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Il progetto ‘Genoma Umano’, completato nell’aprile del  2003, 

ha dimostrato che il numero dei geni umani codificanti per 

proteine è molto piu’ basso dell’atteso



Dall’analisi comparative del genoma di diversi organismi è risultato

che noi stiamo tra il pollo e l’uva!



Il genoma dei mammiferi è costituito prevalentemente da DNA non 

codificante



Il trascrittoma dei mammiferi è costituito prevalentemente da RNA non 

codificanti (ncRNA)



A. F. Palazzo and E. S. Lee, “Non-coding RNA: what is functional and what is junk?,” Front. Genet., vol. 6, no. 61, p. 326, Jan. 

2015.

Tipologie e abbondanza dei ncRNA



Analisi dell’RNA cellulare mediante elettroforesi su gel di agarosio
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+ -



Nel genoma la quantita’ relativa del DNA non codificante

aumenta con la complessita’ evolutiva



Ruolo dei ncRNA nel controllo epigenetico dell’espressione 

genica



Non coding RNA



microRNA



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

Il numero dei  miRNA espressi da una data specie aumenta con la

complessita’ morfologica ed funzionale



5’

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

• interagiscono con l’RNA target per complementarieta’ di sequenza di 7 o piu’ 

nucleotide presenti nell’estremita’ 5’ (sequenza seed). Altre regioni di 

complementarieta’ con l’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.

• I miRNA  funzionano come molecole guida nel silenziamento dell’RNA messaggero.

Interazione miRNA : mRNA target



Biogenesi dei miRNA

TNRC6=GW182



Geni dei miRNA

I geni per miRNA sono localizzati in regioni intergeniche (27%), come unità trascrizionali autonome; in 

introni di geni codificanti ( 43 %) e non codificanti (19%), in questi casi sono chiamati Mirtron; a livello di 

esoni (11%). In questi ultimi  2casi sono trascritti a partire dallo stesso promotore del gene ospite o a 

partire da promotori criptici indipendenti.Nel caso dei Mirtron il processamento è indipendente da Drosha. 

Nel caso di miRNA a localizzazione esonica, il taglio determina un’inevitabile destabilizzazione del 

trascritto ospite.
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….BIOGENESI dei miRNA

trascrizione da parte di Pol II

taglio da parte del 
Microprocessore

taglio da parte di Dicer

caricamento di uno dei 2 filamenti 
nel complesso RISC

miRISC: miRNA-induced silencing
complex

caricamento del duplex su Ago



Silenziamento genico mediato dai miRNA



Banche dati miRNA

miRBase

Il database miRBase (www.mirbase.org/) è una banca dati in cui sono raccolte le 

sequenze dei miRNA e dei loro precursori, identificati in 271 organismi diversi. 

E’consultabile online (open access) ed è aggiornata costantemente.

Ora v.22! 

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


hsa-miR-124-1-3p

specie di origine

famiglia dei microRNA

gene elica di origine

mir-124-1-3p

hsa-mir-124-1-3p

hsa-mir-124-1-5p

stem-loop

mir-124-5p è anche indicato mir-124*

Nomenclatura miRNA

esempio miR-124-1-3p umano



Sequenze stem-loop

Mature sequence hsa-miR-124-5p

hsa-mir-124

5’ 3’

È prodotto da 3 geni: da ciascun gene deriva un trascritto

primario diverso ma uno stesso miR-124 

maturo

miRNA maturo

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

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



hsa-mir-34a/hsa-miR-34a-5p   UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU

hsa-mir-34b/hsa-miR-34b-5p  UAGGCAGUGUCAUUAGCUGAUUG

hsa-mir-34c/hsa-miR-34c-5p   AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC

Iso-miRNA

Sono miRNA appartenenti alla stessa famiglia (es. famiglia hsa-mir-34) che differiscono 

per singoli nucleotidi e condividono la regione seed . 

Spesso l’eterogeneita’ è alle estremita’ 5’ o 3’ ed è generata nel processo di 

maturazione da parte di Drosha

nomenclatura



I miRNA regolano ca il 50% dei geni cellulari e 

potenzialmente ca il 75% di tutti i geni



Un singolo miRNA ha decine/centinaia di RNA target

un singolo mRNA è regolato da diversi miRNA



Gli stessi algoritmi predicono per un dato mRNA i miRNA che lo potrebbero regolare 

e viceversa

Predizione computazionale dei potenziali mRNA target di un dato 

miRNA

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

Tra i piu’ noti:

TARGETSCAN http://www.targetscan.org

miRANDA http://www.microrna.org/ 

DIANA-microT-CDS http://www.microrna.gr/microT-CDS

rna22-GUI https://cm.jefferson.edu/rna22v1.0/

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

……..



Principali caratteristiche degli algoritmi di predizione di RNA 

target di un miRNA

• Complementarieta’ della seq seed (seed match)

• Conservazione evolutive 

• Energia libera di legame (free energy, G di legame)

• Accessibilita’ del sito di legame



Altre caratteristiche considerate sono:

• Numero delle seq target presenti nella 3’UTR di un mRNA target.

• Contenuto locale di nt  AU in prossimita’ della regione seed

• 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



Predizione mediante TARGETSCAN di RNA target per hsa-

mir-124-3p

http://www.targetscan.org



Predizione mediante TARGETSCAN di potenziali  

interazioni tra miRNA e l’mRNA di Rhog



Predizione mediante TARGETSCAN di:

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

2. potenziali  interazioni tra un mRNA (es Cplx2 e miRNA



Database di interazioni miRNA:mRNA validate 

sperimentalmente

miRTarBase:

The experimentally validated microRNA-target interactions database 

(https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase_2022/php/index.php)

Esempio: mmu-mir-124



Database di meta-analisi

Esempio di miRWalk

miRwalk is an open-source platform providing

an intuitive interface that generates predicted

and validated miRNA-binding sites of known

genes of human, mouse, rat, dog and cow



Validazione funzionale interazione miRNA-mRNA 

target 



…Validazione funzionale interazione miRNA-mRNA target 



Long non coding RNA (lncRNA)



A. F. Palazzo and E. S. Lee, “Non-coding RNA: what is functional and what is junk?,” Front. Genet., vol. 6, no. 61, p. 326, Jan. 

2015.

Tipologie e abbondanza dei ncRNA



Unità trascrizionali nei mammiferi

Nojima, T., Proudfoot, N.J. Mechanisms of lncRNA biogenesis as revealed by nascent transcriptomics. Nat Rev Mol Cell Biol 23, 389–406 
(2022). https://doi.org/10.1038/s41580-021-00447-6

pc: protein coding genes



Long non coding RNA (lncRNA)

• I lnc RNA sono trascritti di dimensione > di 200nt

• Poco abbondanti ed instabili

• La > parte dei lncRNA sono trascritti da RNA pol II, quindi contengono un 

5’CAP e una coda di poly A

• A differenza dei piccoli ncRNA ( siRNA, miRNA, piRNA) non sono 

evolutivamente conservati

• Sono regolatori dell’espressione genica, con meccanismi tuttora poco 

conosciuti.

• Per alcuni lncRNA è stato identificato il meccanismo funzionale



Funzioni note dei lncRNA

I lncRNA stanno emergendo quali importanti componenti di 

networks regolativi, interagendo con fattori di trascrizione e 

regolatori epigenetici nel nucleo, miRNA e RBP nel citoplasma.



Hsu, M.-T. & Coca-prados, 

M., 1979 plant viroids

RNA circolari

• 1979- 2011 gli RNA circolari (circRNA) prima del 2011 erano

considerati uno ‘splicing noise’, eccetto che per pochi esempi.

• Dal 2012 grazie allo sviluppo di tecniche di sequenziamento 

profondo sono stati identificare migliaia di circRNAs come 

trascritti abbondanti del genoma di vertebrati ed invertebrati.

• In alcuni casi il trascritto circolare è l’isoforma piu’ abbondante.

• circRNA sono altamente conservati negli eucarioti

• Sono altamente stabili.

• Hanno un’espressione cellula e tessuto specifica

• Queste caratteristiche suggeriscono importanti funzioni biologiche.



I circRNA sono prodotti di splicing alternativo



• circRNA formation makes use of the canonical splicing machinery, 

including proteins that recognize splice sites in introns

• inverted repeat sequences in introns (30-50nt) favor circRNA

biogenesis

• RBPs that interact with specific sequences in introns (es RBP 

muscleblind-MBL) favor circRNA biogenesis

Regulazione della biogenesi dei circRNA



circRNA sono generati da una reazione di ‘Back-splicing’

• downstream splice donor (5’SS) 

is joined to upstream splice 

acceptor (3’SS)

• this process is called Back 

splicing (BS) and generates a

BS junction (specific of 

circRNAs) (BSJ)

BSJ (back splicing junction)



Funzioni biologiche dei circRNA

Haque, S. & Harries, L.W., 

2017

A. In the nucleus circRNAs can interact with 

promoter regions and RNApolII polymerase II 

(Pol2) to repress or enhance transcription

B.  circRNAs can bind RBPs that regulate 

mRNA processing altering the splicing 

patterns of  the genes targets of RBPs, or 

change mRNA stability

C. the production  of  circular RNAs reduces 

the amount of  linear transcript produced

D. circRNAs can act as miRNA sponges, 

sequestering them away from their binding 

sites in target genes

E. circular RNAs can be translated



Reverse Transcription (RT)-qPCR

Identificazione circRNA



RT-PCR-rolling circles

RT-PCR of circRNAs



…circRNA identification methods-biochemical methods 

I circRNA sono resistenti all’ RNase R



• circRNAs sequences  are found  in the fraction of sequencing reads unmapped with the genome 

(excluded from mRNA seq analysis).

• hallmark of circRNAs in RNA-seq data is a chimeric read in which the 3′ end of the read maps upstream 

of the 5′ end with respect to the direction of  transcription (start in exon 3 and end upstream in exon 2)

…Identificazione bioinformatica dei circRNA



• circRNAs are more enriched in neuronal tissues compared with other tissues

• 20% of the neuronal protein-coding genes in brain produce circRNAs

circRNAs sono molto abbondanti nel cervello

circStau2 isoforms expression in 

different tissues

You, X. et al., 2015; Rybak-Wolf, A. et al., 2015; Haque, S. & Harries, L.W., 2017



…e mostrano espressione specifica nelle diverse regioni cerebrali



I circRNA derivano da geni neuro-specifici e coinvolti in funzioni

sinaptiche

Gene Ontology analysis of circRNA host genes



Nell’uomo la biogenesi dei circRNA è regolata dall’Editing

dell’RNA



ncRNA ed evoluzione



Ruolo dei ncRNA nelle patologie umane
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