12-17 del miRNA

« Posizione del sito di legame di un miRNA sulla 3'UTR del mRNA

Utilizzo di machine learning per la predizione mediante I'utilizzo di
parametri multipli
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Principali algoritmi di predizione

TARGETSCAN http://www.targetscan.org

miRANDA  http://www.microrna.org/

DIANA-microT-CDS http://www.microrna.gr/microT-CDS
ma22-GUl  https://cm.jefferson.edu/rna22v1.0/

miRDB (http://mirdb.org/mirdb/index.html)



http://mirdb.org/mirdb/index.html

TargetScanHuman

Prediction of microRNA targets Release 8.0: September 2021 Agarwal et al., 2015 McGeary, Lin et al., 2019

Predizione mediante TARGETSCAN di:

1. RNA target per hsa-mir-124-3p

2. potenziali interazioni tra il mir-124-
3p e I'mRNA di Rhog

3. potenziali interazioni tra I'mRNA di

Rhog e miRNA



1. Predizione mediante TARGETSCAN di
RNA target per hsa-mir-124-3p
http://www.targetscan.org

Represen- ST 7 ' Nu;nbor of G Col;unnd sites : Poorly conserved sites Predicted occupancy
tative 3P-e0q Link to 6mer Representative cu\v:::!.:z’ o Aggregate °
Target gene transcript Gene name tags sites In total 7mer- 7mer- o 7mer- 7mer- gjac mIRNA mod  high trans- contextss SONtext+ [
supporting  UTRs | iy T mé Al mIRNA miRNA fected score

ENST0000... UTR+5 miRNA  score
RHOG 03510184 ras homolog family member G 58 Sitesin UTR 2 1 1 0 1= D 2 0 1  hsa-miR-124-3p.1 0.1987 0.9602 2.3826 -1.44 -1.44 0.91 1
CIDSP1  0273062.2 goml e W;“;‘“w'f?mz’:‘m”" I 1209 SitesinUTR 4 © 4 0 1 0 0 1 3 hsamR-124-3p.1 0.4307 1.7791 3.6452 -1.37 137  s008
SNAI2 0020945.1  snall family zinc finger 2 1233 SitesinUTR 3 1 2 0 0 0 0 0 0 hsa-miR-124-3p.1 0.4021 1.4802 2.5842 -1.28 -1.28 >0.99 ‘

LRRCS8 0295628.3  leucine rich repeat containing 58 940 SitesinUTR 3 3 0 0 0 o 0 0 1 hsa-miR-124-3p.1 0.6746 2.0599 3.0400 -1.16 -1.18 >0.99 :



2. Predizione mediante TARGETSCAN di potenziali
interazioni tra il mir-124-3p e I'mRNA di Rhog

Human RHOG ENST00000351018.4 3' UTR length: 585

ENST00000351018.4

- |
: f | 4
100 200 300 400 500
Conserved sites for niRNA fanilies broadly conserved among vertebrates
MIR-124-3p .
== " Key:
MIR-129-3p.2/506-3p . g " "
-1 . Sites with higher probability of preferential conservation
Pt B 8mer [l 7mer-m8 il 7Tmer-A1
Sites with lower probability of preferential conservation
20......... 300 O.......... 50. e 60 . eneeanannns M 8mer [l 7mer-m8 [l 7mer-A1
Human GGCUGCCCC-UG------~ CCCUCCCC---CC--ACCAGUUGUGCCUU -GGUG-CCU--UGUCCGLC
Chimp \GGCUGCCCC-UG------~ CCCUCCCC---CC--ACCAGUUGUGCCUU --GGUG-CCU--UGUCCGLC
Rhesus (GGCUGCCCC-UG------- C€CCUCCLC---C---ACCAGUUGUGCCUU --GGUG-CCU--UGUCCGLC---~CC--AGCUGUGCCUU- -~ -AA- === == mmmmmmm
Squirrel (GGCUGCCCC-U---------~ AACCCC---CC--ACCAGUUGUGCCUU -~GGC6-CCU--UGUAUGEC=~~=-CCC-AGCUGUGECU ==~~~ ~AA-= ===~
Mouse (GGCUAUCCC-UU------- U-GCCCLC---CC--ACCAAUUGUGCCUU --GGCG-CCU--UGUCUGCC-----CCC-AGCUGUGCCUY- === -Ah-====== == =cmceme e
Rat GGCUAUCCC-UU--------~ GUCCCC---CU--ACCAAUUGUGCCUU --GGCG-CCU--UGUCUGCC
Rabbit 1GGCUGCUCC-CC-CACCCCCACCLCCG---CC--ACCAGUUGUGCCUU -GGUG-CCU--UGUCUGCC
Pilg ‘mmm s e e e e e e
Cow 1GGCUGCCCC-UG
Gt B IGGCUGECECG e m (G = CCamn CCo = ACCAGINIGU GO CUL T I L6 L= G CUGEC e == CCC AGCUGLGCCI s e a s AA e oo R RS e
Dog (GGCUGCCCC-UA-~------UCC--CC---CC--ACCAGUUGUGCCUU == ~=====~=-GGCG-CCU--UGUCUGCC-- - CCC-AGCUGUGCCUU -~ -AA-===== === === == mmmm
Brown bat (GGCUGCCCC-UG-------CCC---CC---CCC-ACCAGUUGUGCCUU === ====-=-GGCG-CCU--UGUCUGCC-----CCC-AGCUGUGCCUUGUGCCUUAA- - —= === === == === ==
Elephant NGGEIGECCENIG rerra e CCCam= CCame L R ACCAGGUGUGCCUL Enem e e e s GGC G- GO VAL GGG COCaAGCIGUCC O o s GA S e e e e e e s
Opossum GAAAGCCCU-UC
Macaw ---CCG-CCG-UG
Chicken ---CUG-CCC-UG --UCCGAGCG--~
Lizard ---UUG-C-C-CA-------CCU--------CA--UCUAAUUGCAUCUU-=======em=Gmm=memmmmemmm e e e cccccceccecceececeeceeeceece——————————————
X. tropicalis WAGCUU--C--UC-------CCUUGCUCU--~--==-CA-==========mmmm == === == GUG-CUG-~AGUCC- -~~~ === === == = ~AGUGCCUC- -~ === ~GU= === == === == e e ==
miR-124-3p.1
Con GGCUGCCCC.UG. ... ... CCC...CC...Cc. .ACCAGUUGUGCCUU. .......... At s
Conserved
Predicted consequential pairing of target Site ty Context++ c°:;;::“ ov::tg::d'-.: c;m':h.d P Predicted
region (top) and miRNA (bottom) pe score cr relative Kp
percentile score length
Position 48-54 of RHOG 3' UTR 5' ...CUCCCCCCACCAGUUGUGCCUULG. . .
RN (ARAREN 7mer-m8 -0.30 95 -0.30 3.553 0.65 -4.738
hsa-miR-124-3p.1 = CCGUAAGUGGCG--CACGGAAU
Position 76-83 of RHOG 3' UTR 5" ...UUGUCCGCCUCAGCU-GUGCCUUA. ..
111 (RRNRAN 8mer -0.57 99 -0.57 3.433 0.73 -5.574



3. Predizione mediante TARGETSCAN di
potenziali interazioni tra miRNA e I'mRNA di
Rhog

Human RHOG ENSTO00000351018.4 3' UTR length: 585

ENST00000351018 .4

i I

b ' ' 4
100 200 300 400 500

Conserved sites for niRNA fanilies broadly conserved among vertebrates
MIR-129-3p ]




Predizione mediante TARGETSCAN di
potenziali interazioni tra miRNA e I'mRNA di
Cplx2 (complexina?2)

ENST00D00359546 4

Representative (most prevalent) transcript for CPLX2 (ENSG00000145920.10): ENST00000512824.1
supported by 0 3P-seq tag: ENST00000359546.4 3975 nt

Less prevalent transcript for CPLX2 (ENSG00000145920.10):
supported by 0 3P-seq tags: ENST00000512824.1 89 nt

Human CPLX2 ENST00000359546.4 3' UTR length: 3975

5

ENST00000359546 .4

3 } 3 4
Ok 1k 2K 3K
Conserved sites for niRNA fanilies broadly conserved anong vertebrates
miR-34-5p/449-5p niR-34-5p/449-50 miR-135-5p niR-135-5p
1 ] 1 I
:liR-455—3D.2 niR-133a-3p.2/133b
I
:I)P-135-5p
niR-335-3p
I
niR-190-5p
]

niR-25-3p/32-5p/92-30/363-3p/367-3p
1



Database di interazioni miRNA:mRNA validate
sperimentalmente

miRTarBase: The experimentally validated microRNA-target interactions
database
(https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase_2022/php/inde

x.php)

Esempio: mmu-mir-124

Stron Less stron
g -
evidence evidence
=
B B
“ —
R q o &
- s o o 2
- . % o] o = ' a
Species SHINE NS 5 w3 %6 £ o
ID=: (miRNA) Species (Target) miRNA Target = = g 2 2 & O VU & =
MIRT000005 Mus musculus Mus musculus mmu-miR-124- Itgbl
3p v v v v 5 <
MIRT000360 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-124-3p SOX9 v v 2 3



Database di meta-analisi, che forniscono predizioni
d’interazione miRNA:siti di legame predetti da algoritmi
multipli e validati sperimentalmente
Esempio di miRWalk

miRwalk is an open-source platform providing
an intuitive interface that generates predicted

and validated miRNA-binding sites of known
nenes of hiiman moiise rat doa and cow

Details
Mirnaid hsa-miR-124-3p
Mimatid MIMAT0000422

Sequence UAAGGCACGCGGUGAAUGCCAA

Interactions

Binding N

Mirna Refseqid Genesymbol Duplex Score < | Position . Au Me I Targetscan Mirdb Mirtarbase
Site Pairings

hsa-

miR- NM_001256424 | GUCY1A2 details 1.00 CDS 2003,2027 | 0.54 -9.339 |17 — — —

124-3p

hsa-

miR- NM_001256420 | MAPRE2 details 1.00 3UTR 1363,1387 | 0.65 -8.813 |17 — - —

124-3p



Analisi sperimentale per lo studio molecolare
e funzionale dell’interazione miRNA/target
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* poly A selection * RNase digest * affinity purification
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7~ T\, restriction anzyme digestion
[P A— * RNA isolation * RNA isolation

ligate 3’ adapter

i

D o e o — i
Detect fragments of mRNA Detect fragments of mRNA Detect direct targets of single
al cleavage site by sequencing and miRNAs protacted by RISC miRNAs by microarray




Saggio della Luciferasi per la validazione
dell'interazione miRNA/mRNA

Normalization
vector

m 3’ UTR GOI

Reporter
vector

Transfection

Mimic miRNA

Nucleus



