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Resumo

KROLL, J. E. Explorando a Complexidade do Transcriptoma Humano. 2013. 60 f. Tese

(Doutorado) - Instituto de Matematica e Estatistica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

O splicing alternativo é um processo no qual moléculas idénticas de pré-mRNA sao proces-
sadas de diferentes formas. Ele é fundamental em organismos complexos, pois é responsavel por
criar uma ampla diversidade de proteinas a partir de um ndimero relativamente pequeno de ge-
nes. Contudo, poucas proteinas advindas do splicing alternativo ja foram identificadas, visto que
a maioria dos espectros de espectrometria de massa em tandem (MS/MS) nao encontra sequén-
cias correspondentes nos diversos bancos de dados de proteinas disponiveis. Entre diversos fatores,
isso ocorre porque um numero reduzido de eventos de splicing alternativo (ASEs) sdo conheci-
dos e devidamente estudados. Nesse trabalho, o espectro de eventos observaveis foi ampliado por
meio da anélise de eventos complexos de splicing alternativo (CASEs), que consideram multiplos
ASEs em um ou diferentes transcritos. Foi desenvolvido um novo método de anélise utilizando ex-
pressoes regulares (regezes) associada a uma sintaxe baseada em caracteres intuitivos. O método
de anélise e a sintaxe foram implementados em uma ferramenta web denominada de SPLOOCE
(http://www.bioinformatics-brazil.org/splooce) que também apresenta ferramentas extras de ana-
lise. Adicionalmente, os subestimados eventos do tipo retencao de intron (IR) foram explorados em
busca de evidéncias funcionais por meio de analises de MS/MS. Como resultado, eventos bastante
incomuns foram observados no proteoma humano, sugerindo que muito pouco ainda é conhecido
sobre a complexidade transcriptémica e protedbmica humana. Portanto, com base nesses dados, esse
trabalho representa um grande avango no estudo de fenémenos de splicing alternativo ainda pouco

explorados.

Palavras-chave: splicing alternativo, SPLOOCE, transcriptoma, proteoma, retengao de intron,

espectrometria de massa.
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Abstract

KROLL, J. E. Exploring the Complexity of Human Transcriptome. 2013. 60 f. Tese (Dou-

torado) - Instituto de Matemaética e Estatistica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

Alternative splicing is defined, basically, as a process in which identical pre-mRNA molecules are
processed in different ways in terms of usage of exon/introns borders. It is a fundamental process
in complex organisms, and is responsible for creating a large diversity of proteins from a relatively
small number of genes. However, just a few proteins resulted from alternative splicing were already
identified, since only a small part of tandem mass spectrometry (MS/MS) spetras match proteins in
sequence databases. Among different factors, it occurs because a reduced number of alternative spli-
cing events (ASEs) are known and properly studied. In this work, the landscape of observable events
was amplified through the analysis of complex alternative splicing events (CASEs), which consider
different ASEs within the same or different transcripts. A method of analysis was developed using re-
gular expressions (regezes) associated with a syntax composed of intuitive characters. Those features
were implemented in a web tool called SPLOOCE (http://www.bioinformatics-brazil.org/splooce)
that also has extra analysis tools. Furthermore, the understudied events known as intron retention
(IR) were explored using MS/MS analyses as a strategy to identify functional roles. As result, very
uncommon events were observed in human proteome, suggesting that little is currently known about
the complexity of the human proteome and transcriptome. Based on those data, it can be conclu-
ded that this work represents a significant advance in the study of uncommon and understudied

alternative splicing events.

Keywords: Alternative splicing, SPLOOCE, transcriptome, proteome, intron retention, mass spec-

trometry.
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Capitulo 1

Apresentacao

Esse trabalho é um grande esforgo no sentido de melhor entender os eventos de splicing alterna-
tivo. Alids, o que é splicing alternativo e por que estudéa-los? Para melhor entender esse fendmeno e
sua importancia no desenvolvimento de doengas como o céncer, uma revisao geral sobre o assunto
¢ apresentada (capitulo 2).

Posteriormente, o SPLOOCE é descrito (capitulo 3). Ele ¢ um banco de dados hibrido e inovador
que tem com objetivo a andlise de eventos complexos de splicing alternativo por meio do uso de
uma sintaxe intuitiva. Embora atualmente exista pelo menos uma dezena de bancos de dados sobre
splicing alternativo publicamente disponiveis, cada um deles possui diferentes caracteristicas. Novas
abordagens sobre esse fendémeno sao benéficas e podem trazer avangos importantes para o melhor
entendimento sobre a complexidade celular humana.

Em seguida, com base em anélises feitas no ano de 2004 (Galante et al., 2004), os eventos
conhecidos como “retengao de intron” foram reexplorados utilizando dados recentes e algumas tec-
nologias previamente implementadas no SPLOOCE (capitulo 4). Esses eventos sao pouco frequentes
e funcionalmente bastante subestimados, umaz vez que podem ter como causa o processamento im-
completo de sequéncias de pré-mRNA. Anélises buscaram evidéncias funcionais por meio de dados
transcriptémicos e proteémicos.

No altimo capitulo (5) uma conclusao global e sugestoes futuras sao apresentadas.

Cancer Splicing Alternativo
- SPLOOCE
~l m <
= 3 .
8 ....... D 8 S

Figura 1.1: Organizacao e localizacao contextual dos assuntos abordados nesse trabalho.

Resumidamente, esse trabalho contém 2 projetos de pesquisa distintos (capitulos 3 e 4) e esta
organizado conforme apresentado na figura 1.1. Os capitulos possuem um formato independente e
seguem a mesma estrutura normalmente encontrada em artigos cientificos.
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Capitulo 2

O Splicing Alternativo no Cancer

2.1 Introducao

O sequenciamento de proxima geracao (Next-generation of sequencing) tem permitido a explora-
¢ao da complexidade do transcriptoma humano por meio de tecnologias de RNASeq (Martin e Wang
, 2011; Mutz et al., 2012). O que era uma sonho héa 10 anos atras, 20 milhoes de reads para o trans-
criptoma de uma célula ou um tecido, por exemplo, pode ser atualmente considerado algo comum.
Esse avanco tecnologico tem trazido diferentes desafios relacionados com a bioinformatica, uma vez
que os reads sequenciados sao menores que os ESTs convencionais, o que torna a identificagdo de
variantes de splicing problemética. Apesar dos desafios, o RNASeq tem sido amplamente utilizado
em uma variedade de modelos e condigoes experimentais.

O tema “splicing alternativo” vem sendo bastante explorado, principalmente no estudo de do-
encas. No cancer, o impacto do splicing alternativo é bastante claro e reconhecido. Em um futuro
proximo, acredita-se que pesquisas sobre esse assunto terdo uma profunda consequéncia sobre pra-
ticas clinicas ao redor do mundo.

Nesse capitulo, uma ampla revisdo sobre o splicing alternativo é apresentada com uma énfase
especial sobre o seu impacto na pesquisa do cancer. Esse trabalho seré publicado em breve como
um capitulo do livro “Book on Genomics and Drug Discovery” (River Publishers, Dinamarca).

2.2 O Splicing

A natureza “fragmentada” da am-

pla maioria dos genes eucariéticos, Exon intron Exon
os forcam a sofrer um processo pos- | AG|GT ——— YTRAY — Yich — AG|GT |
transcricional, denominado de spli- STio5 —Bs ~ PPT stio3

cing, no qual introns sao removidos
e éxons sao unidos em uma tnica
sequéncia (Black, 2003). Esse pro-
cesso é conduzido pelo spliceossomo, um complexo molecular composto por ribonucleoproteinas
(RNPs), pequenos RNAs nucleares (snRNA: Ul, U2,U4, U5 e U6), e por mais de 150 proteinas
(Deckert et al., 2006; Hartmuth et al., 2002; Jurica e Moore, 2003; Zhou et al., 2002).

O spliceossomo reconhece éxons e introns por meio de sinais presentes em cis ao longo da molé-
cula de RNA. Os sinais de splicing mais importantes sao os sitios 5’ (doador) e 3’ (aceptor), que sao
conservados em mais de 95% de todas as bordas éxon-intron (Deckert et al., 2006; Hartmuth et al.,
2002); o sitio ramificado (branch site, BS); e o trato de polipirimidina (PPT), localizado upstream
ao sitio 3’ de splice (Black, 2003; Graveley, 2001)(figura 2.1). Em metazodarios, esses sinais nao
sao suficientes para promover o processo de splicing e podem representar menos da metade da
informagao necessaria para tal (Lim e Burge, 2001).

O processo de splicing pode ser regulado por elementos regulatorios cis-acting, os quais apre-
sentam sequéncias curtas (entre 4 e 18 nucleotideos) que podem interagir com fatores trans-acting,

Figura 2.1: Sinais de splicing mais importantes.
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determinando, consequentemente, se um sitio de splice sera utilizado ou nao. Esses elementos re-
gulatorios de splicing (SRE), sdo encontrados em sequéncias intronicas e exdnicas, normalmente
proximos a bordas de splicing, e podem ser classificadas como estimuladores (enhancers; ESE e
ISE) ou silenciadores (silencers; ESS e ISS). Eles sdo necessarios para o splicing constitutivo, as-
sim como para a regulagdo do splicing alternativo (Blencowe, 2000; Céaceres e Kornblihtt, 2002;
Cartegni et al., 2002; Fairbrother et al., 2002; Graveley, 2000; Woodley e Valcéarcel, 2002). Os regu-
ladores mais conhecidos sao as proteinas ricas em serina/arginina (serine/arginine-rich, SR) e as ri-
bonucleoproteinas heterogéneas (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins, hnRNP)(Sanford et al.
, 2005; Singh e Valcarcel, 2005). Proteinas SR s@o conhecidas por se ligarem aos ESEs e promove-
rem o splicing, enquanto as hnRNPs sao conhecidas por se ligarem aos ESSs e ISSs, reprimindo o
reconhecimento de sitios de splice adjacentes (Cartegni et al., 2002).

2.3 O Splicing Alternativo

O splicing alternativo ¢é defi-

) nido, basicamente, como um processo

Proteina no qual moléculas idénticas de pré-

@) mRNA s&o processadas de diferentes

Transcrito e formas. Ele é um processo fundamen-

R SN ] .

; tal em organismos complexos (Black,

W /_/,,—*"rg Traducko 2003; Maniatis e Tasic, 2002), pois é

,,<—""}:a:15crigao TR responsavel por criar uma ampla di-

————— : spliing termativo t§  Pos-transducionais : versidade de proteinas a partir de um

niimero relativamente pequeno de ge-

nes (Cork et al., 2012)(figura 2.2) e,

Figura 2.2: A diversidade molecular aumenta conforme a infor- também, por afetar a transcricdo em
macao passa por diferentes formas de processamento. sua eficiéncia e estabilidade.

A ampla maioria dos genes huma-
nos, assim como anotados pelo Consorcio Internacional de Sequénciamento do Genoma Humano
(Collins et al., 2004), sdo capazes de transcrever mais de um mRNA a partir do splicing alternativo
(Johnson et al., 2003). Diferentes eventos resultantes desse processo podem ser observados no de-
senvolvimento humano (Black e Grabowski, 2003; Venables, 2002), no qual aproximadamente 18%
dos eventos parecem ser tecido-especificos (Markovic e Grammatopoulos, 2009).

Os eventos de splicing alternativo sdo capazes de modular a atividade de diversos proces-
sos celulares (Hsu e Hertel, 2009), e anormalidades nesse processo podem resultar em diferentes
doengas, como o cancer (Kirschbaum-Slager et al., 2005; Venables, 2004; Wang e Cooper, 2007),
isquemia (Daoud et al., 2002) e outros tipos de desordens humanas (Faustino e Cooper, 2003;
Garcia-Blanco et al., 2004; Pagani e Baralle, 2004).

\
\

Diversidade

2.3.1 Tipos de Eventos de Splicing Alternativo

Cinco tipos simples de splicing alternativo sao atualmente conhecidos: éxon skipping, sitios alter-
nativos 5’ e 3’ de splice, retencao de intron, e sitio duplamente especifico de splice (dual-specific splice
sites, DSSs), este tltimo identificado e caracterizado apenas recentemente (Zhang et al., 2007). O
éxon skipping é identificado quando um éxon é removido de um transcrito e os sitios alternativos 5’
e 3’ sao identificados quando diferentes sitios 5’ ou 3’ sao utilizados por um éxon, respectivamente.
O evento de retencao de intron é identificado quando um intron ndo é removido e continua presente
no mRNA maduro (Kim et al., 2007; Sugnet et al., 2004). Por fim, o sitio duplamente especifico de
splice, o tipo mais incomum de evento, é caracterizado quando um sitio de splice pode eventualmente
atuar como 5’ ou 3’ (Zhang et al., 2007)(figura 2.3)

Eventos complexos de splicing alternativo ocorrem quando dois ou mais eventos sao observa-
dos em um mesmo mRNA ou em diferentes mRNAs (éxons mutualmente exclusivos, por exemplo)



2.3 O SPLICING ALTERNATIVO )

(Kroll et al., 2012). Esses eventos existem devido & complexa regulagao do splicing e a alta frequén-
cia de eventos simples de splicing alternativo. O caso mais radical de evento complexo, por exemplo,
ocorre no gene Dscam em Drosophila. Esse gene contém um grupo de 48 éxons mutualmente ex-
cludentes que, em principio, pode gerar milhares de variantes de splicing (Schmucker et al., 2000).

Padroes anormais e complexos de splicing alternativo tem sido diretamente relacionados com
o cancer (Venables, 2006). Por exemplo, aproximadamente 46% e 12% de todas as sequéncias va-
riantes expressas em tecidos normais e patolégicos humanos apresentam mais de 1 e 2 eventos,
respectivamente (Kroll et al., 2012). Um dos eventos complexos mais conhecidos sdo os éxons mu-
tualmente excludentes, no qual a presenga de um éxon promove o skipping de um éxon adjacente, e
vice-versa (figura 2.3). O evento complexo mais frequente, porém, é o skipping de multiplos éxons
adjancentes. Promotores alternativos e poliadenilacao alternativa também podem ser considerados
como eventos complexos (Beaudoing et al., 2000; Black, 2003; Breitbart et al., 1987; Letunic et al.,
2002).

2.3.2 Identificacao de Variantes de Splicing

A identificagdo de eventos de splicing al-

------------------------------------------ ternativo nao é trivial. Recentemente, anéli-

Al ses gendmicas baseadas em ESTs (expressed se-

I quence tags), microarrays ¢ RNASeq se torna-

ram métodos padrao no estudo desses even-

Cl — | |—| | tos. Banco de dados de ESTs e microarrays,
—
—

B | |—ﬁ

por exemplo, ja foram extensivamente explora-

| dos por alguns estudos (Brett et al., 2000, 2002;

. Modrek e Lee, 2002). As primeiras iniciativas

E | |_—{ L e utilizando grandes quantidades de dados foram

F e, | feitas a partir de ESTs, encontradas em banco

LA de dados como o dbEST que atualmente pos-
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Sequéncias expressas sao consideradas uma
rica fonte para a identificagdo de eventos de
splicing alternativo. Através de um simples ali-
nhamento de uma EST contra um genoma de

DI ]

Figura 2.3: Fuventos de splicing alternativo: (A):
éron skipping; (B) borda alternativa 3’; (C) borda al-
ternativa 5’; (D) retengdo de intron; (E) sitio dupla-
mente especifico; (F) érons mutuamente exclusivos;
(G) éxon skipping de dois éxons adjacentes. referéncia é possivel detectar qualquer tipo de

evento, incluindo diversos casos complexos. Di-

ferentes algoritmos ja foram desenvolvidos para o alinhamento de sequéncias expressas, como o
SIM4 (Florea et al., 1998) e o BLAT (Kent, 2002a). Esses algoritmos normalmente levam em consi-
deragao bordas de sitios de splice, necessarias para diferenciar indels (inser¢oes/delegdes) de regioes
intronicas (Feng et al., 2012).

Uma alternativa bastante comum para ESTs sao os microarrays. Grande parte dos arrays sao
baseados em técnicas de hibridizacao diferencial, que consideram sequéncias exodnicas e juncoes
éxon-éxon (Blencowe et al., 2006) e permitem a identificacao de padroes de splicing com uma pre-
cisao consideravel (Li et al., 2006; Zhang et al., 2012, 2013). Porém, microarrays convencionais sao
limitados porque suas sondas sao desenvolvidas para se ligar a sequéncias complementares. Isso sig-
nifica que apenas eventos de splicing alternativo conhecidos podem ser detectados (Malone e Oliver
, 2011). O método de hibridizacao tiling array, por outro lado, tem demonstrado ser uma melhor
escolha uma vez que ele permite a descoberta de novos transcritos (Bertone et al., 2004). Essa tec-
nologia tem sido explorada por diversos estudos para identificar padroes de expressao entre amos-
tras, bem como para identificar eventos de splicing e também para descobrir novos biomarcadores
(Rajan et al., 2009; Wang et al., 2008).

Finalmente, plataformas de sequenciamento de proxima geracao (next-generation of sequencing,
NGS) apresentam um alto rendimento na anélise de transcriptomas (RNASeq)(Feng et al., 2012;
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Ozsolak e Milos, 2010). O RNASeq consiste, basicamente, em uma amostra de RNA purificada, que
¢é convertida para uma biblioteca de cDNA e, posteriormente, sequenciada. Essas metodologias tem
demonstrado ilimitadas possibilidades de anéalises: expressao de genes, mutagoes (SNVs), deteccao
de fusao de genes, quantificagdo absoluta e identificagao de variantes de splicing (Chen et al., 2011;
Levin et al., 2009; Sultan et al., 2008). Atualmente, as plataformas Illumina, Applied Biosystems
SOLiD e Roche 454 Life Sciences tem sido utilizadas para esse proposito (Feng et al., 2012). Cada
uma delas possui peculiaridades proprias, associadas com diferentes estratégias e ferramentas de
analise.

Um vasto conhecimento em bioinformética é requerido em analises de RNASeq, e diversas ferra-
mentas j& foram desenvolvidas para esse proposito, como o Tophat, MMES, Split-Seek e SpliceMap
(Ameur et al., 2010; Au et al., 2010; Trapnell et al., 2009; Wang et al., 2010). Primeiramente, esses
algoritmos alinham as sequéncias contra um genoma referéncia. Os dados nao mapeados sao entao
alinhados no genoma baseados em jungoes éxon-éxon (figura 2.4). Por fim, o transcriptoma é recons-
truido utilizando algoritmos como o Scripture (Guttman et al., 2010) e Cufflinks (Trapnell et al.
, 2010).

GT AG GT AG GT AG

Read Depth

Figura 2.4: Alinhamento de reads de RNASeq no genoma. (A) Identificacio de bordas de splicing; (B)
Cobertura vertical do sequenciamento.

2.4 O Splicing Alternativo no Cancer

No cancer, um grande numero de eventos de splicing alternativo ja foram descritos
(Srebrow e Kornblihtt, 2006; Venables, 2004), e muitos deles apresentam relagdo com mutagoes
em sinais de splicing e elementos do complexo spliceossomal (Pajares et al., 2007). Estudos mostra-
ram, além do mais, que alguns eventos também podem ser o resultado da expressao diferencial de
proteinas SR e hnRNPs (Jensen et al., 2009), assim como o resultado de mecanismos epigenéticos
que afetam a eficiéncia do reconhecimento dos sitios de splice (de la Mata et al., 2003).

Atualmente, é dificil determinar se um evento de splicing alternativo é apenas um simples erro ou
um evento que possui algum significado funcional. Muitos eventos introduzem stop c6dons prematu-
ros nos transcritos, os quais podem ser rapidamente destruidos por meio de diferentes mecanismos
(Frischmeyer et al., 2002; McGlincy e Smith, 2008; Passos et al., 2009). Apesar disso, é indiscutivel
a participacao do splicing alternativo na modulacao da atividade de diferentes tipos de proteinas
(Srebrow e Kornblihtt, 2006; Wang e Cooper, 2007), como fatores de transcri¢ao, transdutores de
sinais celulares e componentes da matriz extracelular (Venables, 2004, 2006).

2.4.1 Mutacoes que Afetam Sinais e Elementos Regulatérios de Splicing

Diversas mutagoes que afetam sitios 5" e 3’ de splice estao relacionadas com diferentes doengas e
tipos de cancer, e sao uma importante forma de promover o splicing alternativo. Os sitios 5’ e 3’ de
splice sao bastante conservados e sensiveis a quaisquer variagoes. Eles normalmente apresentam os
dinucleotideos GT e AG na regiao intronica da sequéncia, respectivamente (Krawczak et al., 1992,
2007), e mutagoes nessas regioes podem causar diferentes eventos de splicing alternativo, como éxon
skipping, ativacao de sitios cripticos de splicing e retengao de intron (Ward e Cooper, 2010).
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Um exemplo classico é o gene TP53, o qual possui atividade de supressao tumoral e esté,
portanto, relacionado com o céncer. Dezenas de diferentes mutacoes em sitios de splice do gene
TP53 ja foram reportadas para diferentes tipos de cancer. Curiosamente, algumas dessas mutacoes
mostram ser “neutras” porque nao alteram o aminoécido, porém, sao capazes de afetar o splicing
(Holmila et al., 2003). O dado mais recente disponivel para o gene TP53 mostrou uma nova mu-
tacao em sitio de splice relacionada com o desenvolvimento de osteossarcoma. Analises observaram
uma mutagao no sitio 5’ do intron 6 (transi¢ao de G para A), que criou uma inser¢ao de 6 aminoa-
cidos (Sakurai et al., 2013). Outros exemplos incluem os genes SMARCBI1, MLH1, ATM, BRCAI,
NF2, os quais foram identificados por diferentes estudos (Broeks et al., 2003; De Klein et al., 1998;
Kurahashi et al., 1995; Tanko et al., 2002; Taylor et al., 2000).

Atualmente, devido aos avangos tecnologicos, analises genome-wide tem sido possiveis, permi-
tindo a descoberta de diversos genes relacionados com o céancer e de novos eventos de splicing
alternativo. Um recente estudo, por exemplo, fez o sequenciamento genodmico e transcriptomico de
19 amostras de cancer de pulmao e de trés pares de amostras normais/tumorais do mesmo tecido.
No total, 106 mutagoes em sitios de splice foram associadas com o splicing alternativo em diversos
genes relacionados com o cancer (Liu et al., 2012).

Algumas mutagoes também podem afetar o sinal PPT, alvo da PTB (polypyrimidine tract-
binding protein), que possui diversos papéis no processamento do RNA, como no splicing alterna-
tivo, localizacdo do mRNA e tradugao (Shibayama et al., 2009). O MLH1 em cancer coloretal, por
exemplo, apresentou um sinal PPT mutante, causando um éxon skipping relacionado com a inducao
do desenvolvimento do cancer (Clarke et al., 2000).

Embora mutagoes em reguladores de splicing nao apresentem uma influéncia direta sobre eventos
de splicing alternativo, os mesmos podem eventualmente acontecer. Um exemplo é o gene KLF6,
um fator de transcrigdo conhecido por suprimir tumores. Um SNP (single nucleotide polymorphism)
criou um novo sitio de ligacao para a proteina SR, SRp40, o que aumentou a expressao da isoforma
KLF6-SV1 (Narla et al., 2005). Essa isoforma nao apresenta um dominio zinc finger (DiFeo et al.,
2009), antagonizando, consequentemente, a isoforma wild-type da KLF6. Portanto, a superexpressao
da KLF6-SV1 acelera a progressao do cncer e da metastase, e o polimorfismo associado com o
cancer de prostata sugere um maior risco de cancer (Ward e Cooper, 2010).

2.4.2 Fatores de Splicing Afetados no Cancer

Proteinas SR sao um dos fatores mais importantes de splicing, e elas podem atuar como enhan-
cers ou silencers por interferirem na construgao do complexo spliceossomal (Maas et al., 2001;
Tacke e Manley, 1999). Pequenas altera¢oes nos niveis de expressao das proteinas SR podem des-
regular os eventos de splicing alternativo, afetando de maneira geral o comportamento celular
(Ghigna et al., 1998; Mukherji et al., 2006; Pind e Watson, 2003; Stickeler et al., 1999). Analises
mostraram que os niveis de expressao das proteinas SR s&o menores durante o desenvolvimento
tumoral (Ghigna et al., 1998).

Em adenocarcinoma de mama de camundongos, a expressao diferenciada das proteinas SR alte-
ram o padrao de splicing do gene CD/4, o qual é induzido a expressar mRNAs variantes (Naor et al.,
2002; Stickeler et al., 1999). Algumas proteinas SRs, como a PTBP, mostrou niveis elevados du-
rante o desenvolvimento tumoral em ovario, enquanto outros fatores, como o SRSF1 e U2AF65,
nao mostraram variagoes nos respectivos niveis de expressao (He et al., 2007). Existe uma clara
associagao entre niveis de expressao das proteinas SR especificas e o cincer, porém, os mecanismos
por tras dessa regulagao ainda precisam ser melhor elucidados (Khan et al., 2012).

2.4.3 Familias de Proteinas Afetadas pelo Splicing Alternativo no Céancer

O splicing alternativo presente em algumas familias de proteinas tem um profundo impacto
na fisiologia de células e tecidos. Certas familias de proteinas estao relacionadas com processos de
regulagdo. Por exemplo, o gene DNMT3b, que codifica uma DNA metiltransferase, ndo apresenta
um éxon. Esse evento resulta em uma proteina truncada, relacionada com a hipometilacao de regioes
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pericentroméricas do genoma em tumores de figado (Saito et al., 2002). Outro exemplo é o gene
PASG, homologo do gene SNF2 e responsével por codificar um proteina remodeladora da cromatina.
Um evento especifico de borda alternativa no sitio 5’ mostrou uma alta prevaléncia em amostras
de leucemia aguda (Lee et al., 2000). A disfuncao dessas proteinas afetam de forma epigenética
a eficiéncia do reconhecimento dos sitios de splice pelo complexo spliceossomal (de la Mata et al.,
2003).

Fatores de transcricdo sdo alvos frequentes do splicing alternativo. Variantes de splicing do
gene NRSF, um fator de silenciamento de splicing, sdo conhecidos por codificar proteinas truncadas
em cancer de pulmao (Coulson et al., 2000). Outros exemplos estao relacionados com hormonios,
como o observado no gene AIB1, que codifica um hormoénio coativador de receptor nuclear. Em
amostras tumorais, uma grande quantidade de variantes do gene AIBI que nao apresentam o éxon
3 pode ser observada. Esses variantes sao conhecidos por promoverem a transcricao mediada por
receptores de estrogeno em um processo que esté relacionado com o desenvolvimento do cancer de
mama (Reiter et al., 2001). Formas variantes dos receptores de androgeno (AR) também ja foram
observadas no cancer de mama (Zhu et al., 1997).

Muitos eventos de splicing alternativo podem ser observados para proteinas de superficie celular,
as quais sao expressas por genes como o CD44 e por genes da familia dos FGFRs (fibroblast growth
factor receptors). Entre outras familias de proteinas, temos o gene SVH, superexpresso em cancer
de figado e apresenta um papel importante no crescimento e sobrevivéncia celular. Entre alguns de
seus variantes, apenas o SVH-B é observado em tumores, e a sua inibigdo pode causar apoptose
(Huang et al., 2003). Algumas proteinas da superficie possuem funcao de adesdo. Um exemplo ¢ o
gene MUC1I, que apresenta uma fungao essencial na formagado de barreiras mucosas em superficies
epiteliais e estd envolvido no processo de metastase. Em cancer de tiréide, o gene MUCT pode
apresentar um novo éxon criptico (Weiss et al., 1996).

Uma outra classe importante de proteinas esté relacionada com a sinalizagao celular, especial-
mente as proteinas soluveis, as quais podem transmitir sinais oncogénicos. O gene NF'1, por exemplo,
é um supressor de tumor que interfere na cascata de sinalizacao do sinal Ras. Em meduloblastomas
e tumores neuroectodermais primitivos, variantes mais fracos do supressor NF'I sao predominantes,
diferentemente do observado em tecidos normais de cérebro (Scheurlen e Senf, 1995). Outro exem-
plo é o gene SYK, codificador de uma tirosina quinase envolvida na supressao da metastase. Em
cancer de mama, um variante especifico do gene SYK mostrou ser incapaz de prevenir a metéstase
(Wang et al., 2003).

Finalmente, as proteinas extracelulares sao normalmente secretadas na matriz extracelular e
possuem um papel essencial no desenvolvimento da metéstase. O uPG (urokinase-type plasminogen
activator), por exemplo, é uma proteina secretada, e alguns de seus variantes estdo envolvidos
na degradagao de proteinas da matriz extracelular (Luther et al., 2003). Assim como o uPG, o
gene WISP1 pode apresentar um variante capaz de causar a invasao celular em carcinoma gastrico
(Tanaka et al., 2001).

2.4.4 Variantes de Splicing como Marcadores de Céancer

Biomarcadores baseados em variantes de splicing alternativo cancer-especificos sao de grande
importancia, uma vez que podem ser utilizados com objetivos diagnosticos e/ou terapéuticos. Anti-
corpos monoclonais para alvos cncer-especificos tem sido utilizados desde os anos 70 contra tumores
solidos (Halin et al., 2001). Em 2001, aproximadamente 700 anticorpos monoclonais contra o can-
cer se encontravam em testes clinicos, patrocinados por mais de 200 laboratoérios de biotecnologia
(Walsh, 2010). Atualmente, devido ao rapido desenvolvimento cientifico e tecnolégico, esses niimeros
devem superar dezenas de milhares.

Os genes do projeto Surfaceoma (Da Cunha et al., 2009) codificam proteinas que se encontram
na superficie celular, onde elas apresentam um importante papel na comunicagao intercelular e
podem ser facilmente identificadas por anticorpos. Muitas dessas proteinas estao relacionadas com
o desenvolvimento do cancer, no qual muitos casos especificos de splicing alternativo ja foram
observados. Entre os genes de superficie celular mais comumente afetados, temos o famoso CD/4 e
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os genes da familia FGFR.
O gene CD44 possui os eventos de splicing
CD44v4-7 alternativo mais estudados em céancer. Ele codi-
fica mais de 20 isoformas de proteinas conheci-
das, resultantes da incorporacao variada de 10
éxons que se encontram proximos & dominios ex-
tracelulares. Suas formas normais e prevalentes
nao apresentam eventos alternativos, e as iso-
formas associadas ao cincer normalmente sao
caracterizadas pela presenca dos éxons v4-7 ou
v8-10 (Venables, 2004)(figura 2.5). Muitas des-
sas isoformas sao expressas em diferentes tipos de cancer e em diferentes espécies animais, e sao,
consequentemente, importantes alvos terapéuticos. Anticorpos contra isoformas do gene CD// ja
mostraram ser capazes de reduzirem a habilidade do tumor em desenvolver metéistase e resisténcia
contra diferentes moléculas terapéuticas (Kerbel, 2000), embora limitagoes contra tumores solidos
ja foram observadas (Halin et al., 2001). Clinicamente, por meio da presenga de algumas variantes
de CD44 no sangue, é possivel identificar e diferenciar formas tumorais. Por exemplo, a baixa ex-
pressao do variante CD/4v6 esta relacionada com a malignidade tumoral e um prognoéstico favoravel
em céncer de prostata. Por outro lado, tumores benignos de prostata superexpressam o variante
CD44v7-9 (Aaltomaa et al., 2001; Iczkowski et al., 2003).

Proteinas da familia FGFR, por sua vez, tem sido detectadas em células normais e malignas, e
possuem um papel crucial na diferenciagao e desenvolvimento. Todos os genes desse grupo sofrem
eventos de splicing alternativo, os quais sao necessarios para regular a especificidade de ligacao entre
as FGFRs e os FGFs (fibroblast growth factors) (Yeh et al., 2003). Uma caracteristica interessante
é que FGFRs soluveis, que nao apresentam dominios transmembrana devido a eventos de splicing
alternativo incomuns, tem sido identificadas em amostras de sangue em pacientes com céancer de
mama (Jang, 2002). Alguns exemplos, como os genes FGFR1 (isoforma beta), FGFR3 e FGFR2,
mostraram um importante papel no desenvolvimento do cancer (Vickers et al., 2002), tumorigénese
coloretal (Jang et al., 2001) e cancer de prostata (Kwabi-Addo et al., 2001), respectivamente.

Por fim, outra familia interessante de proteinas é a GPCR, uma superfamilia de receptores de
transmembrana, que possuem uma larga distribuigao e capacidade de identificar um grande nimero
de ligantes. Consequentemente, a ativacao e inibi¢ado dos sinais das GPCRs pode afetar diversos
processos patofisiologicos (Markovic e Challiss, 2009). Sabe-se que aproximadamente 50% dos genes
da familia GPCR nao possuem introns em regides codificadoras, e os demais genes podem sofrer
splicing alternativo e gerar diferentes isoformas de proteinas, diferindo em suas propriedades de
sinalizagao e regulagao (Markovic e Challiss, 2009). Esses eventos tem sido considerados de grande
importancia, uma vez que ja foram identificados em diferentes tipos de cancer, incluindo melanoma,
cancer de mama, ovario, prostata, figado e cancer gastrointestinal (Hellmich et al., 2000; Lee et al.,
2008; Srebrow e Kornblihtt, 2006).

CD44v8-10

Figura 2.5: Variantes de splicing alternativo do gene
CDJ44 relacionados com o cdncer.

2.5 Perspectivas

A disponibilidade do genoma e sequéncias do transcriptoma de milhares de tumores humanos
permitird a identificagdo de diversas alteragoes genéticas envolvidas no céancer. Juntamente com
dados clinicos, essas informagbes representardo uma excelente fonte para o desenvolvimento de
novas estratégias diagnoésticas e terapéuticas. Em um futuro proximo, variantes de splicing surgirao
como importante alvos para tais estratégias.
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Capitulo 3

SPLOOCE

3.1 Introducao

Eventos de splicing alternativo (ASEs) estao -
presentes em quase todos os genes humanos que - ?’ o
apresentam mais de um éxon (Pan et al., 2008; PL 0 CE
Wang et al., 2008), e sao considerados como
um dos componentes mais significativos por -
tras da complexidade de organismos multicelu-
lares (Galante et al., 2004; Modrek e Lee, 2002; Figura 3.1: Logotipo do SPLOOCE.

Wang et al., 2008). Além do mais, os ASEs es-

tao envolvidos na etiologia de uma ampla variedade de doengas humanas (Garcia-Blanco et al.,
2004), e a regulacao do splicing constitutivo e alternativo é feita por uma complexa rede de elemen-
tos celulares, da qual fazem parte fatores trans-acting e sequéncias cis-acting encontradas no RNA
primario (All6 et al., 2009; Batsché et al., 2005; Ip et al., 2011; Luco et al., 2010; Munoz et al.
, 2009; Saint-André et al., 2011; Sakabe e de Souza, 2007; Schor et al., 2009).

A complexa regulacao do splicing e a alta frequéncia de ASEs explicam o surgimento de Eventos
Complexos de Splicing Alternativo (CASEs), que apresentam uma combinagao regulada de dois ou
mais ASEs em transcritos de um gene, ou até no mesmo transcrito. O exemplo mais dramético de
CASE ocorre no gene Dscam em Drosophila. Esse gene contém um grupo de 48 éxons mutualmente
excludentes que, em principio, pode gerar milhares de variantes de splicing (Schmucker et al., 2000).

Em humanos, alguns ASEs e CASEs que ocorrem em oncogenes e supressores de tumor ja
foram associados com o cancer (Galiana-Arnoux et al., 2005; Hayes et al., 2004; Tanko et al., 2002;
Venables, 2004, 2006). Por exemplo, o gene NTRK1 (nerve growth factor) possui uma sequéncia
variante, TrkAIll, que é comum em determinados tumores e nao apresenta trés éxons que codificam
um dominio regulatério do tipo immunoglobulin-like, importante por interagoes proteina-proteina
e proteina-ligante(Tacconelli et al., 2004). Entre outros exemplos de CASEs, o gene CD/4 é um
conhecido marcador de malignidade e invasibilidade, e possui aproximadamente 10 ASEs que podem
ocorrer em diferentes combinagGes em uma regiao responsavel por codificar um dominio extracelular
(Galiana-Arnoux et al., 2005; Hayes et al., 2004; Venables, 2006).

Apesar de esforgos anteriores (Malko et al., 2006; Nagasaki et al., 2006; Sammeth et al., 2008),
uma simples e eficiente nomenclatura para levar em consideragao todas as variagoes geradas pelo
splicing alternativo ainda nao existe. Nesse tabalho, uma nova ferramenta (web-tool & database),
denominada de SPLOOCE!, foi desenvolvida baseada em expressoes regulares (regezes) associada
a uma sintaxe. O SPLOOCE fornece uma série de ferramentas que permitem ao usuario identificar
e analisar variantes de splicing (simples e complexas) e seus impactos funcionais.

An easy way to search for Complex Alternative Splicing Events

Thttp://www.bioinformatics-brazil.org/splooce/
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3.2 Objetivos

O objetivo geral desse capitulo é desenvolver um conjunto de estratégias que permita a explo-
ragao da complexidade apresentada pelo transcriptoma humano ou por qualquer outro organismo
complexo. Para isso, os seguintes objetivos secundarios foram definidos:

e Desenvolver um algoritmo de analise de splicing alternativo capaz de identificar ASEs e CA-
SEs. Possibilitar também a identificagao de sitios duplamente especificos, os quais sao poucos
estudados e, portanto, raramente abordados em outros banco de dados;

e Criar um banco de dados completo de splicing alternativo para sequéncias expressas humanas,
baseadas em sequéncias classicas, como RefSeqs, mRNAs e ESTs. Adicionalmente, utilizar
dados obtidos de sequenciamentos de next-generation (NGS) devido ao grande impacto dessas
tecnologias na ciéncia atual;

e Desenvolver uma sintaxe capaz de representar todos os eventos de splicing alternativo e suas
possiveis combinacoes. Com o rapido desenvolvimento das tecnologia de NGS e a grande
quantidade de dados sendo progressivamente sequenciada, padroes de splicing cada vez mais
complexos deverao ser observados ao longo do tempo. Por essa razao, formas alternativas e
praticas de representagoes serdo necessarias;

e Desenvolver uma ferramenta web (SPLOOCE) implementando todos os itens citados anteri-
ormente para facilitar a disponibilizacao da tecnologia criada.

e Analisar de forma geral e exploratéria os dados gerados pelo SPLOOCE.

3.2.1 Justificativa

Eventos de splicing alternativo podem afetar a estrutura de proteinas e possuem um impor-
tante papel na modulagao do feno6tipo celular. Milhares de eventos séao atualmente conhecidos, sem
considerar os eventos complexos (CASEs), os quais sdo praticamente imensuréveis. Esse trabalho
representa um grande avanco no estudo da complexidade do transcriptoma humano, visto que pouco
tem sido feito em relagdo aos eventos complexos. Além do mais, atualmente, pouco se sabe sobre a
funcao da ampla maioria dos eventos de splicing alternativo. Portanto, novas ferramentas de anélise
sao extremamente necessarias para explorar e desvendar o “universo” molecular presente nas células
humanas.

3.3 Notas

Publicagao: O SPLOOCE foi publicado no final do ano de 2012 (Kroll et al., 2012) na RNA
Biology (IF 4.8). Tang et al. (2013) citou o SPLOOCE como sendo o tnico servidor de anéalise de
splicing alternativo, enquanto os demais “servigos”, publicados entre 2001-2013, foram considerados
como bancos de dados. Mais recentemente, Pohl et al. (2013) destacou o SPLOOCE e sua sintaxe

como importantes ferramentas no estudo dos éxons mutualmente exclusivos. O artigo oficial do
SPLOOCE esta anexado no apéndice A.
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3.4 Materias & Métodos

Visto que grande parte desse capitulo esta relacionada com o desenvolvimento de metodologias,
essa secao mostra, portanto, as etapas essenciais para a andlise do splicing alternativo, no que diz
respeito & obtengao e ao pré-tratamento de sequéncias expressas.

Dados publicos

O genoma humano de referéncia (NCBI36/hgl8) foi gravado do portal da UCSC Genome Bi-
oinformatics®. As sequéncias RefSeq foram gravadas do banco de dados de Sequéncias de Refe-
réncia, versao 25°. Sequéncias do tipo mRNA foram gravadas do portal da UCSC Genome Bi-
oinformatics (Homo sapiens), e as sequéncias do tipo ESTs foram gravadas do dbEST?. Dados
de RNAseq foram gravados do portal SRA%; Foram utilizados os IDs SRX003935, SRX003934,
SRX003933, SRX003932, SRX003931, SRX003930, SRX003929, SRX003928, SRX003927 e
SRX003926. Esses experimentos de NGS totalizam 63 corridas de sequenciamento (Illumina
Genome Analyzer) e 211.006.871 reads (36 pb cada).

Alinhamento das sequéncias

Todas sequéncias dos tipos RefSeq, mRNA e EST foram alinhadas contra o genoma humano
usando um protocolo ja descrito anteriormente (Galante et al., 2007). Resumidamente, todas
as sequéncias foram mapeadas contra o genoma humano usando o alinhador BLAT (Kent
, 2002b). Em seguida, os transcritos apresentando identidade maior que 95% e com uma
cobertura maior que 90% foram remapeadas utilizando o SIM4 (Florea et al., 1998). Os dados
de RNASeq, por outro lado, foram mapeados contra o genoma humano usando o pipeline
Tophat (Trapnell et al., 2009), e todos os reads devidamente mapeados foram submetidos
para o programa Cufflinks (Trapnell et al., 2010) (os transcritos preditos foram denominados
de NGS). Em ambos os programas optou-se por usar parametros padrao.

Agrupamento de sequéncias

Todas as sequéncias mapeadas que compartilharam a mesma regiao genémica foram agrupadas
utilizando uma estratégia orientada ao gene. Primeriamente, todas as sequéncias RefSeq foram
anotadas conforme os nomes oficiais dos genes correspondentes, assim como presente no NCBI-
Genel. Em seguida, foram agrupados para o mesmo gene todos os transcritos nao-RefSeq
(mRNAs, ESTs e RNAseq) que apresentaram miltiplos éxons e que compartilharam uma ou
mais jungoes de splicing com pelo menos uma sequéncia RefSeq. Por fim, foram agrupados os
transcritos nao-RefSeq que apresentaram apenas um éxon e uma sobreposi¢ao maior que 30
nucleotideos com um transcrito RefSeq. As informagoes sobre o agrupamento de sequéncias
foram armazenadas em um banco de dados relacional.

Splicing Alternativo

As anélises de ASEs e CASEs foram feitas utilizando expressoes regulares, assim como de-
talhado ao longo desse trabalho (capitulo 3). Na analise de ASEs, apenas grupos de cDNA
contendo RefSeqs e/ou mRNAs ou mais de 10 ESTs/RNASeqs foram utilizados. A redundéan-
cia de ASEs, como éxons skipping e retencao de introns, foram eliminadas comparando todos
os eventos similares de um gene. Posteriormente, todos os eventos que apresentaram sobre-
posicao de posicoes foram agrupados e contados como apenas um evento. Os demais eventos,
como os sitios 3’/5’ alternativos e os sitios duplamente especificos de splicing, foram contados
apenas verificando a posigdo genomica do sitio. O nimero de genes afetados por CASEs foi
definido por meio da analise da lista completa de sequéncias “Comparativas” (descritas na
se¢ao 3.5), nao considerando o ntimero de sequéncias de suporte.

http://genome.ucsc.edu
http://www.nchi.nlm.nih.gov/RefSeq/
“http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/
Shttp://www.ncbi.nlm.nih.gov /sra
Shttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
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3.5 Identificando Eventos de Splicing Alternativo

3.5.1 Algoritmo
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Figura 3.2: Estratégia global para processar e analisar ASEs e CASEs a partir um grupo de sequéncias

ETPTESSAS.

Para identificar e explorar ASEs e CASEs, foi primeira-
mente construido um banco de dados de genes e transcritos,
assim como ja descrito anteriormente (Galante et al., 2004;
Kirschbaum-Slager et al., 2005). O banco de dados apresen-
tou 19,558 genes anotados e, 7.348.127 sequéncias expressas,
das quais, 25.684 (0,35%) sao RefSeqs, 203.649 (2,77%) sao
mRNAs, 5.946.053 (80,92%) sao ESTs e 1.172.761 (15,96%)
sao NGS (ja devidamente processadas pelo Cufflinks). A mé-
dia de transcritos por gene é 376. Uma vez que o método
de anélise de splicing alternativo é normalmente baseado em
comparagoes par a par, pelo menos 1,4 bilhdes de compara-
¢oes eram esperadas para todos os genes. Porém, o tempo
computacional foi drasticamente reduzido através do uso de
sequéncias binarias que podem ser facilmente agrupadas, li-
mitando, portanto, o niimero de sequéncias analisadas sem a
perda de informagoes importantes.

Para o processo de agrupamento, todos os transcritos fo-
ram primeiramente convertidos para sequéncias binérias. O
passo inicial foi inserir as posi¢oes genOmicas iniciais e finais
dos éxons em arrays, de acordo com seus respectivos genes
(um array para cada gene). Para simplificar, esses arrays fo-
ram chamados de “Posicao”, os quais foram, entao, numeri-
camente organizados e as posi¢coes gendmicas redundantes fo-
ram removidas. Entre todas as casas do array “Posi¢ao”, novas
casas com valores nulos foram adicionados, exceto quando a
diferenca entre o valor presente em um casa para a proxima
casa era de apenas 1 (figura 3.4A).

Uma sequéncia binaria refere-se & versao binéria do trans-
crito mapeado, o qual, por sua vez, é representado por po-
sig0es genOmicas. Sequéncias binarias podem ser facilmente
lidas por algoritmos, uma vez que éxons sao simplesmente re-
presentados pelo ntimero 1 e introns pelo niimero 0. As sequén-
cias binarias foram criadas comparando as posi¢oes gendmi-
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II I— fouF
SEnEs
Alternativo
II —I touT
— |:| Exon
Skipping
I — sousS
D—D Retgngéo
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Figura 3.3: Fventos de splicing alter-
nativo na forma de “blocos” e suas res-
pectivas sintazxes.
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Figura 3.4: Esquematizag¢io do método proposto. A: criagiao do array “Posi¢ao” e das sequéncias bindrias
a partir dos dados mapeados. B: comparagdo de duas sequéncias bindrias para criar uma sequéncia “Compa-
rativa”. C: grupo de sequéncias “Comparativas (e suas respectivas sintaxes), prontas para serem analisadas
através de expressoes regulares.

cas de inicio e fim dos éxons de cada transcrito contra o array ‘“Posi¢ao” respectivo do gene. Por
exemplo, um transcrito hipotético possui um éxon com posi¢ao gendmica inicial e final de 10.000
e 20.000, respectivamente. Essas posigcoes sao encontradas nas casas de namero 8 e 10 do array
“Posicao”. Nesse caso, todas as casas entre 8 e 10 na sequéncia binaria devem ser preenchidas com
1, representando um éxon, e todos os espagoes encontrados entre os éxons (se houver mais de um)
devem ser preenchido com 0, o qual é o caracter utilizado para representar introns. Esses passos
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Evento de Splicing Alternativo Ezxpressao Regular Sintaze
Sitio 5" Alternativo 1(24)0 ou 1(3+)0 "F'ou "f"
Sitio 3’ Alternativo 0(2+)1 ou 0(3+)1 "T"ou "t"
Retengdo de intron 1(24)1 ou 1(3+)1 "R"ou "r"
Exon skipping 0(2+4)0 ou 0(3+)0 "S"ou "s"
Sitio duplamente especifico 0(2+434)0 ou 0(3+2+)0 "D"ou "d"
Exon compartilhado 0(1+)0 "E"
Intron compartilhado (0+) “r

Qualquer coisa K *

Tabela 3.1: Fventos de splicing alternativo e suas respectivas expressoes requlares e sintaxes.

devem ser repetidos para todos os transcritos e seus respectivos éxons (figura 3.4A). Essa estraté-
gia de criacao de sequéncias binérias é, até certo ponto, similar ao método “bit matriz” proposto
por (Nagasaki et al., 2006). Finalmente, o agrupamento foi feito comparando todas as sequéncias
binarias, excluindo as que se encaixavam em sequéncias maiores, reduzindo, assim, o ntimero de
sequéncias no processo de comparacao par a par.

O ultimo passo foi a criagdo das sequéncias “Comparativas’, as quais podem representar ASEs
e CASEs. Elas foram criadas, comparando par a par, todas as sequéncias binarias de cada gene
(figura 3.4B). Quando duas sequéncias binarias sdo comparadas (Seq! e Seq2, por exemplo), uma
regra simples deve ser seguida: se ambas as sequéncias binarias possuem o nimero 1 ou 0 na mesma
posi¢ao, esse mesmo valor deve ser mantido na respectiva sequéncia “comparativa’. Por outro lado,
quando os valores sao diferentes, o nimero 2 é inserido na sequéncia “comparativa’ se o valor
1 esta presente na Seql, ou o nimero 3 se o valor 1 estiver na Seq2. Apods esse passo, todas as
sequéncias “Comparativas” de cada gene foram agrupadas para remover possiveis redundancias,
assim como feito anteriormente para as sequéncias binarias. Para evitar o armazenamento de dados
insignificantes, todas as sequéncias que nao reportaram variacoes de splicing foram excluidas. No fim
de todo o processo, um total de 4.154.216 sequéncias “comparativas” foram obtidas. Elas representam
menos de 0,16% da quantidade total de sequéncias “Comparativas’ possiveis que poderiam ser
criadas a partir de um método nao otimizado.

3.5.2 Expressoes Regulares

As sequéncias “Comparativas”, criadas anteriormente, foram propriamente analisadas utilizando
expressoes regulares (regezes). Para identificar simples ASEs, os mesmos necessitam ser convertidos
para padrdes regex (tabela 3.1). Regexes sao capazes de identificar quaisquer ASEs conhecidos e
estruturas nao variantes, como éxons constitutivos e introns. Foi também possivel a identificacao de
um tipo de ASE pouco usual conhecido como sitio duplamente especifico (dual-specific splice site,
DSS) (Zhang et al., 2007).

Como mencionado, regioes exdnicas e intronicas compartilhadas sao representadas por 1 e 0, res-
pectivamente. Todas estruturas variantes sao representadas por 2 ou 3, dependendo em qual sequén-
cia a variagao estrutural ocorre. Isso é bastante ttil quando éxons mutuamente excludentes sao anali-
sados, por exemplo. Para exemplificar, tomemos como exemplo o padrao “11011102200033301100011".
Nesse caso, o evento mutuamente excludente é caracterizado pela sequéncia “0220003330” (intron;
éxon skipping A; intron; éxon skipping B; intron). O respectivo regex para esse evento é a expres-
sa0 “0(2+)0+(3+)0”, que pode capturar, por meio do uso de paréntesis, ambos os eventos de éxon
skipping (“22” e “333”) e retornar suas posicoes na sequéncia binéria. Se as posi¢oes gendmicas sao
necessarias para a anélise, elas podem ser facilmente obtidas através do array “Posicao”.

Basicamente, a construgdo de regeres para a analise de CASEs pode ser feita por meio da
combinagao de regezes de ASEs individuais (3.1). Por exemplo, para descrever um sitio 5’ alternativo
(A5’SS) seguido por um sitio 3’ alternativo (A3’SS), os respectivos regexes “1(2+)0” e “0(2+)1”
devem ser concatenados. O regex resultante é “1(2+4)0-+(2+)1”, e ndo “1(2+)00(2+)1”. A quantidade
de ntimeros 0 (intron) encontrados entre ambos os regezes deve ser indefinido. Portanto, ao invés
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de “00”, a representacao correta é “0-+”, simplesmente porque essa estrutura pode ser formada por
um ou varios caracteres. Porém, as estruturas encontradas nas extremidades dos regeres podem ser
representadas por um nimero limitado de caracteres apenas se esses dados nao forem importantes
para a andlise. Por exemplo, o regex “1(2+)0” pode ser utilizado para procurar eventos A5’SS. Se,
além desse evento de splicing, toda a estrutura do éxon precisa ser definida (para evitar outros
eventos no mesmo éxon, por exemplo), o regex deve ser reescrito como “01-+(2-+)0".

3.5.3 Sintaxe
Para interpretar ASEs e CASEs

de uma forma simples, foi desenvol- D D D D D

vida uma representacao baseada em Estrt{tudra
) N esejada

caracteres para os diferentes padroes ‘I_._-_I‘

de splicing possiveis. Essa representa- .
¢ao pode ser rapidamente aprendida, Al = D — D— D—D D— — D — "Blocos"
interpretada e visualizada. Ela é ttil _ I _ II III II I Necessarios
devido & dificuldade de representar -
varios CASEs graficamente, visto que -e - f -r f -e - E?rtrzzzondente
existem limitacoes de espaco e proble- L _

mas relacionados a complexidade gra-

fica. Basicamente, os eventos de spli- D D D D D Estrutura
. . . , desejada
cing alternativo, assim como éxons e

introns, sao representados por dife- 3
rentes caracteres (tabela 3.1). Como B | — D D— I:I D] - D - “Blocos"
exemplo, um éxon skipping (ES) se- B I . I . Necessarios
guido por um A3’SS pode ser repre- .
sentado por “-s-t-”, onde “-” representa e - f - S - T -e - Sintaxe

um intron, “s” representa um evento Correspondente
de ES e “t” um evento A3’SS. Se os
eventos estdo em diferentes transcri-
tos, a representacao deve ser “-s-T-”
ou “-S-t-”. Letras minusculas e maitsculas sdo usadas para diferenciar a sequéncia na qual o evento
ocorre (figura 3.5). Essa estratégia permite a identificagdo de ASEs que ocorrem ou nao no mesmo
transcrito.

Eventos como ES ou retengao de intron (IR) podem ser facilmente identificados e relacionados
com uma sequéncia variante. Por exemplo, ES ocorre em variantes que nao apresentam um éxon,
e IR ocorre em variantes que apresentam um intron retido. Porém, eventos A3’/5’SS nao sao tao
explicitos, uma vez que a tunica diferenca entre os variantes é a utilizagdo de um sitio de splicing
que altera o tamanho do éxon. Por motivos de conveniéncia, eventos A3’/5’SS sao usualmete rela-
cionados com estrutura que apresenta a maior sequéncia (por exemplo, o evento “-s-t-” mostra que
o variante que possui o ES também possui um A3’SS com a maior porgao de sequéncia). O mesmo
problema ocorre com eventos DSS. Nesse caso, foi definido de forma arbitraria que eles ocorrem nos
variantes que apresentam o primeiro éxon.

A sintaxe proposta pode facilmente representar padroes de splicing complexos. Devido a na-
tureza logica das sequéncias expressas, alguns padroes nao sao permitidos. Por exemplo, o padrao
“ft-” é invéilido uma vez que deve haver um intron entre os eventos “f” e “t”. O caracter “t” sempre
deve estar ap6s um intron (“-t”), e o caracter “f” tem que estar sempre antes de um intron (“f-”).
Existem diversas outra excegdes para a representagdo de CASEs, mas elas podem ser facilmente
reconhecidas por meio da analise das estruturas das sequéncias relacionadas. Por esse motivo, é
importante ter cautela em relacdo & estrutura das sequéncias para representar ASEs e CASEs por
meio da sintaxe.

Figura 3.5: Construcao de sintazes complexas a partir de “blo-
cos” (apresentados anteriormente na figura 3.3).



18 SPLOOCE 3.6

Evento de Splicing Alternativo  Genes Afetados  FEventos Totais  FEventos por Gene

Exon skipping 10125 (51,77%) 38060 1,95
Sitio 3’ Alternativo 7490 (38,30%) 30172 1,54
Sitio 5’ Alternativo 7258 (37,11%) 27585 1,41
Retengao de intron 6565 (33,57%) 12632 0,65
Sitio duplamente especifico 53 (0,27%) 112 0,0057

Tabela 3.2: Frequécia dos principais tipos de ASEs.

3.6 Implementacao

Para disponibilizar a implementagao do método aqui descrito para a comunidade, uma fer-
ramenta web denominada SPLOOCET foi desenvolvida. Para auxiliar os usuarios, o SPLOOCE
fornece uma caixa de pesquisa com uma tabela de referéncia explicando a sintaxe e mostrando
alguns exemplos. Além de pesquisar pela sintaxe, o SPLOOCE pode também mostrar todos os
eventos conhecidos para um gene especifico, bastando digitar o nome do gene entre aspas duplas
na caixa de pesquisa (figura 3.6A).

O SPLOOCE também fornece op¢oes avangadas para a pesquisa. Sao fornecidos filtros para cro-
mossomo, fita, nome de gene e tipo de sequéncia. Os usuarios podem também avaliar a especificidade
de ASEs e CASEs em relagao ao tecido e patologia. Um score para a especificidade é fornecido. Ela
corresponde & analise da distribuicao y? feita entre as sequéncias expressas que suportam os vari-
antes correspondentes. A andlise é baseada na anotagao fornecida pelo eVOC (Kelso et al., 2003)
para ESTs e curagdo manual para sequéncias RNASeq.

Os resultados fornecidos pelo SPLOOCE podem ser gravados em um arquivo de formato GFF,
o qual pode, por exemplo, ser usado como track no UCSC Genome Browser®. Por padrio, os
resultados sao apresentados no browser em uma tabela contendo cromossomo, posi¢coes gendmicas,
nome do gene e uma visualizacdo pictorica do respectivo ASE ou CASE, seguido da respectiva
quantidade de sequéncias de suporte (figura 3.6B). O SPLOOCE também fornece um link para o
UCSC Genome Browser (com tracks), e um link local para informagoes adicionais.

Na se¢ao “Details”, quando uma sequéncia de referéncia (RefSeq) esta envolvida em um evento,
ela é usada como molde para criar uma nova sequéncia de mRNA contendo o evento alternativo.
Para cada uma dessas sequéncias alternativas, o SPLOOCE prediz o respectivo ORF (Open Reading
Frame), que é entao traduzido para uma proteina. Além do mais, focando inferir alguma importéancia
biolégica, o SPLOOCE analisa os dominios das proteinas utilizando o HMMER 3.0 e dados do
PFAM (Finn et al., 2010) (figura 3.6C).

3.6.1 Analise

Para ilustrar o uso do SPLOOCE, alguma questoes bésicas sobre a frequéncia e tipos de eventos
de splicing alternativo foram analisadas. A tabela 3.2 mostra a frequéncia de todos os tipos de ASEs
presentes no banco de dados. Como esperado, ES é o tipo de splicing alternativo mais frequente.
Um aspecto interessante do método é que ele permite explorar a distribuicao de eventos de sitios
duplamente especificos. Esse tipo de evento foi encontrado em 53 (0,27%) dos genes humanos
codificantes. Em uma anélise menos restritiva, sem considerar o niimero de sequéncias de suporte,
o numero de genes mostrando esse tipo de evento subiu para 577. Os eventos DSSs sao encontrados
frequentemente em genes como DIABLO, IRF38 e MAG, e eles podem ocorrer em conjunto com
outros eventos (tabela 3.3).

Outro aspecto interessante é que o método permite avaliar a combinagao de eventos que ocorrem
em uma mesma molécula de mRNA. Cada sequéncia “Comparativa’ criada através do nosso pipeline
contém em média 1,6 eventos, e 46.87% e 12.21% dessas sequéncias reportam mais que um ou dois
eventos, respectivamente. A frequéncia da combinagao entre alguns eventos pode ser observada na

"http://www.bioinformatics-brazil.org/splooce
8http://genome.ucsc.edu/
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tabela 3.4.

Por fim, para melhor en-
tender o que influencia a
frequéncia de ASEs e CA-
SEs, alguns padroes foram
explorados. Por exemplo, a
combinacgao de dois eventos
de ES adjacentes é signifi-
cativamente mais frequente
quando comparado com ou-
tros CASEs (tabela 3.5).
Esse excesso é ausente em
situagbes onde ambos o0s
eventos nao sao adjacentes,

Sequéncia Expressa

~ 48%

Exon skipped

B Exon constitutivo

Figura 3.7: Probabilidade de manter o ORF para o skipping de dois éxons
adjacentes e para cada um dos respectivos éxons, individualmente.

como em -s-E-s- e -s-E-E-s-. E possivel observar que esses eventos, quando adjacentes, possuem
tendéncia de manter a fase do ORF, por exemplo, 60,78% dos eventos -E-E-s-s-E-E- a mantém.
Isso ¢ significativamente maior do que o esperado por chance (p < 0,01) baseado na manutengao
do ORF do primeiro e segundo evento ES (48,60% e 48,49%, respectivamente). Claramente, isso
sugere que os eventos de ES adjacentes estao sobre uma forte selegdo para manter a fase do ORF

(figura 3.7).
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Sintaze  Frequéncia (genes) Padrao (simplificado)

d 577 (2.95%) 23 ou 32

-d- 181 (0.93%) 0230 ou 0320

-d-s- 85 (0.43%) 023030 ou 032020

-Ed- 57 (0.29%) 01230 ou 01320

-d-T 57 (0.29%) 023031 ou 032021

-dE- 56 (0.28%) 02310 ou 03210

f-d-T 26 (0.13%) 12023031 ou 13032021

E-d-T 20 (0.10%) 1023031 ou 1032021

-EdE- 17 (0.087%) 012310 ou 013210

-d-t 11 (0.06%) 023021 ou 032031

-d-S- 8 (0.04%) 023020 ou 032030

-df- 5 (0,025%) 023120 ou 032130

-tD- 3 (0.015%) 021320 ou 031230

-D-T 2 (0.01%) 12032021 ou 13023031

Tabela 3.3: Frequéncia de eventos DSS combinados com outros ASEs.
ES IR DSS ASS3” ASS5’

ES — 6636 257 10992 10884
IR 6636 — 78 6386 6163
DSS 257 78 — 211 217
ASS3’ 10992 6386 211 — 11879
ASS5’ 10884 6163 217 11879 —

Tabela 3.4: Frequéncia de genes apresentando combinacoes de eventos de splicing alternativo.
Sintaze  Frequéncia (genes) | Sintaxe Frequéncia (genes) | Sintaze Frequéncia (genes)
-5 14461 (73.04%) -s-F- 3258 (16.66%) -8-S-s- 597 (3.05%)
- 11220 (57.37%) -s-f- 3052 (15.60%) -t-E-t- 591 (3.02%)
-85 10020 (51.23%) -s-E-S- 2718 (13.90%) -f-E-f- 549 (2.81%)
-S-8-5- 6844 (34.99%) -5-S-S- 2627 (13.43%) -f-E-F- 541 (2.77%)
-f-S- 5733 (29.31%) -t-S- 2563 (13.10%) -1R- 430 (2.20%)
-s-S- 5532 (28.28%) -8-5-5- 2168 (11.08%) -I-1- 272 (1.39%)
-s-T- 5302 (27.11%) -s-E-E-s- 1627 (8.32%) -r-R- 228 (1.17%)
-1- 4687 (23.96%) -s-E-E-S- 1580 (8.08%) -f-E-t- 226 (1.16%)
-s-t- 3934 (20.11%) -t-T- 1150 (5.88%) -I11- 224 (1.15%)
-f-s- 3710 (18.97%) -£-F- 1033 (5.28%) -£-E-T- 218 (1.11%)
-£-T- 2866 (14.65%) -t-t- 1022 (5.23%) -s-E-S-E-s- 73 (0.37%)
-f-t- 2800 (14.32%) -f-f- 1021 (5.22%) -rRR- 42 (0.21%)
-s-E-s- 2768 (14.15%) -I1- 928 (4.74%) -rrR- 37 (0.19%)
-E-r-E- 2222 (11.36%) -t-E-T- 629 (3.22%) -rRr- 27 (0.14%)

Tabela 3.5: Ndmero de genes afetados por diferentes tipos de ASEs e CASEs.

3.6
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3.6.2 Behind the Scenes

O SPLOOCE é composto por um
banco de dados relacional (MySQL) Sintaxe
e alguns scripts escritos em Perl,
0s quais somam aproximadamente
10.000 linhas de coédigo. Essa ferra-
menta é capaz de explorar todo o ! Abre arquivo e
transcriptoma humano em busca de + disponibiliza os
1dados no browser
qualquer sintaxe em apenas poucos oo o e ‘
segundos. Essa performance foi ob-
tida por meio do pré-processamento
e armazenamento de informacgoes so-
bre as sintaxes mais simples e frequen-
tes. As demais sintaxes, porém, po-
dem ser processadas on-the-fly (em
tempo real) utilizando matrizes e di-
versas outras informagoes armazena-
das em um banco de dados relacional (figura 3.8 e script 3.1). Essas caracteristicas tornam o
SPLOOCE uma ferramenta hibrida de alta eficiéncia.

Processa as E
matrizes '
.

Abre Grava

Figura 3.8: Estratégia hibrida implementada pelo SPLOOCE:
dados novos podem ser processados on-the-fly.

Listing 3.1: Main (define a sintaxe e chama as fungées de analise)

1 #!/usr/bin/perl -w
use strict;

#MAIN
5 my $sintaxe = "-s-e-e-S-"; #SINTAXE (INPUT)
my @data_files = &exits_data_for_sintaxe($sintaxe); #CARREGA CACHE

#VERIFICA SE O RESULTADO JA EXISTE NO "CACHE"

9 1f (! @data_files)
{
11 #NAO EXISTE NO CACHE, ENTAO PROCESSA OS DADOS
my S$pattern = &sintax_to_regex ($sintaxe); #TRANSFORMA SINTAXE PARA REGEX
13 my Q@data_files = &regex_analysis ($Spattern); #ANALISA A REGEX E GRAVA CACHE
}
15
&print_results (@data_files); #IMPRIME RESULTADOS (CACHE)

17
#FIM DO SCRIPT
19 end;

3.6.2.1 Banco de Dados

O banco de dados do SPLOOCE (figura 3.9) possui, basicamente, as sequéncias denominadas
como “Posi¢ao” e “Comparativa”, além de diversos dados adicionais (sequéncias de suporte, anotagoes
tecido/patologia, sitios de splicing etc). Bancos de dados relacionais sdo normalmente utilizados para
remover a redundancia dos dados e otimizar as pesquisas. No SPLOOCE, porém, um simples banco
de dados relacional nao é rapido o suficiente devido ao grande nimero de dados nele armazenados.
Um dos maiores problemas é que o SPLOOCE procura por padrdes de sequéncias, e o uso direto
de regexes em todos os dados do DB é uma estratégia altamente ineficiente. Portanto, algumas
estratégias de otimizacao tiveram que ser implementadas.
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TbEvoc =
# idEvoc: INTEGER(10) ThPathology =
@ idPathology: SMALLINT(10) (FK) % idPathology: SMALLINT(10)
@ idGene: SMALLINT(10) (FK) TbPathology-ThEvoc| | pathology: YARCHAR(100)
@ idSegacc: MEDIUMINT10) (FK) ¢
& chrom: EMUM[T, 23" 445" 6" 78"
liErr=es = @ annot: TEXT TbMatrixBlocks Z
¥ idSegace: MEDIUMINT(10) ThSegacc- ThEves La TbEvor FKindext 7 idMatrixBlocks: MEDIUMINT{10)
& seqass: VARCHAR(40) ¢ @ idSeqanc @ idGene: SMALLINT(10j (FK)
& type: ENUMIest, mrmayngs' tefseq) I3 ThEvor_Flindexz & chrom: ENLIM{'TY 23,4567, 6"
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& matrix: MEDIUMTEXT I3 TBEvor_FRindexs @ blecks: MEDIUMTEXT
|3 TbSeqarc_indexazs @ idPathology |3 ToMatrixBlacks_FRindex T
@ type - I3 ThEvor_index3526 @ idGene
|3 ThSeqace_indexsazd @ chrom
% seqacc
Thienes-ThMatrixBlocks| | TETYRE 2
Q;b i:::s?mdemass ThGenes-ThEvor - ¥ idType: SMALLINTI10)
s & es ENUMD,TY
fype : O @ ir ENUM(O,1]
ThSeqacc-ThMatrixCompare % dss ENUMIDY 1Y
@ ass3 EMUMID1Y
< ass3 EMUMID1Y
T = @ refseq_p1: EMUM[O,'1)
Th3egaccTbMatrixCompareP2 e [} id(;::e: SMALLINT{10} @ mma_{ﬂ : ENUM[”U"IW ?
c  idSegacs: MEDILMINT(I0 (FK) : @ sstpl ENUM(OT,2)
ThSeqgacc-ThhlatrixCompare oS @ GeneName: VARCHAR(50) % ngs_p1: ENUMIDY 1,2
% idMatrixCompare: MEDIUMINT{1O) (FK) La ToGenes indexdals o ek — o ENUMIU‘I'W‘
_La ThSeqace_has ThbMairixCompare_FRindexT & GeneMame - e SEq*D_ . [ o )
? idSeqace mrha_p2: ENUMID'"1Y
La ThSeqace_has ThMatrixCompare FRindex2 @ est_pz ENUMIDY T2y
P idMatrixCompare © ngs_p2: ENUMID, 121
|2 ThType_indexssio
-~ TbGenes-ThMatrix Compare @ es
ThMatrixCompare-ThSeqacc @ TETypeinderaait
ThSegaccThMatrix CompareP 1 - |—0— ‘> & i
¥ idSegacc: MEDIUKINT(10) (FK) ‘ ________________________ |3 TBType_index3siz
F idMatrixCompare: MEDIUMINT(10) (FK) 1 ToMatrixCompare - & dss
|3 ThSeqare_has ToMatrivCompare FKindexi | —————————— 7 idMatrisCompare: MEDIUMINT(1D) I3 ThType_index3i1a
% idSegace ‘ @ idCGene: SMALLINT(10) [FK) @ assd
|3 ThSeqare_has TbMatrivCompare_FKindex? TbMairixCompare- ThSsqacs EQ idType: SMALLINT(10) (FK) I3 TbType_indesdaid
 idMatrixCompare 1@ idFast: MEDIURMINT(10) (FK) & asss
1@ chrom: ENUMUTY 2, 3,405, 6 78 | 3 ToType._indessast
vG strand: ENUMI's, G es
50 min: MEDIUMINT(11) TbType-ThMatrixCompare o ir
'% matric: MEDIUMTEXT ras & des
{3 TbhatrixCompare_FKindex1 o ass3
v @ idFast & asss
3 ToMatrixCompare_FKindex2 & est pl
P @ idType @ ngs_pl
?_3 ToMatixCompare_FRindexd @ est_p2
: @ idGens & ngs_pa2
ThbMatrixFast - {2 ToMatisCompars_index3s20 & refseq_pi
¥ idFast MEDIUMINT{10) ThkatrisFast-ThiMatrixCompare i @ idFast & mra_pl
& matri: VARCHARIE0D) 9 i@ chom @ refsee_ps
|23 ThMatinFast indexdd 8 13 ThMatrixCompare_index3521 & mma_p2
@ matrix 1 @ chrom I3 ThType_index33s7
{3 ToldatrixCompare_index3856 @ refseq_pi
@ idGene I3 TBType_index3s3s
@ idType @ mrnz_pl
i @ idFast I3 ThType_index33sa
?j ThMatixCompare_indexS358 & refeeg_p2
@ chirom |3 ThType_indexagan
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Figura 3.9: Organizagio do banco de dados relacional do SPLOOCE, onde diversos tipos de dados sio
armazenados.

Uma estratégia foi anotar cada sequéncia “Comparativa’ de forma binéria, mostrando quais
eventos de splicing alternativo estao presentes ou ausentes. Exemplo de sequéncias e busca:

SELECT * FROM Splooce;

| Sequencia_Comparativa | Seqg_Reduzida | 5ASS | 3ASS | ES | IR | DSS |
[ 11111100000111222000000033311111 | 1012031 |1 |1 [ 0 | 0 | O

| 11111122000111111000000033311111 | 1201031 |1 |1 | 0 | 0 | O

| 11111000001111110000000333111111 | 101031 | 0 |1 [ 0 | 0 |0

| 1110000033333300000000001111 | 10301 |0 | 0 /' 1 | 0 | O

| 111111000002222223333000000111111 | 102301 | O | 0 [ 0 | 0 |1
//Buscar sequencias que possuem eventos de bordas 5’ e 3’ Alternativas

Select * FROM Splooce WHERE 5ASS = 1 AND 3ASS = 1;

| Sequencia_Comparativa | Seqg_Reduzida | 5ASS | 3ASS | ES | IR | DSS |
[ 11111100000111222000000033311111 | 1012031 |1 |1 [ 0 [ 0 |0

| 11111122000111111000000033311111 | 1201031 [ 1 |1 [0 [ 0 | O



3.6 IMPLEMENTACAO 23

A partir de uma sintaxe é possivel determinar quais eventos a mesma possui e, consequen-
temente, encontrar sequéncias “Comparativas” com uma maior probabilidade de apresentarem o
padrao de splicing desejado. Para finalizar a busca, as sequéncias “Comparativas” sao comparadas
com padrao de eventos definido pela sintaxe. Essa etapa pode ser feita por meio de regezes, porém
a comparagao simples de strings € muito mais eficiente. Uma estratégia de otimizagao foi, portanto,
reduzir a complexidade da sequéncia “Comparativa” removendo a redundéancia dos caracteres. A
busca pelo padrao de splicing alternativo pdde entao ser feita utilizando o comando “LIKE”, assim
como exemplificado a seguir:

Select * FROM Splooce WHERE (5ASS = 1 and 3ASS = 1)
AND (Sequencia_Reduzida LIKE '%12031%’
OR Sequencia_Reduzida LIKE '%13021%");

Resumidamente, quanto maior a complexidade de combinacoes de ASEs uma sintaxe apresentar,
mais rapida sera a busca. Uma busca nao otimizada, por outro lado, deve apresentar o mesmo tempo
de busca para qualquer tipo de sintaxe. Por esse motivo, os eventos mais simples e frequentes foram
identificados e processados, e os dados resultantes foram armazenados no cache. O cache nada mais

é do que uma arvore de arquivos e pastas onde os dados referentes & cada sintaxe ja processada
pelo SPLOOCE ¢é armazenada (incluindo sintaxes novas submetidas por quaisquer usuarios).

3.6.2.2 Processando Sequéncias “Comparativas”

Apo6s o SPLOOCE pesquisar por uma sintaxe que nao esta presente no cache e, o banco de
dados retornar diversas sequéncias “Comparativas”, o primeiro passo &, portanto, converter a sintaxe
para uma expressao regular (fun¢do chamada no script 3.1, linha 12). Nessa etapa, os caracteres
da sintaxe sao convertidos para regex utilizando uma sequéncia de regeres de substituigao. Por
exemplo, “-S-” é convertido para “0(3+)0”, e assim por diante. No final das substituigoes existem
algumas regexes responsaveis por corrigir quaisquer erros e redundancias encontradas. O segundo
passo, consequentemente, é processar as sequéncias “Comparativas” utilizando a regex referente &
sintaxe (script 3.2).

Listing 3.2: Fungao regex-analysis (Analisa as seqs “Comparativas’)

1 sub regex_analysis

{
3 my S$pattern = shift; #REGEX (INPUT)
my @res_files = (); #NOMES DOS ARQUIVOS CACHE

#OBTEM DADOS DO BANCO DE DADOS

7 while (my ($Sgene, S$cmp_sequence) = &got_data_mysqgl ($Spattern))
{
9 #PROCURA POR EVENTOS AO LONGO DA SEQ COMPARATIVA
while ($cmp_sequence =~ / (Spattern)/icg)
11 {
my $pos_ini = $-[1]; #RETORNA A POSICAO...
13 my Spos_fim = $+[1]; #INICIAL E FINAL DO EVENTO

15 #OBTEM DETALHES DO EVENTO E REGISTRA OS DADOS
push Q@res_files, &process_event ($gene, $Spos_ini, Spos_fim);
17 }
}
19 return Q@res_files; #RETORNA O NOME DOS ARQUIVOS (CACHE)
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Resumidamente, com base no script, as sequéncias “Comparativas’ sdo diretamente carregadas
do banco de dados por meio da funcao “got _data_mysql” e entao processadas pela regex. A posigao
do evento na sequéncia binaria é obtida e transferida para a fungao “process _event” (func¢do chamada
no script 3.2, linha 18). Nessa etapa, em especial, a sequéncia “Posigao” é utilizada para obter a
posi¢ao gendmica do evento identificado (script 3.3, a partir da linha 9).

Listing 3.3: Funcao process-event (Retorna informagées sobre o evento)

sub process_event
2 {
#INPUT: GENE E POSICOES DO EVENTO NA SEQUENCIA BINARIA

4 my S$gene = shift;
my $pos_ini = shift;
6 my $pos_fim = shift;
8 #CARREGA MATRIX DE CONVERSAO PARA POSICOES GENOMICAS

my @gen_pos_matrix = split /,/, &got_matrixpos_mysqgl ($gene);
10
#RETORNA POSICOES GENOMICAS
12 my S$gen_start = $gen_pos_matrix[S$pos_ini];
my $gen_end = $gen_pos_matrix[$pos_fim];
14
#ANALISA DETALHES DIVERSOS
16 my @support_seqgs = &search_supp_sedgs ($gene, $gen_start, $gen_end);
my %annotation = &load_annotation (@support_seqs);
18
#OUTRAS FUNCOES
20

22

24 #ARMAZENA DADOS

my $file = &save_data ($gene, S$Sgen_start, $gen_end, ...);
26

#RETORNA NOME DO ARQUIVO DE DADOS PARA USO POSTERIOR
28 return S$file;

Por fim, diferentes fungoes sdo chamadas para se obter uma completa lista de informagoes
acerca do evento. Os dados sdo gravados no cache e o nome do respectivo arquivo é retornado para
a funcao “regex analysis”. No final de tudo, todos os nomes de arquivos armazenados sao abertos,
interpretados e apresentados no web browser.

3.7 Discussao

Embora outras metodologias e interfaces ja tenham sido anteriormente propostas (Malko et al.
, 2006; Nagasaki et al., 2006; Sammeth et al., 2008) para o estudo do splicing alternativo, todas
apresentam limitagdes, assim como discutido anteriormente (Sammeth et al., 2008). O SPLOOCE,
descrito aqui, € uma alternativa eficiente e complementar para a anélise de eventos de splicing al-
ternativo devido a sua flexibilidade na analise de padroes e variedade de aplicagoes. Assim como o
ASTALAVISTA (Sammeth et al., 2008), o método utilizado pelo SPLOOCE é baseado na compa-
racao de todos os transcritos de um determinado locus. O SPLOOCE, porém, utiliza um sistema
de anotacgao baseado em expressoes regulares que permite o uso de uma simples e eficiente sintaxe
para os eventos de splicing. A sintaxe é composta por caracteres intuitivos e é capaz de represen-
tar qualquer padrao de CASE, incluindo os que apresentam os raros eventos de sitios duplamente
especificos. Por fim, a sintaxe foi implementada com sucesso e pode se tornar um formato padrao
para representar CASEs de diferentes complexidades.



Capitulo 4

Retencao de Introns

4.1 Introducao
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Figura 4.1: Ezemplo “ideal” de um evento de retengao de intron (SID: 16 _FE904006409367).

O splicing alternativo (AS) é um dos mecanismos moleculares mais importantes em células eu-
carioticas (Galante et al., 2004; Modrek e Lee, 2002; Wang et al., 2008), e é encontrado em trans-
critos da ampla maioria dos genes humanos que apresentam mais de um éxon (Pan et al., 2008;
Wang et al., 2008). Muitos eventos de splicing alternativo (ASEs) estdo envolvidos na etiologia
de doengas, incluindo o cancer (Kirschbaum-Slager et al., 2005; Venables, 2004; Wang e Cooper
, 2007), isquemia (Daoud et al., 2002) e outras desordens humanas comuns (Garcia-Blanco et al.
, 2004).

Atualmente, cinco tipos diferentes de ASEs sao conhecidos (Zhang et al., 2007). Retencao de
intron (IR) é o tipo de evento mais controverso, uma vez que ele pode ser o resultado de pré-
mRNAs nao ou parcialmente processados (Galante et al., 2004). Assim como todos tipos de ASEs,
IRs podem ser identificados por meio de comparagoes entre sequéncias expressas, as quais estao
exponencialmente crescendo em termos de disponibilidade. Por exemplo, em 2004 existiam aproxi-
madamente 7,7 milhoes de sequéncias expressas humanas disponiveis no GenBank e, atualmente,
existem mais de 20 milhoes (Benson et al., 2012). Esses ntimeros nao incluem as sequéncias obti-
das a partir de sequenciamentos de proxima geracao (NGS), os quais estdo sendo exaustivamente
explorados e podem ser uma excelente fonte para a descoberta de novos ASEs (Kroll et al., 2012;
Roberts et al., 2011; Trapnell et al., 2009; Wheeler et al., 2007).

Em 2004, nosso grupo publicou a primeira anilise em larga escala de IR em humanos
(Galante et al., 2004). Foi argumentado que uma fracao considerével dos eventos de IR poderia
ter significado biolégico porque a distribuicao desses eventos em relagao & diferentes parametros
apresentou um padrao nao-aleatério. O aumento da disponibilidade de sequéncias expressas junto
com avancos conceituais na area nos permitiram atualizar esses dados.

25
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4.2 Objetivos

O objetivo geral desse capitulo é identificar e avaliar o potencial funcional dos eventos de re-
tencao de introns observados em sequéncias expressas humanas. Para isso, os seguintes objetivos
secundarios foram definidos:

e Identificar eventos de retencao de introns e analisé-los a partir de aspectos gerais como dis-
tribuicao no transcrito, contetido de CG e dominios. Parte dos resultados serao comparados
com os dados obtidos por Galante et al. (2004), entre outros;

e Construir computacionalmente proteinas afetadas por eventos de retengao de intron e valida-
las utilizando espectrometria de massas em tandem. Essa anélise pode mostrar o quao impor-
tante as retencoes de introns sao do ponto de vista proteémico;

e Descrever e classificar as alteragoes protedmicas causadas pelos eventos de retengao de introns,
no intuito de verificar quais sdo os padroes mais frequentes e biologicamente viaveis.

e Avaliar o papel dos alvos de miRNA para os eventos de retencdo de introns ndo-codificantes,
observando a frequéncia e tipos de alvos encontrados em éxons, introns e introns retidos;

4.2.1 Justificativa

Os ASEs sao um dos componentes significativos que estao envolvidos com a complexidade de
organismos multicelulares (Modrek e Lee, 2002; Wang et al., 2008). Assim, é importante predizer
se os eventos de IR, que podem advir do processamento parcial do pré-mRNA, também possuem
significado biologico. Dessa forma, a validacdo desses eventos permitira, por exemplo, o estudo
direcionado de proteinas que sao realmente codificadas e possuem, provavelmente, algum papel bio-
logico em alguma patologia e/ou em processos celulares de importancia terapéutica. Esse trabalho,
portanto, pode representar um avanco no estudo desses eventos até entao subestimados.

4.3 Materiais & Meétodos

Dados publicos

O genoma humano de refeferéncia (NCBI36/hgl8) foi gravado do portal da UCSC Genome
Bioinformatics'. As sequéncias RefSeq foram gravadas do banco de dados de Sequéncias de
Referéncia?. Sequéncias do tipo mRNA foram gravadas do portal da UCSC Genome Bioinfor-
matics (Homo sapiens), e as sequéncias do tipo ESTs foram gravadas do dbEST?. Dados de
RNAseq foram gravados do portal SRA%; Foram utilizados os IDs SRX003935, SRX003934,
SRX003933, SRX003932, SRX003931, SRX003930, SRX003929, SRX003928, SRX003927 e
SRX003926. Esses experimentos de NGS totalizam 63 corridas de sequénciamento (Illumina
Genome Analyzer) e 211.006.871 reads (36 pb cada).

Alinhamento das sequéncias
Todas sequéncias dos tipos RefSeq, mRNA e EST foram alinhadas contra o genoma humano
usando um protocolo ja descrito anteriormente (Galante et al., 2007). Resumidamente, todas
as sequéncias foram mapeadas contra o genoma humano usando o alinhador BLAT (Kent
, 2002b). Em seguida, os transcritos apresentando identidade maior que 95% e com uma
cobertura maior que 90% foram remapeadas utilizando o SIM4 (Florea et al., 1998). Os dados
de RNASeq, por outro lado, foram mapeados contra o genoma humano usando o pipeline
Tophat (Trapnell et al., 2009), e todos os reads devidamente mapeados foram submetidos

"http://genome.ucsc.edu
*http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/
3http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/
“http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
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para o programa Cufflinks (Trapnell et al., 2010) (os transcritos preditos foram denominados
de NGS). Parametros padrao foram usados em ambos os programas.

Clusterizagao das sequéncias

Todas as sequéncias mapeadas que compartilharam a mesma regiao gendémica foram agrupa-
das utilizando uma estratégia orientada ao gene. Primeriamente, todas as sequéncias RefSeq
foram anotadas conforme os nomes oficiais dos genes correspondentes, assim como presente no
NCBI-Gene®. Em seguida, foram agrupados no mesmo gene todos os transcritos nao-RefSeq
(mRNAs, ESTs e NGSs) que apresentaram multiplos éxons e que compartilharam uma ou
mais jungoes de splicing com pelo menos uma sequéncia RefSeq. Por fim, foram agrupados os
transcritos nao-RefSeq que apresentaram apenas um éxon e uma sobreposi¢cao maior que 30
nucleotideos com um transcrito RefSeq. As informagdes da clusterizacao foram armazenadas
em um banco de dados relacional.

Dados de espectrometria

Os dados brutos foram obtidos de Geiger et al. (2012) e estdo disponiveis no Tranche NetworkS.
Os dados de MS/MS das linhagens celulares A549, GAMG, HEK293, HeLa, HepG2, K562,

MCF7, RKO, U2=S, LnCap e Jurkat foram utilizados. Resumidamente, 100 ug de extrato

de proteinas de cada linhagem celular foram processados pela enzima tripsina e fracionados

pelo método FASP (Wis niewski et al., 2009). Os peptideos foram entao separados por cro-

matografia de fase reversa utilizando colunas de 20 cm (didmetro interno de 75 pm) acopladas

diretamente ao espectrometro LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific).

Analise dos dados de espectrometria de massa

As analises foram feitas utilizando o software MaxQuant (Cox e Mann, 2008) versao 1.3.0.5.
O espectro de MS/MS foi comparado ao nosso banco de dados de proteinas (ver se¢ao 4.5).
Proteinas do banco de dados IPI-Human versao 3.81 (Kersey et al., 2004) também foram
adicionadas as anélises com o objetivo de identificar proteinas desconhecidas. As ané&lises
do MaxQuant incluiram uma tolerancia de massa de 20 ppm, a qual foi utilizada para a
recalibracdo da massa. Na busca principal, as massas precursoras e os fragmentos de massa
foram pesquisados com uma tolerdncia de massa de 6 ppm e 0.5 Da, respectivamente. A
busca incluiu modificagdes de oxidagao (Met), acetilagdo do N-terminal (proteina), e Pyro-
Glu (Q e E). Carbamidometil cisteina foi tratada como uma modificagao fixa. O tamanho
minimo para o peptideo foi de 7 amino acidos e o nimero méaximo de miscleavages (clivagens
erroneas) permitido foi de 2. O false discovery rate (FDR, taxa de falsas descobertas) foi
configurado para 0.01 para a identificacao de peptideos e proteinas. Peptideos compartilhados
entre duas proteinas foram combinados e reportados como um grupo de proteinas. A tabela
de proteinas foi filtrada para eliminar a identificacao de sequéncias do banco de dados reverso
e contaminantes comuns.

Shttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
Ghttp:/ /proteomecommons.org
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4.4 Resultados

4.4.1 Identificacdo dos Eventos de Retencao de Intron

O banco de dados de sequéncias expressas humanas (ver Materiais & Métodos 4.3) foi processado
por meio de um pipeline que inclui etapas de mapeamento e clusterizagao (Galante et al., 2004;
Sakabe et al., 2003). Os dados do Sequence Read Archive (SRA) (Wheeler et al., 2007), o qual
contém dados brutos de plataformas de next-generation sequencing, foram primeiramente mapeados
utilizando o pipeline Tophat (Trapnell et al., 2009). O transcriptoma foi entao construido utilizando
o algoritmo Cufflinks (Roberts et al., 2011).

O banco de dados inicial de sequéncias, devidamente mapeadas (ver Materiais & Métodos 4.3),
apresentou 30.678 RefSeqs, 258.444 mRNAs, 6.987.423 ESTs e 9.565.439 transcritos criados pelo
Cufflinks. Para aprimorar a qualidade do banco de dados, apenas sequéncias que apresentaram pelo
menos dois éxons foram selecionadas. Esse processo permite excluir grande parte das sequéncias
que nao sofreram splicing e que podem apresentar, portanto, “falsas” retengoes de introns. Como
resultado, apenas 95,7% dos RefSeqs, 82,6% dos mRNAs, 56,4% dos ESTs e 4,9% das sequéncias
do Cufflinks foram selecionadas para as analises posteriores.

Os IRs foram analisados utilizando um método baseado em sequéncias binarias (Kroll et al.
, 2012). Resumidamente, as sequéncias expressas de cada gene foram primeiramente convertidas
para sequéncias binarias. Essas sequéncias binérias resultantes foram sobrepostas e utilizadas para
criar um catalogo de éxons e introns, denominado de “catalogo de referéncia”’ (figura 4.2), o qual
foi, finalmente, comparado par-a-par com cada uma das sequéncias expressas para a identificagdo
dos eventos de IR.

Foi criado um catalogo de referéncia baseado em ¢cDNAs (full-insert: RefSeqs e mRNAs), e
ele apresentou um total de 210.698 introns (72,2%, 6,8% e 3,3% no CDS, 5" UTR e 3’ UTR,
respectivamente). Outro catalogo de referéncia foi criado utilizando sequéncias ESTs e um total de
303.764 introns foram identificados (69%, 8,3% e 5,3% no CDS, 5’ UTR e 3’ UTR, respectivamente).
Uma pequena porcentagem dos eventos foi mapeada em regides nao completamente anotadas ou
mistas (uma parte se encontra na CDS e a outra na UTR), conforme o banco de dados do UCSC
Genome Bioinformatics.

Sequéncias Expressas

Exon i ! Exon i Exon i { Exon i .
' (A — Catélogo de Referéncia
Intron Intron Entron

Figura 4.2: Algoritimo de construcao do “catdlogo de referéncia”

4.4.2 Analise Geral dos Eventos de Retencao de Intron

No geral, 9.037 de 19.845 (45,54%) genes humanos apresentaram no minimo um evento de
IR (tabela 4.1). O ntumero total de genes afetados triplicou apés 8 anos (Galante et al., 2004),
assim como esperado devido ao aumento de sequéncias piblicas disponiveis, como ESTs e NGSs.
Os dados gerados a partir da comparacao entre as sequéncias full-insert foram considerados como
de alta confianca (FzF'), enquanto os dados gerados a partir da comparagao entre as sequéncias
full-insert com todos os diferentes tipos de sequéncias expressas foram considerados como sendo de
baixa confianca (FzA).

Multiplos eventos de IR que ocorrem em um mesmo gene foram observados. A maioria desses
eventos constuma ocorrer consecutivamente, retendo um grupo de introns préximos. No banco
de dados de baixa confianga, um total de 813 (4,10%) genes mostraram ao menos um evento de
IR muiltiplo. Esses eventos possuem de 2 até 5 introns retidos. Alguns tipos de sequéncias, como
ESTs e NGSs, apresentam dificuldade em detectar eventos abrangendo mais de 3 introns devido
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Full-insert cDNA EST NGS EST + NGS Total
Full-insert cDNA 5.327 3.948 (2.672) 2.713 (1.994) 4.822 (3.675) 7.000 (6.114)
EST 7.372 — — — 7.372
Total 8.476 3.948 (2.672) 2.713 (1.994) 4.822 (3.675) 9.679 (9.037)

Tabela 4.1: Nadmero de genes afetados por pelo menos um evento de IR. *() apenas eventos suportados por
mais de uma sequéncia expressa (EST/NGS).

Comparagdo  Regigo  Observado  FEsperado p-Value
CDS 5.158 5.976 1,831 x 10726
FxF 5 UTR 662 625 0,090
3’ UTR 1.164 307 0,000
CDS 5.765 6.478 4,099 x 10~19
FxA 5" UTR 718 677 0,073
3’ UTR 1.170 333 0,00

Tabela 4.2: Numero observado e esperado de IRs para as diferentes regioes dos transcritos.

ao tamanho restrito de suas respectivas sequéncias. Por motivos de confianca para as préximas
analises, os eventos nao suportados por RefSeqs ou mRNAs foram filtrados, e apenas casos com ao
menos 2 ou mais EST/NGSs de suporte foram selecionados.

Em um artigo de 2004, publicado por nosso grupo (Galante et al., 2004), foi encontrada uma
tendéncia de IRs ocorrerem com uma maior frequéncia em UTRs, especialmente na 3> UTR, su-
gerindo a existéncia de uma pressao seletiva contra eventos de IR que afetam a regiao CDS. Essa
analise foi refeita para os nossos dados. O nimero esperado de retengoes de introns para o 5’ UTR,
CDS e 3’ UTR foi calculado utilizando a equagao II—? /I, onde IR é o numero total de eventos de
retengao, I+ é o niimero de introns na respectiva regiao do transcrito, e I é o niimero total de introns
presentes no banco de dados. A distribuigdo dos eventos de IR foi confirmada. Existe uma clara
escassez de IRs na regido CDS e um excesso na regiao 3° UTR (tabela 4.2).

Uma vez que os IRs observados para a CDS se encontram sob uma forte pressao seletiva,
acredita-se, portanto, que eles devem compartilhar algumas caraceristicas com éxons codificado-
res. Para testar essa hipotese, foi analisado o conteiido de CG dos éxons, IRs e seus respectivos
éxons adjacentes presentes na regido CDS. Exons possuem um maior contetido de CG, e os IRs
de importancia bioldgica devem consequentemente apresentar um maior conteido de CG compa-
rado com introns nao retidos, assim como apresentar um conteiido de CG similar ao dos éxons
adjancentes (Galante et al., 2004). Para uma melhor comparagao, os dados foram classificados por
comprimento, uma vez que diferentes tamanhos de introns e éxons podem apresentar diferentes
valores de CG (Galante et al., 2004; Oliver e Marin, 1996). O contetido de CG dos IRs mostrou ser
estatisticamente diferente dos introns nao retidos (FzF: p = 3,50 x 107*,d = 6,t = 7,25; FzA:
p=4,25x1073,d = 6,t = 4,47), mas estatiscamente nio diferente dos éxons adjacentes (FzF':
p=3,01x10"d=6,t=—1,13; FzA: p=3,01 x 1071,d = 6,¢t = —1,13), assim como esperado
(Galante et al., 2004; Lander et al., 2001).

Foi também observado um excesso de eventos na 3’ UTR comparado com a regiao 5> UTR.
Diferengas entre essas duas regioes podem ocorrer porque or IRs em 5 UTR tem a possibilidade
de introduzir start codons alternativos, afetando, assim, a proteina. Essa possibilidade foi testada
verificando a presenga de potenciais start cédons alternativos em IRs encontrados na 5 UTR. De
todos os eventos presentes na 5 UTR, 539 (75,07%) apresentaram pelo menos um start codon em
potencial. Esse ntimero ¢é significativamente menor do que o esperado ao acaso quando comparado
com os introns nio retidos encontrados nessa mesma regiao (p = 1,14x10721 d = 1, x? = 90, 11). Os
eventos encontrados na 5 UTR que nao introduziram start codons mostraram um maior contetdo
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CG (71%) em comparagao com os eventos que introduziram start cédons (56%) (p = 0,00,d =
836,t = 17,13). Essas diferencas de CG estao em grande parte relacionadas com o tamanho do
intron, o que pode explicar a baixa frequéncia de novos start codons. Possivelmente existe uma
forga de selegdo purificadora que filtra os eventos da 5 UTR que afetam a sequéncia da proteina,
assim como ocorre com os eventos de encontrados na CDS.

Resumidamente, nessa segao, novos eventos de IR foram identificados devido ao aumento de
sequéncias expressas publicamente disponiveis, as quais continuam suportando nossos antigos resul-
tados (Galante et al., 2004). Embora resultados significativamente diferentes néo foram observados,
o uso de novas metodologias pode ser a chave para novas descobertas.

4.5 Andlise do Proteoma

Estudos utilizando espectrometria de massas identificaram proteinas alternativas com relativo
sucesso (Chang et al., 2010; Power et al., 2009). Um problema, porém, é que a maioria dos espectros
de MS/MS néao encontram sequéncias correspondentes nos diversos bancos de dados de proteinas
disponiveis (Johnson et al., 2005). Entre diversos fatores, isso ocorre porque apenas poucos eventos
de splicing alternativo codificadores sao atualmente conhecidos (Chang et al., 2010; Johnson et al.,
2005; Power et al., 2009; Roth et al., 2005).

Analises de Espectrometria de Massas em Tandem (MS/MS) foram utilizadas para identificar
proteinas variantes possivelmente codificadas por eventos de IR. Sabe-se que os ASEs em geral
contribuem para a complexidade do proteoma e para a modulacao da atividade de diversas proteinas
(Galante et al., 2004; Modrek e Lee, 2002; Wang et al., 2008), porém, pouco ainda é conhecido sobre
o papel funcional dos eventos de retencao de introns. Aqui, foram explorados dois tipos de eventos
de IR: os que sao observados no transcriptoma e os que nao sao observado no transcriptoma. Para
as andlises de MS/MS em especial, foram utilizados os dados e o algoritmo de predigao de proteinas
do SPLOOCE (Kroll et al., 2012). O SPLOOCE atualmente contém 25.684 RefSeqs, que totalizam
249.724 introns.

4.5.1 Validacao de Eventos de IR Sem Suporte Transcriptomico

Existem evidéncias claras de que a expressdo de mRNAs nao pode ser diretamente corelacionada
com a expressao de proteinas (Vogel et al., 2010). Sugere-se, portanto, que alguns eventos de IR
podem ser codificados mesmo que evidéncias transcriptémicas ainda nao tenham sido observadas.
Para testar essa hipotese, todos os introns iguais ou menores que 200 pb foram computacionalmente
retidos para cada RefSeq do banco de dados, e novos ORFs foram entao preditos. Como resultado,
30.672 introns foram retidos e 28.109 proteinas alternativas ndo redundantes foram criadas. O
espectro MS/MS foi comparado contra essas proteinas e adicionalmente contra as proteinas do
banco de dados do IPI (ver materiais e métodos 4.3). No total, 22 novos eventos desconhecidos
foram identificados no espectro de MS/MS (tabela 4.3, “sem suporte transcriptomico”).

4.5.2 Validacao de Eventos de IR Com Suporte Transcriptémico

Proteinas variantes modificadas por IRs, suportadas apenas por sequéncias EST /NGS, também
foram submetidas para a analise de MS/MS. No total, 1.886 eventos afetando 1.610 genes foram
analisados. As proteinas alternativas foram criadas a partir de RefSeqs, assim como apresentado
anteriormente (segao 4.5.1). Resumidamente, multiplos IRs adjacentes e, IRs encontrados nas regioes
CDS e 5’ UTR foram utilizados para a criacao de RefSeqs variantes. Posteriormente, o maior ORF
de cada RefSeq variante foi predito e traduzido para uma sequéncia de aminoécidos. No total, 6.505
proteinas alternativas nao redundantes foram criadas. O espectro MS/MS foi comparado contra
essas proteinas e adicionalmente contra as proteinas do banco de dados do IPI (ver materiais e
métodos 4.3).

Como resultado, 4.179 (64,24%) proteinas alternativas apresentaram correspondéncia com pelo
menos um peptideo do espectro. Dessas proteinas, 1.299 (19,97%) compartilharam exatamente os
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Gene Chr Fita Inicio Fim
CGN CHR1 + 149774784 149774879
ID3 CHRI1 - 23758098 23758204
NOTCH3 CHR19 - 1515800 15158915
FAM50A CHRX + 153331278 153331424
RFX1 CHR19 - 13934677 13934805
TCF3 CHR19 - 1570234 1570314
CHMP2A CHR19 - 63755147 63755233
NXF1 CHRI11 - 62316563 62316690
MYL3 CHR3 - 46874767 46874877
COL16A1 CHR1 - 31910826 31910911
Sem suporte LIME1 CHR20 + 61839700 61839769
transcriptomico NSUN5C CHR7 - 72061906 72061985
HDAC6 CHRX + 48546137 48546221
SYNJ2 CHR6 + 158405771 158405845
SLC6A6 CHR3 + 14484469 14484599
MYBBP1A CHRI17 - 4398102 4398186
HDGFRP2 CHR19 + 4442680 4442760
HBE1 CHR11 - 5247483 5247604
UBAP2 CHR9 - 33912598 33912684
CTC1 CHR17 - 8072363 8072545
MEI1 CHR22 + 40510371 40510557
ACY3 CHR11 - 67169200 67169333
CDV3 CHR3 + 134775659 134775752
GAPDH CHR12 + 6516554 6516604
GPS1 CHR17 + 77603129 77603421
DDT CHR22 - 22646497 22646131
ELMSAN1 CHR14 - 73255762 73255463
STRA13 CHR17 - 77570459 77570383
Com suporte RPL29 CHR3 - 52004482 52004161
transcriptémico MAT2A CHR2 + 85621795 85621888
EDC4 CHR16 + 66473250 66473357
ASL CHR7 + 65189809 65190150
HNRNPD  CHR4 - 83513752 83513682
CKMT1B CHR15 + 41673655 41673810
FTSJ1 CHRX + 48226127 48226317
SF1 CHR11 - 64291241 64291120

Tabela 4.3: Eventos de IR que foram validados no proteoma (posigoes referentes ao genoma hgl8).

31
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mesmos peptideos encontrados por pelo menos uma proteina do banco de dados do IPI. Aproxi-
madamente 1.807 (27,78%) proteinas alternativas apresentaram diferentes ntiimeros de peptideos
e apenas 14 proteinas alternativas codificaram pelo menos um peptideo evento-especifico (tabela
4.3, “com suporte transcriptomico”). Essas tltimas proteinas foram posteriormente analisadas e
classificadas (segao 4.5.2.1).

4.5.2.1 Classificacao dos Eventos de IR

De todos os eventos identificados no espectro de MS/MS, nenhum apresentou IRs multiplos,
e apenas um nao truncou a proteina por meio de alteracoes na fase de leitura ou pela adigao de
stop coédons prematuros. No geral, os IRs identificados apresentaram caracteristicas interessantes e
inesperadas, assim como descritas a seguir:

Eventos que nao truncam a proteina
Esse evento foi observado, por exemplo, no gene EDC/ (figura 4.3A). Ele é caracterizado por
nao quebrar a proteina (ndo inserir stop cédons ou alterar fase de leitura) e por inserir novos
aminoacidos. Esses eventos sdo teoricamente esperados para IRs que apresentam algum pa-
pel funcional, uma vez que as sequéncias das proteinas e a estabilidade dos mRNAs nao sao
drasticamente afetadas.

Para melhor entender o papel biolégico desse tipo de IR, uma analise de dominios para
todos os eventos encontrados na CDS foi feita utilizando o banco de dados Pfam-A e o programa
HMMER 3.0 (Finn et al., 2010). Atualmente, o Pfam-A possui aproximadamente 11.912 familias
de dominios devidamente curadas, as quais podem ser encontradas em aproximadamente 75%
de todas as proteinas conhecidas (Finn et al., 2010). No total, 28 introns retidos mostraram
codificar pelo menos um dominio completo, enquanto 107 introns retidos mostraram codificar
parcialmente pelo menos um dominio. Esses resultados sao significativos, visto que ndmeros
menores foram observados anteriormente (Galante et al., 2004; Hiller et al., 2005). Quase todos
os dominios completos e parciais foram identificados pelo banco de dados de alta confianca.
Introns retidos apresentaram uma significativa alta frequéncia de dominios comparados com os
introns nao retidos (p = 0,00,d = 1,x? = 7948, 76), e uma baixa frequéncia comparados com
éxons (p = 0,00,d = 1, x? = 2211, 39).

De 135 eventos apresentando dominios completos ou parciais, nenhum mostrou stop c6dons
prematuros, significando que IRs que nao quebram a proteina estdo diretamente relacionados
com processos biologicos. Esse resultado suporta o estudo de Hiller et al. (2005), o qual fez
predigoes de IRs baseadas apenas na identificagdo de dominios proteicos. Essa estratégia pode
ser bastante 0til, embora seja limitada apenas a casos para os quais existam dominios.

O contetido de CG entre IRs apresentando dominios completos e parciais também foi ana-
lisado. Dominios completos foram observados com uma grande frequéncia em IRs de baixo
contetido CG (média 49%, p = 9,45 x 1076, d = 188,t = —4.55). IRs apresentando dominios
parciais, por outro lado, mostraram um conteiido CG médio de 58%. Diferentemente do obser-
vado, era esperado um maior contetido CG para os introns que possuiam dominios completos.
Uma anélise posterior mostrou que o dominio completo mais frequente nos IRs é o zf~-C2H2,
um fator de transcrigdo muito pequeno e bastante comum em mamiferos (Finn et al., 2010).
Aparentemente, o critério “completo” ou “parcial” fornecido pelo HMMER (Eddy, 2011) nao é
mais importante que o papel do dominio no contexto celular.

Start Cédons Alternativos

Nessa categoria de evento, o start codon padrao do mRNA deixa de ser utilizado porque o IR
insere um stop codon prematuro ou altera a fase de leitura da sequéncia logo no inicio do mRNA.
Porém, um novo start cédon pode ser inserido pelo IR e utilizado pelo spliceossomo. Como
resultado a proteina alternativa resultante ndo deverd apresentar grandes diferencas quando
comparada & proteina original. Esse tipo de evento pdde ser observado no gene RPL29 (figura
4.4D).

Em um outro exemplo similar, o IR néo introduz um start codon viavel (figura 4.4E). Dessa
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NM_014329

Altemative transcript (AT)

NM_014329 901 APRLPAKDWKTKGSPRTSPKLKRKSKKDDGDAAMGSRITEHQUAEPPEDW 950
||||II|I|||I|||III|I|III||IIIII||II|III|III|I||III

NM_014329_AT 901 APRLPAKDWKTKGSPRTSPKLKRKSKKDDGDAAMGSRLTEHQVAEPP 950

NM_014329 951 PALIWQQQRELAELRHSQEELL QRECTQUEGLQSTVIGHVERALETRHEQ 1000
II|III|II||||||I|I|I||II|IIIIII||II|III|I|||I|||||

NM_014329_AT 951 PALIWQQQRELAELRHSQEELL QRLCT! HVERALETRHEQ 1000

NM_014329 1001 E ------------------------------------ QRRLERALAEGQQ 1014

SLLTLLLETTT
NM_014329_AT 1001 ER_DGGSILGLGPSTRPAPGPFLSYGAERRLERALAEGQQ 1050

NM_014329 1015 RGGQLQEQLTQQLSQALSSAVAGRLERSIRDEIKKTVPPCVSRSLEPMAG 1064

FELLETELCEEELEE L LT LD L] ]
NM_014329_AT 1051 RGGQLQEQLTQQLSQALSSAVAGRLERSIRDEIKKTVPPCVSRSLEPMAG 1100

NM_014329 1065 QLSNSVATKL TAVEGSMKENISKLLKSKNETDATARAAADTLQGPMQAAY 1114

LLLLLELLLELELEE DL P LT ]
NM_014329_AT 1101 QLSNSVATKLTAVEGSMKENISKLLKSKNLTDATARAAADTLQGPMQAAY 1150

NM_144998
() ()
— ]
Altemative transcript (AT)
B NM_144998 1 MEGAGAGSGFRKELVSRLLHLHFKDDKTKEAAVRGVRQAQAEDALRVDVD 50
CECPEEREREEREE TP i |
NM_144998_AT 1 MEGAGAGSGFRKELVSRLLHLHFKDDKTKEAAVRGVRQAQAEDALRVDVD 50
NM_144998 51 QLEKVLPQLLLDF------=------- 63
|11 H.
NM_144998_AT 51 QLE ERGSGRKWGCPAGWP 76
NM_194278

e e (N (N 13 1)
[Sessles e ey 4 e p o ]

Altemative transcript (AT)

NM_194278 951 EKEEQEEGRERSRRAAAVKATQTLQANESASDILILRSHESNAPGSAGGQ 1000

(: COLDLEETLLCELCEET TP LT EEEEEEEEET LTI
NM_194278_AT 951 EKEEQEEGRERSRRAAAVKATQTLQANESASDILILRSHESNAPGSAGGQ 1000
NM_194278 1001 ASEKPREGTGKSRRALPFSEKKKKTETFSKTQNQENTFPCKKCGR- - - - - 1045

CECEREEEECEE TP ee et
NM_194278_AT 1001 ASEKPREGTGKSRRALPFSEKKKKTETFSKTQNQENTFPCKKCGRVFYKV — 1050

NM_194278 L 1045

NM_194278 AT 1051 KSRSAHMKSHAEQEKKAAALRLKEKEANAANAAAHOOAEREESGAGDKG 1099

!I Peptideo compartilhado
. Peptideo Unico

Figura 4.3: Fventos de IR, suportados por sequéncias expressas, que foram validados no proteoma. A: gene
EDCY; B: gene STRA13 ; C: gene ELMSANI.

forma, o spliceossomo utiliza um start codon downstream ao intron, normalmente encontrado
no éxon adjacente. Esse tipo de evento é dificil de ser corelacionado com IRs, uma vez que as
respectivas proteinas alternativas nao apresentam peptideos evento-especificos. Portanto, esses
casos podem ser o resultado de diferentes ASEs, mutagoes ou outros mecanismos de regulacao.

Em relagao aos IRs encontrados na 5° UTR, nao foi possivel identificar nenhum evento
inserindo algum start codon alternativo viavel.
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NM_000992

Altemative transcript (AT)
NM_000992 l cevmcccccnnes MAKSKNHTTHNQSRKWHRNGIKKPRSQRYESLKGVDP 37
------- | SLCLETLCTRETELET LT
NM_000992_AT 1 M-GKFFVGL IPFFSPT - - - - ARKWHRNGIKKPRSQRYESLKGVDP 46
D NM_000992 38 KFLRNMRFAKKHNKKGLKKMQANNAKAMSARAEAIKALVKPKEVKPKIPK 87
FLFLELEEETCTEECE P T TPy
NM_000992_AT 47 KFLRNMRFAKKHNKKGLKKMQANNAKAMSARAEAIKALVKPKEVKPKIPK 96
NM_000992 88 GVSRKLDREAYIAHPKLGKRARARIAKGLRLCRPKAKAKAKAKDQTKAQA 137
[ITLL FECEEEEEEECENE LT ET
NM_000992_AT 97 GVSRKLD LGKRARARIAKGLRLCRPKAKAKAKAKDQTKAQA 146
NM_000992 138 AAPASVPAQAPKRTQAPTKASE 159
IIIIIIII||||||I|I|||I|
NM_000992_AT 147 AAPASVPAQAPKRTQAPTKASE 168
NM_001355

I N —
Altemative transcript (AT)
NM_001355 1 MPFLELDTNLPANRVPAGLEKRLCAAAASILGKPADRVNVTVRPGLAMAL 50
E NM_001355_AT T T T T H 3
NM_001355 51 SGSTEPCAQLSISSIGVVGTAEDNRSHSAHFFEFLTKEEAEGQDRILIRF 100
IIII|IIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIII
NM_001355_AT 4 SGSTEPCAQLSISSIGVVGTAEDNRSHSAHFFEFL TKELALGQDRIL 53
NM_001355 101 FPLESWQIGKIGTVMTFL 118
[ARRARARAN
NM_001355_AT 54 FPLESWQIG 71
NM_017548
e SN () (0
e )
Altemative transcript (AT)
NM_017548 1 MAETEERSLDNFFAKRDKKKKKERSNRAASAAGAAGSAGGSSGAAGAAGG 50
NM_017548_AT O e 0
NM_017548 51 GAGAGTRPGDGGTASAGAAGPGAATKAVTKDEDEWKELEQKEVDYSGLRV 100
NM_017548_AT [ e PP 0
F NM_017548 101 QAMQISSEKEEDDNEKRQDPGDNWEEGGGGGGGMEKSSGPWNKTAPVQAP 150
[ITIELTTTTTLT
NM_017548_AT 1-- SSGPWNKTAPVQAP 48
NM_017548 151 PAPVIVTETPEPAMTSGVYRPPGARLTTTRKTPQGPPEIYSDTQFPSLQS 200
||I|IIIIIl|I|I|I|IIIIIIIII|II|I|I|I|IIIIIIIIIII|I|
NM_017548_AT 49 PAPVIVTETPEPAMTSGVYRPPGARLTTTRKTPQGPPEIYSDTQFPSLQS 98
NM_017548 201 TAKHVESRKDKEMEKSFEVVRHKNRGRDEVSKNQALKLQLDNQYAVLENQ 250
CLLLELEELEEEE LT |
NM_017548_AT 99 HVESRKDKEMEKSFEVVRHKNRGRDEVSKNQALKLQLDNQYAVLENQ 148
NM_017548 251 KSSHSQYN 258
[TTITTT1
NM_017548_AT 149 KSSHSQYN 156

Figura 4.4: Continuagao da figura 4.3. D: gene RPL29; E: gene DDT; F: gene CDV3. Informagdes adici-
onais podem ser vistas na tabela 4.5.

Stop Cbédons Alternativos
Grande parte dos IRs introduzem stop cdédons prematuros, reduzindo o tamanho da proteina e
aumentando o tamanho da sequéncia 3’ UTR. Esse tipo de evento pode ser observado nos genes
FTSJ1 e STRA13 (figura 4.3B). Similarmente, alguns IRs podem nao introduzir stop c6dons
porém podem alterar a fase de leitura do mRNA. Nesses casos, o proximo stop cédon encontrado
no éxon adjancente pode ser utilizado. Esse fenémeno foi observado para o gene SFI (tabela
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4.3).

Foi observado que IRs préoximos aos éxons da regiao 3’ UTR apresentaram uma maior proba-
bilidade de introduzirem stop cédons prematuros quando comparados com IRs encontrados em
diferentes posi¢des ao longo da CDS (p = 6,08x1072,d = 1, x? = 2.75). Uma explicacdo é que os
eventos proximos a 3> UTR apresentam uma menor tendéncia de afetar drasticamente a sequén-
cia de aminoacidos da proteina e, consequentemente, sua funcao. Esse resultado é suportado
por Ezkurdia et al. (2012), o qual mostrou que proteinas variantes normalmente apresentam
pequenas diferencas quando comparadas as suas respectivas sequéncias de referéncia. Porém,
também sabe-se que a frequéncia de ESTs é maior na regiao 3’ UTR (Hiller et al., 2005), e isso
pode contribuir para uma maior frequéncia de retengoes observadas nessa regiao.

Introns Cripticos
Uma alta frequéncia de introns cripticos foi observada. Esses eventos sao diferentes de delecoes,
porque eles sdo encontrados entre bordas GT-AG ou entre outros sitios de splicing variantes,
assim como definido pelo programa SIM4 (Florea et al., 1998). Introns cripticos sio capazes
de mudar a fase de leitura do mRNA, porém nao podem adicionar start ou stop coédons. No
total, quatro eventos distintos desse tipo foram validados, e foram encontrados nos genes CDV3

(figura 4.4F), ELMSAN1 (figura 4.3C), CKMT1B ¢ HNRNPD.

4.6 Discussao

Foi apresentada uma anélise de larga escala de eventos de retencao de intron para todos os genes
humanos codificantes. Os eventos de retencao foram avaliados em busca de alguma significAncia
biologica, uma vez que diversos eventos podem ser o resultado de pré-mRNAs nao/parcialmente
processados (Galante et al., 2004).

Os resultados mostram que aproximadamente 48% de todos os genes codificadores possuem pelo
menos um evento de retencao de intron. Essa predicao ¢ independente da existéncia de sequéncias
ortologas ou outros métodos restringentes, os quais sao uteis para identificar eventos de splicing
alternativo bastante comuns (Sorek e Ast, 2003). O objetivo desse trabalho, porém, foi explorar
todas as probabilidades de eventos de retencao, dos quais muitos ainda sao desconhecidos. Desde
2004, o numero de sequéncias expressas disponiveis triplicou (Benson et al., 2012), sem considerar
as sequéncias obtidas a partir de sequenciamentos de next-generation, mais explorados apenas re-
centemente (Roberts et al., 2011; Trapnell et al., 2009; Wheeler et al., 2007). Consequentemente,
uma alta frequéncia de genes afetados por eventos de retencao de introns ja era esperada comparada
com trabalhos anteriores (Galante et al., 2004; Kan et al., 2002).

Considerando o exposto, informagoes discrepantes nao foram encontradas (Galante et al., 2004;
Hiller et al., 2005; Tan et al., 2007). Sabe-se que bancos de dados publicos de sequéncia expressas
s@o enriquecidas com bibliotecas de tumor (Kelso et al., 2003), as quais podem contribuir para uma
maior frequéncia de eventos incomuns de splicing alternativo (Venables, 2004). Esse problema é
atualmente dificil de ser evitado e, portanto, surgem duvidas sobre o papel biolégico da ampla
maioria dos eventos jé identificados.

Apesar da dificuldade de identificar IRs funcionalmente vidveis, alguns métodos podem ser
utilizados para predizé-los (Hiller et al., 2005; Sorek e Ast, 2003). Por exemplo, Hiller et al. (2005)
fez a predicao de IRs com sucesso a partir da identificagdo de dominios proteicos. Nossas analises
suportam essa estratégia, que parece ser bastante 1til, porém é limitada apenas para poucos casos
nos quais dominios podem ser identificados. Atualmente, analises de espectrometria de massas tem
sido utilizadas para explorar ASEs em nivel protedmico (Chang et al., 2010; Power et al., 2009).
Essas estratégias solucionam antigas limitagoes e podem, além do mais, revelar novas proteinas.
Esse trabalho foi capaz de identificar e classificar proteinas bastante incomuns por meio de anéalises
utilizando MS/MS, sugerindo consequentemente alguma evidéncia funcional.

Portanto, esse trabalho atualizou os dados estatisticos disponiveis para os eventos de retencao
de introns utilizando novos dados de sequéncias expressas. A identificacdo de eventos de IR que
apresentam significAncia bioldgica ainda continua sendo uma tarefa dificil. Porém, visto que dife-
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rentes tipos de IRs mostraram ser viadveis proteomicamente, sugere-se que a andalise de eventos de
splicing alternativo nao deve ser feita de forma muito restritiva. Trabalhos futuros devem focar a
expansao dos dados e explorar novas formas de avaliar o papel funcional do eventos de IR e outros
tipos de eventos de splicing alternativo.



Capitulo 5

Conclusao

Os projetos aqui apresentados abordaram os aspectos mais incomuns relacionados com os even-
tos de splicing alternativo, que é sem duvida uma ferramenta incrivel que contribuiu para o de-
senvolvimento da complexidade encontrada nos eucariontes superiores. Por meio do SPLOOCE,
por exemplo, foi possivel verificar que a complexidade encontrada no transcriptoma humano pode
ser, em algumas vezes, incomum e/ou incompreensivel. Quanto aos eventos de retenc¢ao de intron,
alguns casos desconhecidos foram observados no proteoma, sugerindo, consequentemente, um pos-
sivel papel biolégico. Claramente, muito pouco ainda é conhecido sobre o transcriptoma e proteoma
humano. Avangos nas tecnologias de RNASeq e espectrometria de massa permitirdo, em um fu-
turo breve, um melhor entendimento sobre o funcionamento celular e, o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas e diagnoésticas contra uma ampla variedade de doencas.

5.1 Sugestoes Futuras

Com base no contexto dessa tese, as seguintes sugestoes futuras foram definidas:

e Explorar a complexidade do transcriptoma com o objetivo de melhor entender a existéncia de
determinados eventos complexos de splicing alternativo.

e Validar proteomicamente os eventos complexos de splicing alternativo do banco de dados do
SPLOOCE, assim como ja feito para os eventos de retencao de intron.

e Ampliar o banco de dados do SPLOOCE, que é construido basicamente a partir de sequéncias
classicas (RefSeqs, mRNAs, ESTs), mas possui apenas poucas sequéncias provenientes de
sequenciamentos de next-generation.

e Desenvolver ferramentas para a andlise de splicing alternativo. Atualmente, exitem poucas
ferramentas que permitem o usuério analisar eventos em um data set personalizado.

e Explorar os sitios de splice duplamente especificos. Na literatura, pouco tem sido discutido
sobre o assunto.
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A new portal for the analysis of human splicing variants
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Understanding alternative splicing is crucial to elucidate the mechanisms behind several biological phenomena, including
diseases. The huge amount of expressed sequences available nowadays represents an opportunity and a challenge to
catalog and display alternative splicing events (ASEs). Although several groups have faced this challenge with relative
success, we still lack a computational tool that uses a simple and straightforward method to retrieve, name and present
ASEs. Here we present SPLOOCE, a portal for the analysis of human splicing variants. SPLOOCE uses a method based on
regular expressions for retrieval of ASEs. We propose a simple syntax that is able to capture the complexity of ASEs.

Introduction

Alternative splicing events (ASEs) are present in almost all multi-
exonic human genes"? and are believed to be one of the most
significant components behind the complexity of multi-cellular
organisms."** Furthermore, ASEs are clearly involved in the eti-
ology of a wide variety of diseases, including cancer,’” ischemia®
and other common human disorders.” Recently, several studies
have shown that constitutive and alternative splicing are regu-
lated by a complex network of cellular elements, which include a
set of trans-acting factors and cis-acting sequences found in the
primary RNAs. '8

The complex regulation of splicing and the high frequency
of ASEs explain the appearance of Complex Alternative Splicing
Events (CASEs), which are composed by a regulated combina-
tion of two or more single ASEs in transcripts from the same
gene, or even in the same transcript. The most striking example
of CASE is the Dscam in Drosophila, a gene containing a cluster
of 48 mutually exclusive exons that, in principle, can generate
thousands of splicing variants.”

*Correspondence to: Sandro J. de Souza; Email: sandro@i2bio.org
Submitted: 06/12/12; Accepted: 09/11/12
http://dx.doi.org/10.4161/rna.22182
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In humans, some ASEs and CASEs occurring in oncogenes
and tumor suppressor genes have already been associated to can-
cer.®?% For example, the gene NTRKI1 (nerve growth factor)
has a sequence variant, TrkAIIl, which is common in certain
tumors and lacks three exons that affect a regulatory immu-
noglobulin-like domain.* Further CASE examples include the
gene CD44, which is a known marker of malignancy and inva-
siveness and has about ten ASEs that can occur in different com-
binations in its region coding for the extra-cellular portion of the
protein.?®?23

In spite of the efforts of other groups,”*’ a simple and efficient
nomenclature to take into account all the variability generated by
alternative splicing, especially for CASEs, is still missing. Here,
we present a web portal, SPLOOCE, which uses a method based
on regular expressions with an associated syntax. SPLOOCE
provides a series of tools that allow users to profile splicing vari-
ants and analyze their functional impacts.
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Figure 1. General strategy to process and analyze CASEs in a set of expressed sequences.

Results and Discussion

For the sake of space and clarity, we opted to describe the method
used in this report as supplemental material, although an over-
view is present in Figure 1. In this section we present an imple-
mentation of the method in a computational tool, SPLOOCE
and illustrate the use of SPLOOCE discussing a few examples.

Implementation. To make the method described in the sup-
plemental material available to the community in an easy way,
a web tool called SPLOOCE was implemented. SPLOOCE is
available at http://www.bioinformatics-brazil.org/splooce. Data
sources include RefSeqs, mRNAs, ESTs and data from NGS.

To help the users, SPLOOCE provides in the query box a quick
reference table explaining the syntax and showing some illustra-
tive examples. All ASEs and CASE:s identified by SPLOOCE can
also be displayed for a specific gene by simply typing the gene
name between quotes in the query box (Fig. 2). SPLOOCE also
provides advanced options for querying. Filters for chromosome,
strand, gene name and sequence type are provided. Users can also
evaluate the specificity of ASEs and CASEs expression regarding
both tissue and pathology. A score for expression specificity is
provided, which is a simple X? distribution analysis done among
the expressed sequences supporting the corresponding variant.
The analysis is based on the annotation provided by eVOC? for
ESTs and manual curation for NGS sequences.

Results provided by SPLOOCE can be downloaded in a GFF
file format. By default, results are shown in a table containing
chromosome, genomic position, gene name and a pictorial view
of the respective ASE or CASE, followed by the amount of their
respective supporting sequences. SPLOOCE also provides a link
to the UCSC Genome Browser (with tracks), and a local link for
additional information.

When a Reference Sequence (RefSeq) is involved in an ASE,
it is used as a template for creating a new mRNA sequence con-
taining the specified event. For each of these new sequences,
SPLOOCE predicts its open reading frame (ORF), which is then
translated to a protein. Moreover, aiming to infer additional bio-
logical significance, SPLOOCE analyzes the protein domains

2 RNA Biology

using Pfam data and HMMER 3.0 program.** All these data are
shown graphically (Fig. 2C).

Analysis. To illustrate the use of SPLOOCE, some basic
questions about the frequency and mode of alternative splicing
events were addressed. Table 1 shows the frequency of all types
of ASEs in our data set. As expected, exon skipping (ES) is the
most frequent type of alternative splicing. One interesting aspect
that our method allowed us to explore is the distribution of dual-
specific splicing (DSS) events. This type of event was found in
53 (0.27%) human genes (Table S2). In a less restrictive analy-
sis, without considering the number of supporting sequences, the
number of genes showing this type of event increased to 577.
DSSs events were found to occur frequently in genes such as
DIABLO, IRF3 and MAG, and they can occur together with
other events as shown in Table 2.

Another interesting feature that our method allows us to evalu-
ate is the combination of events occurring in the same mRNA mol-
ecule. Each pair-wise comparative sequence in our pipeline contains
on average 1.6 events and 46.87% and 12.21% of these pairwise
comparisons report more than one or two events, respectively.

To better understand what influences the frequency of ASEs
and CASEs, some patterns were further explored. For example,
the combination of two adjacent ES events is significantly more
frequent among all sets of CASEs (Table 3). This excess is absent
in situations when both events are not adjacent, like in the pat-
terns —s-E-s- and —s-E-E-s- . Do these adjacent events tend to
maintain the phase of an ORF? When adjacent, 60.78% of -E-E-
s-s-E-E- maintains the ORF. This is significantly higher than
what one would expect by chance based on all pairs of exons
in the human genome that maintain an ORF (p < 0.001). This
strongly suggests that adjacent ES events are under selection to
maintain the ORF. The same pattern is not observed for other
types of CASEs (data not shown).

Material and Methods

Public data. The human genome reference sequence (NCBI36/
hgl8) was downloaded from UCSC Genome Bioinformatics
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Figure 2. (A) SPLOOCE query form also showing a tab for advanced parameters. (B) Example of the table of results for a query. (C) Some results that
can be found in the section “Details” provided by SPLOOCE. In this example, a double skipping (syntax: -e-s-s-e-) that codifies a protein domain is

portal (http://genome.ucsc.edu). RefSeq sequences were down-
loaded from the Reference Sequence database (release 25;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/). A total of 203,649
mRNAs sequences were downloaded from UCSC Genome

www.landesbioscience.com

RNA

Biology

Bioinformatics portal (file mrna.fa, for Homo sapiens). ESTs
sequences were downloaded from dbEST (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/dbEST/). RNA-seq reads were downloaded from SRA
database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra; IDs: SRX003935,

. Do not distrubute.

l0Sclence

© 2012 Landes B



Table 1. Frequency of the major types of ASEs

Simple alternative Total Events
. . Genes
splicing event Events per Gene
Exon skipping 10125 (51,77%) 38060 1,95
Alternative 3' splice site 7490 (38,30%) 30172 1,54
Alternative 5' splice site 7258 (37,11%) 27585 1,41
Intron retention 6565 (33,57%) 12632 0,65
Dual-specific splice site 53 (0,27%) 112 0,0057

Table 2. Frequency of DSS events coupled to other types of ASEs

Syntax Frequency (Genes) Pattern (Simple)
d 577 (2.95%) 23 0r32
-d- 181 (0.93%) 0230 or 0320
-d-s- 85 (0.43%) 023030 or 032020
-Ed- 57 (0.29%) 01230 or 01320
-d-T 57 (0.29%) 023031 or 032021
-dE- 56 (0.28%) 02310 or 03210
f-d-T 26 (0.13%) 12023031 or 13032021
E-d-T 20 (0.10%) 1023031 or 1032021
-EdE- 17 (0.087%) 012310 or 013210
-d-t 11 (0.06%) 023021 or 032031
-d-S- 8 (0.04%) 023020 or 032030
-df- 5 (0.025%) 023120 or 032130
-tD- 3(0.015%) 021320 or 031230
f-D-T 2 (0.01%) 12032021 or 13023031
SRX003934, SRX003933, SRX003932,  SRX003931,
SRX003930, SRX003929, SRX003928, SRX003927,
SRX003926).

Sequence alignment. All RefSeqs, mRNAs and ESTs
sequences were aligned to the human genome using the protocol
described previously.?® In brief, first all long sequences (RefSeq,
mRNAs and ESTs) were mapped against the human genome
using the BLAT alignment tool” and only the best alignment
for each sequence was selected. Next, those transcripts showing
alignment identity greater than 95% and a covering more than
90% of its sequence length were remapped using SIM4*° and
stored in a relational database. RNA-seq data were mapped to
human genome using Tophat-based pipeline,” and all mapped
reads were submitted to Cufflinks.?? Default parameters were
used in both algorithms.

Sequence clustering. All mapped sequences sharing the same
genomic region were grouped together using a gene-oriented strat-
egy as described previously.#?* First, all RefSeq sequences were
annotated based on the corresponding “official gene name” from
NCBI-Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). Second, all
non-RefSeq transcripts (nRNAs, ESTs and RNA-seq) presenting
multiple exons and sharing one or more exon-intron boundaries

4 RNA Biology

(splice junctions) with a RefSeq sequence were merged together.
Third, the remaining non-RefSeq transcripts showing only one
exon and overlapping greater than 30 nt with a RefSeq transcript
were grouped together. All clustering information was stored in
a relational database.

Alternative splicing. Analyses of ASEs and CASEs were
done using regular expressions, as detailed in the supplemental
material. In the analysis of ASEs, only cDNA clusters contain-
ing RefSeqs and/or mRNAs or more than 10 ESTs/RNA-seq
were used. The redundancy of ASEs, such as exon skipping and
intron retention, was eliminated by comparing all events of the
same type from each gene. Afterwards, all events showing posi-
tion overlap were clustered together and counted as one event. All
other events, such as 3'/5" alternative splice sites and dual-specific
splice sites, were counted by verifying the position of the alterna-
tive splice site. The number of genes affected by specific CASEs
was defined through the analysis of the full list of comparative
matrices, not considering the number of supporting sequences.

Conclusion

Although previous methods and interfaces have been pro-
posed®? for the study of alternative splicing, all of them pres-
ent limitations as discussed before.”” SPLOOCE, described here,
is an efficient and complementary alternative for the analysis of
alternative splicing events due to its high flexibility in the query-
ing patterns and variety of applications.

Like ASTALAVISTA,” the method used by SPLOOCE
is based in a comparison of all transcripts for a given locus.
SPLOOCE, however, uses a notation system based on regular
expressions to provide a simple and straightforward syntax for
splicing events. The design of the syntax was developed to pro-
vide a set of simple and intuitive characters, and is actually capa-
ble of representing any CASE pattern, including those that have
rare DSS events. The proposed syntax was successfully imple-
mented and it may become a standard way for representing ASEs

and CASEs.
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Table 3. Number of genes affected by different types of ASEs and CASEs

Syntax Freq. Genes

s 14461 (73.04%)
f- 11220 (57.37%)
S5-s- 10020 (51.23%)
-5-5-5- 6844 (34.99%)
f-S- 5733 (29.31%)
-5-S- 5532 (28.28%)
-T- 5302 (27.11%)
- 4687 (23.96%)
S5-t- 3934 (20.11%)
fos- 3710 (18.97%)
T 2866 (14.65%)
fet- 2800 (14.32%)
-s-E-s- 2768 (14.15%)

-E-r-E- 2222 (11.36%)
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