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Introduzione

Il concetto di intellettuale, e di conseguenza quello di scienziato, si € evoluto in
maniera molto varia nel corso dei secoli fino ad assumere ai giorni nostri una
fisionomia diversa da quella che poteva possedere, ad esempio, durante il Medio-
evo. Se infatti sei o sette secoli fa era ancora possibile poter immaginare il sapere
enciclopedico racchiuso in un’unica persona (si pensi agli illustri casi di Dante
Alighieri e Leonardo Da Vinci), oggi si assiste ad una spiccata specializzazione
del sapere dello scienziato. Cio ¢ del tutto normale e plausibile se si pensa al-
I'incredibile ampliamento del sapere e delle conoscenze che si ¢ sviluppato nel
corso dei secoli. Se quindi un tempo addirittura non si distingueva tra letterato
e scienziato, perché un individuo poteva essere I'uno e l'altro, oggi non risulta
nemmeno piu sufficiente distinguere, ad esempio, tra fisici, chimici e matematici,
per poter ritenere di aver una conoscenza globale e completa di un determinato
ambito di studio.

Tuttavia, oggigiorno si assiste ad una sorta di ‘inversione di tendenza’. Non
¢ piu possibile in alcuni ambiti continuare a fare ricerca specializzandosi ecces-
sivamente in un settore. Al contrario, in molti casi, & necessario che addetti ai
lavori di discipline diverse interagiscano al fine di analizzare da pit punti di vista
un problema, dandone un quadro piu completo. E il caso per esempio dei sistemsi
complesst.

Un sistema complesso celebre e il DNA e il sistema proteico da esso codifi-
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cato'. In un primo momento dopo la sua scoperta vi era la convinzione secondo
la quale si sarebbe conquistata una forte capacita predittiva nell’individuare le
caratteristiche biologiche di un organismo, soprattutto dell'uomo, non appena
tutti i ‘messaggi’ contenuti nel DNA e nelle proteine fossero stati decifrati. I dati
fornitici dalla ricerca tuttavia hanno presto smentito un’ipotesi di lavoro tanto
semplicistica, mentre hanno delineato la necessita di analizzare il sistema dal
punto di vista di discipline diverse e varie. Nascono in questo modo discipline
‘ibride’ come la biofisica, la biologia computazionale, la bioinformatica.

In questo scenario di interdisciplinarieta gioca un ruolo importante anche la
figura del fisico. Cio che si vuole fare ¢ analizzare sistemi biologici in maniera
sostanzialmente diversa da quella ‘standard’, usando appunto metodi tipici della
fisica. Il lavoro qui presentato ha proprio queste caratteristiche: viene formulato
un modello innovativo che mira a studiare le proprieta statistiche del proteoma
al fine di far emergere le relazioni evolutive in particolari famiglie di proteine.

L’affrontare un problema di questo tipo ha richiesto lo studio di argomenti che
esulano dal background culturale di un fisico, ma che sono probabilmente di base
in ambito biologico. Per questo motivo si e svolta nella prima parte del lavoro
una trattazione generale della genesi e dei metodi della filogenesi molecolare,
la disciplina che studia le relazioni evolutive basandosi sull’analisi di sequenze
nucleotidiche e aminoacidiche, e di alcune tecniche di bioinformatica. La formu-
lazione del modello sara discussa nella seconda parte del lavoro: introdurremo
un nuovo concetto di distanza filogenetica basato sulla ricerca di tratti statisti-
camente significativi all’interno del proteoma. Con questo metodo sara possibile,
come mostrato nella terza parte del lavoro, studiare le relazioni di omologia di una

particolare famiglia di proteine: le connessine (anche dette gap-junction proteins).

1'Una piccola percentuale del DNA, mediante i processi di trascrizione e traduzione, codifica
per le proteine.
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Filogenesi molecolare

1.1 Il processo evolutivo

Gli “errori” nella tramissione genetica sono alla base dei processi evolutivi che
pur partendo da un unico progenitore comune (gene o proteina) hanno prodotto
nel tempo l'enorme diversita delle forme di vita attuali. La trasmissione del-
I'informazione genetica si ottiene attraverso il processo di replicazione del DNA.
Anche se I'apparato di replicazione e molto accurato, e possibile, sebbene con una
probabilita molto piccola, che si verifichino degli errori, ovvero mutazioni della
sequenza di DNA che possono poi essere eventualmente “fissati” in tutta la popo-
lazione degli individui di quella specie o in una larga frazione di essa. Oltre alla
sostituzione di un nucleotide con un altro, lungo la sequenza di DNA, possono
intervenire altri cambiamenti dovuti all’inserzione o alla delezione di tratti piu
o meno lunghi, oppure a riarrangiamenti di vario tipo. Questo spiega perché gli
organismi viventi, pur discendendo da un unico progenitore comune, posseggono
genomi di dimensioni molto diverse tra loro, da alcuni milioni di nucleotidi nei

batteri a circa tre miliardi nell'uomol1].
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1.2 Mutazioni

Le mutazioni subite dal DNA si riflettono inevitabilmente nei suoi prodotti: nel
transcrittoma e nel proteoma. Le sostituzioni di nucleotidi, per motivi chimici,
non sono equiprobabili. Per esempio, ¢ piu alta la probabilita che si verifichi una
transizione, cioé la sostituzione di una purina con una purina e di una pirimidina
con un’altra pirimidina, piuttosto che una trasversione, cioé la sostituzione di una
purina con una pirimidina e viceversal. Tuttavia non tutte le mutazioni incidono

nella stessa maniera sul processo evolutivo. Esistono infatti:
e mutazioni vantaggiose;
e mutazioni svantaggiose;
e mutazioni neutrali.

La selezione naturale favorisce le prime, contrasta le seconde e non ha alcuna
influenza sulle ultime. Nel caso infatti delle mutazioni neutrali vi e si la sosti-
tuzione di un nucleotide, ma questa non porta ad un cambiamento in termini di
composizione aminoacidica nella codifica della proteina®. Per questo motivo in
alcuni studi filogenetici si preferisce effettuare dei confronti tra sequenze proteiche

piuttosto che genomiche.

!Sono purine I’adenina (indicata con A) e la guanina (indicata con G). Sono pirimidine la
citosina (indicata con C) e la timina (indicata con T).

2Stiamo assumendo che la mutazione avvenga in un sito nucleotidico della parte tradotta.
Ricordiamo che non c’¢ una corrispondenza biunivoca tra triplette e aminoacidi. Il numero
totale di possibili triplette & 43 = 64, mentre gli aminoacidi sono in tutto 20. Cio implica che
un aminoacido possa essere codificato da piu di una tripletta.
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1.3 Geni ortologhi e paraloghi

Sulla base di cosa si costruisce un albero filogenetico? Normalmente si operano
dei confronti su geni omologhi. Due geni o due proteine si dicono omologhi/e se
derivano da un progenitore comune. Alla luce di questa definizione e evidente che
I’omologia non coincide con la similarita, che invece si ha quando due sequenze
hanno una composizione molto simile in termini di siti. Due geni o due proteine
possono essere omologhi, ma poco simili. Quasi sempre invece due sequenze simili
sono anche omologhe. In quei rari casi in cui non lo sono si parla di convergenza
evolutiva.

L’omologia & di due diversi tipi. Due sequenze omologhe si definiscono or-
tologhe se appartengono a due specie diverse e il loro processo di divergenza ha
avuto origine in seguito al processo di speciazione da cui le due specie suddette
hanno avuto origine. In tal caso la sequenza originale da cui le due sequenze
derivano era presente nel piu recente progenitore delle due specie. Due sequenze
si dicono paraloghe se il loro processo di divergenza ha avuto origine in seguito
ad un processo di duplicazione genica. Solo nel primo caso I’evoluzione dei geni
segue 'evoluzione degli organismi e la filogenesi delle sequenze dovrebbe ripro-
durre quella degli organismi da cui queste derivano. Si assume che i prodotti
di geni ortologhi conservino la stessa funzione, mentre quelli di geni paraloghi

spesso si specializzano in funzioni differenti.

1.4 Gl alberi filogenetici

Le relazioni evolutive tra gli organismi, o piu in generale tra geni omologhi, pos-
sono essere modellizzate mediante alberi filogenetici. Un albero filogenetico ¢ un

grafico costituito da nodi, rami e foglie. Le foglie (nodi esterni) sono etichettate
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Figura 1.1: Esempi di omologia applicati alla famiglia delle globine. Nella stessa
specie possono esistere diversi tipi di globine, come la « e la 3, che sono quindi
paraloghe; inoltre diverse specie, come la rana, il topo e il pollo, possiedono
I'a-globina e la (-globina. L’a-globina (la (-globina) sono quindi ortologhe [2].

con le specie o le sequenze note che si vogliono confrontare; i nodi interni rappre-
sentano ipotetici predecessori incogniti degli oggetti iniziali. I rami definiscono le
relazioni in termini di discendenza evolutiva. Da ogni nodo si dipartono sempre
tre rami: due discendenti ed uno ascendente verso il nodo progenitore. Nella
maggior parte dei casi non si hanno alberi politomici, ovvero alberi che abbiano
in un nodo piu di due rami discendenti; in tal caso ’albero si dice completamente
risolto.

Se un albero filogenetico descrive esclusivamente le relazioni filogenetiche tra
i vari nodi e la lunghezza dei diversi rami non ha alcun significato, si parla di
cladogramma. Se invece la lunghezza dei rami ¢ proporzionale alla distanza evo-
lutiva tra i nodi, 'albero e detto filogramma. Gli alberi si classificano anche
in rooted e unrooted (con o senza radice). Un albero rooted possiede un nodo

particolare, la radice appunto, che rappresenta il comune progenitore di tutti i
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nodi rappresentati nell’albero (figura 1.2)3. In questo caso i rami dell’albero sono
orientati in funzione del tempo. Un albero unrooted descrive esclusivamente le
relazioni evolutive tra le unita tassonomiche senza fornire alcuna informazione
circa il processo evolutivo in funzione del tempo (figura 1.2). In altre parole, sap-
piamo soltanto quanto una specie e lontana da un’altra in termini di evoluzione.
Solitamente la forma rooted di un albero filogenetico viene utilizzata solo se si
assume la validita dell'ipotesi di orologio molecolare*. Quando vi & una diversa
velocita di evoluzione tra le specie, viene determinato soltanto 1’albero unrooted,
oppure un albero rooted nella forma di cladogramma.
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Figura 1.2: Rispettivamente un esempio di albero unrooted e uno di albero rooted.
Gli alberi rappresentano le relazioni filogenetiche tra le connessine umane [2].

3La scelta della radice per un albero rooted non & univoca. Per stabilire dove piazzare la
radice € necessaria un’ipotesi aggiuntiva.

4Si parla di orologio molecolare quando si ha proporzionalitd diretta tra numero di sosti-
tuzioni nucleotidiche o aminoacidiche che si accumulano tra geni o proteine omologhe e tempo
intercorso per la loro divergenza.
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1.4.1 Metodi per la costruzione di alberi filogenetici

I metodi comunemente utilizzati per costruire alberi filogenetici possono essere
inquadrati essenzialmente in due classi: metodi basati su algoritmi di clustering
e metodi di ottimizzazione. I primi si sviluppano a partire da una definizione di
distanza tra sequenze e per questo motivo sono anche detti metodi-distanza. 1
piu famosi sono il Neighbor-joining, che descriviamo dettagliatamente in 1.4.2; e
I"UPGMA(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). I metodi di
ottimizzazione si basano invece sulla massimizzazione di una funzione obiettiva
di qualita dell’albero. Questi metodi hanno come vantaggio quello di partire di-
rettamente dalle sequenze e non da una matrice di distanze. Cio evita la perdita
di una parte dell’informazione conseguente al multiallineamento delle sequenze,
comportando pero un notevole aumento della complessita computazionale che
rende i metodi inutilizzabili nel caso di grandi set di dati. I metodi di ottimiz-
zazione piu noti sono quello della massima parsimonia e quello della massima

verosimiglianza.

1.4.2 11 Neighbor-joining

Il Neighbor-joining ¢ un metodo di costruzione di alberi filogenetici che richiede
come unico dato di partenza una matrice di distanze, ossia una matrice che nel
posto ij contenga la ‘distanza’ tra la sequenza ¢ e la sequenza j. Il metodo
potrebbe quindi dare risultati diversi per lo stesso set di sequenze se vengono
utilizzate definizioni diverse di distanze. Diremo in seguito (1.5) quali sono le
caratteristiche che deve rispettare una definizione di distanza e quali sono le
definizioni pit comunemente usate in letteratura. Qui ci limitiamo a descrivere
come procede l'algoritmo del Neighbor-joining una volta datogli una matrice di

distanze.
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Figura 1.3: Illustrazione dell’algoritmo del Neighbor-Joining. A partire da un al-
bero completamente non risolto (star phylogeny) vengono via via determinati, con
N — 3 steps, tutti i rami interni dell’albero in modo che la lunghezza complessiva
di tutti i rami sia la piu piccola possibile.

F

L’idea di base di questo algoritmo e quella di confrontare tra loro coppie di
unita tassonomiche e di costruire dei clusters che risultino ‘separati’ dal resto,
ossia che non siano contenuti l'uno nell’altro. Per far cio i clusters costruiti dal
Neighbor-Joining sono formati dai cosiddetti vicini (neighbors) che sono definiti
come due foglie che sono in relazione tra loro piu che con tutte le altre e che per
questo sono connesse attraverso un solo nodo all’albero. Lo scopo dell’algoritmo
e quello di minimizzare la lunghezza di ogni ramo, basato sul minimum evolution
criterion’.

L’algoritmo e iterativo di N —3 steps, dove N ¢ il numero di sequenze utilizzate

nell’analisi. Data una matrice di distanze d;; con¢ =1,...,Nej=1,..,N, ad

ogni ciclo le operazioni da svolgere sono:

1. per ogni sequenza i calcolare R; = >, i dik;

571 criterio vuole che siano piu vicine evolutivamente specie che differiscono meno.
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2. scegliere la coppia di sequenze (i, j) per cui la quantita S;; = (N — 2)d;; —

R; — R; ¢ minima;

3. unire i e j ad un cluster (7, 7) mediante un nodo dell’albero e calcolare la
lunghezza dei rami che collegano i e j a questo nuovo nodo (i,j) nel modo

seguente:

(2

(R — R)) 1 (R — Ri).
2(N—2)

1
Giin = 5+ 5 o) diin = 5di +

4. calcolare cosi la distanza del nuovo cluster da ogni altro cluster k:

dir + djr. — dij
diij) e = 5 ,

5. Sostituire le sequenze i e j con il cluster (ij) e ricostruire una nuova matrice
usando come distanza del cluster dalle altre sequenze (o dagli altri cluster)
quella definita nel punto precedente. Si otterra in questo modo una matrice

di ordine inferiore di un’unita. [1][4][5]

1.5 Determinazione delle distanze genetiche tra
sequenze e matrici delle distanze

Come abbiamo gia detto, una categoria di metodi per la costruzione di alberi
si basa sull’osservazione che gli alberi stessi possono essere rappresentati dalle
distanze. Tali metodi cercano di convertire la distanza tra due sequenze in alberi
filogenetici.

Alla base di tali metodi c¢’e quindi l'ipotesi che, seguendo un qualche criterio
biologico, si possa associare ad un insieme di sequenze (Si, Ss, ...Sy) una distanza

d(S;, S;) = d;; tale che:
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dij > 0Vi,j
dij — dji

Viene chiamata matrice distanza la matrice D che contiene d;; alla riga i e
alla colonna j. La matrice & quadrata, simmetrica e di dimensione N (numero di
sequenze del set). Come si pud immaginare, & possibile introdurre un’infinita di
definizioni di distanza tra sequenze. Tuttavia, il metodo standard costruisce la
matrice di distanze a partire da un ‘allineamento’ delle sequenze. Come abbiamo
gia visto parlando di mutazioni, sequenze omologhe possono subire inserzioni o
delezioni di uno o piu siti nucleotidici o aminoacidici. Cio porta ad una differenza
di lunghezza tra le sequenze che comporta dei problemi nella definizione e nell’im-
plementazione del concetto di distanza. Le sequenze vanno allora allineate®, cioé
si fa in modo che risultino appaiati, anche mediante l'inserzione di spazi vuoti
(normalmente rappresentati con il simbolo “-”), quei siti che provengono dallo
stesso sito del progenitore. In questo modo le sequenze sono riportate ad avere la
stessa lunghezza ed ¢ cosi possibile parlare di distanza genetica tra due sequen-
ze, aminoacidiche o nucletodiche: essa e definita come il numero di sostituzioni
necessarie per poter “sovrapporre” una sequenza sull’altra. La distanza viene poi
normalizzata rispetto alla lunghezza delle sequenze e pertanto I'unita di misura

piu naturale da utilizzare ¢ data dal numero di sostituzioni per sito.

6Gli algoritmi di allineamento costituiscono uno dei pili importanti campi di applicazione
della bioinformatica. Quando si hanno piu di due sequenze si parla di multiallineamento.
Essendo impossibile trovare un allineamento esatto tra piu sequenze a causa delle difficolta
computazionali, si & costretti a ricorrere ad algoritmi dinamici ed euristici. Come ¢ facile
intuire, in base all’algoritmo utilizzato si puo avere un diverso allineamento delle sequenze e
quindi una diversa matrice di distanze.
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Figura 1.4: Esempio di allineamento delle sequenze aminoacidiche di alcune
connessine effettuato con il programma ClustalX.

La distanza genetica cosi definita non ¢ tuttavia coincidente con la reale di-
stanza evolutiva. Infatti a causa della possibilita di sostituzioni multiple sullo
stesso sito (multiple hits), di sostituzioni convergenti e di retromutazioni, il nu-
mero di sostituzioni che viene osservato tra una coppia di sequenze e inferiore
rispetto al numero di sostituzioni che effettivamente hanno avuto luogo. Per
questo motivo, al fine di ricostruire il giusto processo evolutivo stimando I'effettivo
numero di sostituzioni avvenute, si ricorre a metodi di natura stocastica.

I modelli matematici utilizzati mirano a costruire una matrice delle proba-
bilita delle sostituzioni basandosi su alcune assunzioni aprioristiche derivanti da
considerazioni di tipo biologico. La maggior parte di questi modelli e stata svilup-
pata per valutare le sostituzioni nucleotidiche. In questo caso si ha a che fare con
matrici 4247, pitt semplici da definire e gestire. I modelli pitl noti per sostituzioni
nucleofile sono quelli di Jukes & Cantor, Kimura, Tamura, Lanave et al. e Sac-
cone et al.. Le matrici di sostituzione utilizzate per le sequenze aminoacidiche
sono le PAM e le BLOSUM, costruite in base ad osservazioni sperimentali di
famiglie di proteine la cui evoluzione & nota®. Per calcolare la distanza genetica

tra sequenze aminoacidiche si puo anche usare la formula proposta da Kimura:

dij = —In (1 —p—0.2p?) (1.2)

“La matrice & di dimensione 4 perché ogni nucleotide puo essere sostituito con uno degli altri
tre.
8vedi appendice C per dettagli sulle matrici PAM e BLOSUM.
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dove p ¢ la frazione di aminoacidi diversi tra la sequenza i e la sequenza j. E stato
empiricamente dimostrato che tale formula fornisce una buona approssimazione
per sequenze non troppo divergenti (p < 0.7). Un requisito fondamentale per
I’applicabilita dei modelli stocastici e la stazionarieta della composizione in basi
o in aminoacidi. Tale condizione implica che le sequenze considerate nell’analisi
devono avere, entro le normali fluttuazioni statistiche, la stessa composizione in
basi o aminoacidi. E necessario effettuare la verifica della stazionarieta prima
di applicare qualunque modello per I’analisi evolutiva delle sequenze in quanto
Iinclusione nell’analisi di sequenze composizionalmente divergenti porterebbe a
risultati non accurati. E possbile introdurre un ulteriore parametro, che puo
essere utilizzato per modellare il processo di evoluzione molecolare, e che serve
a tener conto che i siti considerati non sono ugualmente variabili. Per esempio,
nelle sequenze aminoacidiche alcuni residui importanti per 'attivita funzionale
della proteina sono del tutto invarianti o mostrano una limitatissima variabilita,
mentre altri siti funzionalmente meno rilevanti mostrano una variabilta piu o

meno marcata.
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Peptidi over-represented: la
chiave per una nuova analisi

filogenetica

Analizzando particolari geni o famiglie di geni sono state scoperte importanti
relazioni evolutive. Mediante per esempio lo studio della piccola subunita riboso-
miale (SSU rRNA), Doolittle ha scoperto la tripartizione fondamentale dell’albero
della vita in Batteri, Archea e Eucarioti[6](vedi figura 2.1).

Non sempre tuttavia l'albero costruito analizzando una sola famiglia di geni
corrisponde all’albero che descrive le relazioni tra le specie. L’incongruenza tra
“albero dei geni” e “albero delle specie” puo essere determinata da varie cause.
La piu frequente sta nel fatto che alcuni dei geni considerati non sono realmente
ortologhi ma paraloghi. Altre possibili cause di differenza possono essere eventi di
trasferimento genico orizzontale, fenomeni di evoluzione concertata o di pressione
mutazionale direzionata che produce eterogeneita composizionale tra le sequenze.
Inoltre, un’analisi che utilizza come unico dato un set di sequenze ha un carat-

tere locale e non tiene conto in alcun modo di informazioni contenute nell’intero

14
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Figura 2.1: L’albero della vita con le tre principali ramificazioni: batteri, archea
e eucarioti.

patrimonio genetico.

Ferraro et al. (2004)[7] e Qi et al. (2004)[8] hanno proposto due metodi per
ricostruire la filogenesi tra specie ovviando il problema della localita dell’analisi.
In entrambi i metodi lo studio € condotto non su una sola famiglia di sequenze,
ma sull’intero proteoma delle specie in esame. In questo modo e stato per esem-
pio possibile guadagnare “potere risolutivo” nella conoscenza e nello studio delle
discendenza dai tre rami fondamentali dell’albero della vita avendo a disposizione
un’analisi globale piuttosto che una locale[7].

In questo lavoro di tesi, utilizzando alcune delle caratteristiche del metodo pro-
posto da Ferraro et al.[7], abbiamo potuto costruire un utile strumento di indagine
per sondare le informazioni evolutive contenute nelle sequenze aminoacidiche di
alcune proteine. Inoltre il metodo ha anche potenzialita non ancora del tutto

studiate cui accenneremo nel capitolo 4.
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2.1 Ipotesi di base

I proteomi non sono un insieme random di peptidi. In passato e stata dimostrata
I’esistenza di fenomeni lontani dalla “casualita”, come il clustering di aminoacidi
o le forti correlazioni tra segmenti diversi di proteoma [9][10]. Tenendo conto di
cio, supponiamo che a livello molecolare ’evoluzione biologica si possa manifestare
tramite alcuni segmenti “significativi”. Normalmente si considerano significativi
quei tratti di proteina che deviano sensibilmente dall’essere un “assemblaggio”
random di aminoacidi. Il metodo che si propone e quindi basato sulla ricerca e
sullo studio di peptidi di lunghezza k che in un proteoma reale emergono molte
piu volte rispetto a quanto farebbero in un proteoma random. Questi peptidi

sottostanno a particolari condizioni statistiche di significativita.

2.2 1 k-peptidi significativi

Una proteoma P ¢ costituito da un insieme di np sequenze proteiche (o proteine).
Le sequenze proteiche sono stringhe di diversa lunghezza formate da un alfabeto
A di 20 lettere!:

A={01,09,...,0%0};

dove ogni ¢ rappresenta un aminoacido diverso. Se il proteoma P ¢ costituito in
tutto da Np aminoacidi, si puo calcolare la frequenza di ogni carattere nel modo

seguente:

flo;) = ;—;j: 1,...,20 (2.1)

dove n; ¢ il numero di volte che il j-esimo aminoacido compare nel proteoma.

121 lettere se si considera che le zone a bassa complessita (zone a scarso significato biologico)
vengono mascherate con il carattere X.
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Indichiamo con L; con ¢ = 1, ..., np la lunghezza dell’i-esima proteina. Ovvia-

mente si ha:
np
> Li=Nr
i=1

Chiamiamo k-peptide una sequenza di k lettere contigue. Con un alfabeto di
20 simboli, si possono formare in tutto 20* k-peptidi diversi (disposizioni di 20
elementi con ripetizione presi a k a k). Per contare il numero di totale di k-peptidi
presenti nel nostro proteoma, li selezioniamo in maniera overlapping: facciamo
cioé scorrere una finestra di lunghezza k, di un aminoacido alla volta sul nostro
proteoma, senza pero che essa si trovi a “cavallo” tra la fine e l'inizio di due
proteine consecutive. Tenendo in conto cio, nel proteoma abbiamo in totale un
numero di k-peptidi pari a:
np

N =3 "(Li—k+1) = Np—np(k — 1) (2.2)
i=1
L’apice k per N ](Dk) indica che stiamo calcolando il numero totale di k-peptidi nel
nostro proteoma P.
(k
J

Indicando con p ) = {0j1,0j2,...,0j,} il j-esimo k-peptide, possiamo contare

il numero di volte che compare nel proteoma. Indichiamo questo valore con N ;O),
dove o sta per ‘observed’. Diamo inoltre una stima del numero di volte in cui lo
stesso k-peptide comparirebbe in un proteoma random di stessa lunghezza, con
lo stesso numero di k-peptidi e tale da mantenere la stessa frequenza aminoacidi-

ca calcolata con la (2.1). Indichiamo questa quantita con N](e), dove e sta per

‘expected’ e la stimiamo nel modo seguente:

N9 = NP Prip] (2.3)

dove possiamo stimare la probabilita di occorrenza del j-esimo peptide Pr[pg-k)]
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con il prodotto delle frequenze delle lettere che lo compongono, ovvero:

k

Prip) = f(o1) - f(oj2) s flo) =[] o) (24)

i=1
Per il j-esimo k-peptide la cui occorrenza attesa e N;e), possiamo calcolare
la probabilita che esso sia osservato N volte in un proteoma random usando la

distribuzione di Poisson:

(ennN
[N;]

Pr N

N = eV (2.5)

N [

Stiamo utilizzando la statistica di Poisson, ovvero la statistica degli eventi rari,
perche si ha che N ;e) < [NE] per i valori di k che vogliamo utilizzare.
Definiamo statisticamente rilevanti quei k-peptidi che si trovano “nella coda”

(=5% dell’area) della poissoniana, ovvero quelli per cui N(® ¢& tale che:

N (o)
/ Prye[N'JdN' > 0.95 (2.6)
0

Chiamiamo d’ora in poi k-motivi questi particolari k-peptidi. I k-peptidi per cui
invece si ha N(© ~ N(© saranno chiamati k-peptidi ezpected [7].

Si vede che i k-motivi si presentano raramente da soli nelle proteine, ma
sono quasi sempre clusterizzati o addirittura si sovrappongono (la fine di un k-
motivo coincide con l'inizio di un altro), formando lunghi tratti statisticamente
importanti.

Il procedimento appena illustrato deve essere eseguito per ognuno dei proteomi

delle specie oggetto dell’analisi filogenetica.



Capitolo 2. Peptidi over-represented: la chiave per una nuova analisi
filogenetica 19

2.3 1 k-dizionari

Chiamiamo k-dizionario e lo indichiamo con Z,(k) l'insieme costituito dai k-
motivi (ossia i k-peptidi statisticamente rilevanti) che compaiono contemporanea-
mente in almeno n proteomi del set. Quindi Z;(k) indica l'insieme di tutti i
k-motivi trovati, Z5(k) € l'insieme di quelli comuni almeno a due specie, mentre
Z1(k) — Zy(k) ¢ linsieme di quelli specifici: 1 k-motivi che si presentano in un
solo proteoma.

Nei k-dizionari sono quindi elencate tutte quelle ‘parole’ di cui ci importa se
espresse in una sequenza. La conservazione, la scomparsa o I'apparizione di una
di queste parole nel corso dell’evoluzione e di gran lunga piu significativa di tutte
le altre, poiché devia largamente dalla casualita.

In linea di principio per n = 1,..., P, dove P e il numero dei proteomi in
esame, posso costruire un dizionario Z, (k) con k anche arbitrariamente grande.
Tuttavia avra poco senso usare dizionari con k < 4 e k > 6. Infatti ricordiamo
che con un alfabeto di 20 simboli si possono formare 20* parole di lunghezza k e
quindi:

e per k < 4 i dizionari conterrebbero un numero esiguo di k-motivi (sicura-

mente meno di 20% = 8000);

e per k > 6 vi e un numero di parole confrontabile se non maggiore di quelle
contenute all’interno del proteoma. Infatti gli aminoacidi contenuti in un
proteoma, sono dell’ordine? di 107 = 108 e per k¥ = 7 si hanno 1.28 - 10°

parole. Vi sono quindi problemi di campione statistico troppo piccolo.

Questo ¢ il motivo per cui nel seguito utilizzeremo k-dizionari con k = 4,5, 6.

2In base alla (2.2), 'ordine del numero di parole di lunghezza k contenute in un proteoma
¢ lo stesso del numero Np di aminoacidi poiché si ha sempre che Np >> np.
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2.4 Una nuova definizione di distanza

Dato un set di NV sequenze supposte omologhe, provenienti dai proteomi utilizzati
per la costruzione dei k-dizionari descritti in 2.3, vogliamo definire una nuova
distanza tra coppie di sequenze. Costruiremo cosi una matrice di distanze che sara
usata per creare l'albero filogenetico mediante ’algoritmo del Neighbor-Joining

(vedi 1.4.2).

2.4.1 Le matrici delle co-occorrenze e la definizione di

distanza

Si scelga un certo dizionario Z, (k). Dopo aver mascherato con il carattere X le
zone a bassa complessita delle N sequenze in esame, le si ordinino associando a
ciascuna un indice ¢ compreso tra 1 e N. Si costruisca una matrice quadrata M
di ordine N che contenga nella riga ¢ e nella colonna j il numero di parole diverse
del dizionario presenti contemporaneamente (almeno una volta) nella sequenza i
e nella sequenza j (vedi figura 2.2).

Chiameremo M (n, k) matrice delle co-occorrenze e indicheremo con m;;(n, k)
i suoi elementi. La presenza dei simboli n e k ricorda che la matrice delle co-
occorrenze dipende dalla scelta del dizionario Z,(k). Dalla definizione, sulla
diagonale della matrice vi sarebbero il numero di parole del dizionario che co-
occorrono tra la sequenza ¢ e la sequenza i, ovvero il numero di parole considerate
statisticamente significative presenti nella i-esima sequenza.

La nostra ipotesi di lavoro ¢ la seguente: il numero di parole del dizionario
condivise dalle sequenze ¢ legato alla distanza evolutiva dal progenitore comune.

3

Piu sara alto il numero di parole condivise, maggiore memoria° si conserva del

3La memoria che si conserva della sequenza progenitore & quella della parte statisticamente
significativa, ovvero quella che devia sensibilmente dalla casualita e che e stata conservata dalla



Capitolo 2. Peptidi over-represented: la chiave per una nuova analisi
filogenetica 21

MAAAAA MAAAAA MAAAAA

MAAAAA MAAAAA

Figura 2.2: Nell’esempio in figura, abbiamo due sequenze diverse che contengono
entrambe il 6-peptide MAAAAA, supposto significativo. Il fatto che il peptide
sia espresso piu volte sia nella prima che nella seconda sequenza non incide sul
calcolo delle co-occorrenze: viene conteggiata comunque una sola co-occorrenza.

progenitore comune e piu le sequenze saranno vicine dal punto di vista evolutivo.
Definiremo quindi la distanza tra la sequenza i e la sequenza j come l'inverso del

numero di parole che co-occorrono tra di esse. Quindi:

1
mij (n, k)

dig(n, k) peri# (2.7)

dij(n,k) = 0 peri=j

Occorre notare che differenziamo la definizione in base ase i # j o1 = j
affinché sia rispettata la seconda delle proprieta di distanza date in (1.1). Poiché
M & una matrice simmetrica di interi, la nostra definzione (2.7) rispetta le altre

due proprieta (1.1), cioé si ha sempre che:

1
dign k) = ——— £
i(n, k) mij(n,k?)>0p€T27éj
1 1
dij(n,k’) = = :dﬂ(n,k)

mij(n, k) mji(n, k)

selezione naturale.
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2.4.2 Significativita statistica dei risultati

Perché i risultati emergenti con questa definizione di distanza possano essere con-
siderati validi, bisogna accertarsi della significativita delle co-occorrenze osservate
tra le sequenze. Nulla infatti esclude che le co-occorrenze che osserviamo siano
dovute al caso e non ad un particolare significato evolutivo che le determina.
Occorre valutare allora se questo numero di parole condivise e significativamente
piu grande rispetto a quello atteso in base alla probabilita che una certa stringa
di k-lettere compaia contemporaneamente in due sequenze.

Per trovare un’espressione analitica di questo punteggio di significativita sen-
za ricorrere ad esperimenti numerici, € necessario fare un’ipotesi semplificatrice:
dato l'alfabeto di aminoacidi A = {0y, 09, ..., 09}, si assume che tutti i caratteri

si presentino con eguale probabilita, cioé:

1

ploi) = 20

Fatta questa premessa, date due sequenze 7 e j di lunghezza L; e L;, stimiamo

la significativitd Zgeore(i7)[11][12], definita come:

nobs _ n?i?p

Zscore@j) - % (28)

dove n%’-’s sono le co-occorrenze osservate nelle le due sequenze i e j, mentre n;;”

e 02 sono il valore medio e la varianza (momenti statistici di ordine primo e

secondo) della distribuzione di probabilita per il numero di co-occorrenze in i

e j. Stabiliamo quindi che il numero di co-occorrenze n;?]’-’s sara significativo se
Zscore(i7j> > 2.
Vediamo adesso come valutare nff P . Una sequenza lunga L pud contenere

al massimo un numero N = L — k + 1 di k-parole diverse. La probabilita che una
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k-parola occorra t volte nella sequenza e una binomiale:

N _ 1
Bho = () eonp=grea=1-y 29)

La probabilita che quella data k-parola non occorra (¢ = 0) & quindi:

L }HH (2.10)

B0 =0 = (1= = 1= 5

Allora la probabilita che una certa k-parola co-occorra almeno una volta nelle

due sequenze i e j ¢:

P(k-parola) = (1— B}, (0)(1— B) _,(0)) =

1 L;—k+1 1 Lj—k‘-i-l
— i (1-— 1—(1-—
() ()

Il numero medio di co-occorrenze ng;” sara quindi:

n;:? = Nparole P(k—parola)

)

dove Npgroe € il numero di k-motivi contenuti nel dizionario. Poiché la varianza

o2 della distribuzione binomiale (2.9) &:
o>=N-p-(1—-p)

e poiché stiamo trovando che la probabilita di co-occorrenza di una certa parola

¢ una binomiale che ha p = P(k-parola) e N = Npgroie, 1€l nostro caso si ha:

0% = Nparole P(k—parola)(1 — P(k—parola))
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Abbiamo cosi tutti gli ingredienti per valutare la significativita statistica delle

co-occorrenze in due sequenze ¢ e j:

nobs _ perp
Zscore(ij) = % =
B n¢? — Npapore P (k—parola) 2.11)
v/ Nparote P(k—parola)(1 — P(k—parola)) '

Solo dopo avere controllato il valore dello Z,... per tutte le coppie di sequen-
ze oggetto di studio, si puo procedere con un’analisi filogenetica che utilizzi la

definizione di distanza (2.7).



Capitolo 3

Un’applicazione: la filogenesi

delle connessine

Abbiamo applicato il metodo descritto nel capitolo 2 alla famiglia delle connes-
sine, dette anche gap junction proteins [12]. 1l metodo & stato utilizzato per
ricostruire gli alberi filogenetici delle connessine presenti in 5 specie diverse: lo
zebrafish (Danio Rerio), il gallo (Gallus Gallus), il topo (Mus Musculus), il ratto
(Rattus Norvegicus) e 'nomo (Homo Sapiens). Inoltre, il metodo ¢ stato utilizza-
to anche per indivduare le connessine ortologhe nelle diverse specie. Quest’ulti-
mo aspetto del metodo e risultato particolarmente utile poiché sussistono ancora
diverse incertezze sull’individuazione di alcuni ortologhi.

La parte del metodo descritta nel capitolo 2 e stata implementata scrivendo dei
codici numerici in C++. Per la costruzione degli alberi filogenetici sulla base della
matrice di distanze prodotta e stato utilizzato il programma ‘Neighbor Joining’
del pacchetto ‘Phylip’. Per la loro visualizzazione e stato usato il programma

‘Treeview’.

25
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3.1 Cos’e¢ una connessina?

Le connessine sono dette anche gap junction proteins perché costituenti delle giun-
zioni comunicanti (o gap junctions). Queste sono regioni specializzate di mem-
brana formate da aggregati di canali che connettono direttamente il citoplasma
di cellule adiacenti. Ciascun canale intercellulare ¢ formato dalla congiunzione
di due emicanali, o connessoni, ciascuno composto da sei subunita proteiche dis-
poste radialmente intorno ad un poro centrale. Queste subunita proteiche sono,
appunto, le connessine. Gli emicanali possono essere omomerici (comprenden-
ti sei connessine identiche) o eteromerici (comprendenti sei connessine diverse);
inoltre, i canali possono essere omotopici (se i due connessoni sono identici) o
eterotopici (se i due connessoni sono diversi). Ogni connessina e costituita da
quattro domini transmembrana, normalmente indicati con il simbolo M seguito
dal numero del dominio (da 1 a 4), da due domini extracellulari, indicati come
E1 0 E2 e tre domini citoplasmatici (regione N-terminale, ansa citoplasmatica,
regione C-terminale) (Vedi figura 3.1).

Le connessine sono proteine presenti soltanto nei vertebrati. Gli invertebrati
posseggono delle proteine chiamate innessine che pur svolgendo una funzione
analoga non mostrano alcuna omologia con le connessine.

Ogni connessina viene indicata con la sigla Cz seguita dal peso in kDa (kilo
Dalton) e preceduta da una lettera indicante la specie di appartenenza. Per
esempio: hCx46 ¢ la connessina dell'uvomo (h per human) dal peso di 46 kDa,
mentre mCx36 ¢ la connessina del topo (m per mouse) dal peso di 36 kDa.

Le connessine filogeneticamente possono essere suddivise in tre gruppi: «, 3 e
v e talora vengono anche indicate con la lettera greca del gruppo di appartenenza

(ad esempio, hCxalpha3).
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Qap junctin

transmembrare domaing (PA1-4]
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Figura 3.1: Schematizzazione di una gap junction, di un connessone e di una
connessina.[14]

3.2 1l set di dati

I set di dati necessari per applicare il metodo sono due:
e i proteomi delle specie in esame, necessari per la costruzione dei dizionari;
e le sequenze (aminoacidiche) delle connessine nelle stesse specie.

Entrambi i dati sono stati prelevati nel Settembre 2005 dalla sezione RefSeq
(Reference Sequence) del database del’NCBI [13]. Questo tipo di database & stato
scelto perché “ripulito” dalla ridondanze presenti negli altri database dell’NCBI.
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3.2.1 1 proteomi

Mediante la scrittura di due diversi codici, sono stati analizzati i proteomi delle

cinque specie in esame al fine di ricavare:
e il numero di aminoacidi Np;
e il numero di proteine np;
e la frequenza di ogni aminoacido f(o;) cosi come definita dalla (2.1).

Le elaborazioni hanno mostrato la presenza nei dati di alcuni caratteri mascherati
con il simbolo ‘X’; probabilmente dovuto ad incertezze sui dati in fase di sottomis-
sione della sequenza. Il carattere e stato comunque conteggiato nella lunghezza
globale del proteoma e nel computo del numero totale di aminoacidi.

Nella tabella 3.1 riportiamo i dati sopra elencati per ciascuna delle specie in

esalne.

3.2.2 Le connessine

Nei database per ogni specie in esame ¢ stato trovato un numero di connessine

che va da 19 a 22, per un totale di 100 connessine globalmente (vedi tabella 3.2).

3.2.3 Le zone a bassa complessita

La sequenza aminoacidica di una proteina puo contenere dei tratti ‘a bassa com-
plessita’. Pur trattandosi di segmenti ad alta incidenza statistica all’interno del
proteoma, essi posseggono un basso contenuto d’informazione. Per evitare che

questo tipo di tratti potessero inficiare la nostra analisi statistica, le sequenze
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delle connessine sono state mascherate utilizzando il programma ‘SEG’! ideato
da Wootton e Federhen nel 1993 [15]. Non ¢ stato possibile mascherare 'intero

proteoma per via delle sue dimensioni, di gran lunga maggiori.

!Alcuni programmi di ricerca mediante confronto, come BLAST, escludono dall’analisi le
zone a bassa complessita, mascherandole con il carattere ‘X’. SEG e proprio il programma di
cui si serve BLAST per mascherare le sequenze.

Zebrafish Gallo Topo Ratto Uomo
10449950 | 5074683 | 11933594 | 11922035 | 13861612
P 20366 9002 24275 22386 27333
) 0,06321 | 0,07416 | 0,06862 | 0,06874 | 0,07063
) 0,02234 | 0,02655 | 0,02371 | 0,02365 | 0,02315
) 0,05261 | 0,04543 | 0,04726 | 0,04659 | 0,04700
) 0,06996 | 0,06740 | 0,06805 | 0,06714 | 0,07038
)
)

5 |5

0,03708 | 0,03588 | 0,03791 | 0,03730 | 0,03607
0,06061 | 0,06544 | 0,06455 | 0,06496 | 0,06764
0,02686 | 0,02610 | 0,02653 | 0,02643 | 0,02628
0,04672 | 0,04313 | 0,04461 | 0,04392 | 0,04299
0,06009 | 0,05608 | 0,05668 | 0,05577 | 0,05677
0,00423 | 0,09803 | 0,10108 | 0,10116 | 0,09903
0,02238 | 0,01087 | 0,02043 | 0,02029 | 0,01944
0,03983 | 0,03634 | 0,03576 | 0,03513 | 0,03547
0,05498 | 0,05949 | 0,06098 | 0,06144 | 0,06465
0,04759 | 0,04706 | 0,04734 | 0,04705 | 0,04772
0,05562 | 0,05836 | 0,05618 | 0,05751 | 0,05805
0,08685 | 0,08511 | 0,08455 | 0,08506 | 0,08290
0,05625 | 0,05228 | 0,05454 | 0,05466 | 0,05330
0,06299 | 0,06160 | 0,06155 | 0,06169 | 0,05983
0,01142 | 0,01203 | 0,01238 | 0,01255 | 0,01259
0,00064 | 0,00201 | 0,00013 | 0,00251 | 6-107°
0,02769 | 0,02583 | 0,02712 | 0,02641 | 0,02607
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Tabella 3.1: Caratteristiche dei proteomi utilizzati.
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Zebrafish Gallo Topo Ratto | Uomo
zfCx27.5 chCx43 mCx26 rCx26 hCx25
zfCx28.6 chCx31(pr) mCx29 | rCx29 | hCx26
7fCx32.2 chCx31.1 mCx30 | rCx30 hCx30

zfCx33.8 chCx31 mCx30.2 | rCx30.2 | hCx30.3
z{Cx34.4 chCx32 mCx30.3 | rCx30.3 | hCx31
zfCx35.1 chCx35.1 mCx31 rCx31 | hCx31.1
zfCx39.9 chCx36 mCx31.1 | rCx31.1 | hCx31.3
zfCx43.4 chCx39 mCx32 rCx32 | hCx31.9
zfCx43 chCx39.9 mCx33 rCx33 hCx32
zfCx44.1 chCx40.1 mCx36 rCx36 hCx36
zfCx44.2 chCx42 mCx37 rCx37 hCx37
zfCx45.6 chCx43 mCx39 rCx39 hCx40
zfCx48.5 chCx45 mCx40 rCx40 | hCx40.1

zfCx52.6 chCx45.5 mCx43 rCx43 hCx43

zfCx55.5 chCx45.6 mCx45 rCx45 hCx45
zfCxalphal chCx45.7 mCx46 rCx46 hCx46
zfCxalphad chCx46 mCx47 rCx47 | hCx46.6
zfCxalpha9 chCx50 mCxb0 | rCxb0 | hCxb0
zfCxalphab chCx56 mCxb7 | rCxb7 | hCxh9
zfCxalphac | chCx56(pr) hCx62

chCxalphaQ
chCxalpha8-2

Tabella 3.2: Connessine prelevate dal database NCBI.

3.3 Caratterizzazione dei dizionari

Per costruire i k-dizionari, cosi come descritto in 2.3, ¢ stato scritto un codice
in C++4 che selezionasse in ciascun proteoma tutte le k-parole per le quali fos-
se valida la (2.6), in modo da ottenere i k-motivi presenti in ciascuno di essi.
Confrontando questi elenchi e controllando in quanti di essi comparisse ogni dato
motivo, ¢ stato possibile determinare i dizionari Z, (k). In base a quanto detto in
2.3, per ogni n = 1,..., 5 sono stati costruiti i dizionari con k =4, k =5 e k = 6,

per un totale di 15 dizionari in tutto.
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I dizionari differiscono I'uno dall’altro per diversi aspetti: frazione di motivi
selezionata, frequenza aminoacidica e distribuzione in frequenze. Le differenze

sono piu evidenti per dizionari con diverso k.

3.3.1 Numero di motivi

I dizionari si distinguono innanzitutto per via del numero di motivi che con-
tengono. [ dizionari pitt numerosi sono quelli con & = 5, mentre i piu poveri
hanno k£ = 6 (vedi figura 3.2). La cosa potrebbe apparire singolare se si pen-
sa che il numero di parole che si possono formare con un dato alfabeto cresce
al crescere di k. Risulta quindi che il metodo con cui scegliamo le parole over-
represented seleziona al variare del dizionario frazioni diverse di tutte le parole
esistenti con quella data lunghezza.

A tal proposito, si osservi il grafico di figura 3.3. Esso rappresenta in fun-
zione di k la frazione di motivi su tutte le 20* parole esistenti. Si notano subito
delle brusche variazioni di queste frazioni al crescere di k. Il valore di n incide

sensibilmente invece solo per i motivi di lunghezza 4. In particolare ¢ da notare

400000
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Figura 3.2: Numero di motivi presente in ciascun dizionario costruito.
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come il dizionario Z;(4) contenga circa il 50% delle parole di 4 lettere, mentre i
dizionari formati da 6-motivi contengono una percentuale di parole addirittura

molto minore dell’1% (confronta con la tabella 3.3).

n=1 n =2 n=23 n=4 n=>5
k=414998% | 33,61% | 25,18% | 17,67% 7,79%
kE=5|11,62% | 4,90% 2,60% 1,25% 0,41%
k=6 001% | 0,0041% | 0,0022% | 0,0005% | < 0,0001%

Tabella 3.3: Frazione di k-parole presente in ciascun dizionario.

Y

Il dizionario Z;(5) risulta cosi il piu ricco di motivi per via del ‘compromesso

tra il valore di k e la frazione di parole selezionate.

0,6

0,5 -

lunghezza del motivo (k)

Figura 3.3: Frazione di k-parole over-represented in ciascun dizionario.
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3.3.2 Frequenza aminoacidica

La frequenza aminoacidica di un proteoma non e uniforme. Alcuni aminoaci-
di risultano piu rappresentati di altri (confronta tabella 3.1). E’ stato mostra-
to [16] che questa disomogenita nella distribuzione degli aminoacidi deriva in
parte dalla degenerazione del codice genetico: la frequenza di ogni aminoacido
¢ proporzionale al numero di codoni da cui ¢ codificato (vedi appendice B.1).
La composizione aminoacidica rimane pressocché uguale analizzando proteomi
di specie di vertebrati diverse (vedi tabella 3.1), ma cambia sensibilmente per
le singole proteine. Recentemente si e addirittura constatato che una proteina
puo essere individuata mediante la sua composizione aminoacidica? che ¢ stret-
tamente legata alla funzione da essa svolta. Il programma AACompldent tool
della trEMBL[17][18] si basa proprio su queste osservazioni per determinare gli
ortologhi di una data proteina di cui si conosca la frequenza aminoacidica.
Risulta quindi interessante conoscere la composizione aminoacidica dei dizionari

al fine di studiare come la selezione dei motivi alteri la frequenza aminoacidica
originaria del proteoma. Nei grafici, oltre ai nostri dati, riportiamo la compo-
sizione aminoacidica dei proteomi dei vertebrati fornita da Jordan et al. (2005)[16].
Osservando i grafici di figura 3.4, 3.5 e 3.6, si notano subito caratteristiche es-
senzialmente diverse per i dizionari con k differente. In figura 3.4 si osserva una
sensibile deviazione dalla distribuzione in frequenze del proteoma per il dizionario
Z1(4). Si puo in un certo senso affermare che tutte le frequenze aminoacidiche
‘collassano’ a valori tra il 3.8% e il 6.6%. Questo comportamento si attenua al
crescere di n. Questo tipo di comportamento e invece del tutto assente negli altri
due grafici. Nel grafico con k = 5 (figura 3.5) si osserva, pur variando n, una

sorta di uniformita in distribuzione di frequenze. Solo per il dizionario Z5(5) si

2In alcuni casi & addirittura sufficiente conoscere la frequenza solo di 16 dei venti aminoacidi
[17][18].
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Figura 3.4: Confronto della frequenza aminoacidica nei dizionari di 4-motivi.
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Figura 3.5: Confronto della frequenza aminoacidica nei dizionari di 5-motivi.
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Figura 3.6: Confronto della frequenza aminoacidica nei dizionari di 6-motivi.

osserva una deviazione piu sensibile dai dati iniziali, con un’accentuazione nel-
la frequenza degli aminoacidi gia in partenza piu presenti (ad esempio L, G e
A, ossia leucina, glicina e alanina) e con una diminuizione in frequenza per gli
aminoacidi piu rari (ad esempio W, Y e C, ossia triptofano, tirosina e cisteina).
Questo tipo di andamento diventa ancora piu marcato se si analizza il grafico di
figura 3.6. A parte la leucina (L), la serina (S), la glicina (G) e l'alanina (A),
gli altri aminoacidi mostrano frequenze che vanno al di sotto del 3% per n = 3 e
n = 4 e che si annullano per n = 5.

Il comportamento del tutto anomalo dei dizionari con £ = 6 va ricondotto ad
alcuni problemi di statistica dovuti alla lunghezza finita del proteoma. Infatti
per k = 6 il numero di parole che si puo formare con un dizionario di 20 lettere e
dello stesso ordine di grandezza del numero di parole contenute nei proteomi in
esame. Emerge quindi I'inadeguatezza dei dizionari Z,,(6) per le nostre successive

analisi.
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3.3.3 Distribuzione in frequenze dei motivi

Un utile strumento per comprendere meglio il tipo di selezione operata per i
dizionari e lo studio della distribuzione in frequenza dei motivi all’interno del
proteoma. Il grafico di una distribuzione in frequenza rappresenta quante parole
occorrono con la stessa frequenza all’interno del proteoma. La distribuzione dei
motivi va poi confrontata con quella di tutte le parole della medesima lunghezza.

In ciascuno dei grafici di figura 3.7 e 3.8 viene confrontata la distribuzione in
frequenza dei dizionari con quella delle parole di medesima lunghezza.

In figura 3.7 si nota immediatamente che le parole ‘escluse’ dai dizionari sono
quelle per cui si ha un numero piccolo di occorrenze (< 100) a parte una piccola
coda di punti di ascissa intorno al valore 10. Al crescere di n varia soprattutto
il numero di parole con un numero di occorrenze minore di 1000, mentre rimane

pressocché invariato il numero di motivi con numero maggiore di occorrenze. Un
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Figura 3.7: Grafico logaritmico della distribuzione in frequenze con k = 4.
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Figura 3.8: Grafico logaritmico della distribuzione in frequenze con k = 5.

andamento simile si ha in figura 3.8. Le curve risultano traslate verso l'origine
lungo I'asse delle ascisse e mostrano massimi di uno o due ordini di grandezza

maggiori rispetto al caso precedente. Cid ¢ dovuto all’aumento del valore di k.3

3.4 Le co-occorrenze

Sulla base dei dizionari Z,(k) con k = 4 e k =5 en = 1,..,5 sono state
determinate le co-occorrenze tra tutte le sequenze delle 100 connessine in esame
nel modo descritto in 2.4.1. I risultati sono stati rappresentati mediante matrici
100x100 (vedi per esempio figura 3.9). Per ogni valore di co-occorrenze di ciascuna
matrice € stato calcolato il valore di significativita statistica mediante la (2.11).

Osservando i dati per £ = 4 si nota che all’aumentare di n diminuiscono

3 Aumentano il numero di parole che possono essere formate con lo stesso alfabeto mentre
rimane immutato il numero di parole presenti nel proteoma
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il numero di co-occorrenze trovate, tuttavia la significativita varia di poco fino
addirittura ad aumentare passando da n = 2 a n = 3. Si osserva inoltre che
pern =1, n =2 en = 3 le co-occorrenze tra connessine paraloghe sono tutte

significative (Zseore > 2), fatta eccezione per:

e la connessina mCx29 appartente al topo (Mus Musculus). Risultano non
significative (Zseore < 2) le co-occorrenze con le connessine mCx31, mCx33

e mCx40.

e le connessine hCx31.3 e hCx31.1 appartenenti all'uomo (Homo Sapiens).
Risultano non significative le co-occorrenze della prima con le connessine

hCx30.3, hCx31 e hCx40 e della seconda con la connessina hCx36.

e le connessine rCx29 e rCx31.1 appartenenti al ratto (Rattus Norvegicus).
Risulta non sognificativo il numero di co-occoorenze della prima con la

connessina rCx31 e della seconda con la connessina rCx36.



39

applicazione: la filogenesi delle connessine

Un’

Capitolo 3.

‘syeIqoz 1p offenb oxinzze ur ‘ojyer
Ip o[fonb eso1 ut ‘owon 1p o[enb o[rers ur ‘ofpes p o[enb owurIe Ul ‘0do} Ip SUISSOUUOD BRI} SZUIIIOID0-0D J] JUIIIUOD
opIoA oIpenbir ] *()!7 OLIRUOIZID [B 9SB( Ul BIIMIISOD 9ZUSII0DD0-0D TP 90LIjeW R[[op auolzejuosalddey] :6'¢ wIngiyg

WoH 0o bomoE o * n Wowowoeooomom oo o Eooc n

R omokononomok oo Wt 3



Capitolo 3. Un’applicazione: la filogenesi delle connessine 40

Passando dai dizionari con & = 4 a quelli con £ = 5 il numero di co-occorrenze
trovato in ogni coppia di proteine diminuisce. I valori di significativita subiscono
in generale una diminuizione fino addirittura annullarsi per alcune coppie. La
significativita aumenta solo per quelle coppie le cui co-occorrenze erano gia alta-
mente significative (Zgeore > 100) per k = 4. Gli alberi filogenetici costruiti con
questi dizionari conterranno comunque le connessine per le quali si hanno valori
di Zs.ore non significativi; cio andra quindi tenuto in conto nell’analisi del risul-
tato e nl confronto con gli alberi filognetici ottenuti mediante multiallineamento

delle sequenze.

3.5 Gli alberi filogenetici

Usando la definizione di distanza (2.7), sono state create le matrici delle distanze
d;;(1,4) e d;;(1,5)alle quali e stato applicato 'algoritmo del Neighbor-Joining
(vedi 1.4.2). Sono stati cosi creati gli alberi filogenetici delle connessine par-
aloghe di ogni specie impiegando i dizionari Z;(4) e Z1(5) che confrontiamo con
gli alberi standard ottenuti mediante multiallineamento di sequenze*. Come ul-
teriore confronto per analizzare gli alberi ottenuti, sono state costruiti gli alberi
relativi a matrici di distanza basate sulle co-occorrenze nelle connessine di tutte
le parole di medesima lunghezza (1.6 - 10° per k = 4 e 3.2 - 10° per k = 5). Gli
alberi filogenetici che riportiamo sono dei cladogrammi, poiché riportiamo solo le
relazioni evolutive tra le proteine e la lunghezza dei rami non ha alcun rapporto
con la reale distanza che c’e tra due OTU. Riportiamo qui solo il confronto tra gli
alberi delle connessine umane, rimandando all’appendice D 'analisi dei risultati
ottenuti per le altre specie. L’albero costruito mediante il dizionario Z;(4) (figura

3.11(a)) riproduce in maniera perfetta la suddivisione nei gruppi «, 5 e v dell’al-

4Per creare la matrice di distanze ¢ stato utilizzato il programma di multiallineamento
ClustalX scegliendo la Blosum62 come matrice di sostituzione (Vedi appendice C).
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bero standard (figura 3.10). Usando invece Z;(5) (figura 3.11(b)) le connessine
dei tre diversi gruppi si mescolano. Anche gli alberi costruiti usando tutte le
parole confondono i gruppi (figura 3.12); in particolare, usando tutte le parole di

lunghezza 5 si ha la quasi completa perdita d’identita di ciascun gruppo.

hC 303 £
_4{ hEaEt. 1
hea1
hCi25 - P
hC: 332
hC 326
4,7 hCa0 F.
hC %59 ™
hCE2
hCse0
hGs&0 = O
i hC x5
hCa7
hC 3 Y
hCa@1.3 E
_{ hC x5
hC B B Sy
hC @6
hCy31 9
hCsdD 1 -/

Figura 3.10: Cladogramma delle connessine umane costruito mediante il metodo
del multiallineamento di sequenze. Per una migliore visualizzazione dei tre gruppi
sono state evidenziate in verde le connessine del gruppo «, in giallo quelle del
gruppo [ e in azzurro quelle del gruppo 7.
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Figura 3.11: Cladogrammi delle connessine di Homo Sapiens basati sulle co-
occorrenze dei motivi di (a) Z,(4) e di (b) Z1(5). Sono state evidenziate in verde
le connessine del gruppo «, in giallo quelle del gruppo (8 e in azzurro quelle del

gruppo .
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Figura 3.12: Cladogrammi delle connessine di Homo Sapiens basati sulle co-
occorrenze delle parole (a) di lunghezza 4 e (b) di lunghezza 5. Sono state evi-
denziate in verde le connessine del gruppo «, in giallo quelle del gruppo g e in
azzurro quelle del gruppo 7.
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Conclusioni e sviluppi futuri

Sebbene il metodo formulato necessiti di essere migliorato e perfezionato sotto
alcuni aspetti, esso ha prodotto risultati realistici e piu che confortanti. Gli alberi
filogenetici ottenuti mediante il dizionario Z;(4) riproducono in maniera fedele
i risultati noti in letteratura per quattro specie su cinque: Homo Sapiens, Mus
Musculus, Rattus Norvegicus e Danio Rerio. L’unico albero che devia dai risul-
tati attesi e quello del Gallus Gallus; cio € quasi certamente dovuto al fatto che
il sequenziamento del suo patrimonio genetico risulta incompleto: il proteoma
appare costituito da solo 9002 proteine (vedi tabella 3.1). In questo modo viene
infatti falsato il numero di co-occorrenze tra le proteine rendendo non veritiera
la matrice di distanze ottenuta. Tuttavia, il risultato e utile per dedurre I'im-
portanza dei motivi specifici di ciascun proteoma al fine di ricostruire le relazioni
evolutive tra geni paraloghi. Le proprieta di questi motivi, racchiusi negli insiemi
{Z1(k) — Z2(k)}, vanno quindi ulteriormente indagate.

Nell’analisi dei risultati ottenuti ¢ emersa l'inadeguatezza dei dizionari con
k = 6 e, in misura minore, con k = 5 rispetto a quanto fatto con k = 4. Quest’ul-
tima appare essere la lunghezza massima per poter studiare la distribuzione di

parole nei proteomi senza incorrere in problemi di natura statistica. Di indubbio

44
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interesse sara quindi proseguire 1'analisi spostando ’attenzione su dizionari for-

mati da parole di lunghezza minore, primi fra tutti quelli con k& = 3.

Il metodo qui proposto va ulteriormente perfezionato in altri due modi:

e distinguendo tra di loro i motivi, in modo da comprenderne I'importanza

al di la della significativita statistica;

e considerando non soltanto le co-occorrenze della stessa parola, ma anche

quelle di parole altamente simili.

In merito al primo punto, ¢ senz’altro utile e interessante dare una misura di com-
plessita ad ogni motivo, in modo da misurarne anche il contenuto informativo.
In questo modo la co-occorrenza di parole con un maggiore grado di complessita
peserebbe di piu nel calcolo della distanza. Ad ogni parola potrebbe anche essere
associato un punteggio legato al tipo di aminoacidici che la compongono, in mo-
do quindi da tenere in conto anche le proprieta fisico-chimiche del motivo. Un
punteggio di questo tipo puo essere calcolato mediante le matrici Blosum (vedi
appendice C).

Le matrici di sostituzione possono essere utilizzate anche per perfezionare il
metodo nel senso citato nel secondo punto. Due parole infatti possono essere al-
tamente simili se composte da aminoacidi con le stesse proprieta fisico-chimiche.
Vi sono coppie di aminoacidi evolutivamente molto legate e per cui € partico-
larmente probabile una sostituzione dell’'uno nell’altro. Dando un punteggio alle
coppie di parole mediante le matrici di sostituzione, si possono tenere in conside-
razione le co-occorrenze di parole che superano una certa soglia di punteggio di
similarita.

Le modifiche citate permetterebbero di migliorare la bonta del metodo e

questo potrebbe essere utilizzato efficacemente tutte quelle volte in cui un allinea-
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mento tra sequenze non ¢ possibile o risulta incoveniente. A tal fine non appare
invece utile tenere in considerazione la cosiddetta diagonalita delle sequenze[l],

cioé il posizionamento all’interno delle sequennze dei motivi co-espressi.

Durante lo svolgimento del lavoro, sono emerse delle problematiche che si in-
tendono sviluppare in futuro. Una di queste riguarda la possibilita di importanti
informazioni contenute in dizionari di parole under-represented, ovvero di parole
che appaiono molto meno di quanto farebbero casualmente. A queste parole
potrebbero essere legate funzioni biologiche che e necessario si manifestino solo
in particolari proteine. In tal caso la loro espressione verrebbe in qualche modo
ostacolata perché richiesta solo in specifici contesti. Un altro aspetto interessante
¢ legato ai rapporti di co-occorrenza di motivi diversi all’interno della stessa pro-
teina. Questi rapporti sono stati visualizzati mediante grafi di cui si vogliono

studiare le proprieta topologiche. In figura 4.1 ne riportiamo un esempio.

. RRRAR.
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Figura 4.1: Relazioni di co-occorrenza di motivi diversi del dizionario Z5(5) nelle
connessine del Danio Rerio. Un arco mostra che le parole rappresentate dai
vertici sono presenti nella stessa proteina.



Appendice A

Confronto fra sequenze

Per quantificare la similarita possono essere utilizzate due grandezze: la misura
di similarita o considerare una distanza.
La misura di similarita associa valori piu grandi a sequenze piu similari, mentre la
distanza vi associa valori piu piccoli. In molti casi distanza e misura di similarita
sono intercambiali: provare a minimizzare la distanza tra sequenze ¢ la stessa
cosa che provare a massimizzarne la similarita.

In generale,le distanze soddisfano gli assiomi di una metrica.

Per poter effettuare il confronto tra sequenze vengono introdotti i concetti di:

e Operazioni di editing: sono le operazioni primitive svolte per “correggere”
le differenze tra le sequenze.
Si hanno le sequenti operazioni di editing: substituion (a,b), cambio di un
carattere in un altro; deletion (a,-), cancellazione di un carattere; insertion
(-,b), inserimento di un carattere. Ad ognuna di esse & associato un valore

reale non negativo tramite una funzione costo 0;

o Allineamento tra sequenze: € la successione di operazioni di editing neces-

sarie per trasformare una sequenza in un’altra;
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o (Costo dell’allineamento: somma dei costi di tutte le operazioni di editing

che compongono 'allineamento;

o Allineamento ottimale: ¢ un allineamento che ha il minimo costo tra tutti

gli allineamenti possibili;

o Distanza di editing tra le sequenze x e y: ¢ il costo di un allineamento

ottimale di z e y rispetto alla funzione costo ¢ e si indica con ds(z,y)

L’allineamento dovrebbe portare all’appaiamento delle regioni simili condi-
vise dalle sequenze. Per raggiungere questo scopo possono essere adottati criteri

diversi con risultati talvolta contrastanti.



Appendice B

Il codice genetico

I1 DNA ¢ costituito da un alfabeto di quattro lettere mediante il quale specifica
20 aminoacidi, i costituenti delle proteine. Utilizzando gruppi di tre lettere di
un alfabeto a 4 simboli si possono formare 64 parole (= 43); sperimentalmente
si e verificato che, in effetti, il codice per un dato aminoacido & formato dalla
successione di tre basi azotate, che viene detta tripletta o codone; inoltre, I'ordine
in cui si susseguono le triplette corrisponde all’ordine in cui le rispettive molecole
di aminoacidi si dispongono nella catena della proteina.

Il codice genetico ¢ sorprendentemente universale e ugualmente valido sia per

Second letter

U < A G
fuuy | i [uau ] : [ueu | u |
U [ | iU UAC | Tyrosine UGe | Orsteine | ¢
u alanine ucc P |
UUA | e s | | uAA | stop codon| | UGA | Stop codon| A
uuG UAG | stop codon | UGG | Tryptophan| G
- cuu ccu AU | e || cou | Ju
U EE cuc [ cce Rt =l il e
cua | Leucine | cca | Proline cGa | Arginine
bt ) CAA ] | A
@ G | cce cag | Glutamine || cGG P
e [auu | B AAU | AGU | u
bl AUC |isoleucine || ﬁg‘é AAC [oparaginel] ,cp | perine c
= A | Threonine | ——
[ | AVUA  methionine] | ACA ARA L AGA | A
f'—AUG ;‘\:rgélg::ﬂﬂ | ACG || aagG | Lysine | AGG | rginine |
GUY | seu | SAY | Aspartic Gou | e
| aci | e
G || 5YC | valine GCC | planine = GGC | e |
GUA GCA A% | glutamic. 1652 | | &
GUG GCG | GGG |
GAG | aeig | ]

Figura B.1: Tabella di conversione da codoni ad aminoacidi
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gli animali superiori (uomo compreso), sia per i batteri e i virus. Questo fatto
sembra confermare che tutti gli organismi viventi, dalle piante agli animali, dai
virus all’'uomo, abbiano avuto un progenitore comune con un codice genetico che
si e preservato durante tutta ’evoluzione biologica. Inoltre il codice genetico
risulta ridondante, nel senso che, disponendo di 64 codoni per 20 aminoacidi, uno
stesso aminoacido e codificato da piu codoni; vi sono inoltre alcuni codoni ai quali
non corrisponde alcun aminoacido, ma servono per segnalare la terminazione e

I'inizio della catena proteica.



Appendice C

Matrici di sostituzione per

sequenze aminoacidiche

Tutti gli algoritmi per comparare le sequenze di proteine fanno riferimento ad
alcuni schemi che assegnano costi (o pesi) in corrispondenza di ognuna delle 210
possibili coppie di aminoacidi (190 coppie di differenti aminoacidi pit 20 coppie di
aminoacidi identici). In generale, queste tabelle dei costi sono rappresentate come
matrici 20x20 di similarita, dove aminoacidi identici e quelli con caratteristiche
simili hanno un peso piu alto rispetto a quell con maggiori differenze.
L’assegnazione dei pesi € molto importante nel confronto tra sequenze, infatti
questi possono largamente influenzare gli esiti dei confronti. Idealmente, i pesi
dovrebbero riflettere i fenomeni biologici che I’allineamento cerca di mostrare.

Introduciamo alcuni schemi di assegnamento:

e Lo schema dei costi d’identita. Le coppie di aminoacidi vengono classificati

in due specie: identiche e non identiche.

o Gli schemi dei costi per similarita fisiochimiche. Vengono assegnati mag-

giori pesi agli allineamenti di aminoacidi con proprieta fisico-chimiche sim-
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ilari.

o Gli schemu dei costi per sostituzioni osservate. Sono i piu usati attualmente
e sono derivati dall’analisi delle frequenze delle sostituzioni osservate negli

allineamenti tra sequenze.

I due schemi per I'assegnamento dei costi per sostituzioni osservate pit importanti

Sono:
e Le matrici nPAM, ideate da M. Dayhoff,
e Le matrici BLOSUMmn, ideate da Steven e Jorja Henikoff.
Le differenze principali tra queste due famiglie di matrici sono:

1. Le matrici PAM si basano su un esplicito modello evolutivo (le sostituzioni
sono contate sui rami di un albero filogenetico), mentre le matrici BLOSUM
sono basate su un modello implicito di evoluzione che non viene espresso

formalmente.

2. Le matrici PAM sono basate su mutazioni osservate attraverso allineamenti
globali, questo include sia regioni altamente conservate sia regioni altamente
mutabili; le matrici BLOSUM invece, sono basate solamente su regioni

altamente conservate con allineamenti locali che non consentano gaps.

3. La procedura BLOSUM utilizza gruppi di sequenze nelle quali non tutte
le mutazioni vengono contate allo stesso modo: il calcolo considera se la
mutazione interviene tra due sequenze appartenenti alla stessa famiglia o

no.

Tuttavia questi tipi differenti di matrici possono essere comparati utilizzando

una misura di quantita di informazione media per coppie di aminoacidi, in unita
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bit, della “entropia relativa”. A seguito di tale comparazione, si puo concludere
che per il confronto tra sequenze strettamente correlate occorre utilizzare le ma-
trici BLOSUM con valori elevati o le matrici PAM con valori bassi; mentre per
la comparazione tra sequenze relazionate lontanamente si utilizzano le BLOSUM
con valori bassi e le PAM con valori alti.

I moderni programmi per il confronto tra sequenze (FASTA e BLAST) permet-
tono di scegliere tra varie matrici PAM e BLOSUM in modo tale da permettere
ai biologi di scegliere la matrice che possa “pesare” meglio gli allineamenti sotto-

posti. In generale comunque, le matrici maggiormente utilizzate in bioinformatica

sono la 120PAM e al BLOSUMG62.



Appendice D

Gli alberi filogenetici

In questa appendice riportiamo gli alberi filogenetici delle connessine di Mus Mus-
culus, di Rattus Norvegicus, di Danio Rerio e di Gallus Gallus. Per ciascuna di
questa specie sono riportati cinque alberi: il primo basato sul multiallineamento
di sequenze, il secondo e il terzo basati sulle co-occorrenze dei motivi rispettiva-
mente di Z;(4) e Z1(5), il quarto e il quinto basati sulle co-occorrenze delle parole

con k=4econk=0>.
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mCx57
mCx29
mCxds
AI
mCx47 !
mCx36
mCx30.2
|:{ J
mCx39
mCx46
1 e a
mCx43

mCxdD
I— mCxs0

mCx32

mCx30

mCx31
4'; mCxa0 3

mCx31.1
Figura D.1: Cladogramma delle connessine del topo costruito mediante il metodo
del multiallineamento di sequenze. Per una migliore visualizzazione dei tre gruppi

sono state evidenziate in verde le connessine del gruppo «, in giallo quelle del
gruppo [ e in azzurro quelle del gruppo 7.
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e m e g B oy o 5
o DD O D o RER O R D
22 o o8 = 9o 2 059 B oo o8
e s e E ol b s BE e

Cxd30

Cx290

Cxd5 0

Cx36.0

(b) Z1(5)

Cx32.0

Cx57.0

Cx320

Cx30 0

Cx26.0

Cx31.0

Cx30 3

Cx311

Cx39.0

Cx30.2

Cx36.0

Cxd7.0

Cx29.0

Cxd5 0

CxdB 0

Cx50.0
Cx37.0

Cxd0.0
Cx33.0

Cxd3 .0

Figura D.2: Cladogrammi delle connessine di Mus Musculus basati sulle co-
Sono state evidenziate in
verde le connessine del gruppo «, in giallo quelle del gruppo ( e in azzurro quelle

occorrenze dei motivi di (a) Z;(4) e di (b) Zi(5).

del gruppo 7.
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(a) 4-parole

-

(b) 5-parole

—
S
—
I
—
L

Cxa0.0
Cx26.0
Cx3ta
Cx31.0
Cx32.0
Cx303
Cx30.2
Cx33.0
Cxd7.0
Cy50.0
Cx39.0
Cx37.0
Cx36.0
CdE.0
Cxd3.0
CxE7.0
Cxd5 0
Cx23.0

Cx30.0

Cx67.0

Cx37.0

Cxd0 .0

Cx50.0

Cxd6.0

Cx32.0

Cx26.0

Cx30.0

Cx31.0

Cx30.3

Cx31.1

Cx39.0

Cxd? 0

Cx29.0

Cxd5.0

Cx30.2

Cx36.0

Cx33.0

Cxd3.0

Figura D.3: Cladogrammi delle connessine di Mus Musculus basati sulle co-
Sono state
evidenziate in verde le connessine del gruppo «, in giallo quelle del gruppo (3

occorrenze delle parole (a) di lunghezza 4 e (b) di lunghezza 5.

e in azzurro quelle del gruppo 7.
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10657

1Cx32
E 1CH26
rCx30

G311

1Cx30.3

G

1Cx37

1Cxdb

1033

Cxd3

1Cxd0

 —
L 1Cx50
—

136

1Cx29

1Cxd5
x4

1Gx30.2

| — 1Cx39

Figura D.4: Cladogramma delle connessine di ratto costruito mediante il metodo
del multiallineamento di sequenze. Per una migliore visualizzazione dei tre gruppi
sono state evidenziate in verde le connessine del gruppo «, in giallo quelle del
gruppo (3 e in azzurro quelle del gruppo 7.
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=
#;

—T

—

b

—
—T

rCx50.0

Cxg7.0

CxdB.0

Cx33.0

Cxd3.0

rCxd0.0

Cx37.0

CxdB.0

Cxd7 .0

Cx28.0

Cx28.0

rCx30.0
Cx30.3
Gx31.1
Cx31.0
—

I— Cx32.0

Cx36.0

(b) Z1(5)

rCx39.0

1Cx57.0

x50 0

1Cx29.0

1Cx32.0

rCx26.0

1Cx30.0

1Cx%30.3

Cx31.1

1Cx31.0

1C¥30.2

10360

1Cx39.0

1Cxd5 0

1Cxd7.0

B0

1Cx37.0

Cx33.0

Crd3.0

1Cyxd0.0

Figura D.5: Cladogrammi delle connessine di Rattus Norvegicus basati sulle co-
occorrenze dei motivi di (a) Z;(4) e di (b) Z1(5). Sono state evidenziate in verde
le connessine del gruppo «, in giallo quelle del gruppo ( e in azzurro quelle del

gruppo .
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(a) 4-parole

(b) 5-parole

=

L
ﬁ;

CxdB.0

1Cx37.0

1Cxd7.0

1Cx30.3

1Cx31.1

1Cx31.0

1Cxd5.0

Cx32.0

10x30.0

1Cx26.0

1Cx40.0

1Cx29.0

1Cx39.0

Cx30. 2

10x36.0

1Cx50.0

1Cxa7.0

Cx33.0

1Cxd3.0

rCx57.0

rCxd6.0

rCx29.0

rCxE0.0

rCxd0.0

rCy37.0

32 0

1Cx26.0

rCx30.0

rCx30.3

rCx31.1

Gy 0

1Cx36.0

1Cx30.2

G380

1Cx33.0

rCxd3.0

rCwdE. 0

rCxd? 0

Figura D.6: Cladogrammi delle connessine di Rattus Norvegicus basati sulle co-
occorrenze delle parole (a) di lunghezza 4 e (b) di lunghezza 5. Sono state evi-
denziate in verde le connessine del gruppo «, in giallo quelle del gruppo § e in

azzurro quelle del gruppo 7.
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2fCx33.8 l
]
2fCx34.4

zfCxd56

Ii 2Cx39.9
2fCxalpha
\_E 2i0x32.2
2fCxalphab

I i
{ =HCxd3
#HCxalphal

i xalphad

2iCx52 B

ZHCxE6. &

zfCx35.1 =
1 e B

zfCxd3.4
{ zfCx44.2

2fCxdd 1

Figura D.7: Cladogramma delle connessine di zebrafish costruito mediante il
metodo del multiallineamento di sequenze. Per una migliore visualizzazione dei
tre gruppi sono state evidenziate in verde le connessine del gruppo «, in giallo
quelle del gruppo [ e in azzurro quelle del gruppo ~.
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“fCxalpha3

2fCx33.8

2fCx27.5
zfCx28 6
zfCx34 4

2fCxalphal

zfCx35.1

“fCxalphad

ZfCxd3 4

7fCx44.2

ZfCxad 1

zfCx52 b

7fCx55.5

ZfCxd8 5

—
——
G399
2fCxalphac
zfCx32.2
2fCxalphab

2iCxd3.0

2fCxd8. B

7fCx39.9

—— 2iCx43.0
|_|: 256
ziCxalphal

7fCxd8.5

2iCxalphad

2iCx33.6

ZiCx27 &

2fCx28 6

7fCx34.4

2fCx36.1

ZfCxalphad

zfCxd4 1

—
I
HCx43 4
{ 2fCx4.2

2fCxG62 6

7055 5

ziCxalphab

2fCx32.2

zfCxalphac

(b) Z1(5)

Figura D.8: Cladogrammi delle connessine di Danio Rerio basati sulle co-
occorrenze dei motivi di (a) Z1(4) e di (b) Z1(5). Sono state evidenziate in
verde le connessine del gruppo «, in giallo quelle del gruppo ( e in azzurro quelle

del gruppo 7.
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2fCrdd 1

| 2iCxE2 B
L 2fCx56.5

#iCxalpha3

2fCx33 8

20027 6

2fCx28 B

ZfCx34 4

2iCxalphal

2iCxd3.0
\_E 21Cxd3.4
ZfCrdd 2

—

zfCx35 1

L i

2fCxd5.6

zfCrdB 5
zfCx39.9
#HCxalphac
2fCx32.2
ZHCxalphab

2#Cx39.9

(a) 4-parole

2iCxalphab

2fCx32 2

2Cxalphac

2HCxdd 1

2Cxalpha3

20Cx27 5
2iC¥33 8
2HC28 6
2034 4
—

2fCx35.1

#fCxalphad

2fCxd3.0

#Hcxalphat

2iCx43 4

2iCxdd 2

 I—
{ 2CAE2B
HCAEE 5

—

 I—

2iCx4E B

2iCx48 5

(b) 5-parole

Figura D.9: Cladogrammi delle connessine di Danio Rerio basati sulle co-
occorrenze delle parole (a) di lunghezza 4 e (b) di lunghezza 5. Sono state
evidenziate in verde le connessine del gruppo «, in giallo quelle del gruppo 3
e in azzurro quelle del gruppo 7.
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chCx39

chiCxd3
chCxes

chiCwa0
chizxa0

o

-

chicx3t 1

chicx32

chCx30

CchCx31

L

ChCx3E 7

ChCxdS

chCxd5(2)

(

)

chCd0 1)

Figura D.10: Cladogramma delle connessine del gallo costruito mediante

il meto-

do del multiallineamento di sequenze. Per una migliore visualizzazione dei tre
gruppi sono state evidenziate in verde le connessine del gruppo «, in giallo quelle

del gruppo [ e in azzurro quelle del gruppo 7.
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ch2Cxd3 0

chCxd.0

chCxds &

chCx43.0

chCx50.0

chCx35 1

chCx36.0

chCx39.0

chCxds.0

chexd5aZ 0

chCx31. Obi

chCx31.0

chCx32.0
chCx56.0
chCx86.0
chCxd2.0
chCx33.9

chaf

,— gjp-ad

(a) Z1(4)

{ chCxd5 B
chexd0 1

chad

gjp-ad

chCxda.0

chCxd5 6

chCxdd.&

chCxd3.0

chCx50.0

chCx32.0

chexd5aZ 0

chCxd5.0

chCx33.0
chCxd2.0
chCx86.0
chCx56.0
ch2Cxd3 0

chCx39.9

’— chCx31.0bi

(b) Z1(5)

chCx31.0
chCx35.1
chCx36.0
chexd0. 1

Figura D.11: Cladogrammi delle connessine di Gallus gallus basati sulle co-

occorrenze dei motivi di (a) Z1(4) e di (b) Z1(5).

La suddivisione nei gruppi

a, 3 e v non viene riprodotta, motivo per cui non evidenziamo con colori le

connessine dei diversi gruppi.
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gjp-a8
chCydb 0

chCxdb B

chCxd5 5

chCx39.0

chCyd5 0

chexdba? 0

chCx36.0

chCx35 1

chCx31. Obi

chCx31.0

chCx32.0

chCx43.0

chCx50.0
chCx42.0
chCx56.0
chCx56.0
chCx39.8

chad

| — ch2Cx43.0
L chexd0 1

(a) 4-parole
chCx36.0

| chCx35.1
S chexdd.1

chCx31, 0bi

ch2Cxd3.0

chCx31.0

chCx33.0

chexd5a7

chCxds 0
chCxdd.&
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chCxd.0

chCxd5 6

chCxd3.0

chCx50.0

chCxd2.0
chCx56.0
chCx56.0
chaB

chCx32.0

chCx39.9

(b) 5-parole

Figura D.12: Cladogrammi delle connessine di Gallus gallus basati sulle co-
occorrenze dei motivi di (a) di lunghezza 4 e di (b) di lunghezza 5. La suddivisione
nei gruppi «, 3 e 7 non viene riprodotta, motivo per cui non evidenziamo con
colori le connessine dei diversi gruppi.



Glossario

ALLINEAMENTO: E il prodotto della procedura di confronto tra due o piu
sequenze in base all’ordine dei caratteri nelle sequenze in esame. Un allineamento
puo essere locale o globale, generalmente 1’allineamento locale ¢ il piu utile dal
punto di vista del biologo. Il migliore allineamento far due sequenze ¢ quello cui
viene associato il pit alto punteggio di similarita cosi come determinato in ai

parametri scelti.

AMINOACIDO: Uno dei 20 diversi tipi di molecole che sono uniti da lega-
mi pepidici per formare una proteina. All’interno di una proteina gli aminoacidi

sono anche detti “residui aminoacidici” o semplicemente “residui”.

BIOSEQUENZA: Successione di nucleotidi nel DNA e nel RNA o aminoacidi
nelle proteine, tenuti assieme da legami chimici e ordinati secondo regole che de-

terminano I'espletamento di funzioni biologiche.
BLOSUM: Una matrice di sostituzione. Confronta matrici di sostituzione.

CODICE GENETICO: La tabella di corrispondenza tra triplette di nucleoti-
di ed aminoacidi: le 64 (4?) possibili triplette codificano i 20 aminoacidi che si

trovano nelle proteine biologiche oltre ai codoni di terminazione (che segnalano
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all’apparato di traduzione la fine della catena proteica). Il codice genetico & ri-

dondante e degenerato.

CODONE: Una sequenza di tre nucleotidi adiacenti che identifica uno speci-

fico aminoacido o un segnale di inizio o terminazione della traduzione.

COMPLESSITA DI UNA BIOSEQUENZA: Misura del contenuto informa-
tivo di una biosequenza. Per esempio, biosequenze a bassa complessita mostrano
una composizione dei nucleotidi o degli aminoacidi fortemente sbilanciata o ripet-

itiva.

FENOTIPO: Ogni caratteristica visibile di un determinato carattere geneti-

CO.

GAP: Disallineamento tra due biosequenze causato da un’inserzione o delezione
in una delle due sequenze. un gap puo essere lungo da 1 a n nucleotidi o aminoaci-

di.

GENE: Frammento di DNA che codifica per uno specifico prodotto funzionale
insieme a tutte le sequenza necessarie per la regolazione e il controllo della sua
esposizione.

GENOMA': Tutto il materiale genetico di un organismo.

GENOTIPO: Il corredo genetico di un individuo.

LEGAME PEPTIDICO: Legame covalente formato tra due aminoacidi. Il
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legame peptidico e un legame forte.

MATRICE DI SOSTITUZIONE: Matrice 20x20 contenente i coefficienti di
similarita far coppie di aminoacidi. Esistono differenti matrici di sostituzione,
tra cui PAM e BLOSUM, generate con algoritmi che stimano la probabilita di
conversione di un aminoacido in un altro o la probabilita di conservazione di un
aminoacido a partire da allineamenti multipli di sequenze proteiche evolutiva-
mente correlate. tali matrici vengono utilizzate per associare dei punteggi agli

allineamenti tra sequenze proteiche.

MOTIVO: Elemento conservato in un allineamento di sequenze proteiche che

solitamente ¢ associato ad una determianta funzione.

MUTAZIONE: Alterazione genetica ereditabile o acquisibile dall’individuo nel-
I’arco della sua vita che include: mutazioni puntiformi o alterazioni su piu larga

scala.

NUCLEOTIDE: Una molecola di zucchero con 5 atomi di carbonio legata
covalentemente a un gruppo fosfato e a una base azotata. I nucleotidi sono i

costituenti fondamentali del DNA.

OMOLOGTIA: Due geni o proteine si definiscono omologhi se si sono evoluti
da un progenitore comune. Talvolta, e non correttamente, si confondono i con-

cetti di similarita e di omologia.

ORTOLOGIA: Una coppia di geni appartenenti a due specie diverse si dice

ortologa quando si presume che i due geni abbiano cominciato a divergere in
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seguito al processo di speciazione delle specie considerate. Proteine ortologhe

svolgono generalmente al stessa funzione nei due organismi

PAM: Una matrice di sostituzione. Confronta matrici di sostituzione.
PARALOGTIA: Due geni si dicono paraloghi se derivano da un evento di du-
plicazione genica. Mentre geni ortologhi hanno spesso la stessa funzione, geni
paraloghi in genere svolgono funzioni diverse, anche se spesso correlate.

PEPTIDE: Corta sequenza di residui aminoacidici unita da legami peptidici.

PIRIMIDINA: Composto azotato dotato di un singolo anello. Timina (T)

e citosina (C) sono pirimidine.

PURINA: Composto azotato con una strutttura a doppio anello. Adenina (A)

e guanina (G) sono doppi anelli.

PROTEINA: Macromolecola composta da una catena di aminoacidi uniti da

legami peptidici. Le proteine naturali sono composte da 20 aminoacidi diversi.

PROTEOMA': L’intero insieme delle proteine di un organismo.

PROTEOMICA: Lo studio del proteoma.

REPLICAZIONE: La sintesi di una macromolecola identica ad una data (per
esempio DNA).
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RIBOSOMA: Organello cellulare composto da RNA, detto appunto ribosomi-
ale, e proteine; nel ribosoma avviene la traduzione in proteina dell’informazione

contenuta nel'mRNA.

RNA: (Acido Ribo-Nucleico) Acido nucleico composto di ribosio, fosfato e di 4
nucleotidi: citosina, uracile, guanina e adenina. I principali tipi di RNA sono: I'R-

NA messaggero (mRNA), 'RNA transfer (t(RNA) e 'RNA ribosomiale (rRNA).

SEQUENZIAMENTO: e il processo mediante il quale si ottiene la sequen-
za lineare di nucleotidi, nel caso di DNA e RNA, o di aminoacidi, nel caso delle
proteine. Le sequenze vengono poi rappresentate come lunghe stringhe di carat-
teri appartenenti ad un alfabeto di 4 lettere nel caso di nucleotidi, di 20 lettere

nel caso di aminoacidi.

SIMILARITA: Misura che si puo associare ad un allineamento tra sequenze
proteiche e che si ottiene sommando i valori associati nella matrice di sostituzione

prescelta alle coppie di residui allineati.

UNITA TASSONOMICA: La sequenza, o il gruppo di sequenze, facente parte

del set per un’analisi filogenetica.
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