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Resumo

A andlise de dados de expressao génica € bastante 1til para diversas aplicagoes
na biologia. Por exemplo, esse tipo de anélise pode fornecer informagoes im-
portantes sobre as fungoes de uma célula, os mecanismos de regulacao dos
genes e as diferengas moleculares entre varios tipos de células ou tecido.

A expressao de um gene consiste da conversao das instrugoes genéticas presen-
tes no gene, em uma proteina, responsavel por uma fungao especifica dentro
de uma célula.

A mensuragao da expressdo génica a partir dos transcritos (mRNAs) de um
organismo pode ser feita por meio de diversas técnicas, que geram dados em
larga escala, tais como SAGE (Serial Analysis of Gene Ezpression) e micro-
array.

A partir desses dados de expressdo dos genes, faz-se necessiria uma analise
criteriosa para a extragao de informagdes tteis. Essa anélise pode ser realizada
em diferentes niveis e de diferentes formas, variando de analises de baixo nivel,
como filtragens e normalizagoes, até andlises estatisticas para identificacao de
expressao diferente em diversas condigoes, identificagao de padroes e mineragao
de dados.

Palavras-Chave: Expressao génica, Microarray, SAGE, RT-PCR, MPSS.
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1 Introducdo

A bioinformatica ou biologia computacional, drea de pesquisa em grande expansao, diz
respeito a utilizacdo de técnicas e ferramentas da computagdo para a resolugao de proble-
mas da biologia (Baldi & Brunak 1998). Uma drea importante da biologia, que necessita
da aplicagéo da computacao é a biologia molecular (Setubal & Meidanis 1997), englobando
a resolucao de problemas em tépicos que vao desde a comparacao de seqiiéncias e mon-
tagem de fragmentos até a identificacao e analise da expressao de genes e determinagao
da estrutura de proteinas.

A anélise de dados de expressao génica é bastante util para diversas aplicagoes na
biologia. Por exemplo, esse tipo de andlise pode fornecer informagdes importantes sobre
as fungdes de uma célula, uma vez que as mudancgas na fisiologia de um organismo séo
acompanhadas por mudangas nos padroes de expressao de seus genes (Chan, Hontzeas,
& Park 2000), os mecanismos de regulacao dos genes e as diferengas moleculares entre

véarios tipos de células ou tecido.

A expressao de um gene consiste da conversao das instrugoes genéticas presentes no
gene, em uma proteina, responsavel por uma funcao especifica dentro de uma célula.
Existem duas abordagens para a avaliagdo da expressao génica: a andlise do transcriptoma
e a analise do proteoma. A primeira se baseia na analise dos produtos da transcrigao,
mRNA (RNA mensageiro), intermedidrios no processo de produgao de uma proteina, ou
expressdo génica. A segunda se refere a andlise direta das proteinas produzida no processo
de expressdao. Uma proteina é produzida a partir de um mRNA, porém, a quantidade
de mRNA presente em uma célula, apesar de relacionada, nem sempre corresponde &
quantidade de proteina produzida.

Apesar de analisar diretamente o produto final da expressao de um gene, que sdo as
proteinas, a andlise do proteoma é muito mais trabalhosa do que a andlise do transcrip-
toma. Com os avangos nas tecnologias relacionadas as andlises de proteina, as analises
baseadas no proteoma vém crescendo rapidamente. Apesar disso, a andlise da expressao
génica tem sido feita, em sua grande maioria, pela andlise do transcriptoma.

A mensuragao da expressao génica a partir dos transcritos (mRNAs) de um organismo
pode ser feita por meio de diversas técnicas, que geram dados em larga escala, tais como
SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) (Velculescu, Zhang, Vogelstein, & Kinzler
1995) e microarray (Schena, Shalon, Davis, & Brown 1995).

A partir dos dados sobre expressao de genes, faz-se necessaria uma andlise criteriosa
para a extracdo de informacoes uteis. Essa andlise pode ser realizada em diferentes niveis
e de diferentes formas.

Este relatorio contém uma descrigdo de véarios aspectos relacionados a andlise de ex-
pressao génica. Na Secao 2 é descrito o processo de expressao génica, de forma bastante
simplificada. A Secao 3 contém uma descri¢ao resumida de algumas das técnicas existen-
tes atualmente para a medigao da expressao génica. Essas técnicas também sao breve-
mente comparadas e a forma dos dados gerados por elas é apresentada. O processamento
necessario e algumas possiveis anélises dos dados de expressao génica sao brevemente
discutidos na Secao 4.



2 Processo de Expressao Génica

Colocado de maneira simplificada, o funcionamento de um organismo é baseado na
producao de proteinas, que ocorre em suas células. A maioria das substancias presentes
em um organismo sdo proteinas. Proteinas sdo moléculas grandes compostas de uma ou
mais cadeias de moléculas menores chamadas aminoacidos. Existem diferentes tipos de
proteinas, com tamanho variando de dezenas a centenas de aminoédcidos, desempenhando
papel estrutural ou funcional no organismo. O organismo humano possui cerca de 30.000
tipos de proteinas, desempenhando papéis especificos. Por exemplo, a hemoglobina é uma
proteina que transporta oxigénio no sangue, o coldgeno é uma proteina estrutural presente
nos tendoes e nos lébulos das orelhas, a actina e a miosina sao proteinas que interagem
para promover a contracao muscular e a insulina é um hormonio protéico que controla o
transporte de acgucar do sangue para o interior das células.

Toda a variedade de proteinas que um organismo pode produzir, bem como outras
informacoOes necessarias para a produgao dessas proteinas, esta codificada em moléculas
chamadas acidos nucléicos. As regites dos dcidos nucléicos que contém os cédigos ne-
cessarios para a produgao das proteinas sao chamadas genes. Os genes e todas as demais
informacoes contidas nessas moléculas constituem a informagao genética. Existem dois
tipos de cidos nucléicos, o DNA (4cido desoxirribonucléico) e o RNA (4cido ribonucléico).

O DNA é uma molécula composta de duas fitas estruturadas na forma de uma dupla-
hélice. Cada fita consiste de uma cadeia de nucleotideos. Um nucleotideo é formado por
um grupo fosfato, um agucar (desoxirribose) e uma base nitrogenada. A base nitrogenada
pode ser uma adenina (A), uma guanina (G), uma citosina (C') ou uma timina (7"), dando
origem a quatro nucleotideos diferentes. As duas cadeias de nucleotideos s@o unidas por
pontes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas. As reagoes de ponte de hidrogénio
que ocorrem entre as bases nitrogenadas sdo chamadas de pareamento de bases. Esse
pareamento s6 ocorre entre bases especificas, que sdo ditas complementares. A base A
deve parear com a base 7" e a base G deve parear com a base C. Embora nucleotideos
e bases sejam coisas distintas, por simplicidade, o nucleotideo ¢é identificado pela base
que ele possui, e o termo base é utilizado como sinénimo de nucleotideo, dizendo-se, por
exemplo, que uma molécula possui 200 bases ou 200 nucleotideos. Uma molécula de
DNA costuma ser representada simplesmente pela seqiiéncia de nucleotideos de uma fita
especifica. A Figura 1 ilustra os elementos, a estrutura dupla-hélice e a representacao de
uma molécula de DNA.

O RNA também é uma molécula composta por uma cadeia de nucleotideos, assim
como o DNA. Porém, o RNA possui uma tnica fita, ndo apresentando a forma de dupla-
hélice. O agucar dos nucleotideos do RNA é a ribose e nao a desoxirribose, como no DNA.
Além disso, o RNA nao contém a base nigrogenada timina, que é substituida pela base
uracila (U), que também pareia com a base adenina.

Na maioria dos organismos, a informagao genética esté codificada em moléculas de
DNA, embora em alguns virus, por exemplo, esta informacao esteja codificada em molé-
culas de RNA. Neste trabalho, as descrigoes se referem ao primeiro caso. Cada molécula
de DNA presente em uma célula constitui um cromossomo. O conjunto dos cromossomos
de um organismo € chamado de genoma e esta presente em todas as células do organismo.
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Figura 1: Elementos, estrutura e representagdo do DNA.

A Figura 2 mostra uma representagao dos genes em um cromossomo.

Em resumo, “o DNA codifica todas as proteinas que a(s) célula(s) do organismo
deve(m) sintetizar e as proteinas, por sua vez, sdo responséveis (direta ou indiretamente)
pelas fungdes necessérias para a sobrevivéncia” Lewin (2001). A seguir é descrito o pro-
cesso de sintese de uma proteina a partir do cédigo presente no DNA, ou seja, 0 processo
de expressao de um gene. '

A produgao de uma proteina a partir de um gene também é chamada de expressdo do
gene. A expressao de um gene é mais complexa nos organismos eucariotos* do que nos
procariotos’, mas o processo bdsico é o mesmo. A informacdo genética é representada no
DNA pela seqliencia das bases (ou nucleotideos) nas suas fitas. A relagao entre a seqiiencia
de bases do DNA e a seqtiencia de aminoacidos da proteina correspondente é chamada de
cddigo genético. Cada seqiiéncia de 3 bases ao longo da fita de DNA é um cédigo quimico
para um dos 20 aminodcidos que compdem as proteinas. Com rarissimas excegoes, 0
cédigo genético é universal, sendo basicamente o mesmo para todos os animais, plantas
e microrganismos. A sintese de uma proteina se baseia no cédigo genético e se divide
em duas etapas: transcriciao e tradugao. A Figura 3 apresenta as etapas do processo de
expressao de um gene.

Simplificadamente, a trancrigdo é a etapa de formagdo de uma fita de RNA comple-
mentar a uma regiao do DNA, ou seja, uma fita de RNA cujas bases nitrogenadas da
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*Organismos cujas células possuem niicleo. O genoma desses organismos é composto de varias
moléculas de DNA e esta situado no ntcleo.

fOrganismos cujas células ndo possuem nicleo. Seu genoma consiste de uma tnica molécula de DNA
livre na célula.
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Figura 2: Genes em um cromossomo.

seqiiéncia sao complementares as bases da seqiiéncia do DNA. Trés tipos de RNA podem
ser formados durante a transcricdo: o RNA mensageiro (mRNA), que contém a seqiiéncia
que codifica uma proteina; o RNA transportador (tRNA), que transporta os aminoacidos
até uma estrutura celular chamada ribossomo e possibilita a leitura da informagao contida
no mRNA durante a tradugdo e o RNA ribossomico (rRNA), que faz parte da estrutura
dos ribossomos. Na produgdo do mRNA, o inicio do gene que codifica a proteina é re-
conhecido na molécula de DNA. Essa regido do DNA é desenrolada e suas as fitas sdo
separadas. Em seguida, a seqiiéncia do gene é utilizada para gerar uma fita de RNA,
complementar a seqiiéncia do gene. Nos eucariotos, esse RNA precisa passar por algumas
transformagoes para que represente a seqiiéncia exata para a produc¢ao da proteina. Nesses
organismos, essa etapa ocorre no interior do nicleo. Esse RNA “pronto” é o mRNA.

A tradugao é a etapa em que o mRNA é utilizado como molde para a fabricagao de
proteina. A tradugao é realizada nos ribossomos. Nos eucariotos. os ribossomos estao lo-
calizadas no citoplasma. Neste caso, o mRNA sai do ntcleo para participar da tradugao.
O c6digo do mRNA é lido conforme ele passa pelo interior do ribossomo. Os aminoéacidos
sao adicionados a proteina, um a um, conforme sao trazidos aos ribossomos por tRNAs.
Os tRNAs fazem a conexao entre uma trinca de nucleotideos e um aminoécido, permitindo
que a seqiiencia do RNA seja traduzida na seqiiencia da proteina, de acordo com o cédigo
genético. A cada trés nucleotideos do mRNA que passam pelo ribossomo, um tRNA, com
uma trinca de nucleotideos com cédigo complementar ao mRNA, se liga ao ribossomo tra-
zendo o aminoédcido adequado. Esse aminoécido € ligado a cadeia de aminodcidos que esté
sendo construida e que corresponderd a proteina. Apds a tradugdo, as proteinas, geral-
mente, ainda passam por algumas modificacdes para que possam exercer adequadamente
suas fungoes.
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Figura 3: Processo de produgado de uma proteina em eucariotos.

Uma visao resumida do processo de expressao génica pode ser encontrada em diversos
livros e artigos sobre bioinformatica ou que abordem algum aspecto da anélise de expressao
génica, como Settiibal & Meidanis (1997) e Valafar (2002). Uma visdo detalhada pode ser
encontrada em Lewin (2001).

Como jé foi dito, o genoma de um organismo estd presente em todas as suas células.
Em outras palavras, toda a informacgdo genética necessaria ao desenvolvimento e ma-
nutengao do organismo sob uma gama enorme de condigoes ambientais distintas esta
presente em todas as suas células. Mas, a cada momento, uma célula emprega apenas
uma fragdo consideravelmente reduzida de toda esta informagéo genética. Isso significa
que cada célula produz diferentes tipos de proteinas em diferentes quantidades, em um
dado instante.

Todas as fases do processo de expressao de um gene sao controladas por uma série de
mecanismos que sao ativados/desativados de acordo com informagoes presentes no DNA,
com as proteinas e outras substancias presentes na célula e com fatores ambientais como
temperatura. Esses mecanismos de controle determinam quando, onde e em que quan-
tidade as proteinas sdo sintetizadas. Dentre os fatores que influenciam a atuagao desses
mecanismos estao: mudancas no ambiente da célula, alteragdes na forma ou comporta-
mento da célula, idade da célula ou infecgao.

Além disso, o tipo e quantidade de proteinas produzidas também dependem do tipo da
célula. Células presentes no sangue produzem proteinas diferentes daquelas produzidas
pelas células de miisculos, por exemplo. Atualmente, estima-se que o DNA de uma célula
humana contenha aproximadamente 30.000 genes. Apenas cerca de 20% desses genes estao
ativos (produzindo proteinas) em uma célula, em um dado momento. Assim, observando a



quantidade de proteinas presentes em uma célula em um dado momento, pode-se analisar
o comportamento da célula sob todos esses fatores e entender melhor o seu comportamento
em diversas condigoes.

Embora o produto final da expressao de um gene seja a proteina, as técnicas mais
baratas e utilizadas hoje em dia analisam a expressao de um gene a partir da quantidade
de mRNA correspondente & proteina, presente na célula. Embora a relagao entre a quan-
tidade de um mRNA e a respectiva proteina em uma célula néao seja direta, a abundancia
de mRNA nas células constitui uma ferramenta importante para os estudos de expressao
génica. A quantidade de mRNA em uma célula, ou conjunto de células, pode ser chamada
de nivel de expressdo do gene Slonim, Tamayo, Mesirov, Golub, & Lander (2000).

A analise do nivel de expressao dos genes em uma dada amostra pode fornecer in-
formacoes importantes para diversas aplicagoes na area de biologia. Por exemplo, a andlise
da expressao génica pode fornecer informagoes importantes sobre as fungoes de uma célula,
uma vez que as mudangas na fisiologia do organismo sdo acompanhadas por mudangas nos
padroes de expressao dos genes Chan, Hontzeas, & Park (2000). Algumas das aplicagoes
da analise da expressdo génica sao:

e Descoberta de genes.

e Determinacao de quais genes estao sendo expressos em um determinado tipo de
célula em um dado momento e sob certas condigoes.

e Comparacgao da expressao dos genes em dois tipos de células diferentes ou duas
amostras de tecido diferentes (por exemplo, tecido saudavel x tecido doente).

e Observagao das mudangas na expressao dos genes em diferentes estagios no ciclo da
célula ou durante o desenvolvimento do embriao.

e Estudo dos mecanismos de regulagao dos genes.

e Identificacao de doengas genéticas complexas.

e Descoberta de medicamentos e estudos de toxicologia.
e Detecgao de mutagdo/polimorfismo nos genes.

e Aniélise de elemento patogénico.

3 Técnicas para Medir a Expressdo Génica

Atualmente, existem diversas técnicas que permitem identificar o nivel de expressao
de um grande ntimero de genes simultaneamente, gerando a chamada analise de expressao
em larga escala. Dentre essas técnicas podem ser citadas SAGE (Serial Analysis of Gene
Ezpression) Velculescu, Zhang, Vogelstein, & Kinzler (1995), MPSS (Massively Parallel
Signature Sequencing Technology) Brenner, Johnson, Bridgham. Golda, Lloyd, Johnson,
Luo, McCurdy, Foy, Ewan, Roth, George, Eletr, Albrecht, Vermaas, Williams, Moon,
Burcham, Pallas, DuBridge, Kirchner, Fearon, i Mao, & Corcoran (2000), varios tipos
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de microarray de DNA (microarrays de oligonucleotideos curtos, microarrays de cDNA
Schena, Shalon, Davis, & Brown (1995), microarrays de oligonucleotideos longos, micro-
arrays de fibra 6tica) e Real-time RT-PCR (Reverse Transcription - Polymerase Chain
Reaction). Stanton (2001) faz uma breve revisdo de algumas dessas técnicas. Algumas
delas sao brevemente discutidas a seguir. As pesquisas dos autores estao relacionadas a
dados obtidos com as técnicas de microarray e SAGE. Assim, algumas informacdes extras
sobre os dados obtidos com essas técnicas sdo inseridas nas se¢bes seguintes.

3.1 Microarray de DNA

O principio bésico por tréas da tecnologia de microarray de DNA (Harrington, Rosenow,
& Retief 2000; Murphy 2002) é a hibridizagdo. Um microarray consiste de um conjunto
de seqiiéncias de DNA conhecidas (sondas) imobilizadas de forma organizada (com uma
configuragao conhecida) em uma superficie sélida, em geral, de nylon ou vidro. Conjuntos
de sondas correspondentes a cada gene que faz parte do microarray sao fixos em pontos
especificos da superficie, chamados spots. Assim, cada spot representa um gene conhecido,
que ¢ identificado pela sua localizagdo no microarray.

A escolha das seqiiéncias de DNA a serem colocadas no microarray determina quais
genes podem ser detectados. Para organismos com genoma completamente sequenciados
pode-se colocar no microarray todos os seus genes conhecidos ou ORF (Open Reading
Frames) suspeitos.

A utilizagao do microarray se déd da seguinte maneira. Inicialmente, o mRNA da
amostra de interesse é extraido. Em seguida, cada molécula de mRNA ¢é transformada
em uma molécula de DNA complementar (cDNA) marcada de forma radioativa ou flu-
orescente. Um cDNA é uma molécula de DNA construida em laboratério por meio de
transcrigao reversa a partir de uma molécula de mRNA. Essa molécula é utilizada no lugar
do mRNA por ser mais estavel. O ¢cDNA marcado é chamado de alvo. A amostra com
os alvos é entdo hibridizada no microarray. Cada alvo se liga a uma sonda complementar
no spot correspondente a um gene especifico. A abundéncia de cada mRNA na amostra é
capturada digitalmente, de acordo com a quantidade de alvo que hibridizou em cada spot
do microarray. A partir do microarray com os alvos hibridizados é gerada uma imagem,
que é entao analisada por meio de um dos vérios softwares disponiveis, para quantificar
as informagoes dessa imagem. Os niveis de expressao sdo derivados de sinais analdgicos
de absorvéncia ou fluorescéncia.

Os dois tipos principais de microarray sdo os de cDNA (Schena, Shalon, Davis, &
Brown 1995) e os de oligonucleotideos. Cada um deles oferece diferentes possibilidades de
andlise e também diferentes vantagens e desvantagens. Claverie (1999), Stanton (2001),
Murphy (2002) e Nguyen, Arpat, Wang, & Carroll (2002) comparam alguns aspectos
desses dois tipos de microarray.

O microarray de cDNA é construido pela impressao de material genético pré-sinteti-
zado na superficie sélida. Neste caso, o DNA sonda vem de organismos naturais e podem
ser feitos de DNA gendmico ou de cDNA.

Os microarrays de cDNA construidos em superficies de vidro permitem que sejam
realizados experimentos competitivos, em que alvos de duas amostras marcadas de forma
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diferente, com corantes fluorescentes, sejam hibridizados simultaneamente em um mesmo
microarray. Nesse caso, os niveis de expressdo sao dados como a razao entre os niveis de
expressdao nas duas amostras (Claverie 1999). Yang & Speed (2002) discutem os vérios
aspectos do projeto de experimentos com microarrays de cDNA. Algumas das vantagens
e desvantagens do microarray de cDNA sao:

Vantagens:

e Muito utilizado para quantificacao relativa dos niveis de expressao, com a uti-
lizagao de experimentos competitivos.

e As sondas representam genes de identidade conhecida ou segmentos de DNA
funcional, conhecidos como ESTs (Ezpressed Sequence Tags). Pode também
ser aplicada para a descoberta de genes, uma vez que nao ha a necessidade de
se conhecer a seqiiéncia dos cDNAs sonda.

e Mede a expressao de dezenas de milhares de genes simultaneamente.
e Capacidade de detectar um grande intervalo de niveis de expressao.

e Tem alto custo inicial, tanto em termos financeiros, quanto de trabalho. Porém,
depois de instalada é bastante produtiva.

Desvantagens:

e Necessita de grande quantidade de RNA total para preparar o alvo (50 - 200
pug de RNA total).

e Nio é capaz de detectar genes com baixo nivel de expressao.

e Apresenta risco de fragmentos do alvo hibridizarem com sondas complementa-
res similares, produzindo detecgoes falsas.

O microarray de oligonucleotideos é construido pela sintese das seqliéncias de interesse
(ologinucleotideos) in situ, no préprio substrato, sendo cada ponto sintetizado, nucleotideo
por nucleotideo, utilizando uma méscara de luz. Algumas das vantagens e desvantagens
do microarray de oligonucleotideos sao:

Vantagens:

¢ Quantifica niveis absolutos de expressao, permitindo comparagoes confiaveis
dos valores obtidos em experimentos separados.

e Mede a expressao de dezenas de milhares de genes simultaneamente.

e Exige uma quantidade menor de RNA total do que o microarray de cDNA
(51 de RNA total).

e Tem a capacidade de detectar um intervalo de niveis de expressao maior do
que o microarray de cDNA.

Apresenta menor risco de fragmentos do alvo hibridizarem com sondas com-
plementares similares do que o microarray de cDNA.
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Desvantagens:

e E uma tecnologia proprietaria, desenvolvida e comercializada pela Affymetrix.

e E menos flexivel que o microarray de cDNA, pois o usuario nao pode selecionar
as sondas para compor o microarray. Os microarrays sao comprados prontos.
Existe a possibilidade de se especificar os oligonucleotideos (sondas) desejados,
mas o custo é muito alto.

e As sondas sao projetadas especificamente para cada gene de interesse, sendo
necessario o conhecimento da seqiiéncia dos genes.

e Nao possibilita a descoberta de genes novos.

e Tem alto custo.

3.2 SAGE - Serial Analysis of Gene Expression

O método SAGE (Velculescu, Zhang, Vogelstein, & Kinzler 1995) se baseia no fato de
que uma seqiiéncia curta, com 10 a 14 pares de base, chamada tag, contém informagoes
suficientes para identificar unicamente um transcrito (mRNA), desde que a tag seja ob-
tida de uma tunica posi¢ao dentro de cada mRNA. O método SAGE captura os mRNA
da amostra de interesse, reescreve-os na forma de cDNA (DNA complementar), e corta
uma pequena tag de cada um. Em seguida, essas tags sdo unidas em moléculas longas,
chamadas concatemers, que sao sequenciadas.

O resultado do sequenciamento é analisado por um software que conta o nimero de
tags e obtém uma lista dos genes a que elas pertencem. O nivel de expressao de um gene,
neste caso, é dado pelo numero de tags associadas ao gene que foram encontradas na
amostra. Algumas das vantagens e desvantagens desta técnica sao:

Vantagens:

e E capaz de detectar e quantificar o nivel de expressdo absoluto de genes co-
nhecidos e desconhecidos. Nao é necessario o conhecimento da seqiiéncia dos
genes. I[sso permite a descoberta de novos genes.

e Pode ser aplicada em qualquer laboratoério que possui equipamento de sequen-
ciamento, o que é muito comum atualmente.

e Nao requer repetigao e padronizagao do experimento com uma mesma amostra,
uma vez que estatisticas para dados de contagem sdo bem modeladas pela
distribuicao de Poisson.

Desvantagens:
e Precisa de uma quantidade grande de mRNA (2,5 - 5ug de mRNA). Porém, ja
existe a técnica microSAGE que utiliza menos mRNA (5ng de mRNA).

e E uma técnica complexa, que requer muito sequenciamento.

e Precisa de um sequenciamento de alta qualidade para a identificagao correta
dos mRNAs.



e Nio é muito adequada para detectar transcritos raros. Transcritos identificados
como tendo menos de 20 cépias por célula ndo sao estatisticamente confidveis.
Isso significa que a técnica tem baixa sensibilidade.

3.3 MPSS - Massively Parallel Signature Sequencing

MPSS (Brenner, Johnson, Bridgham, Golda, Lloyd, Johnson, Luo, McCurdy, Foy,
Ewan, Roth, George, Eletr, Albrecht, Vermaas, Williams, Moon, Burcham, Pallas, Du-
Bridge, Kirchner, Fearon, i Mao, & Corcoran 2000; Lynx 2004) é uma tecnologia pro-
prietaria da Lynx Therapeutics, que é utilizada em conjunto com outra tecnologia pro-
prietaria, Megaclone, para quantificar o nivel de expressao génica.

Para a aplicagao dessa técnica sdo utilizadas moléculas de cDNA obtidas a partir da
amostra de interesse, composta por moléculas de mRNA. Inicialmente, a tecnologia Me-
gaclone é empregada para transformar a amostra de cDNA em micro-contas, cada uma
representando uma molécula de cDNA e contendo cerca de 100.000 cépias desta molécula.
Em seguida, em um processo paralelo, a MPSS identifica uma seqiiéncia curta com 17
a 20 pares de base, a partir de uma posi¢ao definida dentro da molécula representada
em cada micro-conta. Essa seqiiéncia é chamada assinatura. Cada assinatura identi-
fica um transcrito (mnRNA) diferente. Num préximo passo, as assinaturas sdo contadas,
determinando-se o nimero de moléculas de mRNA de cada gene presente na amostra. Isso
¢ feito utilizando ferramentas de bioinformaética. O nivel de expressao é representado pelo
niimero de transcritos presentes por milhao de moléculas (tpm). Algumas das vantagens
e desvantagens desta técnica sao:

Vantagens:

e Quantifica o nivel de expressao absoluto identificando e contando quase todas as
espécies de mRNA de uma amostra (tipicamente mais de 20.000). Geralmente
conta-se 1 milhao de mRNAs em um experimento.

e Nao requer o conhecimento da seqiiéncia dos genes, sendo adequada para a
descoberta de novos genes.

e Tem uma alta sensibilidade, sendo capaz de detectar mRNAs com menos de 5
cépias por célula.

e Da mesma forma que a SAGE, nao requer repeti¢ao e padronizagao dos expe-
rimentos.

e Possui uma excelente escala dinamica de quantificacio. E capaz de detectar
desde 5 tpm até mais de 50.000 tpm.

e Pode detectar quase todos os genes presentes na amostra. Exce¢oes sdo genes
que nao possuem a seqiiéncia empregada por essa tecnologia para criar as
assinaturas, genes com assinaturas dificeis de mapear no genoma, genes cuja
assinatura possui algum artefato que interfere no sequenciamento, genes cuja
assinatura apresenta erros de sequenciamento e genes cujo transcrito possui
menos de 100 pares de base. Todas essas excegoes sao bastante raras.
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Desvantagens:

e Precisa de 100ug de RNA total, de preferéncia, ou 2ug de mRNA.

e E uma tecnologia proprietaria da Lynx Therapeutics.

3.4 RT-PCR - Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction

Existem véarios métodos para quantificar RNA através de PCR, permitindo a avaliagao
dos niveis de mRNA a partir de amostras pequenas (até uma unica célula) (Freeman,
Walker, & Vrana 1999; Bustin 2002). A andlise dos niveis de expressao génica é apenas
uma das aplicagoes dessas técnicas. O método bésico é o RT-PCR (Reverse Transcription
- Polymerase Chain Reaction).

Inicialmente, cDNA é produzido a partir da amostra de mRNA, por transcrigédo re-
versa. Em seguida, o cDNA é amplificado por PCR. Finalmente, o produto da ampli-
ficagao é detectado e quantificado. Existem duas classes principais de técnicas para a
detecgao do produto da amplificagdo: medidas end-point, que analisam a reagao depois
de completa (RT-PCR convencional), e monitoramento em tempo real da formacéo do
produto da PCR, que monitora a reagdo conforme ela vai ocorrendo (real time RT-PCR).
A quantificacdo pode ser relativa ou absoluta. Uma quantificacdo relativa determina as
mudancgas na expressdo de um gene. Uma quantificacao absoluta tenta determinar o
numero de cépias de um mRNA especifico por célula. Este tipo de quantificagdo requer
condigbes e tratamentos especiais, ndo necessarios para a quantificagéo relativa.

Os experimentos com os métodos que empregam RT-PCR sdo muito comuns para a
caracterizagdo e confirmagao de padrdes de expressao génica obtidos com outras técnicas,
sendo muito comum sua utilizagao para validagao dos resultados de microarrays. Algumas
das vantagens e desvantagens desta técnica sdo:

Vantagens:

e E um método naturalmente adequado para uma quantificacdo indireta (re-
lativa) dos niveis de expressdo, mas com condigoes e tratamentos especiais
pode-se obter uma quantificagao absoluta.

e Tem uma alta sensibilidade, sendo capaz de detectar mRNAs com menos de 5
copias por célula.

e Trabalha muito bem com pequenas quantidades de RNA total, podendo ser
aplicada ao conteido de uma unica célula.

e E sensivel e preciso em uma escala dindmica ampla.

e Tem sido utilizada como complemento a analise de expressao realizada com
outras técnicas.

Desvantagens:

e E apropriada para manipular apenas poucas duzias de genes por experimento.

e Nao é apropriada para a descoberta de novos genes.
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3.5 Comparagdo das Técnicas de Medigdo da Expressao Génica

A Tabela 1 apresenta um resumo comparando algumas caracteristicas das técnicas de
medigao da expressao génica descritas. Os nimeros na tabela correspondem as seguintes
caracteristicas:

1 - Descoberta de genes. Indica se a técnica é apropriada para a identificagdo de novos
genes.

2 - Escala de quantificagdo. Se refere ao intervalo de valores dos niveis de expressao
que pode ser detectado.

3 - Sensibilidade. Indica a capacidade de detecgao de mRNAs raros, com poucas
cépias por célula.

4 - Tamanho da amostra. Indica a quantidade de mRNA ou RNA total necesséria,
inicialmente, para se realizar a medigao.

5 - Trabalho exigido para a realizacdo de um experimento.

6 - Custo do set-up inicial.

Tabela 1: Comparacao entre as técnicas de medigdo da expressdo génica.

| Técnica [ 1] 2 | 3 | 4 | 5 | 6 |
Microarray sim amplo média | 50-200ug de RNA total | alto alto
de cDNA
Microarray de nao | > que cDNA | média 5ug de RNA total baixo | alto
oligonucleotideos
SAGE sim - baixa 25-5ug de mRNA médio | baixo
MPSS sim excelente alta 100pg de RNA total baixo | alto
RT-PCR nao amplo alta | contetiido de uma célula | baixo | médio

Algumas informagoes da tabela merecem comentarios. A técnica de microarray de
c¢DNA pode detectar novos genes desde que sejam empregadas bibliotecas de cDNA com
seqiiéncias desconhecidas. O custo inicial para a técnica SAGE é baixo se houver equi-
pamento de sequenciamento disponivel no laboratério. O Trabalho e custo do microarray
de oligonucleotideos leva em consideragao a compra do microarray pronto. No microarray
de ¢cDNA, o microarray deve ser construido. Para a técnica MPSS, pode-se considerar
o trabalho necessario pequeno, pois toda a analise é feita pela Lynx. sendo necessario
apenas o envio das amostras para a empresa. O seu custo é alto pelo mesmo motivo.

Claverie (1999) resume os métodos de obtengao de expressao génica em métodos ba-
seados em contagem de tags (SAGE, MPSS) e métodos baseados em hibridiza¢ao (micro-
arrays de cDNA e de oligonucleotideos ).

Nos métodos de contagem de tags, cada experimento diz respeito a uma amostra
representando uma condigao de interesse. Esse tipo de método é estatisticamente mais
robusto. Nao é necessaria a repeticdo nem a padronizacdo dos experimentos. uma vez
que estatisticas para contagem sao bem modeladas pela distribui¢ao de Poisson (Brenner,
Johnson, Bridgham, Golda, Lloyd, Johnson, Luo, McCurdy. Foy, Ewan, Roth, George,
Eletr, Albrecht, Vermaas, Williams, Moon, Burcham, Pallas, DuBridge, Kirchner, Fearon,
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i Mao, & Corcoran 2000). O resultado de um experimento é uma biblioteca contendo a
freqliéncia de cada tag na amostra. O numero total de tags sequenciadas varia de poucas
centenas a varias dezenas de milhares.

Nos métodos baseados em hibridizagao, um experimento pode se referir a uma tunica
amostra da condigao de interesse ou a relagao entre duas amostras de condigoes diferentes.
Em geral, os valores de expressao tém medidas replicadas (internamente em um micro-
array, ou em mais de wn microarray) e sao normalizados de acordo com um controle
interno.

Além da tecnologia empregada, outro aspecto importante é a técnica experimental.
Vingron & Hoheisel (1999) fazem uma distingdo das técnicas experimentais possiveis de
acordo com os dados que elas produzem:

e Técnicas que especificamente comparam duas amostras de mRNA, como o micro-
array de cDNA em experimento competitivo.

e Técnicas que contam o numero de moléculas de cada espécie de mRNA presente em
uma amostra, como a SAGE.

e Técnicas que léem o conteido de mRNA de uma amostra a partir da intensidade
de um sinal de hibridiza¢ao, como o microarray de oligonucleotideos.

No primeiro caso, os niveis de expressdo sdo relativos, isto é, sao dados pela razao
dos valores de expressao nas duas condigoes analisadas, A e B, por exemplo. Genes mais
expressos na condi¢gdo A do que em B sdo ditos hiper-expressos em A e genes menos
expressos sao ditos hipo-expressos. Com os dados obtidos pelas duas ultimas técnicas
também é possivel fazer andlises comparativas, mas nao com um unico experimento.

A partir da realizacao de um conjunto de experimentos com uma das técnicas descritas,
pode-se construir perfis de expressao dos genes, caracterizando o funcionamento dindmico
de cada gene (Brazma & Vilo 2000). Cada perfil corresponde aos niveis de expressdo de
todos os genes em uma amostra. Um perfil de expressao pode ser baseado em:

e Diferentes condigoes a que se submeta as amostras.

e Diferentes estdgios de desenvolvimento do organismo ou células de interesse.

e Diferentes tecidos.
Isso depende das amostras empregadas. As amostras podem ser, por exemplo:

e Tecidos de vérias partes do organismo.
e Tecidos com diversas doencas.

e (Células submetidas a diferentes tratamentos com medicamentos.
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e Células submetidas a varias condigoes (por exemplo de alimentagao ou tempera-
tura).

e Amostras obtidas em varios pontos no tempo (para avaliar, por exemplo, o desen-
volvimento normal das células da amostra, seu desenvolvimento sob determinadas
condigbes ou apds algum tipo de tratamento).

4 Processamento e Analise Computacional dos Dados de Expressdo
Génica

Os dados de expressao génica sao geralmente representados em uma matriz, com as
linhas representando os genes e as colunas representando as amostras (diferentes tecidos,
estdgios de desenvolvimento ou tratamentos, por exemplo). Essa matriz é chamada ma-
triz de expressdo. Cada posigdo da matriz contém um numero representando o nivel de
expressao de um gene particular em uma amostra. Como ja foi dito, as amostras, em
geral, provéem de diferentes experimentos. Devido ao alto custo dos experimentos, uma
matriz de expressao é, geralmente, constituida de um grande niimero de genes (milhares) e
poucas amostras (dezenas). A Tabela 2 mostra um exemplo de uma matriz de expressao.

Tabela 2: Exemplo de uma matriz de expressao.

Gene | Amostra 1 | Amostra 2 | ... | Amostra m
gene 1 1009 34 500
gene 2 37 657 45

gene 3 2 456 3512
gene n 0 5 1690

A aplicagao de qualquer uma das técnicas de medigao da expressao génica produz
grandes quantidades de dados, requerendo métodos computacionais para auxiliar na sua
interpretacao. A analise desses dados precisa ser cuidadosa porque os sinais bioldgicos
podem ser obscurecidos por ruidos provenientes dos experimentos ou outras influéncias
sistematicas provenientes da metodologia experimental (Vingron & Hoheisel 1999).

Dependendo de como os niveis de expressao sejam obtidos, podem ser necessarias
diferentes transformagoes para adequar os dados para utilizacao.

Para os dados obtidos com a técnica SAGE, em geral sdo necessérios ajustes nos dados
para remover erros de sequenciamento, adicionar valores ausentes em bibliotecas truncadas
e transformar as freqiiéncias das tags de forma a fazer com que todas as bibliotecas
representem o mesmo numero total de tags (Ng, Sander, & Sleumer 2001).

Vaérios passos de normalizagao também sao necesséarios nos dados obtidos com micro-
arrays, uma vez que existem muitas fontes de variagao sisteméatica nos experimentos com
essas técnicas que afetam os niveis de expressao medidos (Dudoit, Yang, Callow, & Speed
2000; Schuchhardt, Beule, Malik, Wolski, Eickhoff, Lehrach, & Herzel 2000; Yang, Dudoit,
Luu, & Speed 2001; Irizarry, Hobbs, Collin, Beazer-Barclay, Antonellis, Scherf, & Speed
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2003; Hariharan 2003). Alguns passos se aplicam a cada microarray, individualmente,
enquanto outros se aplicam a matriz de expressao.

Depois dessas transformacoes, em geral, os dados estdo prontos para serem anali-
sados. Porém, dependendo da andlise a ser feita, ainda podem ser necessarias outras
manipulacoes (Quackenbush 2001).

Os niveis de expressdao dos genes podem ser convertidos para um intervalo comum,
por exemplo, [0, 1] ou [-1, 1] (Dopazo, Zanders, Dragoni, Amphlett, & Falciani 2001).
Esse tipo de transformacao € util para identificar genes que mostram um comportamento
similar, mas possuem niveis de expressao em diferentes intervalos. Essa transformacao
é sensivel a outliers. Alguns algoritmos de aprendizado de méquina fazem uso de dados
em determinados intervalos, sendo esta uma transformagao necessaria, se esses algoritmos
forem empregados.

Outra transformacdo consiste na subtracao da média dos valores e divisao pelo seu
desvio padrao. Com essa transformagao, os dados passam a ter média zero e variancia um.
Isso reduz o efeito de diferentes escalas nos dados, sendo menos sensivel a outliers do que
a conversao dos dados para um unico intervalo. Algumas técnicas de analise dos dados,
como PCA (Principal Component Analysis), requerem que esse tipo de transformagéo
seja aplicada aos dados.

Algumas técnicas de andlise estatisticas dependem da distribuigdo dos dados. Embora
existam técnicas que sao independentes da distribuigéo (testes ndo-paramétricos), os testes
paramétricos apresentam maior poder estatistico. Porém, estes testes exigem que os dados
tenham uma distribuigao normal (Dopazo, Zanders, Dragoni, Amphlett, & Falciani 2001).

Os dados de expressao geralmente tém uma distribuicdo normal depois de uma trans-
formacao logaritmica. Esse tipo de transformacao é muito comum nos dados de microarray
(Dopazo, Zanders, Dragoni, Amphlett, & Falciani 2001; Murphy 2002; Hariharan 2003).
Além da distribuicao se tornar aproximadamente normal apés esse tipo de transformagao,
ela auxilia na visualizacdo dos dados e faz com que os niveis de expressdo dos genes hiper
e hipo-expressos, resultantes de experimentos competitivos, tenham mesma magnitude e
sinais opostos (Quackenbush 2001).

Apesar das transformagoes nos dados serem bastante apropriadas para determinadas
situagoes, elas devem ser aplicadas de forma bastante criteriosa, e somente quando se
fizerem realmente necessérias, pois cada tipo de transformagao leva a perda de algum
tipo de informagao contida nos dados (Sarle 2002). Hariharan (2003) discute, entre outros
aspectos, a aplicacdo da transformacao logaritmica, incluindo algumas desvantagens de
se aplicar essa transformacao.

Existem inumeras formas de analise que podem ser aplicadas a dados de expressao
génica, variando desde anélises de baixo nivel, como filtragens e normalizacoes, até andlises
estatisticas para identificagdo de expressdo diferente em diversas condigoes, identificagao
de padroes e mineragao de dados. Dependendo do interesse do pesquisador, uma ou
mais dessas formas de analise podem ser aplicadas aos dados. Porém, é preciso ter em
mente que os métodos utilizados para andlise tém profunda influéncia na interpretagao
dos resultados. Assim, é necessdrio um entendimento dos métodos utilizados para se fazer
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um projeto experimental adequado e uma anélise significativa dos dados.

Segundo Quackenbush (2001), néo existe consenso sobre o melhor método para revelar
padroes de expressao nos dados e fica cada vez mais claro que nao existe uma técnica
superior. A aplicagao de vérias técnicas permite explorar aspectos diferentes dos dados.

Sebastiani, Gussoni, Kohane, & Ramoni (2003) discutem algumas anélises que podem
ser feitas, sob o ponto de vista experimental. A analise mais simples que pode ser feita com
dados de expressao génica ¢ a identificacao de genes expressos de forma diferente em duas
condigoes. As condigoes podem ser niveis especificos de fatores ambientais controlaveis
(temperaturas extremas ou falta de alimentagéo) ou a modificagdo ou remogao de uma
porgao especifica do genoma.

Questoes experimentais mais complexas envolvem o tragado do perfil molecular de
varias condigbes de uma sé vez para caracterizar, por exemplo, a “impressdao digital”
genomica de diferentes tipos de cancer (Alizadeh, Eisen, Davis, Ma, Lossos, Rosenwald,
Boldrick, Sabet, Tran, Yu, Powell, Yang, Marti, Moore, Hudson, Lu, Lewis, Tibshirani,
Sherlock, Chan, Greiner, Weisenburger, Armitage, Warnke, Levy, Wilson, Grever, Byrd,
Botstein, Brown, & Staudt 2000) ou o efeito da mudanga simultdnea de vérios fatores
experimentais (Churchill & Oliver 2001). Nestes casos, cada amostra consiste dos niveis
de expressao obtidos de células em uma condigao particular.

Ainda outra questao se refere ao estudo da evolucdo temporal de perfis de expressao
génica. Esse tipo de estudo estd baseado na intuigdo de que genes que tém um perfil de
expressao similar no decorrer do tempo estdo agindo juntos por pertencerem a mesma
categoria funcional, ou & categorias similares. Com esse tipo de dado é possivel observar
os mecanismos regulatérios em acao e tentar dividir o genoma em conjuntos de genes que
estao envolvidos nos mesmos processos ou em processos relacionados. Embora necessite
de uma anélise diferente da realizada para o tipo de experimento anterior, neste caso
também sdo comparados perfis moleculares de células em diferentes condigdes. Exemplos
desse tipo de estudo sao o processo de transformagao de um tumor que cresce localmente
em uma metastase (Clark, Golub, Lander, & Hynes 2000), o ciclo de esporulacdo de
levedura (Spellman, Sherlock, Zhang, Iyer, Anders, Eisen, Brown, Botstein, & Futcher
1998) e a resposta de fibroblastos humanos ao soro (Iyer, Eisen, Ross, Schuler, Moore,
Lee, Trent, Staudt, JR, Boguski, Lashkari, Shalon, Botstein, & Brown 1999).

Outros experimentos se referem ao mecanismo regulatério de células observadas em
diferentes condigoes experimentais. Os caminhos regulatérios em células normais modu-
lam o nivel e a duracao da expressdao dos genes, garantindo que as células respondam
apropriadamente aos estimulos fisiolégicos e extra-celularcs. Porém, quando a ativagao
de um caminho de regulacao de um gene dispara uma sub ou super-producao de certas
proteinas, podem surgir diversas doengas. Neste tipo de experimento, questoes importan-
tes sao a descoberta de novos mecanismos regulatérios e de dependéncias causais entre
expressao génica (Pilpel, Sudarsanam, & Church 2001).

Quackenbush (2001) faz uma revisdo de algumas abordagens computacionais para a
andlise de dados provenientes de experimentos competitivos em microarrays de cDNA.
Essas abordagens também sao aplicaveis a dados obtidos com outros tipos de experimento
com microarray ou SAGE, desde que os dados se apresentem no formato adequado.
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Claverie (1999) faz uma andlise das formas de identificagao de genes expressos de forma
diferente ou coordenada a partir de dados de expressdo génica. Dudoit, Yang, Callow, &
Speed (2000) também discutem métodos estatisticos para identificar genes expressos de
forma diferente em experimentos replicados de microarray. Outros artigos relacionados a
identificagao de genes expressos de forma diferente incluem (Pan 2002), (Pepe, Longton,
Anderson, & Schummer 2003), (Broberg 2003) e (Jaeger, Sengupta, & Ruzzo 2003).

Lockhart & Winzeler (2000) discutem varios aspectos relacionados a expressao génica e
as informagoes que podem ser obtidas analisando esse tipo de dado. Molla, Waddell, Page,
& Shavlik (2004) fazem uma breve revisao da tecnologia de microarray de DNA e descre-
vem algumas formas de anélise que podem ser feitas em dados obtidos com essa tecnologia,
utilizando algoritmos de aprendizado de maquina. Essas anélises incluem: predigao da
funcao bioldgica de um gene, agrupamento de genes com base em seus niveis de expressao,
agrupamento de condi¢oes experimentais com base nos niveis de expressao, descoberta de
novas classes de doencas, predi¢ao de doengas existentes, predicao do prognéstico de pa-
cientes e predicao da resposta de diferentes pacientes com uma dada doencga a diversos
medicamentos. Embora essas andlises sejam descritas no contexto de dados de microar-
ray de DNA, elas podem ser aplicadas a dados de expressao génica em geral. Brazma &
Vilo (2000) fazem uma breve descri¢ao de algumas possibilidade de analise de dados de
expressao genica.

5 Conclusio

A anélise de dados de expressao génica é bastante 1til para diversas aplicag¢oes na bio-
logia. A extracao de informagcoes tteis desse tipo de dado depende de analises criteriosas.
Essa analise pode ser realizada em diferentes niveis e de diferentes formas.

Este relatério apresentou os principais aspectos relacionados a analise de expressao
génica, resumindo algumas técnicas de medigao dos niveis de expressao génica que tém
sido utilizadas e discutindo algumas formas de manipulacao e analises que podem ser
realizadas em dados de expressao génica.

Inicialmente, o processo de expressao génica foi descrito. As técnicas microarray,
SAGE, MPSS e RT-PCR foram apresentadas e comparadas. Foram também discutidos o
processamento necessario e algumas possiveis analises dos dados de expressao génica.
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