Scienza patrimonio dell’'umanita

* I dati sperimentali, le sequenze

di acidi nucleici, le strutture
delle proteine pubblicati e
prodotti da centri di ricerca
pubblici sono consultabili da
tutti gratuitamente, basta avere

accesso alla rete!




| dat1 biologici sono di tutt




Banche dati di sequenze

2

= )‘32@? Ag (K]
CGC Ag (R]
CGA Arg [R]

CGG Arg [R]

Le principali banche dati sono .
mantenute dagli Stati Uniti, LA -
dall’Europa e dal Giappone e s
sono in costante contatto

+ NCBI (http:/ /
www.ncbi.nlm.nih.gov/)

+ EBI (http:/ /www.ebi.ac.uk/)

+ DDB]J (https:/ /
www.ddbj.nig.ac.jp)

inoltre ci sono molte banche
dati specializzate



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/
https://www.ddbj.nig.ac.jp

Il progetto ENCODE in e! Ensembl

* The Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) e un progetto
pubblico lanciato dal centro di ricerca genomica americano

* L’obiettivo di ENCODE e di costruire una lista completa degli
elementi funzionali del genoma umano, inclusi RNA ed elementi
regolatori.

* elEnsamble e un software prodotto dal centro europeo di
bioinformatica che serve ad annotare in modo automatico,
conservare e rappresentare dati genomici



alla ricerca dei trascritu

* proviamo a cercare ora insieme i trascritti prodotti da alcuni geni usando come
righello di riferimento la sequenza dei cromosomi umani sulla banca dati ENCODE
utilizzando e!Ensembl

* vi ricordo che una definizione funzionale e moderna del concetto di gene potrebbe
essere la seguente:

“Un gene e una sequenza di DNA (i cui segmenti non sono necessariamente
esclusivamente contigui) che produce sequenze di RNA e/o proteine ad esso
correlate. Ogni gene e parte di una complessa rete di geni all’interno di un genoma
e come parte di questa rete produce effetti osservabili al livello fenotipico. La
sequenza di DNA di un gene e a volte anche la sua struttura vengono ereditati
entrando a far parte della rete di geni del nuovo individuo nel quale contribuiscono
a produrre un fenotipo.”

ref. Portin P & Wilkins A (2017) The Evolving Definition of the Term “Gene” GENETICS https://doi.org/10.1534/genetics.116.196956



https://doi.org/10.1534/genetics.116.196956

proviamo ad analizzare 1 trascritti associati a due noti geni
espressi nel nostro cervello

tyrosine hydroxylase

myelin basic protein




esempio 1: Tirosinaidrossilasi

cerchiamo il gene codificante per la
tirosina idrossilasi sulla mappa del
genoma

+ digiterete nella casella di ricerca

“TH” oppure “Tyrosine hydroxylase”

* poi fra i risultati sceglierete il
seguente

' TH (Human Gene)

Variant table e

- ENSGO00000180176 11:2163929-2171877:-1
" Tyrosine hydroxylase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11782]

TYROSINE HYDROXYLASE; TH [*191290] (MIM gene record; description: TYROSINE
HYDROXYLASE; TH,) is an external reference matched to Gene ENSG00000180176

Phenotypes « Location « External Refs. « Regulation « Gene tree

7

< e ciccherete su “Location” in basso al
centro

.. e se non la trovate ecco il link

( Synaptic
‘ Presynaptic terminal

from the substantia nigra

Selegiline,

|
| Rasagiline, L cMACES | Clial
U Lazabemide, C“"”>/
Safinamide C\(_)w
Copyright @ 2006
Nature
R — EE—



http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000180176;r=11:2163929-2171877

esempio 1:'Tirosina idrossilasi

una volta trovata la pagina accertatevi di scegliere il
tab denominato “Gene: TH”

la pagina apparira come segue:

BLAST/BLAT | VEP | Truls | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog €]~ Search all species...

A Human GRCh38.r72) v
Location: 11:2,163,929-2,171,{ 77

Gene-based displays

- Summary : ENSG00000180176
E Splice variants

Transcript comparison

Description tyrosine hydroxylase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11782 &)
Gene alleles
- Sequence Gene Synonyms DYT5b
L
| - Secondary Structure Location Chromosome 11: 2,163,929-2,171,877 reverse strand.

- Comparative Genomics
- Genomic alignments

Gene tree About this gene This gene has 11 transcripts (splice variants), 179 orthologues, 3 paralogues, is a member of 1 Ensembl protein family and is associated with 3 phenotypes.
Gene gain/loss tree

Orthologues Transcripts Show transcript table

GRCh38:CM000673.2

Paralogues
Ensembl protein families
= Ontologies Summary 2
~ GO: Cellular component
~ GO: Biological process Name THE (HGNC Symbol)
— GO: Molecular function ) )
- Phenotypes CCDS This gene is a member of the Human CCDS set: CCDS31338.1&, CCDS7730.1 &, CCDS7731.1 &
E- Genetic Variation UniProtKB This gene has proteins that correspond to the following UniProtKB identifiers: P07101 &
L xz:::;; :;ﬂ;e RefSeq This Ensembl/Gencode gene does not contain any transcripts for which we have selected identical model(s) in RefSeq. If there are other RefSeq transcripts
L Structural variants available they will be in the External references table

T

Gene expression Ensembl version ENSGO00000180176.14



esempio 1:Tirosina idrossilasi

+ osservate con attenzione i dati che avete 27.95 kb
2.17Mb
. : n
trovato e provate a rispondere alle seguenti  RasB6-201] >
miRNA
domande: e s
; i o o protein coding
* quanti diversi trascritti trovate associati T I
a questo gene? protein coding
< TH-205
% T 5 protein coding
+ sono trascritti tutti nella stessa (A8
< -2
direzione? prgj‘:in%%ding
~ Aot~
<TH201
0y . nonsense mediate €Ca
* hanno tutti la stessa lunghezza? e g
3 % £ 3 7 S :etT;-iir;gélintron
+ in cosa differiscono i vari trascritti Mt
guardando l'allineamento sul genoma? e
< TH-208
: > o) nonsense mediated decay
» quanti degli RNA che trovate codificano =
codificano per proteine? [EtaiHEd intron
: ; s ; : e I
* quali altre funzioni sono associate ai 00
< TH-210

trascritti diverse da “protein coding”? retained intron

— T fr—
L e — T ———




esempio 1:Tirosina idrossilasi

ora proviamo ad osservare
'espressione genica misurata per
questo gene nei vari tessuti del

nostro corpo, in diversi esperimenti:

nella pagina dove siete, nel menu di
sinistra selezionate “Gene
expression”

la pagina mostrera una mappa del
COrpo umano e una
rappresentazione grafica dei livelli
di espressione di questo gene nei
vari tessuti misurato da vari
esperimenti

Location: 11:2,163,920-2,171,877 UTSe i}

Gene-based displays
= Summary
Splice variants
E Transcript comparison
Gene alleles
- Sequence
L Secondary Structure
- Comparative Genomics
— Genomic alignments
— Gene tree
— Gene gain/loss tree
— Orthologues
— Paralogues
— Ensembl protein families
= Ontologies
— GO: Cellular component
— GO: Biological process
— GO: Molecular function
— Phenotypes
- Genetic Variation
Variant table
Variant image
Structural variants

— Gene expression

— Pathway

— Regulation

— External references
— Supporting evidence
=- ID History

L Gene history

Gene: TH enscooooo180176

Description
Gene Synonyms

Location

About this gene
Transcripts

Gene expression @

Showing 31 experiments:




esempio 1:Tirosina idrossilasi

Gene expression @

ora proviamo ad osservare S5 oo
l’espressione genica misurata per G
questo gene nei vari tessuti del nostro @
corpo, in diversi esperimenti:

\\\\\
¢ A LS & &
L PSS S

HDBR developing brain - Carnegie Stage ...

* nella pagina dove siete, nel menu di | | |i| I ‘ ||| I |||| I”H
sinistra selezionate “Gene s savtous s | |
expression” st st \ 0T

* la pagina mostrera una mappa del |
COrpo umano e una rappresentazione o st san-cuneese. || |
grafica dei livelli di espressione di 1] |
questo gene nei vari tessuti misurato i s s |
da vari esperimenti (potete anche e osans .-
ordinare i tessuti per livello di snssmonn- ez |[fff ]| |

L e — s

espressione, aiuta a leggere i risultati)
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esempio 1:Tirosina idrossilasi

leggete con attenzione i
risultati aiutandovi con la
leggenda e provate a
rispondere alle domande:

in qual tessuti il gene risulta
maggiormente espresso?

in quali tessuti I’espressione e
minima?

Gene expression @

Showing 31 experiments:

-
BN (NN
|l

HDBR developing brain - Carnegie Stage ... | “”"“ | | | ‘

L — S —————————



esempio 1:Tirosinaidrossilasi

ora proviamo ad osservare la
struttura dei trascritti nei vari
tessuti del nostro corpo:

cambiate tab e posizionatevi su
‘Location:. .=

dal menu di sinistra scegliete
“Configure this page”

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog

' 1 numan (Gno-28.p12) v

Location: 11:2,162,275-2,174,470

Chromosome 11: 2,162,275-2,174,470

— Chromosome summary
— Region overview
— Region in detail
B- Comparative Genomics

Assembly exceptions

B Synteny ‘ Chr. 11 HE pi532 W
— Alignments (image)

I Alignments (text)

— Region Comparison
E- Genetic Variation

— Variant table

— Resequencing

— Linkage Data

~ Markers

g Other genome browsers

p14.3 Mpl4l ITENN

Region in detail @

BR<EABZ

1.70 Mb 1.80 Mb 1.80 Mb

Chromosome bands

Basic Gene KA A
Annotations from 5-201 X < AC068580.4-201 AC051649.1-201 :

Ensembl GRCh37 &

GENCODE 31 ding protein coding INcANA
£ Configure this page ¥ | e
< AC068580.4-203 LSP1-201 3>  TNN
S o protein coding protein coding prote

M Ve I 1 !

< FAM39B-201 ACO068580.3-201 > LSP1-202 >
I!'l Exporldala NCHNA rCHNA p_rvy:i;;\ coding
. D1 < ACO68580.1-201 LSP1-203 >
«<{ Share this page ncANA pratein coding
| I m

. 4-201 KRTAP5-6-201 > < AC068580.2-201 LSP1-204 >
:+ Bookmark this page ng protein coding IncHANA protein|ceding
| 1
AP006285.1-201 > ACO068580.5-201 > LSP1-217 >

NCRNA INCRNA protein coding

|
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esempio 1:Tirosina idrossilasi

all’interno del menu di
configurazione scegliete “RNASeq
models” sotto la categoria “Genes
and Transcripts”

nella pagina che si aprira a destra
attiverete i “BAM files” cliccando
sul quadratino indicato dalla freccia

e poi ciccherete sui quadratini
corrispondenti ai tessuti che vi
interessano, che appariranno cosi
blu (ad esempio alcuni in cui il gene
risulta molto espresso o pochissimo
espresso)

Configure Region Image
Active tracks
Favourite tracks
Track order
Search results

Sequence and assembly

B Genes and transcripts

Longreads
Prediction transcripts

RNASeq models

.......
— mRNA alignments

— EST alignments

— Protein alignments

E Variation
— Sequence variants

— Arrays and other
— Failed variants
— Structural variants

E Somatic mutations
— Somatic variants
— Somatic structural variants

E Regulation

— Regulatory Build
Features by Cell/Tissue
DNA methylation

Other regulatory regions

T

Configure Overview Image

(0/36)

(11/77)
(1/5)

(2/6)
(1/3)
(0/1)
(1/2)

(0/80)
(0/20)

I~ Phenotype, disease and curated variants (0/20)

(0/17)
(0/1)
(0/22)

(074)
(0/2)
(0/2)

(1/468)
(11)
(0/415)
(0/47)
(0/5)

Configure Chromosome Image

Personal Dz

Select from available configurations:

Genes and transcripts

RNASeq models

Filter by

Key

Default style:

Enable/disable all

Human BodyMap 2.0

Enter terms to filter by

Shown - Hidden

Adipose
Adrenal
Blood

Brain

Breast

L —




esempio 1:Tirosina idrossilasi

Chromosome bands_ p15.5

7.00- Lung RNAseq alignments
Lung RNAseq align.... "
0.00-
7.00—; jver RNAseq alignments
Liver RNAseg align.... J
I i L
2.00- Heart RNAseq alignments
Heart RNAseg alian.... I
0.00- I
3.07- Brain RNAseq alig
Brain RNAseg align.... I—. h ' I
0.00- . . L

3.41-i adrenal RNAseq alignme

0.00—
CCDS set. — .- i v RN - — =
CCDS7731 1
p otel
- —i——4——annm———A A R —— el
CCDS3133S 1
p otein codin:
. I ——— L ¥ ¥ ! } =
CCDS773O 1
p otein codin
Human cDNAs | O m (B N [ | [ I | [ | [ n| ||
(RefSea/ENA).
Proteins (mamma 1)
from UniProt

leggete con attenzione i risultati e provate a rispondere alle domande:
* la struttura dei trascritti € uguale o diversa nei vari tessuti che avete esaminato?

* 1n quale tessuto in particolare i trascritti espressi contengono tutti gli introni
caratteristici del trascritto codificante e della proteina?
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esempio 2: myelin basic protein

cerchiamo il gene codificante
per la “myelin basic protein” o
“MBP”sulla mappa del genoma

effettuando la ricerca come
prima

.. e se non la trovate ecco anche
in questo caso il link

Quante diversi trascritti trovate
per questo gene?

quali funzioni svolgono questi
trascritti? (elencate le funzioni)

Intraperiod Line Major dense Line

i, ahy IH SIedy ol R0 1y
H@E”!‘! é@?”ﬁfii Hmn l 413 Fi m a :\ U AR

/ ~

// / \ -
; MBP -

A »M& 00 0eogn |

AN
Y142L154-"

|
LOQEE OO S e

‘Ah"‘§?g"WDQ£LG&
L1\ [T33-D4s |
O OTTTTET |

—

Qﬁﬂu_@gg
| Rk

1
)

¢



http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000197971;r=18:76978827-77133683

esempio 2:myelin basic protein

anche in questo caso andremo ad esaminare il livello di
espressione in vari tessuti e la struttura dei trascritti nei vari tessuti

+ per vedere il livello di
espressione come prima:

* sceglieremo il tab
“Gene:MBP”

7/
%?

cliccheremo nel menti a

J

sinistra su “gene expression’

* leggeremo con attenzione i
risultati

2 Uhlen's La
GTEx
19 NIH Epigenomics Roadmap

68 FANTOMS d

68 FANTOMS f
ng bra oSt ...
Mammalian Kaessmann

D ng brain - 16

HDBR developing brain - 12 post ...

> ¥
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http://www.apple.com

esempio 2:myelin basic protein

anche in questo caso andremo ad esaminare il livello di
espressione in vari tessuti e la struttura dei trascritti nei vari tessuti

* per vedere la struttura dei trascritti come 0.00~; - = L -
; 301.22-gple|etal muscle RNAseq alignments
P Skeletal muscle RN.... I i
* sceglieremo il tab “Location:..” B -
78'“‘& Heart RNAseq alignments
+ cliccheremo nel menu a sinistra su Heart RNAseq alian...
”C g : 7 o
onfigure this page 0.00-
g p g 24297.6 7o iy RNAseq alignments
» e poi su “RNASeq Models" Brain RNAseg alian.... i
B : : “ T u . 7 Lotilm - -
o attIVeremO qUIndl 1 BAM ﬁleS 181'53'iAdrena| RNAseq alignments
cliccando sul quadratino Adrenal RNAseq alig.... i
g : : T o.oo-i-
“ e sceglieremo 1 tessuti di interesse 107.95- g dipose RNAseq alignments
facendo diventare blu i quadratini nella Adipose RNAseq ali....
colonna BAM files corrispondenti ai 0.00- M1 uJF -_‘--_4
CCDS set. e
tessuti che vogliamo vedere | Sebsazaa91
i e ——
i < CCDS42448.1

e — R


http://www.apple.com

esempio 2:myelin basic protein

S

* ci sono dei piccoli RNA antisenso che mappano all’inizio del gene

76.98Mb 77.00Mb 77.02Mb
(1 |
RP11-86219.3-002 >
antisesnse
(Ighy |
RP11-86219.3-001 >
antisense
1 |
RP11-86219.3-004 >
antisense
F
RP11-86219.3-003 >
antisense
4 gl
RP11-86219.3-006 >
antisense
(| g}
RP11-86219.3-005 >
antisense
O
ZNF236-002 >
protein coding
/3
ZNF236-0C 1
protein coding
-
ZNF236-003 >
nonsense mediated deca
-t
< MBP-002

protein coding


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000197971;r=18:76979741-77017065;t=ENST00000527041

a cosa servono gli RNA antisenso?

sono stati osservati sperimentalmente due etfetti dei
piccoli RN A noti e sequenziati:

“ possono interagire con delle proteine e modificarne la
funzione

“ possono legarsi ad altri RNA e regolarne I'espressione



1 piccoli RNA che si legano ai trascritti

“ possono legarsi ad altri RNA e regolarne I'espressione

“ ne troviamo di “cis-encoded” -> sono uguali ma in
senso opposto al gene che regolano)

# e di “trans-encoded” sRNAs -> sono codificati in una
porzione del genoma diversa da quella del trascritto
che regolano



piccoli RNA: 20-25 basi

“ come facciamo a scoprirne l'esistenza?

+ come facciamo a trovare i “trans-endoded” RNA?



small RNA: quante funzioni!

* una classe di piccoli RNA chiamati siRNA &
principalmente coinvolta nel controllo dell’espressione
genica dei trascritti con sequenza complementare che
risulta nella degradazione dell’'RNA complementare

+ ma 1 siRNA sono anche coinvolti in meccanismi

antivirali

+ e contribuiscono a determinare la struttura del DNA

genomico



repressione dell’ espressione

* meccanismo di regolazione
dell’espressione

* potete immaginare qualche

applicazione biotecnologica?

~tttnmﬂ' siRNAs

RISC assembly ‘

RISC

RISC activation ‘

@ RISC*

siRNA-induced binding
with mRNA-target

mRNA-target

cleavage of mRNA-target l
degradation ‘
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