| GENI DELLE IMMUNOGLOBULINE
NEI PRIMATT

IMMUNOGLOBULIN GENES IN PRIMATES

UNIVERSITA
POLITECNICA
DELLE MARCHE

SESSIONE DI LAUREA 2023/2024

CORSO DI LAUREA IN SCIENZE
BIOLOGICHE

LAUREANDO: LORENZO
EVANGELISTI

DOCENTE REFERENTE: PROF.
MARCO BARUCCA



Riassunto:

Lo sviluppo di un’applicazione, di un software di apprendimento automatico, basato
su reti neurali, ha permesso di scansionare i genomi ed identificare le sequenze di
esoni che codificano per i domini CH delle immunoglobuline e da questi geni e
possibile risalire alle diverse immunoglobuline che ogni specie possiede. Da questo
studio, e stata descritta la distribuzione dei geni delle immunoglobuline tra gli ordini
dei primati. Nelle proscimmie, i geni IgD non sono presenti; nei platirrini, un gene e
identificato per ciascuna delle classi di immunoglobuline ma il gene IgD non ha
'esone CH2; nella famiglia Cercopithecidae viene rilevato un gene per ogni classe
nella famiglia Colombinae, mentre in Cercopithecidae i geni per IgG sono stati
duplicati piu volte. Negli ominidi, si osserva un maggior numero di duplicazioni che
iIncludono i geni che codificano per IgA e IgE. Questi risultati indicano che dalla
comparsa dei Cercopithecidae, c’e un’instabilita evolutiva nel locus Ig.



Cosa sono?

munemente con il termine di
ri coinvolte nella risposta
utralizzare le sostanze
anismo note con il

ssi di immunoglobuline:



Negli ultimi anni le sequenze del
genoma di molte specie di
primati sono diventate disonibili

sottoforma di set di dati WGS
(Whole Genome Shotgun
Sequencing) assemblati.

Una visione generale del locus
IGHC puo essere ottenuta in ogni
famiglia di primati e sulla base di
questo si e sviluppato un
software




Chfinder € in grado di estrarre le
sequenze codificanti (esoni) per i
domini.costanti delle catene
pesanti delle Ig e tali sequenze
geniche sono importanti allo
scopo di confrontare i geni Ig tra le
diverse specie

Un solo requisito deve essere

rispettato:

ATTCGATTCGATTCGATTCG
(ripetizione in tandem)

2. bl - < ,
Immunoglobulin tblasin L (-") WGS Datasets
BEUENICE qUETY po| -:' restricted search for
| e NCHI Pfi.mil.'.’.‘.'b
|

o @ﬁs ot wF am
“-/‘/f\ “‘;F & \.ﬂa ‘f'lb m__u'r
1 ARHDS1104903.1154,2] 65.25 ! 8/=24. 970 &68:4.692=-291115

. ' e Lok bal e 2| MRNDSL01E0L4. 1 52,5) 6941 [ 0/=11. 577 269 5.87e=2% 112
Positive contigs thlastn it table 3| ARNDO1104950. 11 52,5 65.25|0/2 | 3635 1943 6.248-29 115

H AHSESL193118.1 &0.4 .'2.+2:c-.f2 2 145 I.0da-0% 56,6
tblastn hit table resulis

Exon defined between AG and GT

E3.."|. Find exon in larger config region R AMACCTTCOTCA . . . TTTCAATCCTAGE
specified by hit coordinates x = (z;,2:) i , ot
H= =z + 4000 .
N kength between 260 and 360 nt
Bengeth 18 divesalsle by 3
¥
3B a)Translate NN sequence to AA; NNseg= TCCTCA ...  TTTCAAT
: | Mo stop codons
b} ELE!:EIFW: AA sequence (o feature AAseq= SHSLRYFHT ...LPEPLTLRW
FeatVec= Gpl;EpgrEgE;IE;ﬂ‘rG'l;-.
3.C Use of Tensorflow to identify W 1&‘:59
exons codig for CHs for lgls £ ¢ Walid gen for 120G
{tamclem EX arrangensent)
Exon-1G Exon-3G  pseudogene
(e, here missing Exon=2G)

4. From posilive exons, determing structure
{valid gene, pseudogense)




Proscimmie

Nei genomi di sei specie di proscimmie si sono individuati 70 esoni
che codificano peri CH di IgM, IgG, IgE e IgA, con l'eccezione di una
sola specie...
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File RNAseq utilizzati per determinare la presenza di RNA per le
Immunoglobuline.



Platirrini

Un isotipo per ogni classe
di immunoglobuline da
sette file del genoma WGS

Table 3

The mumber of exons coding fior the immunoglobalin CH domains in Platyrrhines.
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* Number of molerules deduced by CHrder when finding the corresponding consecutive exons in the same contig,
b (Genes apparently viable but only with the domain CH1 and CH3.




Attraverso il software, '’esone CH2 dei geni IgD non viene
rilevato e per vedere se la motivazione a questo fenomeno
sia dovuta al fatto che il gene ha solo due esoni:
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Cercopithecoidea

Presenza di ulteriori esoni
gE CH2 e duplicazioni di
gG in alcune specie.

Table 4
The number of exons that code for immunoglobulin CH domains in Cercopithecoidea.

IgM IgD IgG IgE IgA

CHI CH2 CH3 CH4 IgM" CHI CH2 CH3 IgD" CHL CH2 CH3 IgG' CH

CH2 CH3 CH4 IgE' CHI CH2 CH3 IgA

Cercocebus atys-JZLGO]
Chlorocebus sabaeus-AQIB01
Colobus angolensis-JYKROI
Macaca fascicularis-AEHLO1
Macaca fascicularis-AQIAQ1
Macaca fascicularis-CAECO1
Macaca mulatta-AANUO1 =
Macaca mulatta-AEHK01 1
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Macaca nemestring-JZLFO1
Mandrillus leucophaeus-JYKQOI
Nasalis larvatus-JMHX01 -
Papio anubis-AHZZ02 1
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1
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Due copie di IgkE di cui una
nel locus IGHE e I'altra in
contig remoti.

RETROTRASCRIZIONE

una struttura genomica
acquisita prima del processo
di diversificazione evolutiva.



| Cercopithecoidea si
distinguono in due famiglie
evolutive, i Cercopithecidae che
mostrano duplicazioni del gene
IgG e le Colobine che non
mostrano quest’alterazione;

differenze nel numero

di IgG all’interno della
specie Macaca mulatta;

presenza di microsatelliti che
determina la presenza di
contigs non assegnati a
nessun cromosoma.
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Colobus angolensis palliatus-JYKRO1-194-exon3G

COLOBINAE Rhinopithecus roxellana-JABRO01-252-exon3G

Rhinopithecus bieli-MCGX01-245-exon3G
Nasalis larvatus-JMHX01-241-exon3G
Piliocolobus tephrosceles-PDMGO01-253-exon3G

« Cercocebus atys-JZLG01-242-exon3G
Papio anubis-AHZZ02-219-exon3G
Macaca nemestrina-JZLF01-223-exon3G
Macaca fascicularis-AQIA01-225-exon3G

Common

Macaca mulatta-JSUE03-228-exon3G
Macaca mulatta-AANUO1-229-exon3G
Macaca mulatta-AEHKO01-246-exon3G

Mandrillus leucophaeus-JYKQO01-271-exon3G

e Cercocebus atys-JZLGO01-237-exon3G ’ 2
- Cercocebus duplications
L ecCercocebus atys-JZLG01-249-exon3G

Macaca nemestrina-JZLF01-251-exon3G M
acCaque
CERCOPITHECINAE —a Chlorocebus sabaeus-AQIB01-212-exon3G duplication 1

T / L_ Macaca fascicularis-AQIA01-280-exon3G

Macaca mulatta-JSUED3-226-exon3G

Macaca mulatta-AANUO1-227-exon3G
\—« {Macaca mulatta-JSUE03-278-exon3G

Macaca mulatta-AANUO1-279-exon3G

E‘——— —e Papio anubis-AHZZ02-248-exon3G

—— e Mandrillus leucophaeus-JYKQO1-255-exon3G
i Macaca mulatta-JSUE03-215-exon3G Macaque
{Macaca mulatta-AANUO1-217-exon3G duplication 2

—a Macaca fascicularis-AEHLO1-272-exon3G

{ Macaca mulatta-AANUO1-235-exon3G Macaque
*—%Macaca nemestrina-JZLF01-270-exon3G duDllcat'on 3
Macaca mulatta-AEHKO1-273-exon3G

> Baboons duplications
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Ominidi

. . . . . Gorilla gorilla-CYUI03 1 11 1 1 1 1 1 1 5 6 6 2 2 3 2 2 0 1 1 1 1
D | d | G | A | E Gorilla gorilla-CABDO3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 3 4 2 2 2 2 2 1 1 1 1 1
u p | Ca Z I O n I e I ge n I g ’ g e g . Nnmu.scusﬁleumgenys-ADFVUI - - 1 1 0 1 1 - 0 3 2 2 2 - 1 - 1 0 1 1 2 1
Pan paniscus-AJFE02 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 6 6 0 1 2 1 2 1 1 1 - 0
Pan troglodytes-AACZ04 - - - 1 0 1 1 1 1 7 5 5 3 1 1 1 2 1 - 1 2 0
Pan troglodytes-AADAO1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 3 2 1 1 - - - 1 0 - - - 0
Pan troglodytes-NBAGO3 2 2 1 2 1 1 1 1 1 7 8 8 7 1 1 1 2 1 2 2 2 2
Pongo_abelii-ABGAO1 - 1 1 1 0 2 1 1 0 5 4 4 3 3 3 1 2 1 - 1 1 0
Pongo_abelii-NDHI03 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 4 5 4 4 4 2 3 2 3 3 3 3
Nomascus_leucogenys-ADFV01-23-0xon3G
— Nomascus_leucogenys-ADFV01-40-exonaG
~ Homo_sapiens-igG2
Nomascus_leucogenys-ADFV01-14 Pan_paniscus-AJFE02-30-exon3G
[ Gorilla_gorilla_gorilla-CABD03-13 Iy t -’ Hon apians-IGHGF I B S
. . . SancitoglediiseibAaials 8 Pan_pai - AJFE02-38 quDnSG
* Nel genoma di Ptroglodytes, le analisi . s I e
Pan_troglodytes-AAGZ04-36-exon3G

computazionali due esoni per i
domini CH1, CH2 e CH4 dell’lgV;

* siaigorilla che gli scimpanze
condividono sequenze simili alle

Table 5

The number of exons that code for immunoglobulin CH domains in Hominids.

IgM IgD

IgG IgE IgA

CH1I CH2 CH3 CH4 IgM° CH1 CH2 CH3 IgD° CHI CH2 CH3 IgG" CH1 CH2 CH3 CH4 IgE® CH1 CH2 CH3 IgA°

Pan_troglodytes-NBAGO3-9

Homo_sapiens-igG3

Pan_traglodytes-NBAGOS-17
Gorilla_gorilla_gorilla-CABDO3-18
—t Gorilla_gorilla-GYUI03-22
Homo_sapiens-lgG2
T Pan_troglodytes-AACZ04-23
T pan_trogiodytes-AADAO1-24

Gorl orilla-CYUI03-21

/ + Homo_sapiens-lgGa

[
T+ Pan_troglodytes-NBAGO03-6
Pan_troglodytes-AAGZ04-16

Pongo_abelii-NDHI03-2
L Pongo_abelii-NDHI03-3

Pongo_abelii- ABGAO1-15

* Pongo_abelii-NDHI03-19

Pongo_abelii-ABGAO1-20

Pan_troglodytes-AACZ04-18-exon3G

Pan_troglodytes-NBAGO3-11-exon3G
Pan_paniscus-AJFE02-8-exon3G
Homo_sapiens-igat
Gorilla_gorilla-CYUI03-1-ex0n3a

Pongo_abelii-NDHI03-5-axon3G

= 4

+ Pango_abelii- ABGAO1-24-exon3G
— Pongo_abelii-NDHI03-7-exon3G
Pange_abelii-NDHI03-32-exon3G

Penge_abelil-ABGAD1-33-exon3G
Pongo_abelii-NDHI03-6-ex0n3G
1 Pongo_abelii- ABGAD1-16-0xan3G
Pongo_abelii-NDHI03-17-exon3G
Pongo_abelli-ABGAO1-18-8x0n3G
Gorllla_goerilla-CYUI03-35-exon3G
Gorilla_gorilla_gorilla-CABDO3-31-8xon3a
Gorilla_gorilla-CYUI03-34-ex0n3G
! Gorilla_gorilla_gorilla-CABD03-41-axon3G
' Pan_paniscus-AJFE02-30-exon3G

Homo_sapiens-lgG4
Pan_troglodyles-NBAGO3-13-exan3G
Gorilla_gorilla-CYUI03-2-ex0n3G
Pan_troglodyles-NBAG03-15-exon3G

Homo_sapiens-1gGa

L] L] L] >,
. Fonmcchell pomoesto . Pan_panisous-AJFE02-21-exon3G
u a ro e I e SS e rI u I I l a I l I Pongo_abelii-ABGAO1-12 + | Pan_troglodytes-AACZ04-20-0x0n3G
4 * Pan_iroglodytes-NBAGO3- 12-exon3G
Pan_troglodytes-AACZ04-11 i
af=freglonye . Pan_troglodytes-NBAGO03-9-exon3G

* divergenza dell’'orango dal resto degli

Pan_troglodytes-NBAGO3-4
+— @Gorilla_gorilla-CYU103-1

Homo_sapiens-IgG1

Pan_troglodytes-NBAGO3-10-exon3G
Gorllla_gorilla_gorilla-CABD03-22-exon3G
. Gorilla_gorilla_gorilla-CABDO3-29-ex0n3G
+ Pan_paniseus-AJFE02-28-exon3G
+ | Gorilla_gorilla-CYUI03-3-ex0n3QG
t Gorilla_gorilla-GYUIO3-4-exon3G
Pan_troglodytes-NBAG03-26-exon3G

Pan_trogladyles-AACZ04-27-exon3G

0.03

The tree constructed by aligning the complete IgG sequences (left) and CH3 sequences (right) detected with the CHfinder program. To act as markers, the
sequences of H. sapiens (red) were aligned with the other primate sequences. In each tree, the sequences of P. abelii are located in the same clade as the human IgG1
sequences. The human IGHGP sequence is also indicated to show its origin. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to
the web version of the article.)

ominidi.



JGl Genomes OnLine
Database (GOLD)

Si tratta di una raccolta aggiornata
guotidianamente di progetti
genomici accumulati da tutto il
mondo.

E’ organizzato in quattro livelli
(Studi, Organismi, Progetti di
Sequenziamento e Progetti di
Analisi) e questo database fornisce
un’interfaccia web interattiva per
la navigazione e la ricerca in
un‘ampia gamma di progetti e
metadati.




Discussione

’utilizzo di specifici software nell’ambito della biologia computazionale, ha
permesso di evidenziare la presenza e struttura dei geni che specificano le varie
lg nei diversi organismi viventi. Considerando l'organizzazione strutturale delle
immunoglobuline, il locus delle regioni costanti di queste proteine e cambiato
in modo significativo nelle linee evolutive dei vertebrati.

Le regioni costanti degli anticorpi, portano funzioni effettrici che sono diverse in
ogni classe di immunoglobuline. Quindi, la conoscenza dettagliata dei
cambiamenti evolutivi, cioe generazione o perdita delle classi di lIg e quindi
delle diverse sequenze geniche codificanti (esoni), e di grande interesse
nell’lambito delimmunologia comparata.
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