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La materia uisce di luogo in luogo
e si coagula momentaneamente a formare noi.
Qualunque cosa siamo, quindi,

non siamo la materia di cui siamo fatti.

- Steve Grand
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Introduzione

L'informatica e la biologia molecolare sono due discipline scienti che che
sembrano agli antipodi, ma che negli ultimi decenni hanno trovato un punto
di incontro nella bioinformatica. Quest'ultima, inoltre, si relaziona anche ad
altre branche come la matematica e la statistica [1], con l'obiettivo di svilup-
pare strumenti e risorse che aiutino nell'analisi e nell'interpretazione dei dati
in modo signi cativo. La bioinformatica utilizza algoritmi e tecniche per una
vasta gamma di applicazioni, tra cui I'analisi di sequenze biologiche, lo studio
della struttura e della funzione delle proteine, I'analisi delle interazioni moleco-
lari all'interno di cellule e tessuti, la progettazione di nuovi farmaci e di terapie
personalizzate in base ai pro li genetici dei pazienti [2].

Per comprendere in maniera sempre piu accurata la complessita dei mecca-
nismi molecolari, € necessario analizzarli su diversi livelli; i quali, de niti nel
loro insieme "scienze omiche", con l'avvento e lo sviluppo delle tecnologie di
sequenziamento sono diventati fondamentali [3]. Tali livelli si suddividono in:

1. genoma, l'insieme del patrimonio genetico che caratterizza ogni organismo
vivente;

2. trascrittoma, il prodotto iniziale dell'espressione del genoma. E l'insieme di
tutti i trascritti di RNA, compresi quelli codi canti e non codi canti, la cui
informazione biologica e richiesta dalla cellula in un determinato momento;

3. proteoma, il risultato nale dell'espressione del genoma che deriva dal processo
di traduzione degli RNA messageri. Tale prodotto rappresenta il repertorio
delle proteine, il quale determina la natura delle reazioni biochimiche che la
cellula é in grado di svolgere [4];

4. epigenoma, che racchiude tutti i fenomeni di regolazione genica che non pro-
vocano alterazioni della sequenza nucleotidica, come la metilazione della cito-
sina sul quinto residuo carbonioso (5mC) o in genere sui dinucleotidi citosina-
guanina (CpG) e le modi che sulle code amino-terminali delle proteine isto-
niche (metilazioni, acetilazioni, fosforilazioni, ubiquitilazioni e sumoilazioni)
[5];

5. metaboloma, l'insieme di tutti i piccoli metaboliti presenti in una cellula che
formano una grande rete di reazioni metaboliche, in cui i prodotti di una sono
| substrati per le successive [6].



Le scienze omiche sono interconnesse e richiedono l'uso di tecnologie e stru-
menti bioinformatici avanzati per I'analisi e l'interpretazione dei dati.

La trascrittomica esamina i livelli di RNA sia da un punto di vista quali-
tativo che da un punto di vista quantitativo cioe analizza sia la presenza che
I'abbondanza dei trascritti [7]. L'analisi del trascrittoma € uno step cruciale per
gli studi di espressione genica ed e possibile grazie a tecniche di sequenziamento
ad high-throughtput come I'RNAseq. Quest'ultimo e basato sul next-generation
sequencing (NGS), una tecnologia di sequenziamento del DNA su larga scala
che consente di ottenere informazioni dettagliate a livello dell'intero trascritto-
ma con risoluzione no alla singola coppia di basi [8, 9]. La tecnica di RNA-seq,
in generale, consiste nell'isolamento dell'lRNA totale da tessuti o cellule di in-
teresse, seguito dalla costruzione di librerie di DNA complementare (CDNA), le
qguali vengono poi sequenziate per le successive analisi. L'RNAseq e fondamen-
tale per analizzare risposte cellulari a stimoli siologici, e etti di perturbazioni
sperimentali su geni e speci che pathway o malfunzionamento della regolazione
genica in condizioni patologiche [10]. L'analisi dell'espressione genica di eren-
ziale (DGE) € una delle applicazioni pit comuni dei dati di RNA-seq. Questo
processo consente di individuare i geni espressi in modo di erenziale in due o
pit condizioni biologiche, con l'obiettivo di identi care i geni che presentano
un'espressione alterata dipendente dalla condizione. Un esempio e l'analisi di
cellule trattate rispetto a cellule non trattate [11].

Nonostante tutte le cellule del nostro corpo condividano pressoché lo stesso
genotipo, il trascrittoma in ciascuna cellula ri ette I'attivita solo di un sottoin-
sieme di geni, infatti, i diversi tipi di cellule nel nostro corpo esprimono un
trascrittoma unico e percio 'RNAseq convenzionale eseguito sull'intera popola-
zione cellulare puo fornire solo il segnale di espressione medio. | recenti progressi
tecnologici hanno permesso di pro lare il trascrittoma in singole cellule e si parla
in questo caso disingle-cell RNA sequencing(scRNAseq). Gli step di analisi
sono analoghi allRNAseq, ma prevedono un passaggio preliminare che consiste
nell'isolamento delle singole cellule e un successivo step di identi cazione del
tipo di cellula grazie all'uso di marker cellulari noti [12].

Il sScRNAseq ha permesso di estendere lo studio del trascrittoma alle singole
cellule, ma per sua natura questa tecnica perde l'informazione spaziale relati-
va alla posizione delle cellule all'interno del tessuto. La trascrittomica spaziale
(TS) & una tecnologia innovativa che consente I'analisi dell'espressione genica
mantenendo integra l'informazione spaziale [13]. Esistono diversi approcci per
guesto tipo di analisi che di eriscono in termini di risoluzione e dmultiplexing,
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in generale le analisi sul trascrittoma si basano su tecniche di ibridazioire
situ mediante uorescenza o sequenziamento [14]. Quest'ultima prende il nome
di spatial RNA sequencing15]. L'analisi dei dati di TS esplora tipicamente le
di erenze interne tra le regioni spaziali di un tessuto. Ad esempio, € possibile
cercare geni che presentano dei pattern di espressione spaziale, chiarsiadi-
tially variable geneg(SVG, [16]). Nel caso dell'analisi di erenziale, i dataset di
spRNAseq sono tipicamente analizzati singolarmente per estrarre i geni rilevanti
da ciascuna condizione e in seguito i diversi risultati vengono messi a confronto.
Tuttavia, informazioni spaziali potenzialmente utili che potrebbero essere sfrut-
tate in un contesto di TS, come il sito di iniezione di un trattamento, in genere
vengono ignorate.

L'obiettivo di questa tesi € di esaminare gli e etti di un trattamento sull'e-
spressione genica all'interno di un tessuto biologico, prendendo in considerazione
la distanza dal sito in cui viene somministrato. Si propone RGDIST (Respon-
sive Genes based on Distance from Injection SiTe), un metodo che prende in
esame le informazioni relative al sito di iniezione di un trattamento, al ne di
identi care i geni la cui espressione varia in funzione della distanza, che sono
dunque in uenzati, positivamente o negativamente, dal trattamento. A tal pro-
posito € stato analizzato un dataset di TS ottenuto dopo iniezioni stereotassiche
di eme ed emopessina nel cervello di topo [17]. Molte malattie cerebrali come
l'ictus, l'ipertensione cronica, l'angiopatia amiloide, le malformazioni vascolari
e i tumori cerebrali possono causare emorragie intracraniche [18], in seguito alle
quali I'eme viene rilasciato dall'emoglobina liberata dalle cellule e pud causare
lesioni cerebrali secondarie nell'area del sanguinamento.

Partendo da tali premesse, l'elaborato e articolato in tre capitoli: il primo
capitolo presenta un quadro sul contesto biologico del dataset preso in esame
e fornisce una panoramica sui meccanismi molecolari coinvolti nell'ictus, esplo-
rando le cause della patologia e i fattori di rischio, con un'attenzione particolare
ai danni secondari causati dalle componenti del sangue. Studi in vitro del tra-
scrittoma possono rivelarsi molto utili per comprendere i processi molecolari
che seguono un emorragia intracerebrale; pertanto il secondo capitolo segue il
percorso dal genoma all'analisi dei dati di espressione genica, partendo dalla
de nizione di trascritto per arrivare a una comprensione piu approfondita delle
pipeline bioinformatiche. Grazie all'integrazione di informazioni spaziali nella
pro lazione molecolare, &€ possibile caratterizzare meglio I'espressione genica in
un contesto morfologico e valutare gli e etti di trattamenti farmacologici o con
sostanze estranee. Il terzo capitolo illustra il metodo RGDIST e i risultati otte-
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nuti dall'applicazione di questo metodo, con particolare attenzione su alcuni geni
ritenuti signi cativi. Le analisi sono state eseguite con il software R, versione
4.2.2.



Capitolo 1

Contesto biologico

Al ne di comprendere meglio il contesto biologico del dataset preso in analisi
questo capitolo o re una panoramica sulla circolazione cerebrale e sui meccani-
smi molecolari coinvolti nelle patologie associate, in particolare l'ictus. Verranno
esplorate le cause dell'ictus e i fattori di rischio, con una particolare attenzione
ai danni secondari causati da alcune componenti del sangue.

1.1 Circolazione cerebrale

La vascolarizzazione dell'encefalo (Figura 1.1) si realizza attraverso il circolo
cerebrale arterioso, costituito dal circolo anteriore, che apporta circa il 70%
del sangue e dal circolo posteriore, che fornisce circa il 30% del sangue. La
vascolarizzazione cerebrale & de nita di tipo terminale poiché oltre un certo
livello non esistono anastomosi e cienti. Cio signi ca che, nel caso di una lesione
a carico di un ramo terminale, la zona da esso vascolarizzata non riceve piu alcun
apporto di sangue e va incontro a danni spesso irreversibili. Questa possibilita
ha portato all'evoluzione di un sistema di circolazione di mutuo soccorso, noto
come Poligono di Willis (Figura 1.2). Questo sistema di anastomosi arteriose si

Figura 1.1: Veduta inferiore dell'encefalo che mostra la distribuzione delle arterie.
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