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Riassunto

L’evoluzione degli organismi multicel-
lulari è accompagnata da un progressivo 
aumento della complessità dei meccani-
smi di regolazione genica. Questa rapida 
evoluzione è evidente a livello della re-
golazione trascrizionale, dove si osserva 
la veloce espansione delle famiglie dei 
fattori trascrizionali, mentre a livello 
post-trascrizionale tra i nuovi meccani-
smi di regolazione è nota oggi una nuova 
famiglia di geni regolatori: i microR-
NAs. Diversi gruppi di ricerca nel mon-
do sono impegnati nello studio di queste 
piccole molecole di RNA che regolano i 
più importanti meccanismi biologici tra 
cui proliferazione, differenziamento ed 
apoptosi. I microRNAs sono molto pro-
mettenti in future applicazioni di terapia 
clinica visto il loro ruolo di regolazione 
simultanea di più geni/proteine.

Summary

The emergence of complex, multicellular 
organism was accompanied, and perhaps 
facilitated by dramatic increases in the 
complexity of gene regulatory mecha-
nisms. At the level of transcriptional 
regulation, this can be clearly seen in the 
massive expansion of transcription-factor 
families and the pervasive combinatorial 
control of genes by multiple transcription 
factor in higher organism. At the level of 
posttranscriptional control, entirely new 
mechanisms of gene regulation arose, 
typified by a large and growing class of 
non coding RNAs known as microRNAs. 
Many researcher groups are studying the 
small RNAs that could regulate many bi-
ological mechanisms and become future 
therapeutic targets following the hypote-
sis “one hit-multiple targets approach”.

Metodologia seguita

Le fonti bibliografiche alla base di ta-
le revisione sono state tratte da ricer-

che in PubMed, NCBI (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db 
= PubMed) inserendo come parole 
chiave: “miRs”; “miRs and therapy”, 
“miRs and biogenesis”, “miRs and 
pathology” e “miRs and oncogene”. 
Le ricerche bibliografiche sono state 
effettuate fino al 30 maggio 2007. 
Accanto a pubblicazioni peer-re-
viewed sono state prese in considera-
zione revisioni redatte da autorevoli 
ricercatori del settore.

Obiettivi

L’articolo descrive i più rilevanti 
sviluppi nel campo della regolazio-
ne genica con particolare attenzione 
alla famiglia dei microRNAs, al loro 
meccanismo di azione e alle prospet-
tive più promettenti nel campo delle 
applicazioni nella terapia clinica.

Regolazione genica e 
microRNAs

I microRNAs (miRs, miRNAs) costi-
tuiscono una grande famiglia di geni 
regolatori, formata da piccole mole-
cole di RNA, a singolo filamento, di 
circa 22 nucleotidi, non codificanti per 
proteine, abbondantemente espressi 
nelle piante e negli animali (Bartel 
et al., 2004). Il primo miR scoperto è 
stato lin-4, identificato da Gary Ru-
vkun et al. in C. elegans. La scoperta 
del secondo miR in C. elegans, miR 
let-7, suggerì l’esistenza di un grande 
gruppo di geni regolatori. Oggi si sti-
ma che essi rappresentino tra 1%-5% 
dei geni nei mammiferi; infatti, cen-
tinaia di miRs sono stati identificati 
e più di mille sono stati predetti con 
metodi computazionali. Nel 2003 la 
rapida crescita del numero di miRNAs 

identificati spinse Sam Griffiths-Jones 
dell’Istituto Sanger a creare un databa-
se in cui catalogare tutte le sequenze 
dei miRNAs conosciuti (http://micror-
na.sanger.ac.uk/sequences). In questo 
registro i miRNAs sono catalogati con 
un numero identificativo basato sulla 
similarità della sequenza. Le forme 
mature identiche sono annotate con lo 
stesso nome ma se sono prodotte da 
loci genomici diversi sono differen-
ziate da un suffisso (es. “miR-16-1” 
e “miR-16-2”). Differenze di 2 basi 
sono identificate da un altro suffisso 
(es. “miR-181a” and “miR-181b”). 
Inoltre, in questo registro sono an-
notate le localizzazioni genomiche 
di ogni singolo miRNA, le sequenze 
omologhe tra le specie (Di Leva G et 
al., 2006).
I miRNAs sono essenziali per il nor-
male sviluppo di tutti i tessuti, in 
quanto controllano i più importanti 
processi biologici quali: crescita cel-
lulare, differenziamento, metabolismo 
ed apoptosi (Esquela-Kerscher et al., 
2006). Ad esempio, in Drosophila il 
miR-14 previene la morte cellulare 
ed è richiesto per un normale meta-
bolismo dei lipidi; il miR-125b e il 
miR let-7 controllano la proliferazione 
cellulare; il miR-181 è coinvolto nel-
lo sviluppo della linea ematopoietica 
dei linfociti B (Harfe et al., 2005). I 
miR-15a e miR-16-1 promuovono la 
sopravvivenza delle cellule immuni-
tarie B; il miR-375 è coinvolto nella 
secrezione dell’insulina e il miR-143 
promuove lo sviluppo degli adipociti 
(Harfe et al., 2005; Hwang et al., 2006; 
Miska et al., 2005).
I meccanismi attraverso i quali i 
miRs svolgono la loro funzione di 
regolatori dell’espressione genica 
nell’uomo sono ancora in corso di 
studio. Il primo meccanismo ana-
lizzato fu quello presente in C. Ele-
gans, in cui la quantità degli mRNA 
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regolati da miRs fu trovata invaria-
ta mentre la quantità delle proteine 
targets di miRs altamente ridotta 
(Olsen et al., 1999). Questa osser-
vazione fece ipotizzare che i miRs 
potessero svolgere la loro funzione a 
livello della sintesi proteica. Diversi 
altri studi hanno supportato tale ipo-
tesi: Maroney et al. (2006) hanno di-
mostrato che diversi mRNA regolati 
da miRs nella linea cellulare umana 
Hela sono associati al polisoma cioè 
ai ribosomi legati all’mRNA durante 
la fase di elongazione della sintesi 
proteica; Nottrott et al. (2006) hanno 
dimostrato, inoltre, che il miR Let7-
a è associato al polisoma durante la 
traduzione in diverse linee cellulari 
umane, mentre i polipeptidi nascen-
ti non sono stati ritrovati mediante 
saggi di immunoprecipitazione, sug-
gerendo che la repressione traduzio-
nale è il risultato della degradazione 
proteica durante la fase di elonga-
zione. In letteratura sono presenti 
altri lavori che evidenziano una re-
golazione genica dei miRs anche a 
livello della degradazione dell’mR-
NA target (gene legato e regolato dal 
miRNA), meccanismo operato dai 
miRs presenti nelle piante (Bagga et 
al., 2005; Lim et al., 2005). Oramai 
è chiaro che il meccanismo di desta-
bilizzazione dell’mRNA mediato dal 
miR consiste in una de-adenilazione 
seguita dalla rimozione del cap al-
l’estremità 5’ tramite il reclutamento 
di un complesso di enzimi cellulari.
Per la loro grandezza e funzione 
i miRNAs ricordano gli siRNAs 
(short interfiring RNA) piccole mo-
lecole di RNA a doppio filamento 
di circa 21-22 nucleotidi, che negli 
organismi invertebrati legano in ma-
niera perfettamente complementare 
l’mRNA target e ne inibiscono la 
funzione attraverso il meccanismo 
dell’RNA interference (iRNA). Que-

sto meccanismo fu identificato nel 
1998 da due ricercatori Fire e Mello 
tramite la scoperta che una miscela 
di doppi filamenti di RNA è più effi-
cace nell’inibire l’espressione genica 
rispetto ad un singolo filamento, nel 
nematode C. Elegans. Subito dopo 
fu scoperto che questo meccanismo 
è presente in tutti gli organismi euca-
riotici ed anche nelle cellule di mam-
mifero (Agrawal, 2004). I miRNAs 
e gli siRNAs derivano da distinti 
precursori: lunghe molecole di RNA 
a doppio filamento (centinaia di mi-
gliaia di basi) per i siRNAs e piccole 
molecole con struttura a forcina di 
70-80 nucleotidi (il pre-miR) per i 
miRs. La biogenesi e la funzione di 
entrambe le classi di piccoli RNA 
richiede fattori in comune: l’endo-
nucleasi Dicer, le proteine della fa-
miglia Argonauta ed il complesso 
RISC. Le lunghe molecole di RNA a 
doppio filamento sono processate in 
siRNAs tramite l’azione dell’enzima 
DICER (una endonucleasi specifica 
per i doppi filamenti di RNA). I siR-
NAs risultanti sono incorporati nel 
complesso di silenziamento genico 
RISC che ne guida l’interazione con 
l’RNA target omologo e tramite le 
proteine Argonauta ne promuove la 
degradazione. Il legame dei siRNA 
avviene sull’mRNA e non nella re-
gione 3’UTR del gene target come 
per i miRNAs ed inoltre i siRNAs 
inibisono la funzione del gene target 
tramite la degradazione dell’mRNA 
mentre i miRNAs tramite l’inibizione 
della traduzione (Agrawal, 2004). La 
funzione naturale dell’iRNA sembra 
essersi evoluta come meccanismo di 
difesa contro elementi genetici mo-
bili, trasposoni e virus. I ricercatori 
continuano incessantemente nello 
studio di questo meccanismo che è 
implicato nella regolazione genica 
ed anche come possibile meccani-

smo di difesa contro i virus visto che 
questi hanno sviluppato strategie 
contro i siRNA (Kim et al., 2004). 
Per la scoperta di questo nuovo mec-
canismo di regolazione genica i due 
giovani ricercatori Andrew Fire e 
Craig Mello nel 2006 hanno ricevuto 
il premio Nobel per la Fisiologia e la 
Medicina (Stevenson, 2004).

MicroRNAs: biogenesi e 
fisiologia

La produzione dei miRs è un mecca-
nismo altamente regolato e comples-
so che richiede il lavoro di un grup-
po di enzimi localizzati nel nucleo e 
nel citoplasma delle cellule. L’RNA 
polimerasi II trascrive i miRs in un 
grande precursore, detto pri-miR, 
con una struttura a forcina, un cap 
di 7-metil guanina al 5’ e una coda 
di poliA al 3’ (Fig. 1). Il pri-miR, di 
lunghezza variabile, è processato nel 
nucleo, da un complesso enzimati-
co definito “microprocessatore”, in 
un pre-miR di circa 70 nucleotidi. Il 
complesso contiene l’enzima Dro-
sha, un RNaseIII, un cofattore detto 
Pasha in Drosophila melanogaster e 
DGCR8 nell’uomo ed una proteina 
legante l’RNA a doppio filamento 
che permette il riconoscimento del 
substrato (Lee et al., 2002). Il pre-
miR è trasportato nel citoplasma 
dall’exportin 5 (Exp5), un traspor-
tatore cargo RAN-GTP dipendente 
(Lee et al., 2003; Lund et al., 2004). 
Nel citoplasma, la forcina del pre-
miR diventa il substrato di un secon-
do enzima di tipo RNaseIII, detto 
Dicer, e ne deriva un frammento di 
circa 18-22 nucleotidi, a doppio fi-
lamento di RNA, detto miR:miR* 
duplex (Hutvagner et al., 2001). Il 
doppio filamento contenente il miR 
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maturo legato al suo complementare 
è incorporato nel pre-miR associated 
multiprotein RNA-induced silencing 
complex (RISC) che include la pro-
teina Argonauta (Fig. 1). Soltanto 
un singolo filamento resta nel com-
plesso mentre l’altro è degradato da 
Argonauta 2, una proteina del com-
plesso RISC (Song et al., 2003). Le 
proteine appartenenti alla famiglia 
Argonauta sono le endonucleasi che 
tagliano l’mRNA target. L’abili-
tà di un miRs di legare e reprimere 
l’espressione del gene target è de-
terminata per gran parte dall’ener-
gia libera di legame dei nucleotidi 
all’estremità 5’ (2-8 nucleotidi) del 
miR, con un minore contributo della 
regione al 3’. Questa regione al 5’ 
del microRNA è denominata “seed 
region”; la complementarietà di que-
sta regione con la regione 3’ non tra-
dotta del gene target viene analizzata 
per la predizione computazionale dei 

geni targets. Non è ancora chiaro il 
meccanismo di repressione operato 
dai miRs a livello traduzionale ma da 
recenti studi si evince che la repres-
sione avviene a livello ribosomiale, 
tramite il legame di RISC al poli-
ribosoma, formando un complesso 
stabile che impedisce la traduzione 
(Liu et al., 2005). È stato dimostra-
to, inoltre, che nel complesso RISC 
è presente la proteina inibitrice della 
traduzione eIF6. Quest’ultima me-
dia la repressione della traduzione 
operata dai microRNAs durante la 
fase di reclutamento dell’mRNA tar-
get. Il ruolo di eIF6, nell’inibizione 
dell’assemblamento delle subunità 
ribosomiali 60S e 40S e quindi nel-
la prevenzione della formazione del 
complesso traduzionale, fa ipotizza-
re che possa cooperare con i microR-
NAs bloccando la fase iniziale della 
traduzione o il riciclo dei ribosomi. 
Il modello finale proposto è che il 

complesso RISC utilizzi eIF6 per di-
struggere la formazione del poliribo-
soma (Thimmaiah et al., 2007).

MicroRNAs e patologie

I miRs svolgono un ruolo cruciale 
nel controllo della crescita cellulare, 
del differenziamento e dell’apopto-
si (Esquela-Kerscher et al., 2006) 
di conseguenza le alterazioni del-
l’espressione di questi piccoli RNA 
hanno un ruolo chiave nello svilup-
po di varie patologie.

MicroRNAs nelle patologie 
oncologiche

L’espressione di molti miRs è stata 
correlata con vari tumori umani ed 
è stato dimostrato che essi possono 
avere funzione oncogenica o onco-
soppressoria. Circa il 50% dei miRs 
umani annotati infatti, sono localiz-
zati in siti fragili del genoma asso-
ciati al cancro ed inoltre, sono stati 
ritrovati differenzialmente espressi 
tra cellule tumorali e cellule normali 
(Tab. I). La prima evidenza del coin-
volgimento di un miR nel cancro 
fu dimostrata nel lavoro di Calin et 
al., 2002, in cui venne studiata una 
delezione ricorrente del cromosoma 
13q14 per scoprire il gene soppres-
sore tumorale coinvolto nella pato-
genesi della leucemia linfatica cro-
nica. In questo studio si scoprì che 
la piccola regione deleta in un dato 
sottogruppo di pazienti, codifica per 
due miRs: miR 15a e miR 16-1 (Tab. 
I). L’analisi di espressione di questi 
miRs in campioni leucemici ed in 
linfociti CD5+ normali ha evidenzia-
to la diminuzione di espressione dei 
due miRs associata alla delezione 

Figura 1. Biogenesi dei miRNAs: dalla 
trascrizione del microRNA alla regola-
zione del gene target.
L’RNA polimerasi II trascrive il microR-
NA in un grande precursore, detto pri-
miRNA, con una struttura a forcina. Il 
pri-miRNA è processato nel nucleo da 
un complesso enzimatico definito “mi-
croprocessatore” (Drosha-DGCR8), in un 

1

pre-miRNA di circa 70 nucleotidi. Il pre-
miRNA  è trasportato nel citoplasma 
dall’exportin 5 (Exp5), un trasportatore 
cargo RAN-GTP dipendente . Nel cito-
plasma, la forcina del pre-miRNA diven-
ta il substrato di un secondo enzima di 
tipo RNaseIII, detto Dicer, e ne deriva 
un frammento di circa 18-22 nucleoti-
di, a doppio filamento di RNA.  Il miR-

NA maturo è incorporato nel pre-miR 
associated multiprotein RNA-induced 
silencing complex (miRISC) che inclu-
de la proteina Argonauta. Il complesso 
miRISC con il miRNA si lega alla regione 
3’UTR (non tradotta) del gene target e 
ne inibisce l’espressione o tramite la 
degradazione dell’mRNA target o tra-
mite la repressione della traduzione.
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Tab. I. MicroRNAs correlati alle patologie oncologiche: sono indicati i nomi dei microRNAs la cui espressione è stata ritro-
vata alterata nei tumori e gli eventuali nomi dei geni target (se già identificati).

Tipo di tumore Nome del  
micrornas

Aumento/ Diminu-
zione di espressione

Gene target/  
funzione biologica

Letteratura

Carcinoma  
del pancreas

MiR 100
MiR 103
MiRs 1-2
MiR 107

MiR 125b-1
MiR 155-bic

+
+
+
+
+
+

NI Volinia et al., 2006
Lee et al., 2007

Roldo et al., 2006

Carcinoma papillare 
della tiroide

MiR 146b
MiR 181b
MiR 221
MiR 222

+
+
+
+

Kit (miR 221-222/
crescita 

e differenziamento 
cellulare)

He et al., 2005
Pallante et al., 2006

Adenoma ipofisario Cluster miR 15-a/16-1 - NI Bottoni et al., 2005

Carcinoma prostatico Let 7d
MiR 128a
MiR 195
MiR 203

+
-
+
+

NI Volinia et al., 2006

Carcinoma dello 
stomaco

MiR 223
MiR 21

MiR 218-2
MiR 103-2

+
+
-
+

NI Volinia et al., 2006

Tumori delle cellule
germinali testicolari

MiR 372
MiR 373

+
+

LATS2 Voorhoeve et al., 2006

Tumori della
mammella

miR 10b
MiR 21

MiR 29b-2
MiR 17- 5p

MiR 125b-1,2
MiR 145
MiR 146

MiR 155/BIC

-
+
+
-
-
-
+
+

AIB1(miR17-5p)
miR 21/apoptosi

Volinia et al., 2006
Iorio et al., 2005

Hossain et al., 2006

Linfomi maligni Cluster miR 17-92
MiR 155/BIC

+
+

E2F1(miR17-5p 
e miR20a)/c-myc 

proliferazione cellulare 
E2F2/E2F3 (miR20a)/

proliferazione cellulare 
ed apoptosi

Woods et al., 2007
Eis et al., 2005

Calin et al., 2002, 2004
Cimmino et al., 2005

(continua)
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Leucemia linfatica
cronica a cellule B

Cluster miR 15-a/16-1 - BCL2 (miR15a/16-1)/
apoptosi

Eis et al., 2005
Calin et al., 2002, 2004
Cimmino et al., 2005

Cancro del colon-
retto

Let-7
miR10a

Cluster 17-92
MiR 20a
MiR 24-1

MiR 29b-2
MiR 31
MiR96

MiR 133b
MiR 135b
MiR 143
MiR 145
MiR 185

-
+
+
+
+
+
+
+
-
+
-
-
+

RAS (LET7a-1) TSP1 
(cluster miR 17-92)

CTGF  
(cluster miR 17-92)

Volinia et al., 2006
Calin et al., 2004, 2006

Slack et al., 2006
Hammond et al., 2006

Carcinoma follicolare
della tiroide

MiR 197
MiR 346

+
+

ACVR1, TSPAN3 (miR
197)

EFEMP2 (miR 346)

Weber et al., 2006

Glioblastoma MiR21
MiR 128

MiR 181 a-c
MiR 221

+
-
-
+

(miR 21)/apoptosi Ciafre et al., 2005
Chan et al., 2005

Carcinoma epatico MiR 18
MiR 125a
MiR 195
MiR 199a
MiR 200a
MiR 224

+
-
-
-
-
+

NI Murakami et al., 2006

Neuroblastoma MiR 34a
MiR184

-
-

E2F3 (miR 34a)/
apoptosi

(miR 184)/apoptosi

Welch et al., 2007

Carcinoma dei 
polmoni
a grandi cellule

MiR Let 7
Cluster miR 17-92

MiR 21
Mir 155/BIC
MiR 200b
MiR 205
MiR210

-
+
+
+
+
+
+

HRAS, KRAS, NRAS
(famiglia let-7)/
Trasformazione 

oncogenica

Volinia et al., 2006
Takamizawa et al., 2004
Yanaihara et al., 2006
Johnson et al., 2005
Hayashita et al., 2005

(Tab. I segue)
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13q14 e quindi un possibile ruolo di 
geni oncossoppressori per tali miRs. 
Il putativo ruolo di oncosoppressori 
dei miR 15a e miR 16-1 è stato sup-
portato dalla scoperta di mutazioni 
puntiformi nella linea germinale di 
due pazienti con leucemia linfatica 
cronica che provocano riduzione di 
espressione dei due miR maturi. Il 
dato è stato ulteriormente conferma-

to quando è stato scoperto che i due 
miRs regolano negativamente BCL2, 
un gene antiapoptotico la cui espres-
sione è stata identificata in molti tipi 
di cancro. La delezione o la diminu-
zione di espressione dei due miRs 
provoca un aumento di espressione di 
BCL2 che promuove la proliferazio-
ne linfoide dei precursori ematopoie-
tici (Cimmino et al., 2005).

L’attività di questi piccoli elementi 
regolatori può essere alterata anche 
da altri geni vicini alle regioni rego-
latorie del miR o dalla rilocalizza-
zione dello stesso miR in prossimità 
di altri elementi regolatori (Fig. 2). 
Il livello di espressione del microR-
NA può variare ad esempio in segui-
to a riarrangiamenti genomici come 
delezioni della regione genomica in 

Figura 2: Meccanismi di alterazione 
dell’espressione di un microRNA:
A) il livello di espressione del microRNA 
può variare in seguito a riarrangiamen-
ti genomici come delezioni o duplica-
zioni della regione genomica in cui è 
localizzato il microRNA, o traslocazioni 
che rilocalizzano il microRNA sotto il 
controllo di un nuovo promotore
B) mutazioni nella sequenza del mi-

2

croRNA possono provocare 1. una 
regolazione alterata del gene target 
2. possono causare il legame ad un 
nuovo gene target 3. possono causa-
re alterazioni nella fase di produzione 
del microRNA; mutazioni nella regione 
di legame del microRNA nel 3’UTR del 
gene target possono provocare perdi-
te o alterazioni nell’interazione con il 
target.
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cui è localizzato il microRNA che 
conducono a perdita di tutto il miR 
e quindi ad una mancata regolazione 
del gene target; o duplicazioni che 
risultano in un aumento di espressio-
ne del miR maturo e diminuzione di 
espressione del gene target; o anco-
ra traslocazioni che rilocalizzano il 
microRNA sotto il controllo di un 
nuovo promotore e quindi aumento 
o diminuzione di espressione oppu-
re espressione in un nuovo tessuto. 
Inoltre, mutazioni nella sequenza del 
microRNA possono provocare una 
regolazione alterata del gene target, 
o il legame ad un nuovo gene target 
oppure alterazioni nella fase di pro-
duzione del microRNA; mutazioni 
nella regione di legame del microR-
NA nel 3’UTR del gene target pos-
sono provocare perdite o alterazioni 
nell’interazione con il target (Fig. 2). 
Gli effetti conclusivi possono esse-
re un aumento dell’espressione del 
miR con conseguente diminuzione 
di espressione del gene target o di-
minuzione dell’espressione del miR 
con conseguente overespressione 
del target (Fig. 2). È stato dimostra-
to infatti, che il miR Let-7 è poco 
espresso nei tumori polmonari con 
conseguente aumento di espressione 
dell’oncogene RAS (Johnson et al., 
2005). Due miRs appartenenti allo 
stesso cluster, miR 17-5p e miR 20a, 
regolano negativamente il fattore 
di trascrizione E2F1, un gene sop-
pressore tumorale (O’Donnell et al., 
2005).

MicroRNAs nelle patologie 
non oncologiche

I miRs sono coinvolti in un ampio 
spettro di malattie umane oltre a 
quelle oncologiche. La correlazione 

tra miRs e malattie umane fu eviden-
ziato per la prima volta dall’identi-
ficazione del complesso enzimatico 
definito “microprocessatore”, in cui 
un cofattore essenziale è DGCR8, 
localizzato sul cromosoma 22 e fre-
quentemente deleto nella sindrome 
di “Di George”. Questa sindrome, 
clinicamente eterogenea, è una ma-
lattia congenita rara, in cui tra i sin-
tomi più comuni si riscontrano infe-
zioni ricorrenti, alterazioni cardiache 
e facies caratteristica.
Molti miRs sono stati ritrovati anche 
nei genomi virali di Epstein-Barr vi-
rus (EBV), simian virus 40 (SV40) 
e Kaposi sarcoma-associated virus 
(Gottwein et al., 2006). Il genoma di 
SV40 codifica per un miR che lega 
e degrada l’RNA messaggero codi-
ficante per gli antigeni T, anche se 
questo meccanismo non influenza 
direttamente la replicazione del vi-
rus rende tuttavia le cellule infettate 
dal virus meno sensibili all’azione 
delle cellule T, quindi indirettamente 
aumenta le sue capacità di sopravvi-
venza all’interno della cellula ospite 
(Sullivan et al., 2005).
Il ruolo dei miRs è stato studiato an-
che nella regolazione delle funzioni 
del sistema immunitario, in modo 
particolare il miR 155 è risultato 
fondamentale per la sua fisiologia. 
Il lavoro di Thai et al. (2007) ha di-
mostrato tramite la creazione di topi 
knock-out e knock-in per il miR, la 
sua funzione nella regolazione del-
la risposta immunitaria dei centri 
germinali e la regolazione della dif-
ferenziazione delle cellule T helper 
(TH). Il controllo di queste funzioni 
si esplica soprattutto tramite la rego-
lazione della produzione delle cito-
chine TNF-α e LT-α; infatti, i topi 
con la delezione del miR hanno una 
produzione più che dimezzata delle 
due citochine. Inoltre, le cellule B 

isolate dai centri germinali dei topi 
knock-out sono in quantità minore 
rispetto a quelle dei topi normali, 
invece quelle dei topi knock-in in 
quantità maggiore. Anche un saggio 
di immunoistochimica sulla milza 
isolata dai topi knock-out immuniz-
zati mostra una diminuzione della 
grandezza dei centri germinali ri-
spetti ai topi normali. Inoltre, il miR 
155 è implicato nella differenziazio-
ne delle cellule T in cellule T helper 
TH1 e TH2; infatti i topi knock-out 
producono più IL-4 (interleuchina 4) 
e meno IFN-γ (interferone-γ) sugge-
rendo che queste cellule T sono più 
prone alla differenziazione in cellu-
le TH2 rispetto ai controlli normali 
(Thai et al., 2007). Un altro lavoro 
pubblicato nello stesso volume del-
la rivista “Science” conferma i dati 
dell’articolo precedentemente citato. 
In più, tramite l’utilizzo di topi con 
una delezione del miR 155 hanno 
dimostrato che questi con il tem-
po sviluppano patologie polmonari 
con deposizione di collageno nelle 
vie aeree, aumento della massa del-
le cellule muscolari lisce e aumento 
di linfociti, macrofagi ed eosinofili. 
Inoltre, tali topi presentano un’im-
munità adattativa assente; infatti, 
anche dopo la vaccinazione contro 
Salmonella typhimurium non resi-
stono alla somministrazione orale 
di questo batterio a causa di una de-
ficiente attività dei linfociti B e T e 
muoiono entro 33 giorni dalla som-
ministrazione del batterio. In questo 
lavoro, a differenza del precedente, 
gli Autori studiano anche i possibili 
targets di questo miRs; infatti trami-
te un’analisi mediante microarray 
individuano quasi cento possibili 
targets del miR, tutti geni implicati 
nelle funzioni del sistema immuni-
tario. Per di più, dimostrano il reale 
legame del miR 155 ad uno dei suoi 
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possibili target: il fattore di trascri-
zione c-Maf. Quest’ultimo è un po-
tente trans-attivatore del promotore 
dell’IL-4 (Rodriguez et al., 2007).
La funzione dei miRs è stata studiata 
anche nelle patologie cardiache, vari 
lavori pubblicati recentemente han-
no evidenziato il ruolo cruciale dei 
miRs nella regolazione dell’espres-
sione genica del miocardio. La dele-
zione dei miR 1-2 è stata associata 
alla deregolazione della cardiogene-
si, alterazione dei parametri elettro-
cardiografici ed iperplasia dei car-
diomiociti mediante studi in vivo su 
topi knock-out (Zhao et al., 2007). I 
due miRs, derivanti dallo stesso tra-
scritto, legano ed inibiscono la fun-
zione del fattore trascrizionale Irx5. 
Quest’ultimo appartiene alla fami-
glia di fattori trascrizionali Iroquois, 
contenenti omeodomini, e regola la 
ripolarizzazione dei cardiomiociti 
tramite la repressione del canale del 
potassio Kcnd2. Inoltre, nello stesso 
lavoro è stato dimostrato che la bio-
genesi dei miRs è essenziale per la 
cardiogenesi durante la vita embrio-
nale; infatti, i topi con una delezione 
selettiva del gene Dicer (enzima cru-
ciale per la maturazione dei miRs) 
nel cuore muoiono durante la vita 
embrionale per difetti morfologici 
del muscolo cardiaco.
Altri microRNA sono stati studiati 
per il loro coinvolgimento in pato-
logie cardiache come il microRNA 
133 ed il microRNA 1. Essi appar-
tengono alla stessa unità trascrizio-
nale e sono selettivamente espressi 
nel muscolo scheletrico e nei mio-
citi cardiaci sia umani che murini. 
Entrambi svolgono un ruolo chiave 
nella proliferazione e nel differen-
ziamento dei mioblasti. I livelli di 
espressione del microRNA 133 sono 
stati ritrovati diminuiti sia nei tessuti 
ipertrofici cardiaci umani che murini 

(Care et al., 2007). Mediante studi in 
vivo su modelli murini di ipertrofia 
cardiaca, gli Autori hanno dimostrato 
che il microRNA blocca l’ipertrofia 
dei cardiomiociti. Nello stesso lavo-
ro, nei topi è stato somministrato un 
oligoribonucleotide antisenso al miR 
133 (antagomir) per via sottocutanea 
tramite una minipompa impianta-
ta nella cute. L’antagomir silenzia 
in maniera specifica l’espressione 
del miR che diminuisce del 70% ri-
spetto ai controlli. Dopo un mese di 
somministrazione dell’antagomir, i 
topi mostrano una marcata ipertrofia 
dei cardiomiociti rispetto ai control-
li. Il dato è stato confermato in un 
altro esperimento in cui in un topo 
knock-out per il miR133 è stato som-
ministrato per via intracoronarica un 
vettore adenovirale codificante per 
il miR 133. L’overespressione del 
miR causa una significativa ridu-
zione della grandezza dei miociti 
nel ventricolo sinistro. Inoltre, in 
questo lavoro, sono stati validati 3 
geni targets del microRNA: RhoA 
e Cdc42, piccole proteine leganti il 
GTP, coinvolte nei riarrangiamenti 
citoscheletrici e miofibrillari durante 
lo sviluppo dell’ipertrofia cardiaca; 
NELF-A/Whsc2 un regolatore ne-
gativo dell’RNA polimerasi II, fre-
quentemente alterato nella sindrome 
di Wolf-Hirschhorn caratterizzata da 
disgenesia cardiaca. Questo lavoro è 
molto importante per le implicazio-
ni cliniche, infatti la modulazione 
dell’espressione del miR133 tramite 
la somministrazione di antagomirs 
potrebbe avere future applicazioni 
nella terapia clinica.
Nuovi recenti sviluppi nella corre-
lazione tra miRs e patologie stanno 
emergendo dallo studio dei polimor-
fismi di singoli nucleotidi (SNP) 
presenti nelle sequenze dei miRs 
e nelle regioni 3’ non tradotte dei 

geni targets. Gottwein et al. (2006) 
dimostrarono per la prima volta che 
un polimorfismo nel precursore del 
miR K5 nel virus KSHV riduceva il 
processamento del miR operato dal-
l’enzima Drosha, con diminuzione 
di espressione della forma matura e 
conseguente assenza di funzione del 
miR. Un polimorfismo di singolo 
nucleotide nella regione 3’ non tra-
dotta del gene SLITRK1 (Slit- and 
Trk-like 1) è stato associato alla 
sindrome di Tourette, una patologia 
neuropsichiatrica genetica. In alcuni 
pazienti è stata ritrovata la sostituzio-
ne guanina in adenina nella regione 
3’ non tradotta del gene SLITRK1 
frequentemente mutato in questa 
sindrome. Questa sostituzione sta-
bilizza il legame tra il miR 189 ed 
il sito di legame nel gene SLITRK1 
di cui è ridotta la traduzione rispetto 
agli individui normali (Niwa et al., 
2007). Un altro esempio interessante 
è il caso della pecora Texel che svi-
luppa una muscolatura molto forte a 
causa della perdita di funzione del 
gene della miostatina (GDF8). Nella 
regione codificante di questo gene 
però non furono trovate mutazioni, 
invece nella regione 3’ non tradotta 
fu trovata una sostituzione guanina in 
adenina che determina la formazione 
di siti di legame per i miR 1 e 206. 
Il legame dei due miRs diminuisce 
l’espressione del gene GDF8 che de-
termina il fenotipo muscolare nelle 
pecore Texel (Niwa et al., 2007).

MicroRNAs e terapia

Il rapido sviluppo delle conoscenze 
dei meccanismi di regolazione dei 
miRs suggerisce che essi possano 
diventare dei bersagli terapeutici 
oppure possano essi stessi diventare 
farmaci per un largo spettro di pato-
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logie. Infatti, un concetto rilevante 
in ambito terapeutico è che un mi-
croRNA può regolare l’espressione 
di più proteine target, interagendo 
con più mRNA target. L’utilizzo 
dei miRs potrebbe essere una nuova 
modalità di “terapia epigenetica” e 
potrebbe essere applicata a patologie 
multigeniche causate dall’alterata 
regolazione dei miRs.
L’interazione tra miR e mRNA target 
è essenziale per la funzione del miR, 
per tale motivo un nuovo approccio 
utilizzato in vari studi, in vitro, è la 
sintesi di oligonucleotidi anti-senso 
sintetici che codificano per sequenze 
complementari al miR maturo, det-
ti anti-miRNA oncogenici (AMOS) 
o antagomirs (Fig. 3). Questi oligo, 
tramite una sequenza antisenso, si 
legano in maniera complementare 
al miRNA e ne inattivano la funzio-
ne impedendo il successivo legame 
del miR alla regione 3’ non tradotta 

del gene target (Fig. 3) (Krutzfel-
dty et al., 2005). L’inattivazione 
dei miRNAs è stata ancora miglio-
rata dall’uso di oligoribonucleotidi 
2’ossi-metil, più stabili rispetto agli 
oligonucleotidi tradizionali perché 
la modificazione del ribosio rende 
l’RNA resistente alle nucleasi cellu-
lari. Stoffel et al. (2005) hanno ot-
tenuto l’inibizione, in vivo, di miRs 
tramite RNA antisenso modificati. 
Le modificazioni dell’oligoribonu-
cleotide sono state di tre tipi: lo sche-
letro dell’RNA è stato modificato in 
ogni nucleotide nella posizione 2’ 
del ribosio; i nucleotidi terminali di 
entrambe le estremità sono stati mo-
dificati con un legame fosforotioato 
al posto di uno fosfodiestere, queste 
due modificazioni aumentano la re-
sistenza alle nucleasi presenti nelle 
cellule e nel siero. La terza modifi-
cazione è stata l’inserimento di una 
molecola di colesterolo al terminale 

3’. Questa modificazione migliora 
le proprietà farmacocinetiche au-
mentando il legame alle proteine del 
siero con conseguente aumento della 
stabilità e dell’emivita plasmatica 
ed inoltre ne facilita l’entrata nella 
cellula. Questi antagomirs così mo-
dificati sono stati somministrati per 
via endovenosa nei topi (attraverso 
la vena della coda) e hanno bloccato 
l’espressione dei miRs complemen-
tari. L’inibizione era presente in tutti 
i tessuti tranne che nel cervello per la 
riduzione della diffusione degli acidi 
nucleici attraverso la barriera ema-
toencefalica (Krutzfeldt et al., 2007; 
Czech, 2006). La completa deple-
zione dei miRNAs è stata ottenuta 
tramite la somministrazione di 240 
mg di antagomirs per chilogrammo 
di peso corporeo, l’effetto di inbizio-
ne del miRNA è durato per 23 giorni 
dopo la somministrazione.
Inoltre, sono stati sintetizzati nu-
cleotidi LNA (locked nucleic acid) 
spesso definiti RNA inaccessibili 
o ribonucleotidi modificati, in cui 
l’anello del ribosio contiene un pon-
te extra che connette i carboni 2’ e 
4’. Il ponte aumenta la stabilità della 
struttura in seguito ad un aumento 
della temperatura di legame.
Nel caso in cui il miR funzioni da 
oncosoppressore e sia poco espresso 
nella condizione patologica l’obiet-
tivo è aumentarne l’espressione 
tramite sistemi di veicolazione che 
utilizzino vettori virali o liposomi 
per introdurre il miR nella cellula. 
Questa tecnica prevede l’espressione 
del pre-miR sotto il controllo di un 
promotore specifico per stimolare il 
meccanismo endogeno al fine di pro-
cessare il miR e reprimere l’espres-
sione del gene target (Gleave et al., 
2005). Un approccio molto efficien-
te è stato quello di far produrre il 
microRNA da un vettore di espres-

Figura 3: Meccanismo di azione degli 
antagomirs:
gli antagomirs, oligonucleotidi ad RNA 
complementari alla sequenza del mi-
croRNA si legano ad essi impedendone 
il legame alla regione 3’ non tradotta 
del gene target, inibendone quindi  la 
funzione. 
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sione sotto il controllo del promoto-
re per la polimerasi III come H1 e 
U6 o da vettori contenenti promotori 
per la polimerasi II come il promo-
tore CMV (citomegalovirus) molto 
forti. L’espressione del microRNA 
è stata migliorata dall’introduzione 
nel vettore del pri-microRNA cioè 
delle regioni fiancheggianti il miR 
maturo compreso la struttura a for-
cina. In questo modo nella cellula si 
riproduce il meccanismo fisiologico 
di biogenesi del miR migliorandone 
l’efficienza di espressione (Chung 
et al., 2006). Inoltre, più microR-
NAs possono essere espressi da un 
singolo trascritto policistronico per 
aumentare l’espressione di differen-
ti miRs contemporaneamente. So-
no stati sviluppati, infatti, software 
che permettono di disegnare miRs 
artificiali che legano ed inibiscono 
differenti targets contemporanea-
mente, permettendo una regolazione 
contemporanea di molti mRNA. Il 
problema dell’utilizzo di vettori per 
introdurre i miRNAs nella cellula 
sta nel pericolo dell’integrazione nel 
genoma e nella possibile risposta del 
sistema immunitario del paziente, in-
fatti, l’interferone che partecipa alla 
risposta immunitaria contro le infe-
zioni virali, è attivato dalla presenza 
di doppi filamenti di RNA. Non ci 
sono però evidenze che questa rispo-
sta influenzi il grado o la specificità 
del silenziamento genico. Inoltre, un 
dato molto incoraggiante è che l’in-
troduzione del pre-miRNA o del pri.
miRNA nella cellula non attiva la 
risposta dell’interferone.
Nel caso, invece, che la patologia sia 
causata da mutazioni del miR, si può 
inibire l’espressione del miR mutato 
mediante l’uso di oligoribonucleoti-
di antisenso, o se sono presenti mu-
tazioni della regione 3’UTR di lega-
me del miR con il gene target si può 

interferire mediante l’inibizione del-
l’mRNA maturo con il meccanismo 
dell’RNA interference (Wurdinger et 
al., 2006). Il meccanismo dell’RNA 
interference è infatti utilizzato in 
molti laboratori di ricerca per inibire 
l’espressione di uno specifico mR-
NA. Gli approcci più utilizzati sono 
quelli nel campo dell’oncologia per 
inibire geni coinvolti nel processo 
oncogenetico e per il trattamento 
delle malattie infettive. Nell’ultimo 
caso le strategie più interessanti so-
no quelle che utilizzano il meccani-
smo dell’RNA interference non solo 
contro l’RNA del patogeno ma an-
che contro l’RNA di cofattori cellu-
lari da cui dipende l’infezione. Molti 
studi hanno dimostrato che l’RNAi 
può inibire direttamente i trascritti 
virali o nel caso di virus a RNA di-
rettamente il genoma virale. Tramite 
questo meccanismo sono state ini-
bite le infezioni dei virus dell’HIV, 
dell’epatite B e C e del poliovirus 
in linee cellulari con ottimi risulta-
ti. Nel caso dell’infezione da HIV è 
promettente l’utilizzo dell’iRNA per 
bloccare l’espressione del recettore 
CCR5 implicato in questa infezio-
ne, infatti gli individui omozigoti 
per la delezione di 32 basi in questo 
gene sono resistenti all’infezione da 
HIV (Stevenson, 2004; Kim et al., 
2004). Nel caso dell’infezione del 
virus dell’epatite B (HBV), uno stu-
dio condotto su modelli murini ha 
dimostrato che la somministrazione 
di un vettore adenovirale (che non 
si integra nel genoma) codificante 
per un siRNA anti HBV ha inibito 
l’infezione per un periodo maggiore 
di cinque mesi dimostrando che il 
meccanismo dell’iRNA interference 
è stabile ed efficace contro le infe-
zioni virali (Kim et al., 2004).
La continua identificazione di miR-
NAs coinvolti nello sviluppo di pa-

tologie fa ipotizzare che essi possano 
essere utilizzati anche come marker 
prognostici di patologie. Molti grup-
pi di ricerca sono impegnati nello 
studio di profili di espressione di 
miRNAs di diversi tessuti umani pa-
ragonati ai rispettivi tumori per clas-
sificare i tumori ed usare i miRNAs 
come markers di prognosi. Diverse 
case farmaceutiche, inoltre, stan-
no sviluppando nuove tecniche per 
identificare i miRNAs direttamente 
dal sangue o da altri liquidi biolo-
gici e non da biopsie tissutali per 
evitare tali prelievi non sempre ben 
accettati dal paziente per l’invasi-
vità (Esquela-Kerscher et al., 2006; 
Mack, 2007).
Le potenzialità della terapia con an-
tagomirs sono formidabili ma occor-
reranno ancora molti anni di studio 
per migliorare la stabilità, la potenza 
e la specificità di tessuto di questi fu-
turi agenti terapeutici.
Il completamento del progetto “Ge-
noma Umano” ha permesso di stabi-
lire che il numero di geni è relativa-
mente piccolo rispetto a quello delle 
proteine. Circa il 5% del genoma 
codifica per polimorfismi di singolo 
nucleotide e la maggior parte delle 
sequenze cosiddette “spazzatura” 
esplica invece una funzione. L’iden-
tificazione dei microRNAs apre la 
strada a riconsiderare il ruolo del 
DNA intronico nel genoma umano, 
nel quale sono stati identificati ge-
ni non tradotti “piccoli-RNAs” che 
sono di notevole importanza visto il 
loro ruolo di fine regolazione di altri 
mRNA targets. I microRNAs sono 
oggi oggetto di studio sia in ricerca 
di base per comprendere in modo 
dettagliato il loro meccanismo di 
azione sia in ricerca traslazionale per 
utilizzare queste conoscenze in futu-
re applicazioni nella terapia clinica.
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Glossario

MicroRNA Lin-4: è stato il primo 
microRNA scoperto in C. Elegans, 
il nome deriva dal gene Lin-4 in cui 
è localizzato, in seguito alla scoperta 
di molti microRNA si è passati alla 
nomenclatura attuale con un numero 
identificativo per ogni miRNA.
MicroRNA Let-7: è stato il secondo 
microRNA scoperto in C. Elegans, il 
nome deriva dal gene LET-7 in cui è 
localizzato.
Knock-out: termine che identifica 
l’eliminazione di un gene in cellule 
o animali modello.
Knock-in: termine che identifica 
l’inserimento di un gene in cellule o 
animali modello.
Microarray o chip a DNA: tecnica 
che permette di identificare il profilo 
di espressione di più geni contempo-
raneamente. Un chip è generalmente 
costituito da una collezione di oligo-
nucleotidi di DNA legati in maniera 

covalente ad una matrice. La tecnica 
si basa sull’ibridazione DNA-DNA o 
RNA-DNA in condizioni stringenti.
Omeodominio: motivo strutturale 
presente in alcuni fattori trascrizio-
nali, formato da due alfa eliche se-
parate da un foglietto beta. Un’elica 
serve per il riconoscimento della se-
quenza specifica sul DNA del gene 
da regolare, l’altra elica ed il fogliet-
to beta facilitano il processo di rico-
noscimento del gene.
Vettore adenovirale: vettore per il 
trasferimento di materiale genetico 
derivato dagli adenovirus utilizzato 
in terapia genica. È utilizzato per 
esprimere geni o miRNAs in stra-
tegie terapeutiche contro il cancro o 
qualsiasi altra patologia. Non inte-
gra nel genoma e trasduce sia cel-
lule in attiva divisione che cellule 
quiescenti.
Trascritto policistronico: singolo 
RNA può generare più prodotti cioè 
più messaggeri. Per i miRNAs un 

singolo trascritto policistronico può 
contenere diverse strutture a forcina 
codificanti per miRNAs.
RNA target: RNA messaggero che 
è legato da un miRNA o da un siR-
NA.
Sito fragile: sito nel cromosoma che 
è suscettibile a rotture, amplifica-
zioni e fusioni con altri cromoso-
mi. Questi processi possono essere 
provocati da esposizioni ad inibitori 
della replicazione del DNA, esistono 
più di 80 siti fragili descritti in let-
teratura.
Centri germinali: siti presenti nei 
tessuti linfoidi in cui viene maturata 
l’affinità degli anticorpi e vengono 
generate le cellule B della memoria in 
risposta agli antigeni T-dipendenti.
NELF-A/Whsc2: subunità del fattore 
negativo di elongazione NELF, agi-
sce sull’RNA polimerasi II causando 
arresto della trascrizione. In recenti 
studi la sua espressione è stata asso-
ciata alla cardiogenesi.

Box riassuntivo

Cosa si sapeva prima
La regolazione genica della trascrizione è operata dai fattori di trascrizione, proteine che attivano o reprimono la 
trascrizione di altri geni legando piccoli elementi regolatori detti siti di legame per fattori trascrizionali.

Cosa si sa adesso
I microRNAs piccole molecole di RNA, di circa 22 nucleotidi, a singolo filamento reprimono l’espressione dei 
geni targets a livello post-trascrizionale. Essi legano sequenze parzialmente complementari nella regione 3’ non 
tradotta del gene target.

… e per la pratica clinica
I microRNAs possano diventare dei bersagli terapeutici oppure possano essere utilizzati come farmaci per un largo 
spettro di patologie. In recenti approcci, in vivo, nei topi la somministrazione di oligoribonucleotidi modificati, 
complementari alla sequenza del microRNAs (antagomir) ha inibito l’espressione del microRNA con promettenti 
risvolti terapeutici. Inoltre, in futuro potranno essere utilizzati anche come markers prognostici di patologie.
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