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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Raphael Tavares da Silva

Os avancos obtidos no estudo do transcriptoma pelo uso de sequenciadores de alta
vazao e na protedbmica por meio da espectrometria de massas, resultaram num
grande volume de dados que passou a ser integrado em diversos estudos na
Bioinformatica. A proteogendémica € a area da pesquisa que relne essas
tecnologias, atuando na interface entre a genémica e a protedmica para interpretar
eventos moleculares como, por exemplo, o splicing alternativo. Este evento é capaz
de gerar RNAs mensageiros diferentes de um mesmo gene, podendo alterar a
sequéncia polipeptidica ap6s a traducédo e consequentemente afetar a funcdo das
proteinas. Estudos utilizando dados de RNA-Seq, estimaram que até 90% dos genes
humanos sejam afetados por este evento, expandindo assim, a capacidade de
geracao de proteinas com diferentes funcdes. Esta tese reune o desenvolvimento e
a aplicacéo de diferentes abordagens voltadas para a identificacdo de variantes de
splicing em dados de espectrometria de massas de linhagens celulares e amostras
de diferentes tecidos de homem e camundongo. Para tal, foram criados repositorios
personalizados de sequéncias proteicas, constituidos por sequéncias canbnicas e
peptideos digeridos in silico derivados de isoformas preditas computacionalmente. O
primeiro repositorio personalizado foi aplicado em dados de espectrometria de
massas de uma linhagem de células T. Foram identificados 54 peptideos oriundos
de variantes de splicing que nao seriam identificados utilizando repositorios
tradicionais. O segundo repositorio personalizado foi aplicado em dados de
espectrometria de massas de uma linhagem celular de oligodendrocitos humanos.
Foram identificadas 39 isoformas que apresentaram um perfil de atuacdo no
citoesqueleto desse tipo celular, além de terem sua funcéo discutida no ambito do
tecido cerebral. Algumas destas variantes de splicing tiveram a expressao de seus
MRNAs confirmada experimentalmente (EEF1D, KRAS, MFF, SDR39U1 e SUGT1).
Ademais, foram apresentadas propostas para atribuir maior confiabilidade as
isoformas encontradas a partir do nimero de espectros e peptideos Unicos. O
terceiro e quarto repositorios personalizados foram usados em dados de
espectrometria de massas das regides cerebrais de homem e camundongo. Para a
composicado desses repositorios foi utilizada a montagem de transcriptoma com
genoma de referéncia e de novo para reconstru¢do de transcritos provenientes de
corridas de RNA-Seq. Foram identificadas variantes de splicing ja conhecidas e
exclusivas derivadas da montagem de transcriptoma. Entre os genes das isoformas
encontradas na regido do corpo caloso de homem e camundongo, sete foram
identificados como ortélogos (CDC42, TPM3, EEF1D, PKM, SEPT7, SET e RUFY3).
Até o momento, as abordagens desenvolvidas indicam que a utlizagcdo de
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repositorios proteicos personalizados e a montagem de transcriptoma contribuem
para a identificacdo de isoformas anotadas e potencias variantes de splicing.
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Analysis of splicing variants of human and mouse by a proteogenomics approach
ABSTRACT

PHD THESIS IN SYSTEMS AND COMPUTATIONAL BIOLOGY

RAPHAEL TAVARES DA SILVA

Technological improvements in data generation in transcriptomics by next generation
sequencers, and in proteomics by mass spectrometry resulted in a large volume of
data, which is progressively becaming integrated in Bioinformatics studies.
Proteogenomics is a research area in which these technologies are combined, acting
in the interface of genomics and proteomics to elucidate molecular events, for
instance, alternative splicing. This event is capable to alternatively process different
MRNAs from the same gene, and its translation to polypeptide sequence may be
affected, consequently influencing protein function. Studies using RNA-Seq
estimated that at least 90% of human genes are subject to alternative splicing,
expanding the number of functionally different proteins. The aim of this thesis is the
development and application of different approaches focused on alternative splicing
isoforms in mass spectrometry data from cell lines and different samples from human
and mouse tissues. For this purpose, we designed customized protein sequence
repositories, composed by canonical sequences and in silico digested peptides from
predicted isoforms. The first customized repository was applied to mass spectrometry
data of a T cell line. We were able to identify 54 peptides derived by splicing variants,
which could not be detected using canonical protein sequence repositories. The
second customized repository was applied to mass spectrometry data of a human
oligodendrocyte cell line. The 39 isoforms found are related to cytoskeleton in this
cell type, and their functions in the cerebral tissue context have been considered.
Five of these splicing variants were experimentally validated (EEF1D, KRAS, MFF,
SDR39U1 e SUGT1). We propose an approach to assign reliability to the isoforms
identified by their number of unique peptides and spectra. The third customized
repository was applied to mass spectrometry data of brain regions from human and
mouse. For this purpose, genome-guided and de novo transcriptome assembly were
used to reconstruct transcripts from RNA-Seq data. We detected annotated
alternative splicing isoforms as well as isoforms predicted by the computational
transcriptome assembly. Comparing the isoforms identified in corpus callosum of
human and mouse, seven were classified as orthologs (CDC42, TPM3, EEF1D,
PKM, SEPT7, SET e RUFY3). The developed approaches show that customized
protein repositories and transcriptome assembly contribute to identify annotated
isoforms and potential alternative splicing variants.
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1. INTRODUCAO

1.1 - Viséo geral

O grande volume de dados produzidos pelas diferentes plataformas na
genOmica, transcriptbmica e protedmica, criou desafios quanto ao seu
armazenamento, processamento, visualizacdo e interpretacdo. A conexao entre as
informacdes obtidas por cada area conduz a uma necessaria e frequente
transferéncia de conhecimento entre diferentes campos da pesquisa em
Bioinformética e Biologia Computacional.

O transcriptoma pode ser definido como um conjunto de todas as moléculas
de RNA expressas em uma determinada célula, tecido ou em um organismo como
todo (Blencowe et al., 2009). O transcriptoma de um organismo é composto por
RNAs de diferentes origens e fungbes, podendo ser divididos em duas classes
principais: mensageiros (mMRNAs) e nédo codificadores de proteinas (NcRNAS)
(revisto por Wery, 2011). Os ncRNAs vém sendo caracterizados como importantes
reguladores da atividade celular e ainda precisam de estudos mais aprofundados
para o seu melhor entendimento apesar de algumas classes como, por exemplo,
tRNA e rRNA ja serem extensivamente estudados. JA os mRNAs compdem uma
fracdo do transcriptoma que é responsavel pela producéo protéica de uma célula.
Muito se sabe sobre os mecanismos de maturacdo de um mRNA, que em geral
envolve a adicdo de uma guanina modificada na extremidade 5', a inclusédo de uma
cauda de adeninas na extremidade 3' e a retirada de regides (introns) dos pré-
MRNAs, através de um evento molecular conhecido como splicing.

O splicing alternativo € um dos mecanismos moleculares capazes de
aumentar significativamente o repertorio protéico de um organismo (revisto por
Hallegger et al., 2010). Este mecanismo ocorre geralmente durante a transcri¢ao,
pelo processamento alternativo de introns no pré-mRNA. Assim, diferentes
transcritos (isoformas) sdo produzidos a partir de um mesmo gene, podendo ser
traduzidos em proteinas diferentes. Desta forma, especula-se que o splicing
alternativo seja um dos mecanismos que mais influencie na mudanca do conjunto
das cadeias polipeptidicas (revisto por Black, 2000).

Com o advento das novas tecnologias de sequenciamento conhecidas como
Next Generation Sequencing (NGS) (revisto por Kircher & Kelso, 2010), o volume de
informacéo disponivel para a investigacdo e aplicacdo de estudos voltados para o

genoma e transcriptoma humano aumentou drasticamente durante a Ultima década.
1



No que tange ao mecanismo de splicing alternativo, a possibilidade da descoberta
de isoformas inéditas faz com que esta tecnologia venha a ser utilizada como uma
importante estratégia para a identificacdo de novos biomarcadores, auxiliando no
acompanhamento de patologias e também para o desenvolvimento de novas
ferramentas de diagnéstico (Tavares et al., 2015; Wajnberg e Passetti, 2016).

A Espectrometria de Massas (MS) (do Inglés, Mass Espectrometry) tem
contribuido ao longo dos anos no campo da protedmica (Yates et al., 2009). O
grande volume de peptideos identificados possibilita a confirmacéo e quantificacdo
de proteinas j& conhecidas em diferentes condi¢cdes. Além disso, é possivel
identificar peptideos que caracterizem novas isoformas proteicas provenientes de
diferentes eventos moleculares como promotores alternativos, poliadenilacdo

alternativa e splicing alternativo (Figura 1.1).

Genoma M Genoma
—8—:!—“—'8—:!—“ E—E—E—{ ]

{ Y J |\ Y J { J

Exons iniciais e regido 5’ UTR Exons envolvidos Regido 3’ UTR envolvida
envolvidos na ativagdo de no splicing alternativo na poliadenilagdo
promotores alternativos alternativa

Figura 1.1 - Representacdo esquematica de eventos moleculares responsaveis pela
diversidade proteica (retAngulos em azul: éxons codificadores; retangulos em amarelo:
regides ndo codificadoras; seta verde: regibes promotoras; circulos roxos: fatores de
transcrigdo; triangulos invertidos em vermelho: sitios de poliadenilacéo).

A proteogendémica é uma area de pesquisa que tem como proposta integrar
dados de diferentes tecnologias (como o NGS e MS) e elucidar o fluxo de
informacé&o gerado desde a expressao génica até a traducdo dos RNAs mensageiros
em proteinas. Desde entéo, diferentes abordagens tém sido criadas, proporcionando
a identificacdo de potenciais isoformas dentro do contexto celular (revisto por
Sheynkman, 2016).



1.2 - O splicing e a sua associagcdo com doencas

Um gene humano apresenta basicamente duas regides que estdo dispostas
ao longo da fita do DNA e que participam diretamente do evento de splicing, sendo
estas classificadas como éxons e introns. Exons s&o sequéncias que possuem em
média 145 nucleotideos e que constitutivamente ndo sao removidas durante o
evento de splicing. Em contrapartida, introns sdo sequéncias aproximadamente 10
vezes maiores em relacdo aos éxons, intercalados entre eles e que sdo removidas
durante o evento de splicing (Lander et al., 2001).

Trabalhos realizados no inicio dos anos 1980 investigaram a composi¢cao
nucleotidica ao longo da sequéncia génica com o objetivo de determinar os limites
entre éxons e introns, e assim, auxiliar no entendimento do mecanismo de splicing
(Breathnach e Chambon, 1981; Mount, 1982; Shapiro e Senapathy, 1987). Estes
trabalhos apresentaram duas sequéncias consenso: a primeira localizada na juncéo
exon-intron, caracterizado pela sequéncia [A|C]JAG/GT[A|G]JAGT, e a segunda,
localizada na juncado intron-éxon, caracterizado pela sequéncia [C|TIN[C|T]AG/G,
onde “/” representa o sitio de splice. Com o passar dos anos e 0 aumento da
disponibilidade de dados de genomas completos, a presenca destes dois perfis
nucleotidicos foi encontrada em outros organismos, assim, reafirmando sua
importancia biolégica (Mount et al., 1992; Burset et al., 2000).

A partir destes estudos, verificou-se que aproximadamente 99% dos introns
do genoma humano possuem o par de dinucleotideos GU-AG em seus extremos 5’
e 3, respectivamente (Modrek e Lee, 2002). Por fim, € possivel observar ainda uma
frequéncia do nucleotideo guanina na ultima posicdo de cada éxon, além de uma
regido rica em pirimidina proxima ao extremo 3’ dos introns. Desta maneira, a
literatura destaca trés regibes fundamentais onde 0 maquinario enzimatico
responsavel pelo splicing as identifica para a remocao dos introns: os sitios de splice
5 e 3’ (localizados nas jungBes entre éxon e introns) e o branch site, localizado

aproximadamente a 100-150 nucleotideos do sitio de splice 3’ (figura 1.2).
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Figura 1.2 - Esquema identificando os principais nucleotideos atuantes durante o evento de
splicing (figura adaptada de Faustino e Cooper, 2003).

Como exposto, a regido que delimita um intron foi extensamente investigada
onde, por exemplo, foi avaliada a influéncia de padrboes de sequéncia nessas
regides. Hiller e colaboradores estudaram a distribuicdo do padrdo GYNGYN
envolvidas em eventos de splicing alternativo em diferentes espécies. Em outro
estudo, foi identificado que o padrao de repeticdo de sequéncias nos extremos 3' de
exons e introns de genes humanos codificadores de proteinas sdo maiores quando
encontrados dentro do mesmo gene (Tavares et al., 2012).

Apesar de ser um processo fundamentalmente co-transcricional, o splicing
pode ocorrer tanto durante como apos a transcricdo. Quando realizado juntamente
com processo de transcricdo, o splicing permite uma integracdo funcional da
transcricdo e o maquinario de processamento de splicing, o que e poderia levar a
sua mutua modulacdo. Quando ocorre apos a transcri¢cdo, o splicing poderia facilitar
a associacao do maquinario enzimatico do RNA e sua exportacdo para assim criar
novas etapas na expresséo génica (Han et al., 2011).

O splicing alternativo € um mecanismo pelo qual multiplos transcritos sao
gerados a partir da escolha de diferentes sitios de splice de um mesmo mRNA

precursor (revisto por Kim et al., 2008) (Figura 1.3).
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Figura 1.3 - Representacdo esquematica de um gene hipotético produzindo duas isoformas
de mRNA por splicing alternativo do éxon 2 (E2).

A primeira sugestdo do processamento alternativo de mRNA foi dada por
Gilbert (1978) ap0s a descoberta das regides intragénicas (introns) em genes de
eucariotos e também em Adenovirus. Gilbert prop6s que diferentes combinacdes de
eéxons poderiam ser processados conjuntamente para produzir diferentes isoformas
de mRNA de um mesmo gene. A proposta de Gilbert levaria futuramente a uma
reformulacdo do dogma central da biologia molecular onde um gene geraria apenas
um transcrito podendo este ser traduzido em uma proteina.

Estudos realizados no inicio da década de 1980 identificaram diversos genes
onde foi possivel caracterizar eventos de splicing alternativo (Early et al., 1980). Em
1994, Sharp afirmou que apenas uma pequena fracdo dos genes em eucariotos
superiores poderiam sofrer splicing alternativo. Hoje, esta estimativa € de que
aproximadamente 90% dos genes humanos tenham transcritos sob a influéncia de
eventos de splicing alternativo (Wang et al., 2008). Sendo assim, 0 genoma humano
expande sua capacidade de producdo de diferentes isoformas de uma mesma
proteina, tendo como origem um Unico gene.

A literatura relacionada a este mecanismo molecular identifica basicamente
guatro eventos moleculares, classificados como: retencdo de introns, uso alternativo
de sitios de splice 5’, uso alternativo de sitios de splice 3’ e uso alternativo de éxons.

E possivel também identificar isoformas onde a presenca de determinados éxons



esta diretamente relacionada a auséncia de outros e vice-versa, sendo este evento

classificado como éxon mutualmente exclusivos (Figura 1.4).
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Figura 1.4 - Classificac@o dos eventos do splicing alternativo. Em verde estao representadas
as regibes afetadas por cada tipo de evento, sendo E: éxon e I. intron (Adaptado de
Blewcome, 2006).

A ocorréncia de um evento de splicing alternativo em um mRNA pode
depender do estagio celular, ser especifico para um determinado tecido, depender
das condicbes biolégicas em que a célula se encontra ou estar relacionado ao
desenvolvimento de uma patologia, como o cancer (revisto por Orengo e Cooper,
2007; Ward e Cooper. 2010). Como consequéncia, as proteinas produzidas podem
exibir um comportamento diferente e até mesmo antagonista ao seu original devido
ao fato de possuirem propriedades estruturais distintas. Logo, o fenétipo resultante

dependera dos niveis de cada isoforma expressa (revisto por Florea et al., 2005).



Estudos relacionando o splicing alternativo e determinadas patologias tem
sido relatados ao longo dos anos na literatura (revisto por Wang e Cooper, 2007).
Porém, grande destaque tem sido dado a sua associagdo com cancer,
principalmente devido a relacdo de determinadas isoformas com o controle do ciclo
celular e seu potencial para a aplicacdo de novos tratamentos.

A familia de proteinas Bcl-2 que estd envolvida na morte programada das
células, a apoptose. Dentro desta familia, existem duas isoformas em destaque, uma
pré-apoptotica (Bcl-xS) e uma anti-apoptética (Bcl-xL) que podem ser produzidas a
partir de eventos de splicing alternativo e que possuem funcdo antagodnica (Schwerk
e Schulze-Osthoff, 2005). Fatores de splicing como o SRSF1 também participam da
regulacdo da apoptose podendo promover o cancer de mama (Anczukow et al.,
2012).

A terapéutica também se apresenta como uma area promissora para do
desenvolvimento de tratamentos envolvendo transcritos oriundos de splicing
alternativo. O fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) apresenta
isoformas que podem promover ou inibir o desenvolvimento de uma nova
microcirculagdo. O controle sobre as formas alternativas VEGF-A165 (pro-
angiogénica) e VEGF-A165 b (anti-antiangiogénica) ganham destaque no tratamento
contra o cancer, ja que a neovascularizacdo é fundamental para o crescimento
tumoral e seu possivel papel na matastase. (Harper e Bates, 2008). Em outro estudo
realizado por Elias e Dias (2008), foi demonstrado que a variante VEGF-121 tem sua
expressdo elevada a partir do momento em que células tumorais da mama e da
préstata sdo submetidas a um pH reduzido devido a condi¢des de hipoxia.

As isoformas também podem se destacar como uma importante estratégia
nao apenas para o diagndéstico, mas também no monitoramento do cancer. O
receptor CD44 esta relacionado a interagdes celulares (Goodison et al., 1999) e as
variantes expressas pelo seu gene estdo relacionadas com varios tipos de tumor
(McFarlane et al., 2015; Tjhay et al.,, 2015; Hu et al., 2016). Outro exemplo é a
deteccdo de algumas variantes do gene KLK3, responsavel pela producdo do
antigeno PSA (do Inglés prostate-specific antigen). O monitoramento dos niveis
séricos de PSA juntamente com a deteccdo de determinadas isoformas pode
acarretar a uma diferenciacdo entre um cancer de prostata e uma hiperplasia

prostatica (Brinkman, 2004).



1.3 - Sequenciamento de alta vazdo e o seu uso para a analise de
transcriptomas

Os sequenciadores de alta vazdo (do Inglés Next Generation Sequencing;
NGS) surgiram h& aproximadamente dez anos possibilitando o sequenciamento de
genomas e transcriptomas em quantidade sem precedentes (Nene et al., 2007;
Mortazavi et al; 2010; Scally et al., 2012) e a criagcdo de grandes projetos como o
Projeto 1000 genomas (Sudmant et al., 2015), ENCODE (Dunham et al., 2012) e
TCGA (The Cancer Genome Atlas Network, 2013). Com o passar dos anos, as
plataformas de sequenciamento sofreram inovac¢des que acarretaram na reducao de
seu custo-beneficio e consequentemente no acesso desta tecnologia a pequenos
laboratorios e instituicdes de pequeno porte (revisto por van Dijk, 2014).

O processo de sequenciamento varia de acordo com a plataforma utilizada e
consequentemente, o volume de dados e o tratamento aplicados a eles também
(Metzker, 2010). Entretanto, o produto gerado pelo sequenciamento, conhecido
como read, passa por tratamentos como remocdo de adaptadores, filtro por
gualidade e selecao a partir do tamanho da sequéncia (Williams et al., 2016). O tipo
de read gerado também influencia na estratégia do estudo. Enquanto os Single-end
auxiliam numa melhor contagem dos transcritos e sua expressdo, os paired-end
reads ajudam a resolver rearranjos cromossémicos como insercoes, delecdes e
inversdes (Ekblom e Wolf, 2014).

O sequenciamento de alta vaz&o do transcriptoma ou RNA-Seq (do Inglés,
RNA sequencing) também obteve avancos tanto para os RNAs nédo-codificadores
(Zhao et al., 2016; Zhang et al., 2016) como também para os RNAs mensageiros
(mMRNA-Seq; Herzel e Neugebauer, 2015; Tembe et al., 2014). No que tange a
descoberta de potenciais transcritos processados alternativamente, os trabalhos
abrangem diferentes areas como cancer (Hong et al., 2016), doenca de Alzheimer
(Love et al., 2015) e sequenciamento de uma unica célula (Welch et al., 2016). A
guantificacdo dos transcritos expressos e principalmente sua expresséao diferencial
em diferentes condi¢cdes também sdo abordagens estudadas (Aschoff et al., 2013).

Como a maioria dos sequenciadores ainda produzem reads com tamanhos
limitados, h& o desafio de recriar os transcritos completos provenientes dos dados
de RNA-Seq. Desta forma, a montagem de transcriptoma € uma area que tem se
desenvolvido nos ultimos anos e contribuido para a identificacdo de variantes de

splicing.



A montagem de transcriptoma tem como objetivo recriar os transcritos a partir
dos dados de RNA-Seq. Quando o genoma de um organismo é conhecido, este
pode ser utilizado como referéncia, auxiliando na constru¢gdo dos transcritos.
Entretanto, quando o genoma de um determinado organismo ndo se encontra
disponivel, é utilizada a montagem de novo como estratégia. Demais grupos vém
utiizando as duas abordagens mencionadas como forma garantir um controle
melhor quanto a construcdo dos transcritos (com genoma de refréncia), bem como a
identificagdo de novas isoformas de splicing alternativo (de novo) (Martin e Wang,
2011).

Uma das formas de montar um transcriptoma é usar uma referéncia, também
conhecida como ab initio. Esta abordagem tem como foco a construgdo dos
transcritos através de grafos apos o mapeamento dos reads no genoma. Os
programas Cufflinks (Trapnell et al., 2010) e Scripture (Guttman et al., 2010) s&o os
principais representantes desta abordagem, variando basicamente no modo de
construcao dos grafos. O primeiro tenta encontrar o menor conjunto de transcritos
para inferir as jungdes dos introns no reads, ou seja, busca o0 menor caminho para a
construcdo do grafo. JA o segundo, constréi grafos baseados na sequéncia
genbmica e procura pelos reads que complementam estes grafos. Apesar da
necessidade de um volume de dados menor para realizar esta abordagem, a
montagem com genoma de referéncia torna-se dependente da qualidade do genoma
do organismo em estudo (Martin e Wang, 2011).

A montagem de transcriptoma de novo caracteriza-se pela construcdo dos
transcritos sem utilizar um genoma de referéncia. Basicamente, a proposta é retirar
as redundancias dos reads e realizar a sobreposi¢cdo destes para a montagem dos
transcritos utilizando grafos de Brujin. Para esta abordagem, uma série de
programas tém sido desenvolvidos, sendo eles: Trans-ABySS (Robertson et al.,
2010), EBARDenovo (Chu et al., 2013), KisSplice (Sacomoto et al., 2012) , IDBA-
Tran (Peng et al., 2013). Porém, segundo comparacdes feitas, os programas Trinity
(Grabherr et al., 2011) e Oases (Schulz et al.,, 2012) tem se mostrado com
desempenho mais satisfatorio (Clarke et al., 2012; Lu et al., 2013). Esta abordagem
tem como vantagem a sua utilizacdo para aqueles organismos que ndo possuem
seu genoma sequenciado e amplamente anotado. Entretanto, comparados o0s

volumes de dados entre a montagem com genoma de referéncia e de novo, a



segunda necessita cobertura de 30 vezes para a construcdo hipotética dos
transcritos (Martin e Wang, 2011).

A combinacdo entre as duas abordagens tém sido utilizada recentemente
visando o aprimoramento da montagem de transcritos. Esta estratégia mista pode
ser aplicada de duas formas: (a) alinhamento dos reads seguido da montagem com
0 genoma de referéncia e a montagem de novo para os reads nao mapeados ou (b)
montagem de novo com os reads para a formacao dos contigs, seguido da utilizacao
dos reads ndo-montados com um genoma de referéncia para estender estes contigs

e ampliar a informacgao transcritdmica (Figura 1.5).
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Figura 1.5 - Combinacdo de estratégias para a montagem de transcriptoma de novo e com
genoma de referéncia (Figura adaptada de Martin e Wang, 2011)
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1.4 - Protebmica

A Espectrometria de massas (MS; do Inglés, mass spectrometry) é uma
técnica que tem sua origem no trabalho pioneiro de Thomson (1897), quando a
relacdo de massa e carga do elétron foi determinada. O primeiro espectrometro de
massas foi desenvolvido por Dempster (1918) e seu aprimoramento realizado por
Aston (1919), onde a relacdo de massa para carga (m/z) foi calculada de forma mais
precisa. O trabalho de Munson e Field (1966) também se destaca pela a descoberta
da ionizagdo quimica, que possibilitou a analise de misturas e consequentemente a
caracterizacdo de peptideos e acucares (Meurer, 2003). Ao longo dos anos, a
espectrometria de massas tem sido aprimorada em termos de equipamento e
aplicacoes (revisto por Zhang e Rockwood, 2015).

A MS possui grande aplicacdo na prote6mica (revisto por Domon e Aebersold,
2006) para a determinacdo do perfil proteico de um organismo através de uma
amostra proveniente de um tecido (Wilhelm et al., 2014) ou de uma Unica célula
(Chen et al., 2016). Antes de ser inserida no espectrometro de massas, a amostra é
preparada através de técnicas como géis de eletroforese bidimensionais, bandas
isoladas de SDS-PAGE e a cromatografia liquida. O preparo como um todo depende
da amostra em si e do objetivo do estudo (Gundry et al., 2009).

As estratégias para a identificacdo de proteinas através da MS também
podem ser divididas em trés: (a) top-down, onde a proteinas sdo analisadas
diretamente no espectrbmetro de massas sem passar por uma quebra enzimatica;
(b) bottom-up, onde as proteinas sdo digeridas por uma enzima (geralmente
tripsina), e seus peptideos sdo inseridos no espectrdmetro de massas. Esta
estratégia também é conhecida como shotgun e € a mais utilizada nos estudos de
protedmica; (c) middle-down, onde as duas estratégias anteriores s&o utilizadas. E
feita a digestdo das proteinas de forma parcial, gerando fragmentos (um pouco
maiores que o0s obtidos por bottom-up) que sdo inseridos no espectrometro de
massas.

Como mencionado, dependendo do preparo e da estratégia utilizada, as
proteinas e seus peptideos podem ser analisados no espectrdbmetro de massas de
formas diferentes. Uma das abordagens consiste na digestdo das proteinas por uma
enzima, gerando fragmentos peptidicos que terdo a sua massa calculada. Esses
fragmentos tém o seu espectro comparado contra 0s espectros teéricos gerados a

partir de um repositério de proteinas conhecidas. Quando os espectros tedrico e
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experimental coincidem, é utilizado o termo “Peptide spetrum match” (PSM),
indicando que aquele peptideo foi registrado e consequentemente sua proteina de
origem foi identificada (Thiede et al., 2005). J& a abordagem em Tandem, MS/MS ou
MS2 possibilita a analise de misturas contendo vérias proteinas. Apds a digestédo
enzimatica das proteinas, os peptideos sdo fragmentados em aminoacidos através
da colisdo com um gas inerte pela técnica Collision Induced Dissociation (CID). Com
a ionizacdo, esses aminoacidos sdo analisados e detectados, sendo possivel
determinar a sequéncia peptidica através da massa de cada um deles. Esses
espectros experimentais serdo comparados contra os espectros tedricos de um
repositorio proteico (na busca por PSMs) para a identificacdo da proteina. (Yates,
1998).

A quantificagdo de proteinas através de experimentos de MS tem se
desenvolvido ao longo dos anos (revisto por Bantscheff, 2012). Entre as técnicas
utilizadas podemos citar a stable isotope labelling que é fundamentada na utilizac&o
de isOtopos estaveis na amostra em estudo. Como esses isSO0topos possuem uma
massa especifica, o espectrometro de massas consegue diferenciar os peptideos
gue possuem esses isotopos daqueles que ndo marcados. Assim, a quantificacao é
feita a partir da intensidade dos sinais (Gygi et al., 1999; Hanke et al., 2008; Schmidt
et al., 2004). Ja a técnica label-free é feita baseada na quantidade absoluta ou na
intensidade do sinal dos peptideos, sem a utilizacdo de is6topos (Liu et al., 2004;
Ishihama et al., 2005).

A identificacdo das proteinas em experimentos de MS depende, entre outros
aspectos, do repositorio proteico utilizado para a comparacdo entre 0s espectros
tedricos e experimentais. As bases de dados do RefSeq (Pruitt et al., 2014),
UniProt/SwissProt (The UniProt Consortium, 2015) e ENSEMBL (Yates et al., 2016)
sdo tradicionalmente utilizadas por serem frequentemente atualizadas e por
conterem sequéncias com validacdo experimental. Entretanto, a pequena
guantidade de sequéncias curadas limita o numero de proteinas identificadas e
dificulta identificacdo daquelas geradas por eventos como splicing alternativo,
promotor alternativo e poliadenilacéo alternativa.

Outro desafio encontrado na intepretacdo de resultados de MS na protebmica
€ determinar quais isoformas de um determinado gene ou de uma familia génica
estavam realmente presentes na amostra. Isto ocorre porque muitos dos peptideos
encontrados nos experimentos de MS sdo compartilhados por outras proteinas.

Quando um peptideo pertence somente a uma Unica proteina ele é classificado
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como Unico ou proteotipico, pois através dele é possivel confirmar a presenca de
uma determinada isoforma (Figura 1.6). Este problema esta diretamente relacionado
com a escolha do repositério proteico usado para as andlises, pois dependendo de
sua composicao, a busca por potenciais novas isoformas fica limitada & um conjunto
de proteinas ja conhecido. Assim, a necessidade de repositérios mais
especializados ou personalizados se fez presente e sera debatida no préximo topico.

ISOFORMA 2 | I - [ 1 1 I |

+ .
*
o .

|.GALVIPFSTCYN |
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. *
. 0

ISOFORMA 3 | I - 1 I |

Figura 1.6 - Representacdo hipotética de peptideos compartiihados e exclusivos entre
isoformas (retangulos azuis: éxons codificadores; retdngulos amarelos: regibes nao
codificadoras; retdngulo com borda verde: peptideo compartilhado entre as isoformas 2 e 3
localizado no éxon 2; retdngulo com borda vermelha: peptideo exclusivo as isoforma 1
localizado no éxon 4).

A validacdo estatistica dos peptideos e consequentemente das proteinas
encontradas também esta relacionada com os repositorios encontrados. A taxa de
falso positivos (do Inglés, false discovery rate; FDR) e a probabilidade de erro
posterior (do Inglés, posterior error probability; PEP) sdo os critérios utilizados para
validar estatisticamente as proteinas encontradas em experimentos de MS. Em
resumo, a FDR procura atribuir uma taxa de erro para um determinado conjunto de
proteinas encontradas. JA a PEP atribui uma probabilidade de um determinado
peptideo ter sido identificado de forma errébnea. De uma forma geral, a FDR é
utilizada em experimentos onde o objetivo € analisar o perfil proteico de uma
determinada amostra. Ao passo que a vantagem da PEP, é utilizada para a
validacdo de peptideos-chave, em especial aqueles que caracterizam uma

determinada isoforma (Kall, 2007).
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1.5 - A Proteogendmica

Segundo Nesvizhskii (2014), o termo proteogendmica foi primeiramente
utilizado por Jaffe e colaboradores (2004), onde em seu trabalho, dados de
protedmica foram utilizados para aprimorar a anotacdo do genoma. Recentemente,
ela pode ser definida como é a &rea de pesquisa que atua na interface entre a
gendomica e a protedbmica (Nesvizhskii, 2014). Isso porque, o desenvolvimento de
diferentes tecnologias “omicas”, motivou diversos grupos a utilizarem seus dados,
buscando identificar e entender todos os processos e elementos gerados desde a
expressdo génica até a codificacdo das proteinas. Entre as tecnologias mais
utilizadas, estdo o RNA-Seq e a MS devido ao grande volume de dados gerados.
Outra caracteristica presente nos estudos em proteogenémica é a utilizacdo de
repositorios proteicos personalizados de acordo com a amostra a ser analisada.

Um dos primeiros estudos voltados esta estratégia foi realizado por Ning e
Nesvizhskii (2010), onde se buscou identificar novas formas de splicing alternativo
em trés tecidos diferentes de camundongo (musculo esquelético, figado e tronco
cerebral). O repositorio proteico utilizado continha sequéncias proteicas canfnicas e
sequéncias obtidas de dados de RNA-Seq. Para cria-lo, o transcriptoma
sequenciado foi traduzido nas seis fases de leitura onde apenas sequéncias com
mais de 30 aminoacidos foram selecionadas. De acordo com o0s autores, para cada
tecido, de dois a trés peptideos indicavam novas juncdes de splice que tambéem
eram confirmadas por ESTs. Apesar do pequeno numero de novos peptideos
identificados, este estudo foi uma das primeiras iniciativas que instigaram outros
trabalhos a unir dados de RNA-Seq e MS.

Sheynkman e colaboradores (2013) também utilizaram um repositorio proteico
personalizado para detectar variantes de splicing. Este foi construido a partir de
sequéncias canbnicas oriundas do Uniprot-Trembl e sequéncias de peptideos
provenientes de dados de RNA-Seq. Esses peptideos que foram traduzidos in silico,
correspondem as juncdes de splice identificadas no transcriptoma de uma linhagem
de células T (Jurkat Cells). Os dados protedmicos para MS também foram obtidos a
partir da origem, o que poderia favorecer uma correlacdo entres os dados de RNA-
Seqg e MS. Ao final, foram identificados 57 peptideos correspondentes as jun¢des de
splice e que ndo estavam presentes nas sequéncias canonicas.

Em trabalho desenvolvido pelo nosso grupo, outro repositorio personalizado

foi criado a partir de sequéncias canbnicas e peptideos derivados de potenciais
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variantes de splicing. O repositério entdo foi utilizado contra os mesmos dados de
MS citados no paragrafo anterior com a proposta de identificar potenciais variantes
de splicing. Foram identificados 54 peptideos (Tavares et al., 2014), dos quais 10
eram idénticos aos encontrados por Sheynkman e colaboradores (2013). Este
estudo faz parte da presente tese e seu desenvolvimento sera melhor descrito nas
proximas secgoes.

Demais estudos também utilizaram as abordagens com RNA-Seg/MS, porém
as andlises de MS foram feitas com repositérios tradicionalmente utilizados
(Lundberg et al., 2010; Nagaraj et al., 2011; Higareda-Almaraz, et al., 2013). Apesar
de trazerem seguranca para 0s resultados encontrados, esses repositérios
impossibilitam a descoberta de novas isoformas. Por outro lado, repositérios
personalizados criam a possibilidade de encontrar novas variantes de splicing e
demais proteinas derivadas outros processos celulares, que poderiam ser alvo para
o desenvolvimento de farmacos (revisto por Tavares et al., 2015). A combinacéo
entre a origem dos dados de RNA-Seg/MS, e a maneira como estes repositorios séo

construidos também podem auxiliar nessas descobertas (Figura 1.7).
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Figura 1.7 - Esquema representativo entre as origens das amostras e as bases de dados
para a andlise em proteogendmica (figura adaptada de Tavares et al., 2015). O
transcriptoma e o proteoma podem ter origens diferentes, gerando dados a partir de RNA-
Seq e de MS, respectivamente. Os dados de RNA-Seq podem ser associados a
repositérios publicos gerando bases de dados personalizadas que serdo utilizadas pela
espectrometria de massas ha busca por novas variantes de splicing.

Krug e colaboradores (2014) utilizaram dados de RNA-Seq na busca por
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP, do Inglés Single Nucleotide
Polymorphism) nédo sinbnimo. Os SNPs foram detectados através do programa SAM
tools (Li et al., 2009) e o programa Cufflinks (Trapnell et al., 2010) foi utilizado para a
montagem dos transcritos. Foram construidos trés repositorios personalizados tendo
como base sequéncias proteicas do Uniprot: o primeiro consistia na traducdo dos
transcritos nas seis fases de leitura. Para o segundo repositério, foi utilizado um
software que inferia as regides codificadoras dos transcritos. O terceiro e ultimo
repositério foi composto por transcritos que tiveram seus SNPs preditos
computacionalmente por um software. Apesar do numero de SNPs identificados

pelos trés repositorios terem sido aproximadamente o0 mesmo, mais da metade deles
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foi identificado como falso positivo quando o primeiro repositério foi utilizado. Este
resultado demonstra a importancia de se buscar estratégias para a correta traducao
dos transcritos a fim de evitar resultados derivados das metodologias utilizadas.
Sheynkman e colaboradores também publicaram um artigo voltado para a busca por
SNPs ndo sinbnimos em uma linhagem de linfocitos T humanos. A partir de dados
de RNA-Seq foram construidos repositorios personalizados, onde 70% dos SNPs
identificados ndo estavam presentes na base de dados dbSNP (Sherry et al., 2001).
Essa abordagem demonstra como novos dados de RNA-Seq sé&o importantes para a
identificacdo de novos SNPs.

A proteogen6mica também avanca na area da oncologia, como no estudo de
Keerthikumar e colaboradores (2015), que analisaram o transcriptoma e o proteoma
das vesiculas extracelulares de linhagens celulares humanas de neuroblastoma.
Foram criados dois repositorios para a elucidacdo do repertério proteico de tais
vesiculas: o primeiro consistia na utilizacdo de um repositorio tradicional (RefSeq) e
0 segundo foi formado pela traducéo in silico de mRNAs de ectosomas e exomas.
Este repositério possuia informacdes sobre INDELs e SNPs, e seria analisado por
espectrometria de massas para a identificacdo de proteinas mutantes. Além de
serem identificadas, tais proteinas possuiam o potencial para induzirem
significativamente a proliferacdo e migracdo das células através do repositorio
customizado. Mertins e colaboradores (2016) analisaram 105 tumores de mama
armazenados no TCGA e também criaram repositorios personalizados baseados em
cada um deles. Os repositorios eram compostos também pelo repositério tradicional
RefSeq, juntamente com dados de SNPs processados pelo programa QUILTS
(Ruggles et al., 2015). Apesar da grande variabilidade de informacéo transcriptdmica
gerada, 0 numero de transcritos com essas Vvariagbes confirmados pela
espectrometria de massas foi baixo.

Um dos projetos que caracterizam bem o crescimento da proteogendémica é o
Chromosome-based Human Proteome Project (C-HUPO; Paik et al., 2012). Lancado
em 2012, o projeto envolve diferentes laboratérios ao redor do mundo responsaveis
por caracterizar o proteoma humano de acordo com cada cromossomo analisado. O
Brasil participa deste projeto, tendo como foco o cromossomo 15, através de
trabalhos que analisaram, por exemplo, o tecido cerebral (Martins-de-Souza et al.,
2013). O C-HUPO também aborda trabalhos voltados o cancer, como publicado por
Menon e colaboradores (2014). Utilizando RNA-seq e MS, o grupo focou na

identificacdo de variantes de splicing do cromossomo 17, que possui genes
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associados ao céancer como BRCAL1, BRCA2 e TP53. Utilizando trés linhagens
celulares de cancer de mama, 4.406 transcritos foram identificados utilizando RNA-
seq, sendo 23,88% deles considerados variantes de splicing. Os resultados de MS
indicaram novos peptideos que estavam localizados em regides ndo codificadoras
de alguns genes, indicando um mecanismo de splicing desregulado ou uma
incorreta anotacdo das regides codificadoras e nao-codificadoras deste gene.
Fanayan e colaboradores também utilizaram a abordagem por RNA-Seq/MS ao
analisar trés linhagens celulares de céancer colorretal e correlacionar os niveis de
transcritos expressos e proteinas codificadas em cada linhagem. Apds a analise e
comparados 0s niveis de expressdo com outros trabalhos com resultados
semelhantes, os autores sugeriram potenciais marcadores para cada cancer.
Demais trabalhos desenvolveram pipelines automatizados e bases de dados
inspirados no projeto C-HPP. Krasnov e colaboradores (2015) desenvolveram o
pipeline automatizado “PPLine” que consegue detectar SNPs e variantes de splicing.
Para demonstrar seu funcionamento, dados de RNA-Seq da linhagem de
hepatocitos humanos HepG2 e de amostras teciduais de figado foram utilizados
juntamente com dados de espectrometria de massas. Foram identificados 659
transcritos contendo SNPs que ndo estavam anotados na base dbSNP além de 17
INDELS associados a modificacdes na fase de leitura. Jeong e colaboradores (2015)
desenvolveram uma base de dados que reune as proteinas ja conhecidas pelo
projeto C-HPP e explora-las a partir de cada cromossomo.

Tendo em vista a associacdo de diferentes abordagens envolvendo
tecnologias de larga-escala, a presente tese representa uma das iniciativas na

proteogendémica e que buscou contribuir com o estado da arte nesta area.

18



2. OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Desenvolver uma abordagem de proteogendmica para a andalise de eventos
de splicing alternativo em dados de transcriptoma e proteoma oriundos de homem e

camundongo.

2.2 - Objetivos Especificos

a) Mapear dados de transcriptoma (dbEST e dados de RNA-Seq) de cada

uma das duas espécies nas suas respectivas sequencias de genoma de referéncia.

b) Detectar eventos de splicing alternativo no homem e camundongo.

c¢) Criar um repositorio contendo a traducao hipotética de variantes de splicing

para cada uma das espécies.
d) Buscar variantes de splicing ndo descritas em outros repositérios de

sequéncias de proteinas e presentes nas duas espécies que sao foco de analise

neste projeto
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3. MATERIAL E METODOS

A metodologia do presente trabalho esta dividida em quatro partes: (a)
informagbes sobre os dados utilizados; (b) construgdo das bases de dados,
identificacdo e traducdo das variantes de splicing; (c) desenvolvimento do pipeline
para a montagem de transcriptoma; e (d) construcdo de repositérios proteicos e sua
aplicacdo na anotacéo de experimentos de espectrometria massas.

3.1 - Dados utilizados

Todos os resultados que serdo apresentados séo referentes aos organismos
Homo sapiens e Mus musculus. Para isso, genoma humano (versdo hg-19) e de
camundongo (versdo mm9) foram obtidos através do sitio de FTP da Universidade
da Califérnia, campus Santa Cruz (UCSC) (Karolchik et al., 2003).

Dados referentes aos transcritos e proteinas foram obtidos através do projeto
RefSeq (Pruitt et al., 2009) onde foi possivel obter dados de sequéncias de
referéncia (prefixos NM e NP). Com o intuito de detectar mais variantes de splicing,
foram utilizadas ESTs disponiveis no repositorio dbEST (Boguski et al., 1993).

Duas fontes de sequenciamento de larga escala foram utilizadas. A primeira
proveniente da plataforma de sequenciamento 454/Roche obtida através do
repositorio SRA (Sequence Read Archive), hospedado pelo site do NCBI (National
Center for Biotechnology Information). Esses dados estado relacionados a estudos de
cancer de mama e melanoma, cujos identificadores do SRA do NCBI séo:
SRP000614, ERP000265, SRP003173 e SRP003483.

A segunda fonte foi obtida através do estudo de Lin e colaboradores (2014),
onde se buscou ampliar a identificacdo de novas variantes de splicing através da
montagem de transcriptoma. Nesse trabalho, as bibliotecas paired-end de RNAs
mensageiros foram sequenciadas de treze tecidos diferentes tanto para homem
guanto para camundongo. As amostras humanas de tecido adiposo, glandula
adrenal, figado, rim, pancreas, pulmao, coracéo, intestino delgado, intestino grosso e
baco foram obtidas através de doacdes enquanto as de cérebro, ovario e testiculo
foram obtidos comercialmente. As amostras dos tecidos de camundongo foram
obtidas a partir da linhagem C57BL com idade entre seis e dez semanas de vida.
Para cada tecido, foram obtidas duas réplicas técnicas com excecdo do tecido
ovariano, onde apenas uma réplica estava disponivel para download para cada

organismo, totalizando cinquenta amostras. Por fim, todas as corridas passaram por
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um filtro de qualidade de 30 (Phred score) e remo¢do do adaptador através do
software  TrimGalore  (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/;

versao 0.3.7).

3.2 - Construcao das bases de dados, identificag&o e traducéo das variantes de
splicing

3.2.1 - Construcao das bases de dados

Utilizando o programa BLAT (Kent, 2002), os dados de RefSeq e EST foram
alinhados contra os genomas dos respectivos organismos para a determinacdo das
coordenadas génicas. Em seguida, cada transcrito foi agrupado através do projeto
Unigene (Wheeler et al., 2003) para Homo sapiens (versdo 235) e Mus musculus
(versao 194). Transcritos contendo apenas um éxon foram excluidos das bases de
dados. Todas as informacbes processadas foram armazenadas em uma base de
dados utilizando o sistema gerenciador de banco de dados (SGBD) PostgreSQL
(verséo 8.4.7).

3.2.2 - Identificacdo das variantes de splicing

Os transcritos de cada organismo em estudo foram analisados quanto aos
seus mapeamentos e agrupados em variantes de splicing utilizando a metodologia
de matrizes ternarias (pedido de patente requisitada no INPI sob o ndamero PI
0703888-7 e concedida na Suica sob numero 699132). As matrizes ternarias sao
matrizes de tamanho NxM, onde N é o numero total de quaisquer transcritos ou
proteinas mapeados em uma regido especifica de um dado genoma, e M é o
namero total de éxons e introns encontrados na mesma regido. A identificacdo dos
eventos de splicing alternativo e demais caracteristicas desta metodologia estao
descritas de forma mais detalhada no artigo publicado durante este doutorado
(Tavares et al., 2014).

21



3.2.3 - Traducgédo das variantes de splicing

Durante o mestrado deste estudante, foi realizado o teste de conceito que
avaliou a traducéo in silico dos programas Transeq (Rice et al., 2000), AUGUSTUS
(Stanke et al., 2006) e PASA (Haas et al., 2003). Este teste consistia na traducao in
silico de RNAs mensageiros de referéncia e seu posterior alinhamento contra a sua
sequéncia proteica de referéncia (RefSeq) correspondente. Apos verificar que o
programa Transeq gerou os melhores resultados, todas as variantes de splicing da
base de dados de homem (com base nos dados de ESTs, RefSeq e reads SRA)
foram traduzidas, gerando o repositorio proteico denominado SpliceProt (Tavares et
al., 2014).

Da mesma forma, as variantes geradas pelas montagens de transcriptoma de
novo foram submetidas a identificacdo de variantes de splicing e sua subsequente

traducdo in silico a partir do nossa metodologia previamente testada e publicada.

3.3 - Desenvolvimento do pipeline para montagem de transcriptoma

A montagem de transcriptoma dos dados de RNA-Seq de homem e
camundongo foi realizada com o intuito de reconstruirmos as sequéncias completas
dos transcritos, inseri-las em nosso sistema para a identificacdo das variantes de
splicing e realizar sua posterior traducdo. Resumidamente, o pipeline seleciona os
reads nao utilizados pela montagem com genoma de referéncia para que sejam
conduzidos a montagem de novo. Foram utilizados os softwares de montagem com
genoma de referéncia Cufflinks (Trapnell et al., 2010; verséo 2.2.1) e montagem de
novo Trinity (Grabherr et al., 2011; versao r20140717). Complementando o pipeline,
o programa Novoalign (http://www.novocraft.com; versdo 3.02.10) também foi
utilizado para o alinhamento dos reads e o programa Samtools (Li et al., 2009;
versao 0.1.19) foi aplicado nas etapas de selecdo dos reads mapeados. Por fim,
foram criados scripts em linguagem de programacéo Perl para a devida selecédo dos
reads de acordo com cada etapa da montagem. A Figura 3.1 mostra resumidamente

as etapas deste processo.
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Figura 3.1 - Etapas executadas no pipeline para a montagem com genoma de referéncia e
de novo. A etapa 1 realiza o primeiro alinhamento com os reads apds o trimming e posterior
montagem com genoma de referéncia utilizando o programa Cufflinks. A etapa 2 realiza o
alinhamento dos reads utilizados na primeira etapa contra as sequéncias dos transcritos
reconstruidos pelo Cufflinks. Em seguida, um script em Perl seleciona os reads que foram
mapeados corretamente nos transcritos com o objetivo de identificar quais foram utilizados
pela montagem com genoma de referéncia. A etapa 3 realiza o alinhamento dos reads nao
utilizados pelo Cufflinks contra as sequéncias de genes humanos. Em seguida, a partir de
um script em Perl, aqueles reads mapeados corretamente em apenas um Unico gene foram
direcionados para montagem de novo com o programa Trinity.
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3.3.1 - Etapa 1: Alinhamento contra o genoma (1° Alinhamento) e montagem
com genoma de referéncia

Apos o devido tratamento dos reads mencionado ao final no item 3.1, cada
uma das 50 corridas passou por um primeiro alinhamento contra o genoma de sua
respectiva espécie. Em seguida, cada arquivo de alinhamento foi preparado para a
montagem com genoma de referéncia com o programa Cufflinks. O preparo consistia
na converséo de cada arquivo de alinhamento no formado SAM para o formato BAM
e sua subsequente ordenacao.

Além dos arquivos de alinhamento devidamente preparados, a montagem
com genoma de referéncia necessita um arquivo no formato GTF (do Inglés, Gene
Transfer Format) que contém as coordenadas dos éxons de transcritos ja anotados.
Desta forma, através do sitio da Universidade da Califérnia, campus Santa Cruz
(UCSC), foram obtidos para cada organismo em estudo, dois arquivos (um para
cada organismo) no formato mencionado contendo as informacfes de RNAs
mensageiros de referéncia do projeto RefSeq.

Fornecidos os arquivos necessarios, a montagem com genoma de referéncia
foi executada com o objetivo reconstruir os transcritos de cada tecido de cada
espécie e subsequentemente com a montagem de novo. Entretanto, o Cufflinks néo
informa quais reads foram utilizados para a montagem e quais foram descartados.
Os arquivos de saida gerados indicam os transcritos foram montados, seus niveis de
expressao e de seus genes. Sendo assim, a segunda etapa deste pipeline destina-

se aidentificacdo de tais reads para dar prosseguimento a montagem de novo.

3.3.2 - Etapa 2: Alinhamento contra as sequéncias dos transcritos montados
(2° Alinhamento) e 12 selecado de reads

Para identificarmos quais reads foram utilizados, foi estabelecido um contato
com desenvolvedor do Cufflinks, Dr. Cole Trapnell, que sugeriu um segundo
alinhamento dos reads originais contra a sequéncia dos transcritos identificados pelo
seu programa. Desta forma, para cada arquivo que indicava os transcritos que foram
montados, o programa Gffread (disponivel no pacote de programas do Cufflinks) foi
utilizado para a reconstrucao de cada transcrito baseado na sequéncia genémica de
cada organismo. Com as sequéncias reconstruidas, cada uma foi utilizada como
referéncia para um segundo alinhamento usando os mesmos reads da primeira

etapa.
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Ao serem alinhados, os reads podem ser mapeados em regides que nao
correspondem a sua verdadeira origem. Desta forma, com o auxilio do programa
Samtools, foi possivel filtrar os reads mapeados corretamente a partir do campo
“Flag” no segundo arquivo de alinhamento. Para que os reads fossem considerados
corretamente mapeados (orientacdo correta), estes deveriam apresentar um dos
dois pares de “Flags” no arquivo de alinhamento: 99 e 147 ou 83 e 163. Identificados
os reads mapeados corretamente, foi possivel entdo selecionar aqueles néo
utilizados para a montagem com genoma de referéncia a partir de um script escrito
na linguagem de programacao Perl desenvolvido em nosso laboratério. Esses reads
passaram por um ultimo processamento na terceira etapa deste pipeline com o

intuito de refinar a montagem de novo com o programa Trinity.

3.3.3 - Etapa 3: Alinhamento contra as sequéncias génicas (3° Alinhamento), 22
selecéo de reads e montagem de novo

Os reads que nao foram utilizados para a montagem com genoma de
referéncia passaram por um terceiro alinhamento contra as sequéncias génicas de
cada organismo antes dar inicio a montagem de novo. Este terceiro alinhamento foi
necessario a fim de aprimorar a montagem com o Trinity identificando quais reads
foram alinhados corretamente em apenas um Unico gene. Desta forma, foi possivel
evitar que reads alinhados em diferentes regides génicas pudessem ser utilizados na
reconstrucdo de um mesmo transcrito.

Com o auxilio do programa Samtools e utilizando os mesmos critérios para o
campo Flag da etapa 2 deste pipeline, foi possivel filtrar quais reads foram
mapeados corretamente em apenas um Unico gene no terceiro arquivo de
alinhamento. Em seguida, a partr de um segundo script em Perl (também
desenvolvido em nosso laboratério), foram selecionados estes reads para que
fossem agrupados em arquivos Fastq, de acordo com seu gene correspondente.
Prontamente, a montagem de novo foi aplicada em cada gene utilizando esses
arquivos Fastg contendo seus respectivos reads. Por fim, os transcritos montados
foram incorporados as bases de dados de homem e camundongo (item 3.2) para

gue enfim fossem analisados na busca por novas variantes de splicing.
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3.4 - Construcdo de repositorios proteicos e sua aplicacdo em experimentos de
espectrometria massas

Foram construidos quarto repositérios proteicos (trés para homem e um para
camundongo) contendo as sequéncias polipeptidicas oriundas da traducdo das
variantes de splicing detectadas nos dados de transcriptoma. Cada um deles foi
adaptado e aplicado em diferentes experimentos de espectrometria de massas a fim
de se identificar potenciais novas variantes de splicing ou tragar o perfil do conjunto
de transcritos e proteinas encontrados.

Em todos os experimentos de MS envolvendo os repositérios criados, foram
aplicados os mesmos parametros para a identificacdo e validacdo das isoformas.
Para a busca dos espectros, os parametros do programa Sequest disponivel no
sistema Proteome Discoverer (versdo 1.3) foram configurados de forma a se
aproximar da mesma configuracdo realizada no trabalho de Sheynkman e
colaboradores (2013). Todas as andlises descritas nesse texto que usaram O
sistema Proteome Discoverer foram realizadas em colaboragdo com o a Dra.
Adriana Franco Paes Leme e a Dra. Bianca Pauletti do Laboratorio Nacional de
Biociéncias (LNBio/Campinas-SP). Da mesma maneira, 0s critérios estatisticos para
validar a identificacdo das proteinas também foram baseados no trabalho
previamente mencionado, onde foram utilizados: “False Discovery Rate” (FDR) a 1%
e 5% e “Posterior Error Probability” (PEP) a 1% e 5%.

O primeiro repositorio foi submetido a dados de MS da linhagem de linfocitos
T TIB-152 (Jurkat cells) utilizados no estudo de Sheynkman e colaboradores (2013).
O repositério em questdo foi construido selecionando sequéncias proteicas néo
redundantes do repositério UniProtKB/SwissProt em conjunto com peptideos néo
redundantes oriundos da digestéo in silico das sequéncias do SpliceProt. Apenas as
sequéncias idénticas foram consideradas redundantes, sendo reduzidas a uma
Unica sequéncia utilizando uma variavel do tipo hash a partir de um script em Perl. A
digestdo computacional foi efetuada pelo programa Digest (pacote EMBOSS verséo
6.3.1) que foi previamente modificado para que a digestdo por tripsina clivasse
somente os peptideos lisina (L) e arginina (R), com exce¢do quando sucedidos por
uma prolina (P). Os peptideos gerados apos esta digestdo foram selecionados de
forma que ndo pudessem estar presentes em qualquer sequéncia proteica do
repositorio UniProtKB/SwissProt. Em seguida, os peptideos selecionados que

possuiam sequéncias idénticas também foram reduzidos a uma Unica sequéncia,
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removendo assim a sua redundancia. Ao final, esse peptideos foram adicionados ao

repositorio proteico-base composto pelo UniProtKB/SwissProt (Figura 3.2).

Digestdoin silico Verificagdo da presenca dos
por tripsina peptideos nas sequéncias do UniProt/SwissProt
SpliceProt Peptideos das sequéncias do SpliceProt
UniProt/SwissProt Arguivo tempordrio com as

sequéncias UniProt/SwissProt

l

Inser¢do dos peptideos ndo redundantes
no arquivo das sequéncias do UniProt/SwissProt

l

N Peptideos ndo redundantes

Repositério customizado

Figura 3.2 - Esquema para construcdo do primeiro repositorio proteico personalizados.

O segundo repositério foi submetido a dados de MS da linhagem de
oligondendrdcitos humanos MO3.13, publicados por Iwata e colaboradores (2013).
Para sua construcdo, as sequéncias canonicas do repositorio Uniprot/SwissProt
tiveram suas redundancias removidas (da mesma maneira como efetuado para o
primeiro repositorio) e em seguida, foram copiadas para um arquivo temporario. As
sequéncias identificadas como isoformas foram acrescidas a um arquivo a parte
junto com as sequéncias do SpliceProt e, apés a remocdo das sequéncias
redundantes, foi efetuada a digestdo computacional pelo programa Digest (também
modificado). Assim como feito para o primeiro repositério, os peptideos gerados
apos a digestdo foram selecionados de forma que ndo pudessem estar presentes
em qualquer sequéncia candnica. Por fim, esses peptideos selecionados tiveram
também a sua redundancia removida e, em seguida, foram acrescentados ao
repositorio proteico-base que continha as sequéncias canodnicas, finalizando o
segundo repositério (Figura 3.3). O estudo da busca por variantes de splicing
alternativo no proteoma de MO3.13 foi feito em colaboracdo com o Dr. Daniel
Martins-de-Souza (UNICAMP), Dra Juliana S. Cassoli (UNICAMP) e a Dra Patricia
Savio de Araujo Souza (UFF e INCA).
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Figura 3.3 - Esquema para construcéo do segundo repositorio proteico personalizado.

O terceiro repositorio humano gerado foi submetido a dados de MS de corpo
caloso (CC) e lobo temporal anterior (LTA) de humano publicados por Martins-de-
Souza e colaboradores (2013). Para a realizacdo desta andlise, foi criado um
repositorio proteico personalizado a partir dos dados de RNA-Seq de cérebro
humano que foram aplicados ao pipeline descrito no item 3.3. Para a construcao
deste repositorio, as sequéncias proteicas de referéncia (RefSeq) correspondentes
aos transcritos montados pelo Cufflinks foram obtidas em nossa base de dados. Em
seguida, foi necessario identificar quais destes transcritos eram candnicos ou
variantes de splicing. Desta forma, uma lista com transcritos classificados como
canodnicos foi obtida através do sitio da UCSC, como critério para a triagem destes
transcritos. Aqueles identificados como canénicos tiveram a redundéancia de suas
sequéncias removida da mesma forma como efetuado para o primeiro repositorio e
em seguida, copiados para um arquivo temporario. As isoformas também foram
copiadas para outro arquivo temporario, acrescidas das sequéncias traduzidas in
silico das variantes de splicing oriundas da montagem pelo Trinity que ndo foram
confirmadas quaisquer ESTs ou sequéncia do RefSeq. Por sua vez, as sequéncias
redundantes deste arquivo também foram removidas (como no primeiro repositoério)
e submetidas a digestdo in silico pelo programa Digest (também modificado). Da

mesma maneira como feito para o segundo repositério, os peptideos gerados apds
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esta digestao foram selecionados de forma que n&o pudessem estar presentes em
qualquer sequéncia dos transcritos canbnicos. Ao final, esses peptideos
selecionados tiveram também as suas sequéncias redundantes removidas (assim
como no primeiro repositorio) e, por fim, foram acrescentados ao repositorio
proteico-base que continha as sequéncias candnicas, finalizando o terceiro
repositorio (Figura 3.4). Um quarto repositério também foi criado para analisar trés
réplicas biolégicas de corpo caloso de cérebro de camundongo (Sharma et al.,
2015). Sua construgdo seguiu 0S mesmos passos e critérios utilizados para a
construcao do terceiro repositério humano e seus resultados seriam utilizados para
posterior comparacao entre eles. O estudo da busca por variantes de splicing
alternativo no proteoma de cérebro humano e de camundongo foi feito em

colaboragéo com o Dr. Daniel Martins-de-Souza (UNICAMP).

. Digestdo in silico
Sequéncias provenientes por tripsina
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|

Repositério customizado

Figura 3.4 - Esquema para construcéo do terceiro repositorio proteico personalizados.

3.5 - Dados experimentais de espectrometria de massa utilizados para a
validacao dos repositorios personalizados.

Dados de MS da linhagem de linfécitos T humano TIB-152 (Jurkat cells)
utilizados no estudo de Sheynkman e colaboradores (2013) foram utilizados para a
validacdo do primeiro repositério. Os dados estdo disponiveis no sitio eletrénico do
projeto Peptide Atlas (Desiere et al., 2006) sob o codigo “PASS00215”. Todos os 28
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arquivos brutos foram agrupados e analisados ao mesmo tempo, gerando apenas
uma unica saida para cada critério estatistico mencionado no item 3.4.

Dados de MS da linhagem de oligondendrocitos humanos MO3.13,
publicados por Iwata e colaboradores (2013), foram utilizados para a validacéo do
segundo repositorio. Os dados estdo disponiveis no sitio eletrbnico do projeto
ProteomeXchange (Vizcaino et al., 2014) sob o codigo “PXD000263”. Todos os 16
arquivos brutos foram agrupados e analisados ao mesmo tempo, gerando apenas
uma Unica saida para cada critério estatistico.

Dados de MS de corpo caloso e de lobo temporal anterior humano,
publicados por Martins-de-Souza e colaboradores (2013), foram utilizados para a
validacdo do terceiro repositorio. Os dados estdo disponiveis no sitio eletrénico do
projeto ProteomeXchange sobe o coédigo “PXD000547” (corpo caloso) e
“PXD000548” (lobo temporal anterior). As regides mencionadas foram extraidas de
oito individuos (trés mulheres e cinco homens), totalizando 80 arquivos brutos (40
para cada regido), que foram agrupados e analisados ao mesmo tempo, gerando
apenas uma Unica saida para cada critério estatistico.

Os dados de camundongo utilizados para a avaliacdo do quarto repositorio
proteico foram publicados por Sharma e colaboradores (2015), onde varias regioes
do cérebro deste organismo foram analisadas. Apenas trés arquivos brutos
correspondentes a trés réplicas bioldgicas de corpo caloso foram analisados

separadamente, gerando trés saidas diferentes para cada critério estatistico.

3.6 - Gene Set Enrichment Analysis e interacdo entre proteinas

O Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) € um método analitico que
determina se um grupo de genes € estatisticamente significante em um conjunto de
dados (Subramanian et al., 2005). Foi utilizado o modelo Model-based Gene Set
Analysis (MGSA) em sua versdo 1.13 (Bauer et al.,, 2010), através do pacote
Bioconductor (versdo 2.11; Reimers e Carey, 2006) e do programa estatistico R
(versdo 3.1.1). Esse método foi utilizado para a identificacdo dos processos
biologicos com base no Gene Ontology (GO; Ashburner et al.,, 2000) para as
isoformas detectadas no segundo e terceiro repositérios humanos personalizados.

Apenas as probabilidades acima de 80% foram consideradas.
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A interacdo entre as isoformas identificadas foi feita através de dados
experimentais contidos na base Ingenuity Pathways Knowledge Base (IPKB)
(http://www.ingenuity.com). Os genes correspondentes as isoformas identificadas pelo
0 segundo repositorio humano foram submetidas a essa base com intuito de se

detectar potenciais interacdes entre elas e demais proteinas.

3.7 - Validagéo experimental por RT-gPCR

Algumas das isoformas identificadas na linhagem de oligodendrdcitos
humanos (através do segundo repositério personalizado) foram validadas por PCR
guantitativo (RT-gPCR). O RNA total da linhagem MO3.13 foi isolado utilizando o
reagente Trizol LS (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e transcricdo reversa foi
realizada utilizando os primers-Oligo(dT) (Superscript™ |l Reverse Transcriptase,
Invitrogen). Os cDNAs sintetizados foram submetidos a RT-gPCR. A amplificacao
dos mMRNAs de [B-actina foi utilizada como controle utilizando SYBR Green Master
Mix (Applied Biosciences) e 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosciences,
Foster City, CA, USA). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os primers das variantes de splicing foram desenhados

para nao alinharem com os transcritos canonicos.

31



4. RESULTADOS

Os resultados apresentados nesta tese englobam trés grandes etapas
desenvolvidas e aprimoradas ao longo do doutorado e que se destinavam a
identificacdo de variantes de splicing no transcriptoma e sua posterior confirmagao
no proteoma por meio de experimentos de espectrometria de massas e RT-gPCR.

A primeira etapa destinou-se a construcao do primeiro repositério proteico,
denominado SpliceProt e culminou em uma publicacéo (Tavares et al., 2014). Neste
artigo, usamos o SpliceProt para analisar experimentos de MS a partir de dados
oriundos de linfocitos T (linhagem Jurkat). Nesse primeiro momento, sera
apresentado o desenvolvimento do método para a identificacdo e traducao in silico
de variantes de splicing, a construcdo de repositérios proteicos personalizados e a
confirmacédo da presenca dessas variantes no proteoma da linhagem utilizada.

A segunda etapa propde a construcao de um repositorio proteico aprimorado,
no qual as sequéncias do SpliceProt e as isoformas do Uniprot/SwissProt s&o
utilizadas como estratégia para a caracterizacdo das variantes de splicing numa
linhagem de oligodendrocitos humanos (MO31.3). Este segundo momento também
se destinou a aprimorar a compreensdo dessas variantes no contexto celular da
linhagem em estudo (Tavares et al., no prelo). Como reflexo do aprendizado no
desenvolvimento de uma estratégia para analise de proteogendémica, foi publicado
um artigo de revisdo de literatura no qual apresentamos os desafios de
proteogendémica no desenvolvimento de novas drogas (Tavares et al., 2015).

A terceira e Ultima etapa utiliza a montagem de transcriptoma como estratégia
para a reconstrucao de transcritos em diferentes amostras de tecidos humanos e de
camundongo. Por fim, a partir dos transcritos reconstruidos do tecido cerebral
humano e de camundongo, dois repositorios proteicos foram construidos e aplicados
em experimentos de MS de duas regides do cérebro: lobo temporal anterior (apenas

para homem) e de corpo caloso (para homem e camundongo).
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4.1 - Primeira etapa: criacdo do repositorio SpliceProt, primeiro repositorio
proteico personalizado e sua aplicacdo em experimentos espectrometria de
massas oriundos de linhagem celular de linfécitos T.

4.1.1 - Criagdo do repositorio SpliceProt e sua comparacdo com demais
repositérios proteicos

A base de dados construida para Homo sapiens foi constituida por
sequencias curadas de mRNAs do projeto RefSeq e ESTs da base dbEST. ApGs o
mapeamento contra 0 genoma, essas sequéncias foram submetidas as matrizes
ternarias que identificaram 267.632 variantes de splicing. Ao serem traduzidas com o
programa TRANSEQ, essas variantes geraram 161.915 sequéncias polipeptidicas,
das quais 159.719 ndo eram redundantes, formando assim o repositorio SpliceProt.
Este repositério foi comparado com mais trés repositorios tradicionalmente utilizados
como referéncia em experimentos de espectrometria de massas: RefSeq, ENSEMBL
Gene e UniProtKB/Swiss-Prot.Foram consideradas para tal comparagao, apenas
sequéncias com pelo menos 24 aminoacidos, pois este era o tamanho da menor
sequéncia contida no repositério do RefSeq. O SpliceProt contemplou 91,98% do
repositorio RefSeq, apresentando 23.770 sequéncias idénticas, 82,49% do
repositorio  UniProtKB/Swiss-Prot, apresentando 16.660 sequéncias idénticas e
43,05% do repositério ENSEMBL Gene, apresentando 35.260 sequéncias idénticas
(Tabela 4.1).
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Tabela 4.1 - Comparacgao entre o nimero de sequéncias proteicas e peptideos gerados pela digestdo enzimatica in silico dos repositorios SpliceProt,
RefSeq, ENSEMBL Gene e UniProtKB/Swiss-Prot.

Peptideos produzidos pela digestdo enzimatica in silico

Comparagéao Numero de proteinas — -
Tripsina Lys-C Glu-C_bicarb Glu-C_phosph
SpliceProt vs. RefSeq
Sequéncias idénticas 23.770 480.878 255.091 270.986 502.846
Sequéncias unicas 135.949 219.614 107.804 106.122 173.993
do SpliceProt
Sequéncias unicas 2.071 5.654 2.910 3.371 5.784
do RefSeq
SpliceProt vs. ENSEMBL
Gene
Sequéncias idénticas 35.260 513.678 271.712 288.629 531.885
Sequéncias Unicas 124.459 186.814 91.183 88.479 144.954
do SpliceProt
Sequéncias unicas 46.640 64.461 37.155 39.755 58.928
do ENSEMBL Gene
SpliceProt vs.
UniprotKB/Swiss-Prot
Sequéncias idénticas 16.660 481.766 255.064 271.037 504.709
Sequéncias Unicas 143.059 218.726 107.831 106.071 172.130
do SpliceProt
Sequéncias Unicas 3.535 24.552 12.562 13.501 24.861

do UniprotKB/Swiss-
Prot




4.1.2 - Digestéo in silico do SpliceProt e demais repositorios proteicos

Com o objetivo de avaliar a contribuicdo do SpliceProt para experimentos de
espectrometria de massas, a partir do programa Digest (pacote EMBOSS), o
repositério foi submetido a digestdo in silico pelas enzimas tripsina, a
endoproteinase Lys-C e as glutamil endoproteinases utilizadas em meio com
bicarbonato de amoénio (Glu-C bicarb) e em meio com fosfato (Glu-C phosph).
Considerando apenas peptideos com tamanho entre 6 e 24 aminoacidos, a andlise
indicou que a enzima tripsina permitiu a maior producdo de peptideos Unicos,
seguida das endoproteinases Glu-C phosph e Glu-C bicarb, e Lys-C. Visando a
comparacao entre com o SpliceProt, os demais repositérios também passaram pela
digestdo in silico. O SpliceProt apresentou o maior nimero de peptideos nao
redundantes (700.492), seguido por ENSEMBL Gene (578.139), UniProtKB/Swiss-
Prot (506.318) e RefSeq (486.532).

Ao compararmos a digestdo por tripsina, o SpliceProt possui 219.614
peptideos exclusivos e 480.878 em comum com o repositorio RefSeq. Contra o
ENSEMBL Gene, foram identificados 513.678 peptideos em comum, 64.461
peptideos exclusivos do ENSEMBL Gene e 186.814 peptideos exclusivos do
repositorio exclusivos do SpliceProt, indicando 2,8 peptideos exclusivos a mais que
repositorio em comparacdo. Quando comparado com o UniProtKB/Swiss-Prot, foram
identificados 24.552 peptideos exclusivos deste repositério, 481.766 peptideos em
comum com o SpliceProt e 218.726 peptideos exclusivos do nosso conjunto
peptideos, indicando desta vez, 8,9 peptideos exclusivos a mais que
UniProtKB/Swiss-Prot (Tabela 4.1). Através de um diagrama de Venn, a distribuicéo
dos peptideos indica que a maior parte dos peptideos era compartilhada entre os

repositérios analisados independentemente da enzima escolhida (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Distribuicdo dos peptideos entre os repositérios analisados através da digestao
in silico por tripsina (A), Lys-C (B), GIu-C_bicarb (C) e GIu-C phosph (D).
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4.1.3 - Aplicacdo do repositério personalizado em experimentos de
espectrometria de massas

Dados de espectrometria de massas da linhagem de linfécitos T (Jurkat cells)
foram utilizados para validar o repositorio criado pela presente abordagem
(Sheynkman et al., 2013). Para isso, os peptideos digeridos por tripsina néo
redundantes do Spliceprot foram anexados ao arquivo contendo as sequéncias
proteicas do UniProtKB/Swiss-Prot, produzindo um novo repositorio personalizado.
Usando esta mesma abordagem, foram criados outros repositorios personalizados
utilizando ENSEMBL Gene e Refseq, para verificarmos a distribuicdo dos peptideos
anexados de acordo com cada enzima utilizada. E possivel verificar que a maior
parte dos peptideos € compartilhada entre repositérios criados independentemente

da enzima escolhida (Figura 4.2).

SPLICEPROT + REFSEQ SPLICEPROT + ENSEMBL = SPLICEPROT + REFSEQ SPLICEPROT + ENSEMBL
10.264 2.739 1.801 5.256 1.299 876
163.650 77.161
22.456 1.001 10.566 622
10.543 5.369
A SPLICEPROT + UNIPROT B SPLICEPROT + UNIPROT
SPLICEPROT + REFSEQ SPLICEPROT + ENSEMBL = SPLICEPROT + REFSEQ SPLICEPROT + ENSEMBL
5.651 1.339 926 10.483 2.460 1.803
74.118 126.409
11.022 538 18.673 200
5.846 9.774
C SPLICEPROT + UNIPROT D SPLICEPROT + UNIPROT

Figura 4.2 - Diagramas de Venn demonstrando a distribuicdo dos peptideos do SpliceProt
anexados aos repositorios personalizados para as enzimas: tripsina (A), Lys-C (B), Glu-
C_bicarb (C) e Glu-C_phosph (D).

Foram identificadas 6.726 sequéncias proteicas usando FDR de 5%. Em
analise adicional utilizando PEP de 1%, foram identificados 225 peptideos oriundos
do SpliceProt anexados ao repositorio personalizado. Destes, 52 eram artefatos
inerentes a metodologia utilizada para identificacdo de variantes de splicing e 173
representavam peptideos encontrados no experimento. O  repositorio
UniProtKB/TrEMBL foi utilizado com o intuito de refinar a identificacdo desses 173

peptideos. Apds a buscas desses peptideos nesse repositério, 54 eram exclusivos
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do SpliceProt e ndo seriam encontrados caso fosse utilizado somente o repositorio
UniProtKB/TrEMBL. Por fim, comparando os peptideos encontrados pela nossa
abordagem com os 57 encontrados no experimento realizado por Sheynkman e
colaboradores (2013), 10 peptideos eram idénticos para nas duas abordagens
(Tabela 4.2).

Tabela 4.2 - Peptideos encontrados pela abordagem utilizando o repositério personalizado e
pela abordagem de Sheynkman e colaboradores (2013).

Peptideo UniprotKB/TrEMBL Simbolo Génico
AQEDALAQQAFEEAR nao CBFB
EENPEGPPNANEDYR nao STK39
SSTDSLPGELR nao NCOA5S
DGYELSPTAAANFTR nao PSMB2
YISLIYTNYAGK nao GSTP1
SEVADFEPER nao LETM1
ATPEPGDEGEPGR sim ARHGEF1
LGPGGLDPVEELQK sim CDC37
MLDAEDIVGTLRPDEK sim ACTN4
GYATDESTVSSVQGSR sim FXR1
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4.2 - Segunda etapa: construcdo do segundo repositorio personalizado e sua
aplicacdo em experimentos espectrometria de massas oriundos de linhagem
celular de oligodendrécitos humanos

O segundo repositdrio proteico personalizado, constituido por sequéncias
proteicas canbnicas do UniProt/SwissProt e peptideos nado-redundantes oriundos
das isoformas do SpliceProt e do UniProt/SwissProt, foi utilizado em experimentos
de MS oriundos de linhagem celular de oligodendrécitos humanos (lwata et al.,
2013). O novo repositério personalizado era composto por 20.150 sequéncias
canbnicas e 204.294 peptideos ndo redundantes, totalizando 224.453 sequéncias

proteicas (Tavares et al., no prelo).

4.2.1 - Variantes de splicing encontradas no proteoma de oligodendrocitos
humanos

O experimento com o0 repositorio proteico personalizado resultou na
identificacdo de 2.081 proteinas, confirmados por 12.990 peptideos néao
redundantes, usando como critério de restricdo estatistica PEP de 1%. Entre os
peptideos encontrados, 45 correspondiam a 39 variantes e 38 genes identificados
exclusivamente pelos peptideos anexados ao repositério personalizado (Tabela 4.3).
Resultados similares também foram obtidos utilizando outros softwares (Mascot e
MaxQuant) que identificam proteinas em dados de espectrometria de massas, tanto
para o namero de isoformas encontradas quanto para o numero de peptideos
identificados por ambos programas (Tabelas 4.4 e 4.5). A interacdo entre as
isoformas € representada pela figura 4.3 e algumas delas tiveram seus resultados

analisados de forma mais detalhada na discussao desta tese (Figura 4.4).
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Tabela 4.3 - Lista das 39 isoformas encontradas com o segundo repositério proteico

personalizado em oligodendrécitos humanos.

Simbolo génico Un!gfg‘t}gg?:;c; D = cut off*
DBNL Q9UJUG-2 Sim
DNM?2 P50570-3 Sim
EEF1D P29692-3 Sim

GLS 094925-3 Sim
HNRNPAB Q99729-3 Sim
IKBIP Q70UQO0-4 Sim
KRAS P01116-2 Sim
PDLIM3 Q53GG5-2 Sim
RAVER1 Q8IY67-2 Sim
SDR39U1 Q9NRG7-2 Sim
SPTAN1 Q13813-3 Sim
SREK1 Q8WXA9-2 Sim
SUGT1 Q9Y220-2 Sim
TPD52L2 043399-2 Sim
TPM1 P09493-5 Sim
TPM3 P06753-2 Sim
HNRNPC P07910-2 Sim
API5 Q9BZZ5-2 Nao
CAPZB P47756-2 Nao
GANAB Q14697-2 Nao
GLOD4 QY9HC38-2 Nao
HNRNPK P61978-3 Nao
HNRNPM XP_005272536.1 Nao
LOXLS3 P58215-3 Nao
MAP4 P27816-5 Nao
MFF Q9GZY8-2 Nao
MRPL43 Q8N983-4 Nao
NDUFV3 P56181-2 Nao
NOL3 060936-2 Nao
NOLC1 Q14978-3 Nao
NUDT4 QI9NZJ9-2 Nao
PKM P14618-2 Nao
PNKD Q8N490-2 Nao
RAVER1 NP_597709.2 Nao
SET Q01105-2 Nao
SF1 Q15637-6 Nao
TOR1AIP1 Q5JTV8-3 Nao
TPM2 P07951-2 Nao
ZNF414 Q961Q9-2 Nao

*razdo de PSMs e peptideos Unicos = 1,4.
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Tabela 4.4 - Comparacdo entre os programas Proteome Discoverer, MaxQuant e Mascot
para a identificacdo de variantes de splicing utilizando o repositério personalizado.

, Ndmero de ,

Num,ero de ~ isoformas NumeroNde Validacéo
Programa peptideos ndo ~ genes nao tatist

redundantes nao redundantes estatistica

redundantes

Proteome Discoverer 45 39 38 1% PEP
MaxQuant 48 42 40 1% FDR
Mascot 44 39 36 1% PEP

Tabela 4.5 - Numero de peptideos redundantes e ndo-redundantes entre o Proteome
Discoverer e os programas MaxQuant e Mascot.

Comparacao

NuUmero de peptideos

Proteome Discoverer vs. MaxQuant
Peptideos idénticos
Peptideos unicos do Proteome Discoverer
Peptideos Unicos do MaxQuant
Total de peptideos ndo-redundantes
Proteome Discoverer vs. Mascot
Peptideos idénticos
Peptideos unicos do Proteome Discoverer
Peptideos Unicos do Mascot
Total de peptideos ndo-redundantes

33
12
15
60

28
17
16
61
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Figura 4.3 - Interagdo proteina-proteina entre as isoformas encontradas (proteinas em cinza)
na linhagem de oligodendrocitos humanos e seus provaveis alvos de interacdo (proteinas

em branco).
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Figura 4.4 - Representacdo esquematica das variantes de splicing identificadas e seus respectivos peptideos: (A) KRAS, (B) GLS, (C) MFF e (D)
SUGTL1. Exons s&o representados pelos retangulos em amarelo (UTRs) e em azul (sequéncia codificadora) e introns sdo representados pelo
simbolo “I” (do Inglés, pipe). Os peptideos Unicos sao representados por linhas vermelhas tracejadas e pontilhadas e os peptideos compartilhados
por linhas verdes tracejadas e pontilhadas. Os aminoacidos entre parénteses indicam a fase do intron.



4.2.2 - Proposta de um novo critério para atribuir confiabilidade aos peptideos
oriundos de eventos de splicing alternativo identificados em experimentos de
espectrometria de massas

Além do numero de peptideos Unicos (UP) e o numero de espectros
identificados (PSM) como modo para atribuir confiabilidade aos peptideos
detectados pelo espectrébmetro de massas, foi proposto um novo critério baseado na
razdo entre o numero de espectros por peptideos Unicos para identificacdo de
variantes de splicing. Este calculo foi feito a partir da raz8o entre PSM/UP das
proteinas candnicas com pelo menos dois peptideos Unicos identificados, resultando
em 1,4 PSM/UP em média para o conjunto de dados analisado (Figura 4.5). Se
usassemos esse critério para a selecdo das isoformas, 17 teriam um cut off 2 1,4
(Tabela 4.3).

Outra sugestdo para a analise foi a contagem dos espectros das proteinas
canodnicas e das isoformas identificadas. Caso o numero de espectros da isoforma
fosse maior que o da canbnica, é sugestivo que a isoforma estd sendo mais
expressa. Apenas um caso se enquadrou nessa condicdo representado pelo gene
SDR39U1 e suas proteinas QINRG7 e QINRG7-2 que compartilham um peptideo
com 3 PSMs. Porém, a isoforma possui 4 PSMs para o seu peptideo exclusivo
(Figura 4.6). Todas as andlises desenvolvidas nesse topico foram realizadas com a

colaboracéo do estudante de doutorado do nosso grupo, Gabriel Wajnberg.
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Figura 4.5 - Razao entre o numero de espectros encontrados (PSMs) por peptideos Unicos
(UP) para as proteinas canbnicas encontrados nos dados de oligondendrocitos. A linha
vermelha indica a média encontrada de 1,4 no conjunto de dados.
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Figura 4.6 - Transcritos do gene SDR39U1 onde o nimero de espectros do peptideo (em
vermelho) exclusivo da isoforma Q9NRG7-2 é maior que o numero de espectros do
peptideo (em verde) compartilhado com a proteina candnica QINRG?7.
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4.2.3 - Validacdo da expressdo de variantes de splicing encontradas na
linhagem de oligodendrécitos humanos por RT-qPCR.

Com o intuito de detectar a expressdo de mRNAs de algumas das variantes
de splicing encontradas no proteoma da linhagem de oligodendrdcitos humanos,
cinco variantes (EEF1D, KRAS, MFF, SDR39U1, e SUGT1) foram selecionadas para
validacdo experimental. Todas foram detectadas no nivel de transcriptoma da
linhagem MO3.13 (Figura 4.7). Estes experimentos foram realizados em colaboragao

com a Dra Patricia Savio de Araujo Souza (UFF e INCA).

0.064
0.054
0.04-
0.034
0.02-

0.014

Nivel relativo de mRNA

0.00-

Figura 4.7 - Validacdo experimental de cinco isoformas (EEF1D, KRAS, MFF, SDR39U1, e
SUGT1) encontradas na linhagem de oligodendrdcitos humanos por RT-qPCR.
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4.3 - Terceira etapa: utilizagcdo do pipeline de montagem de transcriptoma na
construcdo de repositdrios proteicos para aplicacdo em experimentos de MS
de amostras cerebrais de homem e camundongo.

Nesta etapa serdo apresentados dados relativos a montagem de dados de
transcriptoma (RNA-Seq) de homem e camundongo. Os resultados seguem os trés
passos ilustrados na metodologia, seguidos pela identificacdo das variantes de
splicing e sua traducdo computacional.

4.3.1 - Alinhamento contra o genoma (1° Alinhamento) e montagem com
genoma de referéncia com Cufflinks.

Os reads originais passaram por filtro de qualidade e remocao dos
adaptadores (trimming) antes do alinhamento contra o0 genoma de Homo sapiens e
Mus musculus. Foi observada média de aproveitamento de aproximadamente 90% e
95% para as corridas de homem e camundongo, respectivamente (Tabelas 4.6 e
4.7).
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Tabela 4.6 - NUmero de reads originais e tratados apds o trimming e sua porcentagem de
aproveitamento para o organismo Homo sapiens.

Porcentagem de

Tecido Reads originais  Reads ap0s trimming aproveitamento
Cérebro-RT1 15.674.315 15.252.976 97,31%
Cérebro-RT2 28.523.713 26.816.007 94,01%
Figado-RT1 37.803.015 33.740.075 89,25%
Figado-RT2 26.773.844 25.416.053 94,93%
Baco-RT1 12.534.187 10.838.181 86,47%
Baco-RT2 24.511.680 23.544.936 96,06%
Pancreas-RT1 11.313.824 11.052.520 97,69%
Pancreas-RT2 26.087.337 24.660.792 94,53%
Tecido Adiposo-RT1 21.851.075 20.151.108 92,22%
Tecido Adiposo-RT2 34.014.252 31.597.032 92,89%
Glandula Adrenal-RT1 68.399.538 62.683.085 91,64%
Glandula Adrenal-RT2 44.343.116 42.771.030 96,45%
Ovario-RT1 52.282.560 47.874.719 91,57%
Pulméo-RT1 18.971.601 17.315.531 91,27%
Pulm&o-RT2 24.893.990 23.718.384 95,28%
Intestino Grosso-RT1 41.887.084 37.104.934 88,58%
Intestino Grosso-RT2 29.918.829 27.590.262 92,22%
Intestino Delgado-RT1 52.215.140 47.385.894 90,75%
Intestino Delgado-RT2 29.794.253 28.423.132 95,40%
Rim-RT1 14.083.463 11.878.324 84,34%
Rim-RT2 28.492.976 25.836.709 90,68%
Coragéo-RT1 50.084.789 44.838.320 89,52%
Coragao-RT2 33.438.516 32.247.500 96,44%
Testiculo-RT1 20.723.459 18.429.570 88,93%
Testiculo-RT2 30.834.929 29.600.597 96,00%
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Tabela 4.7 - NUumero de reads originais e tratados apds o trimming e sua porcentagem de
aproveitamento para o organismo Mus musculus.

Porcentagem de

Tecido Reads originais  Reads ap0s trimming aproveitamento
Cérebro-RT1 23.895.350 23.491.467 98,31%
Cérebro-RT2 25.879.769 23.186.277 89,59%
Figado-RT1 32.182.775 30.694.632 95,38%
Figado-RT2 26.185.733 24.882.163 95,02%
Baco-RT1 40.069.205 39.089.562 97,56%
Baco-RT2 24.363.823 22.775.245 93,48%
Pancreas-RT1 17.333.609 16.413.095 94,69%
Pancreas-RT2 27.677.997 26.087.828 94,25%
Tecido Adiposo-RT1 28.938.530 27.799.563 96,06%
Tecido Adiposo-RT2 28.095.734 26.941.233 95,89%
Glandula Adrenal-RT1 36.616.875 35.401.101 96,68%
Glandula Adrenal-RT2 22.398.475 21.534.889 96,14%
Ovario-RT1 31.557.381 30.532.813 96,75%
Pulméo-RT1 21.023.171 20.059.980 95,42%
Pulm&o-RT2 23.749.496 22.346.829 94,09%
Intestino Grosso-RT1 38.051.335 35.955.709 94,49%
Intestino Grosso-RT2 31.369.371 28.411.929 90,57%
Intestino Delgado-RT1 38.286.584 36.776.044 96,05%
Intestino Delgado-RT2 32.803.922 31.534.589 96,13%
Rim-RT1 37.729.075 34.539.530 91,55%
Rim-RT2 27.023.549 25.872.580 95,74%
Coragéo-RT1 29.892.315 28.727.380 96,10%
Coragao-RT2 25.489.392 24.611.316 96,56%
Testiculo-RT1 52.230.061 49.557.011 94,88%
Testiculo-RT2 30.611.590 29.332.481 95,82%
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O alinhamento dos reads de cada corrida gerou um arquivo de alinhamento

bY

que foi submetido @ montagem com genoma de referéncia através do programa

Cufflinks. A partir do critério de corte de FPKM > 0, foi observada média de 30.232 e

22.269 transcritos montados para as corridas de homem e camundongo (Tabela

4.8), gerados por uma meédia de 15.595 genes em homem e 15.258 camundongo

(Tabela 4.9). Entretanto, a nossa base de dados nao possuia a referéncia de uma

pequena fragdo dos transcritos reconstruidos (Tabela 4.10).

Tabela 4.8 - Numero de transcritos montados pelo programa Cufflinks para os organismos

Homo sapiens e Mus musculus.

Tecido Homem Camundongo
Cérebro-RT1 27.405 21.593
Cérebro-RT2 31.874 23.778
Figado-RT1 28.551 20.236
Figado-RT2 30.134 21.358
Baco-RT1 26.908 22.606
Baco-RT2 31.362 18.872
Pancreas-RT1 29.134 20.938
Péancreas-RT2 30.028 21.468
Tecido Adiposo-RT1 30.358 23.595
Tecido Adiposo-RT2 32.232 24.851
Glandula Adrenal-RT1 31.546 21.281
Glandula Adrenal-RT2 32.110 22.847
Ovario-RT1 31.351 22.078
Pulméao-RT1 28.173 21.362
Pulméao-RT2 31.692 23.360
Intestino Grosso-RT1 29.148 21.933
Intestino Grosso-RT2 32.162 23.720
Intestino Delgado-RT1 26.580 21.456
Intestino Delgado-RT2 29.166 23.506
Rim-RT1 27.130 21.308
Rim-RT2 31.543 22.838
Coracao-RT1 29.303 19.772
Coracao-RT2 30.627 22.311
Testiculo-RT1 32.702 24.469
Testiculo-RT2 34.596 25.206
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Tabela 4.9 - Numero de genes atingidos pela montagem com Cufflinks com FPKM FPKM >
0 para as corridas de homem e camundongo.

Tecido Homem Camundongo
Cérebro-RT1 14.294 14.836
Cérebro-RT2 16.158 16.126
Figado-RT1 14.847 13.898
Figado-RT2 15.301 14.472
Baco-RT1 14.095 15.394
Baco-RT2 15.958 13.068
Pancreas-RT1 15.177 14.338
Pancreas-RT2 15.614 14.556
Tecido Adiposo-RT1 15.694 16.406
Tecido Adiposo-RT2 16.413 17.007
Glandula Adrenal-RT1 16.177 14.669
Glandula Adrenal-RT2 16.275 15.463
Ovario-RT1 16.248 15.278
Pulmao-RT1 14.799 14.798
Pulméo-RT2 16.089 15.816
Intestino Grosso-RT1 15.360 15.136
Intestino Grosso-RT2 16.343 16.109
Intestino Delgado-RT1 13.976 14.815
Intestino Delgado-RT2 14.877 15.968
Rim-RT1 14.266 14.676
Rim-RT2 16.116 15.450
Coracdo-RT1 15.193 13.518
Coracao-RT2 15.501 15.077
Testiculo-RT1 17.228 17.148
Testiculo-RT2 17.886 17.422
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Tabela 4.10 - Numero de transcritos com informacao sobre seu gene de origem em nossa
base de dados.

Homem Camundongo

Namero de Namero de Numero de Numero de
Tecido transcritos  transcritos sem transcritos com transcritos sem

com gene gene gene gene

identificado identificado identificado identificado
Cérebro-RT1 27.367 38 21.569 24
Cérebro-RT2 31.820 54 23.745 33
Figado-RT1 28.499 52 20.215 21
Figado-RT2 30.080 54 21.332 26
Baco-RT1 26.862 46 22.581 25
Baco-RT2 31.296 92 18.862 10
Pancreas-RT1 29.079 55 20.916 22
Pancreas-RT2 29.973 55 21.444 24
Tecido Adiposo-RT1 30.302 56 23.556 39
Tecido Adiposo-RT2 32.163 69 24.805 46
Glandula Adrenal-RT1 31.486 60 21.254 27
Glandula Adrenal-RT2 32.037 73 22.815 32
Ovério-RT1 31.276 75 22.039 39
Pulm&o-RT1 28.121 52 21.340 22
Pulmao-RT2 31.631 61 23.331 29
Intestino Grosso-RT1 29.094 54 21.902 31
Intestino Grosso-RT2 32.094 68 23.686 34
Intestino Delgado-RT1 26.524 56 21.426 30
Intestino Delgado-RT2 29.103 63 23.465 41
Rim-RT1 27.085 45 21.286 22
Rim-RT2 31.478 65 22.806 32
Coracao-RT1 29.245 58 19.755 17
Coracao-RT2 30.571 56 22.286 25
Testiculo-RT1 32.610 92 24.371 98
Testiculo-RT2 34.477 119 25.119 87
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4.3.2 - Alinhamento contra as sequéncias dos transcritos (2° Alinhamento) e 12
selecéo de reads.

Ap6s a montagem dos transcritos usando a anotacdo de transcritos de
referéncia, foi realizada a primeira selecdo de reads para identificar aqueles que
foram utilizados por esta montagem e selecionar aqueles que n&do foram utilizados.
Foi encontrada média de aproximadamente de 70% e 60% de reads nao utilizados

pelo Cufflinks para a montagem (Tabelas 4.11 e 4.12).

Tabela 4.11 - Namero de reads apés o trimming, utilizados e néo utilizados pelo programa
Cufflinks para o organismo Homo sapiens.

Reads ap6s o Utilizados pelo Né&o utilizados

Tecido

trimming Cufflinks pelo Cufflinks
Cérebro-RT1 15.252.976 5.068.177 10.184.799
Cérebro-RT2 26.816.007 9.184.496 17.631.511
Figado-RT1 33.740.075 11.416.693 22.323.382
Figado-RT2 25.416.053 9.191.195 16.224.858
Baco-RT1 10.838.181 3.354.070 7.484.111
Baco-RT2 23.544.936 7.120.821 16.424.115
Pancreas-RT1 11.052.520 4.107.485 6.945.035
Pancreas-RT2 24.660.792 8.449.218 16.211.574
Tecido Adiposo-RT1 20.151.108 5.059.398 15.091.710
Tecido Adiposo-RT2 31.597.032 10.928.599 20.668.433
Glandula Adrenal-RT1 62.683.085 22.029.469 40.653.616
Glandula Adrenal-RT2 42.771.030 15.727.158 27.043.872
Ovario-RT1 47.874.719 16.254.196 31.620.523
Pulméao-RT1 17.315.531 6.983.287 10.332.244
Pulméao-RT2 23.718.384 9.269.610 14.448.774
Intestino Grosso-RT1 37.104.934 8.030.615 29.074.319
Intestino Grosso-RT2 27.590.262 6.913.698 20.676.564
Intestino Delgado-RT1 47.385.894 12.704.281 34.681.613
Intestino Delgado-RT2 28.423.132 8.787.962 19.635.170
Rim-RT1 11.878.324 3.345.830 8.532.494
Rim-RT2 25.836.709 7.459.726 18.376.983
Coracao-RT1 44.838.320 10.955.725 33.882.595
Coracao-RT2 32.247.500 10.802.857 21.444.643
Testiculo-RT1 18.429.570 6.025.888 12.403.682
Testiculo-RT2 29.600.597 10.416.829 19.183.768
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Tabela 4.12 - Namero de reads ap6s o trimming, utilizados e néo utilizados pelo programa
Cufflinks para o organismo Mus musculus.

Reads ap6s o Utilizados pelo Né&o utilizados

Tecido

trimming Cufflinks pelo Cufflinks
Cérebro-RT1 23.491.467 8.584.244 14.907.223
Cérebro-RT2 23.186.277 10.693.233 12.493.044
Figado-RT1 30.694.632 12.092.656 18.601.976
Figado-RT2 24.882.163 13.545.040 11.337.123
Baco-RT1 39.089.562 17.172.219 21.917.343
Baco-RT2 22.775.245 2.850.649 19.924.596
Pancreas-RT1 16.413.095 6.743.643 9.669.452
Péancreas-RT2 26.087.828 10.973.540 15.114.288
Tecido Adiposo-RT1 27.799.563 11.095.577 16.703.986
Tecido Adiposo-RT2 26.941.233 13.493.497 13.447.736
Glandula Adrenal-RT1 35.401.101 9.494.238 25.906.863
Glandula Adrenal-RT2 21.534.889 10.711.894 21.534.889
Ovario-RT1 30.532.813 12.333.065 18.199.748
Pulméao-RT1 20.059.980 10.336.990 9.722.990
Pulméao-RT2 22.346.829 12.604.033 9.742.796
Intestino Grosso-RT1 35.955.709 12.218.609 23.737.100
Intestino Grosso-RT2 28.411.929 13.792.516 14.619.413
Intestino Delgado-RT1 36.776.044 12.173.103 24.602.941
Intestino Delgado-RT2 31.534.589 16.641.847 14.892.742
Rim-RT1 34.539.530 10.937.598 23.601.932
Rim-RT2 25.872.580 12.901.335 12.971.245
Coracdo-RT1 28.727.380 3.378.937 25.348.443
Coracao-RT2 24.611.316 8.339.668 16.271.648
Testiculo-RT1 49.557.011 22.198.392 27.358.619
Testiculo-RT2 29.332.481 186.719 29.145.762
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4.3.3 - Alinhamento contra as sequéncias génicas (3° Alinhamento), 22 selecéo
de reads e montagem de novo com Trinity

Os reads nao utilizados para montagem de novos transcritos pelo programa
Cufflinks, foram alinhados contra as sequéncias génicas de seus respectivos
organismos (3° Alinhamento). Esta etapa teve como intuito identificar aqueles reads
que mapearam corretamente em apenas um Unico gene. Apéds este terceiro
mapeamento, foi observada média de aproveitamento de aproximadamente 3% e
5% de reads nao utilizados pelo programa Cufflinks e que seguiram o critério
mencionado para homem e camundongo, respectivamente (Tabelas 4.13 e 4.14).

Tabela 4.13 - Numero de reads néo utilizados pelo Cufflinks, nimero de reads selecionados
e nao selecionados no o terceiro alinhamento para organismo Homo sapiens.

~ . Reads nao
. Reads néo utilizados . o
Tecido . selecionados no o 3
pelo Cufflinks

Selecionados no
3% alinhamento

alinhamento
Cérebro-RT1 10.184.799 9.858.160 326.639
Cérebro-RT2 17.631.511 17.101.811 529.700
Figado-RT1 22.323.382 21.797.925 525.457
Figado-RT2 16.224.858 15.868.750 356.108
Baco-RT1 7.484.111 7.213.153 270.958
Baco-RT2 16.424.115 15.939.566 484.549
Pancreas-RT1 6.945.035 6.711.513 233.522
Pancreas-RT2 16.211.574 15.877.463 334.111
Tecido Adiposo-RT1 15.091.710 14.737.523 354,187
Tecido Adiposo-RT2 20.668.433 20.004.275 664.158
Glandula Adrenal-RT1 40.653.616 39.539.581 1.114.035
Glandula Adrenal-RT2 27.043.872 26.244.733 799.139
Ovaério-RT1 31.620.523 30.374.594 1.245.929
Pulméao-RT1 10.332.244 10.053.484 278.760
Pulméao-RT2 14.448.774 14.067.373 381.401
Intestino Grosso-RT1 29.074.319 28.458.551 615.768
Intestino Grosso-RT2 20.676.564 20.242.094 434.470
Intestino Delgado-RT1 34.681.613 33.496.748 1.184.865
Intestino Delgado-RT2 19.635.170 19.047.560 587.610
Rim-RT1 8.532.494 8.277.304 255.190
Rim-RT2 18.376.983 17.879.599 497.384
Coragéo-RT1 33.882.595 33.128.178 754.417
Coragéo-RT2 21.444.643 20.940.841 503.802
Testiculo-RT1 12.403.682 11.705.269 698.413
Testiculo-RT2 19.183.768 18.212.300 971.468
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Tabela 4.14 - Numero de reads nédo utilizados pelo Cufflinks, nimero de reads selecionados
e nao selecionados no terceiro alinhamento para organismo Mus musculus.
Reads néo utilizados Reads ndo selecionados Selecionados no
pelo Cufflinks no o 3° alinhamento 3° alinhamento

Tecido

Cérebro-RT1 14.907.223 14.137.329 769.894
Cérebro-RT2 12.493.044 11.775.655 717.389
Figado-RT1 18.601.976 17.696.085 905.891
Figado-RT2 11.337.123 10.613.753 723.370
Baco-RT1 21.917.343 20.286.429 1.630.914
Baco-RT2 19.924.596 19.478.474 446.122
Pancreas-RT1 9.669.452 8.974.083 695.369
Péancreas-RT2 15.114.288 13.802.896 1.311.392
Tecido Adiposo-RT1 16.703.986 15.679.143 1.024.843
Tecido Adiposo-RT2 13.447.736 12.567.185 880.551
Glandula Adrenal-RT1 25.906.863 25.420.038 486.825
Glandula Adrenal-RT2 21.534.889 20.400.572 1.134.317
Ovario-RT1 18.199.748 17.478.441 721.307
Pulméao-RT1 9.722.990 9.274.887 448.103
Pulméao-RT2 9.742.796 9.279.927 462.869
Intestino Grosso-RT1 23.737.100 22.579.525 1.157.575
Intestino Grosso-RT2 14.619.413 13.615.894 1.003.519
Intestino Delgado-RT1 24.602.941 23.763.733 839.208
Intestino Delgado-RT2 14.892.742 14.015.202 877.540
Rim-RT1 23.601.932 22.961.917 640.015
Rim-RT2 12.971.245 12.357.092 614.153
Coracdo-RT1 25.348.443 25.063.054 285.389
Coracao-RT2 16.271.648 15.809.794 461.854
Testiculo-RT1 27.358.619 23.351.915 4.006.704
Testiculo-RT2 29.145.762 25.977.051 3.168.711
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Os reads que mapearam corretamente em apenas um Unico gene foram
submetidos & montagem de novo com programa Trinity, para que reconstrucdo dos
transcritos pudesse ser executada. Foi observado aproveitamento de 93% dos reads
utilizados pelo Trinity para ambos os organismos (Tabelas 4.15 e 4.16).

Tabela 4.15 - Namero de reads mapeados corretamente nas sequéncias génicas de Homo
sapiens e que foram selecionados para a montagem de novo e, numero e reads que foram
utilizados pelo Trinity.

Reads mapeados corretamente e -
P Reads utilizados na

Tecido selecionados pTa;irr?itr;ontagem com montagem pelo Trinity
Cérebro-RT1 326.639 306.739
Cérebro-RT2 529.700 504.470
Figado-RT1 525.457 486.107
Figado-RT2 356.108 327.932
Baco-RT1 270.958 236.041
Baco-RT2 484.549 443.201
Pancreas-RT1 233.522 207.489
Pancreas-RT2 334.111 304.046
Tecido Adiposo-RT1 354.187 323.293
Tecido Adiposo-RT2 664.158 627.924
Glandula Adrenal-RT1 1.114.035 1.071.314
Glandula Adrenal-RT2 799.139 758.552
Ovério-RT1 1.245.929 1.192.284
Pulméo-RT1 278.760 257.229
Pulméo-RT2 381.401 355.278
Intestino Grosso-RT1 615.768 572.620
Intestino Grosso-RT2 434.470 399.998
Intestino Delgado-RT1 1.184.865 1.152.891
Intestino Delgado-RT2 587.610 558.975
Rim-RT1 255.190 230.856
Rim-RT2 497.384 462.773
Coracgao-T1 754.417 711.362
Coracgao-T2 503.802 473.522
Testiculo-T1 698.413 638.114
Testiculo-T2 971.468 917.454
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Tabela 4.16 - Numero de reads mapeados corretamente nas sequéncias génicas de Mus
musculus e que foram selecionados para a montagem de novo e, numero e reads que foram
utilizados pelo Trinity.

Reads mapeados corretamente e -
Reads utilizados na

Tecido

selecionados para montagem com

montagem pelo Trinity

Trinity
Cérebro-RT1 769.894 733.794
Cérebro-RT2 717.389 673.532
Figado-RT1 905.891 878.134
Figado-RT2 723.370 697.427
Baco-RT1 1.630.914 1.601.750
Baco-RT2 446.122 314.154
Pancreas-RT1 695.369 517.270
Pancreas-RT2 1.311.392 1.201.544
Tecido Adiposo-RT1 1.024.843 987.042
Tecido Adiposo-RT2 880.551 845.096
Glandula Adrenal-RT1 486.825 454,312
Glandula Adrenal-RT2 1.134.317 1.113.056
Ovario-RT1 721.307 683.124
Pulmao-RT1 448.103 414.564
Pulmao-RT2 462.869 431.106
Intestino Grosso-RT1 1.157.575 1.123.987
Intestino Grosso-RT2 1.003.519 970.031
Intestino Delgado-RT1 839.208 808.508
Intestino Delgado-RT2 877.540 846.127
Rim-RT1 640.015 605.653
Rim-RT2 614.153 577.070
Coracao-RT1 285.389 260.762
Coracao-RT2 461.854 435.750
Testiculo-RT1 4.006.704 3.966.406
Testiculo-RT2 3.168.711 3.131.563
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Para Homo sapiens, o numero de transcritos montados pelo Trinity variou
entre 2.894 e 29.316, sendo observada média aproximada de 10.000 transcritos por
corrida. Para Mus musculus, o nimero de transcritos montados pelo Trinity variou
entre 3.904 e 124.871, sendo observada média aproximada de 22.000 transcritos
por corrida. O nimero de genes com pelo menos um transcrito montado variou entre
1.360 e 6.163, apresentando média aproximada de 2.700 genes por corrida para
humano. Para camundongo, o niumero de genes com pelo menos um transcrito
montado variou entre 1.537 e 8.322, apresentando média aproximada de 3.600

genes por corrida (Tabela 4.17; Figuras 4.8 a 4.11).

Tabela 4.17 - Numero de transcritos montados e nimero de genes com pelo menos um
transcrito montado em homem e camundongo.

, ) NUmero de genes com pelo
NUmero de transcritos montados 9 P

Tecido menos um transcrito montado
Homem Camundongo Homem Camundongo
Cérebro-RT1 4.044 26.678 1.788 4.099
Cérebro-RT2 5.276 15.789 2.339 3.580
Figado-RT1 11.206 13.820 2.541 2.549
Figado-RT2 7.900 10.065 2.099 2.248
Baco-RT1 6.991 45.946 2.292 4.879
Baco-RT2 9.694 4.328 2.797 2.368
Pancreas-RT1 5.639 4.494 1.987 1.715
Pancreas-RT2 3.313 3.903 1.555 1.537
Tecido Adiposo-RT1 7.682 26.964 2.346 4.772
Tecido Adiposo-RT2 12.717 22.381 3.184 4.342
Glandula Adrenal-RT1 13.151 12.172 3.328 2.955
Glandula Adrenal-RT2 9.820 13.467 2.964 4.351
Ovario-RT1 29.316 18.561 4.539 3.817
Pulméao-RT1 4.057 7.872 1.732 2.676
Pulmao-RT2 4.596 6.683 2.089 2.601
Intestino Grosso-RT1 8.997 34.260 2.897 4,598
Intestino Grosso-RT2 8.573 22.387 2.869 3.854
Intestino Delgado-RT1 22.807 21.853 3.511 3.607
Intestino Delgado-RT2 12.153 17.072 2.620 3.286
Rim-RT1 2.894 14.151 1.360 3.029
Rim-RT2 4,955 10.202 2.200 2.845
Coragéo-RT1 10.728 8.210 2.788 2.031
Coragéo-RT2 8.625 10.392 2.516 2.552
Testiculo-RT1 19.575 124.871 5.147 8.322
Testiculo-RT2 27.447 57.899 6.163 7.363
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Figura 4.8 - Numero de transcritos montados pelo Trinity em homem.

Figura 4.9 - Numero de transcritos montados pelo Trinity em camundongo.
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Figura 4.11 - Numero de genes com pelo menos um transcrito montado pelo Trinity em

camundongo.



4.3.4 - |dentificagdo e tradugéo das variantes de splicing de camundongo e
humano

Os transcritos reconstruidos pela montagem de novo foram incorporados as
bases de dados de humano e camundongo para posterior identificagéo das variantes
de splicing. Em Homo sapiens, a maioria das variantes de splicing geradas pelo
programa Trinity poderiam ser confirmadas também por ESTs ou por sequéncias
curadas (RefSeq). O numero de variantes geradas exclusivamente pelo Trinity
variou entre 66 (rim — primeira réplica técnica) e 969 (testiculo — segunda réplica
técnica) (Tabela 4.18; Figura 4.12).

Tabela 4.18 - Numero de variantes de splicing geradas pelo Trinity e sua confirmacdo por
demais dados de transcriptoma (ESTs e RefSegs) em homem.

. Trinity, Trinity e Trinity RefSeq Apenas
Tecido RefSeq e RefSeq © e ESTs Trinity
ESTs ESTs
Cérebro-RT1 131 0 403 689 100
Cérebro-RT2 242 0 718 1.134 260
Figado-RT1 111 0 468 611 157
Figado-RT2 132 0 534 702 235
Baco-RT1 56 0 318 427 92
Baco-RT2 143 0 693 776 202
Pancreas-RT1 67 0 322 420 81
Pancreas-RT2 59 0 289 355 76
Tecido Adiposo-RT1 125 1 570 814 121
Tecido Adiposo-RT2 223 1 794 1.101 265
Glandula Adrenal-RT1 224 0 749 1.118 305
Glandula Adrenal-RT2 251 3 818 1.195 296
Ovaério-RT1 177 0 672 909 234
Pulméao-RT1 100 0 397 581 113
Pulméao-RT2 155 1 600 874 197
Intestino Grosso-RT1 101 0 476 635 151
Intestino Grosso-RT2 166 0 657 929 219
Intestino Delgado-RT1 82 0 466 496 170
Intestino Delgado-RT2 143 0 637 773 303
Rim-RT1 66 0 264 456 66
Rim-RT2 155 0 531 864 154
Coragéo-RT1 139 0 540 798 182
Coragéo-RT2 165 0 656 919 213
Testiculo-RT1 184 0 995 1.059 651
Testiculo-RT2 267 1 1.373 1.325 969
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Figura 4.12 - Numero de variantes de splicing geradas pelo Trinity confirmadas por RefSeq e
ESTs (em verde), confirmadas apenas por ESTs (em roxo), confirmadas apenas por RefSeq

(em vermelho) e exclusivas do Trinity (em amarelo) em humano.



Em Mus musculus, o0 mesmo comportamento foi observado e o niumero de
variantes geradas exclusivamente pelo Trinity variou entre 35 (pancreas — primeira
réplica técnica) e 1.739 (segunda réplica técnica do tecido testicular) (Tabela 4.19;
Figura 4.13).

Tabela 4.19 - Numero de variantes de splicing geradas pelo Trinity e sua confirmacdo por
demais dados de transcriptoma (ESTs e RefSegs) em camundongo.

. Trinity, Trinity e Trinity RefSeq Apenas
Tecido ReEfgﬁg ©  RefSeq eESTs  eESTs  Trinity
Cérebro-RT1 12 0 404 105 122
Cérebro-RT2 30 0 726 175 241
Figado-RT1 11 0 351 72 136
Figado-RT2 20 0 510 129 187
Baco-RT1 17 0 779 102 391
Bago-RT2 0 0 53 4 50
Pancreas-RT1 4 0 214 67 35
Pancreas-RT2 8 0 244 68 44
Tecido Adiposo-RT1 7 0 574 116 226
Tecido Adiposo-RT2 28 0 867 178 365
Glandula Adrenal-RT1 8 0 388 101 100
Glandula Adrenal-RT2 36 0 1597 189 349
Ovério-RT1 11 0 411 105 102
Pulmao-RT1 9 0 310 63 86
Pulmao-RT2 23 0 557 152 169
Intestino Grosso-RT1 10 1 463 63 134
Intestino Grosso-RT2 21 0 790 168 300
Intestino Delgado-RT1 4 0 330 71 100
Intestino Delgado-RT2 24 0 672 158 271
Rim-RT1 11 0 393 66 115
Rim-RT2 21 0 624 136 225
Coracao-RT1 3 0 268 51 59
Coracao-RT2 17 0 558 130 176
Testiculo-RT1 16 0 915 66 1003
Testiculo-RT2 40 2 2393 150 1739
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Tecidos analisados
Figura 4.13. Numero de variantes de splicing geradas pelo Trinity confirmadas por RefSeq e
ESTs (em verde), confirmadas apenas por ESTs (em roxo), confirmadas apenas por RefSeq
(em vermelho) e exclusivas do Trinity (em amarelo) em camundongo.

65



As variantes exclusivas geradas pelo Trinity foram traduzidas, variando entre
42 (pancreas — segunda réplica técnica) e 564 (testiculo — segunda réplica técnica)
sequéncias proteicas para as corridas de Homo sapiens. Para Mus musculus, as
variantes exclusivas variaram entre 9 (baco — segunda réplica técnica) e 939
(testiculo — segunda réplica técnica) sequéncias proteicas (Tabela 4.20; Figuras 4.14
e 4.15).

Tabela 4.20 - Numero de variantes exclusivas do Trinity e suas sequéncias proteicas para
Homo sapiens e Mus musculus.

Sequéncias proteicas obtidas a

Variantes de splicing exclusivas partir das variantes de splicing

Tecido do Trinity exclusivas do Trinity
Humano Camundongo Humano Camundongo

Cérebro-RT1 100 122 77 63
Cérebro-RT2 260 241 173 132
Figado-RT1 157 136 104 58
Figado-RT2 235 187 131 93
Baco-RT1 92 391 57 192
Bago-RT2 202 50 116 9

Pancreas-RT1 81 35 47 18
Pancreas-RT2 76 44 41 22
Tecido Adiposo-RT1 121 226 91 103
Tecido Adiposo-RT2 265 365 158 185
Glandula Adrenal-RT1 305 100 204 47
Glandula Adrenal-RT2 296 349 192 211
Ovério-RT1 234 102 136 58
Pulméo-RT1 113 86 74 49
Pulméo-RT2 197 169 126 95
Intestino Grosso-RT1 151 134 89 67
Intestino Grosso-RT2 219 300 124 158
Intestino Delgado-RT1 170 100 97 46
Intestino Delgado-RT2 303 271 177 142
Rim-RT1 66 115 48 60
Rim-RT2 154 225 103 123
Coracao-RT1 182 59 117 26
Coracao-RT2 213 176 140 95
Testiculo-RT1 651 1003 375 480
Testiculo-RT2 969 1739 564 939
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Figura 4.14 - Numero de variantes exclusivas do Trinity (em amarelo) e suas sequéncias
proteicas (em azul) para Homo sapiens.
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Tecidos analisados

Figura 4.15 - Namero de variantes exclusivas do Trinity (em amarelo) e suas sequéncias
proteicas (em azul) para Mus musculus.
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Ao unirmos os resultados das réplicas técnicas de cada tecido, foram
contabilizadas 3.399 e 3.382 sequéncias proteicas ndo redundantes oriundas
exclusivamente do programa Trinity, distribuidas em 2.654 e 2.718 genes néo
redundantes em homem e camundongo, respectivamente (Figura 4.16 e Figura
4.17).
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Figura 4.16 - NUmero de sequéncia proteicas (em azul escuro) e genes (em azul claro) nao
redundantes obtidos apés a traducdo das variantes de splicing exclusivas geradas pelo
Trinity para homem.

68



1400 -

[72]
()
o
S 1200 -
()
& 1000 -
[&]
o
S 800 -
o
8 600 -
[&]
[
< 400 -
O
b
e p_hi 1
g 0 n |I T |- T T |- |I T |I |I |I T
S o o o o o N ) ) o S o o
= S F o F eSS L L Qb& & S
S R R A G N & &
c Q® o \'bv. ° 00 o«
Py ¥ @
() ¢ N\

Tecidos analisados
Figura 4.17 - Naomero de sequéncia proteicas (em azul escuro) e genes (em azul claro) ndo

redundantes obtidos apds a traducdo das variantes de splicing exclusivas geradas pelo
Trinity para camundongo.
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4.3.5 - Aplicacdo de repositorios personalizados em experimentos de
espectrometria de massas de tecido cerebral humano e de camundongo.

O terceiro repositério, contendo 15.447 sequéncias canbnicas e 28.102
peptideos digeridos in silico (provenientes das isoformas reconstruidas pela
montagem de transcriptoma), foi aplicado para a anotacdo de experimentos de MS
de amostras do lobo temporal anterior (ATL) e corpo caloso (CC) humano. Para a
identificacdo das proteinas candnicas, pelo menos dois peptideos Unicos deveriam
ser considerados.

Foram identificadas 1.240 proteinas candnicas em ATL, confirmadas por
8.028 peptideos e derivadas de 1.240 genes. Em CC, foram identificadas 927
proteinas candnicas, confirmadas por 6.179 e derivadas de 927 genes. O nimero de
isoformas identificadas em ATL foi de 136, confirmadas por 390 peptideos,
derivadas de 129 genes. Em CC, foram identificadas 109 isoformas, confirmadas por
295 peptideos e derivadas de 102 genes (Tabela 4.21).

A razdo PSM/UP calculada a partir das proteinas candnicas de cada regido
cerebral foi de 4,72 para ATL e 5,85 para CC. Ao aplicarmos esse critério para as

isoformas, seriam consideradas 59 em ATL e 19 em CC.

Tabela 4.21 - Numero de proteinas identificadas e seus respectivos nimeros de genes e
peptideos em ATL e CC.

Regido

Lobo temporal anterior Corpo caloso
cerebral
Genes Proteinas Peptideos Genes Proteinas Peptideos
Canbnicas 1.240 1.240 8.028 927 927 6.179
Isoformas 129 136 390 102 109 295
Total 1.348 1.376 8.418 1.011 1.036 6.474

Os genes em ATL indicam que 1.219 expressam somente proteinas
canodnicas, 108 apenas isoformas e 21 tanto proteinas candnicas quanto suas
isoformas. Em CC, 909 expressam somente proteinas canbnicas, 84 apenas

isoformas e 18 tanto proteinas candnicas quanto suas isoformas (Tabela 4.22).

Tabela 4.22 - Perfil da expresséo proteica dos genes em ATL e CC.

Expressao proteica dos genes ATL CC
Somente canbnicas 1.219 909
Somente isoformas 108 84
Canbnicas e isoformas 21 18
Total 1.348 1.011
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A andlise das isoformas também revelou que de um total de 163 isoformas
distintas, 82 eram expressam em ATL e CC, 54 eram expressas exclusivamente em
ATL e 27 eram expressas exclusivamente em CC. Quando comparadas somente as
isoformas com a raz&o superior ao calculado para cada regido, foram totalizadas 58
isoformas distintas, sendo 13 expressas em ATL e CC, 6 exclusivas de CC e 39
exclusivas de ATL. Entre as canodnicas, 716 eram expressam em ATL e CC, 524
eram exclusivas de ATL e 211 eram exclusivas de CC (Tabela 4.23).

Tabela 4.23 - Distribuicdo das proteinas canénicas e isoformas com e sem cut off em ATL e
CC.

Comparacao Proteinas

L Isoformas Isoformas
ATL vs. CC Canobnicas (sem cutoff)  (com cut off)
NUmero de proteinas idénticas 716 82 13
Numero de proteinas exclusivas de ATL 524 54 39
NuUmero de proteinas exclusivas de CC 211 27 6
Total 1451 163 58
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Entre as isoformas encontradas, duas foram detectadas somente pelo uso do
programa Trinity. Uma delas foi encontrada somente em ATL e pertencia ao gene
KIF1A. O peptideo detectado no espectrometro de massas também era
compartilhado por outra isoforma (NP_004312) que tem origem em um mRNA de 46
éexons (NM_004321) (Figura 4.18).

Figura 4.18 - Comparacao entre a isoforma NP_004312 e a isoforma hipotética gerada pela
nossa abordagem. Exons séo representados pelos retangulos em amarelo (UTRs) e em azul
(sequéncia codificadora). As reticéncias simbolizam todos os éxons que intervalam os éxons
numerados. O peptideo encontrado é representado pelo retangulo verde.

Entre 0s genes que expressavam as proteinas canonicas e as isoformas,
apenas em CC foram observados dois genes NUDT16 e NEBL. A isoforma
(NP_689608) do gene NUDT16 foi confirmada por 4 peptideos (7 PSMs) e a
proteina candnica por (NP_001165377) foi confirmada por dois peptideos (3 PSMs;
Figura 4.19A). A isoforma (NP_998734) do gene NEBL foi confirmada por 6
peptideos (11 PSMs) e a proteina candnica por (NP_006384) foi confirmada por 3
peptideos (8 PSMs; Figura 4.19B).
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Flgura 4.19 - Representagdo esquematica das variantes de splicing identificadas e seus
respectivos peptideos: (A) NUDT16, (B) NEBL. Exons s&o representados pelos retangulos
em amarelo (UTRs) e em azul (sequéncia codificadora) e introns sdo representados pelo
simbolo “I”. As reticéncias simbolizam todos os éxons gue intervalam os éxons numerados.
Os peptideos Unicos sdo representados por linhas vermelhas tracejadas e pontilhadas. Os
peptideos compartilhados sdo representados por linhas verdes tracejadas.
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O estudo que gerou os dados de ATL e CC identificou 5 proteinas que ainda
ndo haviam sido evidenciadas por MS. Foram encontrados dois peptideos
(“WTVAESSSDGR” com 1 PSM e “AADAVGEILLSLSYLPTAER” 3 PSMs) referentes
a proteina candnica NP_808878, que pertence ao gene SYT12. Ao alinharmos as
quatro proteinas que sao expressas por este gene, observamos que 0s dois sdo

compartilhados entre elas (Figura 4.20).
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Figura 4.20 - Alinhamento entre a proteina candnica NP_808878 e as demais isoformas do
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gene SYT12. Os peptideos encontrados estao destacados pelas linhas vermelhas.
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O quarto repositério (camundongo) consistia em 19.518 proteinas canonicas e
9.301 peptideos digeridos in silico a partir das isoformas provenientes da montagem
de transcriptoma. Esse repositorio foi destinado a analise de trés réplicas bioldgicas
de corpo caloso de camundongo. Para a identificacéo das proteinas candénicas, pelo
menos dois peptideos Unicos deveriam ser considerados.

Foram identificadas 4.050 proteinas candnicas na primeira réplica biolégica,
4.300 na segunda réplica biolégica e 3.955 na terceira réplica biolégica, confirmadas
por 25.899, 35.111 e 26.671 peptideos distintos, respectivamente. Essas proteinas
eram derivadas de 4.050 genes na primeira réplica biolégica, 4.300 genes na
segunda réplica biolégica e 3.955 genes na terceira réplica biologica (Tabela 4.24).

Foram identificadas 79 isoformas na primeira réplica bioldgica, 75 na segunda
réplica biolégica e 70 na terceira réplica biologica, confirmadas por 25.899, 35.111 e
26.671 peptideos distintos, respectivamente. Essas isoformas eram derivadas de 75
genes na primeira réplica bioldgica, 73 genes na segunda reéplica biolégica e 67
genes na terceira réplica biologica (Tabela 4.24).

Tabela 4.24 - Numero de proteinas identificadas e seus respectivos numeros de genes e
peptideos nas réplicas biolégicas de corpo caloso de camundongo.

Réplica Candnicas Isoformas Total
Réplica 1
Genes 4.050 75 4.085
Proteinas 4.050 79 4.129
Peptideos 25.899 210 26.109
Réplica 2
Genes 4.300 73 4,341
Proteinas 4.300 75 4.375
Peptideos 35.111 223 35.334
Réplica 3
Genes 3.955 67 3.992
Proteinas 3.955 70 4.025
Peptideos 26.671 184 26.855

Os genes na primeira réplica indicam que 4.010 expressam somente
proteinas candnicas, 35 apenas isoformas e 40 tanto proteinas candnicas quanto
suas isoformas. Na segunda réplica, 4.268 expressam somente proteinas candnicas,
41 apenas isoformas e 32 tanto proteinas candnicas quanto suas isoformas. Ja na
terceira réplica, 3.925 expressam somente proteinas candnicas, 37 apenas

isoformas e 30 tanto proteinas candnicas quanto suas isoformas. (Tabela 4.25).
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Tabela 4.25 - Perfil da expresséo proteica dos genes em ATL e CC.

Expressao proteica dos genes Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
Somente canbnicas 4.010 4.268 3.925
Somente isoformas 35 41 37
Canbnicas e isoformas 40 32 30
Total 4.085 4.341 3.992

Unindo as proteinas candnicas de todas as trés réplicas, foram contabilizadas
5.246 proteinas candnicas distintas e 110 isoformas distintas. A distribuicdo entre as
réplicas indica que a maior parte das proteinas candnicas e das isoformas era

compartilhado entre as trés réplicas (Figuras 4.21 e 4.22).

Réplical

364

309 321
3.056

Réplica 2 Réplica 3

618 317 261

Figura 4.21 - Distribuicdo das proteinas candnicas entre as trés réplicas.
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Figura 4.22 - Distribuicdo das isoformas entre as trés réplicas.

A razdao PSM/UP obtida através das proteinas candnicas foi calculada em
aproximadamente 2 para as trés réplicas. Quando este critério foi aplicado para a
selecdo das isoformas, foram selecionadas 24, 18 e 17 isoformas para as réplicas 1,
2 e 3, respectivamente. Ao uni-las, foram contabilizadas 35 isoformas distintas que,
distribuidas entre as trés réplicas, indica que a réplica 1 detém a maior parte das

isoformas (Figura 4.23).
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Réplica 1

Réplica 2 Réplica 3

Figura 4.23 -. Distribuicdo das isoformas que passaram pelo cut off >= 2 entre as trés
réplicas.

Entre as isoformas encontradas, 8 eram derivadas exclusivamente do
programa Trinity, sendo duas exclusivas de uma unica réplica. A primeira pertence
ao gene Slc4al0. O alinhamento entre a isoforma hipotética gerada e uma das
isoformas curadas do mesmo gene (NP_001229310), demonstra que o peptideo
encontrado (NGQVVSPQSAPACAENK) & compartilhado entre elas e as porcoes
inicial e final das sequéncias séo diferentes na composicdo dos aminoacidos (Figura
4.24). A segunda isoforma pertence ao gene Ralgapal e comparando-a com uma
das isoformas curadas do mesmo gene (NP_001273192) € possivel observar que o
peptideo encontrado (SIGECALPSAYIR) estda é compartiihado entre as duas
proteinas (Figura 4.25).
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Figura 4.24 - Alinhamento entre a primeira sequéncia proteica gerada a partir do transcrito
gerado pelo Trinity com uma isoforma curada do mesmo gene. O peptideo encontrado esta
destacado pelas linhas vermelhas.
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Figura 4.25 - Alinhamento parcial entre a segunda sequéncia proteica gerada a partir do
transcrito gerado pelo Trinity com uma isoforma curada do mesmo gene. O peptideo
encontrado est4 destacado pelas linhas vermelhas.
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Entre os genes que apresentavam a proteina candnica e a isoforma expressa,
trés apresentaram a contagem do numero de espectros de suas isoformas maior
que os espectros candnicos: Mical3, Dnmll e Nup98. Foram identificados dez
peptideos para a isoforma (NP_001257404; 12 PSMs) e cinco para a proteina
canodnica (NP_700445; 5 PSMs) do gene Mical3 (Figura 4.26).
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Figura 4.26 - Alinhamento entre as isoforma e a proteina candnica do gene Mical3. Os
peptideos encontrados estéo destacados pelas linhas vermelhas (continua).
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Figura 4.26. Alinhamento entre as isoforma e a proteina candnica do gene Mical3. Os
peptideos encontrados estdo destacados pelas linhas vermelhas (continua).
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Ja para o gene Dnmll, um unico peptideo com 4 PSMs foi atribuido a duas
isoformas (NP_001263270; NP_001263269) e dois peptideos com 2 PSMs foram

atribuidos a proteina canénica (NP_690029) (Figura 4.27A). Por sua vez, 0 gene
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Figura 4.26. Alinhamento entre as isoforma e a proteina canbdnica do gene Mical3. Os
peptideos encontrados estao destacados pelas linhas vermelhas (conclusao).

Nup98 teve uma isoforma (NP_001274093) identificada por cinco peptideos (5
PSMs) e sua proteina candnica (NP_075355) foi confirmada por trés peptideos (3
PSMs; Figura 4.27B).
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Figura 4.27 - Representacdo esquematica das isoformas identificadas e seus respectivos peptideos: (A) Dnmill, (B) Nup98. Exons sio
representados pelos retangulos em amarelo (UTRs) e em azul (sequéncia codificadora), e introns sédo representados pelo simbolo “I”. As reticéncias
simbolizam todos os éxons que intervalam os éxons numerados. Os peptideos Unicos sdo representados por linhas vermelhas tracejadas. Os

peptideos compartilhados séo representados por linhas verdes tracejadas.



Ao buscarmos por genes ortélogos de homem e camundongo identificados
nos experimentos de MS de corpo caloso das respectivas espécies, foram
encontrados 835 genes ortélogos referentes as proteinas canonicas e 7 referentes
as isoformas (Tabela 4.26).

Tabela 4.26 - Genes ortologos das isoformas identificadas nos experimentos de MS de
corpo caloso de homem e camundongo.

Homem Camundongo
Gene ID Gene Symbol Gene ID Gene Symbol

998 CDC42 12540 Cdc42
7170 TPM3 59069 Tpm3
1936 EEF1D 66656 Eefld
5315 PKM 18746 Pkm

989 SEPTY 235072 Sept7
6418 SET 56086 Set
22902 RUFY3 52822 Rufy3

Em humano, o0 gene CDC42 teve apenas um peptideo
(NVFDEAILAALEPPETQPK) encontrado em nossa analise que pertencia a isoforma
NP_426359 (Figura 4.28A). Para o gene ortdlogo em camundongo (Cdc42) foi
detectada a presenca da isoforma NP_001230698 através dos peptideos
“YVECSALTQR” e “NVFDEAILAALEPPETQPK”. A titulo de comparagao, a figura
4.28B monstra o alinhamento entre esta isoforma e uma segunda proteina também
expressa pelo mesmo gene e a figura 4.28C compara as duas isoformas

encontradas em homem e camundongo.
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Figura 4.28. Isoformas dos genes CDC42 em homem e Cdc42 em camundongo. (A)
Alinhamento entre as isoformas geradas pelo gene humano. (B) Alinhamento entre as
isoformas geradas pelo gene em camundongo. (C) Comparacdo entre a isoformas de
homem (NP_426359) e camundongo (NP_001230698) identificadas nos experimentos de
MS. As linhas em vermelho indicam os peptideos encontrados.
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Para o gene SEPT7 (em humano) foram encontrados seis peptideos
atribuidos a duas isoformas (NP_001011553 e NP_001779) expressas por ele
(Figura 4.29). Em apenas
(SVNCGTMAQPK) e atribuido a isoforma NP_001192296. A titulo de comparacéo, a

sequéncia desta isoforma foi comparada com outra proteina expressa pelo mesmo

camundongo, um peptideo foi encontrado

gene (Figura 4.30).
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Figura 4.29 - Comparacao entre as duas isoformas do gene humano SEPT7 identificadas no
experimento de MS. As linhas em vermelho indicam os peptideos encontrados.
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Figura 4.30 - Alinhamento entre as duas isoformas expressas pelo gene Sept7 em
camundongo. A linha em vermelho indica o peptideo encontrado.

88



Para o gene RUFY3 (humano), trés peptideos foram identificados e atribuidos
a duas isoformas do gene RUFY3 (NP_055776 e NP_00112418). Em camundongo,
apenas um peptideo (INSLQLEVEALTR) foi atribuido a isoforma NP_001276703 do
gene ortélogo Rufy3 (Figura 4.31). A titulo de comparagdo, esta isoforma foi

comparada com as demais do mesmo gene (Figura 4.32).
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Figura 4.31 - Alinhamento entre as isoformas encontradas do gene RUFY3 no experimento
de MS de humano. As linhas em vermelho indicam os peptideos encontrados.
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Figura 4.32 - Alinhamento entre a isoforma encontrada (NP_001276703) no experimento de
MS de camundongo comparada com as demais proteinas do gene Rufy3. A linha em
vermelho indica o peptideo encontrado.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho apresentou o desenvolvimento de abordagens voltadas
para a area da proteogenémica ao longo do doutoramento, sendo parte publicada
em um trabalho original (Tavares et al., 2014), outro aceito para publicacdo (Tavares
et al., no prelo) e uma revisdo que considerou aspectos e possibilidades na
proteogendmica (Tavares et al., 2015).

O primeiro repositorio criado, SpliceProt, foi a primeira iniciativa do nosso
grupo que reuniu a tradugéo in silico de variantes de splicing identificadas em dados
de transcriptoma gerados em larga escala. Em comparacao aos demais repositorios
(RefSeq, ENSEMBL Gene e UniProtKB/Swiss-Prot) utilizados para comparacéo, o
SpliceProt apresentou a menor porcentagem de sequéncias redundantes (1,36%) e
0 maior numero de sequéncias unicas disponiveis.

A redundancia entre os repositérios também foi avaliada, onde grande parte
das sequéncias do RefSeq (91,98%) estava contida no repositério desenvolvido
neste estudo. Importante salientar que era esperado que todas das sequéncias do
RefSeq fossem contempladas ja que este repositério foi utilizado para a confeccéo
do SpliceProt. Entretanto, dois fatores poderiam explicar tal diferenca: primeiro, as
sequéncias dos transcritos conduzidos a traducao in silico sdo oriundas do genoma,
0 que poderia acarretar em pequenas modificacdes na sequéncia proteica. E, em
segundo lugar, dependendo do transcrito, a traducdo tem seu inicio a partir da
primeira ou segunda metionina encontrada pelo maquinario ribossomal. De maneira
semelhante, a forma como sdo geradas as traducdes para o0 ENSEMBL Gene
poderia explicar o baixa porcentagem (43,05%) de sequéncias redundantes com o
SpliceProt. Todavia, ndo foram encontradas informacgdes na literatura disponivel que
pudessem elucidar o processo de traducdo e compara-lo com o desenvolvido no
presente estudo. As 3.535 sequéncias do UniProtKB/Swiss-Prot que ndo foram
contempladas pelo SpliceProt poderia ser explicada pela composicdo dos
repositorios. Enquanto o primeiro € composto por sequéncias com validacdo
experimental, o segundo contém sequéncias preditas computacionalmente.

A digestdo computacional por tripsina demonstrou que SpliceProt gera a
maior quantidade de peptideos nao redundantes (700.492), seguido pelo ENSEMBL
Gene (578.139), UniProtKB/Swiss-Prot (506.318) e RefSeq (486.532). Em
comparacdao com RefSeq, 219.614 eram exclusivos do SpliceProt e 480.878 eram

compartilhados entre eles. Em comparacdo com o ENSEMBL Gene, 64.461

91



peptideos eram exclusivos deste repositorio, 186.814 eram exclusivos do SpliceProt
e 513.678 eram compartilhados entre eles. Desta forma, o repositorio criado pela
presente abordagem oferta 2,8 vezes mais peptideos Unicos digeridos por tripsina
gque o ENSEMBL Gene. Em comparacdao com o UniProtKB/Swiss-Prot, 24.552
peptideos eram exclusivos deste repositorio, 218.726 eram exclusivos do SpliceProt
e 481.766 eram compartilhado entre eles. Assim, o repositorio criado oferta 8,9
vezes mais peptideos unicos digeridos por tripsina que o UniProtKB/Swiss-Prot. De
uma forma geral, independente da enzima utilizada, o SpliceProt ofertou a maior
guantidade de peptideos Unicos que poderiam ser utilizados para a identificacdo de
potenciais variantes de splicing.

Observada a grande quantidade de peptideos Unicos provenientes do
SpliceProt e inspirado nos resultados de Sheykman e colaboradores (2013), trés
repositorios personalizados foram criados. Cada um deles tinha como base as
sequéncias nao redundantes das proteinas dos repositorios RefSeq, ENSEMBL
Gene e UniProtKB/Swiss-Prot, acrescidos dos peptideos ndo redundantes das
sequéncias do SpliceProt que foram digeridos computacionalmente por tripsina e as
endoproteinases Lys-C, Glu-C bicarb e Glu-C phosph A comparagdo entre esses
peptideos acrescentados aos repositorios-base indicou que a maior parte deles
eram compartilhados entre os repositorios personalizados independente da enzima
utilizada. Ademais, os repositorios RefSeq e UniProtKB/Swiss-Prot apresentaram
uma maior quantidade de peptideos exclusivos em comparacdo ao ENSEMBL
Gene.

O repositorio personalizado UniProtKB/Swiss-Prot/SpliceProt foi utilizado em
dados de espectrometria de massas obtidos a partir da linhagem de células T (Jurkat
cells) com o intuito de identificarmos potenciais variantes de splicing. Os 54
peptideos identificados s&o provenientes daqueles oriundos do SpliceProt
acrescidos ao repositério UniProtKB/Swiss-Prot. Além disso, esses mesmos
peptideos ndo foram encontrados no repositério UniProtKB/TrEMBL, que possui a
traducdo de sequéncias que ainda nao foram anotadas ou com validacéo
experimental. Desta forma, a identificacdo das 54 variantes foi possivel através da
insercao desses dados e da maneira como este repositério foi construido.

Das 57 variantes identificadas pelo trabalho de Sheykman e colaboradores
(2013), apenas 10 foram identificadas também pelo presente trabalho. Uma das
possiveis explicagbes para esta diferenca deve-se ao fato dos dados de

transcriptoma e proteoma terem sido gerados a partir da mesma origem (linhagem
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de linfocitos T), ao passo que o SpliceProt tém origem em diferentes conjuntos de
dados (como ESTs, dados de sequenciamento de larga escala e sequéncias de
referéncia). Ao final desta primeira andlise, € possivel afirmar que o primeiro
repositério personalizado obteve éxito na identificagcdo variantes de splicing em
dados de MS e que a utilizacdo de repositérios personalizados mostrou ser uma
alternativa em relacdo aos repositérios tradicionalmente empregados para a
anotacao de dados de MS.

Apesar da primeira inciativa de construir um repositério personalizado, nédo
houve a oportunidade de analisarmos detalhadamente as variantes de splicing
encontradas no contexto da amostra estudada. Assim, um segundo repositorio
personalizado foi construido e usado para anotar dados de MS da linhagem de
oligodendrocitos humanos. O repositério em questdo foi construido utilizando como
base as sequéncias das proteinas candnicas do UniProtKB/Swiss-Prot, acrescido de
peptideos ndo redundantes digeridos computacionalmente das sequéncias das
isoformas do UniProtKB/Swiss-Prot e do SpliceProt. Importante salientar que os
peptideos inseridos no repositério ndo estavam presentes em quaisquer das
sequéncias canobnicas, pois desta forma, a identificacdo das proteinas canbnicas e
das isoformas seria facilitado apos a analise.

As 2.081 proteinas canénicas identificadas apresentaram uma razao de 1,4
PSMs/Peptideos Unicos que, quando aplicada como critério para selecdo de
isoformas, foi possivel selecionar 17 das 39 isoformas encontradas. O célculo entre
0S espectros da proteina candnica e da isoforma do gene SDR39U1 também foi uma
proposta com o0 objetivo de sugerir que a proteina alternativa estaria sendo mais
expressa que a canénica.

Além da utilizacdo da espectrometria de massas para a identificacdo das
isoformas no protema, confirmamos a presenca dos mRNAs das variantes de
splicing de EEF1D, KRAS, MFF, SDR39U1 e SUGT1 por experimentos de RT-gPCR
na linhagem celular de oligodendrdcitos MO3.13 (experimentos realizados pela Dra
Patricia Savio de Araujo Souza). Desta maneira, foi possivel confirmar algumas das
variantes que identificamos no proteoma também no transcriptoma, faltando apenas
a investigacao de todas a isoformas e sua possivel atuacdo dentro do contexto do
tecido cerebral. A seguir, apresentaremos uma descri¢cao das informacdes funcionais
de algumas das variantes de splicing que identificamos nos dados de protedmica da
linhagem MO3.13.
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O gene KRAS tém um papel regulador na proliferacao celular. O dominio C-
terminal da variante de splicing KRAS4B é responsével por se ancorar & membrana
plasmatica e ativar a proteina (Welman et al., 2000). Como demonstrado na figura
4.3A, a KRAS4B (Uniprot P01116-2) difere da proteina canénica (Uniprot P01116-1)
no dominio C-terminal pela presenca do éxon codificador 4A (McGrath et al., 1983).
O peptideo encontrado em nosso estudo mapeia exatamente na juncéo de splice do
éxon 3 e 0 éxon 4B, sendo exclusivo da variante KRAS4B. Outros dois peptideos
detectados pela nossa abordagem também foram atribuidos ao gene HRAS, um
paralogo do KRAS, apresentando uma identidade maior que 80% entre as suas
sequéncias. Assim, é importante destacar que devido a esta alta identidade, estes
mesmos peptideos também mapeiam nos éxons 1 e 2 do gene KRAS, que séo
responsaveis pela formacgéo do regido N-termnal dessas proteinas.

A glutaminase (GLS) catalisa a deaminacdo hidrolitica da glutamina em
glutamato e amonia e tem papel na regulacdo do neurotransmissor glutamato no
cérebro (Marquez et al., 2006). Até o momento, trés variantes deste gene sé&o
conhecidas (Elgadi et al., 2014) e o presente trabalho identificou duas delas. O gene
GLS possui 19 éxons codificadores e trés transcritos: a proteina candnica KGA
(Uniprot 094925-1) e as variantes GAM (Uniprot 094925-2) e GAC (Uniprot
094925-3). A figura 4.3B demonstra a distribuicdo dos peptideos identificados de
acordo com suas respectivas proteinas. As variantes KGA e GAC ja foram
detectadas em cérebro e outros tecidos e a alta expressdo de GAC foi observada
em tumores cerebrais, incluindo oligodendrogliomas, astrocitomas, ganglioglioma e
ependimomas (Szeliga et al., 2008).

Os eventos de fissdo mitocondrial sdo regulados por diversos elementos e
mecanismos (Okamoto et al., 2005; Chan et al., 2006) que levam a fragmentacéo da
mitocdndria. O gene MFF (do Inglés, mitochondrial fission factor) € um componente
utilizado na fissédo constitutiva e induzida da mitocondria e peroxissomos. As nove
variantes codificadas por este gene diferem na presenca ou auséncia do éxon 1 e
nas combinacfes entre os éxons 5, 6 e 7, que sdo responsaveis por codificar a
regido central da proteina (Gandre-Babbe et al., 2008). Nossa analise detectou a
isoforma Q9GZY8-2 (que ndo apresenta 0 éxon 7) e a proteina candnica Q9GZY8-2
(Figura 4.3C).

O gene humano SUGT1 estd associado ao complexo de proteinas do
cinetdcoro e esta envolvida na fixagdo do centrossomo durante o ciclo celular. Este

gene codifica a proteina canbnica (SUGTI1A; Uniprot Q9Y2Z0) e a isoforma
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(SUGT1B; Uniprot Q9Y2Z0-2), descritos previamente por Niikura e Kitagawa (2003).
As sequéncias de ambas as proteinas sdo 91% idénticas e sua diferenca encontra-
se na codificagdo de 33 aminoacidos a mais da regido entre os éxons 5 e 6 da
variante SGT1B e na auséncia de uma serina na posi¢cdo 110 da proteina SGT1A.
Esta insercdo acarreta no motivo de repetices de tetratricopeptideos, quem modula
a interacdo especifica de proteina-proteina. Nossa andlise indicou a presenca de
ambas as proteinas, como demonstrado na figura 4.3D.

Os genes da familia das ribonucleoproteinas heterogénas (hnRNP) atuam no
metabolismo de mRNAs e foram previamente descritos em oligodendrdcitos (Iwata
et al., 2013). Elevados niveis dos membros de HRNPAB e HNRNPC podem levar a
superexpressao do gene MYC, que atual como fator de transcricdo no cancer e € um
marcador molecular nos casos de meduloblastoma (Staal et al., 2015). O gene
HNRNPC esta associado ao transporte e processamento do pré-mRNA (Park et al.,
2012) e codifica duas proteinas distintas que foram identificadas pela nossa analise:
C1 com 293 aminoacidos (responsavel por ligar-se ao mRNA de TP53 durante a
apoptose; Christian et al.,, 2008) e C2 com 306 aminoéacidos (Burd et al., 1989). A
interacdo fisica dessas duas proteinas parece estar relacionada com o controle da
agressividade de gliobastomas através da baixa expressao do gene PDCD4 (Park et
al., 2012). As hnRNPs também estdo associadas a esquizofrenia (Martins-de-Souza
et al.,, 2009) e podem ter um papel central na disfuncdo de oligindendrécitos nesta
doenca (Iwata et al., 2011).

A proteina canbnica e a variante por splicing alternativo do gene piruvato
guinase (PKM) também foram detectadas no proteoma de oligodendrécitos. O gene
PKM possui dois éxons (9 e 10) mutuamente exclusivos, produzidos
respectivamente por dois transcritos: M1 (alternativo) e M2 (canbnico). A proteina
M2 é superexpressa em células proliferativas e tumorais (Staal et al., 2015), quando
comparado com a M1 (Christofk et al., 2008) e sua expressao é regulada pela
hnRNP A1/A2 e pela proteina de ligacao ao trato de polipirimidinas (PTB; Clower et
al., 2008).

A variante candnica e uma variante de splicing do gene EEF1D, foi detectada
nas nossas analises. Este gene esta localizado no cromossomo humano 8 e codifica
guatro proteinas no cérebro humano (Cao et al., 2014) classificadas a partir do seu
tamanho: a isoforma maior conhecida como eEF1BdL (647 aminoacidos; Uniprot
P29692-2) e mais trés proteinas menores. Estas proteinas alternativas sao

nomeadas como eEF1Bd (proteina canénica com 281 aminoacidos; Uniprot P29692-
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1), isoforma 3 (257 amin&cidos; Uniprot P29692-3) e a isoforma 4 (262 aminoacidos;
Uniprot P29692-4). As proteinas eEF1Bd and eEF1BOL tém funcdes e localizagao
celular distintas. A primeira é geralmente localizada no citoplasma e possui papel
importante como fator de alongamento ao se ligar com outros membros do complexo
eEF1 (eEF1Ba e eEF1By). A segunda estd localizada no nucleo e induz a
transcricdo dos genes HSPAG6, CRYAB, DNAJB1, e HMOX1 (Kaitsuka et al., 2015).
Bartoli e colaboradores (2006) demonstraram que o surgimento do meduloblastoma
esta associado com a superexpressdo de EEF1D, sugerindo seu potencial como
biomarcador.

O gene TOR1AIP1 codifica o polipeptideo associado a lamina 1 (LAP1), que é
uma proteina interna da membrana nuclear (Senior e Gerace, 1988). Existem trés
proteinas potencialmente expressas por esse gene: a proteina canénica Q5JTV8-1,
a isoforma LAP1B e isoforma LAP1C, esta ultima descoberta recentemente por
Santos e colaboradores (2014). As proteinas LAP1 e LAP1B diferem na insergéo do
trinucleotideo CAG no sitio de splice 3’ do intron 2 de LAP1B, resultando em uma
alanina adicional na sequéncia codificadora. Santos e colaboradores (2014)
identificaram a isoforma LAP1C numa linhagem derivada do tumor de
neuroblastoma usando bioinformética, espectrometria de massas e técnicas de
biologia molecular para validacdo. Na presente andlise foram identificadas apenas
as proteinas LAP1 e LAP1B.

O gene PDLIM3 estad associado a distrofia mioténica (DM) e codifica trés
proteinas identificadas pela nossa analise e que variam de acordo com o uso dos
éxon 4, 5 e 6 (Uniprot Q53GG5-1, Q53GG5-2, e Q53GG5-3). A associacao foi
confirmada por Ohsawa e colaboradores (2011), que demonstrou a expressao
predominante da variante Q53GG5-2 em pacientes com essa doenca. A isoforma
mencionada possui 0 éxon 4 e a auséncia dos éxons 5 e 6, que podem influenciar
na ligagao da proteina com a a-actinina 2, jA que a interacao fisica entre elas ocorre
através do dominio PDZ, localizado no éxon 6.

A analise de enriquecimento de vias (GSEA) dos 38 genes das isoformas
identificadas na linhagem celular MO3.13 indicou uma participacdo relevante de
tropomiosinas através do termo muscle thin filament tropomyosin (GO:0005862). De
fato, trés genes de da familia de tropomiosinas foram encontrados em nossa analise:
TPM1, TPM2, e TPM3. As tropomiosinas sdo componentes dos filamentos de actina
encontrados nos dendritos de células neuronais e em células musculares (Santos et

al.,, 2014). Em humano, elas sao codificadas por quatro genes conhecidos como
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TPM1 (localizado no cromossomo 15), TPM2 (localizado no cromossomo 9), TPM3
(localizado no cromossomo 1), e TPM4 (localizado no cromossomo 19). Existem dez
diferentes isoformas do gene humano TPM1, trés isoformas do gene TPM2 e sete
isoformas do gene TPM3. No cérebro humano, algumas isoformas ja foram
descritas, sendo elas: isoformas 3 e 5 da TPM1, isoforma 1 de TPM2 e isoformas 4
de TPM3 (Lin et al., 2008). Nosso estudo identificou as isoformas 2 e 5 do gene
TPM1, isoformas 2 e 3 de TPM2, e as isoformas 2, 3, 4, 5 e 6 de TPM3. E
importante destacar que apesar de termos identificados uma familia de
tropomiosinas, a linhagem de oligodendrécitos MO3.13 € resultante de
oligodendrdcitos com células musculares de rabdomiossarcoma. Desta forma, a
identificacdo dessas isoformas foi questionada se poderiam ser resultado dessa
caracteristica intrinseca da linhagem utilizada e somente com dados experimentais
de protedbmica de cérebro humano poderiamos confirmar a presenca destas
variantes.

Fizemos também a analise da interacdo proteina-proteina das 39 variantes de
splicing. Encontramos a interacdo de algumas delas com as proteinas do complexo
NFkB, MYC e TP53. Campos-Sandoval e colaboradores (2015) relacionaram o gene
da glutaminase GLS e suas variantes de splicing na regulacdo das isoformas de
NFkB, MYC e TP53 em tumores cerebrais. Demais trabalhos apontam que o gene
TP53 é responsavel por manter a estabilidade gendmica das células percussoras de
oligondendracitos (OPC, do Inglés oligodendrocyte precursor cells; Tokumoto et al.,
2001). Os genes MYC e NFkB sao responsaveis por outro grupo de genes
associados a mielinizacdo dessas células, desempenhando importante funcao
durante sua diferenciacéo (Blank e Prinz et al., 2014).

Como exposto, a andlise feita com o0 segundo repositorio personalizado
possibilitou a investigacdo das isoformas na linhagem de oligodendrdcitos.
Entretanto, era necessario criar uma estratégia para a busca por potenciais variantes
de splicing ainda ndo descritas na literatura para homem e camundongo. A
montagem computacional de transcriptoma foi utilizada como recurso para a
identificacdo de proteinas ja4 anotadas e potenciais variantes de splicing no
transcriptoma de homem e camundongo. Os programas Cufflinks e Trinity foram
escolhidos por apresentarem os melhores resultados em artigos que compararam o
desempenho dos programas de reconstru¢do de transcritos com um genoma de
referéncia e de novo. Desta forma, um pipeline integrando as duas estratégias foi

desenvolvido em trés etapas que tinham como pontos principais a sele¢éo dos reads
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utilizados na montagem com genoma de referéncia e daqueles entregues para a
montagem de novo.

A primeira etapa consistia no tratamento dos reads originais a partir da
gualidade das corridas e a remocdo de seus adaptadores. O aproveitamento dos
reads foi considerado satisfatério, pois aproximadamente 90% e 95% dos reads nas
corridas de humano e de camundongo, respectivamente, foram aproveitadas apos o
tratamento. Em seguida, todos os reads selecionados pela etapa anterior foram
alinhados contra o genoma de seus respectivos organismos, gerando um arquivo de
alinhamento. Cada arquivo foi preparado e juntamente com um arquivo GTF de cada
espécie foi utilizado pelo programa Cufflinks para a montagem com genoma de
referéncia. Dos 39.006 mMRNAs anotados no arquivo GTF de humano, o Cufflinks foi
capaz de reconstruir em meédia 30 mil transcritos independente do seu nivel de
expressdo. Em camundongo, dos 29.735 mRNAs anotados em seu arquivo GTF,
foram reconstruidos em média 22 mil transcritos independente do seu nivel de
expressao para este organismo. Porém, é importante salientar que a reconstrucao
desses transcritos esta limitada ao numero de transcritos com anotacdo. Logo,
dependendo da origem ou versao do arquivo GTF utilizado, esses numeros poderao
variar conforme novos transcritos sejam anotados nas bases de dados como RefSeq
e UCSC. Desta forma, optamos por usar a base de dados RefSeq para a associagao
de transcritos e proteinas, uma vez que o uso do repositorio Uniprot/Swiss-Prot
aumentaria o grau de complexidade das analises, pois ndo encontramos dados que
permitissem a associacdo dos seus identificadores com sequéncias de mRNAs.

O numero de genes identificados pela montagem obtida pelo programa
Cufflinks foi de aproximadamente 15 mil genes nas duas espécies. Uma fragcao
pequena de transcritos oriundos de RNA-Seq ndo teve seu gene encontrado em
nossas bases de dados. Este problema tem origem provavel na anotacdo dos
arquivos obtidos através da base de dados do RefSeq e Unigene.

A segunda etapa consistia huma preparacdo para a identificacdo dos reads
utilizados e néo utilizados pelo Cufflinks ja que este programa nao habilita esta
opc¢ao. Assim, iniciamos uma colaboracdo com o Dr. Cole Trapnell, desenvolvedor
do programa Cufflinks, para criar uma abordagem para a identificacdo e selecédo dos
reads usados pelo referido programa. Desta forma, os reads da primeira etapa foram
alinhados contra as sequéncias dos transcritos reconstruidos pelo programa gffread
(integrante do programa Cufflinks). Aqueles reads corretamente mapeados foram

considerados como utilizados para a montagem e os demais foram conduzidos para
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a terceira etapa do pipeline. Aproximadamente 70% dos reads dos dados de RNA-
Seq de humano e 60% de camundongo ndo foram utilizados para a reconstrucao
dos transcritos.

A terceira etapa teve como proposta inicial um refinamento na selecdo dos
reads que seriam conduzidos para a montagem de novo com o programa Trinity.
Para isso, os reads que néo foram utilizados pelo Cufflinks foram alinhados contra
as sequéncias génicas de seus respectivos organismos. Desta forma, este
alinhamento serviria como “filtro” para evitarmos a reconstrucdo de transcritos
guiméricos. Os resultados apontaram que uma pequena porcentagem dos reads
(3% em homem e 5% em camundongo) foi mapeada corretamente em um Unico
gene. Sabendo que € necessaria uma grande quantidade de reads para a
montagem de novo (revisto por Martin e Wang, 2011), esses resultados inicialmente
colocaram em duavida se o Trinity conseguiria reconstruir 0s transcritos com esta
guantidade pequena de reads resultantes. Entretanto, apos a montagem de novo, foi
possivel verificar que além de conseguir realizar a montagem, o programa Trinity
aproveitou mais de 90% dos reads para ambos 0s organismos. Isto sugere que o
terceiro alinhamento e a selecdo dos reads mapeados corretamente em um Unico
gene obteve éxito. Desta forma, decidimos investigar qualitativa e quantitativamente
a contribuicdo de variantes de splicing detectadas exclusivamente pelo uso do
programa Trinity, uma vez que ja haviamos mostrado que a estratégia de usar o
Uniprot/Swiss-Prot com dados de ESTs é eficaz na deteccdo de isoformas de
splicing (Tavares et al., 2014; Tavares et al., no prelo).

O nuamero de transcritos montados pelo programa Trinity variou
significativamente entre os organismos. Entre os dados de RNA-Seq de homem, o
namero maximo de transcritos montados por uma corrida foi de aproximadamente
30 mil (réplica 1 - tecido ovariano), enquanto em camundongo, o numero maximo de
transcritos montados foi de aproximadamente 124 mil (réplica 1 - tecido testicular).
Esses numeros podem ser explicados pela diferenca na complexidade dos
organismos analisados (Lin et al., 2014) e que se reflete na montagem de novo. Este
fato também é relatado no trabalho original do programa Trinity onde a porcentagem
de transcritos montados para a levedura (Schizosaccharomyces pombe) era maior
guando comparado com camundongo.

A identificacdo das variantes de splicing em nossa base de dados foi de
fundamental importancia para sabermos se 0s transcritos montados pelo Trinity

poderiam ser confirmados por outros dados de transcriptoma. Em humano, a maior
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parte dos transcritos montados em cada corrida pode ser confirmada por ESTs e
sequéncias curadas do RefSeq ou ESTs. J& em camundongo, a maior parte dos
transcritos foi confirmada por ESTs. Essas confirmacdes por outras fontes de dados
experimentais indicam que a montagem realizada pelo Trinity conseguiu reconstruir
possiveis transcritos derivados de eventos de splicing alternativo mesmo apos todas
as etapas do pipeline. As demais variantes geradas pelo programa Trinity que néo
foram confirmadas por nenhum dado experimental de transcriptoma tinham o
potencial de indicar novos transcritos derivados de eventos de splicing alternativo.

A partir do sistema de traducdo desenvolvido para criacdo do repositério
SpliceProt, as variantes geradas pelo programa Trinity e sem confirmag&o por outras
sequéncias foram traduzidas a fim de serem confirmadas futuramente por
experimentos de espectrometria de massas. Para a maioria dos dados de RNA-Seq
em ambos os organismos, pelo menos metade das variantes foi traduzida com
sucesso. As variantes que nado foram traduzidas tiveram um ndmero excessivo de
coédons de parada ou sequéncias proteicas de tamanho muito pequeno.

Com o intuito de confirmar os transcritos reconstruidos pela montagem de
transcriptoma e potenciais variantes de splicing, dois repositérios proteicos
personalizados foram criados a partir das réplicas oriundas de RNA-Seq de tecido
cerebral de homem e camundongo. Ambos repositorios foram construidos com as
sequéncias de proteinas canoénicas e peptideos digeridos in silico e ndo redundantes
resultantes das isoformas obtidas pelos programas Cufflinks e Trinity.

Para homem, duas regides cerebrais distintas foram analisadas: lobo
temporal anterior (ATL) e corpo caloso (CC). A primeira regido € localizada no cortex
e esta relacionada com a doenca de Alzheimer (Domoto-Reilly et al., 2012). Ja a
segunda, encontra-se na parte interna do cérebro, interligando os hemisférios
cerebrais e esta relacionada com a esquizofrenia (Paul et al., 2007). O estudo
original de tais amostras ndo explorou as potenciais isoformas derivadas de eventos
de splicing alternativo no proteoma das regifes analisadas. Assim, decidimos
investigar a contribuicdo do uso de dados de RNA-Seq para a deteccdo de variantes
de splicing usando o programa Trinity. A classificacdo entre proteinas canbnicas e
isoformas foi obtida através do sitio da UCSC, onde foi obtida uma lista de
transcritos canbnicos tanto para homem quanto para camundongo. Usando o critério
de 1% de PEP, foram identificadas 136 isoformas em ATL e 109 em CC, sendo
contabilizadas 163 isoformas distintas onde a maior parte delas era compartilhada

por ambas as regides. Ao aplicarmos o GSEA para as isoformas encontradas tanto
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em ATL quanto em CC, o termo “muscle thin filament tropomyosin” foi novamente
encontrado, indicando um perfil de expressao de variantes de splicing associado a
genes do citoesqueleto. Em uma analise comparativa, foi possivel verificar que das
39 isoformas encontradas no estudo em oligodendrécitos, 11 também foram
encontradas em ATL e CC. Dessas 11, 2 eram exclusivas de CC (genes EEF1D e
PDLIM3), uma exclusiva de ATL (gene PNKD) e 8 eram compartilhadas entre as
duas regibes (genes KRAS, PKM, TPM1, TPM3, SET, SPTAN1, TPD52L2 e
CAPZB). Outra observacéo relevante que esta andlise revelou foi a presenca da
familia de tropomiosinas (TPM1, TPM3 e TPM4) nessas regides analisadas. Isso
sugere que os tipos celulares encontrados no cérebro possam expressar com certa
regularidade os membros dessa familia e que a linhagem hibrida de oligodendrécitos
nao influenciou nos resultados encontrados naquele estudo. Entretanto, € importante
ressaltar que as variantes de splicing identificadas neste estudo refletem aquelas
descritas previamente pelo projeto RefSeq ou inéditas e propostas pelo programa
Trinity. Uma parcela ndo desprezivel das variantes de splicing detectadas usando
dados de ESTs néo foi analisada no contexto desta tese.

Entre as isoformas encontradas e que eram derivadas exclusivamente do
programa Trinity, podemos observar que o peptideo encontrado para a isoforma do
gene KIF1A ndo pode ser utilizado para diferenciacdo das isoformas conhecidas
para este gene. Isto se deve pelo fato do peptideo “AFVYLSNLLYPVPLVHR” ser
compartilhado entre a isoforma hipotética e a isoforma curada NP_004312. Este
resultado reflete o desafio de encontrar peptideos que auxiliem na identificacdo das
isoformas (Nesvizhskii e Aebersold, 2005).

As razdes PSM/UP calculadas para ATL e CC indicam que os peptideos
Unicos possuem em média de 4 a 5 espectros confirmando-0s nos experimentos de
MS. Esses valores sdo pelo menos duas vezes maiores quando comparado com a
razao obtida na linhagem de oligodendrécitos. Aplicando-se a razdo PSM/UP nas
isoformas encontradas em ATL, das 132 isoformas, 52 tém sua razdo superior a
calculada para as proteinas canénicas. Em CC, o numero € reduzido de 109 para 19
isoformas. Ao verificarmos a distribuicdo delas entre as regides, foram contabilizadas
58 isoformas distintas, sendo a maioria exclusiva de ATL, 6 exclusivas de CC e 13
compartilhadas. Esses valores mostram que dependendo do numero de isoformas
encontradas, é possivel aplicar este critério de selecdo em experimentos de MS que

utilizam repositérios personalizados constituidos por peptideos.
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Ao analisarmos os genes que dao origem as proteinas identificadas, foi
observado um numero significativo de genes que expressavam somente isoformas.
Entretanto, em a inspe¢do manual dessas isoformas mostrou que em outras bases
de dados, como UniProt/SwissProt, essas sédo classificadas como candnicas. Dessa
forma, podemos concluir que dependendo do critério de classificacdo utilizado, o
namero de isoformas pode variar de acordo com a base de dados utilizada para a
construcao dos repositorios customizados. De uma forma geral, ndo existe consenso
na literatura indicando como definir, entre o0s transcritos expressos de um
determinado gene, qual deve ser considerado candnico ou quais sao derivados de
eventos de splicing alternativo. A razéo para isso se da pela especificidade celular
deste evento, além da geracdo de outras isoformas derivadas promotores
alternativos e poliadenilagdes alternativas (revisto por de Klerk e 't Hoen, 2016).

Entre 0s genes que expressavam as proteinas canonicas e as isoformas,
apenas dois apresentaram o0 numero de espectros da isoforma foi maior que o da
candnica, sendo eles: NUDT16 e NEBL. O gene NUDT16 é membro da superfamilia
de hidrolases conhecida como NUDIX e um dos responsaveis por regular a
estabilidade e RNAs mensageiros a partir da remocao do cap 5 (Song et al., 2010).
Ja o gene NEBL codifica proteinas que ligam os filamentos intermediarios a linha Z
dos sarcomeros (Holmes e Moncman, 2008). Esta analise foi realizada para a
comparacdo com a mesma abordagem na linhagem de oligodendrécitos, onde o
gene SDR39U1 apresentou a mesma diferenca entre espectros. Tratando-se de um
novo experimento, a expectativa era de que o numero de genes que apresentasse 0
mesmo padrdo fosse maior. Entretanto, os resultados indicam que esta analise s6
pode ser aplicada de forma pontual. Ademais, quando comparamos a classificacao
entre proteinas candnicas e isoformas na base UniProt/SwissProt, a isoforma
encontrada em nosso estudo para o gene NUDT16 é considera como candnica para
esta base e vice-versa. Ja a classificacdo para as proteinas do gene NEBL coincidiu
com o UniProt/SwissProt.

Um dos peptideos encontrados (VTVAESSSDGR) para a proteina canbnica
(NP_808878) do gene SYT12, também foi encontrado no trabalho original dos dados
de ATL e CC de Martins-de-Souza e colaboradores (2014). Apesar do resultado
promissor, este mesmo peptideo é compartilhado pelas demais proteinas expressas
por este gene, mostrando a importancia da identificacdo de peptideos proteotipicos
(Kuster et al., 2005).

102



O repositorio proteico feito para identificacdo de isoformas em camundongo
foi aplicado em dados de protedmica de corpo caloso provenientes de trés réplicas
bioldgicas. O total de proteinas identificadas em cada uma foi aproximadamente
guatro vezes maior quando comparado com os resultados obtidos em corpo caloso
de homem. Entre outros fatores, esta diferenca tem explicacdo na preparagédo das
amostras no equipamento utilizado. Enquanto para os dados humanos foi
empregada uma coluna cromatografica menor e um espectrometro de massas de
menor resolucéo (ion trap), os dados de camundongo utilizaram uma coluna maior e
um espectrometro de maior resolugéo (Q Exactive).

Usando o critério de 1% de PEP, foram identificadas 110 isoformas distintas e
sua distribuicdo apontou que aproximadamente 36% delas eram especificas de cada
réplica e menos da metade (44) era compartilhada. Isto sugere que mesmo com
uma media de 75 isoformas por réplica, houve uma variabilidade significativa de
proteinas exclusivas de cada experimento. Quando comparado ao numero de
isoformas identificadas em corpo caloso de humano, o nimero inferior de isoformas
encontradas tem possivel explicacdo na composicao do repositorio proteico gerado.
Baseado também na classificacdo de proteinas candnicas e isoformas do sitio da
UCSC, apenas 3.150 proteinas foram classificadas como isoformas, enquanto para
humano foram classificadas 9.821.

O gene Slc4al0 apresentou um isoforma hipotética derivada exclusivamente
do programa Trinity e que foi comparada com uma isoforma curada do mesmo gene.
O gene Slc4al0, é descrito como responsavel por regular o pH intracelular de
neurdnios e astrocitos em camundongos (Liu et al., 2010). Alteracbes nesse gene
acometem a diminuicdo de ventriculos cerebrais e reduzem a excitabilidade
neuronal (Jacobs et al., 2008). O alinhamento entre a isoforma hipotética a isoforma
curada demonstra que as porcdes inicial e final sdo diferentes na composicdo de
aminoacidos. O motivo para tal diferenca esta provavelmente relacionado com uma
falha no programa Trinity nas mesmas regides do transcrito hipotético de origem. A
segunda isoforma identificada exclusivamente pelo programa Trinity pertencia ao
gene Ralgapal, relacionado com microcefalia e retardo psicomotor (Schwarzbraun
et al., 2004). O alinhamento da isoforma hipotética contra uma das isoformas
curadas do mesmo gene (NP_001273192) indica o mesmo problema com a
montagem na regido inicial, porém, a regido final da isoforma hipotética foi
corretamente montada e traduzida até o éxon 34. O peptideo encontrado e que esta

localizado no éxon 20 € compartilhado entre as duas proteinas, impossibilitando
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novamente a identificagdo de qual isoforma foi realmente encontrada no
experimento.

A razdo PSM/UP calculada para as réplicas apontou que os peptideos Unicos
das proteinas canbnicas apresentavam em média dois espectros e, que das 110
isoformas distintas encontradas, 35 seriam selecionadas por razdo superior a
calculada. A distribuicdo delas mostra que quase metade das isoformas com cut-off
sdo exclusivas de cada réplica analisada. Isso demonstra a importancia de estudos
individualizados na identificacdo de isoformas em estudos de espectrometria de
massas.

Da mesma forma como os resultados em homem, foi observado um nimero
significativo de genes que expressavam somente isoformas. Entre os genes que
apresentavam a proteina canfnica e a isoforma expressa, trés tiveram o numero de
espectros de suas isoformas maior que 0s espectros candnicos: Mical3 (membro da
familia das monooxigenases associadas aos microtubulos), Dnm1l (relacionado com
fissdo mitocondrial; Brooks et al., 2009) e Nup98 (integrante do complexo proteico
no poro nuclear em humano; Griffis et al., 2002). Esses resultados indicam
novamente que esta analise s pode ser aplicada de forma pontual além de mostrar
novamente a influéncia da base de dados utilizada para a classificacdo entre
proteinas canobnicas e isoformas. Ao compararmos a classificacdo com o
Uniprot/SwissProt, as isoformas identificadas para os genes Nup98 e Mical3 séo
classificadas como candnicas para a referida base de dados. E a proteina canbnica
do gene Dnmll é atribuida a uma proteina predita computacionalmente pelo projeto
RefSeq (prefixo XP).

A analise de todas as proteinas identificadas em corpo caloso de homem e
camundongo revelou uma quantidade significativa de genes ortélogos de proteinas
canodnicas e sete genes ortdlogos entre as isoformas. Tais resultados sugerem que
0s transcritos expressos pelas isoformas dos genes desempenham funcdes
importantes para os tipos celulares que compdem esta regido cerebral. Quatro dos
sete genes (TPM3, EEF1D, PKM e SET) também foram encontrados no estudo com
a linhagem celular de oligodendrdcitos e discutidos anteriormente em relacdo as
suas isoformas em humano. Os genes CDC42, SEPT7 e RUFY3 estdo envolvidos
em diversas funcdes tanto em homem quanto camundongo e serdo discutidos a
seqguir.

O gene CDC42 pertence a familia de GTPases Rho e esté relacionado com o

ciclo celular (Olson et al., 1995), reorganizacdo do citoesqueleto (Dutartre et al.,
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1996) entre outras funcdes (revisto por Van Aelst e D’'Souza-Schorey, 1997). Este
gene produz duas isoformas idénticas (RefSeq NP_001782 e NP_001034891) que
diferem de uma terceira (RefSeq NP_426359) na regido N-terminal. O peptideo
‘NVFDEAILAALEPPETQPK” encontrado em nossa analise possibilitou a
confirmacédo da isoforma NP_426359 no experimento por conter cinco aminoacidos
que as distingue das demais isoformas. Em camundongo, o gene ortélogo Cdc42
esta relacionado na regulacdo do citoesqueleto (revisto por Hall, 1998) e com a
producdo de mielina em oligodendrécitos juntamente com o gene Racl (Thurnherr et
al., 2006). Este gene produz duas isoformas (RefSeq NP_001230698 e NP_033991)
gue diferem na regido N-terminal da mesma maneira como no gene humano. Foi
possivel confirmar a presenca da isoforma NP_001230698 no experimento através
da arginina encontrada no peptideo “YVECSALTQR” e nos cinco Ultimos
aminoacidos do peptideo “NVFDEAILAALEPPETQPK”, o mesmo encontrado em
corpo caloso de humano.

As septinas pertencem a uma familia de genes relacionada com a
organizacdo do citoesqueleto através da formacdo de filamentos (revisto por
Kinoshita, 2003; Zent et al.,, 2011). Estudos jaA demonstraram a relacdo entre a
superexpressao deste gene com inibicdo de glioma em humanos (Jia et al., 2010; Xu
et al., 2010) e sua baixa expressao em pacientes com esquizofrenia juntamente com
0 aumento da expressado de CDC42 (lde e Lewis, 2010). Kinoshita e colaboradores
(2000) analisaram a presenca das septinas em diferentes regibes do cérebro de
camundongo onde a septina 7 (também conhecida por CDC10) foi localizada no
cortéx cerebral, no hipocampo e no corpo caloso. Em humano, o gene SEPT7
expressa trés isoformas, uma menor (RefSeq NP_001229885) e duas maiores
(RefSeq NP_001011553 e NP_001779). Estas duas variantes de splicing de
sequéncia com alta similaridade diferem em apenas um aminodacido (valina) na
porcdo inicial. Nos experimentos analisados, foram encontrados seis peptideos
atribuidos as duas isoformas maiores deste gene e que ndo possibilitaram a
distincdo entre elas. Em camundongo, o gene Sept7 expressa apenas duas
isoformas que se distinguem pela presenca de uma valina na porcéo inicial da
isoforma NP_033989. Em nossas anadlises, apenas um peptideo foi encontrado
“‘SVNCGTMAQPK” e atribuido a isoforma NP_001192296, sendo este suficiente
para distingui-la da isoforma NP_033989.

O gene RUFY3 pertence a uma familia de proteinas que esta relacionada

com a regulacdo da polaridade neuronal em ratos (Mori et al., 2007) e no trafego de
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membrana (revisto Kitagishi e Matsuda, 2013). Wang e colaboradores (2015)
demonstraram que RUFY3 é regulado positivamente pelo gene PAK1, apresentando
relacdo com a migracdo e invasao de tumores gastricos. Em camundongo, Wei e
colaboradores (2014) relacionaram Rufy3 com a morfogénese dos axbnios. No
experimento em humano, trés peptideos foram identificados e atribuidos a duas
isoformas do gene RUFY3 (RefSeq NP_055776 e NP_001124181). Porém, estes
peptideos ndo foram suficientes para confirmar qual das duas isoformas estava
presente no experimento. No experimento em camundongo, apenas 0 peptideo
“‘INSLQLEVEALTR” foi atribuido a isoforma NP_001276703 do gene Rufy3. Quando
comparado com as demais proteinas deste gene, o peptideo encontrado poderia ser
utilizado para distingui-la das demais.

Assim, acreditamos que h& muito ainda a ser aprimorado no campo da
proteogenémica, mas que o0s estudos realizados no ambito deste doutorado
propiciaram a resolucdo de problemas inerentes a construgdo de repositorios de
sequéncias proteicas personalizados, e a sua aplicacao na analise de dados de MS
no que concerne a identificacdo de variantes por splicing alternativo. Como exposto,
esta tese buscou reunir o aprimoramento da analise de variantes de splicing por uma
abordagem de proteogendmica. O desenvolvimento de repositorios personalizados
foi determinante para a identificacdo das isoformas em diferentes linhagens e
amostras teciduais. A estratégia de montagem de transcriptoma com genoma de
referéncia e de novo conseguiu reconstruir os transcritos a partir de corridas de
RNA-Seq, apesar das etapas que reduzirem o numero de reads destinados a
montagem com o programa Trinity. A identificacdo das variantes de splicing, a
traducdo in silico e a deteccdo destas em experimentos de espectrometria de
massas obteve éxito apesar de o programa Trinity ter mostrado ndo ser tao eficiente
em relacdo a contribuicdo de variantes de splicing inéditas ausentes em outros
bancos de dados de sequéncias expressas.

Desta forma, esperamos ter contribuido com o desenvolvimento de uma
abordagem computacional para a traducdo computacional de dados de
transcriptoma e a descricdo de variantes de splicing identificadas em dados de MS
de uma linhagem celular de olidendrdcitos humanos, bem como de duas regiées do

cérebro humano e de camundongo.
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6. CONCLUSAO

A integracdo de dados de proteGmica e transcriptdbmica caracteriza a area da
proteogen6mica, que vem ganhando destaque ao longo dos Udltimos anos. As
tecnologias de alta vazdo como RNA-Seq e a espectrometria de massas ofertam
uma grande quantidade de dados e, a0 mesmo tempo, desafiam na identificacdo de
novas variantes de splicing e principalmente sua funcdo em diferentes tipos
celulares e amostras. Esta tese apresentou analises de diferentes variantes de
splicing em dados de transcriptoma e proteoma de homem e camundongo. A partir
de dados de ESTs e RNA-Seq que foram mapeados nos genomas dos organismos
estudados, foi possivel identificar as variantes de splicing, traduzi-las
computacionalmente e criar repositorios com sua traducao hipotética. Assim, esses
repositorios puderam ser utilizados em diferentes dados de espectrometria de
massas para a identificacdo e analise das variantes identificadas. Portanto,
concluimos que a integracdo de dados de diferentes plataformas pode ampliar a

descoberta de novas variantes por splicing alternativo.
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8. ANEXOS

Anexo 1 - SpliceProt: a protein sequence repository of predicted human splice
variants.
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gene [1]. Moreover, it has been the goal of numerous studies
due to its biological relevance in the diversity of organisms [2]
and its association with many diseases [3]. More than 90% of
human genes are affected by alternative splicing events [4],
indicating a promising field to be explored in proteomics, be-
cause it is speculated that this mechanism influences at most
the construction of polypeptide chains [5].

In addition, high-throughput proteomics experiments
have shown protein sequences that have not been

Colour Online: See the article online to view Fig. 1 in colour.
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characterized yet [6]. It is hypothesized that these sequences
may be originated by alternative splicing events. In this con-
text, some studies used different approaches to solve this
problem, as specific databases [7-11], algorithms for search-
ing spectra against genomic annotation databases [6,12-15]
or even the concentration of protein variants originated by
alternative splicing events for the diagnostics of patients with
cancer [16].

Furthermore, the advent of high-throughput sequencing
(HTS) of genomes and transcriptomes [17] provided a large
amount of information to be investigated. As these tech-
nologies can be applied for the study of alternative splic-
ing [18], they became an important strategy associated with
high-throughput proteomics experiments to discover new
splice forms [10]. To address this issue, an effort of the
chromosome-centric human proteome project provided new
insights of splice forms in the human chromosome 17 using
high throughput proteomic and transcriptomic data [19].

In this study, we present SpliceProt, a new sequence repos-
itory composed by predicted alternative spliced variants trans-
lated in silico and based on experimental human transcrip-
tomic data. Dataset preparation, software utilized, and proof
of concept are detailed in Supporting Information.

SpliceProt is based on ESTs, RefSeq transcripts, and HTS
data obtained in the Sequence Read Archive (SRA) reposi-
tory hosted at NCBI website (Figure 1). The ternary matri-
ces methodology was applied to the collected transcripts to
identify splice variants (a detailed explanation is provided in
Supporting Information).

A total of 267 632 variants were identified and their se-
quences were reconstructed based on the genomic sequence.
The translation of all variants was performed by TRANSEQ
[20] and resulted in 161 915 polypeptide sequences and pro-
vided 159 719 (98.64%) unique sequences. We compared
the SpliceProt sequences to those provided by RefSeq [21],
ENSEMBL Gene v.69 [22], and UniProtKB/Swiss-Prot [23].
To perform this analysis, we excluded the redundant se-
quences in each repository and counted the number of iden-
tical sequences found in SpliceProt. Only sequences with
at least 24 amino acid residues in length were considered
in this comparison because this is the size of the smaller
polypeptide sequence in RefSeq. The RefSeq dataset was
chosen as the reference repository because it is composed
of manually curated mRNA sequences and their encoded
proteins. SpliceProt matched 23 770 sequences (91.98%) of
the RefSeq protein dataset, while ENSEMBL Gene recov-
ered 35 260 sequences (43.05%) and UniProtKB/Swiss-Prot
matched 16 660 sequences (82.49%). Therefore, our reposi-
tory recovered most of RefSeq sequences and its coverage is
similar to the ENSEMBL Gene repository.

Comparing SpliceProt to ENSEMBL Gene, they shared
35 260 sequences, which represented 22.07 and 43.05% of
each repository, respectively (Table 1). This difference may
be explained by the processing of the transcripts prior to their
translation. SpliceProt applies the ternary matrix methodol-
ogy to reconstruct the transcripts according to their splicing
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patterns. In addition, the reading frames of all translated se-
quences in SpliceProt are computationally compared to man-
ually curated sequence proteins of the corresponding gene
provided by RefSeq.

The analysis of SpliceProt and UniProtKB/Swiss-Prot re-
dundancy provided that they share 16 660 sequences, which
represented 10.43 and 82.49% of each repository, respec-
tively. However, 3535 sequences from UniProtKB/Swiss-
Prot are not represented in SpliceProt, probably because
UniProtKB/Swiss-Prot is composed by experimentally de-
fined protein sequences, while SpliceProt contains the result
of predicted translated transcripts (Table 1).

In order to evaluate the contribution of SpliceProt for MS
experiments, the sequences were submitted to a computa-
tional digestion simulation of four enzymes: trypsin, lysine,
Glu-C in ammonium bicarbonate buffer (Glu-C_bicarb), and
Glu-C in phosphate buffer (Glu-C_phosph). Our analysis sug-
gests that trypsin is the enzyme that permits the production of
more unique peptides, followed by Glu-C in phosphate buffer,
Glu-C in ammonium bicarbonate buffer, and lysine (Support-
ing Information). Based on these findings, we compared the
computational tryptic digestion of all sequence repositories.
A total of 700 492 nonredundant polypeptides ranging from
6 to 24 amino acids in length were generated from our repos-
itory. The same simulation was performed with RefSeq, EN-
SEMBL Gene, and UniProtKB/Swiss-Prot repositories and
486 532, 578 139 and 506 318 of nonredundant polypeptides
were, respectively, generated (Table 1). Figure 2 presents the
Venn diagram of redundant and exclusive peptides after the
tryptic computational digestion for every sequence repository
(for lysine, Glu-C_bicarb, and Glu-C_phosph see Supporting
Information).

In comparison to RefSeq, the in silico trypsin digestion of
our repository generated 480 878 peptides in common and
added 219 614 unique peptides, which can be used to iden-
tify new potential protein isoforms. Comparing SpliceProt to
ENSEMBL Gene, they had 513 678 fragments in common,
while 186 814 peptides were exclusive from the former dataset
and 64 461 from the latter. Therefore, our innovative method
provided 2.8 times more unique trypsin digested polypep-
tides than the ENSEMBL Gene repository. When compared
to UniProtKB/Swiss-Prot, 481 766 peptides were identical,
218 726 fragments were only in our dataset, and 24 552 only
in the UniProtKB/Swiss-Prot results. At this time, our repos-
itory offers 8.9 more unique peptides than UniProtKB/Swiss-
Prot.

One important step to show that SpliceProt will con-
tribute to the scientific community is to use raw MS pro-
teomics data to detect splice variants not present in other
sequence repositories. We appended the nonredundant pep-
tides of tryptic computational digestion of our sequence
repository to UniProtKB/Swiss-Prot. Using this merged
UniProtKB/Swiss-Prot/SpliceProt sequences, we analyzed as
a case study the publicly available proteomics data from
a human T lymphocyte cell line [10]. We detected 6,726
UniProtKB/Swiss-Prot protein sequences passing 5% false
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Figure 1. Schema for the selection of splicing variants and their translation in silico.

discovery rate (FDR). To search for splice variants, we se-
lected peptides passing both 1 and 5% FDR based on g-value
and 1 and 5% FDR based on Posterior Error Probability ,
as previously described [10]. Using this approach, we de-
tected 225 peptides from splice variants exclusively present in
SpliceProt. As Fifty-three of 225 peptides were suspected to
be sequence artifacts, they were discarded after manual in-
spection. Therefore, we could detect 173 peptides with high
confidence and 54 of them were not found in the human set of
UniProtKB/TrEMBL repository. In comparison to the study
published by Sheynkman et al. [10], out of the 57 splice vari-
ant peptides detected by them, we found 10 in our analysis.
Therefore, we conclude that our and Sheynkman'’s approach
are complementary based on the fact that both methodologies
to translate the transcriptome, use different computational
assumptions. The complete set of results can be found in
Supporting Information.

SpliceProt also offers a visualization tool to assist students
and researchers to manually inspect the human genome
regarding the computationally predicted splice pattern of a
given gene and its translation (Supporting Information). Our
methodology provides an alternative for researchers working
in human proteomics that aims to investigate published and
unpublished data regarding splice variants. Our effort aimed
to provide a reliable human predicted splice variant protein
repository to assist in the discovery of new molecular mark-
ers candidates to eventually improve diagnosis and progno-
sis, because alternative splicing of transcripts is not the focus
of the main protein sequence repositories. To this end, we

have used in our comparisons the RefSeq project, which is a
manually curated sequence repository of transcripts and their
translation. Therefore, we demonstrated that our method-
ology was able to reconstruct the transcriptome sequence
based on the mapped transcripts onto the human genome.
This approach did not alter their translation sequences when
compared to the protein sequences provided by the RefSeq
repository. Furthermore, SpliceProt provides a set of nonre-
dundant sequences based on all types of splicing patterns,
which enables a straightforward search of alternative spliced
variants, increasing the chances of detection of splice variants
in proteomic experiments analysis. Furthermore, the num-
ber of unique peptides generated by in silico trypsin digestion
of all protein sequences contained in our repository allows
more opportunities to distinguish splice isoforms.

Due to the very close association of alternative splicing and
diseases [24], different strategies to discover new biomarkers
and splicing variants have been performed [25, 26] but most
of them do not use databases or repositories exclusively de-
signed to take into account all alternative splicing types: exon
skipping, intron retention, alternative 5’ splice site, and al-
ternative 3’ splice site. We believe that the union of HTS
projects with high-throughput proteomics experiments is a
promising strategy for the identification of new splice iso-
forms. One of the current challenges in bioinformatics is
to integrate the knowledge from these two worlds. In this
direction, the chromosome-centric human proteome project
studied the human chromosome 17 and could detect several
not previously described spliced forms [19].

Table 1. Comparison between the protein sequences and computational enzymatic digestion of SpliceProt, RefSeq, ENSEMBL Gene, and

UniProtKB/Swiss-Prot

Comparison Protein number Peptides produced by computational enzymatic digestion
Trypsin Lysine Glu-C_bicarb Glu-C_phosph
SpliceProt vs. RefSeq
Identical sequences 23770 480 878 255 091 270 986 502 846
Unique SpliceProt 135 949 219614 107 804 106 122 173993
Unique RefSeq 2071 5654 2910 3371 5784
SpliceProt vs. ENSEMBL Gene
Identical sequences 35 260 513678 271712 288 629 531 885
Unique SpliceProt 124 459 186 814 91183 88 479 144 954
Unique ENSEMBL Gene 46 640 64 461 37 155 39 755 58 928
SpliceProt vs. UniProtKB/Swiss-Prot
Identical sequences 16 660 481 766 255 064 271037 504 709
Unique SpliceProt 143 059 218726 107 831 106 071 172130
Unique UniProtKB/Swiss-Prot 3535 24 552 12 562 13501 24 861
© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.proteomics-journal.com
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Figure 2. Venn diagram of the nonredundant set of peptides ob-
tained from the trypsin computational digestion of SpliceProt,
RefSeq, ENSEMBL Gene, and UniProtKB/Swiss-Prot.

Hereby, we offer a new repository of alternative splic-
ing variants predicted in silico. We wish SpliceProt might
contribute to the discovering of new biomarkers and new
tools for diagnosis of cancer and other pathologies.
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The advent and improvement of high-throughput sequencing over the past decade leveraged the study
of whole genomes and transcriptomes of different organisms at lower costs. In transcriptomics, RNA-Seq
expands our capacity to understand gene expression in different tissues and pathologies, and how
alternative splicing might affect the final protein sequence. Here, we discuss the association of using
transcriptome and proteome high-throughput data to foster drug discovery. Using this innovative
strategy, some research groups have already identified computationally predicted novel peptides
derived from putative splice variants in experimental human proteome data. These discoveries provide

new opportunities for targeted drug development.

Introduction

Transcriptomics and proteomics have been extensively explored
over the past decade as the improvement in RNA-Seq and mass
spectrometry (MS) boosted a new high-throughput stage. Al-
though these fields are represented by different molecular ele-
ments (RNAs and proteins, respectively), the link between them
has been the goal of studies using MS, microarrays and expressed
sequence tag (EST) data [1,2]. Recently, a new wave of studies has
narrowed these two fields using RNA-Seq and MS data, offering
new perspectives to correlate the levels of expression of mRNAs
and proteins. For example, Nagaraj et al. [3] analyzed the tran-
scriptome and the proteome of the HeLa cervical cancer cell line,
and most of the 8609 identified genes were confirmed by both
technologies.

The identification of proteins by MS provides a better under-
standing of coding-gene expression in different cell lines, tissues,
and organisms. From sample preparation to protein identifica-
tion, many issues have been discussed in the literature on the

Corresponding authors: Costa, FF. (fcosta@luriechildrens.org),
(fc i ise.com), Passetti, F. inca.gov.br)

quantification, database usage, and reliability of statistical vali-
dation of the results obtained from this technology [4]. The
complete proteome of an organism has been the focus of some
research groups, and yeast has been used as a model organism for
the improvement of proteomics techniques and computational
strategies [5,6].

RNA-Seq emerged as a potential technology to be explored in
transcriptomics, taking advantage of high-throughput sequencing
and, consequently, of the large amount of data produced [7]. For
example, RNA-Seq enabled the discovery of new potential splice
isoforms [8,9] and the analysis of transcript expression levels [10]
in different cell types and conditions. The methods of sequencing
and the assembly of reads have been compared [11] and improved
over the past few years, promoting new perspectives in transcrip-
tomics [12], including noncoding RNAs (reviewed in [13]).

Focusing on biological challenges, alternative splicing stands
out because of its contribution to increasing the proteomic diver-
sity of organisms [14] and the consequences for pharmacoge-
nomics [15], and protein function and structure (reviewed in
[16]). In fact, it is known that even good-quality spectra can
remain unidentified because their corresponding proteins are

1359-6446/06/$ - see front matter © 2014 Published by Elsevier Ltd. http://dx.doi.org/10.1016/jdrudi:
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not represented in the protein sequence database [17]. To address
this issue, efforts such as the Chromosome-centric Human Prote-
ome Project (C-HPP) provided new insights into splice forms in
chromosomes using high-throughput proteomic and transcrip-
tomic data [18,19].

Bioinformatics has been following the development of tran-
scriptomics and proteomics, promoting new strategies and
improvements for better use and analysis of data [20,21]. Consid-
ering the importance and advantages of the aforementioned tech-
nologies, here we discuss the combination of RNA-Seq and MS data
for the identification alternative spliced isoforms. In addition, we
discuss how the association of these two techniques could help in
the development of drugs in a systems biology context.

Initiatives to identify novel splice variants

MS and RNA-Seq are technologies with different approaches and
purposes, although they are complementary for verifying the
balance between transcripts and proteins. Regarding alternative
splicing, the large amount of data produced offers the opportunity
to discover novel splicing variants in different tissues and condi-
tions, and correlate the levels of expression between transcrip-
tomic and proteomic results.

To the best of our knowledge, Ning and Nesvizhskii [22] pre-
sented the first study associating RNA-Seq and MS experiments to
identify novel alternative splice forms in three different mouse
tissues (brainstem, liver, and skeletal muscle). This study
highlighted the combination of a canonical protein sequence
database with sequences obtained from RNA-Seq data with the
objective to create a customized database to be used in the MS
experiment. To create this putative sequence database for MS
search, all transcriptome data was translated in six-frames and
were considered open reading frames (ORFs) with more than 30
amino acids in length. According to the authors, two to three
peptides supporting novel alternative splicing junctions were
identified per tissue and most of them could also be confirmed
by ESTs. Despite the small number of novel peptides discovered,
this study demonstrated how RNA-Seq and MS could be used to
infer novel alternative splice variants. As a first effort, these results
instigated improvements in subsequent studies.

The article by Menon et al. [23] summarizes how the discovery of
alternative splice variants can be explored using RNA-Seq/MS
experiments. As part of C-HPP, the group focused on protein-
coding genes of chromosome 17, which include cancer-associated
genes, such as breast cancer 1/2, early onset (BRCA1/2) and tumor
protein 53 (TP53). Using three models of human breast cancer
subtypes, the authors characterized comprehensively splice var-
iants expressed in aggressive human epidermal growth factor
receptor 2 (ERBB2)+ breast cancers. The gene ERBB2/HER2 is
closely related to this type of cancer because it is amplified in
20-30% of patients [24]. Breast cancer subtypes are currently
classified based on the pathological markers, such as estrogen
receptor (ER), progesterone receptor (PR), and ERBB2 expression
|25]. Following this classification, the cell lines used were: SKBR3
[ERBB2+ (overexpression)/ER—/PR—; adenocarcinoma], SUM190
[ERBB2+ (overexpression)/ER—/PR—; inflammatory breast cancer],
and SUM149 [ERBB2 (low expression) ER—/PR—; inflammatory
breast cancer|. In terms of aggressiveness, SUM190 and SUM149
are the most lethal forms, whereas SKBR3 has better prognosis and

has been used as a reference for a preclinical model and ERBB2-
based therapies. Using RNA-Seq, a total of 4406 distinct transcripts
were obtained from these three cell lines and 1052 (23.88%) splice
variants were shared among them. Although a small percentage,
shared variants should also be considered with care, because
potential new drugs and therapies could be tested for all three
types of cancer, avoiding high costs and preventing patients’
physical exhaustion during chemotherapy. As well as ERBB2,
the epidermal growth factor receptor (ERRBI/EGFR) gene is in-
volved in breast cancers and splice variants of these two genes have
been obtained and analyzed in these three cell types. Some of the
ERBB2 and EGFR splice variants were exclusively expressed in
certain cell lines. As a final step, quantitative proteomics data
were produced from these cell lines and novel peptides were also
discovered. According to the authors, to be considered as a novel
peptide, a peptide could not be matched to any know protein
sequence in their database (based on an adaptation of the ECGene
[26]) but should have evidence in the RNA-Seq data.

More studies involving cancer cell lines, RNA-Seq, and MS have
been published over the past few years. Fanayan et al. [27] analyzed
three colorectal cancer (CRC) cell lines and, using these two tech-
nologies, identified cancer-associated proteins with differential ex-
pression patterns and a cancer biomarker. In a study by Lundberg
etal. 28], proteins and transcripts of three different cancer cell lines
were analyzed: bone osteosarcoma (U-2 OS), epidermoid squamous
cell carcinoma (A-431), and brain glioblastoma (U-251 MG). Using
MS, RNA-Seq and antibody-based immunofluorescence confocal
microscopy (IF), the authors demonstrated that one third of the
gene products were found by all the three techniques in all cell lines.
The authors also observed differences in the levels of RNAs and
proteins between the cell lines, suggesting control mechanisms for
RNA, protein half-life, or differences in translational efficiency. The
HelLa cell line has also been the target of two studies focused on
identifying transcripts and proteins using RNA-Seq and MS, to
quantify them and confirm gene expression [3,29].

Another study by Mazin et al. [30]| investigated the splicing
changes in human brain according to development stage and aging.
Brain samples from prefrontal cortex (PFC) and cerebellar cortex
(CBC) were collected from 35 individuals, with ages ranging from 2
days to 98 years. In a global view, approximately 40% of the genes
pass through splicing change over the lifespan. High-throughput
sequencing was important to verify that almost 30% of age-related
splicing changes affect the protein-coding portion of the transcripts.
In this way, MS verified the presence of these changes in proteomic
data from the PFC of 12 healthy individuals. The resultsidentified 19
genes showing significant age-related splicing changes and related
these to Alzheimer’s disease, stimulation of neurite outgrowth, and
regulation of central nervous system (CNS) development. Although
the transcriptomic and proteomic data are from different sources
and only two brain regions were explored, this research has inspired
more studies regarding the potential of splice isoform generation in
brain tissue.

Except for the approach of Ning and Nesvizhskii [22], most
studies used canonical sequences in the MS experiment analysis,
reducing the chance of identifying new isoforms derived from
alternative splicing. One strategy to overcome this limitation is to
use RNA-Seq data to develop customized or sample-specific data-
bases, which are discussed below.
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The abovementioned research studies applied established tech-
nologies to produce high-quality short RNA-Seq reads. Using a
technology that enables sequencing of single RNA molecules,
Sharon et al. [31] investigated the human transcriptome of 20
healthy tissues and organs to assess alternative spliced events. More
than 10% of the mRNA molecules sequenced had a splicing pattern
that was not previously described in the GENCODE database. These
findings show that alternative splicing occurs at alow rate in healthy
human tissues. However, because it has been described that alter-
native spliced transcripts are frequent in pathological states, includ-
ing cancer, it would be interesting to use this technique to
investigate the transcriptome diversity in disease states.

Drug discovery is usually focused on the identification of mem-
brane proteins as potential targets. Some efforts have been taken in
this field to assess the complete membrane proteome of an organ or
organism [32-34]. Therefore, the identification of the complete
membrane proteome could result in the discovery of novel splice
variants that could be used as drug targets, including these cases of
alteration in the expression pattern of splice variants of eukaryotic
host cells while infected by an infectious agent. Omasits et al. [35]
used RNA-Seq and high-throughput proteomics to address the com-
plete proteome of the proteobacterium Bartonella henselae, including
a fraction of the membrane. In their study, the authors detected the
reorganization of the membrane proteome under two experimental
conditions, presenting novel insights for the development of drugs
targeting membrane proteins expressed in pathological states.

Database design using RNA-Seq to identify novel splice
variants

Reference sequence databases, such as ENSEMBL, Uniprot/Swis-
sProt, RefSeq, IPI, and NCBI, are commonly used in MS experi-
ments to associate a given mass spectrum with a protein expressed
in a sample. However, depending on the purpose of each study,
this option is limited to known proteins and narrows the chances
of discovering novel peptides and/or splicing variants [36].

The approach developed by Sheynkman et al. [8] associates
canonical sequence databases with peptide sequences correspond-
ing to novel splice-junctions derived from RNA-Seq data. Given
that the proteomic and transcriptomic data were obtained from
the same origin (Jurkat cells), a promising way of matching these
two different sources of data was created. After discovering novel
splice junctions, the authors translated them into peptides and
appended these peptides to a file containing the Uniprot database.
The MS experiment revealed 57 splice junction peptides that were
not present in the Uniprot-Trembl proteomic database, including
different splicing events. A sample-specific database fosters the
identification of ordinary proteins and novel peptides, and pro-
vides a more realistic comparison between the levels of expression
of transcripts and proteins.

Following a similar strategy of concatenating peptide sequences
to reference sequence databases, Tavares et al. [9] designed a
customized database (SpliceProt) comprising a reference database
(Uniprot/SwissProt) and peptide sequences from dbEST, RefSeq,
and RNA-Seq data. Using the same proteomic data and statistical
assignment presented by Sheynkman et al. [8], the usage of the
SpliceProt sequence repository yielded the identification of 54
novel peptides that were not present in the UniprotKB/TrEMBL
data set. However, only ten peptides were identical in both studies.

These complementary studies are important because they demon-
strate how many peptides are shared between a general and a
specific database using the same proteomic data. Despite the
relevance of databases based on RNA-Seq data, the dbEST data
set is still seen as a useful source.

The strategy for dealing with transcriptomic and proteomic data
from the same origin or distinct sources is depicted in Fig. 1 and
the current statistical assignments for peptide identification for
splice variant detection are presented in Table 1.

Splice variants in the proteome

Constructing new strategies to identify novel splice variants is one
of the first steps to explore their potential role in cell behavior. In
addition, there is a link between tissue-specific, condition-specific,
and alternative splicing that pushes studies to understand signifi-
cant functional differences from normally expressed isoforms
compared with those specifically expressed. If a novel tumor-
specific splice variant has an important role in the development
of a disease (e.g. cancer), it can be a subject for drug design studies.

The estrogen receptor 1 (ESR1) gene expresses estrogen receptor
alpha (ERa), which binds to estradiol and is upregulated in most
types of breast cancer, resulting in a hormone dependence for
tumor growth [37]. On the basis of this relation between receptor
and hormone, one of the strategies for treatment is to block their
binding using a molecule (e.g., tamoxifen) and then avoiding
activation of the receptor. Unfortunately, this endocrine therapy
does not work for approximately 40% of patients who are treated
with tamoxifen [38]. Although the ERa structure has been experi-
mentally obtained with estradiol [39] or tamoxifen [40], there is a
lack of studies directed to elucidate the structure and behavior of
transcript variants derived from alternative splicing. Depending
on their function and stability, new drugs could be designed to act
on these specifically.

HER2/ERBB2 amplification and overexpression is related to poor
prognosis in breast cancer because these genes are associated with
an aggressive phenotype [41]. Menon et al. [42] performed a study
to predict the structural and functional consequences of alterna-
tive splice variants in mouse Her2/neu-induced breast cancer. In
addition to detecting the presence of splice variants in normal and
tumor samples, the comparison between them demonstrated
structural and functional differences that could be used to charac-
terize new cancer biomarkers. For example, it is known that
Annexin 6 is correlated with cancer and its post-translational
phosphorylation is associated with cell growth. Among the var-
iants analyzed, the variant anxa6-001 is more prone to phosphor-
ylation compared with the variant anxa6-002. As a result of an
alternative splicing event, two amino acids (Thr-535 and Ser-537)
are shifted to the inner part of the loop region in anxa6-001. This
study shows the importance of inferring the structure of splice
variants for more genes associated with cancer, with the aim of
designing new drugs for specific variants for aggressive tumors. In
addition, this could help to determine whether alternative iso-
forms interfere in the effectiveness of different treatments.

Cancer maintenance is closely related to apoptosis and this
theme is well represented by BCL2L1, which has alternative splic-
ing isoforms with antagonist functions. BCL2LI can express the
isoforms BCL-XL and BCL-XS with anti- and proapoptotic func-
tions, respectively [43]. The second isoform lacks part of exon 2,
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FIGURE 1
Representative scheme of RNA-Seq and mass spectrometry (MS) studies: transcriptomic and proteomic samples can be used from the same origin (sample B) or
from different sources (samples A and C). Such a scheme can result in a combination of customized databases using RNA-Seq data and public proteomic

repositories.

TABLE 1

List of selected studies using RNA-Seq and MS to discover novel alternative splice variants

Organism Transcriptomic source Proteomic source Database design Statistical assignment for  Refs

peptide identification®

Homo sapiens Jurkat cell line (TIB-152) Jurkat cells Customized FDR and PEP 8]
Public databases (dbEST and SRA) Jurkat cells Customized FDR and PEP 1
Breast cancer cell lines (SKBR3, Breast cancer cell lines Customized FDR 23]
SUM190, and SUM149) (SKBR3, SUM190 and SUM149)
Samples from PFC and CC Samples from PFC Customized FDR [30]

Mus musculus Mitochondrial proteome from Mitochondrial proteome from Canonical (IPI) FDR [36]
brainstem and liver brainstem and liver
Mitochondrial proteome from Mitochondrial proteome from Customized FDR [22]

h

brai ), liver, and skeletal muscle brainstem, liver, and skeletal muscle

°FDR, false discovery rate; PEP, posterior error probability.
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which contains specific domains to avoid programed cell death.
Recent docking studies have evaluated the behavior between BCL-
XL and other molecules. Panax ginseng, an economically impor-
tant natural plant used in oriental medicine, produces active
compounds known as ginsenosides. In a study by Sathishkumar
etal. [44], different types of ginsenoside showed binding affinity to
the antiapoptotic proteins BCL-2, BCL-XL, and MCL-1, suggesting
new agents for use in cancer therapy. Zhou et al. [45] used small-
molecule inhibitors of BCL-2 and BCL-XL to evaluate apoptosis in
a cell lineage of small cell lung cancer. Two synthesized com-
pounds showed affinity to BCL-2/BCL-XL and effectively induced
apoptosis in H146 cancer cells.

Cancer growth is also closely related to the vascular endothelial
growth factor A (VEGF-A) gene, which has a key role in angiogen-
esis. This gene expresses two families of isoform: proangiogenic
and antiangiogenic, classified as VEGFxxx and VEGFxxxb, respec-
tively [46]. Consequently, the balance between these two isoforms
interferes in cancer development, such as in neuroblastoma, where
the antiangiogenic isoform is upregulated at the levels of mRNA
and the resulting protein [47].

Androgen receptor (AR) activation is an important factor for
prostate cancer cells because it is responsible for cancer mainte-
nance and survival. This known correlation was demonstrated first
by Huggins and Hodges [48] as a result of decreasing androgenic
activity through castration or estrogenic injections. Such treat-
ment involves testosterone-lowering hormonal therapy and sur-
gical castration; however, when these strategies do not have
effective results and prostate cancer continues to advance, the
disease is termed ‘castration-resistant prostate cancer’ [49]. The
reasons for this advance involve not only AR, but also the partici-
pation of the glucocorticoid receptor (GR), which is involved with
many signaling pathways as well as other nuclear receptors [50].
With the structures of both AR and GR elucidated [51,52], alter-
native splicing could interfere with the resistance of prostate
cancer [53,54], reinforcing the need for more studies correlating
the protein structure of splice variants and treatment responsive-
ness.

Although thousands of splice variants have already been de-
scribed at the mRNA level, only a few protein structures of these
isoforms have been experimentally determined. In 2007, Birzele
etal. [55] reported that less than ten isoforms were available in the
Protein Data Bank (PDB), whereas an article by Omenn et al. [56] in
2013 added that only seven full-length pairs were in this set. To
collect all the human proteins that have a 3D structure of at least
two isoforms in the PDB, Hegyi et al. [57] performed an exhaustive
search and selected those pairs of matches where the major and a
minor isoform of the same protein could be mapped to different
PDB entries. They ended up with 15 pairs of PDB entries, from 14
distinct proteins, one of which had three isoforms. Therefore, the
studies we describe below were performed with proteins from
Rattus norvegicus, Bos taurus, and Gallus gallus, which are orthologs
of human genes.

It is well known that several proteins containing laminin/neur-
exin/SHBG-like (LNS) domains, such as neurexins and agrin, are
functionally modulated by alternative splicing [58]. In the brain,
alternative splicing in the LNS domain of the presynaptic cell
surface adhesion molecule neurexin generates selective preference
for postsynaptic neuroligin isoforms. Shen et al. [59] solved the

crystal structure of rat neurexin 18 (n1p) with and without its
natural 30 amino acid alternative splice insert in the presence of
Ca®*, This special insert at the site SS#4 in n1p favored binding to
neuroligin 2, promoting GABAergic over glutamatergic synapto-
genesis, induced major rearrangements to a key portion of the
hypervariable surface and also increased Ca®* binding affinity. The
authors proposed that the alternative splicing of B neurexins
generates distinctly different binding surfaces that discriminate
between different neuroligins splice isoforms.

In neuromuscular junctions, alternative splicing in the LNS
globular domains of the protein agrin also regulate function.
Agrin, a multidomain heparan sulfate proteoglycan, has three
LNS globular domains (G1-G3). A splice insert encoding four
residues (KSRK) at splice site A (within the G2 domain) is necessary
for agrin to bind heparin, whereas splice inserts leading to the
incorporation of 8, 11, or 19 residues at the B splice site (G3
domain) are specific to neural cells and are required for the
induction of postsynaptic acetylcholine receptors. Stetefeld
et al. [60] determined the structures of three splice variants in
the B splice site of the G3 domains accompanying Ca®* binding.
The structures of the Ca®*-bound splice variants containing eight
(G3-B8) and 11 (G3-B11) residue inserts were determined by X-ray
crystallography, whereas the variant with no insert (G3-B0) was
determined by nuclear magnetic resonance (NMR). The authors
also solved structures without Ca**. The authors concluded that
the plasticity of the B inserts might enable the agrin-G3 domain to
discriminate between binding partners through an induced-fit
mechanism.

Another example of alternative splicing affecting synapses has
been shown for the neuronal protein Piccolo, which is involved in
calcium-dependent signaling events in the presynaptic active
zone. Using NMR spectroscopy and biochemical techniques, Gar-
cia et al. [61] demonstrated that a nine-residue splice insert in the
C,A calcium-binding domain of Piccolo induced rearrangements
in its B-sandwich fold and resulted in a decreased ability to bind
calcium ions and phospholipids.

Tools related to RNA-Seq/MS and splice variants

The visualization of transcriptomic and proteomic data is also a
challenge in terms of their integration. Nam and colleagues [62]
developed a tool that enables the covisualization of RNA-Seq and
MS data to identify alternative splicing in mRNA sequences. The
possibility of locating an identified peptide in a transcript region
enables researchers to formulate hypothesis about the importance
of that peptide to the protein structure. Besides visualization,
quantification of proteins is another important feature in proteo-
mics experiments and can be performed by SpliceVista [63] and
CAPER [64]. Wang and Zhang [65] developed a package in the R
project for statistical computing that can be used to generate
customized databases using RNA-Seq data for proteomics search.
The tool also handles single nucleotide variations (SNVs), short
insertion and deletions (INDELS), and novel junctions.

Concluding remarks

The improvement of high-throughput transcriptomics and pro-
teomics has provided new links between gene expression and
protein function. When integrating different ‘omics’ data,
systems biology incorporates new perspectives about how a cell
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FIGURE 2

How to discover novel peptides shared between splice variants and proteotypic peptides using RNA-Seq and/or mass spectrometry (MS) studies. Given that these
peptides correspond to isoforms, they can be applied to targeted drug discovery and as biomarkers in different pathologies.

is orchestrated from its genetic code to complex pathways. How-
ever, there are steps that have not yet been done or are still being
improved (reviewed in [66]).

The importance of using RNA-Seq and MS experiments to look for
novel peptides relies on the huge amount of data produced by both
techniques and on the biological relevance of alternative splicing in
terms of protein structure and function. The challenges are to
confirm the expression of protein-coding genes and to characterize
unique and specific peptides (also known as proteotypic peptides
[67]) of splice variants in different cell lines, tissues, and organisms.
The concept of proteotypic peptides has been expanded to prote-
ome maps, which use the information from transcript variants for
the association of proteome expression and post-translational mod-
ifications (reviewed in [68]). In this context, selected reaction mon-
itoring (SRM) can be used to search for proteotypic peptides detected
in large screening high-throughput proteomics of a group of sam-
ples, focusing on the diagnosis and prognosis of many diseases,
including cancer. If multiple proteotypic peptides from splice var-
iants are identified and selected for investigation in a group of
patient samples, an extrapolation of SRM can be used: multiple
reaction monitoring (MRM) (reviewed in [6]).

Regarding drug discovery, we expect that the strategy of using
RNA-Seq and MS techniques could focus on membrane proteomes
aimed at identifying novel proteins with higher expression levels
in eukaryotic host cells infected with pathogens or in neoplasic
tissues. Figure 2 depicts the usage of RNA-Seq experiments in
conjunction with high-throughput proteomics for the identifica-
tion of proteotypic peptides focused on targeted drug discovery.
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Oligodendrocytes produce and maintain the myelin sheath of axons in the central nervous system. Because misassembled
myelin sheaths have been associated with brain disorders such as multiple sclerosis and schizophrenia, recent advances
have been made towards the description of the oligodendrocyte proteome. The identification of splice vanants repre-
sented in the proteome is as important as determining the level of oligodendrocyte-associated proteins. Here, we used an
oligodendrocyte proteome dataset deposited in ProteomeXchange to search against a customized protein sequence file
containing computationally predicted splice variants. Qur approach resulted in the identification of 39 gplice variants, in-
cluding one variant from the GTPase KRAS gene and another from the human glutaminase gene family. We also detected
the mRNA expression of five selected splice variants and demonstrated that a fraction of these have canonical proteins
that may participate in direct protein-protein interactions. In conclusion, we believe our findings contribute to the molec-
ular characterization of oligodendrocytes and may encourage other research groups working with central nervous system
disorders to nvestigate the biological significance of these splice variants. The splice variants wdentified in this study may
encode proteins that could be targeted in novel treatment strategies and diagnostic methods.
Sigrnificance

Several disorders of the central nervous system (CNS) are associated with misassembled miyelin sheaths, which are
produced and maintained by oligodendrocytes (OL). Recently, the OL proteome has been explored to identify key pro-
teins and molecular functions associated with CNS disorders. We developed an innovative approach to select, with a
higher level of confidence, a relevant list of splice vanants from a proteome dataset and detected the mRNA expression
of five selected vaniants: EEFID, KRAS, MFF, SDR39UI, and SUGTI. We also described splice variants extracted from
OL proteome data. Among the splice variants identified, some are from genes previously linked to CNS and related disor-
ders. Our findings may contribute to oligodendrocyte characterization and encourage other research groups to investigate
the biological role of splice variants and to improve current treatments and diagnostic methods for CNS disorders.

© 2016 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

tal spectra. The Universal Protein Resource (UniProt) [3] and Ref-
erence Sequence Database (RefSeq) [4] are examples of protein se-

The large amount of mass spectrometry (MS) proteomic datasets
available in public repositories encourages the reuse of these experi-
mental data in novel analyses [1]. Scientific journals usually recom-
mend using the PRoteomics IDEntifications (PRIDE) database [2] for
proteomics experimental data storage. The analysis of MS proteomics
data requires a protein sequence repository to annotate spectra. Cur-
rent MS search algorithms use sequences of known proteins to com-
putationally generate theoretical mass spectra that match experimen-

* Corresponding author at: Laboratory of Functional Genomics and Bioimformatics,
Oswaldo Cruz Institute, Fundaciio Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RT,
Brazil.

Email address: passetti@fiocruz.br (F. Passetti}

http:/fdx. doi.org/10. 1016/ jprat. 2016.05.023
1874-3919/© 2016 Published by Elsevier Ltd.

quences used to accomplish this task. This analysis is usually followed
by functional annotation using several bioinformatic tools of func-
tional network analysis, biological network analysis, and data mining
[5]. One drawback of this approach is the restricted proteome cover-
age available in these protein sequence repositories. Therefore, mass
spectra derived from novel protein splice variants are usually not iden-
tified when reference sequence databases are used.

Alternative mRNA splicing, by which the same gene may pro-
duce distinct protein sequences due to the differential use of exons
and splice sites, is one of the major sources of protein sequence di-
versity [6.,7]. Alternative splicing events in the transcriptome can be
identified through alignment of transcripts onto a reference genome
sequence, followed by identification of exons and splice junctions and
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comparison with canonical sequences. Reconstructed franscript se-
quences are used to predict putative protein sequences for proteomic
analyses. Splice variant identification in proteome data is based on
the presence of prototypic peptides that define a specific splice vari-
ant in sequence databases. For instance, MS data-based identification
of alternatively spliced variants in pancreatic cancer has been success-
fully performed using the ECgene splice variant database as a refer-
ence [8,9,10]. In addition, PeptideProphet [11] and some plugins were
used to identify human epidermal growth factor (HER2) splice vari-
ants in breast cancer mouse models [10], supporting the screening for
splice variants in MS data.

Many studies have explored different strategies to detect splice
variants and improve MS-based proteomic data annotation [12]. Spli-
ceProt is one such strategy developed by our research group. Spli-
ceProt uses a protein sequence repository comprised by the in sil-
ico translation of hypothetical alternative spliced variants detected in
transcriptome data [13]. Here, we take advantage of SpliceProt and
UniProt/SwissProt rep ositories to characterize splice variants in a pub-
licly available human oligodendrocyte proteome data generated from
the MO3.13 immortalized cell line [14].

Oligodendrocytes (OLs) are glia cells that produce and maintain
the myelin sheath around the axons of the central nervous system
(CNS). The myelin sheath is an electrical insulating proteolipid layer
that transmits nervous impulses to from the cell body through the
axon. Damaging or losing this lay er may affect axonal function, which
is observed in severe brain disorders such as multiple sclerosis, amy-
ofrophic lateral sclerosis (ALS), and schizophrenia [15]. We con-
ducted our study using proteome raw data produced from the M03.13,
a cell line commonly used as a model in OL studies (http:/
proteomecentral proteomexchange. org/dataset/PX1>000263), and a
proteogenomics approach (reviewed by [16]) with focus on the detec-
tion of transcriptional splice variants.

SpliceProt

SwissProt isoforms
-

—

SpliceProt
protein sequences

SwissProt isoforms and

2. Material and methods
2.1. Dadabase sefup

For proteome annotation, we prepared a customized protein se-
quence database based on the combination of canonical isoforms from
the UniProt/SwissProt repository (version 11_2014) and alternative
splice isoforms from UniProt/SwissProt and SpliceProt (version 1.1)
repositories. To this end, we selected UniProt/SwissProt and Splice-
Prot isoforms and performed in sifico trypsin digestion with a mod-
ified version of Digest software (EMBOSS package version 6.3.1).
Non-redundant peptide sequences were searched against the canonical
sequences and those identical were purged. Peptides not present in any
canonical sequence were appended to a FASTA format file together
with UniProt/SwissProt canonical protein sequences (Fig. 1). Because
most peptides appended in our database can be shared by more than
one isoform from the same gene, we were not able to identify all splice
variants with proteotypic peptides. However, in most cases, a given
peptide was exclusively associated with one or more splice variants
from the same gene (Supporting information Fig. $1). The non-redun-
dant customized database had 20,150 canonical sequences, 204,294
peptides, and 224,453 sequences.

2.2. Dadabase secrch

Proteome Discoverer software platform (version 1.3, Thermo
Fisher Scientific) was used to generate the peak lists from human
OL mass spectrometry raw data (msf) downloaded from ProteomeX-
change, dataset PXD000263. A workflow feature in Proteome Discov-
erer software using SEQUEST search engine with percolator searched
the data against the customized database with 13,825,667

in silico digestion
by trypsin

Peptide sequences from SwissProt
isoforms and SpliceProt sequences

Checking peptides not present
in canonical sequences

UniProt/SwissProt
Canonical and Isoforms

Appending non-redundant peptides
to canonical sequences

Temporary file with
canonical sequences

l

|

Canonical sequences

)

Non-redundant peptides

Customized datadase

Fig. 1. Protein identification workflow using Proteome Discoverer. The customized database (light orange and light blue) was constructed from the association of SwissProt/Uniprot
canonical sequences (light orange) and in sifico digestion of peptides (dark, intermediate, and light blue) from SwissProt/Uniprot alternative isoforms (yellow) and SpliceProt se-
quences (green). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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residues and carbamidomethylation (+ 57.021 Da) as a fixed modifi-
cation and oxidation of methionine (+ 15.995 Da) as a variable mod-
ification. Additional adjustments included two missed trypsin cleav-
ages and tolerances of 10 ppm for precursor and 1 Da for fragment
ions. To control the confidence of peptide spectrum matches (PSMs),
we set the criteria to either false discovery rate (FDR) lower than 1%
based on the ¢-value or posterior error probability (PEP) lower than
1%, also referred to as local FDR, as previously described [17]. The
posterior error probability threshold (PEP < 1%6) was applied to search
for alternatively spliced variants using the customized sequence data-
base.

2.3. Svstems biology in silico

For interpreting functional significance, gene names corresponding
to the identified proteins were uploaded into the Ingenuity Pathways
Knowledge Base (IPKB) (http://’www.ingenuity.com). Core analyses
were run to identify potential protein interactions and to determine the
most significant biological processes associated with these proteins.

2.4. Gene set envichment analysis

To detect KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
metabolic pathways [18] overrepresented by the corresponding pro-
teins identified by mass spectrometry, a gene set enrichment analy-
sis (GSEA) was performed using the Model-based Gene Set Analysis
(MGSA) (version 1.13) [19] package in Bioconductor's Project (ver-
sion 2.11) [20], which is based on R statistical software (version 3.1.1)
[21]. MGSA calculates the posterior probability of a pathway be-
ing overrepresented by the corresponding proteins identified by mass
spectrometry. Identified pathways with a probability above 80% were
considered overrepresented.

2.5. Quentitative reverse-iranscription PCR

Total RNA was isolated from MO3.13 cells using Trizol LS
Reagent (Invifrogen, Carlsbad, CA, USA) and reverse transcription
was performed using oligo(dT)-primers (Superscript™ II Reverse
Transcriptase, Invitrogen). Synthesized cDNA was subjected to qRT-
PCR for the detection of EEFID, KRAS, MFF, SDR39U1, and SUGT
gene transcripts (splice variants) predicted by our approach. p-actin
mRNA amplification was used as an internal control. Amplification
was performed with SYBR Green Master Mix (Applied Biosciences)
using a 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosciences, Foster
City, CA, USA). All procedures were performed according to the
manufacturer's instructions. Primers for splice variant detection were
designed not to align to canonical transcripts (Supporting information
Table S1).

3. Results and discussion

The human OL proteome was described by analyzing canonical
proteins using standard search algorithms and reference sequence
databases [14]. We used the SpliceProt repository [13] to analyze the
OL proteome, with at least two unique peptides required for validation
of canonical protein sequences. This resulted in 12,990 non-redundant
peptides corresponding to 2081 proteins identified at PEP < 1%, sup-
porting the findings of Iwata and colleagues [14] (the output file from
Proteome Discoverer is available upon request).

To further explore this OL proteome and dissect the current bio-
logical knowledge of all splice variants detected in this dataset, we

explored our customized sequence database based on PEP < 1% We
identified 75 peptides, corresponding to 39 isoforms (Table 1) and
38 genes (Supporting information Table $2). The MS/MS spectra of
these splice variants is available as Supporting information. Of note,
we also detected most of these splice variants using other MS search
algorithms (Supporting Information Tables S3 and $4). The cases
where the same peptide could be shared by more than one isoform
from the same gene, the identification of a specific splice variant was
not possible. However, we were able to detect the expression of a pep-
tide that matched protein sequences of a set of splice variants from the
same gene but not the canonical protein (Supporting information Fig.
S1).

According to IPKB, these 38 genes are significantly involved in
biochemical pathways such as glutamine degradation, acute phase re-
sponse, and calcium signaling, Fig. 2 illustrates how our approach can
recognize potential target molecules, which are not identified by fradi-
tional MS analysis. Proteins identified in our study are shown in gray,
whereas protein hubs that might serve as targets for molecular inter-
ventions are shown in white.

Assigning true positives is one of the main challenges in the iden-
tification of splice variants in MS data. In addition to using Spli-
ceProt, the alternative approach we propose assigns splice variants
with higher confidence based on the ratio between peptide spectrum

Table 1
List of the 39 splice variants identified, their corresponding gene symbols, and the ratio
of peptide spectrum matches per unique peptide

Gene symbol Uniprot/Refseq ID = Cut off*
DBNL QOUIU6-2 Yes
DNM2 P50570-3 Yes
EEFID P29692-3 Yes
GLS 0M4925-3 Yes
HNRNPAB (99729-3 Yes
IKBIP Q70UQ0-4 Yes
KRAS POll16-2 Yes
PDLIM3 Q53GG5-2 Yes
RAVER? QEIY67-2 Yes
SDR39UI QINRG7-2 Yes
SPTAN? (Q13813-3 Yes
SREK1 QEWXAD-2 Yes
SUGT!? Q9Y2Z0-2 Yes
TPD52L2 (0433599-2 Yes
TPMI P09493-5 Yes
TPM3 P06753-2 Yes
API5 Q9BZZ5-2 No
CAPZB P47756-2 No
GANAB Q14697-2 No
GLOD4 QOHC38-2 No
HNRNPC PO7910-2 No
HNRNFPK P61978-3 No
HNRNPM XP_005272536.1 No
LOXL3 P58215-3 No
MAPE P27816-5 No
MFF Q9GZYS8-2 No
MRPI43 Q8NOS3-4 No
NDUFV3 P56181-2 No
NOL3 Q60936-2 No
NOIC? Q14978-3 No
NUDT4 QOINZI9-2 No
PKM P14618-2 No
PNKD Q8N450-2 No
RAVER!? NP_597709.2 No
SET Q01105-2 No
SF1 Q15637-6 No
TORIAIP} Q5ITVS-3 No
TPM2 P07951-2 No
ZNF414 Q961Q9-2 No

* ratio of peptide spectrum matches per unique peptides > 1.4. See Methods
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Fig. 2. Association between the 39 alternative isoforms based on known experimental protein-protein interactions. Proteins identified in the study (gray) and protein hubs (white) that

might serve as targets for molecular interventions.

matches (PSMs) and unique peptides (UP) from canonical protein se-
quences. For the OL dataset, we obtained a median of 1.4 PSM/UP
for the canonical proteins identified by at least two peptides (Support-
ing information Fig. 82). Using this criterion, we identified 16 splice
forms with higher confidence (Table 1). Because our main objective
was to explore alternative splicing diversity in human oligodendrocyte
proteome, we present a literature review of all alternative isoforms
identified by our approach and focused on brain, CNS, and associated
diseases (Table 2). Below, we present an analysis of the splice vari-
ants according to the current literature. As we discuss in the next para-
graphs, we detected splice variants in genes whose proteins are related
to cellular processes associated with an oligodendrocyte cell line such
as transcription and translation control, cell proliferation, and neuro-
transmitter regulation.

KRAS is a key regulator of cellular proliferation. The C-terminal
hypervariable domain of the splice variant KRAS4B targets the pro-
tein to the plasma membrane, which is necessary for its activity [22].
As shown in Fig. 3A, KRAS4B (Uniprot ID P01116-2) differs from
the KRAS4A canonical isoform (Uniprot ID P01116-1) in the C-ter-
mini domain by the presence of the coding exon 4 A [23]. The pep-
tide we found matches exactly the splice junction of exon 3 and exon
4B, and is unique to KRAS4B. In addition, two peptides detected by
our approach were attributed to the ZRAS gene, a paralog of KRAS

with > 80% sequence identity. It should be noted that because these
two peptides have identical N-terminal sequences they also map to ex-
ons 1 and 2 of KRAS.

Glutaminase (GLS) catalyzes the hydrolytic deamination of glu-
tamine to glutamate and ammonia and plays a role in the regula-
tion of the excitatory neurofransmitter glutamate in the brain [24]. To
date, three splice variants of the K-type mitochondrial glutaminase
have been characterized [25]. Here, we identified two of those three
splice variants. The GZLS gene has 19 coding exons and three known
splice patterns: the canonical protein KGA (Uniprot ID 094925-1),
the GAM splice variant (Uniprot ID 094925-2), and the GAC splice
variant (Uniprot ID 094925-3). Fig. 3B shows the distribution of all
identified peptides assigned to the respective proteins. Splice variants
KGA and GAC have been previously detected in brain and other tis-
sues, whereas high GAC expression has been observed in brain tu-
mors, including oligodendroglioma, astrocytoma, ganglioglioma, and
ependymoma [26].

We also identified splice variants of the mitochondrial fission fac-
tor (MFF) gene. Mitochondrial fission events are regulated by sev-
eral elements and mechanisms [27,28] that culminate with fragmenta-
tion of the organelle. The AFF gene is a component of a conserved
membrane fission pathway used for constitutive and induced fission
of mitochondria and peroxisomes. In addition, this gene codes for nine
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Table 2
Splice variants identified with literature support.

Identified
Gene > Cut inbrain

UniprotID  symbol Description off*  tissue Reference

P29692-3 EEFID Translation elongation Yes  Yes [39,40]
factor

094925-3 GLS Regulation of the Yes  Yes [24,26]
neurotransmitter
glutamate

P07910-2 HNRNPC'  Binds with HNRNP Yes  Yes [32,34]
C2 isoform in
response to DNA
damage stress

PO1116-2 KRAS Switch for cellular Yes No [22]
growth

Q9GZYS8-2 MFF Only exonic No No [29]
description of
isoforms

Q53GG5-2 PDLIMG Associated with Yes  Yes [44]
development of heart
muscle cells

Q53GGS-3  PDLIA3 Associated with No No [44]

development of heart
muscle cells
Expression influenced  No

P14618-2 PEM Yes, brain  [38]

by heterogeneous tumor
ribonucleoproteins onty

Q9Y2Z0-2 SUGTI Expression described  Yes  Yes [30]
in some tissues such
as brain

Q5JITV8-3  TORIAIP!  Associated with the No Yes [43]
inner nuclear
membrane

P09493-5 TPMI Composition of actin =~ No Yes [46]
fibers

P09493-2 TPMI Composition of actimn~~ Yes  No [46]
fibers

PO7951-2 TPAM2 Composition of actin =~ No No [46]
fibers

P06753-2 TPM3 Composition of actim =~ Yes  No [46]
fibers

P06753-3 TEM3 Composition of actin =~ Yes  No [46]
fibers

P06753-4 TPM3 Composition of actin =~ Yes  Yes [46]
fibers

P06753-5 TPM3 Composition of actin =~ Yes  No [46]
fibers

P06753-6 TPA3 Composition of actin =~ Yes  No [46]
fibers

* ratio of peptide spectrum matches per unique peptides > 1.4. See Methods

splice variants that differ by the presence or absence of exon 1 and
combinations of exons 3, 6, and 7, which encode the central region of
the protein [29]. In our analysis, we detected the isoform Q9GZYS-2,
which lacks exon 7, and the canonical protein (Q9GZYS8-1) (Fig. 3C).

The human gene SUGTY is associated with the kinetochore pro-
tein complex and involved in centrosome attachment during the cell
cycle. This gene encodes a canonical protein (SUGT1A; Uniprot ID
Q9Y2Z0) and an alternative isoform (SUGT1B; Uniprot ID
Q9Y2Z0-2) identified by Niikura and Kitagawa (2003) [30]. The two
proteins are 91% identical at the protein sequence level, but SGT1B
contains an additional 33 amino acids in a region between exons 5 and
6 of SGTI4 and lacks Ser'” of SGT1A. This insertion occurs in a
tetratricopeptide repeat (TPR) motif, which is a module that promotes
specific protein-protein interactions. Our analysis indicates the pres-
ence of both the canonical protein and splice variant in the OL pro-
teome (Fig. 3D).

The heterogeneous nuclear ribonucleoprotein (hnRNP) gene fam-
ily plays a key role in mRNA metabolism and was previously de-
tected in oligodendrocytes [14]. High levels of the family members

HRNPAB and HNRNPC may lead to overexpression of the MYC
gene, which is a key transcription factor in cancer and a molecular
marker for some medulloblastoma tumors [31]. The HNRNPC gene
is associated with pre-mRNA processing and transporting [32]. AN-
RPNC encodes two distinct isoforms: C1 and C2, with 293 and 306
amino acids in length, respectively [33]. HNRNPCI was described to
bind to p53 mRNA during apoptosis [34]. Here, we identified the ex-
pression of both splice variants: canonical (HNRNPC1) and HNRN-
PC2. The physical interaction of these two protein isoforms seems to
control the aggressiveness of glioblastoma cells by downregulating the
PDCD4 gene product [32]. hnRNP proteins were also found associ-
ated with schizophrenia [35] and may play a pivotal role in the oligo-
dendrocyte dysfunction observed in this disorder [36].

Another canonical protein identified by our approach is pyruvate
kinase (PKM). PKAS encodes a constitutively expressed protein in
healthy cells and in medulloblastoma [31]. PXM has two mutually
exclusive exons (9 and 10), producing two splice variants, M1 (al-
ternative) and M2 (canonical), respectively. We identified expression
of splice forms M1 and M2 in the OL proteome. The M2 protein is
overexpressed in proliferative and cancer cells, if compared to M1
[37]. Its expression is regulated by hnRNP 41/A2 and the polypyrimi-
dine-fract-binding protein (PTB) [38], which were also detected in our
study.

We also detected the canonical protein and one known splice vari-
ant (Uniprot ID P29692-3) of eukaryotic translation elongation factor
1 delta (EEF1D). This gene is located in the human chromosome 8
and encodes four splice variants expressed in the human brain [39].
All splice variants can be clustered into two groups based in pep-
tide length: the longest isoform 2, with 647 amino acids (Uniprot ID
P29692-2) and named eEF1B3L, and three shorter isoforms with sim-
ilar length. The group of short isoforms includes the canonical pro-
tein (eEF1B3) (281 amino acids; Uniprot ID P29692-1), isoform num-
ber 3 (257 amino acids; Uniprot ID P29692-3), and isoform number 4
(262 amino acids; Uniprot ID P29692-4). The eEF1B3 and eEF1B5L
proteins have distinct cellular localization and biological functions.
The former is usually located in the cytoplasm and plays an impor-
tant role as a translation elongation factor when binding to the other
eEF1 complex members eEF1Ba and eEF1By. The latter is located in
the nucleus and induces the transcription of HSPA6, CRYAB, DNA-
JB1, and AMOX1[40]. Using array comparative genomic hybridiza-
tion (aCGH), de Bartoli et al. (2006) [41] showed that the medul-
loblastoma outcome is adversely associated with overexpression of
EEFID and thus a potential disease biomarker [41].

We also identified the TORZAIP} gene, which encodes the lamina-
associated polypeptide 1 (LAP1), an internal protein of the inner nu-
clear membrane [42]. There are three protein products of ZAP7: the
canonical isoform (Q5JTV8-1), the LAP1B isoform (Q5JTV8-3), and
the recently identified LAP1C. The ZAP7 and LA PIB isoforms differ
by the insertion of a CAG in the 3’ splice site of intron 2 in ZAPIB, re-
sulting in an additional alanine in the coding sequence when compared
to the canonical sequence. Using bioinformatics, mass spectrometry,
and molecular biology techniques, Santos et al. (2014) [43] identified
LAPIC in a cell line derived from neuroblastoma. In our study, we
identified the expression of the canonical LAP1 and the splice variant
LAPIB.

The PDLIM3 gene is associated with myotonic dystrophy (MD)
and codes for three splice variants varying in the use of exons 4,
5, and 6 (Uniprot ID Q353GG3-1, Q33GGS-2, and Q53GGS-3). The
association of this gene with MD was confirmed by Chsawa et al.
(2011) [44] who demonstrated predominant expression of isoform
Q33GGS-2 in patients with the disease. This isoform has an exon 4
insertion and lacks exons 5 and 6, which may influence the binding
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Fig. 3. Schematic representation of splice variants and identified peptides from: A) KRAS transcripts, B) GLS transcripts, C) MFF transcripts, and D) STFT transcripts. Exons are
represented by yellow (UTRs) and blue (coding sequences) boxes and introns are represented by pipes (™). Distinct peptides are represented by dashed and dotted red lines and red

boxes. Amino acids between parentheses indicate intron phase

of PDLIM3 and «-actinin 2. The physical interaction between these
proteins occurs via the PDZ domain located in exon 6 of the PDLIM3
gene, which is absent in the splice variant Q33GGS-2. All PDLIM3
splice variants (Uniprot ID Q33GGS-3 and Q53GG3-2) were identi-
fied in the OL proteome.

We also developed an approach to determine splice variant expres-
sion based on peptide counts mapped onto the sequence of canoni-
cal and splice variants. For that, we calculated the difference between
PSMs shared by and exclusive to canonical and alternative isoform
peptides (Supporting information Table $5). This analysis showed a
higher frequency of PKM and HNRNPK canonical proteins compared
to their splice variants. Using this approach, we found that Q9NRG7-2
was the only splice variant of the SDR39U1 gene expressed in this
dataset, whereas the canonical protein (QINRGT) was not expressed.
In this case, QINRG7 and QINRG7-2 share one peptide with three
PSMs and the QONRG7-2 splice variant has one exclusive peptide
with four PSMs (Fig. 4 and Supporting information Table $5). Thus,
the three PSMs associated with the peptide shared between the canon-
ical protein and splice variant may reflect only the expression of the
splice variant.

To confirm the mRNA expression of some of the splice vari-
ants detected at the proteome level in this study, we selected five
(EEFID, KRAS, MFF, SDR39U1, and SUGT]) for experimental vali-
dation (Table 1). All five splice variants were detected at the transcrip-
tome level in the M03.13 cell line (Supporting Information Fig. $3).

To determine the effect of splice variants on OL, we performed
a gene set enrichment analysis (GSEA) from the list of 38 identi-
fied genes. This analysis revealed a muscle thin filament tropomyosin
(GO: 0005862) with an 80% posterior probability of being overrep-
resented. Three tropomyosin genes were represented in our 38-gene
list: ZPM1, TPM2, and TPM3. Tropomy osins are components of actin
filaments that are found mainly in muscle cells and in dendrites from
neuronal cells [45]. Human tropomy osins are encoded by four genes,
known as 7PM7 (chromosome 15), 7PM2 (chromosome 9), TPM3
(chromosome 1), and 7PAf4 (chromosome 19), corresponding to the
o, {3, v, and 5 mammal genes, respectively [46]. Expression of Tm-
Br2 and TmB13 rat isoforms (corresponding to human TPM1 iso-
form 5) was found in astrocytes and oligodendrocytes [47]. Tm1 (cor-
responding to human 7PM2) was also identified in rat astrocytes in
cell culture [47]. Another study with rat neurons identified the ex-
pression of Tm3 isoforms (corresponding to human 7PA3) in cere-
bellum tissue culture. In mice, Tml (7PM7), Tm2 (7PM2), and Tm3
(TPM3) expression occurs only in a neuroblast-rich zone and expres-

sion of the three genes decreases when cells become mature neurons
[48]. There are 10 different isoforms of the human 7PAJ gene, three
different isoforms of 7PM2, and seven isoforms of the 7PM3 gene.
In human brain, only a few isoforms have been identified to date:
isoforms 3 and 5 from 7PMI, isoform 1 from 7PM2, and isoform 4
from TPM3[49]. Our study identified isoforms 2 and 5 from the TPMI
gene, isoforms 2 and 3 from the 7PAM2 gene, and isoforms 2, 3, 4, 5,
and 6 from the TPA/3 gene. Even though isoforms from the 7PM gene
family were detected in our approach, it should be noted that MC©3.13
is a hybrid cell line of rhabdomyosarcoma (skeletal muscle tumor) and
human adult oligodendrocytes. Thus, we believe that identification of
these isoforms may be affected by the biological background of this
cell line.

We also investigated known experimental protein-protein interac-
tions from the BioGRID database [50] in the set of 39 splice vari-
ants using geneMANIA [51]. Campos-Sandoval et al. (2015) [52] fo-
cused on glutamine function and its splice variants, because each iso-
form regulates NFXBI, NFKB2, MYC, and TP53 expression in brain
tumors: while the p353 protein encoded by the 7°53 gene is responsi-
ble for maintaining the genomic stability of oligodendrocyte precursor
cells (OPC) [53], MYC and NF«B control another group of genes such
as those associated with myelination that also play important roles
during differentiation [54]. Fig. 2 shows a similar association, even
though M03.13 is not a malignant cell.

To investigate interaction networks between specific gene iso-
forms, we used the Human Isoform-level Functional Relationship Net-
work tool (Hisonet) [55]. We looked for the network of eight iso-
forms from Table 1, but only four were found: isoform 2 of PDLIM3
(P29692-3), isoform 2 of KRAS (P01116-2), isoform 2 of SUGT1
(Q9Y2Z0-2), and isoform 1 of EFF1D (P29692-3). Isoform 1 of the
EEFID gene (Fig. 5A) also interacts with isoforms 5 and 7 of the same
gene, whereas isoform 2 of PDLIM3 also interacts with other isoforms
from other PDLIM family members such as isoform 1 of PDLIMA,
isoform 4 of PDLIMS, and isoforms 1 and 2 of PDLIMT (Fig. 5B). As
shown in Fig. 5, both KRAS (Fig. 5C and D) and SUGT1 (Fig. 5E
and F) splice variants have distinct partners, which may influence the
known gene regulatory network based on expressed proteins. These
results show the high level of complexity in selecting only few iso-
forms and the continuous need for studies focusing on splice variants.

Taken together, our findings highlight the importance of exploring
full proteome datasets to the complete set of proteins in a healthy tis-
sue or disease state using a proteogenomic approach. We expect our
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Fig. 5. Splice variant protein-protein network interaction. A) EFF1D (P29692-3), B) PDLIM3 (P29692-3), C) isoform 1 of KRAS (P01116-1), D) isoform 2 of KRAS {(P01116-2), E)
isoform 1 of SUGT1 (Q9Y2Z0-2), and F) isoform 2 of SUGTL (Q9Y220-2).

efforts to drive other research groups to investigate the biological sig- 4. Conclusions
nificance of the splice variants identified in this study in CNS diseases.
While Iwata and colleagues [14] aimed to characterize the human
OL proteome, we complemented their findings by focusing on the

141



8 Joumal of Proteomics oex (2016) soox-x0c

identification of splice variants. Additionally, we provide a tool that
can be used for any future proteomic investigation. Our customized
database composed of unique non-redundant peptides and full canoni-
cal protein sequences detected 39 splice variant peptides. We assessed
the mRNA expression of five selected splice variants; all isoforms
were detected at the transcriptome level. Thus, we provide a potential
tool for the identification of splice variants in the MS proteome data
based on the identification of prototypic peptides [ 56]. We expect our
results to encourage other research groups to investigate the biologi-
cal function of these splice variants in oligodendrocyte regulation and
development and their potential role in clinical applications using tar-
geted proteomics technologies such as Selected Reaction Monitoring
(SRM) and Multiple Reaction Monitoring (MRM).

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.jprot.2016.05.023.
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