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• I miRNA sono trascritti a partire  da 
geni non codificanti per proteine dalle 
Polimerasi  II e III  

• Ubiquitari e conosciuti in quasi tutti gli 
organismi compresi i virus, con la sola 
eccezione dei batteri.

• I geni sono evolutivamente conservati 
nelle diverse specie e organizzati in 
famiglie

• Nei Metazoi la lunghezza del gene si 
attesta intorno alle 200bp mentre nelle 
piante essa può superare le 2000 bp

• Il miRNA maturo è una molecola di 
RNA a singolo filamento compresa 21-
24 pb

• Nell’uomo si stima che più del 60% dei 
geni sono regolati da miRNA

microRNA caratteristiche : lunghezza dei geni e prodotti maturi
( mirbase release 22.1  analisi aprile 2024) 
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microRNA caratteristiche: distribuzione fra i regni

Domenico Catalano - Nutrage meeting 16-17 maggio 2024



La regolazione genica cross-kingdom è un fatto o finzione ? 

Il mir-168a di Oriza sativa riconosce un sito target sull’esone 4
del gene LDLRAP1 (Recettore per le lipoproteine a bassa
intensità) di mammifero.
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miRNAs sono:

✔ Sono resistenti alla digestione nel tratto GI

✔ Sono ritrovati come molecole stabili nel siero umano

✔ Mostrano attività regolatoria dell’espressione genica di tipo cross-

kingdom nell’uomo e in altri modelli animali 

✔ Sono veicolati dalle micro vescicole

✔ Transfettati in linee cellulari di cancro al colon sono in grado di 

rallentare la proliferazione legando gli oncogeni NEAT1 e MALAT1 

determinandone la down-regolazione

La regolazione genica cross-kingdom è un fatto o finzione ? 
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Biogenesi dei miRNA

DGCR8 = Microprocessor 
Complex Subunit + Drosha 

Ribonuclease III

HEN1=Small RNA 2'-O-
methyltransferase

2. DCL1 = dicer like-1 
(Ribonucleasi)

DICER1  = 
Ribonucleasi III

1. DCL1 = dicer like-1 
(Ribonucleasi)

Philipp J. Dexheimer and Luisa Cochella
Front. Cell Dev. Biol., 03 June 2020 Sec. Stem Cell Research 
Volume 8 - 2020Li et al. Nutrition & Metabolism (2018) 15:68 
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“Differenze “
Artificially introduced 2-O-methyl groups in small interfering RNAs (siRNAs) can 
stabilize siRNAs in serum without affecting their activities in RNA interference in 
mammalian cells (Bin Yu,* et al. 11 FEBRUARY 2005 VOL 307 SCIENCE)

I miRNA vegetali possiedono un gruppo metile

aggiunto al ribosio del primo nucleotide alla

esermità 3’.

Tale modifica risulta essenziale per la resistenza alla

degradazione nel tratto GI (Bin Yu 2010)

I miRNA vegetali legano i messaggeri riconoscendo siti target 

caratterizzati da match di complementarietà perfetti o quasi 

perfetti.(Bin Yu 2010) 
Nella maggior parte dei metazoi, il

riconoscimento del target avviene

attraverso una breve regione di 6-8 pb

posta all’estremità 5’ indicata come seed.

E’ emerso da dati strutturali, recentemente

pubblicati, che appaiamenti in regioni site a

valle dei seed, influenzano l’efficacia del

legame dei miRNA al sito target.

7mer-m8 site position 2-8 Brennecke et al 2005;

7mer-A1 site position 2-7 an A opposite position 1.

Lewis et al 2005

6mer site position 2-7. Lewis et al 2005

Offset-6mers site position 3-8. Friedman et al 2009.
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Argonaute protein domain 

• (g1) 5′ anchor; 

• (g2–g8 or shorter) 5′ anchor;

• (g9–g12) the center; 

• the 3′ supplementary (g14–g16), 

• and tail sequences (the 3′-most 

nucleotides) 

Cold Spring Harb Perspect Biol. 2019 Mar; 11(3): a032771. Thomas F. Duchaine
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Ipotesi degli analoghi funzionali
E’ possibile che i miRNA vegetali una volta entrati nelle cellule di 

mammifero vengano riconosciuti dal complesso RISC ed entrino in 

competizione legando gli stessi siti target riconosciuti dai miRNA 

endogeni ? 

Thomas F. Duchaine (2019)
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Perl Script

Local DB

Seed  Analysis

ScoreHuman miRNAs Analogous

Script

Perl Script

Hs target gene 

Metabolic pathway

Gene expression 

Disease 

Human
Plant

data integration seed analisys results integration functional analysis

Archittettura della Pipeline 

3° step

2° step

1° step

1° step

1° step

4° step

1° step 3° step 4° step 2° step 
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E’ un database che raccoglie le sequenze e annotazioni dei pre-mRNA e 

miRNA in tutte le specie studiate

E’ un database di miRNA e dei rispettivi geni e sequenze target validati

sperimentalmente.

OncoDB è un database che contiene dati di espressione che esplora pattern di 

espressione anormali correlati a caratteristiche cliniche di 37 tipi di Cancro

Contiene dati di espressione in diversi 8 differenti tessuti relativi a miRNA

appartenenti a piante di interesse agricolo

Database di geni e pathway metabolici

Database di geni e disturbi genetici e malattie ad eredità Mendeliana

https://pmiren.com/

https://oncodb.org/

https://www.omim.org/

https://www.kegg.jp/

https://www.mirbase.org/

https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/

Script in Perl e Mysql 
data integration
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1° step 

https://pmiren.com/
https://oncodb.org/
https://www.omim.org/
https://www.kegg.jp/
https://www.mirbase.org/
https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/


Individuazione degli analoghi

g1

tail sequences (the 3′-most nucleotides) 

2 3 4 5 6 7 8

9 10 11 12 

14 13 15 16 

15 16 17 18 19 

g2 g8
g9 g12

g14 g16

5’ 3’

La pipeline analizza  i nucleotidi considerando le singole 

posizione e per ognuna restituisce uno score calcolato 

in base a quanto descritto in Thomas F. Duchaine et al 

2019

80% score

Human 

miRNA

Plant 

miRNA

15% score

4 % score

2 3 4 5 6 7 8

g1

tail sequences

9 10 

11 

12 

1413 15 16 

15 16 18 19 

g2 g8
g9 g12

g14 g16

5’ 3’

17 

Match di sequenze fra miRNA e messaggero nelle posizioni g9-g12

sfavoriscono il legame al sito target. Match di sequenza nelle

posizioni g13-g16 favoriscono la formazione del complesso RISC e

posso compensare dei mismatch nella regione del seed. Lunghe

code non appaiate al 3’ sono preferite nella formazione del

complesso RISC

seed analisys
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2° step 



la pipeline CroSeed ricerca gli analoghi funzionali nell’uomo (e 
topo/ratto) e fornisce uno score che è indicativo della analogia di 

sequenza  

B. Rapa sono conosciuti 157 miRNA

2879 miRNA

88 miRNA (score > 65) di Brassica 
Rapa potrebbero comportarsi come 

analoghi funzionali in uomo e….  

…e per 39 miRNA è stato possibile 
ottenere i valori di espressione nei 

diversi tessuti

Esempio di applicazione «Progetto Nutrage» 
specie: Brassica rapa 

Homo sapiens

RPM= reads X milion

Domenico Catalano - Nutrage meeting 16-17 maggio 2024



Croseed individua 181

geni, potenzali

target oggetto della

regolazione di tipo

cross-Kingdom,

effettuata dai miRNA

espressi nelle parti

edibili di Brassica

rapa

Individuazione dei geni target

functional analysis
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4° step 



Analisi funzionale distribuzione dei geni nei pathway metabolici

Utilizzando 181 geni ottenuti nel precedente step la

pipeline restituisce la distribuzione dei geni nei

diversi pathway metabolici (Database Kegg Release

110.1, May 1, 2024 )

functional analysis
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4° step 



La pipeline fornisce informazioni anche

sulla metilazione all’interno della regione

genica e del promotore ( OncoDb

release 1.0 August, 2021)

`FDR_adjusted_pValue` < 0.05 and `log2_fod_change` > 0.5 and  pValue <0.05

Selezione dei Geni Up Regolati

functional analysis
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4° step 

Interrogando il database OncoDb si ottengono I16 geni risultati 

up regolati in diversi forme di cancro e quindi potenziali target 

per la validazione in sistemi in vitro o in vivo



In giallo sono mostrati

geni up regolati in

diverse forme di cancro

e potenziali target da

parte dei miRNA di

Brassica rapa
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PATHWAYS IN CANCER



Bra-miR390

In magenta sono

mostrati geni up

regolati in diverse

forme di cancro e

potenziali target del

mir390 di Brassica rapa
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Conclusioni
• Croseed è una pipeline sviluppata per la ricerca in piante di interesse agronomico di miRNA vegetali 

con attività nutraceutica

• Croseed analizza nei miRNA vegetali caratteristiche di sequenza e conformazionali che le rendano 
compatibili ad essere riconosciute dal complesso RISC umano e quindi riconoscere le sequenze target 
presenti sui messaggeri umani.

• L’analisi svolta mediante la pipeline Croseed parte dal presupposto che i miRNA vegetali entrino in 
competizione con gli stessi siti target presenti sui messaggeri e riconosciuti dai miRNA endogeni 

• In Brassica rapa la pipeline Croseed ci ha permesso di individuare 81 miRNA analoghi funzionali 

• Dall’analisi in miRTarbase risulta che i geni potenzialmente regolati dai miRNA di Brassica sono 181 
coinvolti in stati patologici associati al cancro, senescenza o malattie neurodegenerative.

• Da un analisi in OncoDB molti dei geni selezionati risultano upregolati in diverse forme tumorali. 

• Appare chiaro che sarebbe interessante effettuare test in vitro e in vivo su alcuni miRNA di brassica (es 
miR390) che è risultato essere espresso nelle parti edibili della pianta e in grado di regolare importanti 
oncogeni come TP53,  TP63 e BCL2
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GRAZIE PER L’ATTENZIONE



Similarità di 
sequenza fra 

miRNA 
umani vs 

piante
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