Manuela Helmer Citterich, Fabrizio Ferrée, Giulio
Pavesi, Chiara Romualdi, Graziano Pesole

Fondamenti di
bioinformatica



B Mammiferi

Uccelli 1IN

I Rettili

Anfibi I

Salamandre NG

I Dipnoi

Pesci ossei [INIEGIGIG
I Condricti (squali)

Agnati |l

Cordati non vertebrati INENEGEIGE

I Crostace

Insetti NG

I Arachidi

Miriapodi NG

I Molluschi

Plateiminti INNINIEIEGEEN

I Echinodermi
Tardigradi NG
N Platelminti
I Rotiferi
Angiosperme NG
I Gimnosperme
Meleloney 0000000000 |
I Briofite
Nematodi NG
I Cnidari
Slelllelly
I Funghi
. Alghe
Protisti NG
I Eubatteri
Archebatteri [N
10+ 1 (‘J“3 1 6‘2 1 (|J" “I 1|O 1 62

C-value (p9g)

M. Helmer Citterich, F. Ferre, G. Pavesi, C. Romualdi, G. Pesole, Fondamenti di bioinformatica, Zanichelli editore 2018

108

Figura 1.8

Dimensioni dei genomi
procariotici ed eucariotici.
(Adattata da:
www.genomesize.com/
statistics.php)
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Modello delle isocore

450

Isocore > 300 kb

400

350

L1 H2 Ll gh L2 H3
I s

Degradazione durante Ialpreparazione del DNA

300

250

Frammento di DNA (ca. 100 kb)

(I (N (N (T (17 [ [ [ ) [ I
L1 L-H2 H2 L1 H1 L2 L-H3 H3

Dimensioni (Mb)

150

100

50+

200

Intervallo GC 30-60%

Le isocore del genoma umano sono state identificare mediante frammentazione e successiva centrifugazione in gradiente di
densita (vedi pannello in alto a destra). La maggior parte del genoma umano é costituita dalle isocore L1, L2 e H1 che hanno
un contenuto in G+C compreso tra il 34 e il 46%, mentre le isocore piu ricche in G+C (H2 e H3) sono quelle con la piu alta

H2

N1 I

H3

N

33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59

GC, %

densita genica. (Fonte: Maria Costantini et al., Genome Res. 2006; 16: 536-541.)

M. Helmer Citterich, F. Ferre, G. Pavesi, C. Romualdi, G. Pesole, Fondamenti di bioinformatica, Zanichelli editore 2018 3




Figura 1.10

Le isole CpG, di lunghezza pari
a 1-2 kpb, sono localizzate in
corrispondenza del promotore
dei geni housekeeping

e corrispondono a tratti
ipometilati del genoma.

Gene housekeeping

CmG CmG CG||CG /CG CG CmG cnG CmG
l Deaminazione ossidativa spontanea

TG G UG||UG | |UG| UG TG TG TG
l Riparazione del DNA

TG TG CG||CG||CG||CG e TG TG

N

i

Isola CpG
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(A) P1
—> TAp63

(B)

Fa

Uomo TAp63a-NM_003722; 14 esoni; 680 aa

Topo TAp63a-NM_001127259; 14 esoni; 680 aa

Uomo TAp63B-NM_001114978; 13 esoni; 555 aa

Topo TApG3B3-NM_001127260; 13 esoni; 555 aa

‘Uomo TAp63y-NM_001114979; 11 esoni; 487 aa

Figura 1.11

Topo TAp63y-NM_001127261; 11 esoni; 483 aa

—> ANp63 pof—v b

Splicing alternativo del gene TP63 umano (A). Le isoforme osservate nell’'uomo che danno
origine a proteine diverse sono anche conservate nel topo (B).
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~(cARD )—( Peptidase_C14 )
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Figura 1.12

Il gene per la caspasi 9 pud esprimere due proteine con funzioni antagoniste. La forma
costitutiva della proteina (CASP9, 9 esoni, 416 aa) induce apoptosi. Essa contiene un Caspase
recruitment domain (CARD) e un dominio caspasi Peptidase_C14. L'isoforma piu corta della
proteina (CASP9S, 5 esoni, 266 aa) contiene un dominio Caspase recruitment domain (CARD)
e un dominio tronco della Peptidase_C14. Questa isoforma e priva dell’attivita proteasica e
agisce da inibitore dell’apoptosi.
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(A)

SL1 RNA SL2 RNA
o:_ o:-
cap AAUAAA cap ! AAUAAA
V=V  —\/ VT
N v Ve N v /
Cistrone 1 Cistrone 2
o [[== AAA(A), o= [ ] [ [[==AAA(A),
cap cap
Figura 1.13 B)
(A) Meccanismo del 40S

transplicing attraverso il quale

un trascritto policistronico

viene maturato in mRNA ) \) I
mediante I'aggiunta di un

piccolo trascritto leader

(SL1, SL2) dotato di cap.
(B) Traduzione cap-indipendente

mediata dal legame della O S S

subunita minore del ribosoma \ s y X
(40S) all’elemento IRES. Cistrone 1
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Tipo di o i .
sovrapposizione Direzione di trascrizione
Convergente >
Parziale >
=) Parallela
Divergente
Annidata antiparallela Annidata parallela
lFIgU!‘a 1'14 tici Completa
geni eucariotici sono , — T
localizzati su entrambi i - — 3 I I|:I|—é J
filamenti di DNA e possono &
essere sovrapposti in molti Antiparallela incorporata Parallela incorporata
modi diversi.
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Figura 1.15

(A) Due trascritti alternativi
possono essere assegnati a
uno stesso gene se le loro
proiezioni sul genoma,
limitatamente alle regioni
corrispondenti al prodotto
funzionale, sono sovrapposte
anche se parzialmente; in
guesto esempio le porzioni
codificanti del primo e
terzo esone (regioni A e
Q). (B) Una read generata
in un esperimento di
sequenziamento RNA-

seq (segmento grigio
tratteggiato) puo essere
assegnata a uno dei due
geni sovrapposti localizzati
sui filamenti complementari
solo se ottenuta con un kit
direzionale.
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Figura 1.17

Funzioni dei sncRNA (per

es. snoRNA, scaRNA, miRNA
ecc.) e dei IncRNA (per es.
XIST, HOTAIR ecc.).

(Adattata da: Strachan T. e
Read A., Genetica molecolare
umana, Zanichelli, Bologna,
2012)
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(A) Sequenza diinserzione (B)

o trasposone Retrotrasposone
DNA donatore \/ DNA donatore
RNA
DNA polimerasi

flancheggiante

Intermedio
a4 a W

! Trascrittasi
Intermedio :
di DNA inversa
— /\ [—
| [

DNA bersaglio

| | | | | ' | | Figura 1.18
\/ Le ripetizioni intersperse
del genoma umano possono

Elet[nenti thbi" utilizzare un intermedio a
rasposti DNA (A) o a RNA (B).
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Omoplasmia: Eteroplasmia:
un singolo tipo di mtDNA due o piu tipi di mtDNA

W4 % %
& Il

Omoplasmia, eteroplasmia ed
nessuna malattia malattia mitocondriali.
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Capitolo 3

La statistica essenziale



Inferenza statistica

Vogliamo studiare questa popolazione Dobbiamo lavorare con una selezione

.T T.T.T.T.T.T. Selezione
F‘T‘T‘T"’T’T‘T casuale
.T.T.T.T T.r. —_— Campione
F‘T‘T’T‘T’T’T‘T
Popolazione

Figura 3.1
Schema del processo di
inferenza e induzione. Dalla Stima
popolazione di riferimento Parametri Cr— Statistica
5! s_sel_ezmna_un camlplong Stl:'l Media popolazione () Media campionaria (x)
oy s i M by Deviazione standard popolazione () Deviazione standard campionaria (s)
di interesse. Sul campione si
stimeranno poi la distribuzione Modello
campionaria, la media e la Y - N o2 0,4
deviazione standard per fare b, 02) [

verifica d'ipotesi sui parametri
della popolazione che sono
parametri non noti.

La variabile di interesse Y nella
popolazione di riferimento si
assume essere distribuita (~) oo
come una gaussiana con media : | | \

. -2,5 0 2 ] 50 7,5
u e varianza a2, N(u, ). Variabile
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A) ( K B) [ A (C) ) D) ( )

\, J \ J \ J \. J
Precisa ma non accurata Non precisa ma accurata Non precisa e non accurata Ideale: precisa e accurata

Figura 3.2
Precisione e accuratezza di una stima.
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‘o 0,20
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0,0
0,00 e esespeces
5 -4 3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 0 25 30 35 40
X
0.40 Pogueaa =~
Principali distribuzioni teoriche
0.35 continue Gaussiana, t di
030 Student, e discrete Binomiale
. e Poisson. Ognuna di queste
50,25 distribuzioni dipende da
;-S« 0,20 parametri che ne definiscono
la posizione, la variabilita e la
0,15 : iy X
simmetria. Si noti come nelle
0,10 distribuzioni discrete i valori
BT assunti dalla variabile sono
; solo quelli relativi ai valori
0,00~ i T T | segnati dai pallini colorati.

> o
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N. campionamenti
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N. campionamenti
jackknife
Figura 3.4
Metodi di ricampionamento
bootstrap e jackknife.
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Distribuzione della statistica test sotto Hj

Regione di rifiuto Regione di accettazione Regione di rifiuto
0,4
L @ valore osservato del test ]
0,3
i
20,2 -
o
Area sotto Hp Area sotto Hg Area sotto Hp
0,14 1-a ol2
0,0 ¢
| | | | >
-3 -2 -1 1 2 p-value 3

Valori della statistica test
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Figura 3.5

Processo di inferenza. Sulla
distribuzione del test sotto
H,, si definiscono sulla base
del valore fissato di «, la
regione di rifiuto e la regione
di accettazione. La posizione
del valore del test osservato
(Toss) rispetto a queste regione
determina il rifiuto o meno di
H,. Il valore osservato del test
determina inoltre |'area della
curva sotto H,, definita come
p-value.
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Figura 3.6

Approccio dei test di
permutazione. Per ognuno
dei campioni virtuali ottenuti
riassegnando casualmente

le classi alle unita statistiche,
si calcolano le statistiche

test T*. L'insieme di queste
T* determina la stima della
distribuzione sotto Hy. La
posizione del valore osservato
della statistica test su questa
distribuzione determina

il rifiuto o meno di H,.
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Figura 3.7

Differenza tra metodi

di raggruppamento gerarchico
e non-gerarchico.



Dati Campionamenti booistrap

1 2 10000

Campionamenti booistrap

Figura 3.8

Supporto di bootstrap per
raggruppamenti. In questo Dati
caso la matrice dei dati ha

le osservazioni sulle colonne

e le variabili sulle righe.

Dalla matrice originale si

generano 10000 matrici

bootstrap in cui vengono

ricampionate le variabili. Per

ognuna delle matrici viene

stimato il dendrogramma sulle

unita A, B, C e D. Gli alberi

vengono confrontati contando

guante volte il gruppo B-C &
raggruppato insieme. Questo

numero diviso per il numero

di campionamenti bootstrap Dendrogrammi
definisce il supporto. su campioni bootstrap

ABCD

1
BP (B C)
(probabilita di bootstrap)

ABCD
Conta LYW Supporto

=

ABCD
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Capitolo 4

L 'evoluzione biologica



(A)
5' ~ATGGACCGGATGGATGATGGACCGTTAGGAT- 3'

Sostituzioni puntiformi
(B) l g

5' —-ATGGACCGAATGGCTGACGGACCGTGAGGAT- 3

l Delezione
(©) - (CGAA)
5' -ATGGAC . TGGCTGACGGACCGTGAGGAT-3'
Figura 4.1 l :
Inserzione

Tipi di mutazione che (D)
intervengono nel corso 5' =ATGGAC . TGGCTGACGGABBECCGTGAGGAT- 3'
del processo di evoluzione
molecolare. A partire da una l Inversione

: (E)
sequenza progenitore (A)
possono verificarsi: sostituzioni 5' —aAleelerY. TGGCTGACGGABBECCGTGAGGAT- 3'
puntiformi (B); delezioni (C);
inserzioni (D); inversioni (E). (F)

Questo fa si che la sequenza 5' ~ATGGACCGGATGGATGATGGA---CCGTTAGGAT- 3'
discendente possa risultare | L1 1L L P 1

differente da quella ancestrale 5' — AN - - -TGGCTGACGGABBIC CGTGAGGAT - 3'
anche nella lunghezza (F).
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Figura 4.2

Generazione di inserzioni
e delezioni attraverso il
meccanismo del crossing-
over disuguale mediato
da segmenti ripetuti
(rappresentati da rettangoli
con colore uguale) nel
caso di appaiamento
intercromosomico (A) e
intracromosomico (B).

e ZANICHELL



(A)

Figura 4.3

Generazione di piccole
inserzioni o delezioni
attraverso il meccanismo
dello slippage. Nell’esempio
qui riportato si osserva un
misappaiamento dell’elica di
nuova sintesi sull’elica stampo
dovuto alla presenza di un
microsatellite (TA) che produce
I"inserzione di un dinucleotide
TA in una delle due eliche
figlie (A). Allo stesso modo

il misappaiamento puo
riguardare |'elica stampo e in
questo caso si produce una
delezione in una delle due
eliche figlie (B).

TA
2 S
5" TCCGTCTACTAATAT ATAT

» 3'

3' AGGCAGATGATTATATATATATAAGCTTAGA 5

l

5' TCCGTCTACTAATATARSTATAT
AGGCAGATGATTATATATATATA

Inserzione

5" TCCGTCTACTAAT ATATAT

w O
-

Elica di nuova sintesi
Elica stampo

» 3

3' AGGCAGATGATTA TATATATATAAGCTTAGA

T A
AT

l

5' TCCGTCTACTAARTATATAT
3' AGGCAGATGATT=--ATATATA

Delezione
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(A) (B)

Figura 4.4 —/— 23 A —

Generazione di inversioni
per escissione, inversione

e ricongiunzione di un
segmento cromosomico

(A) o per ricombinazione ¢ i
omologa intracromosomica

mediata da elementi ripetuti

(rappresentati da frecce) (B). ————4H3H2H1—— —)— 4 H3 H 2 H 1 [ fme—

|
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Gene ancestrale

Duplicazione genica

Speciazione

Figura 4.5

Relazioni tra geni ortologhi ( Ortologhi h
e paraloghi generati in un —_—
processo evolutivo a partire \0@0\

da un gene ancestrale, con Q,&’&

una duplicazione genica nella

specie 0, che generaigeni Ae

B, seqguita da una speciazione

che origina i geni A1 e B1 —
nellq specie 1 e A2 e B2 nella L ) Ortologhi L )
specie 2.
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Capitolo 5

Allineamenti tra
sequenze
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Figura 5.1

Per I'allineamento di due
sequenze di lunghezzamen
SI puo costruire una matrice
di dimensionem + 1, n + 1

e riempirla come spiegato
nel testo. Le sequenze usate
come esempio sono le stesse
dell’allineamento (1).

. ZANICHELL



Figura 5.2

Matrice di sostituzione
PAM250. Le righe e le
colonne descrivono i valori di
sostituzione calcolati per ogni
possibile coppia di residui. |
valori piu alti di ogni riga e di
ogni colonna sono quelli che
si trovano sulla diagonale, in
guanto corrispondono alla
sostituzione di un residuo

con se stesso. E importante
notare che ci sono residui per
i quali il valore sulla diagonale
& particolarmente alto (per
es. W e C), in quanto la loro
frequenza nelle proteine e
bassa e le loro particolari
proprieta li rendono
particolarmente difficili da
sostituire: il triptofano in
guanto particolarmente
voluminoso e idrofobico, la
cisteina a causa dei ponti
disolfuro che & in grado di
formare. La matrice PAM250 e
idealmente usata per allineare
sequenze molto divergenti
(~20% di identita).

PAM250

A/C D E FGH/ I K/LIM|N|P Q R|S|T|V WY

A 2/ -2, 0,04 1|1|1|1/-2|-1] 0] 1] 0]|2]1] 1 0/ -6|-2
c|/,-2/12,5/5/4 33 2|-5/6|-5/4/-35|4| 0|2 -2/-80
p o -5 4,3, -6/1/ 12,0 43 2|1 2/-1]0]0]-2/-7-4
E 0/ -5 3, 4/-50/1]|]2,0/-83/-2|1]|]-1 2|1 0|0 -2 -7 4
F|4 -4 6|59 -5/2/1|-5 2,0/ 4/-5|-5|4|-3/,-3/-1] 0] 7
G|/ 1, -8/ 1,0|/-5 5/-2|3/-2|4|-3/]0|/1|1]|-8|] 1|0/ 1]|-7|-5
H|-1]-8] 1| 1|-2|-2| 6|2|0/-2|-2]2|0] 2] 2|-1]1]|-2]|-3|] 0
Il |1/ -2|2|-2|1/-3|2|-5|-2| 2| 2|2|2|-2|-2|-1] 0] 4/-5 -
K|-1/-50,0/-5-20/2|5/-3/0/]1|-1] 1] 3/ 0/0/-2|-3|+4
L2/ 64,3, 2 4,2|2|-3 6| 4/-3|-3/-2/-3|-3|2| 2 -2 -
M| -1/-5|3|-2, 03,220 4, 6|2|2 1, 0/-2|1] 2 -4|-2
N|O|-4] 2|/ 1|4 0] 22| 1]|-3|-2|2|-1|1] 0] 1]0|2|-4 -2
o/ 1/-3/-1|-1|-5/1]0|]2|1/-83/-2|-1] 6|/ 0], 0]1]0/-1/-6]|-5
Q0|5 2|, 2|51 38|2|1|-2|-1|1] 0] 4] 1]|1]|1/-2|-5|4
R|2/ 41|14 -38 22| 3/ -3, 0/,0/0/1|]6]0/1]2] 24
$/1, 0, 0/,0/8 1|1|1]0]|-3|-2|1|1]|-1]0] 2]/ 1]-1]-2]|-3
Tr|,1/-2y0,0/-3/ 0/-1] 0] 0|-2|1] 0] 0|-1]-1] 1] 8] 0]|-5|-8
vio-2|-2/2|1-1|-2| 4|-2| 2| 2|2|1|-2|-2|-1|] 0 4|,-6|-2
w -6 -8/-7/-7,0-73-5/-3-2|-4,4|-6 -5 2|2|-5/-6/17 0
Y/ 3, 04|47/ -5{0/-1|-4 -1|-2|2|-5 -4|-4[-3|/-3 -2 010
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Figura 5.3

Il grafico mostra la relazione
tra gli indici delle matrici
PAM (riportati in ascisse) e la
divergenza tra le sequenze,
ovvero la percentuale di
residui non identici.
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2| 5| -5 6™ 4™ 2] 6] 4| 2| 6™ 2| o|¥v-8[/t2 8™ 12, 8], -2

0 1 1
K g] -5 o o a[* a2 afM a2 aM 1] o E a4l p[vts¥aal 4
o|lo|o|1)/1/7|5|7]/3|0|5/0|0|11/16/21|32|39]43
G of 5] 1 o|¥-3[* 3| ¥4 5] -1, -1[* o] -5[t-7* 1% of¥ 4|t 4] 1
0O|0] 0 1 1 2 14|12 (12|72 | 5/0]|6 12|16 27|34 |40
D o 6] 4 4] 1| 2| —a[¥ 1 2[* 2], off «4|v¥=7|¥ o a[¥5[v4|t o0
0|00 /4|5, 0/0|0|7[40]9]4[1|1]|7|16|22/29(35| Figura5.4
N o -4l 2f 1 of 2| 3[¥ of¥-2f 1% of, -2[ [V o[¥ 1[¥4[* 3 o Ajlineamento locale ottenuto
0|]0|0]|] 25,5002 /5|11]9/4]0|2]|11]17]24 30 con I'algoritmo di Smith e
A 1| & o 9" 2 4 8 A" 8[* p* 1. -4l & 3+ glrEr2* 2 W .
g9 |@ | B2, . 4|03l /el 2,26 12 19|26 * otennant,conina matkce
3l 3 o o aF ofF - oF oF 4 IR 2, 5 PR PSR PR P 2 dlls_ostltuzmne PAM?240 e _
Tlo|l3/olo|lo|1|3]2/0]|1]1 919 |4 |3|2 ] .7]|14|21| utilizzando 5 come punteggio
Yy B 7L 4| 4| 4| A 1| 5| 3] 4[V3[ 10), ol, 4, 4% o[$1]¥4| dipenalita per I'apertura di

0O/ 010/ 5/0  0]0/2 O0/0]0 /4 1914/ 914 2 9 116] gap.
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(A) (B) Figura 5.5

Sequenza Sequenza Word (W = 3) (A) O_g_nl sequenza viene
query & suddivisa in parole di
lunghezza W (per es. di 3
TDTLSH .. .KQLVVAISNVGTDTLSHLEAQNKIKSASHNLSLTLQKSKL. . . residui con W = 3), sovrapposte
l & in quanto ottenute
spostandosi di un residuo alla
 LSH 16 e
Parole W n volta. (B) Per ognuna di tali
MSH 14 parole, viene generato un
IDT DTL TLS LSH Parole 3 gop 13 elenco di parole affini, dette
affini LAH 13 W-mer, che hanno un valore
_ LTH 13 di allineamento superiore
Soglia _\ LNH 13 a T con la W di riferimento.
(T=13 FSH 12 L'algoritmo approfondisce
we I'analisi delle coppie di
LKH 12
sequenze che hanno almeno
un allineamento identico con
un W-mer, in questo caso
Query: 83 LMVAISNVGTDTESHLEAQNKIKSASHNLSLTLQKSK 119 MSH. Nella parte inferiore
FEATS  GIE+t0H tAGHETRIASE L L+ ++F € mostrata l'estensione a
Query: 48 VILAISGFGTESMSHADAQDRIKAASYQLCLKIDRAE 84 monte e a valle del W-mer
identificato e la costruzione
€ ] ; 4 di un HSP.

High-scoring segment pair (HSP)
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Accession Description | Maxscore | Totalscore | Query coverage | _ E valug Max ident | Links
NP_000184.1 sonic hedgehog protein preproprotein [Homo sapiens] >gi|6094283|sp|Q15465 941 541 100% 0.0 100% (UG M.
NP 00217 indian hedgehog protein precursor [Homo sapiens] 459 459 S4% 59% U GM|
NP _OS6382.1 desert hedgehog protein preproprotein [Homo sapiens] 442 442 1% 6% U G M|
NP_284941.2 mitefusin-1 [Homo sapiens] .2 n2 17% Fooe 1 5% UGM)
NP_002572.2 pappalysin-1 preproprotein [Homo sapiens] L2 3.2 9% | o.048 I 4% U G M|
NP _001093861.1  RMNA-binding Raly-like protein isoform 1 [Homo sapiens] 3.6 296 7% 0.096 37% [!m
NP 001093862.1 | RNA-binding Raly-like protein isoform 2 [Homo sapiens) >ref|NP_001093863.1] %6 296 ™ I o | 7% UGM
NP 03139 RNA-binding protein Raly isoform 2 [Home saplens) 295 296 7% [ o1 I 38% U G M|
NP _057951.1 RNA-binding protein Raly isoform 1 [Homo saplens] 29.5 296 7% 0.1 8% U GM|
NP OO heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C-like 1 [Homo sapiens) a2 27.7 7% I 0.42 I I5% |G M|
NP 0011396531 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C-like [Homo sapiens] 2.2 2.7 % 0.43 35% U GM|
NP 000278, peroxisome biogenesis factor 6 [Homeo sapiens] a2 2.2 12% I oo | 8% UGM
NP_O011300332  heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C-like [Homo sapiens] 223 27.3 % I 0.55 I 35% iU G M|
NE_002580.2 protocadherin-7 isoform a precursor [Home sapiens] 26.6 266 15% 1.2 29% =
NP_115832.1 protocadherin-7 isoform b precursor [Homo sapiens] 26,6 266 15% | 3 I 9% (G M|
NP_001166994 protocadherin-7 isoform d precursor [Home sapiens] 6.5 66 15% 14 9% U G M|
NP 115833 protocadherin-7 isoform ¢ precursor [Homo sapiens) 6.2 6.2 15% I I | 29% U GM|
KP O0d47 interleukin=12 subunit beta precursor [Homo saplens] 5.8 258 20% I 1.5 I 22% U GM|
NP_0577 GC-rich sequence DNA-binding factor 1 isoform 1 [Homa sapiens) 6.2 262 &% 15 50% U GM|
NP_037461.2 GC-rich sequence DNA-binding factor 1 isoform 2 [Homo sapiens) 548 58 6% | 12 | 50% U G M|
NP _775859.3 immuneoglobulin superfamily member 22 [Homo sapiens] 58 258 11% 19 8% U GM|
MP_079060.1 zinc finger and BTB domain-containing protein 3 [Homo sapiens) i5.4 25.4 65 I 28 | a4% U GM|
NP_570969.2 protein FAM71B [Homo sapiens) 25.0 250 9% ] I 35%
NE_Q05215.1 AT-rich interactive domain-containing protein 3A [Homo saplens) 24.3 243 5% 63 46% =
NP_689820.2 uncharacterized protein Clorf177 isoform 1 [Homo sapiens] 23.9 23.9 11% | 70 1 36% UGM
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Figura 5.6

Nel cerchio con linea
continua gli allineamenti
che possiamo considerare
significativi perché hanno
un E-value sufficientemente
basso, nel rettangolo con
linea tratteggiata quelli non
significativi.



Figura 5.7 _ @ Download v GenPept Graphics
Per ognuna delle proteine o _ _ _
riportate nell’elenco di indian hedgehog protein preproprotein [Homo sapiens]

Figura 5.6, & disponibile Sequence ID: NP_002172.2 Length: 411 Number of Matches: 1
I"allineamento.

Range 1: 28 to 407 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
459 bits(1182) 8e-160 Compositionai matrix adjust. 258/436(59%) 298/436(68%) 57/436(13%)

Query 24 CGPGRGFG-KRRHPKKLTPLAYKQFIPNVAEKTLGASGRYEGKISRNSERFKELTPNYNP 82
CGPGR G +RR P+KL PLAYKQF PNV EKTLGASGRYEGKI+R+SERFKELTPNYNP
Sbjct 28 CGPGRVVGSRRRPPRKLVPLAYKQFSPNVPEKTLGASGRYEGKIARSSERFKELTPNYNP 87

Query 83 DIIFKDEENTGADRLMTQRCKDKLNALAISVMNQWPGVKLRVTEGWDEDGHHSEESLHYE 142
DIIFKDEENTGADRLMTQRCKD+LN+LAISVMNQWPGVKLRVTEGWDEDGHHSEESLHYE
Sbjct 88 DIIFKDEENTGADRLMTQRCKDRLNSLAISVMNQWPGVKLRVTEGWDEDGHHSEESLHYE 147

Query 143 GRAVDITTSDRDRSKYGMLARLAVEAGFDWVYYESKAHIHCSVKAENSVAAKSGGCFPGS 202
GRAVDITTSDRDR+KYG+LARLAVEAGFDWVYYESKAH+HCSVK+E+S AAK+GGCFP
Sbjct 148 GRAVDITTSDRDRNKYGLLARLAVEAGFDWVYYESKAHVHCSVKSEHSAAAKTGGCFPAG 207

Query 203 ATVHLEQGGTKLVKDLSPGDRVLAADDQGRLLYSDFLTFLDRDDGAKKVFYVIETREPRE 262
AV LEG + + PGDRVLA + G +SD L FLDR+ + F VIET++P
Sbjct 208 AQVRLESGARVALSAVRPGDRVLAMGEDGSPTFSDVLIFLDREPHRLRAFQVIETQDPPR 267

Query 263 RLLLTAAHLLFVAPHNDSATGEPEASSGSGPPSGGALGPRALFASRVRPGQRVYVVAERD 322
RL LT AHLLF A D+ T EP A RA FAS V+PGQ V V
Sbjct 268 RLALTPAHLLFTA---DNHT-EPAARF--========== RATFASHVQPGQYVLVA---- 307

Query 323 GDRRLLPAAVHSVTLSEEAAGAYAPLTAQGTILINRVLASCYAVIEEHSWAHRAFAPFRL 382
G L PAV +V+ + A GAYAPLT GT+++ V+ASC+A + +H A AF P RL
Sbjct 308 GVPGLQPARVAAVS-THVALGAYAPLTKHGTLVVEDVVASCFAAVADHHLAQLAFWPLRL 366

Query 383 AHALLAALAPARTDRGGDSGGGDRGGGGGRVALTAPGAADAPGAGATAGIHWYSQLLYQI 442
H+L + PG G+HWY QLLY++
Sbjct 367 FHSLA=-==--mmmemmmm e s WGSWTPG- - - -EGVHWYPQLLYRL 391

Query 443 GTWLLDSEALHPLGMA 458
G LL+ + HPLGM+
Sbjct 392 GRLLLEEGSFHPLGMS 407
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Una sola sequenza non contiene informazioni sull'importanza relativa dei vari residui

VLSAADWTNVKAAWSKVGGHAGEYGAEALERMFLGFPTTKTYFPHFDLSHGSA

\ \

Molte sequenze possono dare MOLTE informazioni

NVKAARKKVGGHAGEYGAEALERMEFLGFPTTKTYFPHEF-DLS———-—- HGSA
NVKA EVGCAHAGEYGAERTERMET SEETTRTY FPHE—DLE———~— HGSA
AVLA KVN--EEEVGGEALGRLLVVYPWTOQRFFDSFGDLSNPGAVMGNP
SAVTA KVN--VDEVGGEALGRLLVVYPWTORFFESFGDLSTPDAVMGNP
QVLN KVEADIAGHGQEVLIRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMKASE

S5 Bt BT BB .k * * * e K o .

—-VLSAA
—V1L.GPA
VOLSGE
VHLTPE
—GLSDG

IR e e
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Figura 5.8

Se analizziamo una sola
sequenza, ogni residuo ha
lo stesso peso degli altri. |
due triptofani (W nel codice
a una lettera) presenti

nella sequenza in alto non
possono essere associati

a una maggiore o minore
importanza. Se invece
abbiamo un allineamento
multiplo di sequenze
omologhe, ogni residuo
viene immediatamente
caratterizzato dalla

sua maggiore o minore
conservazione nelle altre
sequenze omologhe. Per
esempio, uno dei due W
puo essere molto conservato
mentre |'altro pud non essere
conservato per nulla.



Elementi di struttura secondaria Elementi di struttura secondaria

E P46643 263 LEDGHH====IGISQOSYREKNMCLYGORVGCLSVI ===eEDPecccaaaaxa KOAVAVESOLOOLARPMY SHPPLHEAQTV
EPE’GESS 285 VARGLE====VILVADSYSENLCLYAERIGAINVIS====S55Pccacaacaaax ESARRVESOLERIARPMYSHNEPPVHGARIV
@ P23542 238 VERLST=-VSPVEVCQSFARNACMYGERVGCFHLALTKOAQNK=--m-emm—— TIKPAVISOLARTIIRSEVSHPPAYGARKTIV
E P46248 28B4 AERGME====FFVAQSYSENLGLYARRIGAINVV  =e=aS55hcacaaanaxa CAATRVESOLERIARPMYSHPPVHEARTIV
MQETSSS 235 VSQGFE====FriS05LSKENFCIYDECVETIVV VI Lem=aD e aaaaaxa QLLIRVLSOILMNFARAT WLNPPTTGARTT
E DBNHSZ 235 VSQGFE==-=FFCSQOSLSENFGIYDEGVEMLVVVAV==eelleeee—m——— QULLCVLSOLEGCLAQATWLNPFHNTGEARVI
EQTI‘SVE 235 VELGLE----FFCS0SLSKNFCIYDEGVEILVVARL ~===SN===caea=x QHLLCVLSOLMDY VOATWEHPPATGARTT
M P44425 232 BANHRE-—--LILVASSEFSENFCLYNERVGAFTLVA-==-ENA-——c———ea- EIASTSLTOVESIIRTLYSNPASHGGATV
Iﬂ POO509 232 AMMHRKE----LIVASSYSENFCLYNERVGACTLVA--—-ADS————c——-—--- ETVORAFSOMEARTRANYSHPPAHGASVV
E PO4693 233 ASAGLP----ALVSNSFSEIFSLYGERVGCLSVMC - ==-EDRA-——cceacaaa EAMNGEVLGOLEATVEENY SSPPHEGAQVV
@955114 232 AATHKE=-==-LIVASSYSKNFCLYNERVCACTLVA====BDl-ceca=aax ETVDRAFSOMESATRANYSHNFPPAHEASTV
E D85746 233 ASACGMP====MLVSHNSESEIFSLYCERVECLEVV ===cEDS=====a==x ETAGRVLGOLEATVRRNYSSPPEFGAQVY
@ P5866]1 232 AALHRE====LIVASSYSENIGLYNERVGACTLVA====ADl=scccaa== ETVDRAFSOMESATRANYSHEFPRAHGASIV
Iﬂ P74861 233 ASAGLP====ALVSNSFSEIFSLYCGERVGELSVV =em=eEDlceccaaaax EIARRVLGOLEATVERIYSSPPCEGAQVV
ﬁ_" P72173 234 AQSGLS====FFVS55FSESFSLYCGERVCALSIV ===== ESR=======a DESARVLSOVERVIRTNYSHNPPTHGASVV
E P43336 233 AGELPE===~VLVISSCSENFCLYRDRVGALIVCA====QHA-ccecaaaa EFLTDLESQLAFTARNIWSTPPAHGAEVV
E P95468 229 ASRIPE====VLIAASCSENFCGIYRERTGULIATC====ADhccccaaa=x ATRELAQGAMAFTNROTYSFPPFFHEARIV
E Q01802 268 VNKYPNWSNGIFLCQSFARKNMGLYGERVGSLSVITPATANNGKFNPLOOKNSLOONIDSOLEKIVRGMYSSPPGYGSEVY
El DOZ636 228 LGVVPE===-ALVAVSCSESFCLYRERAGAIFART=e=aS5E5Taammaaaaa ASADRVESHLAGLARTSYSMPPDHEARVV
v
Loop
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Figura 5.9

Un allineamento multiplo di
proteine omologhe contiene
importanti informazioni

sulla struttura secondaria dei
residui che lo compongono.
Risulta evidente la possibile
identificazione di elementi

di struttura secondaria
separati da un numero

di residui variabile nelle
diverse sequenze, e quindi
probabilmente appartenenti

a un loop. Ulteriori analisi

a carico dei residui nei
putativi elementi di struttura
secondaria possono rendere
facilmente identificabile il tipo
di struttura secondaria (a-elica
o filamento f).



A B C D E Figura 5.10
Hbb_Human A | - Matrice delle distanze: Allineamento multiplo di
Hbb_Horse B | 0,17 | - ogni valore indica il numero - prOte'n.e e
Hba Human C | 0,59 | 0,60 | — di differenze per sito per coppie ~ €Moglobine alfa e beta
Hba Horse D | 0,59 | 059 | 0,13 - di sequenze gl S e
= 2 ? d alfa e beta di cavallo e la
Myg_Human E | 0,77 | 0,77 | 075 0,75 | - mioglobina di balena. Notare

come le colonne con residui
l piu conservati sono messe in

evidenza con simboli (*,:,.).
_E Hbb_Human }2
Hbb_Horse

3 Albero guida
Hba_Human 4 o dendrogramma
Hba_Horse }1 del multiallineamento
Myg_Human

l

A PEEKSAVTALWGKVN——VDEVGG}

B CERRACELA TP~ EREVEES 3 Multiallinemento ottenuto

C PADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGA }1 4 con procedura progressiva

D AADKTNVKAAWSKVGGHAGEYGA

E EHEWQLVLHVWAKVEADVAGHGQ
sp|P02144 |[MYG HUMAN -MGLSDGEWQLVLNVWGKVEADI PGHGQEVLIRLFKGHPETLEKFDKFKHLKSEDEMKAS 59
S| BEOD0S |EEA HUMAN — ss===s============m=me——mm—me— e e e 0
SPIP01958 |[HBA HORSE  — == === o m oo oo 0
sp|P68871 |HBB HUMAN MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEV--GGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVMGN 58
SPIP02062 |[HBB HORSE  ——————— oo o~ 0

sp|P02144 |MYG HUMAN EDLKKHGATVLTALGGILKKKGHHEAEIKPLAQSHATKHKIPVKYLEFISECIIQVLQSK 8189

gio| PEYLINS | EiEm BN — ====—=== KKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAAH 53
SPIIRUARIS S IHEARHOR G KKVGDALTLAVGHLDDLPGALSNLSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLSTLAVH 53
sp|P68871 |HBB HUMAN PKVKAHGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHH ALY
sp|P02062 | HBB_HORSE —-—-KAHGKKVLHSFGEGVHHLDNLKGTFAALSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVVVLARH 517

* .. . * e o Kk * e . .

*

sp|P02144 |MYG HUMAN HPGDFGADAQGAMNKALELFRKDMASNYKELGFQG 154

sp|P69905| HBA HUMAN LPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR-————— 82
sp|P01958 |[HBA HORSE LPNDFTPAVHASLDKFLSSVSTVLTSKYR-——-——-—— 82
sp|P68871 | HBB_HUMAN FGKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH--—-—-- 147
sp|P02062 | HBB_HORSE FGKDFTPELQASYQKVVAGVANALAHKYH--——-- 86
e . . K . .. .« K.
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Capitolo 6

Alberi filogenetici



Figura 6.1

lllustrazione della topologia
degli alberi con radice (rooted)
e senza radice (unrooted). In
un albero con radice esiste

un nodo particolare, definito
radice, che rappresenta il
comune progenitore di tutti i
nodi rappresentati nell’albero.
In questo caso, tutti i rami
dell’albero possono essere
orientati in funzione del
tempo. Un albero senza radice,
invece, descrive esclusivamente
le relazioni evolutive tra le
OTU senza fornire alcuna
informazione circa il processo
evolutivo in funzione del
tempo. In altre parole, non si
puo stabilire la collocazione
temporale dei nodi interni

in termini di quali siano piu
antichi e quali piu recenti.

I Albero con radice I

Nodo non risolto

Radice

Tempo

I Albero senza radice I
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Figura 6.2

Esempio di cladogramma (A)
e di filogramma (B) che
descrive le relazioni
filogenetiche tra sette
sequenze di yn-globine

di primati. Nel filogramma
la presenza di uno o piu
outgroup consente di collocare
la radice all'interno del ramo
che congiunge gli outgroups
con tutte le altre OTU
(ingroups).

(A)

SCIMPANZE

UoOMO

GORILLA

ORANGO

MACACO

SCIMMIA NOTTURNA

SCIMMIA RAGNO
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(B)

Radice

SCIMPANZE

UoMO

GORILLA

ORANGO

MACACO

SCIMMIA NOTTURNA
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SCIMMIA RAGNO




A C A
- D -
E
Figura 6.3 A

Metodo del neighbor-joining.

A partire da un albero

completamente non risolto

(star phylogeny) vengono via

via determinati tutti i rami

interni dell’albero (in colore)

in modo che la lunghezza F
complessiva di tutti i rami sia

la pit piccola possibile
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(A)

Sito
Sequenza | 1 2 1 3|4|5 |6 |7 8|9 |10
1 GIG|C/IA|G|T|C|C|A|C
2 GIA|G|IC|G|T|G|C|G|C
3 GIA|TIG|A|T|T|C|A|C
4 GIA|T|IT/IA|T|T|C|G|C
(B) | Il 1]
1 5 5 3 1 S . 2 1 ¢ - 2
I WD W e
2 A AN4 3 A AN4 4/ A AN3
A A A A A A
Siti non
informa-
Figura 6.4 tivi
(A) Allineamento multiplo 1 C T 3 1 C G 2 1 C G 2
di 4 ipotetiche sequenze Sito 3
ciascuna costituita da 10 1o J
siti. | siti informativi sono 2 e L i T 4 3 T g # T 4 4 T i i T 3
riportati in blu. (B) | tre alberi
senza radice (I, Il e lll) che
descrivono le possibili relazioni
filogenetiche tra le sequenze G A G G G G
del multiallineamento. | nodi 1 3 1 2 1 2
terminali indicano i nucleotidi Sito 5
presenti in posizioni omologhe 2 e AN4 3 A AN 4 4 A A\ 3 1
delle sequenze appartenenti G A A A A A
alle specie considerate.
| cerchietti blu sui rami
rappresentano altrettante
sostituzioni nucleotidiche. | (¢} T (¢} (¢} C C
nucleotidi presenti nei due ) 1 s 1 2 1 2 Siti infor-
nodi ancestrali rappresentano Sito 7 mativi
una delle possibili ricostruzioni 2 T TN4 3 T TN\4 4/ T TN\s3
tra diverse alternative c T ] T L U
ugualmente parsimoniose.
Si noti come i siti “non
informativi” non favoriscono
alcuno d_e_i tre alber.i N 1 A A 3 1 A G 2 1 A G 2 J
alternativi, mentre i tre siti Sito 9 [®)
informativi determinano 5 G a\l4 3 4 a\l4 4 A AN 3
Iualber.o | come quelllo"dl G & % o G A
massima parsimonia”, L
richiedendo solo 4 sostituzioni tS(;stl!tuzwnl 4 5 6
nucleotidiche complessive. otall
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Filogenesi reale Filogenesi calcolata

B

Figura 6.5

Effetto della long branch attraction nella ricostruzione filogenetica. Se I'albero che descrive
la reale filogenia tra le specie contiene sia rami brevi che lunghi, la ricostruzione filogenetica
produrra un albero nel quale le OTU alle estremita dei rami piu lunghi tenderanno ad
“attrarsi”.
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Figura 6.6

Albero filogenetico di alcune
specie di primati determinato
dal programma MrBayes sulla
base dell’analisi evolutiva

dei geni mitocondriali con

I"'indicazione dei valori
di bootstrap a supporto

HOMO

dei diversi nodi.

PAN P

PAN T

GORILLA

PONGO

HYLOBATES

PAPIO

©

MACACO

CEBUS

NYCTICEBUS
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Capitolo 7

Piattaforme di
seguenziamento degli
acidi nucleicl



(A) Aumento del n. di sequenze annotate/assemblate
05 marzo 2018

1e9

1e8

—
o©
~l

Sequenze
2
(o]

-
o
a1

e

-
[0
&~

1e3

/:

7

/

1985 1990 1995 2000 20
Anni

05 2010

2015

[ = Sequenze: 1391,9 milioni

= Basi: 3141,4 miliardi

1e13

1e12

el

1e10

1e9

Iseg

(B)

Sequenze

1e14

1e13

1e12

1eld

1e10

—
[0}
©

Aumento delle read

22 gennaio 2018
2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018

Anni

= Sequenze: 41,2 trilioni

= Basi: 5980,8 trilioni
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1el6

1els

1el4

1e13

1el12

1ell

1e10

—

-

e9

Iseg

Figura 7.1

Incremento esponenziale

del numero di sequenze
nucleotidiche (A) e del numero
di read NGS (B) nelle banche
dati negli anni. (Fonte:
www.ebi.ac.uk/ena/about/
statistics)



Sequenziamento di Sanger

4 ™
§ Frammentazione del DNA
——— ] | —
—— ] | —
I:I ] I
ﬁ | ] I
[ 1 | 1 | — |
| ] | —
.
(

Clonaggio in vivo e amplificazione

o
- (©
. J

Ciclo di sequenziamento

3'...GACTAGATACGAGCGTGA. .. 5' (templato)
5'...CTGAT

| ...CTGATCT /:.
...CTGATCTA /.
.. .CTGATCTAT
.. .CTGATCTATG /.

CTGATCTATGC /C)
®

5}
B0, o
Qo0

o

o

Polimerasi . ..CTGATCTATGCT
dNTP . . .CTGATCTATGCTC /O
ddNTP marcati . .CTGATCTATGCTCG
\ J
T N

Elettroforesi
(1 read/capillare)

=:— [NV

Clonaggio in un vettore plasmidico <

NGS: Sequenziamento massivo parallelo I

Il DNA e frammentato =——————

-

Reazioni cicliche di N
sequenziamento

Separazione mediante elettroforesi
Lettura con marker fluorescenti

Il DNA e frammentato

Adattatori legati ai frammenti
(costruzione di una libreria)
I
— [ —
— Ce———
i |

= =

Amplificazione clonale dei
frammenti su una superficie solida
(Bridge PCR o PCR in emulsione)

Identificazione diretta step-by-step
di ciascun nucleotide incorporato
durante la reazione di
sequenziamento
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Figura 7.2

Confronto tra il
sequenziamento tradizionale
basato sul metodo di Sanger
(a sinistra) e il sequenziamento
di nuova generazione (a destra).



PCR a emulsione
454 (Roche)®, SOLID® (ThermoFisher), GeneReader® (Qiagen), lon Torrent® (ThermoFisher)

Yy o wy 1/, 6%
il S s o Sl

Emulsione Amplificazione clonale su biglia Prodotto finale
Gocce di micelle sono caricate | frammenti di DNA (templati) ibridizzano con i primer legati alla biglia 100-200 millioni di biglie
con primer, templato, e vengono amplificati: dopo I'amplificazione, i filamenti complementari con migliaia di templati
dNTP e polimerasi si dissociano, lasciando molte copie del frammento di DNA a singolo legati

filamento legate alle biglie

Biglie con templati di DNA amplificati clonalmente ed enzimi di sequenziamento

i Polimerasi

Templato
— |
dNTP@ 00000
onTP® W
PPi e APS
ATP-sulfurilasi
L ——(are
' Luciferasi
Luce
Figura 7.3

Schema del sequenziamento Roche 454,
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(A) ' Sequenza adattatore | Serie di cicli di ligazione e taglio
\ primer N [l 1 I 5 Il 3 Il 4 Il 5 I 6 Il 2
% - Primer N-1 {2} {7) ﬁzl ﬁ-l) 22 (27} 32
E % Primer N-2 [g) (6) ﬁq EG} 21 (26) 31
- % Primer N-3 [5) o) 15 20 125] S
qg; Primer N-4 10, 10, T14f 19 4] 29
L W03 11403 131 kP11 s 1 B 1 i
' !
Dinucleotidi (1) Numerazione progressiva
interrogati dinucleotidi interrogati
T
(B) yly T (€) Decodifica della sequenza di colori
3' 5' dei dinucleotidi nota la prima base
TTnnnzzz _y a Seconda base . . . . .
y s e ACGT ALAG AT AC AG AC AG AC
S 7
BikmiEe2 O .A;’_ AG GA\TA CA GA\CA GA CA
3 5 \\... C ?} /
-~ Q000G GG CT GC GT CT GT\CT/GT
nnnzzz _y o
. L e eeT” TT TC CG TG TC TG TC TG
N N I I A O
Eilong =z AGCAGTOC
I Sito di taglio
Seconda base del templato [ AAGCAGTCA ]
Prima base del templato Sequenza decodificata
Figura7.4

Schema del sequenziamento SOLID.
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4 N ( ™ Figura 7.5

i oK OH .~ N Schema del sequenziamento
: g H* lon Torrent.
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— — 4 I 7
/ [ ] [ ] /
[ y
// I ] ] .// d
/ y r //,

Frammenti

Aggiunta degli adattatori

Attacco alla flow cell

/

-

1725 - II

. ) —

oL AT
/ ] [ ] / { ] | / [ | /

Legame al primer

//
//I I / ﬁ
4 /
y 4

Formazione di cluster

Estensione tramite PCR

7

4 /
/

7

/T

7. 777 | @

Scansione del segnale

Sequenziamento
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Figura 7.6
Sequenziamento [llumina.
(Fonte: Lu B.Y. et al., Next
generation sequencing in
acquatic models, in Kulski
J.K. (ed.), Next Generation
Sequencing - Advances,
applications and challanges,
InTech (2016), Creative
Commons 3.0)
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Figura 7.7

Il Minlon della Oxford
Nanopore. (Fonte: http://
labiotech.eu/interested-
minion-first-pocket-dna-
sequencer/)



Il simbolo “>” indica che la riga riporta un codice identificativo
e una descrizione della sequenza

>NC_000008.11:127736069-127741434 Homo sapiens chromosome 8, GRCh38.p7 Primary Assembly
GACCCCCGAGCTGTGCTGCTCGCGGCCGCCACCGCCGGGCCCCGGCCGTCCCTGGCTCCCCTCCTGCCTC
GAGAAGGGCAGGGCTTCTCAGAGGCTTGGCGGGAARAAGAACGGAGGGAGGGATCGCGCTGAGTATARAA
GCCGGTTTTCGGGGCTTTATCTAACTCGCTGTAGTAATTCCAGCGAGAGGCAGAGGGAGCGAGCGGGCGG
CCGGCTAGGGTGGAAGAGCCGGGCGAGCAGAGCTGCGCTGCGGGCGTCCTGGGAAGGGAGATCCGGAGCG
AATAGGGGGCTTCGCCTCTGGCCCAGCCCTCCCGCTGATCCCCCAGCCAGCGGTCCGCAACCCTTGCCGC
ATCCACGAAACTTTGCCCATAGCAGCGGGCGGGCACTTTGCACTGGAACTTACAACACCCGAGCAAGGAC
GCGACTCTCCCGACGCGGGGAGGCTATTCTGCCCATTTGGGGACACTTCCCCGCCGCTGCCAGGACCCGC
TTCTCTGAAAGGCTCTCCTTGCAGCTGCTTAGACGCTGGATTTTTTTCGGGTAGTGGAAAACCAGGTAAG
CACCGAAGTCCACTTGCCTTTTAATTTATTTTTTTATCACTTTAATGCTGAGATGAGTCGAATGCCTAAA
TAGGGTGTCTTTTCTCCCATTCCTGCGCTATTGACACTTTTCTCAGAGTAGTTATGGTAACTGGGGCTGG
GGTGGGGGGTAATCCAGAACTGGATCGGGGTAAAGTGACTTGTCAAGATGGGAGAGGAGAAGGCAGAGGG
AAAACGGGAATGGTTTTTAAGACTACCCTTTCGAGATTTCTGCCTTATGAATATATTCACGCTGACTCCC
GGCCGGTCGGACATTCCTGCTTTATTGTGTTAATTGCTCTCTGGGTTTTGGGGGGCTGGGGGTTGCTTTG
CGGTGGGCAGAAAGCCCCTTGCATCCTGAGCTCCTTGGAGTAGGGACCGCATATCGCCTGTGTGAGCCAG

(A

Un semplice formato di testo standard, utilizzato da diverse piattaforme

Simbolo che identifica la sequenza

ID strumento

Numerazione della corsa
ID della flow cell

I lllumina fastq (Casava 18+) I

Numero della lane
‘ Numero del tile, coordinate nel tile

Numerazione del Pair-End (PE) o Mate Pair (MP)
Quality filter CASAVA fallito? (Y o N)
Bit di controllo
l quuenza indice (multiplexing)

Q@HWI-ST1210:89:D16P0ACXX:4:1101:1564:2179 1:N:0:ACAGTG

CAGATCTTGACCAGATCCTTCGTCTCAGCGTAGAGGAGCAGAAATGGCCC e— Sequenza della read

+HWI-ST1210:89:D16P0ACXX:4:1101:1564:2179 1:N:0:ACAGTG
(_' CCCFFFFFHHHHHJITIJJJJJJJJJIIIJIJIGIEHIJHIJJIJIJIIGHIIJI e— Qualita del punteggio
— ASCII (phred+33)
Carattere che indica I'identificatore della riga dei valori di qualita

(B)

1"48%6" () *+,-./0123456789: ; <=>?@ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ [\ ] abcdefghijklmnopgrstuvwxyz{ |}~

Figura 7.8

(A) Il formato FASTA.
(B) Il formato FASTQ
(gentile concessione
di David Horner).

(C) Corrispondenza tra
i valori di Phred score
(phred+33) e i codici
ASCII.
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Sequenza del genoma di riferimento

B — [ amms mm—
[ I o = B -l
[ 1 — S [ S
— — (S S—] [ 3
—— SN — ] — [ — —— —]
[ — [ | = —]
E— —] — [ — T
[ I | [ —
—_— — [ S— [ S
— I AN I —
[E— I Emm — —]
— N — —_— ]
[ S [ AN —
— — — — [ ——
[ S [ I —
[ — —_— — [ —
—_— — E— S—]
= —
[E— I S—
— ——
I S :
| | | Figura 7.9
150 bp identificate 330-430 bp sequenze sconosciute 150 bp identificate Sequenziamento paired-end.
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Figura 7.10

Esempio di output di

FastQC. Il grafico mostra la
distribuzione dei punteggi
di qualita (sulle ordinate) in
ogni posizione delle read
(riportata sulle ascisse dal 5'
al 3%), mettendo in evidenza
in questo caso un calo medio
di qualita procedendo verso
I’estremita 3', e suggerendo
che sia necessario un trimming
di queste porzioni poco
affidabili. (Fonte: www.
bioinformatics.babraham.
ac.uk/projects/fastqc/)

34
32
30
28

26
24
22
20

18
16
14
12
10

o N OB OO ®

Punteggi di qualita su tutte le basi (illumina > v1.3 encoding)

HHHM

1234567 8 9101112131415161718192021222324252627 28293031 323334 353637383940

Posizione nella read (bp)
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Capitolo 8

Ricostruzione e
annotazione di genomi



Figura 8.1

Assemblaggio di sequenze
nucleotidiche. Da un genoma
(A), presente identico in tutte
le cellule di un campione,

si ottengono frammenti
diversi a partire da ogni
cellula (B), dei quali solo

una parte sara sequenziata,
ottenendo delle read (C). La
sovrapposizione delle read

in base alla loro somiglianza
permette la ricostruzione della
sequenza originale (D) e di
correggere eventuali errori

di sequenziamento, mostrati
nell’esempio dal nucleotide
“t" nella read 74, che pud
essere corretto in A in base alla
sequenza delle altre due read
(f2 e f6) che sono allineate
nella stessa posizione.
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(A) Sequenza target
ATGATCGACAGTA

(B) Un set di frammenti di DNA ottenuti da tagli diversi in copie multiple della sequenza target

ATGA ATGA ATGATC
TCG ATCG GACAGTA
CAGTA ACAGTA

(C) Leggere un numero sufficiente di frammenti di DNA selezionati a caso, anche
contenenti errori

f1 ATGA
f2 TCGA

f3 ATCG
f4 tACAGTA

f5 ATGATC
f6 GACAGTA

(D) Ricostruzione della sequenza target identificando le sovrapposizioni tra i frammenti

f1 ATGA

f5 ATGATC

f3 ATCG

o TCGA

f6 GACAGTA
f4 tCAGTA

ATGATCGACAGTA «—— Sequenza dedotta dalle sovrapposizioni



Figura 8,'2 ) Sequenziamento in ordine gerarchico I Sequenziamento shotgun I
Sequenziamento gerarchico

e shotgun. Nel sequenziamento

= TS Cromosomi
gerarchico il sottogruppo
di cloni da sequenziare e Frammentazione e
determinato sulla base di una Generazione di sequenziamento di un

. cloni BAC con grandi subset di cloni
mappa fisica del genoma, inserti genomici rappresentativo
ottenuta precedentemente, del genoma
che consente di ordinare i cloni /T === o ============ S EEEEEE
BAC e di selezionarne il piu ety S N N N B BN B [T T T |
piccolo sottoinsieme (mostrato | C T T T T C T T T

-8 B B B | 8§

In tonalita piu scura) che copra Frammentazione e sequenziamento
I'intero genoma. di un sottogruppo di cloni

M
I
i

= 4§
= = = v EEE
ey EEm = N §
4 8| B .
1 [ ]
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Overlap Layout
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Figura 8.3

Algoritmi di assemblaggio
Overlap-Layout-Consensus.
Nella fase di overlap, la
similarita fra ogni coppia

di read e calcolata e
riportata in una matrice. Da
guesta matrice, si cerca la
combinazione migliore fra
read che si estendono |'un
I’altra (fase di layout). Infine,
dalla sovrapposizione della
sequenza delle read si ricava
la sequenza rappresentativa
di ogni porzione del genoma
(consensus).



Figura 8.4 Layout della read Overlap graph
L'overlap graph e il grafo di

de Bruijn (Schatz et al., 2010). Ry: GACCTACA

Il grafo di overlap mostra R,: ACCTACAA

le sir_nilarité (riportate come Rj: CCTACAAG

aljchl) fra le read in esame Ra: CTACAAGT

(riportate come nodi), da cui A TACAAGTT

si puo ricostruire il layout. . : ;

Gli archi tratteggiati indicano B AChRGLER @

un overlap con shift di 2 e CARGTIAG e . " )@
nucleotidi, mentre gli archi X: TACAAGTC ""-:_:"
pieni indicano un overlap Y: ACAAGTCC e . §®
con shift di 1 nucleotide. £: CAAGTCCG

Nell’esempio, due set di read
(A, B,eC X, Y eZ) mostrano
due strade alternative, che
potrebbero corrispondere a
una sequenza ripetuta. Il grafo
di de Bruijn € un modo di
rappresentazione alternativo
piu adatto a read provenienti

dal sequenziamento di nuova '
generazione.

Grafo di de Bruijn
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(A)

y
v B
» 2 2
» > | (zGCcRATG]
o
“g 9 [GeeaTee] | ]
L Genoma:

ATgacqn
oo
e
hofdare

ATGGCGTGCA

| vertici sono i k-meri delle read
Gli archi sono tracciati in base
alla similarita fra read

| vertici sono (k-1)-meri
Gli archi corrispondono a k-meti
osservati nelle read

A
i
&
S8
G
i
k-meri ordinati TGC k-meri ordinati
in base al percorso ada in base al
fra vertici 11 percorso
CZIU:; fra archi
AAT
(]
Genoma: ATGGCGTGCA
Ciclo Hamiltoniano Ciclo Euleriano
Visita ogni vertice una Visita ogni arco una
sola volta (difficile da risolvere) sola volta (piu facile da risolvere)
M. Helmer Citterich, F. Ferré, G. Pavesi, C. Romualdi, G. Pesole, Fondamenti di bioinformatica, Zanichelli editore 2018 63

Figura 8.5

Percorsi Hamiltoniani

ed Euleriani. Partendo da

una sequenza genomica (A)

e dalle read ottenute dal suo
sequenziamento (B), il layout
puo essere ricostruito da un
grafo di overlap cercando un
percorso Hamiltoniano (C) che
includa ogni nodo (cioé ogni
frammento di read lungo k nt)
una sola volta, che in questo
caso e reso difficoltoso da
similarita spurie (mostrate da
frecce nere), o da un grafo di
de Bruijn, in cui la risoluzione
€ piu semplice e accurata.
(Adattata da: Compeau P.E.
et al., Nat Biotechnol, 2011,
29(11):987-991)



Figura 8.6

Problemi dovuti a sequenze
ripetute. Nell’esempio

e mostrata una regione
genomica contenente una
ripetizione presente in tre
copie, che causa ambiguita
di ricostruzione, dando luogo
a due assemblaggi diversi ma
altrettanto buoni, di cui uno
solo e quello giusto (ma non
si puo stabilire quale).

Read da assemblare

EENTTn EEEESSaaaeen 000 [ —
[—

[ — | ——— R E—|
|

|[E—— |

|
|
H
H

N
|
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| e ——
i 1 i — | (E—
i I ! . I ! w T
: ] (EEE——— | | [ | ]
Figura 8.7 | — | — 1 —
Dai contig agli scaffold. | Contia : i P — 1 | G
i il Y e &;_,& | —
usate per formare ponti _ % : 2
fra contig, permettendo di B Pajred- 0 Pajred- T
» i 4 s end o | end
stimarne posizione reciproca, read read
distanza e orientamento, ¢
ottenendo gli sc:affgld. Non Scaffold
permettono pero di colmare le _\/\/\/\_\/\/\/\
parti non sequenziate o non Contig 1 Contig 2 Contig 3
ricostruite fra di essi (gap). sequenziato GAP seqguenziato GAP sequenziato
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0,5 0,5

Codificante
A 0,28
E 022
5.0.25
.0.05
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Figura 8.8

Un esempio di HMM,
composto da due stati, uno
che rappresenta la parte
codificante di un genoma,
I’altro la parte non codificante.
Le frequenze dei 4 nucleotidi
corrispondenti a questi due
stati sono stimate da esempi
noti, cosi come le probabilita
di permanere in un dato stato
o di passare da uno all’altro.

: ZANICHELL



Sito di legame di LexA

— “w
P T T
0

Figura 8.9
L'altezza di ciascuna base
a nella posizione i & (T2 (F8 45 s F B8 (N9 0 EE 2 S d S| 1D
properziondle alla sus A |[1]0 1 5|32\ 5 35(23/34 14|43 13(34| 4 52 3
frequenza relativa
in quella posizione. L'altezza C 501/ 01|56 0|4|4 /13,3 |8 (17|51 2 ©
complessiva di ogni colonna
i & proporzionale alla G 0 054155 |5 12|12 |7 |1 |/1 3|1 0 1 52
conservazione dei residui T |5|55 1|35/14(40 9 |27(11 /28| 9 32| 4|1 1 1
in quella posizione e
inversamente proporzionale Somma |56 | 56 |56 56 |56 | 56 | 56 |56 | 56 56 | 56 56 | 56 | 56 56 | 56
alla sua en‘Fropl_a,‘ CI_Oe 2 Matrice posizionale di frequenze di residui per il sito di legame del repressore della trascrizione LexA,
quanta variabilita si osserva calcolate da 56 siti di legame noti nella banca dati Prodoric.
in ogni posizione del sito di Le frequenze relative sono ottenute dividendo le conte di ciascun nucleotide in ogni posizione per il
|ega me. totale (cioé 56).
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Figura 8.10

Profilo di conservazione

Struttura del’lRNA della subunita minore del ribosoma 16S

dell’'RNA ribosomiale 16S. 1.0

Si osservano regioni molto .

conservate, che possono essere 0,9

usate per disegnare primer ]

per amplificazione per PCR, 0,8

e regioni ipervariabili, indicate ] V7

da V1a V9, possibilmente 0,7 V4 V5 e |

diverse in specie differenti, ] V2 u V9

che p_ossono essere usate_ 0,6—_ V1 V3 V6

per rilevare la presenza di ]

una specie in un campione I e

metagenomico. 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
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Capitolo 10

'analisi del
trascrittoma



Figura 10.1

La complessita del trascrittoma
é principalmente dovuta al
fatto che uno stesso /locus
genico puo dare origine a
numerosi trascritti alternativi
a causa dell'utilizzo di

siti alternativi di inizio e
terminazione della trascrizione, Trascrizione

dello splicing alternativo

e delle modificazioni post-

trascrizionali quali 'RNA 5'UTR Esoni codificanti Introni 3'UTR

editing o altre modificazioni
delle basi [per es. N(6)- A /\ M /\ ‘
metiladenosina, m6A]. Tutti pre-mRNA —-4—I—I-H | I:H:I—[I—[_—

guesti fenomeni possono
generare trascritti differenti

sia nella porzione codificante Splicing alternativo

(e quindi proteine differenti) e modificazioni del’RNA
che in quella non codificante

(5'e 3'UTR).

(Fonte: Bangru S. e Kalsotra A,
F1000Res, 2016, 14(5):2668.) * ———————

© A-I/C-U editing ' i —
® Modificazioni -:- =

dei nucleotidi
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# Query Subject Span(bp) Coverage(%) Overall(%) Exon{%) CDS(%) In-frame(%)

1 NM_001123497(+) NW_001343211.1(-) 29906-37027 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

Coverage 100.00% CcDs 100.00%
Model 1 Overall  100.00% In-frame 100.00%
Exon 100.00% Primary transcript 2241 bp

Mismatches and indels 0
Exons (min/max/ave), bp 151 /1146 / 373
Introns (min/max/ave), bp 442 / 1729 / 977

NM_001123487 (+) Strongylecentrotus purpuratus elongation factor 1 alpha (LOC548620), mRNA

— ‘

NW_001343211.1 (-) Strongylocentrotus purpuratus genomic contig, reference assembly (based on BC...

Segments Alignment

123456 L
214

36182 AACAGCT

MR L i e
36112 CATCACCATTGACATCGCCCTGTGGAAGTTTGAAACCC( >
G H R Y F 1 N v I e
349 GGTCATCGTGATTTCATCAAGAACATGATCACTG GAACCTCACAG. .
36042 GGTCATCGTGATTTCATCAAGAACATGATCACTG GAACCTCACAGGTGGC
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(A)

(B)

[Flip]

71

Figura 10.2

Output del

software SPLIGN SPLIGN
in grado di k
allineare trascritti multiesonici
a sequenze genomiche. Il
pannello (A) mostra gli ID
delle sequenze allineate

con i relativi parametri
dell’allineamento.

Il pannello (B) illustra i dettagli
dell’allineamento, incluso

il modello esoni-introni
risultante. E anche possibile
visualizzare I'allineamento di
ciascuno degli esoni, come nel
pannello (C).



(A) Introne ritenuto

Figura 10.3 o

Diverse tipologie di eventi —_— e Sea,

di trascrizione e splicing _=' [r— )

alternativi. - =) ’=
— \\\ ’ll
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(A)

(B)

IRE
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Figura 10.4

(A) L'isoforma costitutiva
della proteina CASP9 (9 esoni,
416 aa) induce apoptosi.

Essa contiene un dominio
CARD (CAspase Recruitment
Domain) e un dominio
peptidasico (Peptidase_C14
caspase domain). L'isoforma
pit corta CASP9S (6 esoni,
266 aa) contiene un dominio
CARD integro e un dominio
peptidasico tronco, per

cui non avendo attivita
proteolitica agisce da inibitore
dell’apoptosi. (B) Il gene
SLC11A2 (divalent cation
transporter) codifica per
almeno due isoforme, solo
una delle quali sensibile alla
concentrazione di ferro (i
livelli di proteina aumentano
sensibilmente in assenza di
ferro). Questo meccanismo

di regolazione & mediato da
un Iron Responsive Element
(IRE) localizzato nel 3'UTR

di una delle due isoforme.
Nell’'uomo, il trascritto dotato
di IRE (16 esoni) codifica

per una proteina di 561 aa
(NM_000617). Il trascritto
privo di IRE (17 esoni) non

& presente nel database
RefSeq e codifica una proteina
di 568 aa.



= |
— |
Frammenti O—— -
i i ]
allineati [y
R (| [
N .. - - | -
CH 3 - - CH 1

Genoma EEEEE

M Isoforma B

M Isoforma A

Quantita
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Figura 10.5

L'abbondanza relativa dei
trascritti alternativi espressi

da uno stesso gene viene
determinata con metodi
statistici che considerano le
read univocamente attribuibili
a una specifica isoforma

(in blu chiaro e in grigio),
considerando anche le read
mappate su entrambe le
isoforme (in blu scuro). (Fonte:
https://cgrlucb.wikispaces.com/
Isoform+Deconvolution+and+
Unannotated+Species)
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Figura 10.6

Tipica heatmap dei trascritti
differenzialmente espressi,
dove sulle righe abbiamo

i diversi geni e sulle colonne
i diversi campioni.
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Capitolo 11

La struttura dellRNA



Figura 11.1
Motivi strutturali elementari
@—@ Sq delle strutture secondarie
@_@ di RNA: stem (s1-s5); hairpin
loop (L); multibranched loop
@ 3 (M); internal loop (l); bulge
@ D (B); dangling end o junction
@ (D). Le linee in grigio chiaro
mostrano anche un possibile
5 pseudoknot.
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Figura 11.2
Strutture secondarie
predette dal
programma mfold
(A, B) o relative al
modello strutturale
accettato (C)

per I'rRNA 5S di
Escherichia coli.
(Fonte: D. Stewart
e M. Zuker, 2002,

Washington
University.)
'C.C-G\A\
G A
U c
A u.
c A S
C~c-C” Gt é‘GAA
U’C* S,
&t U
C. x'g-A-a
A A 160
T
c Ce
‘C~ ,Gt a‘r;‘c
U-6" U e G-Usp
;ch*G‘UA o G /G kel
~, ks Co
20" € gfee-gR Y ¢
e FE 56 h
A- Gz ~a \A G
0 G‘A \(‘;_A
¢ G*C.p
G, 3 A
c-Cey 100
i
C*G
1 1
G*C
1 1
G*C
VT
U*A
1 1
C*G
1 1
C*G
G*C
1 1
;J A
(C) AG=-45,76 + L—120

M. Helmer Citterich, F. Ferre, G. Pavesi, C. Romualdi, G. Pesole, Fondamenti di bioinformatica, Zanichelli editore 2018

78



(A)

Seql/1-74 GGGCCUGUAGCUCAGAGGAUUAGAGC
Seq2/1-74 GGGCUAUUAGCUCAGUUGCUUAGAGC

G
G
Seq3/1-72 GGCGCCCUGGCGCAGUGGA- —AGCGcszGGCUCAUUACCCU
Seq5/1-72 GCGUUGGUGCUAUAGUGGU--AGCAUAGCUGCCUUCCAAGCA-GUUGACCCG
Seq4/1-68 ACUCCCUUAGUAUAAUU----AAUAUAACUGACUUCCAAUUA-GUAGAUUCU
......... 1Dc s nnsss c2lsmm wun oaSlles eos &

1)))))))))) )¢
Seql/1-74 UCEBCUCCUCGCCCA 74

Seq2/1-74 GCAUAGCCCA
Seq3/1-72 ACEBGAGCGGCGCUA
Seq5/1-72 UCECGGCCAACGCA
Seqd/1-68 CCEBAGAAGAGAGUA

Figura 11.3
Tipico output del programma RNAalifod in grado di predire la struttura

secondaria consenso di un allineamento multiplo di sequenze nucleotidiche.
(A) Allineamento multiplo in cui le coppie di parentesi tonde partendo
dalle due estremita dell’allineamento sono in corrispondenza delle basi
appaiate. (B) Struttura secondaria corrispondente.
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(A)

(C) Nome

M. Helmer Citterich, F.

dell’'entry

J

RO00001C10 :
RO00001MI1 :
ROO0OO013E0S :
ZX00044F24 :
ZX00045P16 :
ZX00047P10 :
ZX00048A04 :
PX00006J03 :
PX00020018 :
R000002J21 :

(B)

= {au,ua,gc,cqg,gu,ug}

=2...8 c p2 =5...5 CAGWGH rl~p2 rl~pl

Posizione
del pattern

|

37,59]
35,57]
339,361]
1216,1240]
625, 6471
36, 58]
37,59]
146,168]
229,251]

[
[
(
(
[
[
(
[
[
(35,571

TTG
TTG
EEA

7 AEEC

GCA
TTG
JISHE;
TGG
ACT
e

QOO0 00000

TTCAA
TTCAA
TGGGC
TGGGT
TGGGC
TTCAA
TTCAA
LECEE
TGATT
TTCAA

Pattern

|

CAGTGT
CAGTGT
CAGTET
CAGAGC
CAGTGT
CAGTGT
CAGTGT
CAGAGC
CAGAGA
CAGTGT

TTGAA CGG
TTGAA CGG
GTCTA TGT
ACICTE Ecnn
GTCTA TGT
TTGAA CGG
TTGAA CGG
EEEECINEIT
AGTTG AGT
TTGAA CGG

Ferré, G. Pavesi, C. Romualdi, G. Pesole, Fondamenti di bioinformatica, Zanichelli editore 2018

Figura 11.4

Struttura consensus dell’/ron
Responsive Element (IRE) (A)

e relativa sintassi adottata dal
programma PatSearch (B).

E mostrato anche un

esempio di output prodotto
da PatSearch nella ricerca
dell’elemento IRE in una
collezione di mRNA di topo (C).

: ZANICHELL



Capitolo 15

*Interazioni proteiche



% copertura
(frazione del set di riferimento coperta dal metodo)

100

—_
o

—h

o
N

Purificazione di

complessi con MS

Predizioni
in silico

¢

Espressione
correlata

Due metodi

Interazioni

genetiche

Doppio
ibrido

Tre metodi

o
-

| !
1 10

% accuratezza

(frazione dei dati confermati in un set di riferimento)
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100

Figura 15.1

Ogni metodo sperimentale

o computazionale & associato
a una certa accuratezza ed ¢
in grado di dare informazioni
SU una proporzione piu o
meno grande dell’interattoma.
Considerare |'intersezione

dei risultati di piu metodi
porta ad aumentare
I"affidabilita del dato, ma in
generale diminuisce il numero
di interazioni. (MS = Mass
Spectrometry, spettrometria
di massa.)

- ZANICHELL



Figura 15.2

Mutazioni correlate: dato

un allineamento multiplo

di proteine omologhe,

spesso si osservano posizioni . .
dF;II’aIIineamento cPF\)e variano MSA prOte[na 1 MSA prOtelna 2
in maniera coordinata, in
modo tale che |'osservazione

di un certo aminoacido in
una colonna va a specificare
quale aminoacido si trovera
in un'altra colonna del

MSA (Multiple Sequence
Alignment). Questi casi
sono mostrati come righe
tratteggiate. Lo stesso
principio si puo applicare a

coppie di proteine interagenti,
in cui la presenza di un
particolare aminoacido in

una specifica posizione di una
proteina si rispecchia nella
presenza di un particolare
aminoacido in una specifica
posizione del suo partner di
interazione (riga continua). . ] )
Nei due allineamenti multipli eessesene \utazioni correlate intraproteina
che si confrontano, & . . . .
S S T Mutazioni correlate interproteine
le stesse specie, che devono
essere riportate nello stesso
ordine in entrambi gli MSA.

CEIPOREBOEROPPIORERDNORROORD
008 0OSRENOSNOSRESOSNEROS

%
®
L
*
o

oscaOOOOOSODOASENRORORODERARS
SOOPOPODODOOPONOEODODODEIES
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(A) S B) | Ec|s.c.|B.s| Hi
PS P6 P7 P5 P6 P1 il 0 1
: . P2 B2 1 1 0
E. coli H. influenzae
P3 B 0 1 1
P5 P4 1 [ o o
P2
- PS P6 P5 | 1 1 1
psa P7 P7 P6 | 0 | 1 1
B 1 1 0
S. cerevisiae B. subtilis
(C) (D)
P1 1 0 1
P2 0 :
- : == P2 e P7 sono funzionalmente correlate
P4 1 0 O
P3 0 -
. ====P P3 e P6 sono funzionalmente correlate
P5 1 1 1
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Figura 15.3

Metodo dei profili filogenetici.
Supponiamo di voler
analizzare le proteine del
batterio Escherichia coli e

di avere a disposizione, per
semplicita, solo i genomi

di altri tre organismi
(Saccharomyces cerevisiae,
Bacillus subtilis e Haemophilus
influenzae). Per poter costruire
il profilo filogenetico di

alcune proteine di E. coli si
dovra prima di tutto stabilire
se esistano le corrispondenti
proteine ortologhe negli

altri genomi considerati (A).

Il profilo filogenetico di una
proteina sara costituito dalle
informazioni sulla presenza

(1) o assenza (0) di un ortologo
in ognuno dei genomi
considerati (B). Proteine con

lo stesso profilo filogenetico
vengono raggruppate

insieme e si ipotizza che siano
funzionalmente correlate

(Ce D).



S. cerevisiae topo Il == e
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Figura 15.4

Metodo della stele di Rosetta.
Se per una proteina, come per
esempio la topoisomerasi |l

di lievito, si trovano due diversi
ortologhi nel genoma di
un'altra specie corrispondenti
a due porzioni diverse della
proteina, come per esempio
le girasi A e B nel genoma

di E. coli, si puo allora
assumere che questi due
ortologhi possano interagire
fra di loro per ripristinare
I"unita funzionale.



MSA proteina 1 MSA proteina 2

' ' { '
org1
org2 g:g;
org3 > org3
org4 15 org4
org5 ——  O['(|O
el D e ———— Q)G
org7 g )

Y y /

Allineamenti ridotti agli organismi comuni

Matrici
delle distanze

: kY P4
Figura 15.5 V
Metodo della similarita La similarita tra le matrici delle distanze viene messa in relazione
degli alberi filogenetici. con la probabilita di interazione tra la proteina 1 e la proteina 2
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sol. 1 punteggio 1

sol. 2  punteggio 2

Programma
di docking

Figura 15.6

Docking: date due strutture

di proteine potenzialmente

interagenti, qui rappresentate

come forme bidimensionali,
sol. 3 punteggio 3 un algoritmo di docking

puo proporre vari possibili

complessi alternativi, ognuno

associato a un punteggio.

Gt~
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Figura 15.8

Grafo di interazione fra
quattro proteine. Nel

grafo, gli archi descrivono
I'interazione fra proteine e
I’effetto di tale interazione.
Archi che terminano in una
freccia indicano che il nodo
(cioe la proteina) da cui
|’arco fuoriesce ha un’attivita
attivatoria sul nodo in cui
I’arco arriva. Archi che
terminano in un trattino
indicano attivita repressoria.
Archi che escono ed entrano
dallo stesso nodo indicano
attivita che la proteina ha su
se stessa, per esempio auto-
repressione.

- ZANICHELL



(A) V={1234567)

E=[363261621215251-4454757}

G = (VE)

Grado V1: 4

Shortest-path tra V1-V3: 2
Diametro: 4

Coefficiente di clustering V6: 2/3

(B) Scale-free network

1 2 3
1=
0,1

=3 ] =

= g 5
0,001
0,0001

L I T T T T T T T I
1 10 100 1000 k
K
Figura 15.9

Teoria dei Grafi. (A) E riportato un esempio di network non-orientato composto di 7 nodi e 11 archi. Per alcuni nodi
vengono riportate le misure topologiche descritte nel testo. (B) Definizione di network scale free, grafico della relazione
grado vs frequenze in scala logaritmica e della relazione coefficiente di clustering e grado. La relazione grado frequenza &
esponenziale negativa che, trasformata in logaritmo, diventa lineare inversa.
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Capitolo 16

La bioinformatica: tra
presente e futuro
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Figura 16.1
Localizzazione geografica
e divisione per etnia dei
campioni utilizzati nel ( il - . S : N
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ENCODE: Encyclopedia of DNA Elements

Hypersensitive Sites The ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements)

CH, T g ; .
/ Consortium is an international collaboration of
E I' Qg .
" Q RNA polymerase research groups funded by the National Human
,\_{SCO 2, Genome Research Institute (NHGRI). The goal of
“» " < s "
Y@, ENCODE is to build a comprehensive parts list of
¢ p@f"”ﬂ") M P p
©UTHRYTY  functional elements in the human genome, including
gﬁ 3 DNase-seq | |chip-seq ||waBs Corgputauonal RNA-seq gLIP—seq elements that act at the protein and RNA levels, and
IA-P| FAIRE-seq RRBS predictions IP-seq
Hi-C ATAC-seq methyl array regulatory elements that control cells and
‘A \ circumstances in which a gene is active.
/T'-' a —* ‘_ . / Get Started
% e
Long-range regulatory elements Promoters ENF NN ;‘/
(enhancers, repressors/silencers, insulators) Transcripts
Ny
Based on an image by Darryl Leja (NHGRI), lan Dunham (EBI), Michael Pazin (NHGRI)
[ [ voier vl | [
{ View Assay Matrix ‘
Project Biosample Type Assay Categories
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| 7000
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14073 4000
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5) 0 - | [
»e&@ &\c? ‘9;\5\7 (\b\(@ & &8 65'@ é“’h é,}q@ &
FTEFFITS ST ES &
I ENCODE B cell line FESTEFP g sy
Roadmap tissue & Qe"q,g\‘ & S ¢
modERN whole organisms &
I modENCODE I primary cell e
I GGR I in vitro differentiated cells
I community I stem cell

I cell-free sample
N induced pluripotent stem cell line

Figura 16.2

Pagina iniziale del portale ENCODE che racchiude tutti i dati dei progetti ENCODE, modENCODE e Roadmap. Nella prima parte
vengono riportati in uno schema gli innumerevoli tipi di esperimenti utilizzati per studiare i diversi tipi di elementi regolativi.
Nella seconda parte della pagina web vengono riportate in modo dinamico (cioé aggiornati al momento in cui la pagina viene
caricata) per i quattro organismi modello disponibili le statistiche riguardanti il numero di esperimenti divisi per progetto, per
tipo di campione e per tipo di esperimento. (Fonte: www.encodeproject.org/)
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Progetto GTEx
173 individui
11688 campioni

sequenziamento esoma
RNA-seq multi-tessuto

Figura 16.3
Molteplicita dei dati e tessuti
considerati nel progetto GTEx.

M. Helmer Citterich, F. Ferre, G. Pavesi, C. Romualdi, G. Pesole, Fondamenti di bioinformatica, Zanichelli editore 2018



Cancer Genome Project (TCGA)

Glioblastoma (GBM)

Leucemia (LAML) Testa e collo (HNSC)

Adenocarcinoma
polmonare (LUAD)

Carcinoma polmonare a
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Dati omici

e Mutazioni

¢ Copy number variation
e Espressione mRBNA

* Metilazione

e Espressione miBNA

e Dati clinici

l Pathway biologici

Molteplicita dei dati

¢ 33 tipi di tumore
e > 11000 pazienti
* > 2.5 Pb dati

¢ Annotazioni cliniche
complete

¢ > 1000 lavori scientifici
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Figura 16.4

Schema del progetto TCGA

in cui 33 tessuti tumorali

sono stati prelevati da

pazienti per generare i

profili di mutazione, copy
number variation, espressione
genica (di mMRNA e miRNA)

e metilazione. Lo scopo del
progetto é I'integrazione dei
dati omici con le caratteristiche
cliniche dei pazienti per
definire i marcatori di malattia
e identificare i circuiti di
regolazione alterati a causa
dell'insorgenza del tumore.

In evidenza sono riportati
alcuni numeri per descrivere la
grande massa di dati raccolta.

: ZANICHELL



Human Microbiome Project
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2 centri clinici, 4 centri di sequenziamento,
generazione dei dati, sviluppo tecnologico,
metodi computazionali, problemi etici...
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Figura 16.5

Schema riassuntivo
dell’'organizzazione, dei tipi
di campione e dei tipi di dati
raccolti dal progetto Human
Microbiome.



Figura 16.6

Schema tipico di una
competizione scientifica. Un
set di dati viene suddiviso

in un set di allenamento,

in un set di validazione e

nel gold standard. Dopo
I'ottimizzazione e la
sottomissione finale, gli
algoritmi vengono testati sul
gold standard e classificati
sulla base di diverse misure
di bonta del metodo, quali
sensibilita, specificita,
accuratezza ecc.

(Adattata da: Butros P.C.

et al., Genome Biology, 2014,
15(9):462.)
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Figura 16.7

Lista delle maggiori
competizioni scientifiche con
il loro nome, acronimo, URL e
anno di inizio.



