Bioinformatica ed
applicazioni di
bioinformatica
strutturale



Bioinformatica

e Le banche dati

* Programmi per estrarre ed analizzare i dati



I numeri

e Cellule nell’'uomo -+ Genoma umano
e Geni nel’'uomo



[l dogma centrale
livelli di informazione

Le banche dati per sequenze di geni, DNA, cDNA,
proteine e strutture 3D. Informazione della funzione,
dell'espressione, del knockout o over-espressione, i
partner di interazioni.



Banche dati

Banche dati primarie e secondarie



Archivi

Dati primari negli archivi

* Sequenze di acidi nucleici

* Sequenze di interi genomi

* Sequenze di amminoacidi delle proteine
* Strutture di proteine ed acidi nucleici

» Strutture di piccole molecole (metaboliti)
* Funzione delle proteine

* Pattern di espressione dei geni
 Networks (pathway metabolici, interazioni proteine e
geni, regolazione)

* Pubblicazioni

Unannotated =» Preliminary =» Unreviewed =» Standard



Banche dati

« Acidi Nucleici: NCBI, ENA (EBI), DDB]J.
- Genomi: ENSEMBL

* Proteine: PIR, SWISS-PROT, TrEMBL,
PROSITE, UNIPROT

*Strutture: RCSB, PDB, PDB]
Pubblicazioni: PubMed

Gateways per le banche dati

* Entrez: 35 banche dati di NCBI
» Mlutazioni di malattie: oMim

* Analisi delle proteine: ExPASy



Entrez Banche dati









Struttura
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Abbreviazioni

* NP:is for protein, Natural Protein
« NM: is for mRNA, Natural mRNA
* NR:is for RNA not codifing

« NT: contigs (DNA)

« XP or XM: these are referenced protein and mRINA seq,
generated by insilico approach.

* CDs: coding sequence

* CON: Constructed

« EST: Expressed Sequence Tag from cDNA
* (GSS: Genome Sequence Scan

manutenzione, annotazione, controllo di qualita



I1 formato FASTA

>NM 000207.2:60-392 Homo sapilens insulin
ATGGCCCTGTGGATGCGCCTCCTGCCCCTGCTGGCGCTGCTGGCC
CTCTGGGGACCTGACCCAGCCGCAGCCTTTGTGAACCAACACCTG
TGCGGCTCACACCTGGTGGAAGCTCTCTACCTAGTGTGCGGGGAA
CGAGGCTTCTTCTACACACCCAAGACCCGCCGGGAGGCAGAGGAC
CTGCAGGTGGGGCAGGTGGAGCTGGGCGGGGGCCCTGGETGCAGGC
AGCCTGCAGCCCTTGGCCCTGGAGGGGTCCCTGCAGAAGCGTGGC
ATTGTGGAACAATGCTGTACCAGCATCTGCTCCCTCTACCAGCTG
GAGAACTACTGCAACTAG



Bioinformatica

e Le banche dati.

* Programmi per estrarre ed analizzare 1 dati:

estrarre sequenze o al
allineamento delle sec

i informazioni,
uenze, alberi

filogenetici, analisi de

le sequenze dei

promotori, predizione dei domini, pattern
nella sequenza, strutture ed interazioni.



Allineamenti

Global match
LLocal match

Motif match
Allineamento di due sequenze
Allineamento multiplo



Dotplot



Dotplot



Dotplot
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ricerca

/T~

—_— SN~
Sequenza sonda

Sequenze non omolo

Sequenze omologhe

Punteggio soglia
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Sequenza sonda

equenze non omo _ .
Punteggio soglia

Sequenze omologhe

Regione di sovrapposizione



Misure della dissimilarita

* Distanza Hamming: 2

agtc

cgta

e Distanza Levenshtein (edit): 3
ag-tcc

cgctca

* Matrice per punteggio di similarita



Dayhoff

Point Accepted Mutation Matrix
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BLOSUMG62 di Henikoff e Henikoff

BLOcks SUbstitution Matrix



Inserzioni/delezioni

* Inizio alto "gap penalty”

aaagaaa

aaa-aaa

» Estensione "gap penalty" (1-10%)
aaaggggaaa

aaa—----aaa

Per esemplo:

ClustalW: gap=10, estenzione=0.1
BLOSUM62: gap=11l, estenzione=l



Dynamic programming

* Metodo per trovare l'allineamento ottimale
(globale) tra due sequenze

* + trova sempre l'allineamento con miglior
punteggio (dato matrice di sostituzione e gap
penalty)

* - trovare l'allineamento biologicamente
corretto

* -1l tempo di allineare le sequenze conn e m
unita e proporzionale a n x m (non
conveniente per ricerche in banche dati)



Screening delle banche dati

metodi approssimativi e con allineamenti locali

Allineamento con BLAST

« BLAST Basic Local Alignment Search Tool
BLASTN, BLASTP

* Sensibilita, selettivita e velocita



BLAST



Programma dinamica



La significativita dell'allineamento

P-score: probabilita che la
somiglianza e casuale

P < 101 match esatto

P 10-190-10-°° quasi ID (SNP o alleli)
P 10~°-10-1° omologia vicina

P 10~-10"! omologia distante

P > 10! probabilmente insignificante

/-score: =5 significativo
E value: probabilita di trovare match migliore

E < 0.02 sequenze probabilmente omologhe
E 0.02-1 omologia non sicura
E > 1 match casuale



Sonda

BLAST
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BLAST Banca dati
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Allineamento
multiplo di
thioredoxins



Albero filogenetico

Archebatteri



Alberi filogenetici

* Omologia

* Identita

* Similarita

* Clustering
 Evoluzione divergente



Programmi per analizzare

 ProtParam Pr oteine
* Mascot su ExPASy

* ScanProsite
* NetNGlyc

* TargetP

* Pfam

* SMART

* SignalP

« TMHMM

SDSC Biology Workbench
(http:/ /workbench.sdsc.edu)



Scopo

* Ritrovare la sequenza del gene per una proteina
(human insulin) e la sequenza proteica

* Analizzare la sequenza proteica dell'insulina
umana

*Trovare omologhi dell'insulina umana con
BLAST

* Fare un'allineamento multiplo

* Fare un albero filogenetico con gli omologhi
dell'insulina

* Analizzare la struttura dell'insulina e le
interazioni con il suo recettore



[.'insulina

Catena A 21 amminoacidi
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Catena B 30 amminoacidi

trascrizione
mRNA
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Pre-proinsulina

Catena A Catena B
Thr8 Ile10 Thr30
Thr8 Ilel0 Ala30
Ala8 Vall0 Ala30



Il recettore dell'insulina



Effetti con insulina



Diabete tipo I e II



Ritrovare la sequenza dell'insulina
umana ed analizzarla

Entrez NCBI http:/ /
www.ncbi.nlm.nih.gov /sites/ gquery
-Cercare "human insulin", selezionare i hit
di "Gene"

-Copiare la sequenza in formato "FASTA"
-Cliccare su "BLAST" (a destra) ed inserire
la sequenza in "Protein BLAST"
-Selezionare un numero di sequenze
omologhe e cliccare su multiple alignment
-Creare un albero filgenetico



Analizzare la sequenza proteica
(domini, modificazioni post-
traduzionale)

PFAM http:/ / pfam.xtam.org
2. Come si chiama il dominio nella proteina?



