L'eterodimero 1 amartina/tuberina interviene nella regolazione intracellulare di
alcune vie di segnale, come la crescita cellulare e sintesi proteica, la cosiddetta
via di PIBK-AKT-mTOR e la crescita e proliferazione cellulare, la cosiddetta via
della proteina chinasi mitogeno attivata MAPK. Quindi il ruolo del complesso
amartina/tuberina nella regolazione della crescita e proliferazione cellulare e dei
processi cellulari in generale, ben si correla con la principale manifestazione della
malattia, cioe la formazione di amartomi2. Nel Database DrugBank € inoltre
presente un Tool che permette la ricerca di drug, gid approvate o anche in fase
di sperimentazione, che abbiano una struttura chimica simile alla drug oggetto di
studi. Un confronto simile ha un’'importanza notevole perché permette di studiare
tutte le varianti della stessa drug, approfondendone i target e quindi i possibili
effetti collaterali o eventuali effetti benefici inaspettati. Sono presenti aliri due
composti, simili ai primi fre, chiamati Pimecrolimus e Tracolimus. Il successivo
approfondimento dei Targets e dei Pathway relativi ha evidenziato una

somiglianza pressoché identica con il Sirolimus, il Temsirolimus e I'Everolimus.

4.5.2. Vigabatrin

Il Vigabatrin € un farmaco anticonvulsivante3 e, a differenza della Rapamicina, &
presente in DrugBank sotto forma di un unico composto. Il target primario indicato
da Drugbank & linibizione del catabolismo del GABA, principale
neurotrasmettitore inibitorio, nei mammiferi, del sistema nervoso centrale,
responsabile della regolazione dell'eccitabilitd neuronale ed anche direttamente
responsabile della regolazione del tono muscolare. Il Vigabatrin agisce in modo
irreversibile sulla GABA-fransaminasi, I'enzima responsabile della degradazione
del GABA. Studiando questo aspetto tframite KEGG Pathway si nota che GABA si
lega a tre classi di recettori, il GABA-A, il GABA-B e il GABA-C.

Nell'immagine sotto € riportato la Pathway di GABAERGIC SYNAPSE:

I Collegamento chimico differente, contrario di omodimero cioé collegamento di due
molecole di natura chimica identica.
2 Malformazione dovuta a un'anormale mescolanza di elementi costitutivi normali del
fessuto.
3 Farmaco usato allo scopo di sedare le convulsioni.
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FIGURE 72: SEZIONE DELLE CLIQUE MASSIMALI GENERATE RELATIVE ALLA TSC

| cligue massimali nel caso del complesso della TSC vanno da 11 a 16 geni, con clique
massimali si intedono clique che non possono essere estese oltre, la significativitd statistica
e alta proprio perché sono cliqgue massimali questo implica che alcuni geni potrebbero
essere sosfituiti con altri geni che hanno un numero maggiore di fenotipi OMIM che
porterebbero una relazione maggiore con altri geni e che renderebbe la clique piUu

specifica.

- Drugs and related side effects targeting the input genes: contiene una tabella con
tutte le drug che targettano i geni di input. Per ogni drug sono mostrate, il codice
DrugBank, il nome ufficiale della drug, per le drug che hanno una smile il link alle prime 10
drug con smile simile alla drug data secondo la formula di Tanimoto, in asterisco vengono
indicate le drug presenti nella pagina dei risultati, gli effetti collaterali in cui sono coinvolfi
con relativo link a SIDER, i fenotipi in cui tali effetti collaterali con collegamento ad OMIM e

i target di queste drug. Per il caso della TSC vengono riportate 86 drug.
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First 10 selected-by-Tanimoto smiles similar to chosen drug
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FIGURE 73: DRUG SIMILARITY DB0087 (SIROLIMUS), MAGGIOR SIMILARITA CON DB00864 (TACROLIMUS) E DB00337
(PIMECROLIMUS)

- Transcription factor of related genes: una lista di tutti i fattori di tfrascrizione dei geni
con i loro codici HGNC, la loro classe e famiglia, con il link al database Jaspar. Per
I'esempio della TSC ci sono due faftori di frascrizione uno per il gene TP53 e I'altro per
HIFTA

Transcription factor of related genes:

# | Transcription Factor (Jaspar ID) | Hgnc Gene
1 MAD106.1 119983 Zinc-coordinating | Loop-Sheet-Helix
2 MADZ59 1 4910700 Zipper-Type Helix-Loop-Helix

FIGURE 74: TF DEI GENI (TS)
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Transcription factor of related mirnas: Una lista di tutti i fattori di frascrizione legati ai

MiRNA, con il nome ed il codice HGNC del gene relativo, la funzione del miRNA e la

patologia a cui & collegato, I'attivitd del miRNA e il codice dell’articolo NCBI da cui tale

informazione & estratta.

Nel caso della TSC vengono individuati 53 fattori di trascrizione relativi ai miRNA

20 TP53 11998 mir-519d activate its transcription see HMDD (http://cmbi.bjmu.edu.cn/hmdd) Activation 22262409
21 TP53 11998 mir-34a | MicroRNA-34a (miR-34a), a transcriptional target of p53 see HMDD (http://cmbi.bjmu.edu.cn/hmdd) Activation 22198213
22 TP53 11998 mir-34a miR-34 miRNAs are p53 targets see HMDD (http://cmbi.bjmu.edu.cn/hmdd) Activation 22020437
23 TP53 11998 mir-34b miR-34 miRNAs are p53 targets see HMDD (http://cmbi.bjmu.edu.cn/hmdd) Activation 22020437
24 TP53 11998 mir-34c miR-34 miRNAs are p53 targets see HMDD (http://cmbi.bjmu.edu.cn/hmdd) Activation 22020437
i MicroRNA-34a (miR-34a) is a transcriptional target of p53 ; . —
25 TP53 11998 mir-34a | and is down- regu?ated in pancreatic cancer. see HMDD (http://cmbi.bjmu.edu.cn/nmdd) Activation 21909380
transcriptional activation of miR-29 is triggered in e
26| TP53 11998 mir-29 response to DNA damage and occurs in a see HMDD (http://cmbi.bjmu.edu.cn/nmdd) Activation | 21522133
p53-dependent manner
27| TPS3 11998 | mir-200a | The miR-200 ffg;}'gsrgezggﬁjg ‘e’fgrseg’g%?fed by p53then see HMDD (http:/cmbi.bjmu.edu.cnhmdd) Activation | 21518799
28| TPS3 11998 | mir-200p | The miR-200 famiy members ransacivated by p53 then see HMDD (htip://cmbi bjmu.edu.cnihmdd) Activation | 21518799
29| TPs3 | 11998 | mir-200c | The MIR-200famiy members iansacivated by pS3then see HIIDD (http:/icmbi.bjmu.edu.cnhmdd) Activation | 21518799
30| TPS3 | 11998 | mir1ap | PS3Tequiated miASZfarmily members also repress see HIIDD (http:/icmbi.bjmu.edu.cnhmdd) Activation | 21518799
Heart Failure
Lung Neoplasms
Muscular Disorders, Atropmc
involvement of the HIF signaling patnway Neoplas!
3 VHL 12687 mir-210 Endothelial Cell Response to Hypo: Carcinoma, Renal Cell Activation 18316553
Receptor Tyrosine Kinase Ligand Ephrin- iy |nn|bmon Adenocarcinoma
Lupus Vulgaris
Pre-Eclampsia
Adrenocortical Carcinoma
Carcinoma, Hepatocellular
Heart Failure
Lung Neoplasms
eoplasms
Digestive System Neoplasms
Head and Neck Neoplasms
Muscular Disorders, Atrophic
32 AKT1 391 let-7Te NA Sarcoma, Kaposip activation 19699171
Lu#)us Vulgaris
\lelanoma
Ovarian Neoplasms
Pancreatic Neoplasms
Pituitary Neoplasms
Lymphoma, Primary Effusion
Neoplasms
Lung Neoplasms
33 AKT1 391 mir-181c NA Leukemia, Myeloid, Acute activation 19699171
Leukemia, Lymphocytlc Chromc B-Cell

dalla lista iniziale e cercare gli elementi comuni tra fenotipi,

FIGURE 75: TF DEI MIRNA (TSC)

Relations among a subset of genes: In questa sezione & possibile scegliere dei geni

MIiRNA predetti,

MiRNA

validati, drug e fattori di trascrizione. La figura mostra un esempio di caso relativo alla

pathway della TS, dei tre geni selezionati PIK3CA, TP53, AKT1 hanno in comune solo il

fenotipo del breast cancer (114480), e

possibile calcolare anche il p-value dei geni

selezionati se essi condividono almeno un fenotipo, nel caso specifico la terna AKT1,TP53 e
PIKBCA hanno un p-value di 0.16.
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Relations among a subset of genes:

Choose the genes: )
HGHNC Predicted miRNA Validated miRNA
167000
114480
114500 miR-19ab
137215 miR-10abc/10a-5p .
PIK3CA (8975} ( 174550 miR-124/124ab/506 hse-miR-335-5p
211880 miR-203
182000
GSKIB (#617) . 162900
RRAGD (19303) hsa-miR-125a-5p
EIF4EBP1 (3288) 51 11a500 hss-miR.1285-2p
RRAGA (16963) » imaes hss-miR-1255-5p
PIK3C3 (8974) 114550
NF1 (7765) L 259500
TSC1(12362 L) 4@ P53 (11999) | 220200 MA106.1
5051(11187) 260250 i o
TSC2 (12363) 202200 hsa-miR612
PDK1 (8809) - ~ T1a480 hsa-miR-805
hsa-miR-214-3p
hss-miR-185-Ep
114480 hss-miR-1286-5p
AT (3) 144500 | mir-s2/932/105/1082/25 12-3p:: '2/373/428/5 ; 1378142000 fSRMIRISST | 1ee
181500 RS 4 hsa-miR-143-2p
176920 hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-199a-2p
Below, you can see the genes intersection
e Validated miRNA Drug
114480
Subnetworks of connected input genes

FIGURE 76: SEZIONE PER IL CALCOLO DEGLI ELEMENTI COMUNI TRA SET DI GENI E CALCOLO PVALUE

- Download: Contiene per ogni network il file pdf e il file gdf come codice sorgente

che puod essere modificato e visualizzato usando il tool Gephi.

Download:

Format file .gdf and.pdf: J

(€22
Genes Qﬁ

Gephi

Drugs ’%@0

Gephi

Y

Predicted miRNAs AP
Gephi

(@)
Validated mRNAs AP
Gephi

PPI (@Q}D
Gephi

Heatmap

FIGURE 77: SEZIONE DOWNLOAD FILE
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4.7. Conclusioni

Ci sono molte malattie ereditarie negli umani, ognuna delle quali ha una combinazione
specifica di aspetti fenotipici, ma I'analisi computazionale dei dati fenotipici € stata
ostacolata dalla mancanza di un vocabolario controllato per descriverli, infatti c'e un
numero di problemi irrisolti circa la descrizione computazionale e I'analisi di fenotipi umani,

tuttavia, alcuni lavori in progress forniscono uno standard uniforme.

L'analisi fenotipica ha una grande importanza nella patofisiologia delle network cellulari
poiché puo offrire indizi circa i gruppi di geni che insieme creano pathway e moduli, in cui
le disfunzioni possono portare a conseguenze di fenotipi simili. Studi recenti mostrano
come questo potenziale di correlazione fenotipica di aspetti si evidenzi su di una network
genetica o cellulare su un'ampia scala genomica. La similaritd fenotipica permette di
usare informazioni circa una malattia le cui origini genetiche sono note per altre le cui

origine genetiche sono sconosciute.

Eshmun ¢ il primo web tool che permette di combinare informazioni eterogenee da
database multipli fornendo una interfaccia user-friendly per I'analisi di tali dati. Lo scopo
principale di Eshmun & di fornire un sistema periodicamente aggiornato, che permetta
all'utente di analizzare una pathway di geni secondo le loro similaritd fenotipiche ed
identificare e visualizzare faciimente tramite network di miRNA prendetti e validati, le drug
e le interazioni proteina-proteina collegate alle pathway scelte. In aggiunta ai file PDF,
Eshmun fornisce i file sorgente in gdf per rigenerare e visualizzare queste network usando
Gephi. Informazioni addizionali fornite dal fool sono gli effetti collaterali per ogni drug
coinvolta ed i possibili fattori di trascrizione per queste geni. Per ogni pathway di input &
generato un job con un identificativo unico che permette all’'utente di recuperare i dafi
per un arco di 24 ore senza dover rieseguire il test. Per testare Eshmun, sono state
analizzate le pathway collegate alle malattie umane contenute in KEGG, come il cancro
alla prostata, malattie cardiovascolari, endocrine e metaboliche, immunitarie, infettive e
neurodegenerative. | risultati possono essere visti cliccando su “Default Search” nella
home-page. Ovviamente questo approccio pud essere migliorato nelle seguenti direzioni.
Il primo miglioramento € la standardizzazione delle descrizioni fenotipiche, la seconda
permetterd agli utenti di visualizzare e diversificare i miRNA coinvolti secondo i loro livelli di

espressione, la terza riguarda I'identificazione di geni off-target di una pathway.
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