


strutture RNA

RNA a doppia elica può fare solo 
struttura A, per l’ingombro del 
2’OH

Solco maggiore meno accessibile, 
quello minore più accessibile

Può formare complesse strutture 
secondarie 



L’idrolisi alcalina dell’RNA è facilitata dalla presenza dell’ossidrile 2’ del ribosio, che 
consente l’intermedio fosfodiestere ciclico, impossibile nel caso del DNA.



Molto raramente nel DNA, più spesso 
nell’RNA si possono trovare appaiamenti di 
legame idrogeno tra basi con geometria 
diversa da quella di Watson e Crick.

Ecco alcuni esempi.



Appaiamento delle basi nell’RNA: non sempre canonico 







Diversi tipi di strutture di RNA a doppia elica
a) Forcina (hairpin); b) gemma (bulge); c) ansa 
(loop). Generalmente si formano fra segmenti 
complementari dello stesso filamento, talvolta 
anche fra due filamenti.



Strutture dell’RNA



Formazione di strutture 3D complesse
L’RNA, essendo in grado di ripiegarsi su se stesso per rotazione attorno ai legami fosfodiesterici nei 
tratti non a doppia elica, forma strutture complesse, soprattutto in presenza di basi non 
convenzionali. Esempi: interazioni fra 3 basi, fra basi e impalcatura (tRNA), o con proteine che 
neutralizzano le cariche dei fosfati (ribosomi).
In laboratorio si possono sintetizzare molecole di RNA di una certa lunghezza con una certa sequenza 
o a sequenza casuale (ad es. con 4 basi si possono formare 420 diversi 20meri!). Fra quest’ultime è 
possibile selezionare alcune sequenze che presentano particolari proprietà, ad es. affinità per certe 
piccole molecole  (SELEX).

L’RNA ha una maggior tendenza a formare accoppiamenti non canonici
(diversi da quelli di W-C) rispetto al DNA

G e U possono accoppiarsi con una geometria 
diversa da quella prevista da W-C, favorendo la 
formazione di doppie eliche intramolecolari.





A volte la stabilità delle strutture a doppia elica dell’RNA è 
molto maggiore del previsto in termini teorici. Ciò 
dipende dalle proprietà speciali dei loop, come nel caso di 
4 loop di sequenza UUCG, in grado di impilarsi fra loro in 
un certo modo.

GCAA tetra-loop
(molto comune e stabile)

Tetra-loop



Alla fine degli anni 1960 
alcuni studiosi proposero 
che alcune molecole di 
RNA potessero svolgere 
attività catalitica in virtù 
della loro complessità 
strutturale.

Solo nel 1970 fu isolata e 
caratterizzata la prima 
molecola di RNA con 
attività catalitica: faceva 
autocatalisi con saldatura 
dei frammenti prodotti. 



CARATTERISTICHE COMUNI AI RIBOZIMI

▪ Reazione di formazione e rottura di legami covalenti in molecole substrato a
RNA

▪ I ribozimi sono catalizzatori di reazioni che li vedono altresì implicati come
substrato

▪ La struttura tridimensionale dell’enzima determina la sua specificità di
legami con il substrato a creare il sito catalitico

▪ Le reazioni catalizzate sono basate sullo scambio di protoni (con
conseguente idrolisi o transesterificazione risultanti nel taglio di legami
fosfodiesterici)

▪ I ribozimi sono metallo-enzimi

I Ribozimi sono presenti nel nucleo, nei mitocondri e nei cloroplasti degli eucarioti come 
pure in alcuni virus



RIBOZIMI NATURALI

Producono nel taglio di un RNA substrato estremità 3’OH e 5’ fosfato.
Sono raggruppabili in classi in base alla loro struttura ed alle reazioni in
cui sono coinvolti

RNAsi P: Ubiquitaria, è responsabile della maturazione dei tRNA nel loro 
estremo 5’

RNAsi HRP: Replicazione DNA mitocondriale 

INTRONI tipo I: Tetrahymena; pre-RNA mitocondriale di lievito; geni di 
cloroplasti

INTRONI tipo II: con meccanismo di splicing conservato (precursori di
mRNA in organelli di funghi e piante)



Pseudo-nodi
Si formano per appaiamento di basi fra sequenze complementari non 
contigue

Hepatitis Delta Virus, simbionte con HBV



I ribozimi
Alcune molecole di RNA sono in grado di assumere particolari 
strutture 3D capaci di legare substrati e con attività catalitica, 
simile a quella degli enzimi proteici.

Uno dei primi ribozimi scoperti è la RNAsi P, coinvolta nella 
formazione dei tRNA, un complesso di proteine, che legano i 
precursori, e un RNA, con attività catalitica. L’RNA è in grado di 
tagliare i substrati anche in assenza di proteine, se sono presenti 
ioni positivi che neutralizzano i fosfati negativi. 
Altri ribozimi possono catalizzare reazioni di trans-esterificazione, 
necessarie per la rimozione degli introni dai precursori di mRNA, 
tRNA e rRNA (splicing).

Un ribozima particolare è quello a testa di martello 
(hammerhead), con struttura II formata da 3 bracci e una zona 
non appaiata sede dell’attività catalitica (figura).
L’hammerhead ha attività di RNAsi, è presente nei viroidi, agenti 
infettivi delle cellule vegetali, che si propagano per auto-idrolisi di 
un precursore più lungo, favorita da tratti di RNA vicini al punto di 
taglio: con l’ausilio di uno ione Mg2+ l’OH 2’ viene deprotonato, 
quindi fa un attacco nucleofilico sul fosfato 3’, con formazione di un 
fosfato ciclico 2’-3’ e successiva rottura del legame fosfoesterico 3’-
5’. L’hammerhead non è un vero enzima perché effettua un solo 
taglio, ma può essere immaginato come composto da due parti, 
l’enzima vero e proprio e il substrato.



Struttura 3D del ribozima hammerhead
La forma assomiglia a quella di una forcella, in verde il sito di taglio. 
La scoperta dei ribozimi ha rivoluzionato la visione dell’evoluzione biologica: la vita 
primordiale sarebbe stata basata sull’RNA, che funzionava sia da materiale genetico 
che enzimatico. A favore di questa ipotesi è il fatto che la peptidil transferasi, il 
componente ribosomiale responsabile della formazione dei legami peptidici nella 
sintesi proteica, è una molecola di RNA. I ribozimi sarebbero pertanto una reliquia di 
questo mondo di enzimi ad RNA.



I Ribozimi possono essere progettati per degradare specifici mRNA

Appaiamento con 
mRNA bersaglio

Appaiamento con 
mRNA bersaglio





2017
…nessun applicazione biomedica….



A riboswitch (A) binds to its target molecule (B) and inhibits nearby 

transcription machinery (C). 

Natural Riboswitch Targets include:
Coenzyme B12
Thiamine pyrophosphate
FMN
S-adenosylmethionine
Guanine
Adenine
Lysine 



Struttura 3D del ribozima hammerhead
La forma assomiglia a quella di una forcella, in verde il sito di taglio. 
La scoperta dei ribozimi ha rivoluzionato la visione dell’evoluzione biologica: la vita 
primordiale sarebbe stata basata sull’RNA, che funzionava sia da materiale genetico 
che enzimatico. A favore di questa ipotesi è il fatto che la peptidil transferasi, il 
componente ribosomiale responsabile della formazione dei legami peptidici nella 
sintesi proteica, è una molecola di RNA. I ribozimi sarebbero pertanto una reliquia di 
questo mondo di enzimi ad RNA.

I Ricercatori hanno sviluppato in
laboratorio ribozimi sintetici che
possono catalizzare la loro propria
sintesi in particolari condizioni
sperimentali. Un esempio importante
è il ribozima del RNA polimerasi.



APPLICAZIONI TERAPEUTICHE DEI RIBOZIMI

Ribozima con mRNA corretto

Sono attivi in “CIS” cioè intramolecolarmente. Ma possono essere 

manipolati per indurli a lavorare in “TRANS” ad esempio per il riparo di 

RNA mutati o danneggiati.

Esempio: ripristino del controllo della proliferazione cellulare agendo su 
p53

mRNA mutato

+

mRNA corretto mRNA scartato ribozima

+ +



Meccanismo di azione



ANGIOZYME TM

HEPTAZYME TM

Ribozima disegnato per inibire il VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor).

ANGIOGENESIS

Ribozima che lega sequenze altamente conservate del virus 
dell’epatite C

HCV DRUG RESISTANCE

RIBOZIMI IN CLINICAL TRIALS-1



microRNA

• RNA non codificante di 21-22 nt

• Il trascritto è un pre-miRNA di circa 70 nt che forma una struttura
stem-loop 

• Il pre-miRNA è processato in una molecola di 21-22 nt dall’enzima
Dicer.

• La maggior parte dei miRNA regola l’espressione genica dei loro
bersagli mRNA. 

• La complementarietà perfetta con i loro bersagli porta a degradazione
dell’mRNA. 

• La complementarietà imperfetta con mRNA bersaglio porta 
all’inibizione della traduzione. 

• PRESENTI IN TUTTI GLI EUCARIOTI



Biogenesi dei miRNA



Meccansimi con i quali i miRNA interferiscono con la traduzione



from Chen and Rajewsky, Nature Rev.Genet. 8, 93 (2007)

Generation of miRNAs in Plants and Animals

In plants, miRNA maturation 
occurs in the nucleus

In animals, pre-miRNA is formed 
in the nucleus and mature miRNA

occurs in the cytoplasm

miRNAs regulate ~50% of the 
human transcriptome



Genomic Organization of miRNA 
Genes

Zhao Y, Srivastava D, TIBS 32:189,2007

•Intronic miRNAs often in antisense direction, made from own 
promoter

•Exonic miRNAs - non-coding (or in alternatively spliced exons)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17350266?dopt=Citation




Pathways of miRNA editing. The segment of the primary transcript (pri-miRNA) contains the 

mature miRNA sequence (blue) that resides in one of the arms in the stem-loop precursor 

structure. Editing (highlighted in red dot) starts at the pri-miRNA stage, and the edited pri-

miRNAs may not be processed into precursor miRNA (pre-miRNA). The canonical biogenesis 

pathway of miRNAs (black arrows; the excised RNA fragments during miRNA biogenesis are 

indicated with dashed arrows) and the possible miRNA editing events (orange arrows) both 

happen in the cytosol where pre-miRNA may be subject to further editing events, resulting in 

the identification of different mRNA target (mRNA’).

http://dx.doi.org/10.1016/S1672-0229(08)60044-3



MiRNA gene expression affected by methylation. The degree of methylation in the 

upstream sequence of miRNAs is critical; hypermethylation (highlighted in red) 

and hypomethylation of neighboring CpG islands (horizontal green bars) repress 

and activatemiRNA genes (blue arrow), respectively. 

http://dx.doi.org/10.1016/S1672-0229(08)60044-3



miRNAs Affect Everything

© Frank Slack frank.slack@yale.edu

http://webinar.sciencecareers.org/miRNA/lobby.html


miRNAs have been proven to be:

• i) regulators of plasma levels of lipoproteins

• ii) novel intercellular signaling molecules,

• iii) plasma biomarkers of physiological
status,

• iv) etiological factors in complex diseases,

• v) promising therapeutic targets.



MicroRNA ACTIVITY IN CANCER: TUMOR SUPPRESSIVE 
OR ONCOGENIC

miR

Tumor suppressive

Oncogenic

miR

• Suppress expression of 
oncogenes, growth promoting,
survival and angiogenic genes 
(low in tumors)

• Suppress expression of 
tumor suppressor, growth 
inhibitory, proapoptotic genes 
(high in tumors)



miRNA Dysregulation in Human Cancers



miRNA Oncogenes or Tumor Suppressor Genes

Croce Nat Rev Genet. 2009 Oct;10(10):704-14

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19763153?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1


© George Calin

http://webinar.sciencecareers.org/miRNA/lobby.html






miRNA vs siRNA





Trials clinici siRNA vs miRNA





What is piRNA
• Small RNAs: piRNA, siRNA, miRNA.

• piRNA: derive from repetitive genomic element, 
interact with PIWI

AGO 
family 

protein

Guide RNA
RISC(RNA 
induced 
silencing 
complex)

Germline-specific AGO 

PIWI 
family( PIWI,
AUB, AGO3)

piRNA

piRISC: 
recognize and 

silence 
complementary 

RNA



Current Evolutionary studies demonstrate

• piRNA strongly repress retrotransposons

• piRNA evolves very fast among species

• piRNA loci locates in low recombination region

• piRNA show a signature of selective constraint in African 
populations



CLUSTERED REGULARLY INTERSPACED SHORT 
PALINDROMIC REPEATS (CRISPRS) AND CRISPR-

ASSOCIATED (CAS) PROTEINS

CRISPR/Cas9 System

51

❖derived from a natural process found in 
bacteria to protect themselves from pathogens

❖ targets genes for editing and regulating

❖comparable to Photoshop

Horizon Licenses Harvard University Gene-Editing Technology. (2013). Drug Discovery & 

Development.





CRISP

• Scoperta nel 2012

• E’ un meccanismo con il quale i batteri si difendono dai virus

• E’ una specie di memoria immunitaria

• Si tratta di sequenze ripetute che contengono pezzi di DNA simili al genoma di alcuni batteriofagi. 
Ogni ripetizione è in pratica seguita da brevi frammenti di DNA "distanziatore" generato da una 
passata esposizione del batterio a virus batteriofagi o plasmidi. Vicino a queste copie di genoma 
virale, si trovano i geni per proteine chiamate Cas, che sono endonucleasi.

• Le sequenze per le proteine Cas vengono tradotte in proteine, mentre le sequenze simili al 
genoma virale sono trascritte in singoli filamenti di RNA.

• I filamenti di RNA fanno da guida per le endonucleasi Cas

• Nel momento in cui entra nella cellula un genoma virale simile, i batteri lo riconoscono, grazie 
all'RNA che si appaia alle basi complementari della sequenza bersaglio, quella del virus

• Si tratta di un vero e proprio sistema immunitario adattativo: i batteri "conservano" nel loro 
genoma le tracce di precedenti infezioni virali per poterle combattere efficacemente quando il 
virus si ripresenta.

https://it.wikipedia.org/wiki/Virus_batterico
https://it.wikipedia.org/wiki/Plasmidi


Quando un batterio è invaso da un virus, la prima fase della risposta immunitaria è 
la cattura del DNA virale per inserirlo in un locus CRISPR nella forma di uno 
spaziatore. 



CRISP/Cas9
• La collaborazione tra i gruppi di Emmanuelle Charpentier e 

Jennifer Doudna porta a capire come funziona Cas9, una di 
queste endonucleasi guidate da un filamento di RNA.

• Provano a sostituire il filamento di RNA che guida Cas9, lo 
programmano per "farlo andare" in un punto specifico del DNA 
da loro scelto.

• L’esperimento ha successo e diventa chiaro che hanno 
identificato una nucleasi programmabile per tagliare il DNA 
dove si vuole sfruttando l’RNA guida che fa parte del sistema.

• I ricercatori capiscono che aggiungendo al sistema un RNA con 
una sequenza desiderata, possono anche sostituirla nel gene 
bersaglio e quindi possono MODIFICARE IN MODO SPECIFICO I 
GENOMI.

• Dal 17 agosto del 2012 la tecnologia molecolare CRISPR-
Cas9 diventa di dominio pubblico.



Le sequenze CRISPR sono state rinvenute in circa il 40% dei genomi 

batterici e nel 90% dei genomi degli Archea

https://it.wikipedia.org/wiki/Archea


CRISP/Cas9



Con CRISPR/Cas9 si è riusciti ad eliminare il genoma virale dalle cellule 
umane, in modo preciso, senza danneggiare il DNA nei punti limitrofi 
all’escissione. Inoltre, è stato evidenziato che queste cellule “guarite” 
sono immuni a nuove infezioni da parte del virus.

Crispr: "forbici molecolari" per
modificare la molecola della vita. Usate
sulle cellule di un donatore sano per
produrre cellule immunitarie (linfociti T),
geneticamente modificati per uccidere
solo ed esclusivamente le cellule
leucemiche e per essere invisibili alle
pesanti terapie somministrate al
paziente, nonché alle sue difese
immunitarie.




