Genomi
e genomica

Immagine del genoma nucleare umano. Il DNA di ciascun cromosoma & stato marcato con
un colorante che emette fluorescenza a una specifica lunghezza d'onda (dando cosi una
differente colorazione). [Evelin Schrock e Thomas Ried.]

el 1997 un gruppo di ricercatori dell’'Universita di Monaco, guidato

da Svante P4dbo, ¢ riuscito a realizzare il sequenziamento di una re-

gione di 379 bp di DNA mitocondriale estratto da un campione di os-
so prelevato dalla gamba del fossile di Neanderthal ritrovato nel 1856 (Figura
14.1). Riuscire a ottenere tale sequenza ¢ stato sicuramente un grande succes-
so. Infatti, le molecole di DNA spesso vanno incontro a degradazione e a modi-
ficazioni chimiche, e quindi nella maggior parte dei casi € possibile decifrare
e mettere insieme solo una piccola serie di sequenze. La quantita di DNA mi-
tocondriale presente nel campione era minima e ancora inferiore era la quan-
tita di DNA nucleare. Quindi, i ricercatori si sono dovuti accertare che le se-
quenze ottenute non derivassero da contaminazione di resti umani di epoche
successive o avessero altre origini. Cosa pil interessante, la sequenza del fram-
mento di DNA mitocondriale ha permesso di capire che gli uomini di Nean-
derthal si sono estinti senza trasmettere alle generazioni successive il proprio
DNA mitocondriale.

Tredici anni pitt tardi, il gruppo di Pdédbo, che ora lavora all’istituto Max
Planck di Antropologia evolutiva di Leipzig, ha dichiarato di aver ottenuto se-
quenze di pitt di 4 miliardi di basi di DNA nucleare da altri tre fossili di Nean-
derthal.

Studi genetici, condotti sul DNA di questi fossili, hanno mostrato quanto sia
difficile raggiungere determinati obiettivi nel campo della genomica, lo studio
dei genomi nella loro complessita. Quello che all’inizio era solo un piccolo ru-
scello, oggi & un fiume di dati. Nel 1995, il genoma del batterio Haemophilus
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Campione di osso
del fossile di Neanderthal per
il sequenziamento del DNA
Il campione (in basso) & stato
estratto e purificato dall'osso della
coscia destra (in alto) dell'originale
fossile di Neanderthal per ottenere la
sequenza del DNA. [Da M. Krings et al.,
“Neanderthal DNA Sequences and the
Origin of Modern Humans", Cell 90,
1997, 19-30, Figura 1
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influenzae di 1,8 Mb (1,8 megabasi) & stato il primo ge-
noma di un organismo vivente a essere sequenziato. Nel
1996 ¢ stato sequenziato il genoma di 12 Mb del lievito
Saccharomyces cerevisiae; nel 1998, quello di 100 Mb di C.
elegans; nel 2000, il genoma di 120 Mb di Drosophila me-
lanogaster; nel 2001, ¢ stata ottenuta la sequenza di 3000
Mb del genoma umano; nel 2005 la prima bozza del ge-
noma del nostro antenato pitt vicino, lo scimpanzé. Que-
sti sono solo dei piccoli esempi. Dalla fine del 2009 ab-
biamo ottenuto le sequenze di circa 2000 genomi batte-
rici, 88 genomi di funghi, 14 di piante (come ad esempio
Arabidopsis e riso), 31 di mammiferi (ratto, cane, opos-
sum) e di molte altre specie animali. Attualmente sono in fase di sequenziamen-
to i genomi di piti di 1000 specie.

La genomica ha rivoluzionato il vecchio modo di fare genetica e ha aperto la
strada ad analisi che erano impensabili fino a pochi anni fa. Molte delle analisi ge-
netiche, che fino a qualche tempo fa erano considerate impossibili da applicare,
ora offrono approcci innovativi per 'analisi di complessi processi genetici e bio-
logici. Lanalisi inizia con lo studio di organismi mutanti, individuati perché pre-
sentano tratti fenotipici modificati. La caratterizzazione di questi mutanti molto
spesso porta all’identificazione di un gene e all'individuazione della funzione di
sequenze di DNA, RNA e proteine. Viceversa, la realizzazione del sequenziamen-
to dell'intero genoma di un organismo consente ai genetisti di condurre un’ana-
lisi che puo procedere in due direzioni: dal fenotipo al gene (genetica classica) e
dal gene al fenotipo (genetica inversa). La disponibilita delle sequenze genomi-
che, inoltre, ha consentito di individuare molti geni che non erano stati scoperti
con le classiche analisi di mutazioni. Usando quella che comunemente viene de-
finita genetica inversa, i genetisti hanno la possibilita di analizzare il ruolo di ge-
ni non ancora identificati. Tuttavia, i limitati strumenti di analisi usati nella ge-
netica classica non rappresentano pitt un ostacolo per 'analisi genetica dei vari
organismi. Le attuali indagini sperimentali stanno superando le vecchie frontie-
re del modesto numero di organismi modello fino a ora esplorati.

Danalisi di interi genomi sta dando ora il suo contributo a ogni tipo di ri-
cerca biologica. Nel campo della genetica umana, la genomica ha permesso
l'individuazione di geni che sono alla base di malattie determinate da com-
plesse combinazioni di fattori genetici. Per gli organismi modello, a lungo stu-
diati, la possibilita di avere sia le loro sequenze genomiche sia quelle di altre
specie affini ha permesso di accelerare il processo di identificazione dei ge-
ni, Panalisi della loro funzione e la caratterizzazione di elementi non codifi-
canti del genoma. Le nuove tecnologie, che permettono Panalisi del ruolo fi-
siologico dei prodotti genici dell’intero genoma, sono alla base di un processo
che sta portando allo sviluppo di una nuova branca della genetica, la systems
biology (biologia dei sistemi), che consente lo studio dei sistemi biologici nel
loro insieme. Dal punto di vista degli studi evoluzionistici, la genomica forni-
sce una visuale dettagliata su come i genomi e gli organismi si siano separati
e adattati nelle varie ere geologiche. Nel campo della ricerca ecologica, gra-
zie alla genomica, sono stati sviluppati nuovi strumenti per stabilire la distri-
buzione degli organismi nei vari ambienti in base alla presenza e alla concen-
trazione di genomi differenti nei vari campioni naturali raccolti. Nel campo
della medicina, invece, & vicino il giorno in cui la sequenza del genoma di un
individuo diventera parte della sua cartella clinica.

La sequenza di DNA del genoma ¢ solo il punto di partenza per la realizza-
zione di una nuova serie di analisi che permettera di conoscere la struttura, la
funzione e 'evoluzione del genoma e dei suoi componenti. In questo capitolo
porremo la nostra attenzione sui tre principali aspetti dell’analisi genomica.
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* La bioinformatica: 'analisi dell'informazione contenuta nell’intero genoma.
Questa informazione include: il numero e i tipi di geni, i loro prodotti, la po-
sizione, il numero e il tipo di siti di legame, presenti sul DNA e sul’RNA, che
consentono ai prodotti funzionali di essere sintetizzati al momento giusto e
nel posto giusto.

* La genomica comparata: prende in esame e confronta tra loro i genomi di spe-
cie vicine e distanti per averne una visione evoluzionistica. Tale analisi con-
sente di utilizzare le sequenze conservate come guida per determinare la fun-
zione del gene.

* Lagenomica funzionale: usa una grande varieta di metodi, inclusa la genetica
inversa, per capire la funzione del gene e per delineare le reti di interazione
tra geni e proteine nei processi biologici.

14.1 La rivoluzione genomica

Dagli anni ’70, dopo lo sviluppo della tecnologia del DNA ricombinante, i la-
boratori di ricerca iniziarono a clonare e sequenziare un gene alla volta, e que-
sto veniva fatto solo dopo che, su quel gene, era stato trovato qualcosa di in-
teressante con la classica analisi mutazionale. La metodologia utilizzata dalla
genetica classica per mappare un locus, partendo dall’isolamento del gene co-
dificante (clonaggio) fino ad arrivare a determinarne la sequenza, prevedeva
diversi passaggi che spesso comportavano un notevole impegno di tempo. Ne-
gli anni ’80, alcuni scienziati pensarono di mettere insieme un grande, unico
gruppo di ricercatori con lo scopo di clonare e sequenziare 'intero genoma di
un organismo selezionato. Lo scopo di tale iniziativa, che fu chiamata proget-
ti genomici, era quello di mettere a disposizione dell’intero mondo scientifi-
coicloni e le sequenze di tutto il genoma di una specie. Rendendo disponibili
tali risorse, i ricercatori interessati a un gene di una specie il cui genoma ¢ sta-
to sequenziato, per ottenere informazioni al riguardo devono solo sapere dove
il gene si trova. In questo modo essi dispongono del punto di partenza per co-
noscerne la sequenza e la potenziale funzione. Grazie a tale progetto, sarebbe
stato possibile caratterizzare un gene in maniera molto piti rapida rispetto a
come avveniva quando si procedeva con il clonaggio e il sequenziamento par-
tendo dall’assenza completa di informazioni sul genoma. Cunico punto nega-
tivo di tale progetto era il fatto che un’impresa cosi grande e innovativa avreb-
be richiesto molti anni per essere realizzata. Peraltro, nonostante le molte dif-
ficolta, tale progetto rappresenta oggi una realta per molti organismi model-
lo. Lo stesso vale anche per la specie umana; nel nostro caso, in particolare, la
realizzazione della sequenza del genoma puo essere d’aiuto nell’identificazio-
ne dei geni causa di malattia.

Un altro scopo dei progetti genomici era quello di rendere pit chiara la strut-
tura e Porganizzazione dell'intero genoma. Il genoma umano contiene 3 miliardi
di coppie di basi di DNA. La disponibilita dell'intera sequenza ha sollevato alcune
questioni. Quanti geni contiene? Come sono distribuiti e perché? Quale frazione
del genoma contiene sequenze codificanti? Quale frazione contiene sequenze re-
golatrici? Anche se fossimo convinti di conoscere tutti i geni, la sfida pitt grande
della genomica di oggi resterebbe comunque quella di riuscire a realizzare una
letteratura genomica: come possiamo leggere la grande mole di informazioni con-
tenute nella sequenza dell'intero genoma?

Le tecniche di base necessarie per sequenziare interi genomi erano gia no-
te e applicate negli anni ’80 (vedi Capitolo 10); tuttavia, la comunita scientifica,
non possedeva ancora le basi necessarie per affrontare il sequenziamento di un
genoma cosi complesso. Per il progetto genoma, verso la fine degli anni ’80 sono
stati creati centri di ricerca capaci di unire le varie tecnologie in una sola gran-
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de linea di produzione su scala industriale. In questi centri sono stati realizza-
ti sistemi automatizzati capaci di produrre contemporaneamente le migliaia di
passaggi di clonazione e i milioni di sequenziamenti necessari per ottenere la se-
quenza genomica di un organismo complesso. Grazie alla realizzazione di questi
centri, gli anni che vanno dal 1990 al 2000 sono stati definiti 'eta dell’oro del se-
quenziamento del genoma.

Con il tempo € aumentata la rapidita con cui viene ottenuto il sequenziamento
e sono state ideate varie potenti metodologie in grado di fornire una piti alta pro-
duttivita (la quantita di sequenza ottenuta per unita di tempo per strumento) al
pit basso costo. Le nuove tecnologie possono ora consentire di ottenere pitt di 500
milioni di basi sequenziate da un solo strumento in una giornata. Questo esem-
pio rappresenta un aumento di produttivita di circa 1000 volte rispetto a quella
ottenuta con il primo strumento usato per il sequenziamento del genoma umano.

La genomica, aiutata anche dalla rapida crescita della tecnologia informa-
tica, ha incoraggiato i ricercatori portandoli a realizzare metodologie capaci di
analizzare I'intero genoma piuttosto che un gene alla volta. La genomica ha an-
che mostrato l'utilita di raccogliere un’ampia serie di dati, in una fase iniziale
dell’analisi, in maniera tale da poterli poi utilizzare, nelle fasi successive, per
indirizzare la ricerca su obiettivi specifici. Inoltre la genomica ha cambiato il
modo di affrontare la ricerca biologica, dimostrando 'importanza di un’ampia
rete di collaborazioni che vanno a completamento del lavoro compiuto in ma-
niera indipendente da piccoli laboratori di ricerca (metodologia ancora oggi
utilizzata). Tutto questo non potra che portare ulteriore vantaggio all'informa-
zione, alla tecnologia e alle nuove applicazioni. Nell’'ultima sezione di questo
capitolo, analizzeremo alcuni metodi con i quali 'analisi genomica ora guida
la ricerca genetica di base e quella applicata. Nel capitolo successivo, invece,
vedremo come la genomica permetta di comprendere le dinamiche delle mu-
tazioni, della ricombinazione e dell’evoluzione.

Caratterizzare l'intero genoma & fondamentale per capire I'insieme dell'in-
formazione genetica che ¢ alla base della fisiologia e dello sviluppo degli organismi. Essa inol-
tre & importante per la scoperta di nuovi geni, come ad esempio quelli che hanno un ruolo
fondamentale nelle malattie genetiche umane.

14.2 Come ottenere la sequenza di un genoma

Quando si esplora un nuovo territorio la prima cosa da fare ¢ quella di crea-
re una mappa. Questo metodo vale per gli esploratori, i geografi, gli oceano-
grafi, gli astronomi e anche per i genetisti. La genetica usa molti tipi di map-
pe per esplorare il territorio del genoma. Ne sono sicuramente un esempio le
mappe di associazione (linkage), basate sull’ereditarieta di un gruppo di ge-
ni, e le mappe citogenetiche, basate sulla localizzazione, a livello cromosomi-
co, di caratteristiche microscopicamente visibili, come i punti di rottura di un
riarrangiamento.

La mappa a pit alta risoluzione resta comunque l'intera sequenza del DNA
del genoma, formata dalla sequenza dei nucleotidi A, T, C e G di ogni doppia eli-
ca. Poiché la realizzazione del sequenziamento dell'intero genoma ¢ un’impresa
molto vasta, mai realizzata prima in biologia, ¢ stato necessario usare nuove stra-
tegie di sequenziamento, tutte basate sull’automatizzazione.

» Assemblaggio dei singoli frammenti letti in un'unica
sequenza

Avrete probabilmente assistito a uno spettacolo di magia in cui il mago taglia la
pagina di un giornale, in tanti grandi pezzi, li mescola nel suo cappello, dice po-
che parole magiche e poi voila! riappare una pagina di giornale intatta. Sostan-
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zialmente cosl viene ottenuta l'intera sequenza del genoma. Il metodo prevede
vari passaggi: (1) si tagliano le molecole di DNA genomico da migliaia a milioni
di frammenti in maniera pilt 0 meno casuale, sovrapponendo i piccoli segmenti,
(2) silegge la sequenza di ogni piccolo segmento, (3) si trova, con 'uso di program-
mi informatici, la sovrapposizione tra i piccoli segmenti li dove le loro sequenze
sono identiche, e (4) si continua la sovrapposizione con pezzi sempre pit grandi
fino a che tutti i piccoli segmenti siano legati (Figura 14.2). A questo punto la se-
quenza del genoma ¢ assemblata.

Perché per tale processo € necessaria "automatizzazione? Per capirlo conside-
riamo il genoma umano, che contiene circa 3 x 10° bp di DNA o meglio 3 miliar-
di di coppie di basi (3 giga di coppie di basi = 3 Gbp). Supponiamo di poter puri-
ficare il DNA intatto da ognuno dei 24 cromosomi (X, Y, e i 22 autosomi) e, dopo
averli separati, di mettere ognuno di questi 24 campioni di DNA in una macchi-
na per leggere le sequenze direttamente da un telomero all’altro. Riuscire a ot-
tenere una sequenza completa renderebbe sicuramente tutto pitt semplice, co-
me leggere un libro con 24 capitoli, anche se molto, molto lungo, con 3 miliardi
di caratteri (la lunghezza di 3000 romanzi). Sfortunatamente, una macchina se-
quenziatrice, capace di svolgere queste operazioni, non esiste.

Piuttosto, il sequenziamento automatico ¢ la metodologia attualmente piu
usata per il sequenziamento del DNA. Tale tecnologia era basata inizialmente sul
metodo pionieristico di Sanger, noto con il nome di sequenziamento dideossi (di-
scusso nel Capitolo 10). Attualmente sono usati anche metodi di rilevazione sia
ottici che chimici. E infatti possibile usare metodologie differenti a seconda della
lunghezza delle sequenze di DNA ottenute, delle basi determinate al secondo, e
dell’accuratezza richiesta. Per progetti di sequenziamento su larga scala, che han-

Genoma
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no l'obiettivo di analizzare grandi genomi o genomi di differenti individui o spe-
cie, la scelta del metodo richiede un equilibrio tra velocita, costi e accuratezza.

Le singole reazioni di sequenziamento, chiamate sequencing reads (letture di
sequenziamento), forniscono sequenze di lettere che, a seconda della tecnica di
sequenziamento usata, sono lunghe 300 o 600 coppie di basi. Si tratta di fram-
menti molto piccoli se paragonati con la lunghezza del DNA di un singolo cro-
mosoma. Ad esempio, la lettura di un frammento di 300 basi & solo lo 0,0001%
del cromosoma umano pitt lungo (circa 3 x 108 basi di DNA) e circa lo 0,00001%
dell'intero genoma umano. Cosi, la sfida piti grande del progetto genoma € stata
la realizzazione dell’assemblaggio di sequenze, 'unione delle letture dei singo-
li frammenti in un’unica sequenza consenso (o sequenza consensus), sulla qua-
le cioe vi € accordo che essa rappresenta 'autentica sequenza delle molecole di
DNA nel genoma.

Guardiamo a questi numeri in un modo diverso per capire 'ampiezza del pro-
blema. Una prima osservazione riguarda le macchine automatizzate usate per la
sequenza che non sempre riescono a dare delle letture perfettamente accurate.
Il tasso di errore non € costante; esso dipende da vari fattori quali: i coloranti le-
gati alle molecole sequenziate, la purezza e 'omogeneita del campione di DNA
di partenza e infine la sequenza specifica delle coppie di basi del DNA del cam-
pione. Cosi, per garantire 'accuratezza nel processo, il progetto genoma ha stabi-
lito convenzionalmente di ottenere in maniera indipendente sequenze di lettura
multiple (circa 10) di ogni coppia di basi del genoma. Queste 10 letture (denotate
10x) fanno in modo che eventuali errori non portino a una falsa ricostruzione
della sequenza consenso. Data una sequenza di lettura di circa 300 basi di DNA
e il genoma umano di 3 miliardi di coppie di basi, sono necessarie 100 milioni di
sequenze di lettura indipendenti per riuscire ad avere letture multiple (circa 10)
di ogni coppia di basi. Comunque non tutte le sequencing reads hanno successo,
per questo motivo il numero di sequenze ottenute spesso € molto pitt grande. In
questo modo la quantita di informazioni ottenute e di materiale da analizzare ¢
enorme. Per cercare di ridurre al minimo sia 'errore umano che la difficolta dei
ricercatori di svolgere compiti molto ripetitivi, i laboratori che hanno aderito al
progetto genoma hanno dovuto potenziare la loro automatizzazione, servendosi
di complessi sistemi computerizzati.

Qual & Pobiettivo del sequenziamento del genoma? Per prima cosa, ci sforzia-
mo di ottenere una sequenza consenso che sia una reale e accurata rappresenta-
zione del genoma, partendo da un singolo organismo o dal ceppo d’origine da cui
e stato ottenuto quel DNA. Questa sequenza fara da riferimento per l'intera spe-
cie. Ora sappiamo che esistono molte differenze nella sequenza di DNA tra indi-
vidui diversi all'interno di una stessa specie cosi come esistono differenze nel con-
tributo genetico materno e paterno in un singolo individuo diploide. Per questo
motivo possiamo dire che non pud esistere una sola sequenza genomica che rap-
presenti realmente il genoma di un’intera specie. Cio nonostante, riuscire a otte-
nere la sequenza del genoma serve ad avere un riferimento con il quale possono
essere confrontate altre sequenze, e puo essere utile per analizzare le informa-
zioni codificate nel DNA, quali ad esempio I'insieme degli RNA e dei polipeptidi.

Proprio come capita con un normale manoscritto, la qualita delle sequenze
del genoma puo andare da un livello di bozza (il quadro generale c’¢, ma il lavo-
ro contiene errori tipografici, errori grammaticali, i capitoli non sono ben col-
legati e cosi via), a un livello di prodotto finale (tasso veramente molto basso di
errori tipografici, con qualche capitolo che si procede a completare con i mezzi
a disposizione) fino ad arrivare a un lavoro realmente completo (nessun errore
tipografico, ogni coppia di basi assolutamente corretta da telomero a telome-
ro). Nelle sezioni seguenti esamineremo gli attuali metodi usati per realizzare
le bozze e la sequenza completa del genoma. Anticiperemo anche alcuni aspetti
della genomica che rappresentano una sfida per i progetti di sequenziamento.
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e Sequenziamento dell'intero genoma

Lattuale strategia usata per ottenere e assemblare la sequenza di un genoma ¢
definita sequenziamento shotgun dell’intero genoma (whole-genome shotgun se-
quencing, WGS). Il metodo consiste nel determinare la sequenza di molti fram-
menti di DNA genomico generati dalla rottura dei lunghi cromosomi in piccoli
pezzi. I due tipi di approccio che vengono usati nel sequenziamento WGS han-
no permesso di ottenere molte delle sequenze genomiche realizzate fino a ora.
Le differenze fondamentali tra i due metodi riguardano il modo in cui vengo-
no ottenuti i piccoli segmenti di DNA e come questi vengono preparati per il se-
quenziamento. Il primo metodo, usato per ottenere la prima sequenza del geno-
ma umano, si basava sul clonaggio del DNA in cellule batteriche e sul sequen-
ziamento mediante la metodologia dei dideossi di Sanger. Chiameremo questo
metodo “WGS tradizionale”. Il secondo approccio € definito, invece, metodo cell-
Jree perché utilizza nuove tecniche per il sequenziamento ed ¢ stato progettato
per una produzione su ampia scala. Ci riferiremo a questo metodo definendolo
“WGS di nuova generazione”.

* WGS tradizionale

Il metodo WGS tradizionale comincia con la realizzazione di banche genomiche,
collezioni di piccoli frammenti di DNA che nel complesso rappresentano lintero
genoma. Questa metodologia prevede 'inserimento di piccoli segmenti di DNA
in cromosomi accessori (elementi non essenziali come plasmidi, batteri modifi-
cati o cromosomi artificiali) trasferiti poi in microrganismi, solitamente batteri o
lieviti. Tali cromosomi accessori, contenenti il piccolo segmento di DNA, vengo-
no comunemente chiamati vettori.

Come prima cosa, per generare la banca genomica, un ricercatore si serve de-
gli enzimi di restrizione, che tagliano il DNA genomico purificato in specifici siti.
Alcuni enzimi sono in grado di tagliare il DNA in molti punti, mentre altri lo ta-
gliano in un numero minore di siti; in questo modo il ricercatore puo controlla-
re se il DNA ¢ tagliato in pezzi piti lunghi o pit corti. I frammenti ottenuti con il
taglio dell’enzima di restrizione presentano le due estremita a singolo filamen-
to. Successivamente ogni frammento viene inserito nel vettore, precedentemen-
te tagliato con gli stessi enzimi di restrizione, con le estremita a singolo filamen-
to complementari a quelle del frammento genomico. Per fare in modo che ven-
ga rappresentato l'intero genoma, copie multiple del DNA genomico vengono
tagliate in frammenti. In questo modo ¢ possibile generare migliaia di milioni di
vettori ricombinanti contenenti i frammenti.

Le molecole di DNA ricombinante, cosi ottenute, vengono poi amplificate me-
diante 'inserimento delle stesse in cellule batteriche. Ogni cellula contiene una
sola molecola di DNA ricombinante. Ogni molecola ricombinante viene replicata
durante la normale crescita e divisione del batterio in maniera tale che vengano
prodotte molte copie identiche del frammento inserito, che possano essere uti-
lizzate per il sequenziamento. Poiché ogni molecola ricombinante ¢ amplificata
da un singolo batterio, ogni cellula ¢ definita clone. (Dettagli maggiori sul clonag-
gio del DNA sono contenuti nel Capitolo 10). La genoteca di cloni cosi ottenuta &
denominata shotgun library perché le sequenze di lettura sono ottenute da cloni
casualmente selezionati senza alcuna informazione su dove il frammento da es-
si contenuto mappi nel genoma.

Una volta fatto cio & possibile sequenziare i frammenti genomici contenu-
ti nei cloni della shotgun library. La reazione di sequenziamento inizia sempre
con un oligonucleotide a sequenza nota. Poiché la sequenza dell'inserto clona-
to non € nota (conoscerla € 'obiettivo del processo), gli oligonucleotidi usati si
legano sul vettore contenente il frammento in regioni adiacenti al DNA inse-
rito e guidano la reazione di sequenza all'interno dell’inserto. In questo modo
piccole regioni presenti a una sola o a entrambe le estremita degli inserti ge-
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Oligonucleotide 2

Oligonucleotide 1

Le porzioni terminali
di molti inserti sequenziati
possono essere sovrapposte per
ottenere contig \engono prese
in considerazione solo le sequenze
ottenute dalle estremita dei frammenti
clonati. Lutilizzo di due differenti siti
di legame per gli oligonucleotidi,
ognuno presente all'estremita del
vettore, permette il sequenziamento di
frammenti di 600 bp da ogni estremita
dell'inserto genomico. Vengono definite
paired-end reads (sequenziamento di
entrambe le estremita di ciascun clone)
le sequenze ottenute da estremita
opposte di uno stesso clone.
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nomici possono essere sequenziate (Figura 14.3). Dopo
il sequenziamento, il risultato ottenuto € un’ampia col-
lezione di piccole sequenze casuali, alcune delle quali si

\ sovrappongono. Queste verranno poi assemblate in ma-
niera tale da ottenere una sequenza consenso che copra
lintero genoma. Le sequenze che hanno regioni di so-
vrapposizione sono assemblate in unita dette sequenze
contigue (sequence contigs) o contig.

e Sequenziamento WGS di nuova
generazione
Lobiettivo del metodo WGS di nuova generazione ¢ lo stes-
so di quello del metodo tradizionale, ossia ottenere un
N gran numero di sequenze in maniera tale da poter realiz-
zare, una volta sovrapposte, sequenze contigue (contig).
Tuttavia, le metodologie usate in questo caso sono diffe-
renti, per alcuni aspetti, da quelle che venivano solitamen-
te utilizzate nel WGS tradizionale. Sono stati sviluppati si-
stemi che, anche se diversi in alcuni dettagli, hanno tutti
permesso di aumentare di molto la resa.

1. Lemolecole di DNA vengono prodotte con reazioni che non richiedono l'uti-
lizzo di cellule batteriche (cell-free reactions).

2. Milioni di singoli frammenti di DNA vengono isolati e sequenziati in paralle-
lo durante ogni corsa.

3. Le tecnologie avanzate di gestione dei fluidi, le apparecchiature usate e i soft-
ware permettono di rivelare i prodotti delle reazioni di sequenziamento in
volumi estremamente piccoli.

Dal momento che il campo della tecnologia genomica si evolve rapida-
mente, non descriveremo tutti i sistemi di nuova generazione. Tuttavia, esa-
mineremo una metodologia ampiamente usata che rispetta tutti e tre i punti
descritti in precedenza. Uno dei primi sistemi di WGS di nuova generazione
¢ stato sviluppato dalla 454 Life Sciences Corporation. Questo metodo chiari-
sce tutti i progressi ottenuti nel sequenziamento ad alta resa e come tali pro-
gressi possano essere di aiuto ai genetisti. Questo tipo di approccio ha tre pas-
saggi fondamentali.

Stadio 1. Realizzazione di una genoteca di DNA stampo con molecole a singo-
lo filamento.

Stadio 2. Le molecole di DNA, contenute nella banca, vengono amplificate in
molte copie, non facendole crescere in colonie come veniva fatto per le tra-
dizionali banche genomiche, ma usando la reazione a catena della polime-
rasi (PCR) (vedi Capitolo 10). Le singole molecole vengono immobilizzate
su delle biglie dove vengono poi amplificate mediante PCR in maniera tale
che il singolo filamento di DNA resti legato alla biglia. Ogni biglia cosi con-
tiene molti frammenti identici di DNA. Essa viene poi posta nel pozzetto
di ridottissime dimensioni di un dispositivo dove avvengono le reazioni di
sequenziamento (Figura 14.4).

Stadio 3. Il sequenziamento di ogni biglia viene eseguito usando un nuovo metodo
chimico di “sequenziamento tramite sintesi” denominato pirosequenziamen-
to (pyrosequencing; Figura 14.5). La DNA polimerasi e un oligonucleotide ven-
gono aggiunti nel pozzetto contenente le biglie, in maniera tale da ottenere per
prima cosa un filamento complementare di DNA. Ognuno dei quattro deossi-
ribonucleotidi dATF, dGTPE, dCTP e dTTP viene fatto passare in tutti i pozzet-
ti, uno alla volta, e in un ordine preciso. Quando un nucleotide ¢ incorporato,
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Reazioni di
(@) pirosequenziamento che
1 DNA a singolo filamento 2 Molecole amplificate mediante avvengono sulle biglie d'_
immobilizzato su ciascuna biglia reazione di PCR ciascun pozzetto (a) Nel sistema

di sequenziamento 454, singoli
filamenti di DNA, per prepararli al
sequenziamento, vengono replicati

su piccole biglie. (b) Le reazioni di
pirosequenziamento avvengono nei
@” pozzetti contenuti nelle piastre.
| pozzetti di piccole dimensioni della
piastra e i volumi di reazione molto
ridotti permettono di avere un alto
Q numero di sequenziamenti di DNA
in parallelo e a basso costo. [Parte
(b) realizzata da Roy Kaltschmidt, del
Laboratorio Nazionale di Lawrence
(b) Berkele
v

3 Ogni biglia viene depositata
in un singolo pozzetto

perché complementare alla base contenuta nel filamento di DNA presente nel
pozzetto, la reazione rilascia una molecola di pirofosfato. Due enzimi, la sulfo-
rilasi e la luciferasi, che sono presenti nel pozzetto, convertono la molecola di
pirofosfato in un segnale di luce visibile (Fi-
gura 14.5). La luce viene poi raccolta da una

Aggiunte ripetute
camera speciale. Ad esempio, i filamenti di l
DNA, che hanno una A come prima base do- » dATP ——» dGTP —— dCTP —— dTTP
po Poligonucleotide, daranno un segnale solo l
quando quel dATP attraversera il pozzetto e dGTP
non quando gli altri deossinucleotidi verran- \
no fatti passare. Questa reazione viene ripetu- / /x Campione
ta per 100 cicli e i segnali ottenuti da ciascun TRARTIGIATCIGICITIARGECHC di DNA
pozzetto vengono combinati per generare la WUEUT&@LIEL@_- a singolo
sequenza di lettura per ogni pozzetto. \ filamento

3 DNA polimerasi

Il pirosequenziamento & basato su P
reazioni di sintesi con rilevazione per emissione
di luce Nel processo di pirosequenziamento, i
nucleotidi vengono aggiunti in maniera sequenziale
per formare un filamento di DNA complementare
a quello usato come stampo e a cui & stato legato ATP

I'oligonucleotide specifico per il sequenziamento.
Le reazioni awengono in presenza degli enzimi:
DNA-polimerasi, sulforilasi e luciferasi. Per ogni B

nucleotide incorporato dalla DNA polimerasi nel
filamento neosintetizzato, viene rilasciata una molecola Il flash di luce indica che & stato
di pirofosfato (PP;), che & convertita in ATP dall'enzima Luce - aggiunto un dGTP al nuovo
sulforilasi. La luce visibile & poi prodotta dall'attivita della Ifllagnento smteh'zzato,lafler cul t
luciferina in una reazione catalizzata dalla luciferasi, un ;ari;iséulzcgsswa sul tlamento
enzima che utilizza I'ATP prodotto dalla sulforilasi.

ATP-
sulforilasi

b |




510 14 Genomie genomica

© 978-88-08-15958-8

Lalta resa di questo sistema ¢ data dalla produzione su larga scala di sequen-
ze in parallelo: vengono analizzate contemporaneamente da centinaia di migliaia
a pitt di un milione di sequenze. Macchine di sequenziamento della precedente
generazione erano capaci di analizzare solo 384 sequenze per volta.

» Assemblaggio della sequenza dell'intero genoma
Qualunque sia il metodo di sequenza usato, la sfida rimane quella di assemblare
le sequenze contig in un’unica sequenza dell'intero genoma. La difficolta di que-
sto processo ¢ legata alla dimensione e alla complessita del genoma.

Ad esempio, i genomi delle specie batteriche sono relativamente semplici da
assemblare. Il DNA batterico, infatti, & a singola copia e non contiene sequenze
ripetute. Questo implica che ogni sequenza di DNA letta in questo genoma pro-
viene da una sola regione. Per queste proprieta, sequenze contigue presenti nei
genomi batterici possono spesso essere assemblate, in una maniera relativamen-
te semplice, in regioni contigue pitt grandi che rappresentano gran parte o tut-
ta la sequenza del genoma. Inoltre il genoma batterico ¢ delle dimensioni di po-
che coppie di megabasi. Al maggio 2010, 674 genomi batterici erano stati com-
pletamente sequenziati e il sequenziamento del genoma di pitt di 1000 specie ¢
attualmente in atto.

Per gli eucarioti, 'assemblaggio del genoma presenta delle difficolta maggio-
ri. Un primo grande problema ¢ lesistenza di numerose classi di sequenze ripe-
tute, alcune disposte in tandem altre disperse. Perché rappresentano un proble-
ma per il sequenziamento del genoma? La difficolta sta nel fatto che la sequenza
di regioni ripetute di DNA corrisponde a molte regioni del genoma. Assai spesso
capita che una sequenza ripetuta in tandem sia in totale piltt lunga della massima
sequenza letta. Gli elementi ripetuti dispersi, invece, possono derivare da diffe-
renti cromosomi o da differenti parti di uno stesso cromosoma e possono erro-
neamente essere allineati insieme.

[UIINeee]  Linsieme dei cromosomi degli eucarioti contiene una varieta di DNA ripe-
titivo. Questi segmenti sono difficili da allineare come sequence reads.

Il sequenziamento shotgun dell’intero genoma € particolarmente indicato
per produrre una buona sequenza di genomi complessi che contengono molte
sequencze ripetute. Come esempio, considereremo il genoma del moscerino della
frutta D. melanogaster, che ¢ stato inizialmente sequenziato con il metodo WGS
tradizionale. Il progetto inizio con il sequenziamento di banche di cloni genomi-
ci di differenti lunghezze (2 kb, 10 kb, 150 kb). Le sequenze di lettura furono ot-
tenute partendo da entrambe le estremita degli inserti clonati e furono allineate
con una logica identica a quella usata per il sequenziamento del batterio con il
metodo WGS. Seguendo questa logica, furono identificate le sequenze che si so-
vrapponevano e i cloni furono messi in ordine, producendo cosi sequenze con-
tigue a singola copia del genoma. Tuttavia, diversamente da cid che accade nel
batterio, queste regioni contigue cadevano in segmenti ripetuti di DNA impeden-
do cosi un assemblaggio delle stesse che fosse inequivoco nell'intero genoma. Le
sequenze contigue hanno in media una dimensione di 150 kb. I problema ¢ sta-
to poi quello di riuscire a capire come unire le migliaia di sequenze contigue nel
corretto ordine e orientamento.

La soluzione a questo problema ¢ stata ottenuta usando sequenze di lettura
prodotte partendo da entrambe le estremita degli inserti genomici presenti nello
stesso clone: queste letture sono definite coppie terminali di sequenze di let-
tura (paired-end reads). Lidea era quella di produrre delle sequenze paired-end
che permettessero di colmare i vuoti di sequenza (gap) presenti tra due sequen-
ze contigue (Figura 14.6). In altre parole, se 'estremita di un inserto ¢ parte di
una regione contigua e l'altra estremita ¢ parte di una seconda regione contigua,



© 978-88-08-15958-8

Sequenza contigua A Sequenza contigua B

_—
zZ==s
2 N

Coppie terminali

Sequenza Sequenza } di sequenze di lettura

di lettura 1 di lettura 2 ( dello stesso inserto

clonato

Vettore
con lungo
inserto

Scaffold A-B

quest’inserto puo essere 'unione tra le due regioni, e queste ultime sono chiara-
mente vicine 'una all’altra. In realta, poiché era nota la dimensione di ogni clo-
ne (ottenuto da una banca genomica contenente inserti di dimensioni uniformi,
da 2 kb, 100 kb, 150 kb), la distanza delle sequenze di lettura era nota. In questo
modo era possibile unire i vari contig, con interruzioni li dove erano presenti ele-
menti ripetuti. Questi gruppi di sequenze contigue unite vengono definiti scaffold
(“impalcatura”, detta qualche volta anche supercontig). Poiché molte sequenze
ripetute in Drosophila sono molto lunghe (3-8 kb) e molto distanziate (una ripe-
tizione ogni 150 kb), questa tecnica ¢ stata estremamente efficace per produrre
un assemblaggio corretto della sequenza di DNA a singola copia. Un riassunto
della logica di questo processo ¢ rappresentato nella Figura 14.7

I metodo WGS di nuova generazione, pero, non risolve il problema delle se-
quenze ripetute e dei vuoti di sequenza o gap. Dal momento che quest’approccio
non prevede la costruzione di banche genomiche, che consentirebbero di unire le
regioni contigue mediante le sequenze paired-end, i ricercatori del WGS di nuova
generazione hanno dovuto progettare un metodo nuovo per colmare questi gap
senza utilizzare vettori. Una soluzione potrebbe essere quella di costruire banche
di frammenti di DNA genomico circolare delle dimensioni desiderate. La circola-
rizzazione, infatti, permette ai piccoli frammenti di sequenze distanti, localizzate
alle estremita di ogni frammento, di essere giustapposti su entrambi i lati della
sequenza di legame. Il taglio di queste molecole circolari, 'amplificazione e il se-
quenziamento di frammenti che contengono la porzione di legame, produrreb-
be delle sequenze paired-end equivalenti a quelle ottenute dal sequenziamento
di inserti delle tradizionali banche genomiche (Figura 14.8).

In entrambi i metodi di sequenziamento shotgun, sia tradizionale che di nuo-
va generazione, restano comunque dei vuoti. In maniera occasionale i gap si tro-
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(contig) 1 | (contig) 2 | (contig) 3
Coppie terminali Coppie terminali
di sequenze di lettura ‘ di sequenze di lettura
(paired-end reads) (paired-end reads)
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Le coppie terminali
di sequenze di lettura (paired-
end reads) possono essere usate
per unire due sequenze contigue
(contig) Le coppie terminali di
sequenze di lettura possono essere
usate per formare una sola giunzione
tra due sequenze contigue in maniera
tale da ottenere cosi una sequenza
scaffold ordinata e orientata.

Strategia per il
sequenziamento dell’intero
genoma Nel sistema di
sequenziamento del genoma,
denominato shotgun, come prima cosa
vengono sovrapposte le sequenze di
lettura per creare sequenze contigue
(contig). Le sequenze di estremita
opposte vengono poi usate per
colmare i vuoti di sequenza (gap) e
per ordinare e orientare le sequenze
contigue in unitd pit grandi chiamate
scaffold.
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1 Preparazione di frammenti per il

clonaggio. Il DNA genomico viene

tagliato in frammenti da 20 kb, 8 kb o 3 kb,
e a ogni frammento vengono aggiunti
adattatori per la circolarizzazione,

che contengono sequenze di legame

—

%_/
Adattatore per
la circolarizzazione

Framment

%_/
Adattatore per
la circolarizzazione

i da 20 kb,

8 kb 0 3 kb di DNA

2 DNA circolare

Frammento

circolare

da 20 kb, 8 kb
o 3 kb di DNA

%_/
Sequenza di legame (linker)

3 Il DNA circolare viene tagliato

e i frammenti contenenti la sequenza

di legame vengono identificati e separati.
Sono aggiunti altri adattatori (A e B)

per facilitare I’'amplificazione

e il sequenziamento

A
~150 bp

| B
~150 bp

La genoteca risultante contiene letture

di estremita accoppiate (paired-end reads,
coppie di sequenze di lettura) con etichette
alla fine. Tali letture di estremita accoppiate
hanno una lunghezza media che si aggira
intorno a 150 bp e sono separate da quelle
lunghe 20 kb, 8 kb 0 3 kb
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Le coppie terminali di
sequenze di lettura (paired-end reads)
possono essere ottenute con la
circolarizzazione Le coppie terminali di
sequenze di lettura, per la facilita con cui vengono
sequenziate, possono essere prodotte senza la
realizzazione di una banca genomica di costrutti.
Nella figura & rappresentato il protocollo di
sequenziamento delle paired-end usato dalla
Roche GS FLX Serie Titanium, Roche Applied
Science, Mannheim, Germania.

vano ogni volta che per caso una regione del
genoma non ¢ presente nella genoteca otte-
nuta con il sequenziamento shotgun tradizio-
nale; questo pud succedere, ad esempio, per-
ché alcuni frammenti di DNA non si replica-
no bene in certi vettori. Per colmare la perdi-
ta di dati devono essere usate specifiche pro-
cedure mirate a ciascun gap che si crea du-
rante Passemblaggio della sequenza. Se i gap
sono corti, i frammenti perduti possono es-
sere generati usando come oligonucleotide
le sequenze note alle estremita delle porzio-
ni assemblate in maniera tale da amplificare
e analizzare la sequenza genomica. Per i vuo-
ti pitt grandi, un tentativo puo essere quello
di clonare queste sequenze in un organismo
diverso dal batterio, ad esempio il lievito. Se
fallisce anche il clonaggio in un organismo
diverso, i gap nella sequenza rimangono. Se-
quenziare un genoma come “bozza” o come
“prodotto finito” dipende da una valutazione
costo-beneficio. E relativamente rapido otte-
nere una bozza ma molto difficile realizzare
una sequenza finita.

e Verso il genoma

personalizzato

Una volta che la sequenza genomica di una
determinata specie &€ completata, questa rea-
lizzazione apre le porte a una pitt rapida e
meno costosa analisi degli altri individui del-
la stessa specie. Il motivo sta nel fatto che,
una volta noto un genoma di riferimento, &
molto pit facile allineare le sequenze di al-
tri individui.

La prova di cio ¢ stata ottenuta nel 2008 dal sequenziamento massivo in
parallelo del genoma di James D. Watson, protagonista della scoperta della
struttura a doppia elica del DNA. Sono stati analizzati pitt di 100 milioni di
sequenze, comprendenti approssimativamente 24,5 miliardi di basi di DNA,
che rappresentano 74 volte la copertura dell'intero genoma. La sequenza ¢
stata ottenuta con un costo inferiore a un milione di dollari, meno di 1/100
del costo stimato per la prima sequenza del genoma umano ottenuta con il
metodo WGS tradizionale. E auspicabile che lo sviluppo delle tecnologie ri-
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ducai costi a circa 10 000 dollari per un genoma umano e alla fine a meno di
1000 dollari per quello degli altri organismi.
Appena sara ottenuta la sequenza genomica di molte persone, saremo capa-
ci di evidenziare dettagliate variazioni genetiche tra gli individui (vedi Sezione
14.5) e potremo realizzare una genomica personalizzata che ci permettera di com-
prendere e valutare i rischi di malattia nei singoli individui e nei loro familiari.

14.3 Bioinformatica: il significato della sequenza
genomica

La sequenza genomica € un codice altamente criptato che contiene Pinforma-
zione per la costruzione e il mantenimento di un organismo funzionale. Lo stu-
dio dell’informazione, contenuta nel genoma, ¢ chiamato bioinformatica. Sia-
mo ben lontani dal leggere questa informazione dall’inizio alla fine nello stesso
modo in cui leggiamo un libro. Anche se sappiamo che certe triplette, conte-
nute nella porzione che consente la sintesi delle proteine, codificano certi am-
minoacidi, molte delle informazioni contenute nel genoma non sono decifra-
bili mediante una semplice ispezione.

 La natura dell'informazione contenuta nel DNA

I1 DNA contiene 'informazione, ma in che modo essa & codificata? Convenzio-
nalmente, I'informazione ¢ concepita come la somma di tutti i prodotti genici,
sia proteine che RNA; tuttavia 'informazione contenuta nel genoma ¢ molto
pitt complessa. Il genoma contiene anche siti di legame per differenti proteine
e RNA. Molte proteine si legano a siti localizzati sul DNA, mentre altre si le-
gano a siti localizzati sullmRNA (Figura 14.9). La sequenza e le relative posi-
zioni permettono ai geni di essere trascritti, tagliati e tradotti al momento op-
portuno e nei tessuti appropriati. Ad esempio, i siti di legame per le proteine
di regolazione determinano quando, dove e a che livello il gene sara espresso.
Negli eucarioti, a livello degli RNA la localizzazione dei siti di legame per gli
RNA e le proteine del sistema di splicing determineranno i siti di taglio 5’ e 3’
per la rimozione degli introni. Indipendentemente dal fatto che il sito di lega-
me funzioni a livello del DNA o del’RNA, esso deve essere codificato nel DNA.
Linformazione del genoma quindi comprende tutte le sequenze che codifica-
no le proteine e gli RNA e in pitii siti di legame, che regolano il tempo e il luo-
go della loro azione. Mentre la bozza del genoma continua a essere migliora-
ta, il principale obiettivo ¢ quello di identificarne tutti gli elementi funzionali.
Questo processo € noto con il termine di annotazione.

| tRNA Lo spliceosoma Proteina La poli(A)
Proteina di La DNA Il ribosoma legano lega di terminazione polimerasi
regolazione polimerasi lega ciascun il trascritto della traduzione lega
lega il DNA lega il DNA I'mRNA codone sul primario lega il trascritto primario
messaggero di RNA ’'mRNA di RNA
\4 l 5 UTR l ‘/Ktrone Esone \4 \ \4 3'UTR /
| R f— =g ) S SR ke
/ / Codoni Codoni Codoni
Elemento  Promotore Sito Sito 5/ Sitd 3’ Sito di Sito di
di regolazione di inizio ; : ; : terminazione poliadenilazione
di taglio di taglio
della della ' tagl ' tagl della
trascrizione traduzione traduzione

Le informazioni contenute nel genoma comprendono i siti di
legame Un gene pud essere visto come una serie di siti di legame per proteine ed RNA.
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1 cDNA e le EST
permettono di individuare gli
esoni e le estremita del gene
Allineamento di intere sequenze di
DNA complementare (cDNA) e EST
(etichette di sequenze espresse) con
il DNA genomico. Le linee tratteggiate
indicano le porzioni allineate; peri
cDNA, queste regioni sono gli esoni
del gene. | punti tra i segmenti di
cDNA e le EST indicano regioni del
DNA genomico che non si allineano
con le sequenze di cDNA e le EST;
queste regioni rappresentano gli
introni. | numeri sopra la linea del
cDNA indicano l'ordine delle basi
della sequenza, qui la base 1 indica
I'estremita 5' e la base 816 quella
dell'estremita 3. Per le EST, da ogni
estremita (5’ e 3") del corrispondente
cDNA & ottenuta solo una piccola
sequenza. Queste sequenze
stabiliscono i confini dell'unita trascritta,
ma non danno informazioni circa la
struttura interna del trascritto a meno
che la sequenza EST non attraversi
un introne (questo vale per la 3" EST
riportata nella figura).
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e Come individuare i geni codificanti le proteine

in base alla sequenza genomica

Poiché le proteine, contenute in una cellula, determinano la sua morfologia e le sue
proprieta fisiologiche, uno dei primi obiettivi, nell’analisi genomica e nell’annota-
zione, & quello di provare a determinare un inventario di tutti i polipeptidi codifi-
cati dal genoma di un dato organismo. Questo inventario ¢ denominato “proteo-
ma”. Esso puo essere considerato come “un elenco delle parti” per la cellula. Per
determinare la lista dei polipeptidi, deve essere nota la sequenza di ogni mRNA
prodotto dal genoma. A causa dello splicing degli introni, questa sequenza ¢ in con-
tinuo cambiamento in un organismo multicellulare, dove gli introni sono presenti
di norma. Nell'uomo, ad esempio, ogni gene possiede in media 10 esoni. Inoltre,
molti geni codificano esoni alternativi; alcuni esoni sono inclusi in alcune versioni
degli mRNA processati ma non sono inclusi in altre (vedi Capitolo 8). Gli mRNA
cosl ottenuti possono codificare polipeptidi che hanno gran parte della sequenza
degli amminoacidi, ma non tutta, in comune. Anche se € nota gran parte delle se-
quenze complete di geni e RNA, non possiamo ancora individuare con un buon
grado di accuratezza i siti 5’ e 3’ di splicing in base alla sequenza del DNA. Allo
stesso modo, non possiamo essere certi di quali siano le sequenze introniche. La
previsione delle sequenze usate come esoni alternativi € ancora pitt soggetta a er-
rore. Per questi motivi, dedurre l'intera lista dei polipeptidi negli eucarioti supe-
riori € un grosso problema. Di seguito sono riportati alcuni tipi di approccio usati.

Individuazione delle ORF Il principale approccio per produrre la lista dei po-
lipeptidi & quello che effettua ’analisi computazionale della sequenza genomica
per predire gli RNA e le sequenze polipeptidiche; € questa una parte importan-
te della bioinformatica. La procedura consiste nel cercare le sequenze che hanno
caratteristica di geni. Queste sequenze presentano la stessa dimensione del gene
ma dopo che gli introni sono stati rimossi sono formate solo da codoni di senso.
Alle estremita 5’ e 3’ devono essere presenti sequenze appropriate quali i codo-
ni di inizio e di terminazione. Le sequenze con questa caratteristica sono defini-
te open reading frame (ORE, modulo di lettura aperta). Per trovare le probabili
ORE il computer analizza la sequenza su entrambi i filamenti e in ogni possibile
modulo di lettura. Poiché ci sono tre possibili moduli di lettura aperta per ogni fi-
lamento, ci sono in tutto sei possibili combinazioni.

Evidenza diretta in base alle sequenze di cDNA Un altro modo per iden-
tificare le ORF e gli esoni consiste nell’analisi dell’espressione degli mRNA.
Quest’analisi € basata sulla creazione di genoteche di molecole di DNA che sono
complementari alle sequenze di mRNA, chiamate cDNA. Le sequenze comple-
mentari di DNA (cDNA) sono estremamente valide per due motivi. Innanzitut-
to, sono l'evidenza diretta che un dato segmento del genoma ¢ espresso e pud
essere considerato un gene. In secondo luogo, poiché il cDNA ¢ complementare
al’RNA maturo, gli introni del trascritto primario sono stati rimossi; questo fa-
cilita identificazione degli esoni e degli introni (Figura 14.10). Lallineamento
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I I ] I ] I ] ]
| | | | | | | |
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del cDNA con la corrispondente sequenza genomica permette di definire chia-
ramente gli esoni, per cui gli introni sono individuati come le regioni che man-
cano tra gli esoni. Nel cDNA, 'ORF dovrebbe essere continua dal codone di ini-
zio fino al codone di stop. In questo modo, le sequenze di cDNA possono essere
d’aiuto nell’identificare il corretto modulo di lettura, includendo i codoni d’ini-
zio e di stop. Lottenimento di un cDNA completo ¢ considerato una buona pro-
va di aver identificato la sequenza di una unita trascrizionale, inclusi i suoi esoni
e la sualocalizzazione nel genoma.

Sono stati creati anche dei database contenenti le sequenze delle estremita
5" 0 3', 0 entrambe, dei cDNA. Queste corte sequenze di cDNA sono chiamate
EST (expressed sequence tag, etichetta di sequenza espressa). Le EST possono es-
sere allineate con il DNA genomico e usate per determinare le estremita 5 e 3/
dei trascritti, in altre parole per determinare i confini dei trascritti, come indica-
to nella Figura 14.10.

Predizione dei siti di legame Come ¢ stato gia discusso, un gene € un seg-
mento di DNA che codifica un trascritto oltre che i segnali regolatori che deter-
minano quando, dove e in che quantita il trascritto deve essere prodotto. Inoltre,
il trascritto possiede i segnali necessari a determinare lo splicing del'mRNA e la
traduzione dello stesso in proteine (Figura 14.11). Attualmente sono disponibili
programmi che consentono di “trovare il gene” partendo da sequenze predette
dei siti di legame usati come promotori, siti di inizio del trascritto, estremita 5’ e
3/ di splicing e infine come codoni di inizio della traduzione del DNA genomico.
Queste predizioni sono fatte basandosi su motivi conservati noti, ma non sono
completamente affidabili.

Mappa dei siti di legame presenti nel genoma
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Uso delle somiglianze tra i polipeptidi e il DNA Poiché gli organismi pre-
sentano degli antenati in comune, essi possiedono anche molti geni con sequen-
ze simili e per questo motivo & lecito pensare che un gene, presente in un dato
organismo, possieda degli omologhi tra i geni isolati e sequenziati in altri organi-
smi, specialmente se questi sono in stretta relazione tra loro. Geni candidati pre-
detti con le tecniche prima descritte possono quindi essere confrontati con altre
sequenze geniche che non sono mai state analizzate fino a quel momento. Il ge-
ne in analisi viene inserito in un database pubblico, contenente il registro di tut-
te le sequenze geniche note, come “sequenza di domanda” o query. Questa proce-
dura ¢ definita BLAST (basic local alignment search tool). La sequenza puo essere
sottoposta come sequenza di nucleotidi (ricerca con BLASTn) o come sequen-
za di amminoacidi tradotta (BLASTp). Il computer analizza archivio e rilascia
una lista parziale o completa dei risultati ottenuti, cominciando con il risultato
che meglio combacia con la richiesta fatta. Se la sequenza candidata ha una forte
omologia con un gene precedentemente identificato in un altro organismo, que-
sto ¢ indice del fatto che il gene candidato € un vero gene. Comunque anche l'in-
formazione dell’omologia con un gene meno vicino ¢ utile. Ad esempio, un’iden-
titd amminoacidica del 35%, ma una posizione identica, ¢ una forte indicazione
che due proteine hanno in comune la struttura tridimensionale. Il BLAST & usa-
to anche in altri modi, ma lobiettivo resta sempre quello di riuscire a trovare pitt
informazioni possibili sulla sequenza d’interesse.

Predizioni basate sui codoni Come ¢ stato detto nel Capitolo 9 il codice ge-
netico € degenerato e questo significa che gli amminoacidi possono essere codi-
ficati da due o piti codoni (vedi Figura 9.5). I codoni multipli per un singolo am-
minoacido sono chiamati codoni sinonimi. In una data specie non tutti i codoni
sinonimi per un amminoacido sono usati con uguale frequenza. Certi codoni, in-
fatti, sono presenti piti di altri nel'mRNA (e quindi nel DNA che li codifica). Ad
esempio, in Drosophila melanogaster, dei due codoni codificanti la cisteina, UGC &
usato al 73%, mentre UGU & usato al 27%. Questo uso & caratteristico della Droso-
phila melanogaster, mentre in altri organismi questo “utilizzo dei codoni” & diffe-
rente. Tale fenomeno si pensa sia legato alla disponibilita dei tRNA complemen-
tari in una data specie. Se l'utilizzo del codone di una ORF predetta corrispon-
de a quello noto per la specie, questa corrispondenza puo diventare la prova che
PORF proposta & corretta.

Ricapitolando il tutto Un riassunto di come differenti risorse informatiche pos-
sano essere combinate per creare le migliori predizioni degli mRNA e dei geni &
rappresentato nella Figura 14.12. Queste differenti metodologie sono complemen-
tari e si possono convalidare 'un l'altra. Ad esempio, la struttura di un gene pud
essere dedotta dall’evidente similarita della proteina all’interno di una regione
di DNA genomico delimitata da 5’ e 3/ EST. Predizioni utili non sono mai possibi-
li senza la sequenza del cDNA e I'evidente similarita della proteina. Un program-
ma di predizione di siti di legame puo proporre urn’ipotetica ORF e un appropria-
to utilizzo dei codoni puo confermare 'evidenza.

JYiIINeee]  Le predizioni della struttura degli mRNA e dei polipeptidi in base alla sequen-
za di DNA genomico dipendono dall'informazione integrativa contenuta nella sequenza del
cDNA, dalla predizione dei siti di legame, dalle similarita dei polipeptidi e dall'utilizzo dei codoni.

Analizziamo alcune osservazioni che possono emergere da questo primo
sguardo sulla struttura del genoma e dallo studio dell’elenco completo del picco-
lo numero di organismi il cui genoma ¢ stato sequenziato. Cominceremo da noi
stessi. Che cosa possiamo imparare guardando il genoma umano? Vedremo in se-
guito le informazioni che si possono ottenere comparando il nostro genoma con
quello degli altri organismi.
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Molte metodologie sono integrate per predire un gene
Le differenti forme di evidenza — cDNA, EST, risultati di similarita ottenuti mediante BLAST,
frequenza dei codoni e dei motivi — possono essere integrate per ottenere le predizioni di
geni. Laddove & possibile avere diversi tipi di evidenza da associare a particolari sequenze
genomiche, sara maggiore 'accuratezza con cui viene fatta la previsione.

14.4 La struttura del genoma umano

Nel descrivere la struttura dell’intero genoma umano, dobbiamo, per prima co-
sa, confrontare le sue strutture ripetute. Una considerevole frazione del genoma
umano, circa il 45%, € ripetuta. Gran parte del DNA ripetitivo € composta da co-
pie di elementi trasponibili. Infatti, anche all'interno del restante DNA a singola
copia, una frazione possiede delle sequenze che probabilmente derivano da vec-
chi elementi trasponibili che ora sono immobili e che hanno accumulato muta-
zioni casuali, consentendo cosi di formare una sequenza differente dall’elemen-
to trasponibile ancestrale. Quindi, gran parte del genoma umano sembra essere
composto da elementi genetici che fanno “autostop” nel genoma.

Solo una piccola parte del genoma umano codifica polipeptidi; cioé meno del
3% codifica esoni degli mRNA. Tipicamente, gli esoni sono piccoli (circa 150 ba-
si), mentre gli introni sono pitt grandi, alcuni sono costituiti da pitt di 1000 ba-
si mentre altri si estendono per pitt di 100 000 basi. I trascritti sono composti da
una media di circa 10 esoni, ma alcuni ne hanno molti di pit. Infine, gli introni
possono essere rimossi dal gene in diverse posizioni. Queste differenze nella lo-
calizzazione dei siti di taglio possono generare ulteriori diversita tra gli mRNA e i
polipeptidi. Sulla base dei dati noti sui cDNA e le EST, circa il 60% dei geni umani
codificanti proteine ha due o pitt varianti di splicing. Mediamente un gene ha di-
verse varianti di splicing. Per questo motivo il numero di proteine codificate dal
genoma umano ¢ molto pitt grande del numero dei geni individuati.
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Il numero di geni del genoma umano non ¢ facile da definire. Nella bozza ini-
ziale erano stati stimati da 30 000 a 40 000 geni codificanti proteine. Comunque,
sia la complessa struttura dei geni che quella dello stesso genoma rendono diffi-
cile lo studio. Alcune sequenze inizialmente analizzate come geni ora sono con-
siderate esoni di geni piti grandi. In aggiunta, ci sono pitt di 19 000 pseudogeni,
che non sono altro che ORF oppure ORF parziali, che apparivano inizialmente
come geni ma che risultano in realta non funzionali o inattivi a causa della loro
origine o per "accumulo di mutazioni. I cosiddetti pseudogeni processati sono
sequenze di DNA, ottenute da RNA per trascrizione inversa, che si inseriscono
casualmente nel genoma. I1 90% degli pseudogeni umani ¢ di questo tipo. Cir-
ca 900 pseudogeni sono geni convenzionali che hanno acquisito una o pitt mu-
tazioni nel corso dell’evoluzione con conseguente alterazione del’ORF. Poiché ¢
cambiato il criterio usato per individuare i geni, il numero stimato nel genoma
umano & notevolmente diminuito. Recentemente ¢ stato stimato che i geni codi-
ficanti proteine siano circa 20 500.

Lannotazione del genoma umano ¢ progredita man mano che sono state ul-
timate le sequenze di ogni cromosoma. Queste sequenze sono diventate molto
importanti nella ricerca dei geni candidati. Un esempio di predizioni di geni per
un cromosoma del genoma umano & rappresentato nella Figura 14.13. Tale pre-
dizione ha subito una continua revisione man mano che nuovi dati e nuovi pro-
grammi informatici diventavano disponibili. Cattuale stato delle predizioni puo
essere visto in molti siti Web, in particolare i database pubblici di sequenze di
DNA negli Stati Uniti e in Europa (vedi Appendice B). In questi database € pos-
sibile trovare le migliori predizioni fatte sui geni codificanti proteine presenti
nelle specie sequenziate.

Le proteine possono essere raggruppate in famiglie di proteine omologhe, si-
mili cioe per struttura e funzione, sulla base della similitudine presente tra le se-
quenze di amminoacidi. Per una data famiglia di proteine, che si sa essere presen-
te in molti organismi, il numero di componenti risulta generalmente pitt grande
nell’'uomo che negli invertebrati il cui genoma ¢ stato sequenziato. Le proteine
sono composte da differenti domini modulari, indispensabili per svolgere ruoli
differenti. Molti domini sono associati a specifiche funzioni biologiche. Il nume-
ro di domini modulari per le proteine sembra essere maggiore nella specie uo-
mana che negli altri organismi invertebrati.

Poiché emergono informazioni sempre piti dettagliate sul genoma umano, &
possibile scoprire cose sempre nuove. Un esempio recente € senz’altro la realiz-
zazione della sequenza completa di uno dei cromosomi umani pitt studiati, il cro-
mosoma 7. Inizialmente, questo cromosoma ¢ stato studiato in modo approfon-
dito perché contiene il gene che, quando mutato, causa la fibrosi cistica. La loca-
lizzazione del gene della fibrosi cistica € stata ottenuta proprio all'inizio del Pro-
getto Genoma Umano, mettendo insieme i dati delle mappe di associazione con
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quelli relativi alla sequenza, come descritto nei Capitoli 4 e 10. Vari gruppi han-
no continuato a studiare questo cromosoma nel dettaglio e ora si sa che sul cro-
mosoma 7 sono gia noti o predetti circa 1700 geni. Sulla mappa fisica dello stesso
cromosoma sono stati localizzati circa 800 cloni.

Un uso della mappatura fisica dei cloni e quello di individuare i punti di rot-
tura dei riarrangiamenti cromosomici associati alle malattie umane. I riarran-
giamenti dei cromosomi costituiscono una classe di mutazioni prodottesi in se-
guito alla rottura del cromosoma in un determinato punto - il riarrangiamento
del punto di rottura - e il successivo riattacco della porzione staccata a un altro
punto dello stesso o di un diverso cromosoma. Con I'uso dei cloni, circa 1600 riar-
rangiamenti, associati alle malattie umane, sono stati mappati sul cromosoma 7,
creando una mappa citogenetica ad alta densita (Figura 14.14). Di questi punti
di rottura, 440 sono stati sequenziati, permettendo di stabilire una connessione
tra fenotipi mutanti e geni trovati nel DNA sequenziato.

Tutti i punti
Tutti i punti di rottura dei
di rottura dei riarrangiamenti
Tutti i punti riarrangiamenti cromosomici
di rottura dei cromosomici caratterizzati
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Mappa citogenetica del cromosoma umano 7 Punti di rottura per
i riarranggiamenti cromosomici, presenti in campioni di pazienti con malattie genetiche,
sono stati mappati sul cromosoma 7, creando cosi una mappa citogenetica. [W.S. Scherer
et al, "Human Chromosome 7: DNA Sequence and Biology", Science 300, 2003, 769 e
771, Figure 2 e 5]
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14.5 Genomica comparata

Uno dei vantaggi ottenuti con il miglioramento dell’analisi del nostro genoma
e di quello di altri organismi ¢ sicuramente quello di riuscire a confrontare le
strutture e le sequenze del genoma di organismi appartenenti a specie collega-
te dal punto di vista evolutivo. Poiché la selezione naturale solitamente elimina
mutazioni che causano un cattivo adattamento a un determinato ambiente, i ge-
ni e altre sequenze del DNA funzionali si sono conservati per lunghi periodi du-
rante 'evoluzione. Un tratto della sequenza di DNA, che risulta essere comune
a specie che divergono da un punto di vista evolutivo, svolge probabilmente una
funzione indispensabile. Per questo motivo, i tratti comuni possono essere usati
per guidare gli studi che hanno come obiettivo quello di scoprire queste funzio-
ni. Inoltre, geni identificati in una specie presa come modello possono probabil-
mente essere individuati, sulla base della sequenza e della posizione nel genoma,
anche nelle specie connesse dal punto di vista evolutivo.

Oltre all'identificazione delle regioni conservate, la genomica comparata
permette di capire come le specie divergano tra loro. Le specie, infatti, si evolvo-
no e i tratti cambiano attraverso modificazioni della sequenza del DNA. 11 con-
fronto tra i genomi delle varie specie puo permettere di rivelare eventi che han-
no interessato solo una specie. Questo & possibile perché tali eventi spesso sono
la causa della differenziazione nella fisiologia, nel comportamento e nell’anato-
mia delle diverse specie. Tra gli eventi ricorrenti includiamo, ad esempio, 'am-
plificazione o la perdita di singoli geni o gruppi di geni. In questo capitolo ana-
lizzeremo gli elementi principali che sono alla base della genomica comparata e
considereremo alcuni esempi di come i confronti informativi tra genomi metta-
no in evidenza che cosa c’¢ di simile o di diverso tra le specie e tra differenti in-
dividui di una stessa specie.

e Inferenza filogenetica

I1 primo passaggio nella comparazione dei genomi ¢ quello di decidere quali spe-
cie confrontare. Per fare in modo che il confronto porti a un risultato significa-
tivo, € importante capire le relazioni evolutive che esistono tra le specie da con-
frontare. La storia evolutiva di un gruppo di individui ¢ detta filogenesi. Cono-
scere la filogenesi delle specie ¢ utile perché permette di capire come i loro ge-
nomi sono cambiati nel tempo.

I secondo passaggio nel confronto dei genomi e 'identificazione delle specie
strettamente connesse tra di loro, chiamate omologhe. Geni omologhi possono
essere individuati in base a somiglianze nelle sequenze del loro DNA e nelle se-
quenze amminoacidiche delle proteine da essi codificate. E importante in que-
sta sede distinguere due classi di geni omologhi. Alcuni omologhi sono geni che
occupano lo stesso locus in specie differenti. Questi geni sarebbero stati ereditati
da un antenato comune e vengono definiti ortologhi. Tuttavia, molti geni omo-
loghi derivano da famiglie il cui numero, nel corso dell’evoluzione, si & espanso
(o contratto). Questi geni omologhi si trovano in loci differenti nello stesso orga-
nismo. Essi sono comparsi in seguito a eventi di duplicazione all'interno del ge-
noma e sono detti paraloghi. Nel confronto dei genomi, non sempre ¢ possibile
identificare le relazioni tra i paraloghi, mentre la presenza degli omologhi pud
essere abbastanza informativa.

Ad esempio, supponiamo di voler sapere in che modo il genoma dei mammi-
feri si & evoluto nella storia del gruppo, cioé se i mammiferi come gruppo pos-
sono avere acquisito alcuni geni unici, se i mammiferi con stili di vita differenti
possono avere gruppi di geni diversi, e cosa ne ¢ stato dei geni che esistevano ne-
gli antenati dei mammiferi.

Fortunatamente, disponiamo di un grande gruppo di sequenze genomiche di
mammifero, rappresentative delle tre grandi branche di mammiferi: monotre-
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mi (ad esempio ornitorinco), marsupiali (ad esempio il canguro e 'opossum) e
mammiferi placentati (ad esempio il cane, il gatto, il topo e 'uomo). Le relazioni
tra questi gruppi, tra i membri all'interno di questi gruppi, e con gli altri verte-
brati amnioti sono mostrate nella Figura 14.15.

Per capire 'importanza della filogenesi e come utilizzare le informazioni da
essa ottenute, consideriamo il genoma dell’ornitorinco. I monotremi differisco-
no dagli altri mammiferi nel modo in cui essi depongono le uova. Analisi fatte
sul genoma dell’ornitorinco rivelano che esso contiene un gene che codifica un
prodotto contenuto nel tuorlo dell'uovo e che € chiamato vitellogenina. Le anali-
si dei genomi dei mammiferi marsupiali e placentati non hanno mostrato la pre-
senza di questo gene. La presenza della vitellogenina nell’ornitorinco e Passenza
negli altri mammiferi puo essere spiegata in due modi: (1) la vitellogenina &€ una
novita comparsa nell’ornitorinco, (2) la vitellogenina esisteva in un antenato co-
mune dei monotremi, dei marsupiali e dei placentati ma ¢ stata successivamen-
te persa dagli ultimi due gruppi. La direzione del cambiamento evolutivo in que-
ste due alternative € opposta.

Un semplice confronto tra Pornitorinco e gli altri mammiferi non permette
pero di distinguere tra di esse. Per fare questo, come prima cosa, dobbiamo ca-
pire se la vitellogenina era realmente presente nell’antenato comune tra ’or-
nitorinco, i marsupiali e i placentati. E possibile fare questa inferenza filoge-
netica esaminando se la vitellogenina ¢ stata trovata in taxa esterni a questo
gruppo di mammiferi, quello che normalmente in campo evolutivo ¢ defini-
to un gruppo esterno (outgroup). In effetti, nel pollo esistono tre geni omo-
loghi per la vitellogenina, per cui il passo successivo ¢ quello di analizzare le
relazioni tra i mammiferi e il pollo. Il pollo deriva da un altro grande grup-
po di amnioti (gli amnioti sono i vertebrati terrestri che depongono le uova).
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Guardando l’albero evolutivo della Figura 14.15, possiamo spiegare la presenza
della vitellogenina nel pollo e nell’ornitorinco come il risultato di due acqui-
sizioni indipendenti (rispettivamente nella linea evolutiva del pollo e in quel-
la dell’ornitorinco) o come un’acquisizione avvenuta in un antenato comune
tra l'ornitorinco e il pollo (che, basandoci sull’albero evolutivo, sarebbe I’an-
tenato comune a tutti gli amnioti) che poi avrebbe portato alla perdita del ge-
ne per la vitellogenina nei marsupiali e nei placentati.

Come facciamo a decidere tra queste due alternative? Quando si studiano
eventi poco frequenti come la comparsa di un gene, i biologi evoluzionisti prefe-
riscono usare il principio della parsimonia, cioe favorire la spiegazione pili sem-
plice che coinvolge il numero minore di cambiamenti evolutivi. Per questo, la
spiegazione migliore per I'evoluzione del gene della vitellogenina nei mammiferi
¢ che questa proteina, contenuta nel tuorlo d'uovo (egg-yolk protein), sia prodotta
da un gene presente negli antenati amnioti che deponevano le uova, sia mante-
nuta nell’ornitorinco, che ha conservato tale funzione, e sia assente nei mammi-
feri, che invece hanno perso la caratteristica di deporre le uova.

Tuttavia 'analisi del genoma dell’ornitorinco rivela altre affinita con i mam-
miferi, tra cui la capacita di produrre il latte. I geni che codificano le caseine, pro-
teine del latte, sono raggruppati nel genoma dell’ornitorinco cosi come in quel-
lo degli altri mammiferi. Questo breve sguardo su alcuni mammiferi ci permette
di dire che essi hanno dei geni che gli altri organismi non hanno, alcuni dei quali
sono presenti in tutti i mammiferi; inoltre & possibile constatare che la presenza
o lassenza di alcuni di tali geni e correlata allo stile di vita. La seconda osserva-
zione € molto condivisa nella genomica comparata.

JUREEINeleile] Determinare quali elementi genomici sono stati amplificati o persi durante
I'evoluzione richiede I'aiuto dell'analisi filogenetica delle specie che vengono comparate. La
presenza o I'assenza di un gene & spesso correlata allo stile di vita dell'organismo.

Vediamo qualche altro esempio che illustra 'evoluzione del nostro genoma
e che ci permette di capire come siamo differenti, e allo stesso tempo simili, agli
altri mammiferi.

e Topo e uomo

La sequenza del genoma di topo € stata particolarmente utile per capire il geno-
ma umano grazie al ruolo di vecchia data di tale animale come specie modello,
sia perché ¢ stato oggetto di studio della genetica classica, sia per le relazioni evo-
lutive con la specie umana. La linea evolutiva dell'uomo e quella del topo si so-
no separate circa 75 milioni di anni fa, un tempo sufficiente a far si che le muta-
zioni, in media una ogni due nucleotidi, rendessero differenti i loro genomi. Allo
stesso modo, sequenze comuni al genoma degli uomini e a quello dei topi sono
indicative di una funzione in comune.

Gli omologhi sono stati identificati perché essi hanno sequenze di DNA si-
mili. Analisi condotte sul genoma del topo indicano che il numero di geni codi-
ficanti proteine che esso contiene ¢ simile a quello del genoma umano. Ulteriori
studi condotti sui geni del topo indicano che circa il 99% di tutti i geni ha qualche
omologo nel genoma umano e circa il 99% di tutti i geni umani ha alcuni omolo-
ghi nel genoma di topo. Cosi, i tipi di proteine codificate da ciascun genoma sono
essenzialmente le stesse. Inoltre, circa per '80% tutti i geni umani e murini sono
chiaramente identificabili come ortologhi.

Le somiglianze presenti tra i due genomi vanno oltre 'insieme dei geni codi-
ficanti proteine e arrivano fino all'intera organizzazione del genoma. Pit del 90%
del genoma dell’'uomo e di quello del topo pud essere diviso in regioni di sinte-
nia conservata, dove Pordine dei geni, all'interno di blocchi di varie dimensioni,
¢ lo stesso di quello dell’antenato pitt recente delle due specie. Questa sintenia ¢
di aiuto nel collegare le mappe dei due genomi. Ad esempio, il cromosoma uma-
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Cromosoma 17

umano

no 17 & ortologo di un solo cromosoma di topo (cromosoma 11). Sebbene ci siano
estesi riarrangiamenti cromosomici nel cromosoma umano, ci sono 23 segmenti
colineari lunghi piti di 100 kb (Figura 14.16).

JViIXeEe] | genomi dell'uomo e del topo contengono gruppi di geni simili, spesso di-
sposti nello stesso ordine.

Ci sono alcune differenze evidenziabili tra i gruppi di geni umani e murini.
In una famiglia di geni coinvolti nella visione dei colori, le opsine, gli uomini pos-
seggono un paralogo in piti. La presenza di questa opsina ha permesso agli uo-
mini di avere la visione tricromica, per questo motivo noi, a differenza dei topi,
possiamo percepire i colori dell'intero spettro di luce visibile: viola, blu, verde e
rosso. Tuttavia, la presenza di questo paralogo negli uomini e la sua assenza nei
topi non ci permette di dire se ¢ stato acquisito nella linea evolutiva dell'uomo
o & stato perso in quella del topo. Lanalisi del genoma di altri primati e mammi-
feri ha rivelato che i primati del Vecchio Mondo, come gli scimpanzé, i gorilla, e
le scimmie, possiedono questo gene mentre tutti gli altri mammiferi non prima-
ti non ce ’hanno. Da questa distribuzione filogenetica del gene dell’opsina pos-
siamo dedurre che tale gene si ¢ evoluto in un antenato dei primati del Vecchio
Mondo (uomo incluso).

D’altro canto, il genoma del topo contiene molte copie funzionali di alcuni ge-
ni che riflettono il suo stile di vita. I topi hanno circa 1400 geni coinvolti nell’olfat-
to: questa ¢ la categoria di geni piti ampia presente nel suo genoma. Anche i cani
hanno un gran numero di geni coinvolti nell’olfatto. Questo sicuramente ha un
senso se si pensa al loro stile di vita: i topi e i cani dipendono in larga misura dal
senso dell’olfatto e sono in grado di riconoscere odori differenti rispetto a quel-
li che riconosce 'uomo. Il gruppo di geni olfattivi dell’'uomo, se paragonato con
quello dei topi e dei cani, € molto pit ristretto. Noi abbiamo molti geni olfattivi,
ma una grande frazione di questi sono pseudogeni, che presentano mutazioni
inattivanti. Ad esempio, in una classe di geni olfattivi chiamata V17 i topi hanno
circa 160 geni funzionali, ma appena 5 dei 200 geni di questa classe sono funzio-
nali nel genoma umano.

Queste differenze relative ai geni sono sicuramente minime se paragonate con
quelle che esistono a livello del’anatomia e del comportamento. La somiglianza
complessiva, presente nel genoma dell'uomo e del topo, corrisponde all’immagi-
ne che otteniamo esaminando l'insieme degli elementi genetici che controllano
lo sviluppo nei differenti taxa (vedi Capitolo 13); grandi differenze possono evol-
versi da genomi che contengono gruppi di geni simili. Queste stesse osservazioni
emergono anche quando si confronta il nostro genoma con quello di un nostro
antenato ancora presente, lo scimpanzé.

 Genomica comparata tra uomini e scimpanzé
Gli scimpanzé e gli uomini hanno avuto un antenato comune circa 5 o 6 milio-
ni di anni fa. Da quel momento, differenze genetiche dovute a mutazioni si so-

Il genoma
dell’'uomo e quello del topo
hanno grandi regioni sinteniche
contenenti geni comuni Sintenia
tra il cromosoma 17 umano e il
cromosoma 11 murino. Sono state
individuate grandi regioni conservate
di 100 kb o pit tra il cromosoma 17
umano, il cromosoma 11 murino e il
cromosoma del progenitore comune
(ricostruito dall'analisi del genoma di
altri mammiferi). Le regioni di sintenia
diretta sono rappresentate in violetto,
quelle di sintenia inversa in verde. La
grandezza dei cromosomi ¢ indicata
in megabasi (Mb). [Da M.C .Zody
et al., "DNA Sequence of Human
Chromosome 17 and Analysis of
Rearrangement in the Human Lineage”,
Nature 440, 2006, 1045-1049,
Figura 2.]
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no accumulate in ciascuna linea evolutiva. La sequenza del genoma ha rivelato
che ci sono circa 35 milioni di differenze in singoli nucleotidi tra lo scimpanzé e
I'uomo, che corrispondono a circa I'1,06 % del grado di divergenza. Inoltre, cir-
ca 5 milioni di inserzioni e delezioni, che vanno da un singolo nucleotide a piti di
15 kb, contribuiscono a creare una divergenza della sequenza del DNA di circa
90 Mb (circa il 3% dell'intero genoma). Molte di queste inserzioni e delezioni si
trovano fuori dalle regioni codificanti.

In totale, le proteine codificate dal genoma umano e da quello dello scimpanzé
sono estremamente simili. I1 29% di tutte le proteine ortologhe sono identiche nel-
la sequenza. Gran parte delle proteine che differiscono, lo fanno per circa due so-
stituzioni amminoacidiche. Ci sono alcune evidenti differenze nei gruppi di ge-
ni funzionali presenti nello scimpanzé e nell'uomo. Circa 80 o pit geni funzio-
nali, presenti nell’antenato comune, non sono pitt funzionali nell'uomo, a causa
di delezioni e altre mutazioni che si sono accumulate nel tempo. Alcuni di que-
sti cambiamenti hanno contribuito a creare differenze tra gli uomini e gli scim-
panzé a livello fisiologico.

Anche i cambiamenti in particolari geni, ad esempio duplicazioni di segmenti
cromosomici, avvenuti in una sola linea evolutiva, hanno contribuito a far diver-
gere i due genomi. Pitt di 170 geni nel genoma umano e pitt di 90 in quello dello
scimpanzé presentano grandi segmenti duplicati. Queste duplicazioni sono re-
sponsabili di una maggiore divergenza di tutto il genoma rispetto a quella deter-
minata da mutazioni di singoli nucleotidi. Tuttavia non ¢ ancora chiaro se queste
abbiano contribuito alle differenze fenotipiche principali.

Naturalmente, tutte le differenze genetiche tra le specie si originano come va-
riazioni nell’ambito della specie. Il sequenziamento del genoma umano e la rea-
lizzazione di metodologie di sequenziamento piit veloci € meno costose hanno
aperto la strada ad analisi piti dettagliate sulle variazioni genetiche dell'uomo.

¢ Genomica comparata dell'uomo

La specie umana, Homo sapiens, ha avuto origine in Africa circa 200 000 anni fa.
Circa 60 000 anni fa, la popolazione ha lasciato PAfrica ed € migrata in tutto il
mondo popolando i cinque continenti. Ha incontrato climi differenti, si ¢ adat-
tata ad abitudini alimentari diverse e ha combattuto differenti patogeni in varie
parti del mondo. Gran parte della recente storia evolutiva della nostra specie &
registrata nel nostro genoma, cosi come sono le differenze genetiche che rendo-
no gli individui o le popolazioni pitt 0 meno suscettibili alle malattie.

In totale, due genomi umani non imparentati tra diloro hanno il 99,9% di iden-
tita. Quella differenza dello 0,1% corrisponde a circa 3 milioni di basi. La sfida di
oggi e quella di capire quali, di quelle basi differenti, sono importanti per la fisio-
logia, lo sviluppo e le malattie.

Una delle prime e pitt grandi sorprese emerse dalla comparazione del genoma
di uomini differenti € stata quella di scoprire che essi differiscono non solo per
una base su mille, ma nel numero di copie di parti di geni, interi geni o gruppi di
geni. Questa variazione nel numero di copie (CNV) include porzioni ripetute
e duplicate, che aumentano il numero di copie, e delezioni, che invece lo ridu-
cono. Tra due individui, che non hanno alcun legame di parentela, ci sono circa
1000 o piu segmenti di DNA, piu grandi di 500 bp di lunghezza, che differiscono
nel numero di copie. Alcune CNV possono essere abbastanza grandi e superare
il milione di coppie di basi.

Sapere come il numero di copie pud avere un ruolo importante nell’evoluzio-
ne e nelle malattie ¢ oggi di grande interesse. Un caso dove Paumento del nume-
ro di copie sembra aver avuto un ruolo adattativo & quello della dieta. Le persone
con una dieta ricca di amido, in media, hanno un aumento nel numero di copie
del gene per amilasi salivare (un enzima che idrolizza "amido) rispetto agli in-
dividui che hanno tradizionalmente una dieta povera di amido.
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 Elementi non codificanti conservati e ultraconservati

Le discussioni fatte fin’ora riguardano soltanto le regioni del genoma che conten-
gono geni codificanti proteine. Questa focalizzazione & dovuta piu alla facilita di
analisi che alla loro importanza biologica. A causa della semplicita e dell'univer-
salita del codice genetico, I'individuazione delle ORF e degli esoni & pili rapida di
quella delle sequenze funzionali non codificanti. Come detto in precedenza, so-
lo il 3% del genoma umano codifica gli esoni degli mRNA, e meno della meta di
queste sequenze esoniche, circa I'l o il 2% di tutto il genoma, codifica sequenze
proteiche. Cosi, pitt del 98% del nostro genoma non codifica proteine. Come fac-
ciamo a individuare altre parti funzionali del genoma?

Diversamente da quanto accade per le regioni promotrici del gene, che
contengono alcune sequenze tipiche (vedi Capitolo 12), ¢ difficile assegnare
una funzione a molte delle sequenze non codificanti. Comunque, un modo
per localizzare elementi non codificanti, potenzialmente funzionali, & cercare
sequenze conservate, che non sono cambiate durante i milioni di anni dell’e-
voluzione. Il confronto tra il genoma del topo e quello dell'uomo ha rivelato
che circa il 5% della sequenza & conservata. Circa un terzo di questa percen-
tuale & costituito da sequenze codificanti proteine, e la rimanente parte, cir-
caidue terzi, consiste di sequenze che non codificano proteine. Cosi la por-
zione del genoma che controlla la regolazione dei nostri geni sembra essere
pitt grande di quella che codifica le proteine.

Per velocizzare l'identificazione di elementi funzionali non codificanti pos-
sono essere utili metodi di genomica comparata. Ad esempio, si possono cerca-
re sequenze di modesta lunghezza molto conservate tra poche specie oppure si
possono cercare sequenze non perfettamente conservate piit lunghe in un nu-
mero maggiore di specie. Confronti fatti tra il genoma dell'uomo, del topo e del
ratto hanno permesso lidentificazione di elementi detti ultraconservati, che so-
no perfettamente conservati nelle tre specie. Ricerche condotte su questi geno-
mi hanno trovato 5000 sequenze di piti di 100 bp e 481 sequenze di pitt di 200 bp
che sono assolutamente conservate.

Estendendo tali analisi al genoma del cane, i ricercatori hanno trovato pit di
140 000 elementi molto conservati, di 50 bp e di lunghezza maggiore, al di fuo-
ri delle sequenze codificanti proteine. Sebbene il 50% di questi elementi sia sta-
to trovato in regioni povere di geni, essi sono concentrati vicino a geni regolato-
ri importanti per lo sviluppo. La maggioranza di questi elementi non codificanti
e fortemente conservata e prende largamente parte alla regolazione dell’espres-
sione di gruppi di geni importanti per lo sviluppo sia nei mammiferi sia negli al-
tri vertebrati.

Come possiamo verificare che questi elementi conservati abbiano un ruolo
importante nella regolazione dei geni? Questi elementi possono essere studia-
ti nello stesso modo usato per gli elementi regolatori della trascrizione agenti in
cis, descritti nei capitoli precedenti, con l'utilizzo di geni reporter (vedi Sezione
12.2). Il ricercatore pone la regione regolatrice candidata in posizione adiacente
a un promotore e a un gene reporter e introduce il gene reporter in una specie
ospite. Un esempio ¢ riportato nella Figura 14.17 Un elemento molto conservato
nei mammiferi, nel pollo e nella rana & posizionato a 488 kb dall’estremita 3’ del
gene umano ISL1, che codifica una proteina importante per il differenziamento
dei motoneuroni. Questo elemento viene clonato a monte di una regione promo-
trice del gene reporter per la -galattosidasi, e il costrutto viene inserito nel pro-
nucleo degli oociti fecondati di topi. Lespressione del gene reporter viene poi in-
dividuata lungo il midollo spinale e la testa, la stessa localizzazione che avranno
imotoneuroni che esprimono il gene ISL1 (vedi Figura 14.17). Ancora piti signi-
ficativo ¢ il fatto che lespressione del gene reporter corrisponde a quella del ge-
ne ISL1 (presumibilmente altri elementi non codificanti controllano i profili di
espressione del gene ISL1). Il profilo di espressione suggerisce che 'elemento con-
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Che cosa stanno facendo
oggi i genetisti
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Test per valutare
il ruolo degli elementi conservati
nella regolazione genica
Un elemento di regolazione in cis della
trascrizione & stato individuato in una
regione ultraconservata del genoma
umano. Un elemento ultraconservato
posizionato vicino al gene umano /SL7
& stato unito a un gene reporter e
iniettato negli oociti fecondati di topo.
La regione dove il gene & espresso
& rappresentata in blu o nero.
(@) Il gene reporter & espresso a livello
della testa e del midollo spinale del
topo transgenico, come & possibile
vedere nella figura, a 11,5 giorni di
gestazione. (b) La normale espressione
del gene murino ISLT al giomo 11,5
di gestazione. Questo esperimento
dimostra come gli elementi funzionali
non codificanti possono essere
identificati mediante genomica
comparata e saggiati in organismi
modello. [Da G. Bejerono et al., “A Distal
Enhancer and a Ultraconserved Exon
Are Derived from a Novel Retroposon”,
Nature 441, 2006, 87-90, Figura 3
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servato non ¢ altro che una regione regolatrice per il gene ISL1. Molte migliaia di
elementi regolatori non codificanti saranno probabilmente identificati sulla base
delle sequenze conservate e delle attivita di quegli elementi in sistemi reporter.

Confronti tra il proteoma del topo, dell'uomo e dello scimpanzé, cosi come
lidentificazione e analisi degli elementi conservati non codificanti, sottolinea-
no la natura conservativa del genoma nel corso dell’evoluzione. Nonostante cio,
sono state rivelate dalla genomica comparata alcune grosse differenze nel con-
tenuto del genoma con forti implicazioni soprattutto nel campo della medicina.
In seguito riporteremo uno di questi casi.

» Genomica comparata tra il batterio E. coli

non patogeno e patogeno

Il batterio Escherichia coli, presente nella nostra bocca e nei tratti intestinali in
grandi quantita, appartiene a una specie generalmente considerata un simbion-
te benigno. A causa del suo ruolo nella ricerca genetica, il suo € stato il primo ge-
noma batterico a essere sequenziato. Il genoma di E. coli & lungo circa 4,6 Mb e
contiene 4405 geni. Tuttavia, chiamarlo “il genoma di E. coli” non & molto appro-
priato. Il primo genoma sequenziato & stato quello derivato da un comune cep-
po da laboratorio di E. coli, il ceppo K-12. Esistono molti altri ceppi di E. coli, com-
presi alcuni che sono molto importanti per la salute umana.

Nel 1982, c’¢ stata una pandemia causata dal consumo di carne di manzo maci-
nata poco cotta. Il responsabile ¢ stato identificato nel ceppo di E. coli 0157:H7, che
e stato da allora associato a un gran numero di infezioni. Sono stati stimati circa
75 000 casi di infezioni da E. coli al’anno negli Stati Uniti. Nonostante molte per-
sone guariscano dall'infezione, una parte va incontro a uremia da sindrome emo-
litica, con potenziale pericolo di vita per complicanze renali.

Per capire le basi genetiche della patogenicita, il genoma del ceppo di E. coli
0157:H7 & stato sequenziato. Il ceppo 0157 e quello K-12 hanno una base di 3574
geni codificanti proteine in comune e, in media, hanno un’identita di nucleotidi
traigeni ortologhi del 98,4%, comparabile a quella che esiste tra 'uomo e lo scim-
panzé. Circa il 25% degli ortologhi di E. coli codifica proteine identiche, in modo
simile al 29% per gli ortologhi dell'uomo e dello scimpanzé.

Malgrado la similarita in molte proteine, il genoma e il proteoma dei due
ceppi di E. coli differiscono molto nel contenuto. Il genoma di E. coli 0157:H7
ha 5416 geni, mentre quello del ceppo K-12 ne contiene 4405. I1 genoma di E.
coli 0157:H7 contiene 1387 geni che non sono presenti nel ceppo K-12, mentre
quest’ultimo contiene 528 geni che non sono stati trovati nel genoma del ceppo
0157:H7 1l confronto tra le mappe genomiche rivela che le porzioni in comune
traidue ceppi sono intervallate da isole contenenti geni specifici sia per K-12 che
per O157:H7 (Figura 14.18).

Tra i 1387 geni, specifici per il ceppo di E. coli 0157:H7, ci sono molti geni che
si pensa possano codificare fattori responsabili della patogenicita del batterio, in-
cluse tossine, proteine per 'invasione delle cellule, proteine di adesione, sistemi
di secrezione per le tossine, cosi come geni coinvolti nel metabolismo, che pos-
sono essere necessari per il trasporto di nutrienti, la resistenza agli antibiotici e
altre attivita che conferiscono capacita di sopravvivenza in ospiti differenti. Mol-
ti di questi geni non erano noti prima del sequenziamento e non sarebbero noti
oggi se i ricercatori si fossero basati solo sullo studio del genoma del ceppo K-12
come guida per E. coli.

11 sorprendente livello di diversita, che esiste tra due membri di una stessa
specie, mostra come sia dinamica 'evoluzione del genoma. Molti nuovi geni nei
ceppi di E. coli si pensa siano stati introdotti da un trasferimento orizzontale av-
venuto dai genomi di virus e di altri batteri. Le differenze possono anche evolver-
si da delezioni di geni. Altre specie patogene di E. coli e di altri batteri esibiscono
molte differenze geniche se confrontate con il contenuto genico dei ceppi non
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patogeni. Lidentificazione di geni che determinano direttamente la patogenicita
apre nuove strade alla prevenzione e al trattamento delle malattie.

14.6 Genomica funzionale e genetica inversa

Durante gli ultimi dieci anni i genetisti hanno studiato Pespressione e l'inte-
razione dei prodotti genici. Nonostante cio si ¢ trattato di studi su piccola sca-
la: i genetisti consideravano, infatti, un gene o pochi geni alla volta. Con l'arri-
vo della genomica, abbiamo 'opportunita di allargare questi studi a un livel-
lo globale, usando 'approccio genome-wide per studiare molti o tutti i prodotti
genici in maniera sistematica e simultanea. Questo approccio globale per stu-
diare la funzione, 'espressione e 'interazione dei prodotti genici ¢ detto geno-
mica funzionale.

e Non un solo “oma”

Oltre al genoma, ci sono altri database (archivi di sequenze nucleiche) che sono
di grande interesse. Seguendo 'esempio del termine genoma, in cui “gene” pit
“oma” ¢ diventato una parola composta che indica “tutti i geni”, i ricercatori han-
no coniato numerosi termini da usare per indicare altri database globali con i
quali essi lavorano. Questa lista di “-oma” include:

* il zrascrittoma, che comprende la sequenza e i profili di espressione di tutti i
trascritti (dove, quando e quanto);

il proteoma, che comprende la sequenza e i profili di espressione di tutte le
proteine (dove, quando e quanto);

* Dinterattoma, che ¢ 'insieme delle interazioni fisiche che vi sono tra proteine
e segmenti di DNA, tra proteine e RNA, e tra le proteine stesse.
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Due ceppi di
E. coli che contengono ognuno
regioni con geni specifici. La mappa
circolare del genoma del ceppo di
E. coliK-12 e O157:H7. Il cerchio
rappresenta la distribuzione delle
sequenze specifiche di ciascun ceppo.
La porzione in comune a entrambi
i ceppi & rappresentata in blu. Le
posizioni delle sequenze specifiche
del ceppo O157:H7 sono mostrate
in rosso. Le sequenze specifiche del
ceppo K-12 sono rappresentate in
verde. Le sequenze che occupano la
stessa posizione nel ceppo O157:H7
e K-12 sono rappresentate in
arancione. Le sequenze ipervariabili
sono rappresentate in viola. [Da N.T.
Perna et al., “Genome Sequence of
Enterohaemorragic Escherichia coli
0157:H7" Nature 409, 2001, 7529-
7533. Per gentile concessione di Guy
Plunkett Il e Frederick Blattner.]
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In questa sezione non considereremo tutti gli “-oma” ma ci soffermeremo sul-
le tecniche che iniziano a essere usate per ottenere questi database.

1 Estrazione del’mRNA

2 Preparazione di cDNA e marcatura dello stesso
con coloranti fluorescenti

cDNA di controllo  cDNA ottenuto
dal campione trattato

3 lbridazione
con il microarray

4 Eccitazione con laser
a una specifica
frequenza (Hz)

/7 dei coloranti

5 Rilevazione
dell’emissioni
del laser

-+=

6 Le analisi al computer

rilevano i livelli
di ibridazione
delle sonde
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@ Aumento dell’espressione del gene
@ Diminuzione dell’espressione del gene
@ Gene espresso sempre allo stesso livello

L'uso del DNA microarray per studiare il trascrit-
toma Supponiamo di voler rispondere a questa doman-
da: quali geni sono attivi in una particolare cellula in cer-
te condizioni? Le condizioni in questione potrebbero es-
sere uno o pitt stadi dello sviluppo, la presenza o 'assen-
za di un patogeno o di un ormone. I geni attivi sono quelli
che vengono trascritti in mRNA, e per questo motivo 'in-
sieme degli mRNA , presenti nella cellula, ci puo dire qua-
li geni sono attivi. Per questo motivo € cosi importante la
nuova tecnologia dei chip a DNA usati per saggiare i tra-
scritti di mRNA.

I chip a DNA sono formati da campioni di DNA di-
sposti come una serie di microscopiche macchie (spots)
adese a un vetrino. I DNA cosi disposti formano quel-
lo che viene chiamato comunemente microarray. Un
tipico microarray contiene piccoli oligonucleotidi che
rappresentano molti o tutti i geni presenti nel genoma.
La tecnologia del DNA microarray ha migliorato la ge-
netica molecolare perché ha permesso di saggiare gli
mRNA trascritti per tutti i geni in maniera simultanea
con un solo esperimento. Vediamo questo processo nel
singolo dettaglio.

Sul microarray sono poste sonde di cDNA, ad esem-
pio un gruppo di sonde usate come controllo e un grup-
po di sonde che sono rappresentative di una specifica
condizione. Il gruppo usato come controllo potrebbe es-
sere ottenuto dagli mRNA estratti da particolari tipi cel-
lulari cresciuti in condizioni normali. Il secondo grup-
po di sonde, invece, potrebbe essere ottenuto da mR-
NA estratti da cellule cresciute in particolari condizio-
ni sperimentali. Marcature fluorescenti vengono legate
alle sonde che vengono poi ibridate con il microarray. Il
legame delle sonde con il microarray € monitorato au-
tomaticamente con I'uso di un microscopio a raggio la-
ser (Figura 14.19). In questo modo, vengono individuati
igenii cui livelli di espressione sono aumentati o dimi-
nuiti nelle condizioni sperimentali stabilite. Allo stesso

I microarray possono rilevare differenze
nell’espressione dei geni | punti chiave in un'analisi di
microarray sono (1) estrazione del'mRNA dalle cellule o dai
tessuti, (2) sintesi di sonde di cDNA marcate con molecole
fluorescenti, (3) ibridazione delle molecole con il microarray,
(4) rilevamento del segnale fluorescente emesso dalle sonde
ibridate, (5) analisi per identificare i livelli di espressione relativi
delle sonde. Tali valori permettono di individuare quei geni i
cui livelli di espressione aumentano o diminuiscono in seguito
ai trattamenti eseguiti. [Da G. Gibson e S. Muse, A Primer of
Genome Science 32 ed., Figura 4.3, p. 199. Sinauer Associates,
Sunderland, Mass., 2009.] © ANIMAZIONE: DNA microarrays:
using an oligonucleotide array to analyze patterns of gene expression
(DNA microarray: uso degli oligonucleotidi per analizzare le variazioni di
espressione dei geni)
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modo ¢ possibile identificare geni che vengono attivati in certi tipi cellulari o
in un dato stadio dello sviluppo. La Figura 14.20 mostra un esempio di profi-
lo di espressione genica per un certo stadio dello sviluppo ottenuto mediante
analisi di microarray.

Individuando quali geni sono attivati o inattivati in un dato stadio dello svi-
luppo, in un particolare tipo cellulare, o in varie condizioni ambientali, puo esse-
re identificato il gruppo di geni che risponde a simili impulsi regolatori. Inoltre, i
profili di espressione genica possono dare un’immagine delle differenze presen-
ti tra cellule normali e cellule malate. Identificando i geni la cui espressione ¢ al-
terata da mutazioni nelle cellule del cancro o ad opera di un patogeno, i ricerca-
tori possono riuscire a individuare nuove strategie terapeutiche.

Test del doppio ibrido per studiare linterattoma proteina-proteina
Una delle attivita pitt importanti delle proteine ¢ quella di interagire con altre
proteine. A causa del gran numero di proteine in ogni cellula, i biologi hanno cer-
cato di mettere a punto metodi per uno studio sistematico delle interazioni del-
le singole proteine nella cellula. Uno dei metodi pitt comuni per studiare l'inte-
rattoma ¢ un sistema ingegnerizzato delle cellule di lievito chiamato il test del
doppio ibrido, che & capace di rilevare le interazioni fisiche tra due proteine.
La base di questo test € la codifica dell’attivatore trascrizionale da parte del gene
GALA4 del lievito (vedi Capitolo 12).

Ricordiamo che questa proteina ha due domini: (1) il dominio di legame
al DNA, che lega il sito di inizio della trascrizione; (2) un dominio di attivazio-
ne che da inizio alla trascrizione ma che non lega direttamente il DNA. Cosl, i
due domini devono essere vicini per permettere l'attivazione della trascrizio-
ne. Supponiamo di voler sapere se ¢’¢ un’'interazione tra le proteine. La strate-
gia del test del doppio ibrido & quella di separare i due domini dell’attivatore,
codificato dal gene GAL4, rendendo cosi impossibile I’attivazione di un gene
reporter. Ogni dominio € connesso a una proteina differente. Se le due pro-
teine interagiscono, riuniranno i due domini e in questo modo l’attivatore da-
ra inizio alla trascrizione del gene reporter. Come puod questo schema essere
messo in pratica? E possibile dividere il gene GAL4 tra due plasmidi in manie-
ra tale che un plasmide contenga la parte codificante il sito di legame al DNA
e l'altro quella che codifica il dominio di attivazione. Su uno dei due plasmidi,
vicino al sito di dominio di legame al DNA, viene clonato un gene codificante
la proteina in studio; questa proteina di fusione funziona come “esca” (bait).
Sull’altro plasmide viene inserito, vicino al dominio di attivazione della trascri-
zione, un gene codificante un’altra proteina chiamata “bersaglio” (target) (Fi-
gura 14.21). I due plasmidi ibridi vengono poi introdotti nella stessa cellula di
lievito, ad esempio incrociando cellule aploidi contenenti il plasmide “esca” e
quello “bersaglio”. Il passaggio finale ¢ quello di individuare l'attivazione del-
la trascrizione del costrutto che regola il gene reporter GAL4, e questo & pos-
sibile li dove c’¢ un’interazione tra la proteina “esca” e quella “bersaglio”. Il si-
stema del doppio ibrido puo essere automatizzato per rendere possibile ana-
lisi dell’interazione delle proteine dell’intero proteoma.

Lo studio dell'interattoma proteina-DNA utilizzando il saggio dell'im-
munoprecipitazione della cromatina (ChIP) La sequenza specifica di le-
game della proteina al DNA & cruciale per la corretta espressione genica. Ad
esempio, le proteine regolatrici si legano ai promotori e attivano o reprimono la
trascrizione sia nei batteri che negli eucarioti (vedi Capitoli 11, 12, e 13). Nel ca-
so degli eucarioti, i cromosomi sono organizzati in cromatina, la cui unita fonda-
mentale, il nucleosoma, contiene il DNA avvolto intorno agli istoni. Le modifi-
cazioni post-trascrizionali degli istoni spesso stabiliscono quali proteine legare e
dove (vedi Capitolo 12). Una grande varieta di tecnologie & stata sviluppata per
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+cyc
Tempo —

Il DNA microarray
rileva il profilo di espressione
del gene Immagine dell'espressione
genica ottenuta mediante la tecnica
del DNA microarray. Ogni riga indica
un gene differente, e ogni colonna una
lettura fatta a tempi diversi. Il colore
rosso indica che I'espressione del gene
& maggiore rispetto a quella ottenuta
al tempo di partenza; il colore verde
indica, invece, che il livello del trascritto
& pit basso. Le quattro colonne
marcate con +cyc rappresentano
i risultati di cellule cresciute in
cicloexamide nelle quali non c'é sintesi
di proteine. [Mike Eisen e Vishy lyer,
Standford University. Limmagine
appare in Nature Genetics 18, marzo
1998, p. 196, Figura 1]
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Vettori per il doppio ibrido nel lievito
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permettere ai ricercatori di isolare speci-
fiche regioni della cromatina in maniera
tale che il DNA e le proteine legate possa-
no essere analizzate. Il metodo piti usato &
chiamato ChIP (chromatine immunopreci-
pitation, saggio di immunoprecipitazio-
ne della cromatina) e la sua applicazione
¢ descritta di seguito (Figura 14.22).
Supponiamo di aver isolato un gene
dal lievito, sospettiamo che esso codifi-
chi una proteina che lega il DNA quan-
do il lievito ¢ fatto crescere ad alta tem-
peratura. E possibile sapere se questa
proteina lega il DNA e, se cosi, quale se-
quenza essa riconosce nel lievito? Per ri-
spondere a questa domanda, come pri-
ma cosa le cellule di lievito, cresciute ad
alta temperatura, vengono trattate con
una sostanza chimica che lega le protei-
ne al DNA. In questo modo le proteine
legate al DNA, quando la cromatina vie-
ne isolata, resteranno legate anche nei
trattamenti successivi. Il passaggio suc-

Studio cessivo € quello di rompere la cromatina in piccoli pezzi. A questo punto, per

dell'interazione delle proteine

con il sistema del doppio ibrido
nel lievito Il sistema usa il legame di
due proteine, una “esca” (bait) e una
"bersaglio” (target) per ristabilire la
funzione della proteina Gal4, che attiva
un gene reporter. Cam, Trp e Leu sono
componenti del sistema di selezione
per le cellule che hanno ricevuto il
plasmide. Il gene reporter & lacZ, che &
gia presente nel cromosoma di lievito
(mostrato in blu).

1 Proteine legate al DNA

separare dagli altri il frammento contenente il complesso proteina-DNA di in-
teresse, si pud usare un anticorpo che reagisce in maniera specifica con que-
sta proteina. Lanticorpo puo essere aggiunto alla miscela in maniera tale da
formare un immunocomplesso che pud successivamente essere purificato. 1
DNA legato nell'immunocomplesso puo essere analizzato dopo che il legame
¢ stato sciolto. Il DNA legato alla proteina puo essere direttamente sequen-
ziato o amplificato in molte copie mediante il processo di PCR.

2 Taglio della cromatina in piccoli pezzi

g

3 Aggiunta di anticorpi per legare

le proteine e purificazione

Anticorpo—

Passaggi nel
saggio di immunoprecipitazione
della cromatina (ChIP) ChiIP & una
tecnica che consente di isolare il DNA
e le proteine ad esso associate in
una specifica regione della cromatina
cosi che entrambe possano essere
analizzate insieme.

4 Separazione del DNA
e delle proteine

@@52@0 /\

Ampllflca2|one
e sequenziamento
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Come mostrato nel Capitolo 12, le proteine regolatrici spesso attivano la tra-
scrizione di molti geni contemporaneamente legando diverse regioni promotri-
ci. Una variazione della procedura di ChIP, chiamata ChIP-chip, & usata per iden-
tificare siti multipli di legame nel genoma. Proteine che legano molte regioni del
genoma sono immunoprecipitate come descritto precedentemente. Quando il
legame ¢ sciolto, i frammenti di DNA sono marcati e usati come sonde per i chip
di microarray che contengono l'intera sequenza genomica della specie oggetto
dello studio.

La genomica e altre scienze simili fanno parte di una nuova disciplina chia-
mata biologia dei sistemi. Mentre Papproccio della genetica tradizionale € di
tipo riduzionista, disseziona cio¢ un organismo con mutazioni per vedere quali
parti sono coinvolte, la biologia dei sistemi prova a mettere insieme le parti per
capire l'intero sistema. La biologia dei sistemi comprende sistemi di regolazione
di geni, cascate di trasduzione del segnale, comunicazione cellula-cellula, e mol-
te forme di interazione non solo tra “molecole genetiche” ma anche tra tutte le
altre molecole della cellula e del’ambiente.

» Genetica inversa

Le tipologie di dati ottenute dagli esperimenti di microarray e dagli studi di
interazione tra le proteine sono indicative dell’interazione tra genoma e pro-
teoma, ma non consentono di giungere a una conclusione sulle funzioni dei
geni e le interazioni in vivo. Ad esempio, il trovare che ’espressione di cer-
ti geni & notevolmente diminuita o addirittura assente in alcune tipologie di
cancro non permette di identificare la causa e gli effetti della patologia stessa.
E comunque indispensabile individuare in maniera specifica la funzione del
gene e capire i fenotipi in condizioni native. Partendo dalle sequenze geniche
disponibili on-line, i ricercatori possono attualmente utilizzare tutta una serie
di metodologie per studiare la funzione di uno specifico gene. Questi metodi
vengono solitamente raggruppati sotto il nome di genetica inversa. Gli studi
di genetica inversa cominciano sempre da una molecola nota - una sequenza
di DNA, mRNA, o proteina - e analizzano questa molecola con l'intento di in-
dividuare il ruolo del prodotto genico normale nella biologia dell’organismo.

Ci sono diversi tipi di approccio che possono essere usati nella genetica inver-
sa. Un primo approccio € quello di introdurre mutazioni a caso nel genoma pun-
tando poi a individuare il gene d’interesse mediante le mutazioni presenti nel
gene stesso. Il secondo approccio € quello di condurre una mutagenesi specifica
che produca mutazioni direttamente nel gene d’interesse. Un terzo approccio,
infine, ¢ quello di creare delle fenocopie - effetti simili a fenotipi mutati - che so-
litamente vengono ottenute mediante trattamenti che interferiscono con 'mR-
NA trascritto dal gene d’interesse.

Ogni approccio presenta i suoi vantaggi. La mutagenesi casuale & ben consoli-
data, ma spesso richiede tempo per individuare tutte le mutazioni e per trovare la
piccola porzione che contiene il gene d’interesse. La mutagenesi specifica richie-
de un lavoro intenso ma, dopo aver ottenuto la mutazione specifica, la caratteriz-
zazione del gene d’interesse ¢ pitt lineare. La creazione di fenocopie € una meto-
dologia molto efficace, soprattutto perché sono state create delle genoteche per
particolari specie modello. Considereremo un esempio per ogni tipo di approccio.

Genetica inversa attraverso la mutagenesi casuale La mutagenesi ca-
suale, usata nella genetica inversa, utilizza gli stessi mutageni che vengono co-
munemente usati nella genetica classica: agenti chimici, radiazioni o elemen-
ti trasponibili (vedi p. 205). La genetica inversa, invece di controllare tutto il
genoma cercando mutazioni che danno un particolare effetto fenotipico, fo-
calizza l'attenzione sul gene d’interesse e questo puo essere fatto in un paio
di modi differenti.
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Un primo approccio consiste nel prendere in considerazione la localizzazio-
ne del gene. Solamente le mutazioni che ricadono nella regione genomica con-
tenente il gene d’interesse vengono considerate per analisi successive. Cosi, con
questo tipo di approccio, possono essere mappate le mutazioni indotte. Un mo-
do lineare & quello di incrociare il nuovo mutante con uno che contiene una de-
lezione o mutazione nota del gene d’interesse. Si puo indicare un simile incro-
cio come nuovo mutante/mutante noto. Soltanto 'incrocio che produce una pro-
genie con il fenotipo mutato (mostrando mancanza di complementazione) vie-
ne usato per lo studio.

In un altro approccio, il gene d’interesse ¢ identificato nel genoma mutage-
nizzato, e analizzato per vedere se sono presenti mutazioni. Ad esempio, se il
mutageno causa piccole delezioni, dopo amplificazione mediante PCR, si pos-
sono confrontare i geni del genoma parentale e dei genomi mutagenizzati, cer-
cando quello dove il gene di interesse € ridotto in dimensione. Allo stesso modo,
le inserzioni di elementi trasponibili nel gene d’interesse possono essere indi-
viduate facilmente poiché esse ne aumentano le dimensioni. Possono anche es-
sere usate tecniche che permettono di individuare sostituzioni di una singola
base. In questo modo, un gruppo di genomi che contengono mutazioni casuali
puo essere analizzato efficacemente per identificare la piccola frazione di mu-
tazioni che interessano il ricercatore.

Genetica inversa mediante mutagenesi gene-specifica Per la mag-
gior parte del XX secolo, i ricercatori hanno considerato la possibilita di mu-
tare un gene in maniera specifica come un irraggiungibile “sacro graal” della
genetica. Attualmente tuttavia diverse metodolo-
gie possono essere usate per raggiungere tale sco-
po. Dopo che il gene ¢ stato inattivato in un indivi-
duo, i genetisti possono valutare il fenotipo tenen-
do conto degli indizi ricavati dalla funzione stessa
del gene. In generale, i programmi per le mutazio-
ni specifiche sfruttano tecniche genetiche svilup-
pate per organismi modello. Cosi, anche se inter-

ruzione dei geni del lievito, degli uccelli o dei topi
Cromosoma

5 Gene A 3’

Ricombinazione
tra il transgene mutato
e il gene cromosomico

Gene mutato A

¢ praticabile in maniera efficiente, tuttavia alcune
alterazioni non possono essere ottenute in molte
specie non modello.

La mutagenesi gene-specifica richiede solita-
mente la sostituzione di un’intera copia del gene
wild-type con una versione mutata dello stesso. I1
gene mutato viene inserito nel cromosoma con un

Cromosoma

5 3

Alterazione della
funzione del gene mediante
mutagenesi sito-specifica Gli eventi
molecolari che sono alla base della
sostituzione di un gene specifico. Un
transgene che contiene sequenze
provenienti dalle estremita del gene
ma con un elemento selezionabile
in mezzo ad esse € introdotto nella
cellula. La doppia ricombinazione tra
il transgene e il gene presente sul
cromosoma normale produce un gene
cromosomico ricombinante, che ha
incorporato il segmento mutato.

meccanismo di ricombinazione omologa, che con-
sente di rimpiazzare la forma normale con quella
mutata (Figura 14.23). Quest’approccio puo esse-
re utilizzato per il knockout genico, in modo tale da annullare la copia allelica
wild-type. Talvolta le tecniche sono cosi efficienti che, ad esempio, in E. coli e
in S. cerevisiae, € possibile mutare ogni gene del genoma per cercare di studia-
re la sua funzione biologica.

JUIEEINeleie] La mutagenesi sito-specifica & il modo pill preciso per ottenere mutazioni
in un gene specifico e puo attualmente essere praticata in vari modelli, fra cui topi e uccelli.

Genetica inversa mediante fenocopie Il vantaggio di inattivare un gene
risiede nel fatto che le mutazioni introdotte possono passare da una generazione
a quella successiva, e cosi, una volta ottenute, € sempre disponibile una linea di
mutanti utilizzabile per ulteriori studi. Tuttavia, solo gli organismi modello ben
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conosciuti a livello molecolare possono essere usati per queste manipolazioni.
Invece, 'utilizzo delle fenocopie puo essere applicato a molti organismi indipen-
dentemente da quanto sia avanzata la tecnologia genetica per quella data specie.

Una delle scoperte pitt importanti fatte nello scorso decennio ¢ stata quella
che ha permesso di capire che la cellula presenta delle difese nei confronti del
DNA ospite. Questo meccanismo € noto con il termine interferenza del’RNA
(RNAI, RNA interference), descritto a p. 314. I ricercatori hanno utilizzato questo
meccanismo cellulare per creare un buon metodo di inattivazione specifica di un
gene. Linattivazione viene ottenuta come spiegato di seguito. Viene prodotto un
RNA a doppio filamento che presenta una sequenza omologa a una parte del ge-
ne in analisi e viene introdotto nella cellula (Figura 14.24). Il complesso che in-
duce il silenziamento del’RNA, RISC, degrada poi 'mRNA nativo complemen-
tare al’RNA a doppio filamento. Il risultato & la completa o comunque conside-
revole riduzione dei livelli di mRNA che dura ore o giorni, rendendo cosi nulla
Pespressione di quel gene. La tecnica € stata usata con successo in molti sistemi
fra cui C. elegans, Drosophila, zebrafish e alcune specie di piante.

Cio che rende la metodologia del’RNAi interessante ¢ il fatto che pud an-
che essere applicata a organismi non modello. Come prima cosa si deve iden-
tificare il gene d’interesse con studi di genomica comparata. A questo punto
le sequenze di RNAi vengono prodotte in maniera da consentire I'inibizione
specifica dei geni d’interesse. Questa tecnica € stata ad esempio applicata al-
la zanzara che ¢ portatrice della malaria (Anopheles gambiae). Usando que-
sta tecnica, gli scienziati possono capire meglio i meccanismi biologici lega-
ti agli effetti medici o economici di tale specie. Ad esempio, si possono cono-
scere meglio i geni che controllano il complesso ciclo cellulare del parassita
della malaria, che in parte avviene nella zanzara e in parte nel corpo dell’'uo-
mo, e cio puod consentire di sviluppare nuovi modi per controllare l'infezio-
ne pitt diffusa nel mondo.

JUIEINeEe] Le metodologie basate sull’RNAI permettono di interferire con la funzio-
ne di uno specifico gene senza cambiare le sue sequenze di DNA (solitamente si parla di
fenocopie).

Genomica funzionale con organismi non-modello Gran parte delle
nostre considerazioni sugli studi mutazionali e sulle fenocopie si ¢ focalizzata
su organismi usati come modelli genetici. Lobiettivo principale di alcuni geneti-
sti & quello di rendere pitt ampia applicazione di queste tecniche, includendo
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1 dsRNA 1 Un transgene contenente 1 Un transgene contenente due promotori
& sintetizzato una sequenza ripetuta inversa con orientamento opposto & introdotto
in vitro ¢ inserito nel genoma nel genoma

, , /aY2"2"2% 2% NN
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dsRNA A\AAYAN
2 |l trascritto di RNA forma 2 Le molecole di RNA
uno stelo autocomplementare complementare vengono
e un’ansa trascritte e ibridate

2 dsRNA viene introdotto 5 ) dsRNA 5:m 3: dsRNA

nella cellula 3 K== ————

Alterazione della funzione del gene mediante RNAi Tre modi per
produrre e introdurre RNA a doppio filamento (dsRNA) nella cellula. I dsRNA stimoleranno
I'RNAI, degradando le sequenze complementari al dsRNA. [Ristampata con il permesso di
S. Hammond, A. Caudy, e G. Hannon, Nat. Rev. Genet. 2, 2001, 116
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Inserimento di un transgene in un organismo non-
modello Creazione di uno scarafaggio transgenico che esprime la proteina
fluorescente verde. TIR, ripetizione terminale invertita. [Da E.AWimmer,
"Applications of Insect Transgenesis’, Nat. Rev. Genet. 4, 2003, 225-232.]

anche quegli organismi che hanno effetti negativi sulla societa umana,
come i parassiti veicoli di malattie, o i patogeni delle piante. Le meto-
diche della genetica classica non sono applicabili a molte di queste spe-
cie, ma il ruolo di specifici geni puo essere studiato mediante metodo-
logie transgeniche e fenocopie.

Il primo approccio - quello di inserire un transgene - ¢ mostrato
nella Figura 14.25. Lesempio riguarda gli scarafaggi, molti dei quali
sono parassiti agricoli. In questo caso il transgene ¢ inserito in manie-
ra casuale nel genoma dello scarafaggio. Linserimento del transgene
nello scarafaggio puo essere ottenuto con la stessa metodologia usa-
ta per la Drosophila (vedi Capitolo 10). La tecnica consiste nell’utiliz-
zare un gene reporter che possa essere espresso nell’organismo wild-
type. La proteina fluorescente verde (GFP), isolata da una medusa, ¢
un buon reporter per questo tipo di applicazione. Come ¢ stato fatto
in Drosophila, i transgeni sono inseriti come parti di trasposoni. Ol-
tre a questo primo plasmide ne viene inserito anche un altro, detto
helper, che contiene la sequenza codificante la trasposasi, necessaria
per facilitare 'inserimento del trasposone contenente il transgene.
La Figura 14.25 mostra I'uso del transgene GFP guidato da un ele-
mento enhancer, necessario per 'espressione del gene nell’occhio del-
lo scarafaggio. Questo metodo & usato con successo anche per creare
transgeni che esprimono la GFP in alcune specie di zanzara, che cau-
sano la febbre gialla e la febbre dengue (Aedes aegypti), nello scara-
faggio della farina (Tribolium castaneum) e nel baco da seta (Bombyx
mori) (Figura 14.26).

Aedes aegypti

Tribolium castaneum

Bombyx mori

Esempi di insetti non-modello che mori) e tribolio della farina (Tribolium castaneum). [(a-c) Per
esprimono un transgene Esempi in cui la proteina fluorescente  gentile concessione di V.A. Kooks e Alexander S. Raikel. (d) Da J.L.
verde viene espressa negli occhi di alcuni insetti non-modello. Thomas et al. Copyright 2002 di Elsevier Science. (e-f) Per gentile
Lespressione & guidata da un solo promotore attivo nell'occhio. concessione di Marek Jindra. (g-i) Copyright 2000 di Elsevier
Gli insetti sono zanzara (Aedes aegypti), baco da seta (Bombyx Science.]
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La genomica utilizza gli approcci dell’analisi genetica
e li applica a una grande quantita di dati per riuscire a se-
quenziare l'intero genoma e per caratterizzare tutti i tra-
scritti e le proteine. Le tecniche genomiche richiedono una
rapida analisi di tutto il materiale sperimentale e questo
e possibile solo grazie alla realizzazione di complessi stru-
menti automatizzati.

I problema chiave, per riuscire a creare un’accurata
sequenza dell'intero genoma, sta nel disporre di piccole
sequenze di DNA e collegarle tra loro per ottenere la se-
quenza consenso dell'intero genoma. Questo puo essere
facile da ottenere per i batteri e gli archeobatteri; in tali
organismi si riesce ad avere l'intera sequenza del genoma
in maniera relativamente semplice poiché ci sono pochi o
addirittura nessun segmento di DNA ripetuto nei proca-
rioti. Il problema ¢ che i genomi pitt complessi sono costi-
tuiti da diverse sequenze ripetute che interferiscono con
la produzione di accurate sequenze contigue (contig). Per
riuscire a realizzare la sequenza consenso il metodo attual-
mente usato ¢ il sequenziamento shotgun dell’intero geno-
ma (WGS), basato sull’utilizzo delle sequenze di estremita
opposte (paired-end reads).

Con la mappa della sequenza genomica si dispone del
primo testo criptato dell'intero genoma. Il lavoro dei bio-
informatici ¢ quello di interpretare quest'informazione
criptata. Le tecniche informatiche sono utilizzate per in-
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dividuare le ORF e gli RNA non codificanti e per integra-
re questi risultati con le evidenze sperimentali disponibi-
li per le strutture del trascritto (sequenze di cDNA), per
le similarita delle proteine e la conoscenza di motivi di se-
quenza caratteristici.

Uno dei mezzi pitt potenti per andare avanti nelle ana-
lisi e nello studio dei genomi ¢ quello di comparare i ge-
nomi di specie simili. La conservazione delle sequenze tra
specie differenti consente di individuare le sequenze fun-
zionali nei genomi complessi degli animali e delle piante.
La genomica comparata puo rivelare come i genomi cam-
bino nel corso dell’evoluzione e come questi cambiamen-
ti possano essere collegati alle differenze fisiologiche, ana-
tomiche, o al comportamento dei vari organismi. Nei ge-
nomi batterici, le comparazioni tra le specie patologiche e
non patologiche hanno rivelato molte differenze nei geni
che possono contribuire alla patogenicita.

La genomica funzionale considera il genoma come un
sistema completo e complesso. Due elementi chiave sono
il trascrittoma, 'insieme di tutti i trascritti prodotti, e I'in-
terattoma, 'insieme delle interazioni tra prodotti genici
e delle altre molecole che consentono a una cellula di es-
sere prodotta e funzionare. La funzione dei singoli geni e
dei loro prodotti, per i quali non sono disponibili muta-
zioni classiche, puo essere saggiata attraverso la genetica
inversa, cio¢ mediante mutagenesi specifica o fenocopie.

annotazione (p. 513)

assemblaggio di sequenza
(p- 506)

banca genomica (p. 507)

bioinformatica (p. 513)

biologia dei sistemi (p. 531)

ChIP (saggio di
immunoprecipitazione della
cromatina) (p. 530)

coppie terminali di sequenze di
lettura (paired-end reads) (p. 510)

etichetta di sequenza espressa (EST)
(p. 515)

filogenesi (p. 520)

genetica inversa (p. 531)

® PROBLEMI RISOLTI

genomica (p. 501)

genomica comparata (p. 520)

genomica funzionale (p. 527)

genoteca di DNA (p. 508)

gruppo esterno (p. 521)

inferenza filogenetica (p. 521)

interferenza del’RNA (RNAi)
(p-533)

microarray (p. 528)

modulo di lettura aperto (ORF)
(p.-514)

omologo (p. 520)

ortologo (p. 520)

paralogo (p. 520)

parsimonia (p. 522)

progetto genoma (p. 503)
proteoma (p. 514)
pseudogene (p. 518)
pseudogene processato (p. 518)
pirosequenziamento (p. 508)
scaffold (impalcatura) (p. 511)
sequenza consenso (p. 506)
sequenza contigua (contig) (p. 508)
sequenze supercontig (p. 511)
sintenia conservata (p. 522)
test del doppio ibrido (p. 529)
variazione del numero di copie
(CNV) (p. 524)
vettore (p. 507)

PROBLEMA RISOLTO 1. Si vuole studiare lo sviluppo del
sistema olfattivo (percezione degli odori) nel topo. Sappia-
mo che le cellule, che permettono di sentire specifici odo-

ri chimici (odoranti), sono localizzate nel topo a livello del
rivestimento delle vie nasali. Si descrivano alcuni approcci
di genetica inversa per lo studio dell’olfatto.
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e Soluzione

Ci sono vari approcci che possono essere utilizzati. At-
traverso la genetica inversa, si vogliono identificare i ge-
ni candidati espressi nelle cellule presenti a livello del
rivestimento delle vie nasali. Date le tecniche di geno-
mica funzionale, 'identificazione potrebbe essere fatta
estraendo ’'RNA dalle cellule del rivestimento del trat-
to nasale e usandolo come sonda per chip di DNA con-
tenenti sequenze corrispondenti a tutti gli mRNA noti
nel topo. Ad esempio, si puo scegliere di esaminare per
primi gli mRNA che sono espressi nel rivestimento del-

® PROBLEMI

LAVORARE CON LE FIGURE

1. Osservate la Figura 14.2: perché i frammenti di DNA
sequenziati vengono sovrapposti in ordine per ottene-
re la sequenza del genoma?

2. Ilriempimento dei vuoti di sequenza (gap) del genoma
rappresenta il problema principale. Osservate la Figu-
ra 14.6: possono le sequenze paired-end, di frammenti
di una banca di 2 kb, riempire gap di 10 kb?

3. Nella Figura 14.9, come vengono determinate le posi-
zioni dei codoni?

4. Nella Figura 14.10, le EST sono allineate con la sequen-
za genomica. In che modo le EST possono essere utili
nell’annotazione del genoma?

5. Nella Figura 14.10, le sequenze di cDNA sono allineate
con la sequenza genomica. Come possono le sequenze
di cDNA essere di aiuto nell’annotazione del genoma?
I ¢cDNA sono molto importanti per 'annotazione del
genoma batterico ed eucariotico?

6. LaFigura 14.16 mostra le regioni sinteniche del cromo-
soma 11 del topo e del cromosoma 17 umano. Che co-
sa rivelano queste regioni codificanti circa il genoma
dellantenato comune tra topo e uomo?

7. Osservate la Figura 14.17 e le caratteristiche degli ele-
menti ultraconservati: che cosa vi aspettate di osserva-
re iniettando un costrutto con il gene reporter dell’or-
tologo di ratto di ISL1, un elemento ultraconservato,
negli oociti fecondati di topo ed esaminando 'espres-
sione del gene reporter durante lo sviluppo embriona-
le del topo?

8. Igenomi di differenti ceppi di E. coli sono confrontati
nella Figura 14.18. Vi aspettereste un terzo ceppo con-
tenente pili regioni blu, marroni o rosse mostrate nel-
la Figura 14.18? Spiegate perché.

9. LaFigura 14.21 illustra il sistema GAL4 basato sul dop-
pio ibrido. Perché la proteina “esca” legata a GAL4, la
proteina legante il DNA, non attiva Pespressione del
gene reporter?
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le vie nasali, ma nel topo non ci sono geni candidati che
abbiano un ruolo specifico solo nell’olfatto (gran parte
delle molecole importanti puod avere anche altri ruoli
in altri siti nel corpo, ma si deve cominciare da qualche
parte). In alternativa, si puod cominciare con quei geni
le cui proteine sono responsabili del legame con gli odo-
ranti. A seconda della scelta, il passaggio successivo sa-
ra quello di creare un knockout di ogni gene che codifi-
ca ciascun mRNA, oppure utilizzare RNAIi per cercare di
riprodurre ciascun fenotipo legato a perdita di funzione
del prodotto del gene candidato.

® PROBLEMI DI BASE

10. La parola contig deriva dal termine contiguous. Spiega-
te la derivazione.

11. Spiegate 'approccio che utilizzereste per il sequenzia-
mento del genoma di una nuova specie batterica.

12. Il sequenziamento delle porzioni terminali degli inser-
ti dei cloni & solitamente usato per il sequenziamento
del genoma. Come ¢ ottenuta la parte centrale dell’in-
serto del clone?

13. Qual ¢ la differenza tra una sequenza contigua (con-
tig) e una scaffold?

14. Si pensa che due particolari contig siano adiacenti,
forse separati da DNA ripetitivo. Nell'intento di col-
legarli, sono usate sequenze terminali come oligonu-
cleotidi per cercare di colmare la regione gap. E un
approccio ragionevole? In quale situazione non fun-
zionerebbe?

15. Un segmento di DNA clonato, che contiene il gene co-
dificante una proteina, € marcato con isotopi radioat-
tivi e usato per l'ibridazione in situ del cromosoma. La
radioattivita € osservata in pitt di cinque regioni su dif-
ferenti cromosomi. Come ¢ possibile questo risultato?

16. In un esperimento di ibridazione in situ, in un ragazzo
che non mostra i sintomi di una malattia un certo clone
lega solo il cromosoma X. In un maschio con la distro-
fia muscolare di Duchenne (malattia associata all’X a
trasmissione recessiva) si & trovato che questo clone si
lega sia al cromosoma X che a un autosoma. Spiegate
perché. Potrebbe questo clone essere usato per isolare
il gene responsabile delle distrofia di Duchenne?

17. In un’analisi genomica, fatta per cercare il gene specifi-
co che causa una malattia, & stato trovato un gene candi-
dato che mostra la sostituzione di una singola base con
conseguente cambio di un amminoacido con uno non-
sinonimo. Che cosa si deve cercare per riuscire ad affer-
mare di aver trovato il gene che causa la malattia?

18. Loperatore batterico & un sito di legame?
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19. Un cDNA della grandezza di 2 kb ibrida con otto fram-
menti genomici della grandezza di 30 kb e contiene
due EST. Le EST sono presenti anche in due frammen-
ti genomici della grandezza di 2 kb. llustrate la possi-
bile spiegazione per questi risultati.

20.Un frammento di DNA, sequenziato in Drosophila, &
stato usato per un BLAST di ricerca. Il migliore appaia-
mento ottenuto € stato quello con il gene codificante
una chinasi in Neurospora. Questo puo significare che
la Drosophila contiene un gene per la chinasi?

21. Nel test del doppio ibrido, un certo gene A da risultati
positivi con due cloni, M e N. Quando € usato M, esso
da risultati positivi con tre cloni, A, S, e Q. Il clone N,
da solo un risultato positivo (con A). Sviluppate una
possibile interpretazione per questi risultati.

22.8i hanno le seguenti letture di sequenza da un clone
del genoma di Drosophila melanogaster:

Lettura 1: TGGCCGTGATGGGCAGTTCCGGTG
Lettura 2: TTCGGTGCCGGAAAGA

Lettura 3: CTATCCGGGCGAACTTTTGGCCG
Lettura 4: CGTGATGGGCAGTTCCGGTG

Lettura 5: TTGGCCGTGATGGGCAGTT

Lettura 6: CGAACTTTTGGCCGTGATGGGCAGTTCC

Usate queste sei sequenze per creare una sequenza
consenso del genoma di Drosophila melanogaster:

23. A volte, i cDNA si rivelano dei “mostri” nel senso che
vengono ottenuti dalla fusione di copie di DNA di due
differenti mRNA inseriti accidentalmente uno vicino
all’altro nello stesso clone. Supponiamo che un cDNA,
ottenuto dal nematode Caenorhabditis elegans, sia “un
mostro” poiché la sequenza di cDNA inserita predice
una proteina con due domini strutturali che normal-
mente non sono osservati nella stessa proteina. Come
si potrebbe sfruttare la disponibilita dell'intera sequen-
za genomica per stabilire se questo clone di cDNA & un
“mostro” o no?

24. Analizzando il genoma umano, si puo identificare un
gene che ha una lunga regione codificante, ma c’¢ la
delezione di due coppie di basi che altera il modulo di
lettura.

a. Come si puo stabilire se la delezione & corretta op-
pure & un errore di sequenza?

b. Sisa che la stessa delezione esiste nel gene omologo
presente nello scimpanzé mentre nel gorilla il modu-
lo di lettura del gene ¢ intatta. Data la rappresentazio-
ne filogenetica dei primati (qui sotto), che cosa si puo

Uomo
_EScimpanzé
Scimpanzé pigmeo
L QGorilla

Orangotango
|_ Symphalangus

Scimmia verde
Scimmia gufo

14 Genomiegenomica 537

concludere sul fatto che la mutazione & presente nel-
lo scimpanzé?

25. Analizzando il genoma dello scimpanzé, si puo osser-
vare che esso possiede tre omologhi di un gene, men-
tre gli esseri umani ne hanno uno solo.

a. Quali sono due possibili spiegazioni alternative per
questa osservazione?

b. Come si possono distinguere queste due spiegazio-
ni?

26.Lornitorinco € uno dei pochi mammiferi velenosi.
Il maschio ha un pungiglione sulla zampa posterio-
re con il quale puo rilasciare una miscela di protei-
ne velenose. Cercando nell’albero filogenetico rap-
presentato nella Figura 14.15, come si potrebbe fare
per determinare se le proteine velenose sono tipiche
dell’ornitorinco?

27. Supponiamo di aver sequenziato il genoma del batterio
Salmonella typhimurium, e di aver fatto un BLAST per
vedere le somiglianze all'interno del genoma di Salmo-
nella typhimurium per quanto riguarda le proteine no-
te. Si trova una proteina che ¢ identica al 100% a quel-
la del batterio Escherichia coli. Quando si confrontano
le sequenze nucleotidiche del gene di Salmonella typhi-
murium e di Escherichia coli, si trova che le loro sequen-
ze nucleotidiche sono identiche all’87%.

a. Spiegate questa osservazione.

b. Che cosa pud dire questa osservazione circa la si-
milarita della sequenza nucleotidica a fronte della se-
quenza proteica nell’analisi fatta per identificare il
gene?

28. Inattivando un gene con 'RNAI, di quali informazioni
si ha bisogno? E necessaria la posizione di mappa del
gene d’interesse?

29.Qual e lo scopo di generare fenocopie?

30.Qual ¢ la differenza tra la genetica diretta e la genetica
inversa?

® PROBLEMIIMPEGNATIVI
31. Abbiamo le seguenti sequenze ottenute da un clone
del genoma di Homo sapiens:

Lettura 1: ATGCGATCTGTGAGCCGAGTCTTTA

Lettura 2: AACAAAAATGTTGTTATTTTTATTTCAGATG
Lettura 3: TTCAGATGCGATCTGTGAGCCGAG

Lettura 4: TGTCTGCCATTCTTAAAAACAAAAATGT
Lettura 5: TGTTATTTTTATTTCAGATGCGA

Lettura 6: AACAAAAATGTTGTTATT

a. Usate le sei sequenze ottenute per creare una se-
quenza consenso del genoma dell’ Homo sapiens.

b. Traducete la sequenza consenso in tutti i possibili
moduli di lettura.

c. Si vada sulla pagina di BLAST del sito del’NCBI,
Centro nazionale dell’informazione biotecnologica
(http://www.ncbinlm.nih.gov/BLAST/, Appendice B)
e si veda se ¢ possibile identificare il gene di cui questa
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sequenza ¢ parte usando ognuno dei possibili modu-
li di lettura come interrogazione per il confronto delle
proteine (BLASTDp).

32. Alcune regioni considerevoli di differenti cromosomi
del genoma umano hanno sequenze nucleotidiche con
un’identita superiore al 99%. Queste regioni sono sta-
te trascurate nella produzione della sequenza del ge-
noma umano a causa della loro elevata similarita. Tra
le tecniche discusse in questo capitolo, quale potreb-
be essere utile ai ricercatori per verificare 'esistenza di
queste regioni duplicate?

33. Alcuni esoni nel genoma umano sono abbastanza pic-
coli (meno di 75 bp). Lidentificazione di alcuni “mi-
croesoni” ¢ difficile perché queste distanze sono trop-
po corte per usare 'identificazione dell’ORF o i codon
bias per determinare se le sequenze genomiche piccole
sono realmente parte di un mRNA e quindi di un poli-
peptide. Quale tecnica per “I'identificazione del gene”
puo essere usata per stabilire se una regione di 75 bp
puo essere considerata un esone?

34.8i stanno studiando le proteine che nel topo hanno
un ruolo nella traduzione. Tramite un’analisi BLAST
delle proteine attese del genoma del topo, si identi-
fica un insieme di geni che codificano proteine con
sequenze simili a quelle di fattori di inizio della tra-
duzione noti negli eucarioti. Si & interessati a deter-
minare i fenotipi associati alla perdita di funzione di
questi geni.

a. Usereste la genetica diretta o quella inversa per
identificare queste mutazioni?

b. Siillustrino brevemente due differenti approcci che
possano aiutare nella ricerca dei fenotipi con perdita
di funzione di uno di questi geni.

35. Lintero genoma di Saccharomyces cerevisiae € stato se-
quenziato. Questa sequenza ha permesso di identifi-
care tutti i possibili moduli di lettura (ORF, sequenze
geniche che presentano segnali di inizio e di fine della
traduzione) nel genoma. Alcune delle ORF sono geni
gia noti con funzioni stabilite; le restanti sono chiama-
te moduli di lettura non assegnati (URF). Per dedur-
re le possibili funzioni delle URF, esse sono state siste-
maticamente convertite, una alla volta, in alleli nulli
mediante tecniche di knockout in vitro. I risultati sono
iseguenti:
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15 % sono letali quando sottoposti a knockout

25 % mostrano mutanti fenotipici (alterazioni morfo-
logiche, alterazioni nutrizionali, e cosi via).

60 % non hanno fenotipo mutante e sono tutti simili al
wild-type.

Si spieghino le possibili basi molecolari e genetiche di
queste tre categorie di mutanti, riportando degli esem-
pi dove ¢ possibile.

36. Ceppi differenti di E. coli sono responsabili di infezioni
entero-emorragiche dei tratti urinari. Basandosi sulle
differenze tra il ceppo benigno K-12 e quello entero-
emorragico O157:H7, si potrebbe dire che ci sono ovvie
differenze genomiche:

a. Tra K-12 e i ceppi uro-patogenici?
b. Tra il ceppo 0157:H7 e quelli uro-patogenici?

Ceppo K-12
non patogenico

CFT073
uro-patogenico

1623
21,2%

Ceppo O157:H7
entero-emorragico

Proteine totali = 7638

2996 (39,2%) in tutti e tre
911 (11,9%) in due su tre

3554 (46,5%) in uno su tre

c. Che cosa potrebbe spiegare le differenze di contenu-
to genomico fra ceppi a due a due?

d. Come possono essere saggiate le funzioni dei geni
specifici di un ceppo?



