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Prefazione

Con grande piacere presento questo nuovo testo di bioinformatica, 15 anni dopo
Introduzione alla bioinformatica, pubblicato da Zanichelli, a cui anch’io collaborai
insieme a due degli autori di questa nuova opera. Era il 2003 e la prima bozza del
genoma umano era stata da poco resa pubblica, con un costo stimato di alcune cen-
tinaia di milioni di dollari e un incredibile impegno di risorse umane. Oggi i costi per
risequenziare un genoma umano si aggirano intorno a mille dollari: una diminuzio-
ne di oltre centomila volte!

Produrre dati diventa sempre pit facile, ma allo stesso tempo emerge in modo chiaro
la distanza che separa i dati dalla conoscenza. Non si tratta solo di sequenze di DNA.
Ci sono big data di ogni tipo: genomi, epigenomi, trascrittomi, proteomi, interatto-
mi, metabolomi.

Per dare senso a questi dati servono le competenze interdisciplinari della bioinfor-
matica, con le sue tre componenti essenziali: la biologia, I'informatica e la statistica.
Questa necessita ¢ perfettamente messa a fuoco in questo libro di testo che dedica il
Capitolo 1 agli elementi essenziali di biologia molecolare, il Capitolo 2 agli elementi
essenziali di informatica e il Capitolo 3 a quelli di statistica.

La crescente esigenza di bioinformatici non ¢ determinata soltanto dalla necessita
di gestire ed elaborare dati sempre piti complessi, ma anche dal fatto che la foca-
lizzazione di molti studi biologici sta passando dal classico approccio riduzionisti-
co per indagare su un problema puntuale, all’approccio olistico con cui si cerca di
comprendere il sistema nella sua globalita e, di conseguenza, le proprieta generate
dall’interazione delle diverse parti del sistema. La biologia dei sistemi sta quindi as-
sumendo un ruolo sempre pitt importante, centrato saldamente sulla multidiscipli-
narita della bioinformatica.

In questo contesto di rapida evoluzione, questo nuovo libro di testo rappresenta cer-
tamente un importante aiuto per facilitare la diffusione di questa materia nelle uni-
versita e nei centri di ricerca italiani.

Giorgio Valle

Risorse online

All’indirizzo online.universita.zanichelli.it/helmer sono disponibili il glossario e la
sitografia con gli indirizzi dei principali database e tool bioinformatici segnalati nel
testo con I'icona @



Capitolo

La biologia essenziale

1.1 GENOMI, GENOMICA E AVVENTO
DELLA BIOINFORMATICA

Il genoma ¢ costituito dall'insieme delle molecole di acidi nucleici corrispondenti
alla totalita del corredo aploide di un organismo (Figura 1.1). Esso contiene tutte le
informazioni necessarie allo sviluppo e al funzionamento di un organismo vivente
ed & normalmente costituito da DNA, anche se alcuni virus posseggono un genoma
a RNA.

L’informazione genetica presente nel genoma ¢é costituita da sequenze nucleotidi-
che organizzate in uno o pitt cromosomi che contengono sia 'informazione relativa
ai geni, la cui trascrizione genera gli mRNA che guidano la sintesi delle proteine e
un gran numero di diverse classi di RNA non codificanti (ncRNA), sia gli elementi
di controllo e regolazione (per es. promotori, enhancer, silencer) che ne regolano
Iespressione in funzione delle specifiche esigenze della cellula o in risposta a deter-
minati stimoli o alterazioni patologiche.

Negli organismi multicellulari solo una parte dell'informazione presente nel geno- Figura 1.1
ma ¢ utilizzata per il funzionamento dei diversi tipi cellulari. La specificita cellularee |, genom 2 umano & costituito
determinata anche dal suo “epigenoma” (modificazioni delle code N-terminali degli ~ dal DNA nucleare suddiviso
istoni, profilo di metilazione del DNA ecc.), che controlla lo stato della cromatina ~ in 24 cromosomi (i22
attraverso il maggiore o minore compattamento di specifiche regioni del genoma. In ~ €romosomi autosomici, piu

. . X . R R i 2 cromosomi sessuali X e Y

questo modo solo I'informazione genetica corrispondente alla cromatina rilassata o, cui sono visibili le bande
meno compatta (tipicamente corrispondente alla fibra da 10 nm) viene utilizzata e Q- e G-positive), e dal DNA
determina la specifica identita cellulare. mitocondriale (non in scala).
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Pertanto, tutte le cellule di un organismo hanno sostanzialmente lo stesso genoma
ma possono avere epigenomi e trascrittomi molto diversi.

Gli enormi sviluppi delle tecniche di indagine biomolecolare (per es. determina-
zione della sequenza nucleotidica, della struttura delle proteine ecc.) rendono oggi
possibile comprendere in profondita i meccanismi alla base della correlazione tra
genotipo e fenotipo, ovvero in che modo 'informazione racchiusa nella sequenza di
DNA di un genoma sovraintenda alle diverse funzioni vitali di una cellula, tessuto
od organismo. Questo ha prodotto uno straordinario allargamento delle prospettive
e degli orizzonti della ricerca biomolecolare avviando la cosiddetta “era genomica”.
Il termine genoma, che pare possa derivare dalla fusione dei termini “gene” e “cro-
mosoma”, ¢ stato coniato dal botanico Hans Winkler nel 1920, mentre il genetista
Victor McKusick nel 1979 ha coniato il termine genomica, inteso come disciplina
deputata allo studio del genoma. Di fatto, per analogia il suffisso “~-oma” od “-omi-
ca” & stato poi comunemente utilizzato per rappresentare il complesso delle unita
elementari di un determinato sistema (per es. trascrittoma, proteoma, metaboloma
ecc.) avviando cosi la Biologia Omica.

L’analisi genomica puo essere condotta a due livelli. Il primo livello consiste so-
stanzialmente nella determinazione dell’organizzazione del genoma (per es. numero
e forma dei cromosomi) e nel suo sequenziamento completo, nell'identificazione dei
geni e di elementi di regolazione dell’espressione genica. Il secondo livello, definito
anche come “genomica funzionale” si occupa invece dello studio della funzione dei
geni, delle loro interazioni (per es. vie metaboliche o sistemi di trasduzione del se-
gnale), del loro ruolo nella fisiologia cellulare e del loro eventuale coinvolgimento
nell'insorgenza e nella progressione di patologie. La Bioinformatica ha un ruolo
fondamentale negli studi della struttura del genoma, per esempio nell’assemblaggio
e annotazione di genomi, o nella caratterizzazione del profilo di espressione genica,
generando informazioni cruciali per orientare i successivi studi di genomica funzio-
nale che si avvalgono di una grande varieta di tecniche sperimentali (per es. mutage-
nesi, genome editing, silenziamento genico ecc.).

Un grande contributo alla caratterizzazione strutturale del genoma proviene dagli
approcci di “genomica comparata”, ovvero dall’analisi comparata di genomi e dei
loro prodotti di espressione. Infatti, il confronto di entita omologhe, che si presume
discendano da un comune processo evolutivo, come il genoma umano e quello di
topo o la beta-globina umana e quella di merluzzo, ci permette di osservare gli effetti
del processo evolutivo.

L’avvento e lo sviluppo dell’era genomica, dovuti prevalentemente all’eccezio-
nale sviluppo delle tecniche di sequenziamento del DNA, hanno comportato cre-
scenti necessita per poter gestire, organizzare e analizzare grandi quantita di in-
formazioni biologiche. Per questo ha avuto un enorme sviluppo la Bioinformatica,
una disciplina che ha l'obiettivo di sviluppare e applicare strumenti informatici
adeguati per 'immagazzinamento, I'interrogazione e I'analisi di dati biologici. In
particolare, banche dati per collezionare e poi ricercare sequenze di DNA, protei-
ne, profili di espressione genica, interazioni strutturali, dati metabolici, e algorit-
mi e software per estrarre da questa enorme mole di informazioni, anche attraver-
so l'integrazione di informazioni di natura diversa (per es. sequenza del genoma,
livelli di trascrizione, stato della cromatina, condizione fisiopatologica ecc.), nuova
conoscenza biologica.

Il recente avvento delle piattaforme di sequenziamento di seconda e terza ge-
nerazione (vedi Capitolo 7), oltre a diversi sistemi di indagine su larga scala, ha
aumentato di diversi ordini di grandezza il volume di dati prodotti nella stessa
unita di tempo, dando cosi un ulteriore fortissimo impulso allo sviluppo della
Bioinformatica, che oggi rappresenta una componente fondamentale della ri-
cerca biologica e delle sue possibili applicazioni traslazionali in ambito clinico e
biotecnologico.
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1.2 GENOMA DEI PROCARIOTI

I procarioti sono organismi unicellulari microscopici che vivono in una grande va-

rieta di ambienti (suolo, acque, altri organismi). Anche se oggi sono caratterizzate

circa 4000 specie di procarioti, si stima che il loro numero sia compreso in realta

tra 400 000 e 4000 000. La definizione di “specie” nel caso dei batteri ¢ piuttosto

arbitraria e normalmente si basa su una serie di caratteri morfologici, biochimici e

molecolari (per es. 16S rRNA). La classificazione e la nomenclatura attualmente in

uso sono accessibili presso il sito LPSN. La classificazione su basi molecolari (per k LPSN
es. basata sulla divergenza delle sequenze genomiche) suddivide i procarioti in due

domini: Batteri e Archebatteri, che con gli Eucarioti formano i tre rami principali

dell’Albero delle Vita (Tree of Life) (Figura 1.2).

1.2.1 Struttura e dimensioni

I genomi procariotici sono generalmente costituiti da un singolo cromosoma di
forma circolare. In molte specie sono presenti anche piccoli DNA circolari extra-
cromosomici, codificanti per geni addizionali. Vi sono anche alcuni casi di genomi
di forma lineare, come per esempio Borrelia burgdorferi che possiede un genoma
lineare con “telomeri” costituiti da forcine chiuse covalentemente o diversi ceppi di
Streptomyces i cui genomi possono assumere sia forma circolare che lineare.

I genomi eubatterici mostrano una notevole variabilita nelle dimensioni, normal-
mente correlate al loro stile di vita (da 160 kb nel batterio endosimbionte Carsonella
ruddii a 9,7 Mbp in Rhodococcus sp.). I simbionti intracellulari obbligati, patogeni
specifici di determinati ospiti, hanno genomi piccoli (circa 1 Mbp), molto stabili,
con riarrangiamenti genomici ed eventi di trasferimento genico laterale (vedi oltre)
molto limitati o assenti. I batteri a vita libera o generalisti hanno genomi grandi
(in media 2-4 Mb), riarrangiamenti genomici frequenti, alto grado di variabilita nel
contenuto genico sia a livello inter- che intra-specie, maggior contenuto di sequenze
ripetute. Infine, i genomi archebatterici hanno dimensioni poco variabili e general-
mente comprese tra 1,5 e 2,5 Mbp.

I genomi procariotici, e in particolare quelli batterici, mostrano un elevato grado
di “plasticita”, nel senso che genomi di batteri appartenenti a una stessa specie mo-
strano un elevato grado di identita (generalmente superiore al 97%) solo in una parte
delloro genoma, denominata “endogenoma”, mentre la porzione restante ¢ estrema-
mente variabile da ceppo a ceppo. Vi sono tre meccanismi principali attraverso cui i

—~ Figura 1.2
Eucarioti L'Albero della Vita. Gli

organismi viventi cellulari sono
suddivisi in tre domini: Batteri,
Muffe

Archebatteri ed Eucarioti.
| mitocondri e i cloroplasti
sono organelli delle cellule
fotosintetiche

eucariotiche che hanno avuto
origine da simbionti batterici

Batteri

Mitocondri
Cianobatteri

{Cloroplasti}

Archebatteri

Alofili
estremi

Batteri
Gram-negativi

Batt
Gram-positivi
Thermotoga

[ Metanogeni }

Ipertermofili

(frecce grigio scuro e blu).

Antenato
comune
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geni possono trasferirsi da una specie all’altra: 1) coniugazione, a seguito del contatto
fisico tra due cellule batteriche per cui del materiale genetico viene trasferito da un
batterio donatore a un batterio ricevente; 2) trasduzione, nel caso in cui il trasferi-
mento tra batteri avvenga attraverso un fago; 3) trasformazione, per cui il batterio
riceve il materiale genetico esogeno dall’ambiente. Tutti questi meccanismi vengono
comunemente denominati “trasferimento genico laterale” (TGL) e comportano l'ac-
quisizione o la perdita di porzioni genomiche piuttosto estese.

Per questa ragione il corredo genetico di ceppi diversi di una stessa specie batteri-
ca puo essere sensibilmente diverso conferendo a ceppi specifici peculiari proprieta
funzionali o caratteristiche di patogenicita. Per esempio, nel caso di Escherichia coli
i genomi finora sequenziati hanno dimensioni comprese tra 4,6 e 5,5 Mbp. In par-
ticolare, il ceppo patogeno O157 ha 1,34 Mbp che conferiscono specifiche proprieta
di virulenza che sono assenti nel ceppo di laboratorio K12. Quest'ultimo contiene
0,53 Mpb che sono assenti nel ceppo O157. E importante anche sottolineare che
alcuni fattori di virulenza o di resistenza agli antibiotici possono essere presenti in
elementi extra-cromosomici come i plasmidi.

I genomi procariotici sono molto compatti. In media I'85% del genoma ¢ costitui-
to da geni codificanti proteine e utilizza specifiche strategie per ottimizzare il conte-
nuto informazionale del genoma. Per esempio, i geni procariotici non contengono
introni e sono organizzati in unita trascrizionali policistroniche (operoni), ovvero
una singola regione promotore controlla la trascrizione di piu geni.

Per quanto concerne il contenuto genico i genomi dei procarioti hanno un nume-
ro di geni variabile in funzione del loro stile di vita. I parassiti specializzati che per le
loro necessita sfruttano le risorse dell’ospite (per es. Mycoplasma) posseggono circa
500-600 geni. I batteri generalisti, capaci di vita autonoma, hanno un numero di geni
molto maggiore tipicamente compreso tra 4000 e 5000. Gli Archebatteri hanno poi
un numero di geni generalmente compreso tra 1500 e 3000.

1.2.2 Proprieta composizionali

Le proprieta composizionali dei genomi possono essere descritte sostanzialmente da
due parametri: il contenuto in G+C e il livello di asimmetria composizionale tra i due
filamenti complementari misurato come AT- o GC-skew.

Il G+C% dei genomi procariotici € molto variabile e compreso tra 25 e 75%. Inol-
tre, a causa dell’elevata plasticita & possibile che la composizione in basi non sia omo-
genea e conservata lungo tutto il genoma ma si osservino tratti che presentano una
significativa deviazione rispetto alla composizione media osservata lungo il genoma.
Infatti, 'analisi del profilo composizionale effettuata entro una finestra di dimen-
sioni costanti che scorra lungo I'intero genoma consente di individuare regioni con
composizione atipica che spesso corrispondono a materiale genetico acquisito me-
diante TGL (Figura 1.3).

La composizione in basi dei due filamenti complementari del DNA puo essere
simmetrica o asimmetrica a seconda che il contenuto di A(T) o G(C) su un filamento
sia 0 meno equivalente a quello dell’altro filamento. L’asimmetria composizionale
puo essere calcolata molto semplicemente come:

AT-skew = (A-T)/(A+T)
GC-skew = (G-C)/(G+C)

e assume valori compresi tra -1 e 1. I genomi procariotici mostrano normalmen-
te una marcata simmetria composizionale (AT- e GC-skew assumono valori vicini
a zero). Tuttavia, & possibile osservare specifici tratti con un significativo grado di
asimmetria. Questo si osserva in particolare in corrispondenza dell’origine o termi-
nazione della replicazione dove si osserva una transizione del segno del valore dello
skew (Figura 1.4). Cio é dovuto probabilmente a una differente efficienza del sistema
di riparazione tra lagging e leading strand.
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Figura 1.3

(A) Struttura di una tipica isola di patogenicita batterica (PAl) che generalmente contiene

il gene integrasi (int) che ne media I'integrazione nel genoma bersaglio in prossimita di
geni per tRNA, uno o piu geni specifici di virulenza (V4-V,;) ed elementi IS. Alle estremita del
sito di inserzione sono presenti delle ripetizioni dirette (Direct Repeat, DR). (B) Le isole di
patogenicita hanno generalmente un contenuto in G+C differente da quello del genoma
bersaglio e questa caratteristica ne facilita I'identificazione. (Adattata da: Schmidt H. e
Hensel M., Clin Microbiol Rev, 2006, 19(1):257)
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Le specifiche proprieta composizionali di un genoma influenzano in modo signi-
ficativo la strategia di uso dei codoni (codon usage). Per esempio, se un genoma &
ricco di G+C i codoni sinonimi di un quartetto (per es. CCN, prolina) non verranno
usati con la stessa frequenza (25%) ma si osservera una marcata preferenza per i co-
doni che usano C o G nella terza posizione.

1.2.3 RNA non codificanti

Anche nei procarioti sono stati scoperti numerosi piccoli RN A non codificanti (small
non coding RNA, sncRNA), che svolgono importanti funzioni regolatorie appaian-
dosi per complementarita tipicamente nella regione 5' a diversi mRNA bersaglio.
Gli effetti dell’interazione con 'RNA bersaglio comprendono: 1) I'inibizione della
traduzione; 2) la degradazione del mRNA; 3) P'attivazione della traduzione; 4) la
stabilizzazione del’mRNA (Figura 1.5).
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Figura 1.5

| piccoli RNA non codificanti
(sncRNA) in eucarioti e
procarioti. Gli sncRNA
regolatori sono in colore
mentre gli RNA bersaglio

in nero, con le proteine
regolatorie in grigio

scuro. (Adattata da: Susan
Gottesman, Micros for
microbes: non-coding
regulatory RNAs in bacteria,
null, S. Trends Genet. 2005 Jul;
21(7):399-404)
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1.2.4 Elementi mobili e sequenze ripetute

Le regioni non codificanti dei genomi procariotici, che come abbiamo visto cor-
rispondono a circa il 15% del genoma, oltre ai geni non codificanti proteine (per
es. TRNA, tRNA, sncRNA) contengono elementi mobili denominati MGE (Mobile
Genetic Elements) in grado di spostarsi sia all'interno di uno stesso genoma che tra
genomi differenti. Questi comprendono elementi IS, trasposoni, plasmidi e fagi (Fi-
gura 1.6). Il meccanismo di trasposizione puo essere replicativo o conservativo. Nel
primo caso una nuova copia dell’elemento donatore viene integrata in una differente
posizione, mentre nel secondo caso 'elemento mobile subisce escissione e reinte-
grazione in un nuovo sito. L’assemblaggio dei genomi procariotici (vedi par. 8.1.2)
risultera piti frammentato in funzione della natura e del numero di questi elementi
che, in alcuni casi, potranno conferire ai ceppi in cui si integrano specifiche caratte-
ristiche come la resistenza ad antibiotici o diversi gradi di patogenicita.

1.3 GENOMA DEGLI EUCARIOTI

Come sappiamo, le cellule eucariotiche si distinguono da quelle procariotiche per
il fatto di possedere un nucleo (karyon) circoscritto da un involucro membranoso
costituito da un doppio strato fosfolipidico nel quale ¢ localizzata la maggior parte
del loro materiale genetico (il genoma nucleare) (Figura 1.7). Una piccola frazione
del materiale genetico ¢ anche localizzata in organelli subcellulari come i mitocondri,
presenti nella maggior parte delle cellule eucariotiche, e i cloroplasti, presenti nel-
le piante e nelle alghe fotosintetiche. Le cellule eucariotiche sono molto pit grandi
(diametro tra 5 e 100 um) rispetto a quelle procariotiche (0,1-5 pm), e hanno una
struttura compartimentalizzata molto piti complessa (reticolo endoplasmatico, ap-
parato del Golgi, mitocondri, lisosomi ecc.) (Figura 1.7).

Eucarioti Procarioti
_g_ L gintesi
T Processamento
dell’RNA ed esporto
T nel citoplasma
Hfq
Presentazione alla
ﬂ struttura proteica
Effetti
5 I 3 Blocco
della traduzione
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Figura 1.6

Elementi genetici mobili nei procarioti. (A) Gli elementi IS, la cui trasposizione puo avvenire sia in modo conservativo che replicativo,
sono caratterizzati dalla presenza alle due estremita di sequenze dirette e invertite (le frecce indicano la loro orientazione) e codificano
per una o due proteine con attivita trasposasica. (B) | trasposoni compositi possono trasporre nella modalita conservativa, sono
fiancheggiati da elementi IS e contengono tipicamente uno o piu geni che conferiscono resistenza agli antibiotici. (C) | trasposoni della
classe Tn3 sono fiancheggiati da inverted terminal repeat, utilizzano un meccanismo replicativo, hanno una lunghezza di circa 5 kbp,
codificano per trasposasi, resolvasi e altri geni che conferiscono resistenza. (D) | fagi trasponibili (per es. fago mu) hanno una lunghezza
maggiore (40-50 kbp), e codificano per una serie di geni essenziali per I'infezione e la propagazione del fago.

Il primo genoma eucariotico ad essere completato ¢ stato quello del lievito Saccha-
ronyces cerevisiae nel 1996. La scelta di questo organismo fu motivata dal fatto che il
lievito ¢ il modello pitt semplice di cellula eucariotica e ha un genoma relativamente
piccolo, costituito da circa 12 Mbp e distribuito su 16 cromosomi. A seguire, gli sforzi
dei ricercatori si sono concentrati sul “Progetto Genoma Umano” oltre che su molti altri
organismi selezionati per le peculiari caratteristiche del loro genoma, per la particolare
posizione filogenetica o per lo specifico interesse in ambito biomedico o biotecnologico.
Oggi, i genomi eucariotici completamente sequenziati (vedi Capitolo 7 per una discus-
sione sulla definizione di genoma completo) sono diverse migliaia grazie all'enorme svi-
luppo, a partire dal 2006, delle tecniche di sequenziamento massivo di seconda e terza
generazione e del concomitante progressivo abbattimento dei relativi costi.

1.3.1 Struttura e dimensioni

I genomi eucariotici sono generalmente piu grandi di quelli procariotici e presenta-
no anche un’enorme variabilita all'interno dello stesso raggruppamento tassonomi-
co (Figura 1.8). Per esempio, nel regno animale I'intervallo di variabilita é di oltre tre
ordini di grandezza, da 19,56 Mbp di Pratylenchus coffeae (nematode parassita delle
piante) a 130 Gbp di Protopterus aethiopicus (un pesce). Se consideriamo tutti gli
eucarioti si osserva una variabilita di oltre 600 000 volte, dai circa 2 Mpb di Encepha-
litozoon intestinalis (un fungo parassita dell'uomo responsabile di alcune patologie
gastrointestinali) ai circa 1300 Gbp dell’ameba Chaos chaos.

Prima che si giungesse a risolvere la struttura a doppia elica del DNA era gia stato
osservato che le cellule di individui della stessa specie possedevano una quantita co-
stante di DNA. Per questa ragione nel 1950 Hewson Swift conio il termine C-value
(valore C o Constant value) per riferirsi alla quantita totale espressa in pg contenuta
nel nucleo di una cellula aploide. Si puo facilmente verificare, assumendo che il peso
molecolare medio di una coppia di basi sia pari a 650 Da, che 1 pg di DNA corri-
sponde a circa 930 Mb. Una volta noto il C-value di numerosi organismi si osservo
un certo grado di correlazione tra le dimensioni del genoma e la sua complessita fe-
notipica e funzionale, anche se va sottolineato che non disponiamo di alcuna misura
“oggettiva” di complessita di un organismo. Tuttavia, si osserva che specie tassono-
micamente e morfologicamente molto vicine tra loro (per es. piante, anfibi, protisti)
possono avere genomi di dimensioni diversissime. Per esempio, tra le angiosperme
la specie modello Arabidopsis thaliana ha un genoma di 157 Mbp, e ci sono specie
con genomi ancora pitt piccoli (per es. Genlisea margaretae, 63 Mbp), ma vi sono
specie di piante le cui dimensioni del genoma sono di gran lunga maggiori del ge-
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Figura 1.7
Struttura delle cellule
procariotica (A) ed eucariotica (B).
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noma umano (Fritillaria assyriaca, 130 Gbp). Quest'osservazione diede origine al
cosiddetto paradosso del valore C, che ¢ stato risolto non appena ¢ stato possibile
caratterizzare le sequenze dei primi genomi eucariotici (vedi oltre).

Infatti, si & scoperto che i geni eucariotici sono discontinui, ovvero contengono
introni che, per esempio, nel caso dei geni umani costituiscono il 90% della loro
lunghezza, ma soprattutto si € osservato che la maggior parte dei genomi eucariotici
¢ costituita da DNA ripetitivo (circa il 50% nel genoma umano).

Abbiamo usato il termine “complessita di un organismo”, anche se non disponiamo
di una misura oggettiva di questa grandezza. Una possibile e apparentemente semplice
misura della complessita di un organismo, proposta da alcuni ricercatori, potrebbe
essere data dal numero di geni presenti nel suo genoma. Tuttavia, dovremmo disporre
di una definizione oggettiva e non ambigua di cosa sia un gene (vedi oltre) e si ¢ os-
servato che non vi ¢ alcuna significativa correlazione tra numero di geni e complessita
dell’organismo. Un indice pil affidabile della complessita fenotipica e funzionale di un
organismo potrebbe essere invece dato dal numero di diversi tipi cellulari di cui 'or-
ganismo ¢ dotato. L’avvento di sistemi in grado di determinare il corredo genetico e il
trascrittoma di singole cellule produrra negli anni a venire informazioni determinanti
per caratterizzare in modo oggettivo la varieta cellulare di un organismo e giungere a
una misura pitt oggettiva del suo livello di complessita.

A differenza dei genomi procariotici, prevalentemente costituiti da un’unica mo-
lecola di DNA circolare, il genoma eucariotico ¢ generalmente spezzettato in piu
frammenti di DNA lineare, i cromosomi, e organizzato in nucleosomi. Il numero e
le dimensioni dei cromosomi sono molto variabili, e anche organismi filogenetica-
mente vicini hanno un diverso numero di cromosomi, che impedisce incroci fertili
tra specie differenti. Il corredo aploide di una cellula eucariotica ¢ molto variabile,
sia nelle piante che negli animali, e puo variare da un unico cromosoma nel verme
parassita dei cavalli Ascaris megalocephala a diverse centinaia nei protozoi radiolari.
In ogni caso non si osserva alcuna correlazione tra dimensione del genoma e numero
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di cromosomi, o tra questo e complessita dell’organismo. Per esempio, I'eucariote
unicellulare S. cerevisiae (lievito) ha un genoma di circa 13 Mbp organizzato in 16
cromosomi mentre Drosophila melanogaster (moscerino della frutta) ha un genoma
di 180 Mbp organizzato in 4 cromosomi.

I cromosomi, nel corso del processo evolutivo, subiscono tutta una serie di ri-
arrangiamenti come traslocazioni, inserzioni, amplificazioni e delezioni. La conse-
guenza di quanto sopra illustrato ¢ che se confrontiamo il cariotipo di organismi
diversi non osserviamo cromosomi “omologhi” (vedi Sezione B e par. 4.3 per la de-
finizione di omologia) ma ogni cromosoma di una specie ¢ un mosaico di tratti i
cui omologhi sono su pill cromosomi dell’altra specie. Per esempio, il cromosoma
1 umano presenta estesi (> 100 kbp) tratti omologhi di 8 diversi cromosomi di topo
(Figura 1.9). Tradizionalmente, uno schema come quello mostrato in Figura 1.9 vie-
ne definito “mappa di sintenia”, un termine che deriva dal greco syn (insieme) e
taenia (nastro), originariamente utilizzato per descrivere la prossimita fisica di due o
pil geni su uno stesso cromosoma.

Data l'attuale capacita di caratterizzare i cromosomi con una risoluzione a livello
di singolo nucleotide, possiamo oggi costruire mappe di sintenia molto accurate, che
identificano specifici tratti genomici in cui l'ordine e 'orientazione dei geni sono
condivisi in genomi di specie diverse. L’analisi comparativa delle mappe di sintenia,
oltre ad essere fondamentale per lo studio dell’evoluzione del genoma, ¢ molto utile
per la predizione delle funzioni geniche sulla base del riconoscimento di relazioni di
ortologia (vedi par. 4.3) in famiglie di geni paraloghi di organismi diversi. Per esem-
pio, sulla base della mappa di sintenia mostrata in Figura 1.9 possiamo desumere che
il gene ortologo di TP73, localizzato nella regione subtelomerica del cromosoma 1

Figura 1.8

Dimensioni dei genomi
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www.genomesize.com/
statistics.php)
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Figura 1.9
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umano, sia localizzato nel cromosoma 4 di topo. Inoltre, I'analisi delle mappe di
sintenia ¢ particolarmente utile quando la similarita di sequenza non ci consente di
determinare in modo inequivoco le relazioni di ortologia.

A differenza dei genomi procariotici, i genomi eucariotici hanno una densita ge-
nica, misurata per esempio dal numero di geni per megabase, molto ridotta. In me-
dia, i geni codificanti proteine occupano solo il 2-4% dell'intero genoma. La minore
compattezza del genoma eucariotico, come abbiamo gia visto, ¢ dovuta alla struttura
discontinua dei geni, dovuta agli introni, che nell'uomo possono raggiungere grandi
dimensioni (> 30 kbp) ma soprattutto alla presenza di elementi ripetuti. I geni eu-
cariotici sono generalmente monocistronici, anche se strutture geniche simili agli
operoni batterici sono state descritte in C. elegans, C. intestinalis e altri metazoi.

1.3.2 Proprieta composizionali

Per quanto riguarda la composizione in basi, i genomi eucariotici mostrano una mi-
nore variabilita (35-45%) nel contenuto in G+C% rispetto ai genomi procariotici
(25-75%, vedi par. 1.2.2), anche se differenze si possono osservare sia all'interno che
tra i diversi phyla (Tabella 1.1). Come i genomi procariotici, anche i genomi euca-
riotici mostrano una marcata simmetria composizionale (AT- e GC-skew < 0,01).
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Tabella 1.1 Contenuto in G+C di alcuni genomi nucleari eucariotici.

Specie G+C%

Mammiferi H. sapiens
M. musculus
Piante A. thaliana
O. sativa
Nematodi C. elegans
Funghi S. cerevisiae

S. pombe

41
42
36
44
36
38
36

Isocore nei genomi di vertebrati

Lo studio delle proprieta composizionali dei genomi
di vertebrati ha messo in luce il modello delle “iso-
core”. Secondo tale modello il genoma dei vertebrati
¢ un mosaico di segmenti, appunto le isocore, di di-
mensioni maggiori di 300 kbp, ciascuno caratterizzato
da uno specifico e omogeneo contenuto in G+C. In
particolare, nei vertebrati a sangue caldo (mammiferi
e uccelli) si osservano 5 differenti classi di isocore, L1-
L2 e H1-H3 con contenuto crescente G+C (Figura). Il
termine isocora (uguale volume) deriva dalla tecnica
sperimentale utilizzata per la loro scoperta, ovvero la
centrifugazione di DNA frammentato in gradiente di
densita, con cui si osservo che la popolazione di fram-
menti del genoma umano si distribuiva in 5 bande di-

stinte che rappresentavano le isocore a basso (L) e alto
(H) contenuto in G+C. Nei vertebrati a sangue caldo,
come 'uomo, la maggior parte del genoma ¢ costituita
da isocore leggere (L1 e L2) mentre la maggior parte
dei geni ¢ localizzata nelle isocore pesanti (H1, H2,
H3). In particolare, il cosiddetto genome core costituito
dalle isocore H2 e H3 (12% del genoma) ha una densita
genica molto elevata (un gene ogni 5-6 kbp) mentre nel
cosiddetto empty space (L1, L2 e H1) (85% del genoma)
la densita genica ¢ molto piu bassa (un gene ogni 50-
150 kbp). La maggiore compattezza delle isocore pe-
santi si riflette anche in altre proprieta quali la minore
lunghezza degli introni e delle regioni non tradotte, e il
piu elevato livello di espressione genica.
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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
densita genica. (Fonte: Maria Costantini et al., Genome Res. 2006; 16: 536-541.)

Se analizziamo la composizione in basi lungo il genoma, si osserva una significa-
tiva variabilita, con regioni pili 0 meno estese caratterizzate da un diverso contenuto

di G+C e denominate isocore (box 1.1).

Se consideriamo la composizione dei genomi eucariotici a livello dei 16 dinucleo-
tidi osserviamo un forte sbilanciamento, rispetto al valore atteso rispetto alla compo-
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Figura 1.10
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dei geni housekeeping

e corrispondono a tratti
ipometilati del genoma.
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sizione dei 4 nucleotidi, per il dinucleotide CG. Infatti, considerando che il genoma
¢ composizionalmente simmetrico, e ha un contenuto di G+C% pari a circa il 40%
(per es. C = G =20%), ci aspettiamo che 'occorrenza di CG (pari a quella di GC) sia
intorno al 4%. Si osserva, invece, che nel genoma umano il contenuto di CG ¢ pari a
circa 1/5 di quanto ci aspettiamo, ovvero lo 0,8%, con I'’eccezione di alcune specifiche
regioni, di lunghezza pari a 1-2 kbp che mostrano un’anomala abbondanza di CG
(=2,4%) rispetto al resto del genoma. Tali regioni, per questo denominate isole CpG,
sono generalmente localizzate in prossimita dei promotori dei geni espressi costitu-
tivamente in tutti i tessuti (housekeeping). Questo fenomeno puo essere spiegato dal
fatto che le isole CpG sono caratterizzate da ipometilazione a livello del DNA. Come
sappiamo, la metilazione del DNA e le modificazioni post-traduzionali delle code
N-terminali degli istoni sono fenomeni epigenetici che modulano lo stato della cro-
matina rendendola pitt 0 meno condensata. In particolare, le porzioni metilate del
genoma corrispondono a tratti di cromatina condensata i cui geni sono conseguen-
temente trascrizionalmente silenziati. Se consideriamo che il processo spontaneo di
deaminazione ossidativa converte, rispettivamente, la 5-metil-citosina e la citosina
in timina e uracile, e che il sistema di riparazione del DNA & molto piu efficiente nel
riconoscere I'uracile che non ¢ una delle basi del DNA, ¢ possibile spiegare come mai
il genoma ¢ generalmente impoverito di dinucleotidi CpG, con I'eccezione delle isole
CpG, costituzionalmente ipometilate in quanto sovrapposte a regioni promotore di
geni essenziali costitutivamente espressi (Figura 1.10).

1.3.3 Corredo genico

In merito alla porzione del genoma eucariotico costituita da geni codificanti protei-
ne, questa & proporzionalmente inferiore a quanto si osserva per i procarioti (85%
del genoma) ma ¢ molto variabile e passa dal 70% in organismi eucariotici unicel-
lulari come il lievito a circa I'1% nell'uomo. Se consideriamo che il genoma umano
& circa 250 volte pit grande del genoma di lievito (3 x 10° bp vs 12 x 10° bp), le
differenze pit significative tra i diversi genomi eucariotici sono rappresentate dalla
porzione non codificante del genoma, costituita soprattutto da sequenze ripetute.
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®) _: Uomo TAp63a-NM_003722; 14 esoni; 680 aa
Topo TAp63a-NM_001127259; 14 esoni; 680 aa

-~ Uomo TAp63B-NM_001114978; 13 esoni; 555 aa
L Topo TApP63R-NM_001127260; 13 esoni; 555 aa

_: Uomo TAp63y-NM_001114979; 11 esoni; 487 aa
Topo TAp63y-NM_001127261; 11 esoni; 483 aa

_: Uomo ANp63a-NM_001114980; 12 esoni; 586 aa
Topo ANp63a-NM_011641; 12 esoni; 586 aa

Figura 1.11

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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Figura 1.12

Il gene per la caspasi 9 puo 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 é priva dell’attivita proteasica e
agisce da inibitore dell’apoptosi.

Come sappiamo, i geni eucariotici sono strutturalmente diversi da quelli proca-
riotici. Proprio il fatto che siano discontinui, con gli esoni intervallati dagli introni,
rende possibile attraverso il meccanismo dello splicing alternativo la generazione di
numerosi trascritti e proteine alternativi a partire da uno stesso gene (Figura 1.11).
Se a questo aggiungiamo anche la possibilita di utilizzare siti di inizio/di termina-
zione della trascrizione alternativi, possiamo comprendere come il tradizionale con-
cetto “un gene — un trascritto — una proteina” sia obsoleto. Di fatto questi fenomeni
incrementano di circa un ordine di grandezza il potenziale di espressione genica,
per cui uno stesso gene puod esprimere piu trascritti e proteine alternativi, ciascu-
no dotato di peculiari attivita funzionali, spesso anche tra loro antagoniste (Figura
1.12). A dimostrazione dell’elevato grado di complessita connesso all’assegnazione
di un frammento trascritto (per es. una read generata in un esperimento RNA-Seq)
a uno specifico locus genico, la banca dati UNIGENE di NCBI che colleziona in clu- @ UNIGENE, NCBI
ster gene-specifici i frammenti di trascritti noti come EST (Expressed Sequence Tags)
contiene per la specie Homo sapiens 130 029 cluster (release novembre 2012), oltre il
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Figura 1.13 (A)
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Definizione operativa di gene eucariotico

L’eccezionale sviluppo della genomica cui abbiamo as-
sistito in questi ultimi anni ha messo in crisi il tradi-
zionale concetto di gene. D’altro canto, in assenza di
una definizione univoca e generalmente riconosciu-
ta di cosa sia un gene non risulta neppure possibile
determinarne il numero complessivo all'interno del
genoma. Se consideriamo che, a causa delle tante pe-

culiarita ed eccezioni dei sistemi biologici, & di fatto
impossibile formulare una definizione univoca e og-
gettiva del concetto di gene, possiamo comunque ac-
contentarci di una definizione “operativa” che tenga
conto delle osservazioni fatte sin qui sulle caratteristi-
che e proprieta dei genomi eucariotici, e ci consenta di
conteggiare al meglio il numero di geni presenti in un

Figura 1.14
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genoma e, soprattutto, di assegnare senza ambiguita
ogni specifico trascritto (o suo frammento) di cui ci
sia evidenza sperimentale a uno specifico locus genico.
Questo non ¢ affatto un compito banale se ricordiamo
che i geni possono essere localizzati sui due filamenti
complementari del DNA, e talvolta possono anche es-
sere sovrapposti (Figura 1.14).

Pertanto, una definizione operativa di gene potrebbe
essere la seguente: “una specifica regione di DNA la
cui trascrizione e regolata da uno o pitt promotori e

Capitolo 1 La biologia essenziale

ne 'informazione per la sintesi di proteine e/o RNA
funzionali tra loro correlati per la condivisione di in-
formazione genetica (per un tratto di sequenza geno-
mica in comune) a livello dei prodotti finali (proteine
o ncRNA)” (Figura 1.15A). E evidente che nel caso
di geni sovrapposti sara possibile assegnare una se-
quenza trascritta (read) a uno specifico gene solo se
la sequenza sara stata ottenuta con un kit “direziona-
le”, che faccia in modo che le sequenze generate ab-
biano lo stesso orientamento del trascritto espresso

altri elementi di controllo trascrizionale che contie-  (Figura 1.15B).

A 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
questo 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.

Iy
{c] DNA

(B)
5' _ 3'

Trascrizione

h

doppio del numero di geni (sia coding che non coding) validati nella collezione Gene
di NCBI (60363 geni, release dicembre 2017).

I geni eucariotici sono generalmente monocistronici. Anche se uno stesso gene
puo generare pill trascritti alternativi codificanti proteine, ogni singolo trascritto
possiede I'informazione per la sintesi di un singolo peptide. Tuttavia ci possono es-
sere eccezioni. Per esempio, in alcuni tripanosomi, nematodi, platelminti o tunicati,
¢ possibile osservare trascritti policistronici, che vengono successivamente maturati
e risolti in mRNA maturi monocistronici attraverso il meccanismo del transplicing
(Figura 1.13A), ovvero la traduzione della ORF successiva alla prima puo avvenire
con un meccanismo cap-indipendente basato sull’attivita di specifici elementi in cis
denominati IRES (Internal Ribosome Entry Sites) che consentono il reinizio della
traduzione dopo quella della prima ORF (Figura 1.13B).

1.3.4 Genoma umano

Per illustrare piu in dettaglio le caratteristiche dei genomi eucariotici, ci focalizze-
remo sul genoma umano, che per ovvie ragioni ¢ il pit studiato tra tutti i genomi
eucariotici. Come si puo osservare in Figura 1.16, la porzione codificante proteine
del genoma umano, complessivamente costituito da oltre tre miliardi di nucleotidi
distribuiti su 23 cromosomi, & molto limitata e corrisponde a circa I'1,5% dell’in-
tero genoma.
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