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O IMPACTO DE PEQUENAS DELECOES GENOMICAS EM DOMINIOS PROTEICOS
IDENTIFICADAS A PARTIR DE DADOS DE RNA-SEQ DE AMOSTRAS DE PACIENTES DE
ADENOCARCINOMA DE PULMAO

RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS, IOC/FIOCRUZ

Gabriel Wajnberg

Insercdes e delecbes (INDELs) sdo exemplos de alteracbes na sequéncia de
DNA. As alteragbes causadas por delecbes gendmicas podem modificar
nucleotideos da regido codificadora de proteinas com potencial para alterar os
aminoacidos codificados e mudar o quadro de leitura da traducéo. Estas delecdes
podem causar modificacBes substanciais em proteinas envolvidas com a biologia do
cancer. NOs inovamos no uso de um método ja existente de matrizes ternarias ao
utiliza-lo para identificar delecées gendmicas com o uso de dados de transcriptoma
de alta vazdo (RNA-Seq). Foram usados dados de RNA-Seq para identificar
pequenas delecbes de até 100 nucleotideos de comprimento dentro de éxons
humanos. Apresentamos dados a partir da analise do genoma de referéncia humano
GRCh37/hgl9 e de 66 genomas do projeto 1000G. Foram selecionados
aleatoriamente trés genomas representando cada uma das 22 populacbes
disponiveis para o0 mapeamento de RNA-Seq de amostras da linhagem H1975, de
seis pacientes ndo fumantes e de 14 pacientes fumantes de céncer de pulmao.
Identificamos delecBes de até 100 nucleotideos que também foram identificadas
utilizando o programa Varscan com o genoma de referéncia GRCh37/hg19. Entre
elas, podemos citar uma delecdo de 15 nucleotideos no dominio tirosina kinase
localizado no éxon 19 do gene EGFR em amostra tumoral de um paciente nao
fumante. Esta delecdo também esta previamente anotada na base de dados dbSNP.
Em outro paciente ndo fumante foi encontrada uma delecao de quatro nucleotideos
que alterou o quadro de leitura do gene CTSA em amostras normais e tumorais.
Encontramos a via de interferon y com alta probabilidade de estar alterada ao
analisar os dados de pacientes fumantes, entre os genes dessa via em que
encontramos alteracdes estdo o INFGR1 e o INFGR2. Encontramos delegbes a
partir do mapeamento dos transcritos com 66 genomas do projeto 1000G que nao
encontramos com 0 mapeamento contra o genoma de referéncia GRCh37/hg19.
Dentre elas, encontramos uma pequena delecdo de 13 nucleotideos no gene
EPDR1 que altera o dominio ependimina da proteina codificada. Além desta
delecdo, uma perda de sete nucleotideos foi encontrada ao utilizar genomas de
ancestralidade europeias como referéncia. No gene supressor tumoral CDH1,
encontramos uma pequena delecdo de dois nucleotideos em pacientes nao
fumantes usando genomas de ancestralidade europeias e americanas. O oncogene
AKT1 apresentou uma delecdo de cinco nucleotideos em trés pacientes fumantes.
Estes achados poderao ser utilizados para o melhor entendimento da biologia do
cancer de pulméao para novos métodos de diagnosticos e tratamentos.
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THE IMPACT OF GENOMIC SMALL DELETIONS TO PROTEIN DOMAINS IDENTIFIED USING
RNA-SEQ DATA FROM LUNG ADENOCARCINOMA PATIENTS

ABSTRACT
PHD THESIS IN COMPUTATIONAL AND SYSTEMS BIOLOGY, IOC/FIOCRUZ

Gabriel Wajnberg

Insertions and deletions (INDELS) are examples of genomic changes in the DNA
sequence. One main effect of those deletions is the change of the coding region of
proteins with the potential to alter the encoded amino acids and cause frameshift
mutations. These deletions can cause substantial modifications in proteins involved
with the biology of cancer. We innovated in the use of an already existing method,
which uses ternary matrices to identify genomic deletions with the use of high-
throughput transcriptome data (RNA-Seq). RNA-Seq data were used to identify small
deletions up to 100 nucleotides in length within human exons. Here, we present data
from the analysis of the human reference genome GRCh37/hgl9 and 66 genomes
from the 1000G project. We randomly selected three genomes representing each of
the 22 available populations for mapping RNA-Seq data of the H1975 cell line, and
samples from six nonsmoker patients and from 14 smokers patients with lung cancer.
We identified deletions of up to 100 nucleotides that were also identified using the
Varscan software when mapping to the reference genome GRCh37/hgl9. We
identified a small deletion of 15 nucleotides in tyrosine kinase domain in exon 19 in
the EGFR gene in a tumor sample from a non-smoker patient. This deletion has been
already present in the dbSNP database. In another non-smoker patient, a four-
nucleotide deletion was found that caused frameshift mutation in the CTSA gene
simultaneously in normal and tumor samples. Meanwhile, we found the interferon-y
pathway with a high probability of being altered when analyzing the data of smoking
patients, among the genes in which we found changes are INFGR1 and INFGR2. We
identified deletions when we mapped the transcripts with 66 genomes of the 1000G
project, which we did not find while mapping with the reference genome
GRCh37/hgl19. We identified a small deletion of 13 nucleotides in the EPDR1 gene
that alters the ependymal domain of the encoded protein. In addition to this deletion,
a loss of seven nucleotides was identified when using European ancestral genomes
as a reference sequence. We also identified a small deletion in the CDH1 tumor
suppressor of two nucleotides in nonsmoking patients using European and American
ancestry genomes and a deletion of five nucleotides in three smoking patients on the
AKT1 oncogene. In conclusion, we could use transcriptome data mapped on different
genomes of different ancestry to identify small deletions of up to 100 nucleotides.
These findings may be used to improve the lung cancer biology knowledge to
develop new diagnosis and treatment methods.



SUMARIO

RESUMO IX

ABSTRACT X

1 INTRODUCAO 26

1.1 O projeto genoma humano e as mutagdes no DNA ..........ccccvvvivinnnnns 26

1.2 Mutacdes ligadas a doengas geneétiCas.........cccvvvvvvviiiiieeeeeeeeviiiine e 28

I © I - 1o o = R 29

1.4 Cancer de PUIMEO .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 30

1.5 Associacéo de delecdes gendmicas COmM 0 CANCEr .......ccevvvvvrvnnireennnn. 31

1.6 Bases de dados publicos de INDELs e de corridas de HTS................ 32

N LU= () 1T oF= L LY 7= U 34

2 OBJETIVOS 36

2.1 ODJELIVO GEIAI ... uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 36

2.2 ODbjetivos ESPECITICOS covvvuiiiiiiii e 36

3  MATERIAL E METODOS 37
3.1 Obtencéo dos genomas de referéncia e transcritos do RefSeq

para a construGao das MaAtriZeS ........coovvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 37

3.2 Obtencdo dos dados de RNA-SE(Q .......ceeiiiiieiiiiiiiiiiii e 38

3.3 Filtro dos “reads” e mapeamento..................ccoiiiiiiiiiii i, 43

3.4 Montagem usSando O TrINITY .......uuuuuuuiieiiiiiiiiiiiiiii e 43

3.5 Identificagdo de pequenas deleGOes ........ccccuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaes 44

3.6 Avaliacdo do impacto na sequéncia de proteinas.........ccccccevvvveeeeennnn. 47

4  RESULTADOS E DISCUSSAO 48

4.1 Identificagcéo de pequenas dele¢cdes no genoma GRCh37/hg19........ 48

4.1.1 Prova de conceito utilizando a linhagem celular H1975............... 48

4.1.2 Pequenas delecdes identificadas em amostras de tecidos

normais adjacentes ao tumor e tumorais de seis pacientes

nao fumantes de cancer de pulmao.........ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiinnnnnnn. 55
4.1.3 Pequenas delecdes identificadas em amostras normais e

tumorais de 14 pacientes fumantes de cancer de pulméo........... 70

Xi



4.1.4 Analise de delec¢des encontradas exclusivamente em

amostras normais, tumorais ou presente em ambas................... 83
4.2 ldentificacdo de pequenas delecOes utilizando 66 genomas do
100100 P EEURR 84
4.2.1 Em amostras da linhagem celular H1975 ...........cccooooeeiiiiiiiiinnnnnn. 85
4.2.2 Pequenas delecdes identificadas em amostras normais e
tumorais de seis pacientes ndo fumantes de cancer de
0101 4= T TSRS 90
4.2.3 Pequenas delecdes identificadas em amostras normais e
tumorais de 14 pacientes fumantes de cancer de pulméo........... 99
4.2.4 Analise de dele¢Bes encontradas exclusivamente em
amostras normais, tumorais ou presente em ambas................. 106
4.3 Comparacédo dos dados de pacientes fumantes e pacientes nao
FUMANTES ..o e e e e e e e e 108
4.3.1 Pequenas delecdes identificadas a partir do genoma de
referéncia GRCh37/NQ19......cccoooeiiiiiiiiie e 108
4.3.2 Pequenas delecdes identificadas a partir de 66 genomas
O LO00G ....ciiiie et 110
CONCLUSOES 111
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 113
ANEXOS 128

7.1 Using high-throughput sequencing transcriptome data for

INDEL detection: challenges for cancer drug discovery .................. 128

Xii



indice de FigurasFigura 1.1 Comparacéo entre DNA-Seq e RNA-Seq para a
identificagdo de INDELs em amostras de céncer usando dados publicos
disponiveis do TCGA, SRA e EGA (Adaptado de Wajnberg et al.,2016)............. 34
Figura 3.1 Representacdo de transcritos do Refseq e gerado a partir da
montagem do Trinity dispostos na matriz ternaria. A) Representacdo do
alinhamento dos dois transcritos, sendo o transcrito do Trinity contendo uma
delecdo no éxon 2, contra um gene do genoma de referéncia humano
GRCh37/hg19. B) Delecdo em vermelho representada com um zero nas
A LA (=T g = L= L 45
Figura 3.2 Esquema representando a identificacdo de pequenas dele¢cdes nas
L 4= TSR (=] g = L= L 46
Figura 4.1 Pequenas delecdes identificadas por nossa metodologia utilizando
as matrizes ternérias (verde) e utilizando o Varscan na amostra de RNA-Seq de
H1975 (SRR1706863 € SRRL706864). ......cccuvvviieiieeeeeeeieiiiiireeee e e e e e e e e e e e e 49
Figura 4.2 Pequena delecdo de um nucleotideo no gene MGLL visualizada no
Programa GV ... e 51
Figura 4.3 Pequena delecdo de um nucleotideo no gene MORF4L2 visualizada
NO Programa IGV. ... et 51
Figura 4.4 Pequena perda de um nucleotideo no gene NUP50 visualizada no
(oo o = U =T [P 52
Figura 4.5 Pequena perda de um nucleotideo no gene NAP1L4 visualizada no
[T e Te [ =10 0 =10 [ C AN TP PPPT 52
Figura 4.6 Pequena delecdo de 21 nucleotideos no gene CDC42EP1 visualizada
NO Programa [GV . e e e 53
Figura 4.7 Representacdo do impacto da pequena delecdo de 21 nucleotideos
no gene CDC42EP1 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A)
codificada pelo gene possui 391 aminoacidos, com dois dominios: CRIB
(Dominio de ligacdo PAK, acesso cl00113) e BORG_CEP (Dominio de ligagdo
de Rho GTPAses. A proteina afetada (B) pela delegdo mostra um encurtamento
de sete amMINOACIAOS. ...cooiiiiiii e e e e e e e e e e e aeaaaas 53
Figura 4.8 Pequena delegcdo de 17 nucleotideos no gene SETD7 visualizada no
(O go o = U = [ PP 54
Figura 4.9 Pequenas delecdes identificadas utilizando as matrizes ternarias

(verde) e utilizando o Varscan (azul) em amostras de tecido normal de RNA-

Xiii



Seq de seis pacientes de céancer de pulmédo (Kim et al., 2013a). Entre
parénteses a quantidade de dele¢bes identificadas em mais de um paciente..56
Figura 4.10 Pequenas delec¢des identificadas utilizando as matrizes ternérias
(verde) e utilizando o Varscan (azul) em amostras de tecido tumoral de RNA-
Seq de seis pacientes de céancer de pulméo (Kim et al., 2013a). Entre
parénteses a quantidade de dele¢bes identificadas em mais de um paciente..56
Figura 4.11 Pequena delecdo de 12 nucleotideos visualizada na amostra
normal do paciente 1 (P1IN) no exon 19 do gene INF2........cccccccvviieiiieeeeeeeeeiinnnnnn, 59
Figura 4.12. Representacao do impacto da pequena delecdo de 12 nucleotideos
no gene INF2 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) codificada
pelo gene possui 1249 aminoacidos, com quatro dominios: Drf_GBD (Dominio
de ligacdo de GTPase translucido, acesso cl05720), Drf FH3 (Dominio FH3
translicido, acesso pfam06367), Superfam_FH2 (Dominio FH2, acesso cl19758)
e Superfam_ICP4_C (Regido C-terminal ICP4-like, acesso ¢l28033). A proteina
afetada (B) pela delegcdo mostra um encurtamento de quatro aminoécidos. ....59
Figura 4.13 Pequena delecdo de 15 nucleotideos visualizada na amostra
tumoral do paciente 1 (P1T) no exon 19 do gene EGFR. .........ccoooviiiiiiieieiieennn, 60
Figura 4.14 Representacao do impacto da pequena delecéo de 15 nucleotideos
no gene EGFR na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) codificada
pelo gene possui 1210 aminoéacidos, com seis dominios: dois dominios
Dominio_Rec_L (dominios de receptores L, acesso pfam01030), Furin-like
(Regido rica em cisteina furina-like, acesso pfam00757), GF_recep_IV (Dominio
fator de crescimento IV, acesso pfam14843), TM_ErbB1 (Dominio
Transmembrana ErbB1, acesso ¢d12093) e PTKc_EGFR (Dominio catalitico
tirosina kinase, acesso cd05108). A proteina alterada (B) pela delecdo mostra o
dominio tirosina quinase com menos cinco aminoacidos em sua estrutura. ...61
Figura 4.15 Pequena delecdo de 10 nucleotideos na amostra tumoral do
paciente 4 (PAT) do gene TPS3BP2.......ccoiii e 62
Figura 4.16 Representacdo do impacto da pequena delegdo de 10 nucleotideos
no gene TP53BP2 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A)
codificada pelo gene possui 1134 aminoéacidos, que inclui quatro dominios:
SMC_N (Dominio N-terminal SMC, acesso cl25732), Atrofina_1 (Familia
atrofina-1, acesso cl26464), Rep_ANK (Repeticdes anquirina, acesso cd00204),
SH3 (Dominio de apoptose e de ligacdo de p53, acesso cd11953).A proteina

Xiv



alterada (B) pela delecdo possui menos aminoacidos por causa da mudanca do
quadro de leitura levando a perder diversos dominios da proteina................... 62
Figura 4.17 Pequena delecdo de um nucleotideo nas amostras tumorais do
paciente 1 (P1T) e paciente 3 (P3T) do gene IFNGR1...........ccovvviiiiiiieeeeeeeiiiinn, 64
Figura 4.18 Pequena delecdo de um nucleotideo nas amostras tumorais do
paciente 1 (P1T) e paciente 3 (P3T) do gene BAMBI. ........ccooviiiiiiiiiiieiiiieceiiiinn, 65
Figura 4.19 Pequena delecdo de um nucleotideo nas amostras tumorais do
paciente 1 (P1T) do genNe PTEN.......cooiiiiiiiiii e e e 66
Figura 4.20 Pequenas delecbes identificadas utilizando as matrizes ternarias
(verde) e utilizando o Varscan (azul) encontradas, ao mesmo tempo, em
amostras de tecido normal e tumoral de RNA-Seq de seis pacientes de cancer
de pulmao (Kim et al., 2013@). ......ccoviiiiiiiiii e e e 67
Figura 4.21 Pequena delecdo de 4 nucleotideo visualizada em amostras
normais e tumorais do paciente 8 N0 gene CTSA. .......iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaees 69
Figura 4.22 Representacdo do impacto da pequena delecdo de quatro
nucleotideos no gene CTSA na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal
(A) codificada pelo gene possui um dominio de Peptidase S10
(carboxipeptidase, acesso pfam00450) enquanto a proteina afetada (B) pela
delec@o mostra este dominio Perdido. .......ooovviiiiiiiiiiiiee i 69
Figura 4.23. Pequena delecdo de 1 nucleotideo visualizada em amostras
normais e tumorais de todos pacientes no gene EIF3A. ........cccccceeeiiieiiiiiiiinnnnnnn. 70
Figura 4.24 Pequenas delec¢des identificadas utilizando as matrizes ternarias
(verde) e utilizando o Varscan (azul) encontradas em amostras de tecido
normal adjacente ao tumor de RNA-Seq de 14 pacientes de cancer de pulméo
do TCGA. Entre parénteses o valor de delecdes identificadas em mais de um
= LT T= o = 71
Figura 4.25 Pequenas delec¢Oes identificadas utilizando as matrizes ternarias
(verde) e utilizando o Varscan (azul) encontradas em amostras de tecido
tumoral de RNA-Seq de 14 pacientes de cancer de pulmdo do TCGA. Entre
parénteses o valor de dele¢cdes identificadas em mais de um paciente. ........... 71
Figura 4.26. Pequena delecdo de um nucleotideo visualizada em amostra
normal do paciente 6145 N0 geNe VCP.......ccooi i 75
Figura 4.27 Representacdo do impacto da pequena dele¢cdo de um nucleotideo
no gene VCP na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) possui 806

aminoacidos e um dominio TIP49 (Dominio C-Terminal TIP49, acesso cl27568).

XV



A proteina afetada (B) pela delecdo perdeu 129 aminoacidos inclusive uma
parte do dominio TIPAO. ... .o 75
Figura 4.28 Pequena delecdo de um nucleotideo visualizada em amostra
tumoral do paciente 2655 N0 gene ZFP28. ........cccooo oo 76
Figura 4.29 Representacdo do impacto da pequena delecdo de um nucleotideo
no gene ZFP28 na sequéncia de aminoacidos que possui trés dominios: dois
dominios KRAB (Dominio associado "krueppel box", acesso smart00349) e
FOG_dedo_Zn (Dedo de zinco FOG, acesso COG5048). A proteina normal (A)
codificada possui sitios de ligacdo de dedo de zinco, enquanto a proteina
alterada (B) pela deleGa0 N80 POSSUI. w.eeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 77
Figura 4.30 Pequena delecdo de um nucleotideo visualizada em amostra

tumoral do paciente 2662 e 6148 no gene IFNGR1.........ccccoooeiiiiiiiiiiiiiii e, 79
Figura 4.31 Pequena delecdo de um nucleotideo visualizada em amostra
tumoral do paciente 2662 e 3398 N0 gene IFNGR2............covvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 79

Figura 4.32 Pequenas delecdes identificadas por nossa metodologia utilizando
as matrizes ternarias (verde) e utilizando o Varscan (azul) encontradas ao
mesmo tempo em amostras de tecido normal e tumoral de RNA-Seq de 14
pacientes de cancer de pulméo de (Collisson et al., 2014)..........ccccvvmrvrrrnrnnnnnnns 80
Figura 4.33 Pequena delecdo de trés nucleotideos visualizada em amostras
tumorais e normais de todos pacientes no gene VEGFC. .........ccccccoiieiiiiieeieennnn, 82
Figura 4.34 Representacdo do impacto da pequena delecdo de trés
nucleotideos no gene VEGFC na sequéncia de aminoacidos que possui o
dominio PDGF (Dominio de ligacédo ao receptor PDGFR, acesso smart00141). A
proteina normal (A) codificada possui um aminoacido a mais do que a proteina
alterada (B) pela deleCaA0. ......uuiiii i 82
Figura 4.35 Comparacdo dos dois métodos de identificacdo de pequenas
delecdes no genoma de referéncia GRCh37/hg19 e nos 66 genomas do projeto
1000G sendo eles: utilizacdo do Novoalign junto com o Varscan (A) e a
utilizacdo do Novoalign e Trinity para a montagem dos transcritos que depois
sdo mapeados utilizando o BLAT e guardados nas matrizes ternarias (B). ...... 85
Figura 4.36 Grafico mostrando a proporcdo de pequenas delecdes
identificadas em linhagens celulares H1975 em regides nédo codificadoras
(azul), que nao alteram o quadro de leitura (laranja) e que alteram o quadro de

LT L T = W (o 1 2= ) P 86

XVi



Figura 4.37. Delecédo de nove nucleotideos no gene DENND4B em um transcrito
(em amarelo) montado a partir de corridas de linhagem celular H1975 ao
mapear contra um genoma asiatico (HG02402) demonstrando a perda de trés
glutaminas (demarcado VErmelho). ........coiiiiiee i 87
Figura 4.38. Delecdo de 13 nucleotideos em um transcrito (em amarelo)
montado a partir de dados da linhagem celular H1975 ao mapear contra um
genoma europeu (HG00151) no gene EPDR1 (demarcado em vermelho)

causando uma mutacao que altera o quadro de leitura da traducao da proteina.

Figura 4.39 Representacao do impacto da pequena dele¢cdo de 13 nucleotideos
no gene EPDR1 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A)
codificada pelo gene possui um dominio Ependimina (Dominio ependimina,
acesso pfam00811) enquanto a proteina afetada (B) pela delecdo mostra este
(ool 4o N1 oYY TN o X=T o [ o Lo JAu TR 88
Figura 4.40 Delecdo de sete nucleotideos em um transcrito (em amarelo)
montado a partir de dados de linhagem celular H1975 ao mapear contra um
genoma europeu (HG00114) no gene PTK2 (demarcado em vermelho)
causando uma mutacéao que altera o quadro de leitura da traducéo. ................ 89
Figura 4.41 Representacdo do impacto da pequena delecdo de sete
nucleotideos no gene PTK2 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal
(A) codificada pelo gene possui quatro dominios: B41 (Dominio ERM ou
homélogos banda 4.1, acesso smart00295), Ferm_C_FAK (Dominio kinase
FERM de adesdo focal, acesso c¢d13190), PTKc_FAK (Dominio catalitico
tirosina kinase de adeséao focal, acesso cd05056) e Focal AT (Regido alvo de
adesao focal, pfam03623). A proteina afetada (B) pela dele¢cdo perde uma
POrgao do dOMINIO FINAL ... ... 90
Figura 4.42 Pequenas delec¢des identificadas com o uso das matrizes ternarias
em tecido normal (azul) e em tecido tumoral (verde) de seis pacientes de
cancer de pulmao (Kim et al.,, 2013a). Entre parénteses a quantidade de
delecOes identificadas em mais de um paciente.........cccoeeeveiii 91
Figura 4.43 Delecdo de 75 nucleotideos em um transcrito (em amarelo)
montado a partir de dados de amostras normais do paciente 5 ao mapear
contra um genoma espanhol (HG01501) no gene MCM7 (demarcado em

vermelho) causando uma mutacéo que adianta o codon de parada da traducao.



Figura 4.44 Representacdo do impacto da pequena delecdo de 75 nucleotideos
no gene MCM7 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) codificada
pelo gene possui dois dominios: MCM_N (Dominio N-Terminal MCM, acesso
pfam14551) e MCM (Proteina de manutencdo minicromossomo, acesso
smart00350) enquanto a proteina afetada (B) pela delecéo foi encurtada. ........ 93
Figura 4.45 Delecdo de dois nucleotideos em um transcrito (em amarelo)
montado a partir de dados de amostras tumorais do paciente 4 ao mapear
contra um genoma espanhol (HG01602) no gene CDH1l (demarcado em

vermelho) causando uma mutacéo que altera o quadro de leitura da traducao.

Figura 4.46 Representacdo do impacto da pequena delecdo de dois
nucleotideos no gene CDH1 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal
(A) codificada pelo gene possui seis dominios: Pro_caderina (Prodominio
caderina-like, acesso pfam08758), CA_like (Dominio de repeticdo caderina-like,
acesso ¢d00031), trés dominios Rep_caderina (Dominio de repeticdo de
caderina em tandem, acesso ¢d11304) e Dominio_caderina_ C (Regido
citoplasmatica caderina, acesso pfam01049) enquanto a proteina afetada (B)
pela delecdo um encurtamento com esses dominios perdidosS.........cccccvvvvnnnnns 95
Figura 4.47 Delecdo de cinco nucleotideos em um transcrito (em amarelo)
montado a partir de dados de amostra tumoral do paciente 3 a0 mapear contra
um genoma de ancestralidade europeia (HG01501) no gene ENGASE
(demarcado em vermelho) causando uma mutacdo que altera o quadro de
[€ITUra da trAJUGAD. ... .uueiiiiiiii e 96
Figura 4.48 Representacdo do impacto da pequena delecdo de cinco
nucleotideos no gene ENGASE na sequéncia de aminoacidos. A proteina
normal (A) codificada pelo gene possui um unico dominio com sitios ativos
GH85_Engase (Dominio Engase, acesso cd06547) enquanto a proteina afetada
(B) pela dele¢cédo possui um encurtamento com esse dominio afetado, incluindo
0S SIIOS ALIVOS iieeee e 96
Figura 4.49 Delecdo de cinco nucleotideos em um transcrito (em amarelo)
montado a partir de dados de amostras normais e tumorais dos pacientes 3 e 4
ao mapear contra um genoma de ancestralidade africana (HG02282) no gene
SIRPB1 (demarcado em vermelho) causando uma mutacao que altera o quadro

de leitura da tradUGED. ......cevueeiii e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaanna s 97

XViil



Figura 4.50 Representacdo do impacto da pequena delecdo de cinco
nucleotideos no gene SIRPB1 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal
(A) codificada pelo gene possui trés dominios de imunoglobulina: IgV_SIRPT
(Dominio Imunoglobulina-like SIRP, acesso ¢d16097), Dominio_2 IgC_SIRP
(Dominio imunoglobulina-like SIRP 2, acesso c¢d05772) e Dominio_3 IgC_SIRP
(Dominio imunoglobulina-like SIRP 3, acesso cd16085). A proteina afetada (B)
pela deleGcao tem um enCUrtameENnTO. ..........uuuuuiuiuiiiiiiiiiiiiiiiie e 98
Figura 4.51 Pequenas delecdes identificadas ao utilizar as matrizes ternarias
em tecido normal (azul) e em tecido tumoral (verde) de seis pacientes de
cancer de pulméao (Collisson et al., 2014). Entre parénteses a quantidade de
delegOes identificadas em mais de um paciente.........cccceeveeiiiee e 99
Figura 4.52 Delecdo de 12 nucleotideos em um transcrito (em amarelo)
montado a partir de dados de amostra normal do paciente 3398 ao mapear
contra um genoma de ancestralidade asiatica (HG01869) no gene HCLS1
(demarcado €m VErMElN0). .......uuuiuiiiiiiiiiiiiii e 100
Figura 4.53 Representacdo do impacto da pequena delecédo de 12 nucleotideos
no gene HCLS1 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) possui
486 aminoacidos e cinco dominios: trés dominios Rep_HS1 (Repeticdo HS1,
acesso pfam02218), Superfam_GGN (Gametogenetina, acesso c¢l25800) e
SH3 HS1 (Dominio SH3, acesso ¢cd12073) e a proteina afetada (B) pela delecéo
possui quatro NUCIeotide0S @ MENOS. ......uuvuiiiii e 101
Figura 4.54 Delecdo de 75 nucleotideos em um transcrito (em amarelo)
montado a partir de dados de amostra tumoral do paciente 3398 ao mapear
contra um genoma de ancestralidade africana (HG01879) no gene GPX8
(demarcado em vermelho) causando uma mutacdo que altera o quadro de
[€ITUra da trAOUGAD. .. ...t 102
Figura 4.55 Representacédo do impacto da pequena delecdo de 75 nucleotideos
no gene GPX8 na sequéncia de aminoéacidos. A proteina normal (A) possui 248
aminoacidos e o dominio Tioredoxina_like (Peroxidase GPX7 da superfamilia
tioredoxina-like, acesso TIGR02540) e a proteina afetada (B) pela delecédo
causou a perda de seu principal dominio ProteiCo. .......ccccevvvvvvviiieeeeeeeeeeeiinnn, 102
Figura 4.56 Delecdo de cinco nucleotideos em um transcrito (em amarelo)
montado a partir de dados de amostra tumoral dos pacientes 6776, 6777 e 6778

ao mapear contra um genoma de ancestralidade asiatica (HG00956) no gene

XiX



AKT1 (demarcado em vermelho) causando uma mutacdo que altera o quadro
de leitura da tradUGAO0. ......cooeeeeeeeeeee e 103
Figura 4.57 Representacdo do impacto da pequena delecdo de cinco
nucleotideos no gene AKT1 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal
(A) possui dois grandes dominios: Superfam_PH_like (Dominio Akt, acesso
cd01241) e Superfam_PKc_like (Dominio catalitico Serina/Treonina kinase,
acesso cd05594). A proteina afetada (B) pela dele¢cdo possui um encurtamento
gue afeta o dominio proteina Kinase. ........ccoccoivviiiiiiiiiiie e 104
Figura 4.58 Delecdo de um nucleotideo em um transcrito (em amarelo)
montado a partir de dados de amostras normais e tumorais dos pacientes
5645, 6778 e 6148 ao mapear contra um genoma de ancestralidade europeia
(HG00361) no gene COL3A1 (demarcado em vermelho) causando uma mutacao
gue altera o quadro de leitura da traduUCan. ............ceeieieeeiieiiiiiiiee e, 105
Figura 4.59 Representacdo do impacto da pequena delecdo de um nucleotideo
no gene COL3A1 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) possui
1466 aminoéacidos e seis dominios: VWC (Dominio fator von Willebrand tipo C,
acesso pfam00093), quatro dominios Colag (Repeticdo tripla hélice de
colageno, acesso pfam01391) e COLFI (Dominio C-terminal de colageno
fibrilar, acesso pfam01410). A proteina afetada (B) pela delecdo possui um
encurtamento de 19 aminoacidos na sua porcao C-terminal..............ccccvvvveen. 105
Figura 4.60 Exemplo de transcritos reconstruidos pelo programa Trinity para o
gene MCM7 para a amostra do tecido normal do paciente 5 (P5N) e para o
tecido tumoral deste mesmo pacientes (P5T). ...ccovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 107
Figura 4.61 Exemplo de transcritos reconstruidos pelo programa Trinity para o
gene AKT1 para a amostra do tecido normal do paciente 6776 (6776N) e para o
tecido tumoral deste mesmo pacientes (6776T). ......cuuuveeeiiiiiiiiiiiieiiiieiiiieieeeeeeeen 107
Figura 4.62 Exemplo de transcritos reconstruidos pelo programa Trinity para o
gene GPX8 para a amostra do tecido normal do paciente 3398 (3398N) e para o
tecido tumoral deste mesmo pacientes (3398T)......ccovviiiiiiiiiiiiiieeii e 108
Figura 4.63. Pequenas dele¢cbOes identificadas pelas matrizes ternarias em
amostras normais de Kim e colaboradores (2013a) (azul) e utilizando amostras
normais de Collisson e colaboradores (2014) (verde). ....ccccoovevvviiiiiieiiiiee e, 109
Figura 4.64 Pequenas delecdes identificadas pelas matrizes ternérias em
amostras tumorais de Kim e colaboradores (2013a) (azul) e utilizando amostras

tumorais de Collisson e colaboradores (2014) (Verde). ....cccceevveeeeveveeevveniinneeeenn. 109

XX



Figura 4.65 Pequena delecdo de um nucleotideo no gene IFNGR1 visualizada
no programa IGV em amostra tumoral de paciente fumante (2662) e em
paciente NA0 fUMANTE (P8). ....uuuuuuiiiiiiiiiiiii e 110

XXi



LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1 Genomas do 1000G utilizados no mapeamento dos dados de RNA-

Tabela 3.2 Amostras utilizadas de Kim e colaboradores (2013a) do banco SRA
com a quantidade de “reads” de cada corrida e estatisticas da montagem do
transcriptoma produzida pelo programa Trinity.......ccccccviiiiiiiee e e 40
Tabela 3.3 Lista de amostras utilizadas do banco de dados TCGA
sequenciados do “Chritiana Healthcare Center” com a quantidade de “reads”
de cada corrida e estatisticas da montagem do transcriptoma produzida pelo
[T goXo [ = o ¢ = I 1 1 PSS 41
Tabela 4.1 Delecbes identificadas exclusivamente pela abordagem das
matrizes ternérias em dados de RNA-Seq da linhagem H1975 e a cobertura das
L = LR 50
Tabela 4.2. Tabela de quantas delecdes estdo presentes na base de dados
dbSNP e COSMIC em amostras normais € tUMOT@iS. ....cooeeveeeeeeeiieeeieeeeeeeeeeeeeee 57
Tabela 4.3 Delec¢des identificadas em dados de RNA-Seq nas amostras de Kim
e colaboradores (2013a) e a cobertura das leituras. .........ccceevvvviiiiineeeeeeeeiiinnnn, 58
Tabela 4.4 Enriquecimento de genes que sofreram pequenas delecfes em
amostras tumorais identificadas pela nossa metodologia de matrizes ternarias.
Abaixo encontramos as vias do Gene Ontology (GO) com probabilidade
posterior maior que 0,5 de estarem suprerrepresentadas. ...........cccccvvvvvininnnnnnne 63
Tabela 4.5. Delecdes identificadas em dados de RNA-Seq ao mesmo tempo em
amostras normais e tumorais de Kim e colaboradores (2013a) e a cobertura
(0 = T 1o 1= LU 68
Tabela 4.6 Representacdo de quantas delecdes estdo anotadas na base de
dados COSMIC em amostras normais € tUMOTAIS. ....cooveeeeiieeeiiiiiiiiieee e 72
Tabela 4.7 Delecdes identificadas em dados de RNA-Seq nas amostras de
Collisson e colaboradores (2014) e a cobertura das leituras. ............ccceevvvvvvnnnnn. 73
Tabela 4.8 Enriquecimento de genes que sofreram pequenas delegcfes em
amostras tumorais identificadas pela nossa metodologia de matrizes ternarias.
Abaixo encontramos as vias do Gene Ontology (GO) com probabilidade
posterior maior do que 0,5 de estarem suprerrepresentadas . ...........cccccvvvnnnnne 78
Tabela 4.9 Delecdes identificadas em dados de RNA-Seq nas amostras de

Collisson e colaboradores (2014) e a cobertura das leituras. .......ccccoeeeevvvvneeens 81

xxii



Tabela 4.10 Tabela representando as dele¢fes identificadas e seu impacto em
regioes codificadoras e presentes no dbSNP e COSMIC. .......ccccceivviiiiiiiiiiinnnnnnn. 85
Tabela 4.11 Tabela contendo as dele¢des identificadas e seu impacto em
regides codificadoras e presentes no dbSNP e COSMIC em amostras normais e
tumorais de pacientes ndo fumantes de cancer de pulmao..........ccccceeeveeeeirennnn, 91
Tabela 4.12 Tabela representando as dele¢des identificadas e seu impacto em
regides codificadoras e presentes no dbSNP e COSMIC em amostras normais e
tumorais de pacientes fumantes de cancer de pulmao. ...........cccceevvvvviviieneeeenn. 100
Tabela 4.13 Enriquecimento de genes que sofreram pequenas delecdes em
amostras tumorais identificadas pela nossa metodologia de matrizes ternarias.
Abaixo as vias do Gene Ontology (GO) com probabilidade com probabilidade

posterior maior do que 0,5 de estarem suprerrepresentadas. ............ceeeeeeeeens 106

XXiil



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

1000G
CRISPR
EMC
DNA
DNA-Seq
EBI
EGA
GATK
GRC
HGMD
HTS
INCA
INDEL
LINEs
LTR

MSI
NSCLC
OMS
PCR
RFLP

RNA

do inglés, “1000 Genomes Project”

do inglés, “clustered regularly interspaced short palindromic repeats”

do inglés, “enzyme mismatch cleavage”

do inglés, “deoxyribonucleic acid”
do inglés, “DNA sequencing”

do inglés, “European Bioinformatics Institute”

do inglés, “European Genome-phenome Archive”
do inglés, “Genome Analysis Toolkit”

do inglés, “Genome Reference Consortium”

do inglés, “Human Gene Mutation Database”

do inglés, “Highthroughput Sequencing”

Instituto Nacional de Céancer

do inglés, “insertions and deletions”

do inglés, “long interspersed repeated sequences”
do inglés, “long terminal repeats”

do inglés, “microsatellite instability”

do inglés, “non-small lung cancer”

Organiza¢do Mundial da Saude

do inglés, “polymerase chain reaction”

do inglés, “restriction fragment length polymorphisms”

do inglés, “ribonucleic acid”

XXIV



RNA-Seq

SINEs

SCLC

SCC

SMRT

SNV

SNP

SRA

TCGA

UTR

WGS

do inglés, “high-thorughput transcriptome sequencing”
do inglés, “short interspersed repeated sequences”
do inglés, “small cell lung cancer”

do inglés, “squamous carcinoma cell”’

do inglés, “single molecule real time”

do inglés, “single nucleotide variation”

do inglés, “single nucleotide polymorphism”

do inglés, “Sequence Read Archive”

do inglés, “The Cancer Genome Atlas”

do inglés, “untraslated region”

do inglés, “whole genome shotgun”

XXV



1 INTRODUCAO

1.1 O projeto genoma humano e as mutagc6es no DNA

A publicacdo do primeiro rascunho do genoma humano em 2001 propiciou
novas perspectivas para a andlise de genes humanos, incluindo a identificacdo de
mutacOes em larga escala no genoma (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001).
Naqguela época, as tecnologias disponiveis possibilitavam apenas o sequenciamento
de regifes pontuais do genoma produzindo poucos dados e com alto custo por base
sequenciada. O consorcio do genoma de referéncia (GRC) liberou a uma montagem
do genoma humano de referéncia de 13 individuos, a qual a ultima versdo é
GRCh38 (Church et al., 2011; 2010). Esta montagem do genoma humano é usada
para realizar comparacdes de sequéncias entre a sequéncia de referéncia e um
determinado alvo para detectar mutacdes no DNA.

Diversos tipos de mutagcdes podem ocorrer na sequéncia de DNA. O primeiro
tipo é definido como substituicdo e ocorro quando um certo nucleotideo de uma
posicdo cromossémica é substituida por uma das outras trés bases nucleotidicas
disponiveis. Estas substituicbes ainda podem ser classificadas por transicdo, quando
uma purina (A ou G) é substituida por outra purina, ou uma pirimidina (C ou T) é
substituida por outra pirimidina; ou entdo transversdo, em que uma purina substitui
uma pirimidina. Esta substituicdo de um nucleotideo também é chamada de variante
de nucleotideo Unico (SNV) e quando ocorre em mais de 1% da populacdo é
classificado como um polimorfismo ou polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP)
(Vignal et al., 2002).

Outro exemplo de tipo de mutacBes que alteraram o tamanho da sequéncia
de DNA, sao as delec¢bes e inser¢cdes (INDELs). A dele¢c&o ocorre quando um bloco
de um ou mais nucleotideos é perdido, enquanto a inser¢cdo ocorre quando um ou
mais nucleotideos sdo ganhos em uma dada regido do da sequéncia do DNA (Mills
et al., 2006). As INDELs podem ser ainda categorizados de acordo com o seu
tamanho: INDELs pequenas, para aqueles que variam de 1 a 543 nucleotideos de
comprimento (Bhangale et al., 2005), microINDELs quando atingem um maximo de
50 nucleotideos (Scaringe et al., 2008); e variantes estruturais, que sao
frequentemente identificadas em tumores e normalmente sdo maiores do que 10.000

nucleotideos de comprimento (Mullaney et al., 2010). Estas INDELs maiores podem
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ser até observadas nos cromossomos em um exame de cariotipo. Eventos
gendmicos podem ocasionar INDELs, como por exemplo, o deslizamento da enzima
DNA polimerase durante a replicagdo gendmica que ocorre na meiose (Montgomery
et al.,, 2013), gerando uma regido de nucleotideos repetidos denominados
“‘microssatélites” que possuem de 5 a 50 repeticdes de sequéncias de nucleotideos
no total (Ellegren, 2004). Outro tipo de evento de INDEL ocorre por acdo de
elementos transponiveis ou transponsons. Os transposons sao sequéncias de DNA
gue podem se mover de um local para o outro do genoma (Slotkin e Martienssen,
2007). Estas sequéncias podem ser classificadas em retrotransponsons, que Sao
transcritos em moléculas de RNA antes de serem novamente inseridas no DNA
através da transcriptase reversa, ou classificadas como transponsons de DNA, em
gue uma sequéncia é cortada de uma regido e inserida em outra através de uma
enzima chamada transposase (Wicker et al., 2007). Os retrotransponsons ainda
podem ser denominados como retrotransponsons de longas regides terminais (ou
LTR). Aqueles que ndo possuem LTR podem ser classificados como SINEs (do
inglés, “short interspersed repeated sequences”) que podem possuir até 500
nucleotideos ou LINEs (do inglés, “long interspersed repeated sequences”) que
podem possuir até 5.000 nucleotideos (Weiner, 2002). Os elementos transponiveis
com maior prevaléncia no genoma humano pertencem a familia de elementos Alu,
pertencentes aos retrotransponsons do tipo SINE. Esta familia de elementos Alu,
possui mais de um milhdo de copias no genoma humano, contribuindo a 11% do
cadigo total (Deininger, 2011). Por ser a maior familia de elementos transponiveis,
os elementos Alu servem como nucleos de recombinagdo homédloga que podem
causar diversas alteracdes genéticas, entre elas perdas gendmicas (Batzer e
Deininger, 2002). Sen e colaboradores (2006) identificaram perdas gendmicas
associadas a recombinacdo de elementos Alu ao comparar regibes adjacentes
destes retrotransponsons em genomas de chimpanzé e humano.

Podemos também enfatizar dois tipos de mutages mais complexas que
afetam grandes porcdes da estrutura do DNA, como as inversdes, que
compreendem as rotacdes de 180° de um segmento da molécula de DNA, e as
translocacdes, em que partes de dois cromossomos nao homologos trocam de lugar.

Estas mutagcbes ao mudar um gene ou O cromossomo podem causar a
producdo incorreta de proteinas e causar diferencas no fenotipo, como algumas

doencas. No entanto mutacfes afetando a funcéo de genes séo raras, por exemplo,
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a maioria das INDELs em regifes codificadoras de genes humanos ndo afetam
dominios conhecidos de proteinas funcionais (de la Chaux et al., 2007).

Delecbes que alteram a fase de leitura do gene podem levar ao mecanismo
de decaimento do mMRNA mediado por mutacdes sem sentido (NMD), principalmente
por adiantar o codon de parada por mais de 55 nucleotideos antes da regido de

juncdo éxon-éxon (Behm-Ansmant et al., 2007).

1.2 Mutacdes ligadas a doencas genéticas

O banco de dados “Human Gene Mutation” (HGMD) relaciona mutagdes com
desordens genéticas. Na sua ultima versao disponibilizada em 2016, este banco de
dados possuia 107.554 (64%) SNPs ndo sindbnimos, 42.950 (26%) delecdes, 15.454
(9%) de insercdes e 1.766 (1%) de rearranjos (Stenson et al., 2016).

Apesar dos SNPs serem mais abundantes, espera-se que as INDELs
possuam impacto maior na estrutura e funcdo das proteinas por terem o potencial de
alterar o quadro de leitura das proteinas (lengar, 2012). Muitos SNPs, mesmo que
causem a troca de aminoacidos na proteina codificada, podem nao afetar
consideravelmente a estrutura da proteina, diferente das INDELs que podem
ocasionar uma mudanca na matriz de leitura da tradugdo ocasionando o
truncamento prematuro da proteina traduzida ou entdo a traducdo de aminoacidos
adjacentes ndo presentes na proteina original. Portanto, a probabilidade de modificar
sitios ativos € maior nestes casos (Ipe et al., 2017). Quando s6 olhamos para as
INDELs, vemos uma predominancia de delecdes estarem associadas com doencas.
Em populagbes com alta prevaléncia de doencas genéticas, como as que tiveram
altas taxas de endogamia ao longo da historia, sdo observadas INDELs (sendo que
quatro sdo delecbes) frequentes nestas populagcdes ou nos individuos que
descendem delas. Dentre elas, podemos citar a delecdo de dois nucleotideos no
gene BRCAL, que é ligado a varios tipos de cancer, inclusive de mama e delecdes
em outros genes ligados a outras doencas, como: GJB2, CCR5 e BLM (Ostrer,
2001). Além disso, 24% da doencas genéticas mendelianas® sdo exclusivamente

associadas a INDELs (Stenson et al., 2012).

! Doencas relacionadas a mutagcbes em apenas um gene, também chamadas de
monogénicas. 28



Outro exemplo € a associacdo de uma delecdo com a fibrose cistica. Esta
doenca esta associada com a perda de trés nucleotideos na regido codificadora do
gene CFTR com a consequentemente perda da funcdo da proteina traduzida
(Collins et al., 1987). Em algumas doencas mendelianas, proteinas de ligacdo ao
RNA (RBP, do inglés “RNA binding proteins”) ndo podem se ligar ao seu sitio de
ligacdo na molécula de RNA devido a dele¢Bes que ocorreram em sua sequéncia.
Estas delecbes estdo descritas no banco de dados HGMD e estdo localizadas em
regides proximas de sitios de “splicing”, possivelmente alterando o mecanismo de
“splicing”, ou em regibes dentro de éxons em que ha evidéncias de eventos de
“splicing” alternativo (Zhang et al., 2014).

No entanto, algumas dele¢cbes podem ser localizadas em regides nao
codificadoras, como as regibes nao traduzidas (UTR) 3' e 5. Ha na literatura
exemplos de delecbes em regides 3’ UTR que alteram o sitio de ligacdo ao miRNA.
Podemos citar duas dele¢des descritas na regidao 3’ UTR do gene IKK1 que alteram
o sitio de ligacdo do miR-223 (Bhattacharya et al., 2012). Em contraste, os INDELs
que ocorrem na 5 UTR sao preditos para alterar os motivos de iniciacdo de
traducdo, “upstream” do codon de inicio (UAUGS) e “upstream” da fase de leitura
aberta (UORFs) (Chen et al., 2011). Por exemplo, duas dele¢des na regido 5' UTR
no gene DJ-1 foram identificadas num grande niamero de pacientes com Doenca de
Parkinson (Glanzmann et al., 2014).

Os genes afetados estdo associados ao crescimento tumoral e criacdo de
mecanismos de sobrevivéncia celular destes tumores (Greenman et al., 2007;

Stratton et al., 2009). A seqguir sera revisada a associacao de INDELs e cancer.

1.3 O Cancer

O cancer, palavra usualmente utilizada para designar tumores malignos, nao
€ uma terminologia que se refere a uma Unica patologia, mas sim a uma diversidade
de patologias cujo processo carcinogénico, os fatores de risco associados, bem
como o grau de malignidade podem ser completamente distintos (Weinberg, 2006).
Um céancer é caracterizado pelo crescimento anormal de células (neoplasia), que
formam uma massa de células (0 neoplasma), comumente chamado de tumor
(Kumar et al., 2010). Da mesma forma que nao existe apenas um tipo da doencga,
também nao existe uma causa Unica. As causas para 0 surgimento do cancer

podem ser divididas entre fatores internos e externos. Dentre os fatores internos
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temos: mutacbes herdadas, hormonios e condi¢des imunes; e dentre os fatores
externos: fumo, dieta, radiagéo, e organismos infecciosos (Anand et al., 2008).

A nomenclatura dos tumores € proveniente da origem tecidual das células de
origem epitelial, por exemplo, originam 0s tumores humanos mais comuns
existentes, os carcinomas. Ha ainda alguns carcinomas especificos relacionados ao
tipo de tecido epitelial como, por exemplo, aqueles formados por células epiteliais
que selam cavidades para proteger células adjacentes. Tal tipo de tumor é
denominado carcinoma de células escamosas. Como também existem células
epiteliais que secretam substancias nas cavidades que as revestem, tumores
originados por estas células sdo denominados adenocarcinomas (Kumar et al.,
2010).

Ha ainda tumores que sao originados a partir de tecidos néo epiteliais, dentre
eles temos: sarcomas (a partir de tecidos conjuntivos); leucemias (derivados de
diversas linhagens de células hematopoiéticas); linfomas (surgem a partir de
linhagens celulares linfoides, como linfécitos B e T) e tumores originados por
componentes do sistema nervoso central (como gliomas, glioblastomas,

neuroblastomas, schwanomas e meduloblastomas) (Weinberg, 2006).

1.4 Cancer de pulméo

Na populacdo brasileira, o cancer de pulméo foi estimado como o segundo
tipo de malignidade mais incidente entre os homens (8,1% dos casos cancer) e 0
quarto mais incidente entre as mulheres (5,1% dos casos de cancer) no biénio de
2016-2017 (Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva, 2016).
Ademais de acordo com o relatério de 2014 da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), o cancer de pulmao é aquele que possui maior incidéncia entre homens no
mundo (16,7% dos casos de cancer) e o terceiro com maior incidéncia entre as
mulheres (8,7% dos casos de cancer) (Stewart e Wild, 2014).

Entre 90 e 95% dos casos de tumores em pulmao consistem em carcinomas.
Os carcinomas de pulmao possuem uma grande influéncia do tabagismo. Cerca de
87% dos pacientes com este tipo de céancer sao fumantes ativos ou aqueles que
pararam recentemente (Kumar et al., 2010). Além do tabagismo, outros fatores de
risco desse tipo de cancer séo: riscos industriais (trabalhadores envolvidos com
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material radioativo ou asbestos?), poluicdo do ar e genética molecular (mutacdes em
genes como EGFR, KRAS, MYC e KIT).

Os carcinomas podem ser classificados em dois tipos: o cancer de pulmao de
células pequenas (SCLC) e o cancer de pulmao de células ndo pequenas (NSCLC).
Ha trés tipos de tumores do tipo NSCLC: o adenocarcinoma, carcinoma de ceélulas
escamosas (SCC) e o carcinoma de células grandes. Os tipos mais comuns sdo 0
adenocarcinoma e o SCC entre homens e mulheres (Travis et al., 2004).

1.5 Associacéo de delegGes gendmicas com o cancer

O gene TP53 é frequentemente alvo de mutacbes em céancer, incluindo
INDELSs. A proteina p53 é codificada por este gene e desempenha funcéo de reparo
do DNA. Uma insercéo de 16 nucleotideos no intron 3 do gene TP53 aumenta o
risco de cancer colorretal (Gemignani et al., 2004). Em outro gene, GAS5, ha uma
delecdo de cinco nucleotideos que esta associada ao aumento de risco de
carcinoma hepatocelular na populacdo chinesa (Tao et al., 2015). A instabilidade
gendmica é outra caracteristica comum detectada em tumores. Por exemplo, alguns
subtipos de tumores colorretais sdo causados por um fendmeno conhecido como
instabilidade de microssatélites (MSI) capaz de ocasionar mutacfes, em que as
células perdem a capacidade de reparo de pareamentos errados do DNA (Boland e
Goel, 2010; Williams et al., 2010). Por exemplo, a ocorréncia de MSI ja foi associada
a identificacdo de uma mutacdo na regido 3' UTR do gene EGFR no cancer
colorretal (Yuan et al., 2009). MicroINDELs também foram identificados no gene
TP53 com frequéncias semelhantes as de outros tumores humanos como na mama,
bexiga, colorretal, ovario, boca, pulmao e estbmago (Scaringe et al., 2008).

O numero e a variedade de mutacbes em tumores € enorme e neste contexto
foi criado o Catalogo de Muta¢cGes Somaticas em Cancer (base de dados COSMIC)
(Forbes et al., 2008). A base de dados COSMIC armazena todas as mutacdes
somaticas identificadas nos genes e as associa a diferentes tipos de informacéo, tais
como a droga alvo e o tumor associado. Um destes genes é o EGFR, que
compreende um grande numero de mutagdes associados a tumores. Devido a forte

associacao entre as alteracbes do EGFR e a ocorréncia de NSCLC, foi criada uma

% Material de silicato utilizado em construcOes de residéncias e comércios.
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base de dados especifica para este gene: a base de dados de mutacdes do gene
EGFR (Gu et al., 2007).

1.6 Bases de dados publicos de INDELs e de corridas de HTS

Até o amplo uso da tecnologia de sequenciamento de alta vazdo (HTS),
utilizava-se bases de dados como o dbSNP (do inglés “Single Nucleotide
Polymorphism Database”) (Wheeler et al., 2007) para comparar SNPs e INDELs
identificados em algum experimento com aqueles ja descritos na literatura. Esta
base de dados de polimorfismos em sequéncias de DNA foi criada em 1998 como
um suplemento do Genbank do NCBI.

Em 2008, foi lancado o projeto “1000 Genomes” (1000G) com a missdo de
lancar o mais detalhado catalogo de variagbes em genomas humanos (The 1000
Genomes Consortium, 2010) ao sequenciar o genoma de seres humanos de
diferentes populacées mundiais.

Até o més de Outubro de 2015, o referido projeto sequenciou 2.500 genomas
de humanos de diferentes populagcbes na sua primeira fase (The 1000 Genomes
Consortium, 2012), o que possibilitou a busca de alteragbes gendmicas (como
INDELs e SNPs) ndo apenas relacionadas a sequéncia do genoma de referéncia
para espécie humana.

A imensa geracao de dados de HTS permitiu a criacdo de diferentes bancos de
dados publicos para que estes dados possam ser armazenados e acessados. Este
tipo de iniciativa leva a possibilidade de novas descobertas em dados ja analisados.
A primeira base de dados deste tipo foi o SRA (do inglés, “Sequence Read Archive”)
disponivel pelo site do NCBI e € uma colaboracdo entre esta instituicdo, o EBI (do
inglés “European Bioinformatics Institute”) e do DDBJ ( do inglés “DNA data bank of
Japan”) (Wheeler et al., 2008).

No entanto o EBI resolveu de certa forma criar uma base de dados que o
permitisse controlar os acessos a eles. Por isso criou o EGA (do inglés “European
Genome-phenome Archive”), e para acessar estes dados 0s usuarios precisam se
registrar e pedir permisséo detalhando suas intencdes (Lappalainen et al., 2015).

O SRA e 0 EGA possuem dados de HTS de diversas estratégias e organismos.
Porém, uma nova iniciativa surgiu em 2013 com a intencdo de guardar dados

apenas de tumores em seres humanos, conhecido como “The Cancer Genome
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Atlas” (TCGA) (Cancer Genome Atlas Research Network and Cancer Genome Atlas
Research Network, 2013). Analises adicionais de dados de exoma e WGS de
amostras de tumores de céncer colorretal e endometrial disponibilizados deste
banco de dados contribuiu para a identificacdo de novos INDELs (Kim et al., 2013b).

Ao longo do tempo, comecaram a usar mais o0 RNA-Seq em detrimento de
dados gendmicos para identificar INDELs (Kim e Park, 2014; Nielsen et al., 2011). A
vantagem do uso de dados RNA-Seq se da pelo fato que os dados de transcriptoma
sdo mais abundantes do que os dados sobre as sequéncias gendmicas disponiveis
em bancos de dados publicos. Outro aspecto importante do uso de dados de
transcriptoma € que, além de ser possivel identificar alteracdes gendmicas, a
expressdo destas variagbes pode ser analisada (Wajnberg e Passetti, 2016).
Estimativas de 2015 mostram que a base de dados TCGA possuia 18.832 corridas
RNA-Seq e 9.551 de DNA-Seq, o banco de dados SRA possuia 5.358 corridas de
RNA-Seq e 3.036 de DNA-Seq, enquanto o banco de dados de EGA possuia 6.018
corridas de RNA-Seq e 1.662 de DNA-Seq (1.1). Portanto, ha mais do que o dobro
de dados de RNA-Seq em relacdo aos dados de DNA-Seq nas bases de dados
acima mencionadas. Uma comparacdo entre uma mesma amostra analisada com
WGS e RNA-Seq demonstrou que o uso de RNA-Seq pode identificar 81% das
mutacdes identificadas utilizando WGS (Cirulli et al., 2010). Pelo exposto, cada vez

mais esta tecnologia tem sido usada para buscar INDELSs.
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!

Analise da expressao da delegdo

Allele A Allele B

Figura 1.1 Comparacéo entre DNA-Seq e RNA-Seq para a identificacdo de INDELs
em amostras de cancer usando dados publicos disponiveis do TCGA, SRA e EGA
(Adaptado de Wajnberg et al.,2016).

1.7 Justificativa

Os introns sdo geralmente sequéncias longas que sdo removidas durante o
evento de “splicing” apés a transcricdo de um gene (Lander et al., 2001). Wang e Yu
(2011) analisaram o genoma sequenciado de populacdes do 1000G e determinaram
gue o tamanho minimo de um intron € de 87 pares de bases. Esses introns minimos
foram identificados nas popula¢des Yoruba, européia, chinesa Han e japonesa. O
NOSSO grupo construiu um banco de dados de variantes de “splicing” (Tavares et al.,
2014) a partir do banco de dados de sequéncias de dados de sequenciamento de
transcriptomas. As sequéncias expressas foram organizadas usando a metodologia
desenvolvida pelo nosso grupo denominada matrizes ternarias e agrupadas em
transcritos hipotéticos. Nestes dados, foram identificadas possiveis perdas delecdes
de até 100 nucleotideos nas variantes de transcritos em porcdes centrais de éxons
conhecidos, podendo ser classificados também como potenciais introns. Neste
banco de dados, identificamos aproximadamente 56 mil eventos potenciais de
perdas pequenas, sendo 63% delas com potencial para alterar a fase de leitura das
proteinas. Na literatura, ha ainda uma discussao se esses tipos de eventos seriam

microéxons ou dele¢bes (LaFlamme, 2015). Simultaneamente, em resultados
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preliminares, identificamos 51 casos de perdas pequenas que ocorrem dentro de
éxons humanos usando a base de dados do dbSNP (Wheeler et al.,, 2007).
Pequenas delecdes em regides codificadoras de genes humanos ja sdo conhecidas
em genomas de diversas populacdes (Mills et al., 2006) e em alguns tipos de
cancer, como por exemplo: ovario (Jones et al., 2010), glioblastoma (Parsons et al.,
2008) e meduloblastoma (Parsons et al., 2011).

Ndo obstante, perdas pequenas em regides nos éxons podem alterar
dominios funcionais de proteinas ocasionando a alteracdo de sua funcao.
Realizamos uma revisdo bibliografica e ndo foram encontrados dados que
relacionam delecdes genbmicas a partir da analise de dados de transcriptoma nas
diversas populagbes de seres humanos, apesar de existirem mais dados de
transcriptoma disponiveis e publicados do que de genoma. Além disso, ndo ha
nenhum estudo que avalie pequenas alteracdes de sequéncias a partir deste tipo de
mutacdo. Assim, pretendemos avaliar o impacto destas pequenas dele¢bes na
sequéncia das proteinas codificadas, no intuito de investigar dominios proteicos
interrompidos.

Metodologicamente, ha o desafio de se trabalhar com delecdes encontradas
em dados de RNA-Seq utilizando o genoma humano de referéncia e a identificacao
de novas delec¢des usando dados de anotacao de polimorfismos de outros genomas
oriundos do projeto “1000 Genomes” (1000G). O 1000G sequenciou 0 genoma e fez
a anotacdo de polimorfismos de pessoas saudaveis de diversas populacdes
humanas. Atualmente, os programas desenvolvidos para a identificacdo de delecdes
em dados de RNA-Seq nédo conseguem fazer essa identificacdo nos dados do
1000G. Assim, como desafio em termos de bioinformética, empregaremos a
abordagem das matrizes ternarias para identificacdo de dele¢cbes em dados de RNA-
Seq usando o genoma humano de referéncia, bem como a identificagcdo usando
dados de outros genomas humanos oriundos do 1000G. A metodologia das matrizes
ternarias ja foi empregada com sucesso para a identificacdo de variantes por
“splicing” alternativo no transcriptoma e proteoma humano (Tavares et al., 2017;

Tavares et al., 2014). Porém, o0 seu uso para deteccao de delecbes € ainda inédito.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o possivel impacto de pequenas dele¢cdes no genoma humano sobre
as sequéncias de proteinas codificadas usando dados de RNA-Seq de cancer de

pulmé&o.

2.2 Objetivos Especificos

- ldentificar dele¢cdes usando dados de RNA-Seq de céancer de pulméo,
tentando as classificar como sométicas ou potenciais candidatos a germinativas;

- Comparar a metodologia de matrizes ternarias com o programa Varscan;

- Reconstruir trés genomas a partir das delecbes catalogadas de cada
populagao do projeto “1000 Genomes” (1000G);

- Traduzir as sequéncias dos genes com delecdes identificadas e avaliar o
impacto destas alteracdes na sequéncia das proteinas; e

- Associar os polimorfismos identificados com as vias de sinalizacéo

possivelmente alteradas.

36



3 MATERIAL E METODOS

Todos os programas e dados foram executados, processados e armazenados
no Laboratoério de Bioinformatica e Biologia Computacional no Instituto Nacional de
Cancer (INCA), no Laboratério de Gendbmica Funcional e Bioinformatica do Instituto
Oswaldo Cruz da Fundacdo Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ) e na Plataforma de
Bioinforméatica da Fiocruz RPT04A/RJ da Fiocruz.

3.1 Obtencdo dos genomas de referéncia e transcritos do RefSeq

para a construcao das matrizes

Arquivos de extensdo VCF que contém os polimorfismos de trés genomas de
cada uma das 22 populacbes humanas, disponiveis no 1000G

(ftp://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk) correspondente a fase 3 do projeto, versdo 5a

foram utilizados (Tabela 3.1). Estes arquivos possuem a localizacdo cromossémica e
tipo de cada polimorfismo. Todos mapeamentos realizados pelo 1000G foram
realizados no genoma de referéncia humano versdo GRCh37/hgl9. A reconstrucao
dos trés genomas de cada populacdo humana do 1000G foi realizada utilizando
programas escritos na linguagem de programacéo Perl para localizar a posicéo de
cada polimorfismo apenas nas regides génicas do genoma de referéncia humano
versao GRCh37/hg19.

Os dados referentes aos transcritos e proteinas foram obtidos através do
projeto RefSeq (Pruitt et al., 2009) onde é possivel obter dados de qualidade que
foram utilizados para constituir a base de dados de humano.

E importante ressaltar que 0 nosso grupo ja possuia os dados de
mapeamento de todo dbEST no genoma de referéncia humano GRCh37/hgl9, esta
metodologia ja esta estabelecida no nosso grupo e este banco de dados vem sendo
utilizado em outros projetos em andamento no laboratorio. Cada transcrito
depositado na base de dados é analisado utilizando a metodologia de matriz ternaria
(Tavares et al., 2014) j& existente no nosso grupo para a identificacdo de perdas

pequenas em sequéncias.
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Tabela 3.1 Genomas do 1000G utilizados no mapeamento dos dados de RNA-Seq,.

Genoma Populacao Ancestralidade
HG01455, HG01148, HG01113 Colombiana (CLM) Americana
HG01948, HG01961, HG02299 Peruana (PEL) Americana
HG00641, HG01055, HG01197 Porto riquenha (PUR) Americana
HG01879, HG02549, HG02282 Afro-caribenha (ACB) Africana
HG03105, HG03112, HG03169 Esan da Nigéria (ESN) Africana
HG02852, HG02798, HG02896 Gambiana (GWD) Africana
NA19041. NA19042, NA19020 Luthya do Quénia (LWK) Africana
HG03066, HG03449, HG03433 Mende de Serra Leoa (MSL) Africana
NA18878, NA18486, NA18517 Yoruba da Nigéria (YRI) Afriacana

HG03910, HG03937, HG03916 Bengali de Bangladesh (BEB) Sul asiatica
HG03772, HG03714, HG04056 Indiano do Reino Unido (ITU) Sul asiatica

HG02731, HG02736, HG02654 Paquistanesa (PJL) Sul asiatica
HG03896, HG03756, HG03745  Tamil do Reino Unido (STU) Sul asiatica
HG00956, HG02156, HG02402 Chinesa Dai (CDX) Leste asiatica

NA18643, NA18641, NA18648 Chinesa Han de Pequim (CHB) Leste asiatica
HG00556, HG00674, HG00534 Chinesa Han do sul (CHS) Leste asiatica

NA18946, NA18975, NA18939 Japonesa (JPT) Leste asiatica
HG02020, HG01869, HG02061 Vietnamita (KHV) Leste asiatica
HG00151, HG00114, HG00122 Britanica (GBR) Europeia
HG00341, HG00361, HG00367 Finlandesa (FIN) Europeia
HG01537, HG01501, HG01602 Espanhola (IBS) Europeia
NA12761, NA12762, NA12413 Americana caucasiana (CEU) Europeia

3.2 Obtencéo dos dados de RNA-Seq

Utilizamos dados de sequenciamento de transcriptoma de tumores de
pacientes para 0s quais também estejam disponiveis dados de sequenciamento de
tecido normal adjacente ao tumor para possivel identificagdo de perdas que ocorrem
apenas em tecido transformado, com exce¢do da amostra com réplica biologica
proveniente da linhagem celular H1975 (acessos SRR1706863 e SRR1706864 do
banco SRA utilizando o sequenciador “lllumina HiSeq 2500” e “reads single-end”),

em que o doador ndo era fumante. A analise de pequenas dele¢bes foi realizada
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utilizando dados de RNA-Seq de adenocarcinoma de pulméo disponiveis no banco
de dados SRA do NCBI (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/sra/) e no banco de dados do TCGA
(https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/).

Utilizamos o estudo SRP012656 da base de dados SRA, no total 12 corridas
utilizando a plataforma “lllumina Genome Analyzer II” com leituras “paired-end” de 50
nucleotideos correspondentes a amostras de adenocarcinoma de pulmao e tecido
normal adjacente ao tumor de 6 pacientes coreanas que nunca fumaram (Tabela
3.2) (Kim et al.,, 2013a). Vale ressaltar que o trabalho supracitado ndo menciona
nada sobre dois pacientes (P2 e P7) em suas andlises. Além deste estudo, também
utilizamos um grupo de amostras de pacientes de adenocarcinoma de pulmao do
banco de dados TCGA sequenciados pelo “Christiana Healthcare Center” utilizando
o sequenciador “lllumina HiSeq 2000” gerando leituras “paired-end” de 50
nucleotideos que totalizam 28 amostras pareadas de 14 pacientes fumantes (Tabela
3.3) (Collisson et al., 2014). O acesso a estes dados foi autorizado pelo comité de

acesso a dados do dbGAP (projeto de nimero 9636).
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Tabela 3.2 Amostras utilizadas de Kim e colaboradores (2013a) do banco SRA com a quantidade de “reads” de cada corrida e
estatisticas da montagem do transcriptoma produzida pelo programa Trinity.

ID Acesso SRA Tipo de leituras brutas leituras ap0s filtro de leituras Contigs N50
amostra amostra qualidade mapeadas montados

P1N SRR493938 Normal 76.902.448 74.301.521 67.168.110 682.755 546
P1T SRR493940 Tumoral 68.084.332 65.825.445 58.505.818 806.563 463
P3N SRR493942 Normal 68.426.110 66.322.532 61.616.904 519.749 715
P3T SRR493944 Tumoral 83.275.440 80.114.213 72.150.855 700.773 407
P4N SRR493946 Normal 71.277.616 68.824.114 63.568.988 205.709 486
PAT SRR493948 Tumoral 69.054.280 66.528.755 60.605.403 707.098 463
P5N SRR493950 Normal 64.767.290 62.225.438 56.730.775 585.151 377
P5T SRR493952 Tumoral 58.892.784 56.652.120 50.907.099 386.764 470
P6N SRR493954 Normal 53.335.026 52.105.854 47.931.290 592.680 424
P6T SRR493956 Tumoral 59.276.726 56.327.257 52.384.986 696.496 342
P8N SRR493958 Normal 61.971.570 60.221.102 55.352.282 750.229 315
P8T SRR493960 Tumoral 63.737.424 60.429.012 55.840.651 792.318 288
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Tabela 3.3 Lista de amostras utilizadas do banco de dados TCGA sequenciados do “Chritiana Healthcare Center’ com a quantidade de
‘reads” de cada corrida e estatisticas da montagem do transcriptoma produzida pelo programa Trinity.

(continua)

ID amostra TCGA Barcode Tipo de leituras brutas leituras apos leituras Contigs N50
amostra filtro de mapeados montados
qualidade
2655 N TCGA-44-2655-11 Normal 75.312.544 73.102.057 68.699.901 531.330 175
2655 T TCGA-44-2655-01 Tumoral 74.898.411 73.502.233 68.683.965 830.960 95
2657 N TCGA-44-2657-11 Normal 76.088.415 71.619.475 67.636.142 375.494 163
2657 T TCGA-44-2657-01 Tumoral 75.300.578 71.874.171 64.573.144 391.288 146
2662_N TCGA-44-2662-11 Normal 76.356.439 70.444.379 68.360.589 379.091 138
2662 T TCGA-44-2662-01 Tumoral 75.826.248 70.971.323 66.821.175 652.862 123
2668 N TCGA-44-2668-11 Normal 74.918.887 72.608.032 64.460.604 354.720 178
2668 T TCGA-44-2668-01 Tumoral 74.660.362 72.517.768 68.010.771 1.691.885 97
3396_N TCGA-44-3396-11 Normal 76.859.393 70.508.486 67.071.951 438.565 170
3396 T TCGA-44-3396-01 Tumoral 76.685.297 70.699.805 63.521.447 659.999 129
3398 N TCGA-44-3398-11 Normal 75.483.539 73.398.168 68.536.549 565.421 166
3398 T TCGA-44-3398-01 Tumoral 74.408.644 70.653.374 69.252.155 659.819 124
5645 N TCGA-44-5645-11 Normal 75.912.285 73.806.304 67.673.020 425.579 185
5645 T TCGA-44-5645-01 Tumoral 75.486.898 71.947.452 67.318.294 460.562 159
6145 N TCGA-44-6145-11 Normal 74.461.400 70.010.825 66.112.520 370.744 162
6145 T TCGA-44-6145-01 Tumoral 76.629.817 71.060.927 66.130.021 329.022 194
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Tabela 3.3 Lista de amostras utilizadas do banco de dados TCGA sequenciados do Chritiana Healthcare Center com a quantidade de

“reads” de cada corrida e estatisticas da montagem do transcriptoma produzida pelo programa Trinity.

(concluséo)

ID amostra TCGA Barcode Tipo de leituras leituras apos leituras Contigs N50
amostra brutas filtro de mapeadas montados
qualidade
6146 _N TCGA-44-6146-11 Normal 75.282.358 73.933.243 67.957.539 320.554 193
6146 T TCGA-44-6146-01 Tumoral 75.082.597 70.779.186 68.036.431 323.506 174
6147 N TCGA-44-6147-11 Normal 75.672.495 73.121.933 67.556.729 493.120 178
6147 T TCGA-44-6147-01 Tumoral 75.328.638 73.697.347 67.110.433 1.507.745 78
6148 N TCGA-44-6148-11 Normal 76.102.142 72.288.143 65.901.463 543.506 148
6148 T TCGA-44-6148-01 Tumoral 74.717.538 72.311.169 64.114.604 440.751 173
6776 _N TCGA-44-6776-11 Normal 74.565.090 70.792.115 63.607.371 320.244 227
6776_T TCGA-44-6776-01 Tumoral 76.371.643 70.136.497 68.868.050 244.706 256
6777 _N TCGA-44-6777-11 Normal 75.032.096 71.593.840 64.761.382 348.551 242
6777 T TCGA-44-6777-01 Tumoral 74.518.447 71.460.520 67.822.312 384.869 245
6778 _N TCGA-44-6778-11 Normal 74.371.546 71.653.077 63.154.381 672.992 153
6778 T TCGA-44-6778-01 Tumoral 74.232.676 71.539.354 66.800.118 673.375 154
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3.3 Filtro das leituras e mapeamento

Os dados de sequenciamento foram alinhados com o programa Novoalign
versao 3.03 (parametros “r None -i 300,50”) (Hercus, 2009) apoOs a retirada de
adaptadores (retirando a sequéncia ‘AGATCGGAAGAGC’ de 13 nucleotideos
correspondente do lllumina) e filtro de qualidade (retirando as leituras com “phred
score” inferior a 30) usando o programa Trim Galore versdo 0.4.0
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/). O parametro “-r None”
do Novoalign corresponde ao comando do programa para selecionar as leituras que
mapeam uma Unica vez no genoma evitando utilizar aqueles que poderiam estar
mapeando em regides repetitivas ou em familias génicas. Ja o parametro “-i 300,50”
corresponde a uma instrucao para o programa considerar leituras P1 e P2 respeitem
o tamanho do fragmento sequenciado de 300 nucleotideos com desvio padrdo de
50, presente nos artigos de Kim e colaboradores (2013a) e Collisson e
colaboradores (2014) e que sao geralmente usados no sequenciamento “paired-end”
da lllumina. O programa samtools (versdo 1.5) (Li et al., 2009) foi utilizado para
converter os arquivos de extensdo SAM em arquivos binarios comprimidos de
extensdo BAM (usando os parametros “view -Sb”). O primeiro parametro “-S” para
auto detectar o formato do arquivo de entrada e o parametro “-b” para usar o padrao
de saida BAM. As tabelas 3.2 e 3.3 mostram a quantidade leituras nos arquivos
brutos, apos os filtros de qualidade, aqueles utilizados no mapeamento por amostra

e informacgdes da montagem dos transcriptomas utilizando o programa Trinity.

3.4 Montagem usando o Trinity

As leituras alinhadas ao genoma de referéncia GRCh37/hgl9 foram
montados pelo programa de montagem Trinity versao 2.1.1 (Grabherr et al., 2011)

utiizando o arquivo de extensdao bam (parédmetros “--genome_guided_bam --
genome_guided_max_intron 10000 --CPU 2 --min_contig_length 30 --max_memory
50G”). Para cada gene, utilizamos o programa Trinity para o conjunto de leituras
mapeadas na regido. Assim, evitamos que haja contaminacdo de leituras mapeados
em outros genes na montagem dos transcritos usando somente agueles mapeados

em cada gene. Escolhemos o tamanho minimo de 30 para cada contig para
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possibilitar que o programa Trinity monte utilizando o maximo de leituras possiveis
para nao perder respectivas leituras que tenham dele¢des. Outro parametro
escolhido foi o tamanho maximo de intron para 10.000 para que a montagem possa
ocorrer mesmo em regides distantes. As tabelas 3.2 e 3.3 mostram a quantidade de
transcritos montados por amostra e o valor N50, ou seja, tamanho dos contig em
gue, junto com 0s maiores contigs, representa metade da cobertura total da corrida
(Pontius et al., 2007).

3.5 Identificacao de pequenas delecbes

Como exposto, usamos uma abordagem de alinhar e montar os transcritos
para cada gene para evitar a contaminagao de transcritos de outros genes quando
forem processados as leituras de um determinado gene. O produto desta montagem
sdo os transcritos hipotéticos para cada gene que foram alinhados contra os seus
respectivos genes presentes nos 66 genomas do 1000G e o genoma de referéncia
humano GRCh37/hgl19 utilizando o programa BLAT para cada gene (Kent, 2002)
(parametros -minldentity=97 -out=sim4). O parametro de minima identidade foi
utilizado para manter apenas os alinhamentos que possuissem um minimo de 97 de
identidade (maximo de 100) para obter os alinhamentos mais confiaveis e o segundo
parametro correspondente a saida na forma em que cada linha possua um bloco de
inicio e fim de localizagbes cromossdmicas de cada bloco de alinhamento entre
aberturas do mapeamento (seja introns ou delec6es). Novas dele¢bes pequenas de
até 100 nucleotideos foram identificadas a partir desses transcritos quando
dispostas nas matrizes ternarias e presentes internamente em éxons (Figura 3.1)
(Tavares et al., 2014). Identificamos apenas delecdes pelo motivo de que a
abordagem das matrizes ternarias nao permite a identificacdo de insercdes. Apos a
identificacdo das pequenas delecdes, filtramos os resultados em que as delecdes
podiam ser encontradas em pelo menos trésleituras do alinhamento original
realizado pelo Novoalign (nas delecdes identificadas a partir do genoma de
referéncia hgl9/GRCh37) ou filtradas ao verificarmos inser¢gdes nos arquivos de
extensdo VCF nos genomas do 1000G (Figura 3.2).

Além disso, utilizamos o programa samtools para mostrar quais leituras

representavam as regides afetadas por pequenas dele¢bes (utilizando o parametro
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hy,n L “y L

“view chrN:x-y”, onde “N” é o numero do cromossomo, “xX” € o inicio e “y” é o fim da
localizagdo da delecdo. Com a lista de leituras que cobrem uma certa regido
podemos também identificar quais delas possuiam as dele¢des ao buscar a letra “D”
no cédigo CIGAR do mapeamento. Com esse fim, utilizamos o programa “awk” no
terminal do Linux com o seguinte comando: “awk {if $6 ~ /D/) {print $0}}'. Com esse
comando apenas € mostrado as linhas que possuem as leituras em que a 62 posi¢do

“$6” possui um “D” de delegéo.

A)
Exon 1 Exon 2 Exon 3
Gene do
hg19/GRCh37
Transcrito
Refseq
Transcrito
Trinity
B)
Exon 1 Exon 2 Exon 3
Transcrito Refeq \ 1 | 1 1 1 \ 1 \
Transcrito Trinity | 1 1 1 | 1 |

Figura 3.1 Representacédo de transcritos do Refseq e gerado a partir da montagem
do Trinity dispostos na matriz ternaria. A) Representacdo do alinhamento dos dois
transcritos, sendo o transcrito do Trinity contendo uma dele¢&o no éxon 2, contra um
gene do genoma de referéncia humano GRCh37/hgl9. B) Delecdo em vermelho
representada com um zero nas matrizes ternarias.
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Coordenada de cada objeto 1]101|1
Matrizes ternarias da matriz (decadaOoul)e 1[1110011]1
clusters ID 1]01111]1

Selecdo do(s) “0” em regides no
meio de éxon que possuem até
100 nt de tamanho

|

Retirada de possiveis delegdes
de transcritos hipotéticosdo
Trinity que sobrepde-se com

possiveis delecdes identificadas
em transcritos Refseq

Programas em
linguagem Perl

<+

Selecdo das delegdes que estdo

localizadasem pelo menos 3 s?obre[:loe-se aAregloes de
“reads” mapeados no insergOes gendmicas dos
hg19/GRCh37 genomas do projeto 1000G

utilizados

Selecdo das delegdes que

Figura 3.2 Esquema representando a identificacdo de pequenas delecdes nas
matrizes ternarias.

Realizamos a validacdo dos resultados utilizando o programa de identificacéo
de SNPs e INDELs chamado Varscan, versado 2.4.0 (Koboldt et al., 2009). Utilizamos
este programa com filtro de p-valor de 0,05 para identificar apenas as pequenas
perdas de até 100 nucleotideos nos dados de RNA-Seq mapeados ao genoma de
referéncia humano GRCh37/hgl9. Para visualizar as delecbes utilizamos o
programa IGV (do inglés, “Integrative Genomics Viewer”) (Robinson et al., 2011)
para as leituras mapeadas no genoma de referéncia GRCh37/hgl9 e o programa
JBrowse (Skinner et al., 2009) para os transcritos montados mapeados nos 66
genomas do 1000G.

Com o intuito de verificar as vias de sinalizagdo possivelmente alterada,
utilizamos o pacote do Bioconductor MGSA (verséo 3.5) (Bauer et al., 2011). Este
programa calcula a probabilidade posterior, através de uma inferéncia bayesiana, de
uma via de sinalizagdo de um dado banco de dados estar super-representada. No
NOsSso caso, utilizamos a base de dados “Gene Ontology” (Ashburne et al., 2000).
Apenas consideramos em nossos resultados aquelas com probabilidade posterior

acima de 0,5 em possuirem maior chance de estarem alteradas.
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3.6 Avaliacao do impacto na sequéncia de proteinas

A anotacdo destas pequenas delecbes foi realizada utilizando o programa
Segtor (Renaud et al., 2011) (parametros -s hgl9 -d refseq -m 5). O parametro “s”
corresponde a versdo do genoma usado para a anotagao, o parametro “d” é utilizado
para escolha das informacdes contidas na base de dados RefSeq (O’Leary et al.,
2016) e o parametro “m 5" que corresponde a opg¢ao de anotacdo de INDELs.
Também foram produzidos programas proprios em linguagem de programacéao Perl
para esta analise para processar os arquivos de resultado. O programa Segtor ao
anotar as pequenas delecdes, mostra a sequéncia de aminoacidos hipoteticamente
produzida a partir da traducdo da sequéncia genbmica. Com a sequéncia de
aminoacidos desta proteina hipotéticas, podemos verificar os dominios que foram
alterados utilizando a base de dados CDD (do inglés, “Coding Domain Database”)
(Marchler-Bauer et al., 2015) através da utilizagdo do programa RPS-BLAST
(Marchler-Bauer et al.,, 2002) disponivel no pacote BLAST+ (v2.2.3)
(ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/blast/executables/blast+/LATEST/) com o limiar de 1x107°
para o e-value (usando o parametro -evalue). Além desse parametro utilizamos
também o “-db” para utilizar a base de dados construida com o “makeblastdb”. O
programa RPS-BLAST (do inglés, “Reverse Position-Specific BLAST”) realiza a
comparagao entre uma matriz de “scores” posi¢ao especifica (PSSM), gerada a
partir do alinhamento de dominios proteicos conservados contidos nas seguintes
bases de dados: NCBI (CDD) disponivel em
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) (NCBI Resource Coordinators,
2013), SMART (Letunic et al., 2004), COG disponivel em
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/old/xognitor.html) (Tatusov et al., 2000), KOG
Protein clusters disponivel em (www.ncbi.nlm.nih.gov/proteinclusters) (Tatusov et al.,
2003) e TIGRFAM disponivel em (blast.jcvi.org/web-hmm/) (Haft et al., 2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para facilitar o entendimento dos resultados e seus desdobramentos no
desenvolvimento deste projeto, apresentaremos os resultados seguido da discusséo

em cada uma das secoes.

4.1 ldentificacdo de pequenas dele¢cbes no genoma GRCh37/hg19

4.1.1 Provade conceito utilizando a linhagem celular H1975

Como prova de conceito, escolhnemos o programa Varscan que foi adotado
pela comunidade cientifica para a identificacdo de SNPs e INDELs em dados de
DNA-Seq (Koboldt et al., 2009). Assim, utilizamos o programa Varscan para a
identificacdo de 385 pequenas delecbes de até 100 nucleotideos em dados de RNA-
Seq da linhagem celular humana H1975 (codigos de acesso no SRA SRR1706863 e
SRR1706864). Utilizando estes dados brutos e empregando a metodologia das
matrizes ternarias (Tavares et al., 2014), identificamos 343 pequenas delecdes de
até 100 nucleotideos, sendo 87% delas identificadas pelos dois programas (Figura
4.1). Para a linhagem de células H1975, as delecBes identificadas por nossa
metodologia estavam presentes em regides cobertas em média por 32 leituras,
sendo cada delecdo representada pela média de seis leituras (desvio padréo de 2).
O valor méaximo de leituras representando uma delecao foi de 15 e o valor minimo

para selecdo de uma delecéao foi de trés leituras.
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Varscan Matrizes

Figura 4.1 Pequenas delecfes identificadas por nossa metodologia utilizando as
matrizes ternarias (verde) e utilizando o Varscan na amostra de RNA-Seq de H1975
(SRR1706863 e SRR1706864).

Ao compararmos 0s nossos achados com aqueles produzidos pelo programa
Varscan, verificamos que 52 dele¢bes pequenas de até 100 nucleotideos foram
detectadas exclusivamente pelo referido programa. Isto ocorreu devido ao fato de
usarmos o programa Trinity para remontagem dos transcritos a partir de dados de
RNA-Seq. Inspecionamos manualmente os 52 casos e apesar de alterarmos 0s
parametros do programa Trinity, os transcritos hipotéticos sempre resultaram em
alinhamentos sem aberturas (“‘gaps”). Este fato se repetiu nos resultados das
analises nos conjuntos de dados de Kim e colaboradores (2013a) e Collisson e
colaboradores (2014). Seis pequenas dele¢cdes foram detectadas exclusivamente

pela abordagem das matrizes ternarias (Figura 4.1)
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Tabela 4.1 DelecGes identificadas exclusivamente pela abordagem das matrizes
ternarias em dados de RNA-Seq da linhagem H1975 e a cobertura das leituras.

Total de leituras na regiédo

Gene Localizagdo com delegao (leituras com

delecbes)

MGLL chr3:127410959-127410959 14 (5)

MORF4L2 chrx:102930671-102930671 164 (11)

NUPS50 chr22:45583065-45583065 15 (6)

NAP1L4 chrl1:2966276-2966276 45 (5)

CDC42EP1 chr22:37964412-37964432 28 (5)

SETD7 chr4:140431393-140431408 9 (7)

Como exposto na Tabela 4.1, 6 delecbes ndo foram detectadas pelo
programa Varscan, dentre elas: pequenas dele¢cdes de um nucleotideo nos genes
MGLL (Figura 4.2), MORF4L2 (Figura 4.3), NUP50 (Figura 4.4) e NAP1L4 (Figura
4.5). Encontramos também dele¢cées maiores que um nucleotideo, sendo elas: uma
de 21 nucleotideos no gene CDC42EP1 (Figura 4.6 e Figura 4.7) e outra de 17
nucleotideos no gene SETD7 (Figura 4.8). Dentre as delecfes detectadas pela
nossa abordagem, todas foram encontradas na porgdo 3' UTR dos genes, com
excecdo da delecdo no gene CDC42EP1 (Figura 4.6 e Figura 4.7). Esta delecao
causa a mudanca no quadro de leitura no ultimo éxon deste gene. Outra delecéo
que também causa mudanca no quadro de leitura na regido codificadora do gene
CDC42EP1, mas que nao foi detectada pela nossa abordagem, ja foi descrita em
adenocarcinoma de pulmao (Imielinski et al., 2012). Podemos destacar a delecédo na
regidao 3' UTR do gene MGLL (Figura 4.2) que afeta a ligagdo do miRNA hsa-miR-
182 (Arribas et al., 2013). Segundo nossas analises, nenhuma destas 5 delecdes

que afetam regides 3’ UTR de genes afetam sitios de ligagdo de miRNA conhecidos.
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Figura 4.2 Pequena delecdo de um nucleotideo no gene MGLL visualizada no

programa IGV.
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Figura 4.4 Pequena perda de um nucleotideo no gene NUP50 visualizada no
programa IGV.
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Figura 4.5 Pequena perda de um nucleotideo no gene NAP1L4 visualizada no
programa IGV.
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Figura 4.6 Pequena delecéo de 21 nucleotideos no gene CDC42EP1 visualizada no
programa IGV.

A)
1 37 64 17 215 253 259 391
B)

1 37 64 117 215 284

Figura 4.7 Representacdo do impacto da pequena delecdo de 21 nucleotideos no
gene CDC42EP1 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) codificada
pelo gene possui 391 aminoacidos, com dois dominios: CRIB (Dominio de ligagéo
PAK, acesso cl00113) e BORG_CEP (Dominio de ligacdo de Rho GTPAses. A
proteina afetada (B) pela delecdo mostra um encurtamento de sete aminoacidos.
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Figura 4.8 Pequena delecdo de 17 nucleotideos no gene SETD7 visualizada no
programa IGV.

Como esforco para avaliar os resultados obtidos quando empregamos a
nossa abordagem e o programa Varscan, buscamos por delecbes anotadas
previamente pelo banco de dados de todas linhagens celulares ATCC (do inglés
“American Type Culture Collection”) (www.atcc.org). No site do ATCC, s6 sao
listadas alteracGes de troca de um Unico nucleotideo nesta linhagem e nenhuma
delecdo. Também buscamos no banco de dados COSMIC (Forbes et al., 2008), no
gual encontramos 10 delec8es nesta linhagem celular (9 em EGFR e 1 em PIK3CA),
sendo que nenhuma delas foi identificada pelo Varscan ou por nossa metodologia,
apesar de ser identificada a expressao desses dois genes nas amostras de RNA-
Seq analisadas. Estabelecemos colaboragdo com a Dra. Mariana Caldas Waghabi
do Laboratério de Gen6mica Funcional e Bioinforméatica do Instituto Oswaldo Cruz
da Fundacao Oswaldo Cruz para que ela faca a validacéo dos candidatos a delecéo
no genoma da linhagem celular H1975. Entretanto, a linhagem celular ainda esta em
fase de crescimento para a posterior extracdo do DNA.

Uma vez que 98,25% (337/343) das dele¢cbes que encontramos na linhagem
de células H1975 com a abordagem das matrizes ternarias também foram
encontradas pelo programa Varscan e 86,63% (337/389) das dele¢cbes encontradas

pelo referido programa terem sido encontradas pela nossa abordagem, acreditamos
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gue a nossa abordagem consiga detectar boa parte das dele¢des identificadas pelo
programa Varscan. Como exposto na sec¢do Justificativa, o programa Varscan nao
foi desenvolvido para a identificacdo de dele¢des no contexto de dados de RNA-Seq
e 0s arquivos de anotacao de delecdes do 1000G. Assim, mostraremos a seguir, as
delecdes identificadas pelas matrizes ternarias e o programa Varscan em dados de
RNA-Seq de pacientes com cancer de pulmdo usando o genoma humano de
referéncia, bem como a identificagdo de outras utilizando a metodologia das

matrizes ternarias em dados de delecdes gendmicas disponibilizados pelo 1000G.

4.1.2 Pequenas delegOes identificadas em amostras de tecidos normais
adjacentes ao tumor e tumorais de seis pacientes ndo fumantes de

cancer de pulmao

Analisamos dados de corridas de RNA-Seq de amostras normais e tumorais
pareadas de seis pacientes com adenocarcinoma de pulmdo ndo fumantes
publicados por Kim e colaboradores (2013a) para buscar por delecées de até 100
nucleotideos. Utilizando a metodologia das matrizes ternarias, conseguimos
identificar 2.057 pequenas delecdes de até 100 nucleotideos nos dados de amostras
normais (1.316 delas em mais de uma amostra, 150 em todas) e 2.140 pequenas
delecdes apenas em amostras tumorais destes pacientes (1.431 delas ocorrem em
mais de uma amostra, 231 em todas). Ao comparar os resultados obtidos pela nossa
abordagem com aqueles obtidos com o programa Varscan, 76% das delecdes
oriundas de amostras normais e 80% das delec¢des originarias de amostras tumorais

sdo encontradas pelas duas estratégias (Figura 4.9 e Figura 4.10).
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Varscan Matrizes

Figura 4.9 Pequenas dele¢des identificadas utilizando as matrizes ternarias (verde)
e utilizando o Varscan (azul) em amostras de tecido normal de RNA-Seq de seis
pacientes de cancer de pulméao (Kim et al., 2013a). Entre parénteses a quantidade
de delecbes identificadas em mais de um paciente.

Varscan Matrizes

Figura 4.10 Pequenas delecdes identificadas utilizando as matrizes ternarias (verde)
e utilizando o Varscan (azul) em amostras de tecido tumoral de RNA-Seq de seis
pacientes de cancer de pulméo (Kim et al., 2013a). Entre parénteses a quantidade
de delegbes identificadas em mais de um paciente.
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Utilizando as matrizes ternarias, identificamos 140 pequenas dele¢Bes em
amostras normais (Figura 4.9) e 122 pequenas delecdes presentes em amostras
tumorais (Figura 4.10) de pacientes que também foram identificadas por outros
autores e constam no banco de dados dbSNP (Sherry et al., 2001) (Tabela 4.2).
Além disso, 455 delec¢Bes identificadas em amostras normais e 457 em amostras
tumorais estao presentes na base de dados COSMIC (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Tabela de quantas delecdes estdo presentes na base de dados dbSNP
e COSMIC em amostras normais e tumorais.

_ Em regibes n&o Em regides
Banco Tipo de amostra N N
codificadoras codificadoras

Normal 100 40
dbSNP

Tumoral 72

Normal 371 84

COSMIC
Tumoral 378 79

As delecbes identificadas por nossa metodologia estavam em regibes
cobertas em média por 53 leituras, sendo que cada delecdo é representada pela
média de 17 leituras (com desvio padrdo de 5). O valor maximo de leituras
representando uma delecdo foi de 42 e o minimo de trés. ldentificamos oito

pequenas dele¢des com relevancia em nossos dados (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3 Delecdes identificadas em dados de RNA-Seq nas amostras de Kim e
colaboradores (2013a) e a cobertura das leituras.

Total de leituras na regiédo

Gene Localizacao Amostra com delecao (leituras com
delecbes)
INF2 chrl4:105173863-105173874 P1N 22 (8)
INF2 chrl4:105173863-105173874 P3N 15 (7)
EGFR chr7:55242465-55242479 P1T 78 (35)
EGFR chr7:55242465-55242479 P5T 62 (23)
TP53BP2 chrl:223986236-223986245 PAT 57 (7)
IFNGR1 chr6:137518967-137518967 P1T 163 (25)
IFNGR1 chr6:137518967-137518967 P3T 180 (22)
IFNGR1 chr6:137518967-137518967 PAT 132 (8)
IFNGR1 chr6:137518967-137518967 P5T 98 (18)
IFNGR1 chr6:137518967-137518967 P6T 170 (22)
IFNGR1 chr6:137518967-137518967 P8T 160 (18)
BAMBI chr10:28971526-28971526 P1T 7 (7)
BAMBI chr10:28971526-28971526 P3T 10 (8)
PTEN chr10:89725404-89725404 P1T 31 (16)
CTSA chr20:44520258-44520261 P8T 269 (46)
EIF3A chrl0:120795211-120795211 P1T 47 (34)
EIF3A chr10:120795211-120795211 P3T 60 (28)
EIF3A chr10:120795211-120795211 PAT 42 (10)
EIF3A chrl0:120795211-120795211 P5T 30 (22)
EIF3A chrl0:120795211-120795211 P6T 45 (10)
EIF3A chr10:120795211-120795211 P8T 25 (9)

Identificamos exclusivamente usando as matrizes ternarias uma pequena
delecdo em amostra normal (paciente 1 e paciente 3) de 12 nucleotideos que néo
altera o quadro de leitura da traducdo do gene INF2 (Figura 4.11). Esta delecéo

levou a perda de quatro aminoacidos na proteina afetada (Figura 4.12)
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Figura 4.11 Pequena delecdo de 12 nucleotideos visualizada na amostra normal do
paciente 1 (P1N) no exon 19 do gene INF2.
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Figura 4.12. Representacdo do impacto da pequena delecdo de 12 nucleotideos no
gene INF2 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) codificada pelo
gene possui 1249 amino&cidos, com quatro dominios: Drf_GBD (Dominio de ligagédo
de GTPase translucido, acesso cl05720), Drf_FH3 (Dominio FH3 translucido, acesso
pfam06367), Superfam_FH2 (Dominio FH2, acesso cl19758) e Superfam_ICP4_C
(Regidao C-terminal ICP4-like, acesso cl28033). A proteina afetada (B) pela delecao
mostra um encurtamento de quatro aminoacidos.
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Identificamos uma delecdo de 15 de nucleotideos no éxon 19 do gene EGFR
em amostras tumorais (paciente 1 e paciente 5) (Figura 4.13). Esta pequena delecéo
nao foi encontrada pelo programa Varscan, mas possui anotacdo no dbSNP sob
identificador “rs121913421”. Dos 78 leituras nessa regido, aproximadamente metade
deles (35) possuem delecdo no paciente 1 e das 62 leituras nesta regido, 23
possuem esta delecé&o no paciente 5. Esta dele¢éo n&o altera o quadro de leitura da
traducdo da proteina e afeta o dominio tirosina quinase, que perde assim cinco
aminoacidos (Figura 4.14). Este dominio tem como funcéo se ligar ao ATP e ceder
um fosfato (fosforilacéo) para uma proteina alvo para ativa-la. Neste caso a mutacao
pode reduzir a afinidade deste dominio pelo ATP (Lynch et al., 2004). Estudos
demonstraram que este tipo de mutacao ocorre em 48% dos tumores que possuem
alteracdo neste gene (Mitsudomi e Yatabe, 2010). Esta mesma delecdo ja foi
descrita sendo importante em conferir resisténcia a quimioterapia quando o
composto gefitinib é usado no tratamento de pacientes com cancer de pulméo
(Lynch et al., 2004).
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Figura 4.13 Pequena delecdo de 15 nucleotideos visualizada na amostra tumoral do
paciente 1 (P1T) no exon 19 do gene EGFR.
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Figura 4.14 Representacdo do impacto da pequena delecdo de 15 nucleotideos no
gene EGFR na sequéncia de aminoéacidos. A proteina normal (A) codificada pelo
gene possui 1210 aminoacidos, com seis dominios: dois dominios Dominio_Rec L
(dominios de receptores L, acesso pfam01030), Furin-like (Regido rica em cisteina
furina-like, acesso pfam00757), GF_recep_ IV (Dominio fator de crescimento 1V,
acesso pfam14843), TM_ErbB1 (Dominio Transmembrana ErbB1, acesso cd12093)
e PTKc_EGFR (Dominio catalitico tirosina kinase, acesso cd05108). A proteina
alterada (B) pela delecdo mostra o dominio tirosina quinase com menos cinco
aminoé&cidos em sua estrutura.

Encontramos também uma delecdo de dez nucleotideos alterando o quadro
de leitura da traducéo no gene TP53BP2 na amostra tumoral do paciente 4 (P4T)
(Figura 4.15). Esta delecdo afetou o quadro de leitura da traducdo da proteina
removendo residuos responsaveis pelo sitio de ligacdo com a proteina p53 (Figura
4.16). Consideremos importante salientar que somente 7 das 52 leituras na regido
com a delecdo apresentam a mutacdo. A ligacdo da proteina codificada pelo
TP53BP2 com a p53 pode levar a proteina a apoptose e regular o crescimento
celular (Naumovski e Cleary, 1996). Alguns estudos jA mostraram esse gene com
dele¢bes que alteram o quadro de leitura da traducéo adiantando o codon de parada
em adenocarcinoma de pulméao (Cancer Genome Atlas Network, 2012; Wang et al.,
2014).
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Figura 4.15 Pequena delecao de 10 nucleotideos na amostra tumoral do paciente 4
(P4T) do gene TP53BP2.
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Figura 4.16 Representacdo do impacto da pequena delecdo de 10 nucleotideos no
gene TP53BP2 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) codificada pelo
gene possui 1134 aminoacidos, que inclui quatro dominios: SMC_N (Dominio N-
terminal SMC, acesso cl25732), Atrofina_1 (Familia atrofina-1, acesso cl26464),
Rep_ANK (Repeti¢bes anquirina, acesso cd00204), SH3 (Dominio de apoptose e de
ligacdo de p53, acesso cd11953).A proteina alterada (B) pela delecdo possui menos
aminoacidos por causa da mudanca do quadro de leitura levando a perder diversos
dominios da proteina.

A andlise de enriqguecimento de vias dos genes contendo as pequenas

delecdes identificadas pelas matrizes ternarias em amostras tumorais mostrou vias
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com alta probabilidade de estarem alteradas como, por exemplo, via de sinalizacao
mediada por interferon-y (probabilidade posterior de 1,00), expressdo génica
(probabilidade posterior de 1,00), resposta ao estresse do Reticulo Endoplasmético
(probabilidade posterior de 0,96), regulacdo negativa da via de TGF- (probabilidade
posterior de 0,95) e via de sinalizacdo PDGFR (probabilidade posterior de 0,94)
(Tabela 4.4).

Tabela 4.4 Enriquecimento de genes que sofreram pequenas dele¢cdes em amostras
tumorais identificadas pela nossa metodologia de matrizes ternarias. Abaixo
encontramos as vias do Gene Ontology (GO) com probabilidade posterior maior que
0,5 de estarem suprerrepresentadas.

Probabilidade Quantidade

GO id Descricao
posterior de Genes
G0:0060333 Via de sinalizagdo mediada pelo 1,00 22
interferon-y
G0:0010467 Expressao Génica 1,00 14
G0:0034976 Resposta ao estresse do 0,96 20
Reticulo Endoplasmaético
G0:0030512 Regulacéo negativa da via de 0,95 16
TGF-B
G0:0048008 Via de sinalizacdo PDGFR 0,94 11
G0:0001568 Regulacéo negativa da 0,84 11
diferenciacéo de eritrocitos
G0:0045727 Regulacéo positiva da traducéo 0,66 14
G0:0000188 Inativacao da atividade de MAPK 0,59
G0:0032456 Reciclagem endocitica 0,57
(membrana plasmaéatica)
G0:0045647 Desenvolvimento de vasos 0,54 6
sanguineos

Um dos genes que pertence a via de sinalizagdo mediada por interferon-y e
que esta afetado por uma delecdo € IFNGR1, que é responsavel por codificar um
dos receptores do interferon-y. Essa delecdo de um nucleotideo foi encontrada na
amostra tumoral de todos os seis pacientes (presente em 25 das 163 leituras no
paciente 1, em 22 das 180 leituras no paciente 3, em 8 das 132 leituras do paciente
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4, em 18 das 98 “reads” do paciente 5, em 22 das 170 leituras do paciente 6 e em 18
das 160 leituras do paciente 8) e afeta a porcdo 3° UTR e possui anotagdo no
dbSNP sob identificador “rs75851921” (Figura 4.17). Funcionando em perfeito
estado, esta via pode desencadear alguns eventos que ndo sdo favoraveis para o
crescimento e manutencdo dos tumores como, por exemplo, a apoptose e se
transformar em alvo do sistema imunolégico (Parker et al., 2016). A via
desencadeada através deste receptor estimula a transcricdo de genes importantes
para desencadear uma resposta imunoldgica que dificultara o crescimento do tumor
(Yu et al., 2003)
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Figura 4.17 Pequena delecdo de um nucleotideo nas amostras tumorais do paciente
1 (P1T) e paciente 3 (P3T) do gene IFNGR1.

Outra via com alta probabilidade de estar alterada pelas perdas é a regulagéo
negativa da via de TGF-B. Esta via pode tanto funcionar como supressor tumoral
como também estimular a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) associada com a
metastase do tumor (Toonkel et al., 2010). Em nossos achados encontramos uma
delecdo de um nucleotideo presente em todos as leituras localizadas na regido da
delegéo (7/7) no gene BAMBI no paciente 1 e em 8 das 10 leituras do paciente 3,
que esta associada a esta via. A delecao neste gene se localiza na regido 3’ UTR e
também esta presente no dbSNP sob o identificador “rs5784080”. Este gene codifica
uma proteina receptora que pode funcionar como alternativa de ligagdo ao TGF-3
que desencadeia a reacao de supressor tumoral. No entanto, a baixa expressao

64



desse gene ja foi associada com a maior sinalizacdo da via pro-tumor de TGF-
aumentando o potencial de invasdo em células de diferentes tumores de NSCLC,
incluindo adenocarcinoma de pulmao (Marwitz et al., 2016). Como exposto, nao
encontramos em nossas analises que esta regido com possui a delecéo seja alvo de
um miRNA conhecido.

Na via de PDGFR encontramos uma delecdo confirmada por 16 das 31
“leituras localizadas na regido da mutacdo no gene PTEN. Esta delecdo também
esta presente na regidao 3'UTR do gene (Figura 4.19). Este gene é conhecido por
suas funcbes supressoras tumorais para inibir o crescimento descontrolado de
células transformadas (Leslie e Downes, 2004). Muta¢des somaticas nesse gene
séo encontradas em até 8% dos pacientes com NSCLC (Jin et al., 2010).
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Figura 4.18 Pequena delecdo de um nucleotideo nas amostras tumorais do paciente
1 (P1T) e paciente 3 (P3T) do gene BAMBI.
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Figura 4.19 Pequena dele¢do de um nucleotideo nas amostras tumorais do paciente
1 (P1T) do gene PTEN.

Estas delegdes estdo identificadas em regides da 3° UTR que ndo séo
normalmente alvos de miRNAs. No entanto, as dele¢cbes podem causar possiveis
mudancas na sequéncia, tornando-as novos alvos para estas pequenas moléculas
de RNA néo codificantes (Dusl et al., 2015).

Uma analise adicional que fizemos foi a busca por potenciais candidatos a
mutacOes germinativas ao serem detectadas tanto em dados de tecido normal e nos
dados de tecido tumoral. MutacGes germinativas ja foram descritas como associadas
ao cancer de pulmdo e ao consumo de tabaco, como dele¢cbes no gene TP53
(Gibbons et al., 2014) e diferentes mutacdes no gene KRAS (Ahrendt et al., 2001).
Enquanto isso, para pacientes ndo fumantes deste tipo de cancer de pulméo se
destacam delecdes no gene EGFR e fusdes nos genes ROS1 e ALK (Govindan et
al., 2012). Assim, identificamos um total de 648 pequenas dele¢bes que ocorriam em
nos tecidos normal e tumoral da mesma paciente. Destas 648 delecdes, 609
também foram encontradas pelo Varscan (60% do total encontrado por este
programa) (Figura 4.20).
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Varscan Matrizes

Figura 4.20 Pequenas delecdes identificadas utilizando as matrizes ternarias (verde)
e utilizando o Varscan (azul) encontradas, ao mesmo tempo, em amostras de tecido
normal e tumoral de RNA-Seq de seis pacientes de cancer de pulméo (Kim et al.,
2013a).

Entre os genes afetados em tecidos normais e tumorais dos mesmos
pacientes, podemos destacar o CTSA e o EIF3A. A dele¢édo de quatro nucleotideos
que ocorre no gene CTSA foi encontrada em média em 44 das 254,5 leituras
(Tabela 4.5) localizados na regido com a mutacdo no paciente 8 (Figura 4.21). Esta
delecdo altera o quadro de leitura da traducdo da proteina podendo gerar uma
proteina truncada com o dominio peptidase sendo afetado (Figura 4.22). Este gene
codifica uma proteina com importante funcdo protetiva para enzimas lisossomais
como a [(-galactosidase e neuramidase (van der Spoel et al., 1998). Dele¢des que
alteram o quadro de leitura nesse gene ja foram encontradas em outros
adenocarcinomas como de colon (Mouradov et al., 2014) e préstata (Kumar et al.,
2016).

A delecdo de um nucleotideo encontrada no gene EIF3A foi identificada em
todos pacientes (em média de em 32 das 38,5 leiturasdo paciente 1, em 29 das 66
leituras do paciente 3, em 10 das 39 leituras do paciente 4, em 18,5 das 29,5 leituras
do paciente 5, em 9,5 das 42,5 leituras do paciente 6 e em 11 das 28 leiturasdo
paciente 8) (Tabela 4.5), também foi identificada pelo programa Varscan e esti
localizada na regido 3° UTR (Figura 4.23). A alta expressdo deste gene esti
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correlacionada ao melhor resposta de tratamentos baseados em compostos de
platina em cancer de pulmé&o (Yin et al., 2011). Esta deleg&o, assim como a delegéo
para o gene CTSA pode ser consideradas potenciais candidatas a mutacdes

germinativas para pacientes nédo fumantes.

Tabela 4.5. Delecdes identificadas em dados de RNA-Seq ao mesmo tempo em
amostras normais e tumorais de Kim e colaboradores (2013a) e a cobertura das
leituras.

Gene Localizacao Amostra  Total de leituras na regido com

delecéo (leiturascom delecdes)

CTSA  chr20:44520258-44520261  P8N 240 (42)
PST 269 (46)
EIF3A chr10:120795211-120795211  P1N 30 (22)
P1T 47 (34)
EIF3A chr10:120795211-120795211 P3N 72 (30)
P3T 60 (28)
EIF3A chrl0:120795211-120795211  P4N 36(10)
PAT 42 (10)
EIF3A chr10:120795211-120795211  P5N 29 (15)
P5T 30 (22)
EIF3A chrl0:120795211-120795211  P6N 40 (9)
P6T 45 (10)
EIF3A chr10:120795211-120795211  PS8N 31 (13)
PST 25 (9)
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Figura 4.21 Pequena delecédo de 4 nucleotideo visualizada em amostras normais e
tumorais do paciente 8 no gene CTSA.
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Figura 4.22 Representacdo do impacto da pequena delecdo de quatro nucleotideos
no gene CTSA na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) codificada pelo
gene possui um dominio de Peptidase_S10 (carboxipeptidase, acesso pfam00450)
enquanto a proteina afetada (B) pela delecdo mostra este dominio perdido.
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Figura 4.23. Pequena delecédo de 1 nucleotideo visualizada em amostras normais e
tumorais de todos pacientes no gene EIF3A.

Vale ressaltar que ndo encontramos delegdes com a mesma coordenada
cromossOmica nos dados de Kim e colaboradores (2013a) (pacientes ndo fumantes)
e os dados da linhagem celular H1975, oriunda de um paciente ndo fumante.

N&o pudemos comparar 0S nossos resultados com os achados de Kim e
colaboradores (2013a), porque estes ndo apresentam sem seus resultados a
identificacdo de dele¢cBes. Os autores relatam apenas que mostram a 47 mutaces
somaticas de troca de um nucleotideo que foram alvo de validacdo experimental
(Kim et al., 2013a).

4.1.3 Pequenas delecdes identificadas em amostras normais e tumorais de 14

pacientes fumantes de cancer de pulméo

Realizamos a busca de pequenas dele¢cbes em outro conjunto de dados,
desta vez em pacientes fumantes com adenocarcinoma de pulmao cujos dados de
sequenciamento estdo depositados no banco de dados TCGA e publicados por
Collisson e colaboradores (2014). Identificamos 4.815 pequenas delecdes em
amostras normais (1.234 em mais de um paciente, 87 em todos pacientes) (Figura
4.24) e outras 6.227 em amostras tumorais (1.724 em mais de um paciente, 85 em

todos pacientes) (Figura 4.25).
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Varscan Matrizes

1.043
(284)

Figura 4.24 Pequenas delec¢des identificadas utilizando as matrizes ternarias (verde)
e utilizando o Varscan (azul) encontradas em amostras de tecido normal adjacente
ao tumor de RNA-Seq de 14 pacientes de céancer de pulmédo do TCGA. Entre
parénteses o valor de dele¢des identificadas em mais de um paciente.

Varscan Matrizes

Figura 4.25 Pequenas delecdes identificadas utilizando as matrizes ternarias (verde)
e utilizando o Varscan (azul) encontradas em amostras de tecido tumoral de RNA-
Seq de 14 pacientes de cancer de pulméao do TCGA. Entre parénteses o valor de
delecdes identificadas em mais de um paciente.
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Comparamos as pequenas delecdes identificadas com o banco de dados
dbSNP e identificamos 270 pequenas delecbes anotadas no dbSNP (6%) em
amostras normais e 247 em amostras tumorais (4%) (Tabela 4.6). Encontramos 221
pequenas dele¢bes em amostras normais e 188 em amostras tumorais que estavam
anotadas na base de dados COSMIC (Tabela 4.6).

Tabela 4.6 Representacao de quantas delecdes estdo anotadas na base de dados
COSMIC em amostras normais e tumorais.

_ _ Em regides n&o Em regides
Tipo de amostra Tipo de amostra N N
codificadoras codificadoras
dbSNP Normal 198 72
Tumoral 191 56
COSMIC Normal 193 28
Tumoral 173 15

As delecbes identificadas por nossa metodologia estavam em regides
cobertas em média por 115 leituras, sendo que cada delecdo é representada pela
média de 18 leituras (com desvio padrdo de 6). O valor maximo de
leiturasrepresentando uma delecdo foi de 50 e o minimo de 3. Identificamos 8

pequenas dele¢cdes com relevancia em nossos dados (Tabela 4.7)
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Tabela 4.7 Delecdes identificadas em dados de RNA-Seq nas amostras de Collisson

e colaboradores (2014) e a cobertura das leituras.
(continua)

Total de leituras na regido com

Gene Localizacao Amostra _
delecgéo (leiturascom delegdes)
VCP chr9:35059647-35059647 2655N 200 (12)
VCP chr9:35059647-35059647 2657N 139 (15)
VCP chr9:35059647-35059647 2668N 240 (10)
VCP chr9:35059647-35059647 3398N 97 (8)
VCP chr9:35059647-35059647 5645N 353 (12)
VCP chr9:35059647-35059647 6145N 328 (9)
VCP chr9:35059647-35059647 6146N 231 (18)
VCP chr9:35059647-35059647 6147N 299 (9)
VCP chr9:35059647-35059647 6777N 302 (10)
ZFP28  chrl19:57065508-57065508 2655T 9 (3)
IFNGR1 chr6:137518967-137518967 2655T 98 (10)
IFNGR1 chr6:137518967-137518967 2662T 312 (12)
IFNGR1 chr6:137518967-137518967 3396T 82 (10)
IFNGR1 chr6:137518967-137518967 3398T 212 (15)
IFNGR1 chr6:137518967-137518967 6146T 120 (16)
IFNGR1 chr6:137518967-137518967 6148T 132 (15)
IFNGR1 chr6:137518967-137518967 6776T 230 (18)
IFNGR1 chr6:137518967-137518967 6777T 112 (7)
IFNGR2 chr21:34809434-34809434 2655T 310 (20)
IFNGR2 chr21:34809434-34809434 2657T 152 (13)
IFNGR2 chr21:34809434-34809434 2662T 536 (22)
IFNGR2 chr21:34809434-34809434 2668T 402 (18)
IFNGR2 chr21:34809434-34809434 3396T 430 (32)
IFNGR2 chr21:34809434-34809434 3398T 220 (15)
IFNGR2 chr21:34809434-34809434 6145T 502 (13)
IFNGR2 chr21:34809434-34809434 6776T 421 (18)
IFNGR2 chr21:34809434-34809434 6777T 228 (13)
VEGFC chrl0:28971526-28971526 2655T 25 (19)
VEGFC ¢hrl0:28971526-28971526 2662T 32 (16)
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Tabela 4.7 Delecdes identificadas em dados de RNA-Seq nas amostras de
Collisson e colaboradores (2014) e a cobertura das leituras.
(concluséo)

Total de leituras na regido com

Gene Localizacao Paciente
delecéo (leiturascom delegdes)
VEGFC chrl0:28971526-28971526  3396T 29 (12)
VEGFC chrl0:28971526-28971526  3398T 16 (8)
VEGFC chrl0:28971526-28971526  5645T 36 (20)
VEGFC chrl0:28971526-28971526  6145T 17 (16)
VEGFC chrl0:28971526-28971526  6148T 20 (12)
VEGFC chrl0:28971526-28971526  6777T 12 (7)
VEGFC chrl0:28971526-28971526  6778T 18 (15)

Como exemplo, temos a delecdo em amostras normais de 10 pacientes ((em
12 leituras das 200 no paciente 2655, em 15 leituras das 139 no paciente 2657, em
10 leituras dos 240 no paciente 2668, em 8 leituras das 97 no paciente 3398, em 12
leituras das 353 no paciente 5645, em 9 leituras das 328 no paciente 6145, em 18
leituras das 231 no paciente 6146, em 9 leituras das 299 no paciente 6147, em 10
leituras das 302 no paciente 6148, em 10 leituras das 302 no paciente 6777)) de um
anico nucleotideo no gene VPC (Figura 4.26). Esta delecao altera o quadro de
leitura da traducdo e isso afeta a proteina traduzida que perde 129 aminoacidos em
seu dominio principal (Figura 4.27). MutacBes nesse gene podem levar a ativacao
inapropriada do fator de transcricdo NFkB (Sahab et al., 2010). Apesar de que
mutagdes no gene VCP nédo foram associadas ao cancer, o NFkB € importante para
desencadear vias da carcinogénese em céancer de pulméo de individuos fumantes
(Chen et al., 2011b).
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Figura 4.26. Pequena dele¢do de um nucleotideo visualizada em amostra normal do
paciente 6145 no gene VCP.
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Figura 4.27 Representacdo do impacto da pequena delecdo de um nucleotideo no
gene VCP na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) possui 806
aminoacidos e um dominio TIP49 (Dominio C-Terminal TIP49, acesso cl27568). A
proteina afetada (B) pela delecdo perdeu 129 aminoacidos inclusive uma parte do
dominio TIP49.
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Encontramos em tecido tumoral, uma delecdo de um unico nucleotideo ao
mesmo tempo utilizando o Varscan e as matrizes ternérias no paciente 2655 (Figura
4.28). Esta delecdo altera o quadro de leitura da traducdo da proteina. Como
resultado fica truncada com auséncia do seu dominio de dedo de zinco (Figura
4.29). Os dominios dedo de zinco sdo responsaveis na ligacao da proteina com o
DNA, portanto mutacdes que perdem este dominio pode levar a ndo ligacdo da
proteina com o DNA (Brayer and Segal, 2008). Uma delecdo parecida foi identificada
em adenocarcinoma de prostata que causa a perda desse dominio na proteina
(Kumar et al., 2016). A proteina codificada por este gene regula a transcricdo de

diversos genes, inclusive o supressor tumoral WTI (Morrison et al., 2008).
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Figura 4.28 Pequena delecdo de um nucleotideo visualizada em amostra tumoral do
paciente 2655 no gene ZFP28.
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Figura 4.29 Representacao do impacto da pequena delecdo de um nucleotideo no
gene ZFP28 na sequéncia de aminoacidos que possui trés dominios: dois dominios
KRAB (Dominio associado "krueppel box", acesso smart00349) e FOG_dedo_Zn
(Dedo de zinco FOG, acesso COG5048). A proteina normal (A) codificada possui
sitios de ligacdo de dedo de zinco, enquanto a proteina alterada (B) pela delecéo
NAo possui.

Realizamos a analise por enriquecimento de genes que apresentaram
pequenas delecbes apenas nas amostras tumorais e encontramos vias com alta
probabilidade de estarem alteradas como, por exemplo, adesdo célula-célula (com
probabilidade posterior de 1,00), via de sinalizacdo mediada pelo interferon-y (com
probabilidade posterior de 0,92), cicatrizacdo (com probabilidade posterior de 0,78) e
processamento de O-glicanos (com probabilidade posterior de 0,65) (Tabela 4.8).
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Tabela 4.8 Enriquecimento de genes que sofreram pequenas delecdes em amostras
tumorais identificadas pela nossa metodologia de matrizes ternarias. Abaixo
encontramos as vias do Gene Ontology (GO) com probabilidade posterior maior do
gue 0,5 de estarem suprerrepresentadas .

_ ) Probabilidade Quantidade de
GO id Descrigéo .
posterior Genes
G0:0098609 Adeséo célula- 1,0 85
célula
G0:0060333 Via de sinalizacéo 0,92 27
mediada pelo
interferon-y
G0:0042060 Cicatrizagao 0,78 32
G0:0016266 Processamento de 0,65 22

O-glicanos

Analisamos também pequenas delecdes em regibes nado codificadoras.
Encontramos duas delegcées em regides 3' UTR em dois genes associados com a
via de sinalizacdo mediada pelo interferon-y. Uma dele¢cdo de um nucleotideo em 8
pacientes no gene IFNGR1 (em 40 leituras das 98 no paciente 2655, em 12 leituras
das 312 no paciente 2662, em 10 leituras das 82 no paciente 3396, em 15 leituras
das 212 no paciente 3398, em 16 leituras das 120 no paciente 6146, em 15 leituras
das 132 no paciente 6148, em 18 leituras das 230 no paciente 6776 e em 7 leituras
das 112 no paciente 6777) (Figura 4.30).

Encontramos também uma delecéo de 1 nucleotideo em 9 pacientes no gene
IFNGR2 (em 20 leituras das 310 no paciente 2655, em 13 leituras das 152 no
paciente 2657, em 22 leituras das 536 no paciente 2662, em 18 leituras das 402 no
paciente 2668, em 32 leituras das 430 no pacinete 3396, em 18 leituras das 402 no
paciente 3398,em 13 leituras das 502 no paciente 6145, em 18 leituras das 421 no
paciente 6776, em 13 leituras das 228 no paciente 6777) (Figura 4.31).

A delecdo encontrada em INFGR1 (Figura 4.31) é na mesma posicao
encontrada nos dados de Kim e colaboradores (2013a) (Figura 4.17). A delecéo
encontrada em INFGR2 também esta presente no dbSNP sob o identificador
“rs756768721” (Figura 4.32). Dentre as amostras tumorais de 14 pacientes do
TCGA, encontramos 6 deles possuindo a delecdo em ambos os genes desta familia

de receptores, 5 deles possuindo a delecdo em um dos genes e apenas 3 deles nao
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possuiam delecdo em nenhum dos genes (pacientes 6147, 5645 e 6778). Apesar de

nao termos identificado nenhum mMiRNA que tem como alvo as regibes em que

ocorrem estas dele¢bes, a sequéncia de nucleotideos pode ter sido afetada de uma

forma de que pudessem ser neste momento novos alvos para miRNA.
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Figura 4.30 Pequena delec¢@o de um nucleotideo visualizada em amostra tumoral do
paciente 2662 e 6148 no gene IFNGRL1.
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Figura 4.31 Pequena delecdo de um nucleotideo visualizada em amostra tumoral do
paciente 2662 e 3398 no gene IFNGR2.
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Buscamos também potenciais candidatos para mutacdes germinativas nestas
amostras. Um total de 583 pequenas dele¢des foram encontradas ao mesmo tempo
em amostras normais e tumorais, sendo 451 delas também foram identificadas pelo

programa Varscan (65% do total identificado por este programa) (Figura 4.32).

Varscan Matrizes

Figura 4.32 Pequenas dele¢des identificadas por nossa metodologia utilizando as
matrizes ternarias (verde) e utilizando o Varscan (azul) encontradas ao mesmo
tempo em amostras de tecido normal e tumoral de RNA-Seq de 14 pacientes de
cancer de pulméo de (Collisson et al., 2014).

Uma destas delecdes afetou o final da regido codificadora do gene VEGFC
em nove pacientes (em média: 19,5 leituras das 27 no paciente 2655, em 12 leituras
das 26,5 no paciente 2662, em 11 leituras das 25 no paciente 3396, em 19 leituras
das 9 no paciente 3398, em 19 leituras das 31,5 no paciente 5645, em 12 leituras
das 16 no paciente 6145, em 15,5 leituras das 20 no paciente 6148, em 6 leituras
das 15,5 no paciente 6777 e em 41 leituras das 15,5 no paciente 6778) (Tabela 4.9)
(Figura 4.33). Este gene codifica um ligante responsavel em ligar ao seu receptor
VEGFR, estimulando o crescimento de novos vasos sanguineos para irrigar o tumor.
Esta delecdo diminuiu em um amino&cido o tamanho da proteina codificada (Figura
4.34). Os genes da familia VEGF s&o muito utilizados como alvos terapéuticos e a
delecao identificada pode servir para aumentar a resisténcia a essas drogas (Piperdi
et al., 2014). No entanto a delecdo observada afeta apenas o final da proteina e 1
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aminoacido é perdido. Os dominios dessa proteina estdo préximos da extremidade
N-terminal da proteina e por isso ndo séo afetados (Figura 4.34). De forma anéloga
gue encontramos as delecdes dos genes CTSA e EI3FA como germinativas para
pacientes fumantes e ndo fumantes, encontramos que a dele¢édo no gene VEGFC

pode ser considerada germinativa e exclusiva para pacientes fumantes.

Tabela 4.9 Delecdes identificadas em dados de RNA-Seq nas amostras de Collisson
e colaboradores (2014) e a cobertura das leituras.

Total de leituras na regido com

Gene Localizacao Amostra
delecao (leiturascom delecdes)
VEGFC  chrl0:28971526-28971526 2655N 29 (20)
2655T 25 (19)
VEGFC  chrl0:28971526-28971526 2662N 21 (8)
2662T 32 (16)
VEGFC  chrl0:28971526-28971526 3396N 25 (11)
3396T 29 (12)
VEGFC  chrl0:28971526-28971526 3398N 22 (10)
3398T 16 (8)
VEGFC  chrl0:28971526-28971526 5645N 27 (18)
5645T 36 (20)
VEGFC  chrl0:28971526-28971526 6145N 15 (8)
6145T 17 (16)
VEGFC  chrl0:28971526-28971526 6148N 20 (10)
6148T 20 (12)
VEGFC  chrl0:28971526-28971526 6777N 19 (5)
6777T 12 (7)
VEGFC  chrl0:28971526-28971526 6778N 23 (16)
6778T 18 (15)
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Figura 4.33 Pequena delecdo de trés nucleotideos visualizada em amostras
tumorais e normais de todos pacientes no gene VEGFC.
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Figura 4.34 Representacédo do impacto da pequena delecao de trés nucleotideos no
gene VEGFC na sequéncia de aminoacidos que possui o0 dominio PDGF (Dominio
de ligacdo ao receptor PDGFR, acesso smart00141). A proteina normal (A)
codificada possui um aminoacido a mais do que a proteina alterada (B) pela
delecao.

O banco de dados TCGA contém dados processados além de conter dados
brutos de dados de HTS e dentre estes dados, encontramos também dados de
polimorfismos identificados a partir apenas de corridas de DNA-Seq dos mesmos
pacientes em que analisamos os dados de RNA-Seq (Collisson et al., 2014). Ainda

assim, ndo pudemos utilizar estes dados para comparar com nossos resultados da
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identificacdo de pequenas delecbes a partir de dados de RNA-Seq, pois nestes

resultados apenas continham varia¢des de substituicdo de um Unico nucleotideo.

4.1.4 Analise de dele¢cGes encontradas exclusivamente em amostras normais,

tumorais ou presente em ambas

Encontramos um total de 1.409 (Figura 4.9) delecbes exclusivas em amostras
normais nos dados de Kim e colaboradores (2013a) e 4.232 (Figura 4.24) nos dados
de Collisson e colaboradores (2014). Como exemplos de delecdes exclusivas de
tecidos normais como a delecdo de 12 nucleotideos no INF2 identificadas em
pacientes ndo fumantes (Figura 4.11) e a delecdo de um nucleotideo no gene VCP
(Figura 4.26) em pacientes fumantes. Os genes INF2 e VCP ndo apresentaram
expressao nas respectivas amostras tumorais dos pacientes.

Delecbes foram também encontradas exclusivamente em tecido tumoral, um
total de 1.492 (Figura 4.10) nos dados de Kim e colaboradores (2013a), como a
delecdo de 15 nucleotideos no gene EGFR (Figura 4.13), outra de dez nucleotideos
no gene TP53BP2 (Figura 4.15), além de também afetar os genes IFNGR1 (Figura
4.17), BAMBI (Figura 4.18) e PTEN (Figura 4.19). Nos dados de Collisson e
colaboradores (2014), encontramos 5.644 (Figura 4.25) delec6es também exclusivas
de tecidos tumorais como a delecdo nos genes ZFP28 (Figura 4.28), IFNGR1
(Figura 4.30) e IFNGR2 (Figura 4.31). Em todos os casos descritos acima,
encontramos a expressdo desses genes sem a delecdo nas respectivas amostras
pareadas de tecidos normais desses pacientes.

Deleg¢des com grande potencial de serem germinativas foram encontradas em
tecidos normais e tumorais de mesmos pacientes nos genes CTSA (Figura 4.21) e
EIF3A (Figura 4.23) nos dados de Kim e colaboradores (2013a) como amostras de
um total de 648 delecdes (Figura 4.20). Em pacientes fumantes encontramos uma
delegéo presente em tecido tumoral e normal em todos pacientes no gene VEGFC
(Figura 4.33) dentre as 583 identificadas (Figura 4.32).
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4.2 Identificacdo de pequenas delecdes utilizando 66 genomas do
1000G

A identificacdo de delecbes em amostras de RNA-Seq utilizando como
referéncia 66 genomas humanos diferentes pode ter um elevado gasto
computacional caso tenha que ser feito o alinhamento do mesmo conjunto de RNA-
Seq para cada um dos genomas para a posterior analise pelo programa Varscan
para identificagdo de delecdes. Para cada corrida teriamos entdo 66 arquivos de
dados mapeados contra cada genoma, gerando alto custo computacional e cada
mapeamento levaria consideravel tempo para ser realizado (Figura 4.35A). Por
exemplo, o alinhamento de uma Unica corrida de RNA-Seq demorou mais de 62
horas utilizando o programa Novoalign para mapea-lo no genoma humano de
referéncia. Assim, levando em consideracdo que teriamos 66 sequéncias de
genomas para alinhar, o gasto computacional de tempo de processamento seria
elevado. Com a metodologia das matrizes ternarias, o0 mapeamento do Novoalign é
realizado uma Unica vez no genoma humano de referéncia para auxiliar na
montagem dos transcritos que séo reaproveitados (Figura 4.35B). Por estes motivos
nao utilizamos o Novoalign e o Varscan para identificar pequenas delecdes nesta
nova etapa. Assim, inovamos ao usar 0s transcritos recriados pelo programa Trinity,
0 seu mapeamento usando o programa BLAT em 66 genomas do 1000G e as
matrizes ternarias para a identificacdo de dele¢cdes tomando como base dados de

mapeamento de RNA-Seq no genoma humano de referéncia.
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Figura 4.35 Comparacédo dos dois métodos de identificacdo de pequenas delecdes
no genoma de referéncia GRCh37/hgl9 e nos 66 genomas do projeto 1000G sendo
eles: utilizagdo do Novoalign junto com o Varscan (A) e a utilizacdo do Novoalign e
Trinity para a montagem dos transcritos que depois sdo mapeados utilizando o BLAT
e guardados nas matrizes ternarias (B).

4.2.1 Em amostras da linhagem celular H1975

Tomando como referéncia 66 genomas do 1000G, encontramos 1.332
pequenas delecbes de até 100 nucleotideos utilizando dados de RNA-Seq da
linhagem celular H1975, sendo apenas 52 delas também foram identificadas no
genoma de referéncia GRCh37/hg19. Apenas 834 ocorrem em mais de metade dos
66 genomas do 1000G e nédo séo identificaveis utilizando o genoma de referéncia
GRCh37/hgl9. Encontramos 37 delecbes com anotacdo nos bancos de dados
dbSNP e COSMIC (Tabela 4.10).

Tabela 4.10 Tabela representando as delecdes identificadas e seu impacto em
regides codificadoras e presentes no dbSNP e COSMIC.

Matrizes ternarias dbSNP COSMIC
Regides nao 656 24(3,6%) 12 (1,8%)
codificadoras
Alteram o quadro 85 0 0
de leitura
N&o alteram o 93 0 1(1%)

quadro de leitura
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Apenas 178 delecbes ocorrem em regides codificadoras, sendo 85 delas com
potencial para alterar o quadro de leitura da traducéo e 93 né&o devem alterar o
quadro de leitura (Figura 4.36).

Figura 4.36 Gréfico mostrando a propor¢ao de pequenas delecdes identificadas em
linhagens celulares H1975 em regifes ndo codificadoras (azul), que nao alteram o
qguadro de leitura (laranja) e que alteram o quadro de leitura (cinza).

Encontramos uma dele¢&o que possui anotagdo no COSMIC e que ndo muda
0 quadro de leitura da traducdo da proteina correspondente ao gene DENNDA4B.
Esta delecdo corresponde a perda de 9 nucleotideos e afeta uma regido rica em poli
glutamina (3 glutaminas seguidas sdo perdidas). Encontramos essa delegédo
utilizando 14 genomas de ancestralidade asiatica (Figura 4.37). Corroborando o
nosso achado, esta delecéo ja tinha sido identificada em adenocarcinoma de pulméao
(Yin et al., 2014). Esta delecéo causa a perda de trés glutaminas de um dominio poli
glutamina da proteina traduzida. Este dominio tem a funcdo de modular a ligagédo
desta proteina com seus alvos reguladores como as Rab GTPases responsaveis
pelo transporte de vesiculas pela membrana plasméatica (Marat et al., 2011).
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Figura 4.37. Delecdo de nove nucleotideos no gene DENND4B em um transcrito
(em amarelo) montado a partir de corridas de linhagem celular H1975 ao mapear
contra um genoma asiatico (HG02402) demonstrando a perda de trés glutaminas
(demarcado vermelho).

A delecdo que foi encontrada utilizando a maior quantidade de genomas foi
identificada no gene EPDR1, totalizando 50 genomas do 1000G (12/12 europeias,
18/27 asiéticas, 7/9 americanas e 12/18 africanas). Este gene codifica uma proteina
transmembrana associada com adesao celular. Esta delecdo ocasionou a perda de
13 nucleotideos alterando o quadro de leitura da tradugéo da proteina (Figura 4.38).
Uma delecdo com o mesmo tamanho foi identificada na mesma regido do gene em
pacientes de céancer de pulméo entre as regides 37.960.263 e 37.960.275 do
cromossomo 8 (Lee et al., 2010). No entanto, a dele¢cédo identificada por nossa
metodologia encontrou esta delegcéo entre as coordenadas 37.960.265 e 37.960.277
(Figura 4.38). Esta delecdo adiantou o cédon de parada da traducdo em 144
aminoacidos levando a alterar o dominio de ependimina da proteina (Figura 4.39). A
proteina com a perda deste dominio pode ter sua capacidade de adeséao afetada por
conta disso. Em pacientes com mieloma, um tipo de cancer que afeta os
plasmacitos, este gene foi encontrado com baixa expressdo que esta associada a

progresséao tumoral (Wu et al., 2015).
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Figura 4.38. Delecdo de 13 nucleotideos em um transcrito (em amarelo) montado a
partir de dados da linhagem celular H1975 ao mapear contra um genoma europeu
(HGO00151) no gene EPDR1 (demarcado em vermelho) causando uma mutacao que
altera o quadro de leitura da traducéo da proteina.

A)
1 35 39 208 330 544

B)

Figura 4.39 Representacdo do impacto da pequena delecdo de 13 nucleotideos no
gene EPDR1 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) codificada pelo
gene possui um dominio Ependimina (Dominio ependimina, acesso pfam00811)
enquanto a proteina afetada (B) pela delecdo mostra este dominio perdido.
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Outra delecdo encontrada utilizando a maior parte dos genomas de
ancestralidade europeia foi no gene PTK2. O tamanho desta delecdo foi de 7
nucleotideos (Figura 4.40). Esta delecdo foi encontrada utilizando 34 genomas
(12/12 europeus, 5/9 americanas, 10/27 asiaticas e 7/18 africana) e adianta o cdédon
de parada da traducdo em 65 aminoacidos. Ndo encontramos na literatura delecdes
que causem mudanca no quadro de leitura em cancer de pulméo na literatura,
porém uma delecdo do mesmo tamanho foi encontrada em pacientes com
melanoma (Sanborn et al., 2015). O dominio de adesé&o focal kinase foi o principal
afetado por este adiantamento do cédon de parada (Figura 4.41). Este dominio tem
associacdo com a motilidade celular e sua sinalizacdo € importante para a
metéstase (Prutzman et al., 2004). Com isso, podemos deduzir que ha chance de

gue a motilidade dessas células possam estar prejudicadas por esta delecéo.
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Figura 4.40 Delecéo de sete nucleotideos em um transcrito (em amarelo) montado a
partir de dados de linhagem celular H1975 ao mapear contra um genoma europeu
(HG00114) no gene PTK2 (demarcado em vermelho) causando uma mutacdo que
altera o quadro de leitura da traducéo.
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Figura 4.41 Representacdo do impacto da pequena delecédo de sete nucleotideos no
gene PTK2 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) codificada pelo
gene possui quatro dominios: B41 (Dominio ERM ou homélogos banda 4.1, acesso
smart00295), Ferm_C_FAK (Dominio kinase FERM de adesdo focal, acesso
cd13190), PTKc_FAK (Dominio catalitico tirosina kinase de adesao focal, acesso
cd05056) e Focal_AT (Regido alvo de adeséo focal, pfam03623). A proteina afetada
(B) pela delecéo perde uma porcédo do dominio final.

4.2.2 Pequenas delecdes identificadas em amostras normais e tumorais de

seis pacientes ndo fumantes de cancer de pulméo

Encontramos 2.332 pequenas delecbes em amostras normais e 3.129 em
amostras tumorais de pacientes com céancer de pulmdo do estudo de Kim e
colaboradores (2013a) utilizando como parametro a presenca da delecdo em pelo
menos mais de metade dos genomas do 1000G e que estavam ausentes ao utilizar
0 genoma GRCh37/hg19. Foram encontradas 250 pequenas dele¢cdes em amostras
normais e 282 em amostras tumorais que também foram identificadas no genoma de
referéncia GRCh37/hgl9. Dentre estes achados, apenas 420 estavam

simultaneamente presentes em amostras normais e tumorais (Figura 4.42).
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Figura 4.42 Pequenas delecdes identificadas com o uso das matrizes ternarias em
tecido normal (azul) e em tecido tumoral (verde) de seis pacientes de cancer de
pulméo (Kim et al., 2013a). Entre parénteses a quantidade de delecdes identificadas
em mais de um paciente.

Encontramos 99 pequenas dele¢cbes que ocorriam em regides nao
codificadoras, 55 que ndo causaram mudanca no quadro de leitura e 23 que
causaram a mudanca no quadro de leitura que possuem anotagdo no dbSNP ou
COSMIC (Tabela 4.11).

Tabela 4.11 Tabela contendo as delecbes identificadas e seu impacto em regides
codificadoras e presentes no dbSNP e COSMIC em amostras normais e tumorais de
pacientes ndo fumantes de cancer de pulmao.

Amostras normais Amostras tumorais
Matrllz_es dbSNP Cosmic Matrllz_es dbSNP Cosmic
ternéarias ternéarias

Regides nao

. 2.181 7 33 2.867 20 39
codificadoras
Alteram 0 quadro 21 2 6 50 5 10
de leitura
N&o alteram o 130 3 15 212 12 25

quadro de leitura
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Encontramos a dele¢do de 75 nucleotideos no gene MCM7 exclusivamente
em amostra normal do paciente 5 (Figura 4.43) com o uso do mapeamento de 34
genomas do 1000G (10/12 europeus, 9/9 americanos, 13/27 asiaticos e 2/18
africanos). Esta delecdo adianta o cédon de parada da traducdo fazendo a proteina
ficar truncada e perder um dominio inteiro (Figura 4.44). Este gene esta associado a
regulacdo do ciclo celular, mais precisamente ativando o “checkpoint” ligado a
proteina p53 que leva a parada do ciclo celular (Wei et al., 2013). Apesar de ter sido
descrito esta funcdo que poderia agir como supressor tumoral, a alta expressao
deste gene ja foi associada a baixa taxa de sobrevida em pacientes de NSCLC
(Toyokawa et al., 2011). Em amostras tumorais esta delecdo estd ausente apesar de
haver expressdo desse gene (Figura 4.60). Acreditamos nesse caso que o alelo
contendo a delecédo tenha sido silenciado no tecido tumoral. Assim, demonstramos

gue o uso de RNA-Seq € eficaz tanto para a identificacdo de delecdes como para a

avaliagcdo da expresséao delas.
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Figura 4.43 Delecdo de 75 nucleotideos em um transcrito (em amarelo) montado a
partir de dados de amostras normais do paciente 5 ao mapear contra um genoma
espanhol (HG01501) no gene MCM7 (demarcado em vermelho) causando uma
mutacao que adianta o codon de parada da traducéo.
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Figura 4.44 Representacdo do impacto da pequena delecdo de 75 nucleotideos no
gene MCM7 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) codificada pelo
gene possui dois dominios: MCM_N (Dominio N-Terminal MCM, acesso pfam14551)
e MCM (Proteina de manuten¢do minicromossomo, acesso smart00350) enquanto a
proteina afetada (B) pela delecéo foi encurtada.

A delecdo de dois nucleotideos no gene CDHL1 foi identificada nos dados de
RNA-Seq apenas na amostra tumoral do paciente 4, mas foi identificada usando
metade dos genomas do 1000G utilizados como referéncia (6/12 europeus, 9/9
americanos, 10/27 asiaticos e 5/18 africanos) (Figura 4.45). Este gene codifica a
proteina E-caderina, que € descrita por desempenhas a¢ado de supressora tumoral, é

responsavel pela adesao célula-célula (Semb and Christofori, 1998)
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Figura 4.45 Delecédo de dois nucleotideos em um transcrito (em amarelo) montado a
partir de dados de amostras tumorais do paciente 4 a0 mapear contra um genoma
espanhol (HG01602) no gene CDH1 (demarcado em vermelho) causando uma
mutac&o que altera o quadro de leitura da traducgéo.

Esta delecdo afetou o quadro de leitura da proteina codificada pelo gene
CDH1 e todos dominios conhecidos da proteina foram alterados pela producéo de
uma proteina truncada (Figura 4.46). A delecéo de dois nucleotideos ocorre no inicio
da regido codificadora do gene e por isso adianta o cédon de parada produzindo
uma possivel proteina de 56 aminoacidos ao invés de uma normal com os 882
aminoéacidos (Figura 4.46). Por conta disso, a as células com essa mutacdo podem
ter sua capacidade de adesao ao tecido do pulméao reduzida podendo levar a uma
possivel metastase. Além disso, apds este cdédon de parada séo 61 nucleotideos até
o final do éxon, portanto € provavel que este MRNA sofra 0 mecanismo de NMD. Em
adenocarcinoma de pulmao ja foi relatada a baixa expressdo do gene CDH1 com o
mau prognostico de pacientes em que o tumor se torna invasivo (Kase et al., 2000).
Encontramos principalmente trabalhos que identificam SNVs no gene CDH1 em
adenocarcinoma de pulm&o. Um deles encontra cinco diferentes localizacdes de
SNVs afetando a regido codificadora deste gene (Imielinski et al., 2012). No entanto,
delecBes nesse gene ja foram identificados em outros adenocarcinomas como de

mama (Stephens et al., 2012) e colon (Seshagiri et al., 2012).
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Figura 4.46 Representacdo do impacto da pequena delecao de dois nucleotideos no
gene CDH1 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) codificada pelo
gene possui seis dominios: Pro_caderina (Prodominio caderina-like, acesso
pfam08758), CA like (Dominio de repeticdo caderina-like, acesso cd00031), trés
dominios Rep_caderina (Dominio de repeticdo de caderina em tandem, acesso
cd11304) e Dominio_caderina_ C (Regido citoplasmética caderina, acesso
pfam01049) enquanto a proteina afetada (B) pela delecdo um encurtamento com
esses dominios perdidos.

Outro exemplo que podemos citar € a delecdo de cinco nucleotideos no gene
ENGASE encontrada a partir de dados de RNA-Seq em amostra tumoral do paciente
3. Encontramos esta delecdo om o uso de 35 genomas do 1000G como referéncia
(12/12 europeus, 9/9 americanos, 12/27 asiaticos e 2/18 africanos) (Figura 4.47).
Este gene codifica uma enzima que participa do metabolismo de proteinas
(Murakami et al., 2013).

Esta delecdo alterou o quadro de leitura da traducdo da proteina e sua
sequéncia de aminoacidos ficou mais curta com os sitios ativos alterados (Figura
4.48). Como este dominio é para catalisar reacdes de hidrolise e de transglicosilacao
(Choragudi et al., 2014), esta mutagdo pode ter reduzido a afinidade dessa proteina
em suas moléculas alvo. Foram encontradas dele¢cdes que também alteram o
quadro de leitura da traducédo deste gene em melanoma (Van Allen et al., 2014) e

adenocarcinoma de coélon (Mouradov et al., 2014).
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Figura 4.47 Delecao de cinco nucleotideos em um transcrito (em amarelo) montado
a partir de dados de amostra tumoral do paciente 3 ao mapear contra um genoma de
ancestralidade europeia (HG01501) no gene ENGASE (demarcado em vermelho)
causando uma mutacéo que altera o quadro de leitura da traducéo.
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Figura 4.48 Representacdo do impacto da pequena dele¢édo de cinco nucleotideos
no gene ENGASE na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) codificada
pelo gene possui um Unico dominio com sitios ativos GH85 Engase (Dominio
Engase, acesso cd06547) enquanto a proteina afetada (B) pela delecdo possui um
encurtamento com esse dominio afetado, incluindo os sitios ativos

Analisamos os dados de RNA-Seq em busca de potenciais candidatos a
mutacOes germinativas. Neste sentido, pudemos identificar presente em amostras
normais e tumorais uma delecao de 5 nucleotideos no gene SIRPB1. Esta delecao
foi encontrada em amostras normais e tumorais de dois pacientes (pacientes 3 e 4)
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(Figura 4.49). Este gene traduz uma glicoproteina transmembrana da familia das
imunoglobulinas que por sua vez, regula negativamente a sinalizagdo de tirosina
kinases (Kharitonenkov et al., 1997).

Esta pequena delecéo foi encontrada a partir de 34 genomas do 1000G como
referéncia (1/12 europeus, 9/9 americanos, 8/27 asiaticos e 16/18 africanos). A
delecdo alterou o quadro de leitura da traducdo reduzindo o tamanho da proteina
codificada de 398 para 131 aminoacidos (Figura 4.50). A proteina canfnica possuli
trés dominios de imunoglobulinas (Figura 4.50A), no entanto a delecdo pode ter
afetado todo o seu funcionamento pois seu tamanho reduziu para 131 aminoacidos
e todos esses dominios foram afetados (Figura 4.50B). Alteracbes para controlar a
expressao desse gene ja foram observadas em adenocarcinoma de pulmédo, como a
metilacdo deste gene (Mullapudi et al., 2015) e a observacdo de uma delecédo que
causava a mudanca do quadro de leitura na traducdo da proteina (Imielinski et al.,

2012). Segundo nossas analises, esta mutacdo poderia ser considerada potencial

candidata a mutacdo germinativa e exclusiva de pacientes ndo fumantes.
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Figura 4.49 Delec¢éo de cinco nucleotideos em um transcrito (em amarelo) montado
a partir de dados de amostras normais e tumorais dos pacientes 3 e 4 a0 mapear
contra um genoma de ancestralidade africana (HG02282) no gene SIRPB1
(demarcado em vermelho) causando uma mutacéo que altera o quadro de leitura da
traducao.
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Figura 4.50 Representacdo do impacto da pequena delecédo de cinco nucleotideos
no gene SIRPB1 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) codificada
pelo gene possui trés dominios de imunoglobulina: IgV_SIRPT (Dominio
Imunoglobulina-like SIRP, acesso ¢d16097), Dominio_2 IgC_SIRP (Dominio
imunoglobulina-like SIRP 2, acesso cd05772) e Dominio_3 IgC_SIRP (Dominio
imunoglobulina-like SIRP 3, acesso cd16085). A proteina afetada (B) pela delecao
tem um encurtamento.

Realizamos uma analise de enriquecimentos de vias e encontramos apenas
uma via com possibilidade de estar alterada pelas delecdes identificadas nas
amostras tumorais. A via encontrada com super-representacéo foi a de regulacéo do
formato celular (GO:0008360) com probabilidade superior de 0,58. Identificamos
pequenas dele¢cdes em 19 genes que participam dessa via.

N&o encontramos nenhuma delecéo que tivesse ocorrido ao mesmo tempo ha
linhagem celular H1975 que também é proveniente de tumores de pacientes nao
fumantes. Isto pode ter acontecido pelo fato das pacientes analisadas por Kim e
colaboradores (2013a) serem de origem asiatica e a linhagem ser de origem de um
individuo caucasiano. Esperamos comecar a elucidar a taxa de falsos positivos da
nossa abordagem assim que tivermos os resultados da validacdo experimental dos

resultados para a linhagem de células H1975 que esta em andamento.
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4.2.3 Pequenas delecdes identificadas em amostras normais e tumorais de 14

pacientes fumantes de cancer de pulmao

Encontramos 4.349 pequenas delecbes em amostras normais adjacentes ao
tumor e 5.362 em amostras tumorais de pacientes com cancer de pulméao do estudo
de Collisson e colaboradores (2014) utilizando como parametro a presenca da
delacdo em pelo menos mais de metade dos genomas do 1000G. Utilizamos como
critério de exclusdo aquelas dele¢bes presentes no genoma GRCh37/hg19. Dentre
estes achados, 1.137 estavam presentes tanto na amostra normal como na tumoral
(Figura 4.51). Encontramos 121 pequenas dele¢bes que ocorriam em regides nao
codificadoras, 40 que n&o causaram mudanca no quadro de leitura e 22 que
causaram a mudanca no quadro de leitura que possuem anotacdo no dbSNP ou
COSMIC (Tabela 4.12).

Normal Tumoral

Figura 4.51 Pequenas dele¢des identificadas ao utilizar as matrizes ternarias em
tecido normal (azul) e em tecido tumoral (verde) de seis pacientes de cancer de
pulmdo (Collisson et al.,, 2014). Entre parénteses a quantidade de delecdes
identificadas em mais de um paciente.
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Tabela 4.12 Tabela representando as delec¢des identificadas e seu impacto em
regides codificadoras e presentes no dbSNP e COSMIC em amostras normais e
tumorais de pacientes fumantes de cancer de pulméo.

Amostras normais Amostras tumorais

Matr,|z_es dbSNP Cosmic Matl’,IZ_eS dbSNP Cosmic
ternarias ternarias

Regioes ndo 6.123 11 48 6.665 13 49

codificadoras

Alteram 0 quadro 264 3 6 271 6 7
de leitura
N&o alteram o 271 5 10 386 11 14

quadro de leitura

Dentre as delecbes que ocorreram apenas em amostras normais,
identificamos uma pequena delecéo de 12 nucleotideos que afeta o gene HCLS1 em
3 pacientes (2657, 3396 e 3398). Esta delecédo foi encontrada a partir do uso de 33

genomas do 1000G como referéncia (Figura 4.52). Esta delecdo basicamente fez a

proteina perder quatro aminoacidos afetando o dominio de gametogenetina (Figura
4.53).
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Figura 4.52 Delecédo de 12 nucleotideos em um transcrito (em amarelo) montado a
partir de dados de amostra normal do paciente 3398 ao mapear contra um genoma
de ancestralidade asiatica (HG01869) no gene HCLS1 (demarcado em vermelho).
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Figura 4.53 Representacdo do impacto da pequena delecdo de 12 nucleotideos no
gene HCLS1 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) possui 486
aminoacidos e cinco dominios: trés dominios Rep_HS1 (Repeticdo HS1, acesso
pfam02218), Superfam_GGN (Gametogenetina, acesso c¢l25800) e SH3 HS1
(Dominio SH3, acesso ¢d12073) e a proteina afetada (B) pela dele¢éo possui quatro
nucleotideos a menos.

Utilizando 60 genomas do 1000G como referéncia, encontramos uma
pequena delecdo de 75 nucleotideos no gene GPX8 na amostra tumoral de RNA-
Seq do paciente 3398 (12/12 europeus, 9/9 americanos, 21/27 asiaticos e 18/18
africanos) (Figura 4.54). Este gene é responsavel por produzir uma proteina que é
expressa em resposta ao “stress” oxidativo em células epiteliais (Cortes et al., 2011).

Esta delecdo adiantou o cédon de parada da traducdo da proteina em que a
proteina normal possui foi reduzida de 208 para 21 aminoacidos. Este adiantamento
do codon de parada afetou seu principal dominio em que possui residuos cataliticos
(Figura 4.55). Além disso, o cédon de parada ocorre 66 nucleotideos antes do final
do éxon, portanto este mMRNA pode ser degradado pelo mecanismo de NMD. Nao
encontramos eventos de INDELs relacionados a este gene em cancer. No entanto,
uma substituicdo de um nucleotideo foi observada adiantando o codon de parada

desse gene em cancer de pulmao (Imielinski et al., 2012).
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Figura 4.54 Delecédo de 75 nucleotideos em um transcrito (em amarelo) montado a
partir de dados de amostra tumoral do paciente 3398 ao mapear contra um genoma
de ancestralidade africana (HG01879) no gene GPX8 (demarcado em vermelho)
causando uma mutacéo que altera o quadro de leitura da traducéo.
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Figura 4.55 Representacdo do impacto da pequena delecdo de 75 nucleotideos no
gene GPX8 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) possui 248
aminoacidos e o dominio Tioredoxina like (Peroxidase GPX7 da superfamilia
tioredoxina-like, acesso TIGR02540) e a proteina afetada (B) pela delecéo causou a
perda de seu principal dominio proteico.

Outra delecdo encontrada apenas em tecidos normais foi a delecdo de cinco
nucleotideos no gene AKT1 em trés pacientes (6776, 6777 e 6778) (Figura 4.56).
Esta delecdo esteve presente em ao utilizar 33 genomas como referéncia (6/12
europeus, 2/9 americanos, 25/27 asiaticos e 0/18 africanos). As muta¢gfes do gene
AKT1 sao conhecidas em cancer de pulmédo, porém na maioria das vezes, essas

mutacOes ndo afetam a proteina codificada. Isto se deve a sua importancia para o
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crescimento e proliferacdo do tumor mediado pela proteina mutada K-ras (Lee et al.,
2011).

A delecédo afetou o dominio proteina kinase adiantando o cédon de parada da
traducdo desta (Figura 4.57). Um outro estudo relacionou que alguns pacientes de
cancer de pulmado possuiam delecdes em AKT1 e por isso a tumorigenese nao

ocorria utilizando a via de K-ras com mutagéo (Hollander et al., 2011).
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Figura 4.56 Delecao de cinco nucleotideos em um transcrito (em amarelo) montado
a partir de dados de amostra tumoral dos pacientes 6776, 6777 e 6778 ao mapear
contra um genoma de ancestralidade asiatica (HG00956) no gene AKT1 (demarcado
em vermelho) causando uma mutagao que altera o quadro de leitura da traducao.
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Figura 4.57 Representacdo do impacto da pequena delecédo de cinco nucleotideos
no gene AKT1 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) possui dois
grandes dominios: Superfam_PH_like (Dominio Akt, acesso c¢d01241) e
Superfam_PKc_like (Dominio catalitico Serina/Treonina kinase, acesso cd05594). A
proteina afetada (B) pela delecdo possui um encurtamento que afeta o dominio
proteina kinase.

A delecdo de um nucleotideo no gene COL3A1 foi encontrada a partir dos
dados de RNA-Seq de amostras normais e tumorais de trés pacientes diferentes
(5645, 6778 e 6148) (Figura 4.58). Este gene codifica uma proteina colageno
importante para a matriz extracelular de varios érgéaos, inclusive pulméo (Kuivaniemi
et al., 1997).

Esta delecdo foi identificada a partir de 39 genomas como referéncia (12/12
europeus, 9/9 americanos, 18/27 asiaticos e 0/18 africanos). A delecdo de um Unico
nucleotideo ocorreu na regido que corresponde o dominio C-terminal da proteina
qgue leva a perder 19 aminoacidos deste dominio (Figura 4.59). Este dominio tem
como funcéo a ligacdo de varios substratos a esta proteina (Stembridge et al., 2015).
Duas delecbes neste gene ja foram relatadas em adiantar o cdédon de parada da
traducdo da proteina codificada afetando o dominio C-terminal em pacientes com
cancer de pulméo (Imielinski et al., 2012). Segundo nossas analises, esta mutacao
pode ser considerada como potencial candidata a mutagdo germinativa e exclusiva
de pacientes fumantes de forma antagdnica ao que encontramos a delecéo do gene
SIRPB1 como potencial candidata a mutagcdo germinativa e exclusiva de pacientes

nao fumantes.
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Figura 4.58 Delecdo de um nucleotideo em um transcrito (em amarelo) montado a
partir de dados de amostras normais e tumorais dos pacientes 5645, 6778 e 6148 ao
mapear contra um genoma de ancestralidade europeia (HG00361) no gene COL3A1
(demarcado em vermelho) causando uma mutagcao que altera o quadro de leitura da
traducao.
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Figura 4.59 Representacdo do impacto da pequena delecdo de um nucleotideo no
gene COL3A1 na sequéncia de aminoacidos. A proteina normal (A) possui 1466
aminoacidos e seis dominios: VWC (Dominio fator von Willebrand tipo C, acesso
pfam00093), quatro dominios Colag (Repeticdo tripla hélice de colageno, acesso
pfam01391) e COLFI (Dominio C-terminal de colageno fibrilar, acesso pfam01410).
A proteina afetada (B) pela delecdo possui um encurtamento de 19 aminoacidos na
sua porcéo C-terminal.

O enriguecimento de vias com 0s genes em que foram encontradas dele¢cdes
usando as matrizes ternarias em amostras tumorais utilizando os 66 genomas do

1000G resultou no aparecimento de vias com elevada probabilidade de serem
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alteradas como: adesdo célula-célula (probabilidade posterior de 1), adesao
homofilica via moléculas de membrana plasmatica (probabilidade posterior de 1) e
regulagao positiva da macroautofagia (probabilidade posterior de 0,88) (Tabela
4.13).

Tabela 4.13 Enriguecimento de genes que sofreram pequenas delecbes em
amostras tumorais identificadas pela nossa metodologia de matrizes ternarias.
Abaixo as vias do Gene Ontology (GO) com probabilidade com probabilidade
posterior maior do que 0,5 de estarem suprerrepresentadas.

Probabilidade Quantidade

GOid Descricéo _
posterior de Genes
G0:0098609 Adesao célula-célula 1,00 65
Adesao homofilica via moléculas
G0O:0007156 1,00 33

da membrana plasmética
Regulacéo positiva da
G0:0016239 . 0,88 11
macroautofagia

Regulacéo da resposta

GO0:0050727 _ _ 0,67 14
inflamatoria
G0:0030033 Montagem de microvilosidade 0,66 9
Resposta celular ao estimulo de
G0:0071230 . 0,64 16
aminoacido
G0:0048008 Via de sinalizacdo de PDGFR 0,54 12

4.2.4 Anédlise de dele¢Bes encontradas exclusivamente em amostras normais,

tumorais ou presente em ambas

Encontramos 1.812 delecbes exclusivas de amostras normais no conjunto de
dados de Kim e colaboradores (2013a) (Figura 4.42) e 3.212 no conjunto de
amostras normais de Collisson e colaboradores (2014) (Figura 4.51). Dentre elas,
encontramos uma delecdo de 75 nucleotideos no gene MCM7 nos pacientes ndo
fumantes (Figura 4.43) e outra de 12 nucleotideos no gene HCLS1 nos pacientes
fumantes (Figura 4.52). Essas dele¢cbes ndo foram encontradas nas amostras
tumorais desses pacientes, apesar de encontrarmos expressao destes genes no

tecido tumoral (Figura 4.60).
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Figura 4.60 Exemplo de transcritos reconstruidos pelo programa Trinity para o gene
MCM7 para a amostra do tecido normal do paciente 5 (P5N) e para o tecido tumoral

deste mesmo pacientes (P5T).

Dentre as 2.709 delegbes encontradas exclusivamente em tecido tumoral nos
dados de Kim e colaboradores (2013a) (Figura 4.42) podemos citar como exemplos
uma pequena delecdo no gene CDH1 (Figura 4.45) e outra no gene ENGASE
(Figura 4.47). Nos dados de Collisson e colaboradores (2014), encontramos 4.225
delegbes, sendo uma delas uma delecdo no gene GPX8 (Figura 4.54) e outra no
gene AKT (Figura 4.56). Essas dele¢bes ndo foram encontradas nas amostras

normais desses pacientes, apesar de encontrarmos expressdo destes genes no

tecido normal (Figura 4.61 e Figura 4.62)
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Figura 4.61 Exemplo de transcritos reconstruidos pelo programa Trinity para o gene
AKT1 para a amostra do tecido normal do paciente 6776 (6776N) e para o tecido

tumoral deste mesmo pacientes (6776T).
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Figura 4.62 Exemplo de transcritos reconstruidos pelo programa Trinity para o gene
GPX8 para a amostra do tecido normal do paciente 3398 (3398N) e para o tecido
tumoral deste mesmo pacientes (3398T).

Também encontramos dele¢cdes ocorrendo a0 mesmo tempo em amostras
normais e tumorais. Nos dados de Kim e colaboradores (2013a), encontramos 420
delecdes, sendo que uma delas ocorrendo no gene SIRPB1 (Figura 4.49). Nos
dados de Collisson e colaboradores (2014), encontramos 1.137 delecbes e dentre
elas uma que ocorre no gene COL3A1 (Figura 4.58).

4.3 Comparacéao dos dados de pacientes fumantes e pacientes néo

fumantes

4.3.1 Pequenas delecdes identificadas a partir do genoma de referéncia
GRCh37/hg19

Encontramos 93 delecdes presentes tanto em amostras normais de pacientes
nao fumantes (Kim et al., 2013a) como em pacientes fumantes (Collisson et al.,
2014) utilizando a metodologia das matrizes ternarias (Figura 4.63). Comparamos
também as dele¢cdes encontradas em amostras tumorais nesses dois grupos de
estudo e encontramos 57 dele¢cbes compartilhadas (Figura 4.64). Em todos os
casos, as delecbes foram encontradas em regibes néo codificadoras e nenhuma
delas é compartilhada entre os tecidos normais e tumorais. Entre as delecdes

compartilhadas por amostras tumorais, podemos citar uma delecdo de um
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nucleotideo na regidao 3’ UTR do gene IFNGR1 presente em 10 pacientes fumantes

e em todos os pacientes fumantes (Figura 4.65).

Kim e colaboradores Collissone colaboradores
(2013a) (2014)

Figura 4.63. Pequenas delecdes identificadas pelas matrizes ternarias em amostras
normais de Kim e colaboradores (2013a) (azul) e utilizando amostras normais de
Collisson e colaboradores (2014) (verde).

Kim e colaboradores Collisson e colaboradores
(2013a) (2014)

Figura 4.64 Pequenas delectes identificadas pelas matrizes ternarias em amostras
tumorais de Kim e colaboradores (2013a) (azul) e utilizando amostras tumorais de
Collisson e colaboradores (2014) (verde).
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Figura 4.65 Pequena dele¢do de um nucleotideo no gene IFNGR1 visualizada no
programa IGV em amostra tumoral de paciente fumante (2662) e em paciente nao
fumante (p8).

4.3.2 Pequenas delecdes identificadas a partir de 66 genomas do 1000G

N&o encontramos nenhuma delecdo compartilhada em tecidos normais ou
tumorais em pacientes ndo fumantes (Kim et al., 2013a) e em pacientes fumantes
(Collisson et al.,, 2014) quando comparadas as delecGes identificadas em 66

genomas do 1000G a partir dos critérios de exclusdo empregados neste estudo.
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5 CONCLUSOES

- A metodologia de matrizes ternarias que foi desenvolvida primeiramente
para armazenar dados de variantes de “splicing”, pode ser utilizada para identificar
pequenas delecdes de até 100 nucleotideos em dados de RNA-Seq. Esta
metodologia usou o genoma de referéncia GRCh37/hgl9 e trés conjuntos de dados
distintos de adenocarcinoma de pulm&o: uma linhagem celular, pacientes nao
fumantes e pacientes fumantes. Pudemos identificar dele¢cdes na linhagem H1975,
como por exemplo, as delecdes em EPDR1 e PTK2. Estes achados comecarédo a
ser validados experimentalmente em breve, uma vez que o0 nosso laboratorio possui
essa linhagem celular em cultura.

- Em média 80% das delecbes identificadas pela metodologia das matrizes
foram encontradas tanto com o uso de matrizes ternarias como pelo programa
Varscan. Dentre as delecfes encontradas nesta etapa, podemos citar uma delecéo
no gene EGFR com anotagcdo no dbSNP e identificada em um paciente. Esta
delecdo é um exemplo de dele¢do ja conhecida no cancer de pulmao. No entanto,
pudemos identificar também delecdes ndo associadas com o céancer de pulméao
como € o caso da delecao no gene CTSA.

- Dados de RNA-Seq foram mapeados a 66 genomas do 1000G, sendo que
trés de cada populacao disponivel no projeto. Esta etapa nos mostrou que podemos
identificar pequenas dele¢des diferentes daquelas ao utilizar o genoma de referéncia
GRCh37/hgl9. Com essa estratégia diminuimos o viés da variacdo genética da
populacdo humana para identificar novos polimorfismos.

- Delegdes em genes envolvidos de alguma forma com a biologia do cancer
foram encontradas, como € o caso do supressor tumoral CDH1 e do oncogene AKT1
em dados de RNA-Seq de amostras de adenocarcinoma de pulmao.

- O uso de dados de transcriptoma ainda é pouco utilizado com o intuito de
identificar polimorfismos de sequéncia de tamanho pequeno. Esses dados sdo mais
abundantes em bancos de dados publicos e podemos ainda estudar a expressao
através deles. Por isso, nosso trabalho é inovador por ter como foco o uso deste tipo
de dado para a identificacdo de pequenas dele¢cbes. Neste sentido, encontramos
exemplos de dele¢cdes como potenciais candidatas a serem germinativas exclusivas

de pacientes fumantes ou ndo fumantes, abrindo oportunidade para a indicacdo de
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novos candidatos a biomarcador que separem pacientes destes dois grupos em
cancer de pulméo.

- Em nossas andlises, ndo encontramos nenhuma dele¢cdo com sobreposi¢cédo
de coordenada entre as delecdes identificadas a partir dos dados de Kim e
colaboradores (2013a) e Collisson e colaboradores (2014) ndo mostrando nenhuma
evidéncia de delecbes associadas a fumantes e ndo fumantes.

- Os nossos achados podem contribuir para o estudo mais a fundo destas
pequenas delecbes de até 100 nucleotideos e que podem em um futuro serem
utilizadas como biomarcadores para o diagnostico, estudo do progndéstico ou até

para o desenvolvimento de novas drogas para o cancer de pulmao.
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ABSTRACT

Introduction: A cancer cell is a mosaic of genomic and epigenomic alterations. Distinct cancer
molecular signatures can be observed depending on tumor type or patient genetic background.
One type of genomic alteration is the insertion and/or deletion (INDEL) of nucleotides in the DNA
sequence, which may vary in length, and may change the encoded protein or modify protein
domains. INDELs are associated to a large number of diseases and their detection is done based
on low-throughput techniques. However, high-throughput sequencing has also started to be
used for detection of novel disease-causing INDELs. This search may identify novel drug targets.
Areas Covered: This review presents examples of using high-throughput sequencing (DNA-Seq
and RNA-Seq) to investigate the incidence of INDELs in coding regions of human genes. Some of
these examples successfully utilized RNA-Seq to identify INDELs associated to diseases. In addi-
tion, other studies have described small INDELs related to chemo-resistance or poor outcome of
patients, while structural variants were associated with a better clinical outcome.

Expert opinion: On average, there is twice as much RNA-Seq data available at the most used
repositories for such data compared to DNA-Seq. Therefore, using RNA-Seq data is a promising
strategy for studying cancer samples with unknown mechanisms of drug resistance, aiming at the

ARTICLE HISTORY
Received 14 September 2015
Accepted 15 January 2016
Published online 5 February
2016

KEYWORDS
Bioinformatics; INDEL;
transcriptomics; RNA-Seq;
drug

discovery of proteins with potential as novel drug targets.

1. Introduction

Genomic insertion and deletion {INDEL} may affect one
to thousands of nucleotides in a DNA sequence.[1]
INDELs can be classified according to their size: ‘small
INDELs' ranging from 1 to 543 nucleotides in length [2];
‘microindels’, up to 50 nucleotides [3]; and ‘structural
variant’, which is frequently detected in tumors and
usually is more than 10,000 nucleotides long.[4] Other
INDELs occur due to replication slippage during DNA
copy through meiosis and may vary in length[5] The
region of repeated nucleotides is termed ‘microsatellite’
and consists of 5-50 tandem repetitions of short-
nudeotide sequences.[6]

INDELs can potentially change the coding sequence
by altering splice sites or the supposed encoded amino
acid. One to multiple amino acid deletions or insertions
can modify the protein sequence and may create a
premature stop codon or a frameshift. Most INDELs in
human coding regions do not affect known functional
protein domains and have been detected less than
expected in a-helices.[7]

INDELs within coding regions have been associated
to diseases. According to Stenson and colleagues

(2014) [8] 24% of all Mendelian diseases in the Human
Gene Mutation Database (HGMD) are caused by INDELs.
For example, cystic fibrosis is frequently caused by the
loss of three nucleotides in the coding region of the
CFTR gene, leading to the loss of function of the trans-
lated protein,[9] whereas the fragile X syndrome is
associated with the insertion of a three-nucleotide
repeat[10] In addition, in some Mendelian diseases,
RNA-binding proteins cannot bind to their RNA-binding
site due to a sequence disruption caused by INDELs.
Those cases are annotated in the HGMD and most are
located closer to splice sites, possibly altering the spli-
cing machinery, or within exons in which there is some
evidence of alternative splicing.[11] However, some
INDELs can be located in non-coding regions, primary
in 3' and 5 untranslated regions (UTR). Besides the
biological complexity behind such alterations and the
challenge to apply this knowledge to drug discovery,
considering that they do not affect the protein
sequence, there are examples of INDEL detection on
3" UTRs that change the miRNA binding site. For exam-
ple, two deletions were described in the 3' UTR region
of the IKK1 gene that alter the binding site of the miR-
223, according to genome-wide association studies
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data.[12] In contrast, INDELs occurring in the 5' UTR are
predicted to alter translation initiation motifs, upstream
start codons (uAUGs), and upstream open reading
frames.[13] For example, two deletions in the 5° UTR
in the DJ-1 gene were identified in a large number of
Parkinson'’s disease patients[14]

INDELs and other polymorphisms have been
described to be associated to tumor growth and cell
survival mechanisms.[15,16] For example, a 16-nucleo-
tide insertion at the TP53 in intron 3 increases the risk of
colorectal cancer,[17] and there is a 5-nucleotide INDEL
in the GAS5 gene that increases hepatocellular carci-
noma risk in the Chinese population.[18] Genomic
instability is another common feature detected in
tumors. For example, some subtypes of colorectal can-
cers are caused by a hypermutable phenotype known
as microsatellite instability (MSI), in which cells lose the
DNA mismatch repair mechanism.[19,20] The occur-
rence of MSI has been identified in the 3' UTR region
of the EGFR gene in colorectal cancer[21] Microindels
have also been identified in the TP53 gene with similar
frequencies to those in other human cancers such as
breast, bladder, colorectal, ovary, mouth, lung, and sto-
mach.[3]

The number and variety of sequence polymorphisms
in tumors is enormous, leading to the creation of a
database called the Catalog of Somatic Mutations in
Cancer (COSMIC database).[22] The COSMIC database
stores all somatic mutations identified in genes and
associates them with different types of information,
such as drug target. One of these genes is EGFR,
which comprises a large number of mutations. Due to
the strong association between EGFR changes and
occurrence of non-small-cell lung cancer (NSCLC), a
database specific for this gene was created: the EGFR
mutation database.[23]

However, there are a variety of INDELs that are not
associated to diseases. Gene polymorphism has been
described as an important mechanism for evolution and
a molecular feature of distinct wild populations in the
tree of life. For instance, INDELs have been proposed as
genetic markers for wild-wolf populations [24] and have
also analyzed to determine sequence divergence in
primate evolution. Due to their greater abundance
between human and chimpanzee genomes, which is
even higher than the occurrence of single nucleotide
polymorphisms (SNP), INDELs are considered to have
been important to the establishment of the human
species.[25]

The publication of the first draft of the human
genome in 2001 generated new perspectives for the
analysis of human genes, particularly for the identifica-
tion of polymorphisms on a large scale, including
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INDELs.[26,27] Until the publication of the first draft of
the human genome, no genome assembly based on
linear sequences of chromosomes was available.

The Genome Reference Consortium (GRC) released
the human reference genome assembly from 13 indivi-
duals, of which the latest version is GRCh38.[28,29] This
assembly of the human genome is used to perform
sequence comparisons among the reference sequence
and a given target to detect SNP, INDEL, or structural
variants, including copy number variation. For example,
array-based Comparative Genomic Hybridization is a
technique that identifies structural variants in chromo-
some regions [30,31] while a more specific array, called
SNP-array, targets millions of SNPs and identifies small
INDELs and structural variants.[32] Small deletions in
genes such as RUNX1, CEBPA, ETV6, and CDK2A were
identified in acute myeloid leukemia (AML) [33] and
structural variants were also identified in rare tumors
such as mesothelioma (lost copies of NF2 gene) and
ependymoma (lost copies of SCHIP-1 gene) [34] using
SNP-array. In 2005, the restriction of this technology to
only detecting known sequence variations was sur-
passed with the launching of the first high-throughput
sequencing (HTS) platform.[35] The HTS platform per-
mits faster and higher throughput and the identifica-
tion of new polymorphisms. Craig Venter was the first
individual to have his complete genome sequenced;
around 825,000 INDELs were identified.[36] The second
complete human genome was published in 2008 using
the DNA of James Watson,[37] and this study identified
222,718 INDELs, among which 113,539 were previously
known.

To identify INDELs in HTS data, computer algorithms
were created to support the analysis of new data for-
mats and throughput. The raw data from an ordinary
HTS run needs to be properly processed and analyzed.
To this end, each step of the process demands different
types of bioinformatics tools. These steps can be
divided into: (1) Adapter removal and quality filtering;
(2) Mapping; (3) Data manipulation and quality control;
(4) Data visualization; and (5) INDEL calling (Figure 1). A
variety of bicinformatics tools are used for variant call-
ing, including VarScan [38] and GATK [39] for small
INDELs; and  PINDEL([40] BreakSeek[41] and
IndelMINER [42] for structural wvariant breakpoint.
Taking advantage of the HTS technology and some of
these algorithms, 2500 individuals from different types
of population had their polymorphism mapped and
made available as part of the 1000 Genomes Project
(1000G).[43,44] Because the current available human
genome reference sequence is an assembly of only 13
different North American individuals, this project may
increase the knowledge of genome diversity not
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figure 1. Workflow to call sequence variants from an HTS run.

associated to diseases and may improve the annotation
of sequence polymorphisms.

Different strategies emerged with the improvement
of HTS technology, and exome sequencing can be cited
s one of the most frequently used. In exome sequen-
ting, only the exons are sequenced after probe capture,
nstead of using whole genome data.[45] MSIs were
dentified in coding regions of different types of cell
ines using this technology.[46] HTS technology has also
oeen used to identify INDELs in cancer genomes. Whole
jenome shotgun (WGS) and exome sequencing are the
most commonly used approaches to identify INDELs.
nitial efforts in cancer studies identified INDELs using
NGS in breast cancer,[47] lung cancer,[48] and mela-
1oma.[49] Using this approach, novel INDELs were iden-
tified in genes not previously associated with AML, such
s WAC, SMC3, DIS3, DDX41, and DAXX[50] Another
study revealed a specific deletion of CDKN2A gene in
only one sample of many in the same bladder tumor,
‘evealing heterogeneity between cancer cells.[51] A
nan-cancer cohort using 12 different types of tumors
dentified genes with high INDEL incidence, including
the TP53 gene in 42% of cancer samples and also in
35% of serous ovarian samples.[52]

Aiming to organize the many efforts in this field and
the data generated, a database of cancer high-through-
out raw data was created: The Cancer Genome Atlas
TCGA).[53] The reanalysis of these published data con-
iributed to the identification of novel INDELs, with
additional MSIs being identified in colorectal and endo-
metrial cancers in TCGA exome and WGS data.[54]
HJowever, some studies started to use transcriptome
nstead of genomic data to identify INDELs.[55,56] The
advantage of using RNA-Seq data is that transcriptome

Data visualization
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[ ™
SAM
file

Data manipulation and quality control

data are more abundant than data on genomic
sequences available in public databases. Another
important aspect of using transcriptome data is that,
besides identifying coding polymorphisms, the expres-
sion of such polymorphisms can be estimated. As
depicted in Figure 2, TCGA database has 18,832 RNA-
Seq runs and 9551 DNA-Seq runs; the Sequence Read
Archive database has 5358 RNA-Seq runs and 3036
DNA-Seq runs; and the European Genome-Phenome
Archive database has 6018 RNA-Seq runs and 1662
DNA-Seq runs. Therefore, there is more than twice as
much RNA-Seq data as DNA-Seq on the aforemen-
tioned databases, and these valuable data have been
rarely used for INDEL detection. A comparison between
a sample analyzed with WGS and RNA-Seq shows that
RNA-Seq can identify 81% of the coding polymorphisms
identified using WGS.[57] Therefore, an emerging strat-
egy is being employed by many research groups -
using RNA-Seq data to search for INDELs.

2. INDELs identified in cancer high-throughput
sequencing transcriptome data

The search for genomic sequence alterations is a
challenge in cancer research, considering that DNA-
Seq data from tumor samples are rare in public repo-
sitories. Xu and colleagues [58] innovatively used
publicly available RNA-Seq data to search for somatic
mutations in five prostate tumors. Using this
approach, they were able to identify 116 somatic
mutations in coding regions in 92 genes. Among
these mutations, only 61 were associated with disrup-
tive changes, such as frameshift mutations. For
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Figure 2. Comparison between DNA-Seq and RNA-Seq for the identification of INDELs in cancer samples using available public data
from The Cancer Genome Atlas (TCGA), NCBI's Sequence Read Archive (SRA), and the European Genome-phenome Archive (EGA).

example, an insertion of one nucleotide was detected
in the TNFSF10 gene (also known as TNF-related
apoptosis-inducing ligand or TRAIL), which disrupts
the open read frame of the protein's sequence
responsible for inducing apoptosis.[58] In another
study, INDELs were identified in another tumor sup-
pressor gene (ARIDTA) using RNA-Seq. In that study,
Wiegand and colleagues [59] identified a deletion of a
single guanine in an ovarian clear-cell carcinoma,
which has also been identified using exome sequen-
cing. In addition, these authors identified an insertion
of a single cytosine in this same gene in an ovarian
malignant adenocarcinoma cell line, a finding that
was validated by exome sequencing.[59] RNA-Seq
data were used to investigate 17 breast cancer
patients, and were able to identify approximately 59
INDELs per sample, but only 38 unique INDELs in 10
breast-cancer-associated genes (ATM, BRCAI, BRCAZ,
BRIP1, CASP8, CDH1, CHEKI1, PTEN, STK11, or TP53). In
their findings, the authors identified a deletion of a
single guanine within the BRCAT gene that shifted the
stop codon downstream in a metastatic triple-nega-
tive breast cancer patient[60] and was nonresponsive
to commonly used breast cancer drugs such as
Trastuzumab, Pertuzumab, and Lapatinib.[61]

In order to evaluate the role of polymorphism in 26
patients with thyroid tumor and survivors of the
nuclear accident in Chernobyl, Ricarte-Filho and col-
leagues [62] identified 17 INDELs predicted to cause
frameshift. Among them, two were identified in the
following cancer-associated genes: PCNT, in which
overexpression is associated with uncontrolled cell
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cycle in breast cancer,[63] and PRDXS5, which is related
to drug resistance in melanoma tumors.[64]

The use of exome sequencing simultaneously with
RNA-Seq is also an innovative strategy. This approach
has been used to identify 1661 INDELs in 48 gastric
cancer patients, including a small INDEL in MAP2K4
gene causing frameshift, and 139 INDELs affecting
splice donor or acceptor sites.[65] The MAP2K4 gene
has already been described as a tumor suppressor in
lung adenocarcinoma tumors inhibiting tumor cell inva-
sion.[66] Another study used the same innovative strat-
egy to identify polymorphisms in osteosarcoma
patients; and three out of the five small INDELs found
can cause modifications in the open read frame.[67]
One of these INDELs occurs in the ALK gene, a fre-
quently mutated gene in this type of cancer.[68,69]

Atak and colleagues [70] used RNA-Seq to dissect the
mutational landscape of T-cell acute lymphoblastic leu-
kemia and identified INDELs in this subtype of leuke-
mia. The authors described two INDELs in the PHF6
gene and an additional INDEL in the NOTCH1 gene. In
all cases, INDELs have also been confirmed by exome
sequencing data obtained from the same patient.

The usage of the RNA-Seq platform to identify struc-
tural variants is another challenge in bioinformatics. For
example, Patel and colleagues [71] analyzed glioblas-
toma tumors and were able to identify lost regions of
chromosome 10 and gained regions in chromosome 7.
In addition, glioblastoma samples with deletions in
EGFR gene have been identified, including the EGFRvIIl
variant in a tumor sample,[71] a frequent INDEL in
glioblastoma.[72]



A large prospective search using 675 cancer cell lines
described 1437 novel INDELs in an effort using RNA-Seq
and SNP-arrays. Most of these INDELs were detected in
colorectal and uterus cancer cell lines and located in
the following cancer-associated genes: TP53, KRAS,
CDKN2A, BRAF, and PTEN. In addition, MAPK, cell cycle,
and FGFR pathways were the ones most altered by
these INDELs.[73] In conclusion, INDELs can be identi-
fied using RNA-Seq data and their expression can be
estimated. This strategy can provide information on
how the INDEL affects the protein's sequence and
thus it might be used as a cancer drug target.

3. Cancer drugs targeting proteins with
genomic INDELs

Genes affected by INDELs can potentially produce pro-
teins with altered functional domains, which may alter
known drug targets (Table 1). For example, the epider-
mal growth factor receptor, encoded by EGFR gene, has
an important role in the initiation of different types of
tumors. This gene encodes a cell-surface receptor of the
ErbB family of tyrosine kinase that regulates cell prolif-
eration and survival as well as differentiation of tumors.
Many ligands are responsible to activate EGFR, includ-
ing the epidermal growth factor and the transforming
growth factor alpha. This protein has an extracellular
domain, a hydrophobic transmembrane domain, an
intracellular catalytic tyrosine kinase domain, and sev-
eral intracellular tyrosine residues. The activation of
EGFR leads to cellular growth, differentiation, and
migration. Many tumor types are associated with dysre-
gulation of EGFR, such as head and neck, breast, blad-
der, ovarian, renal, colon, and NSCLC.[74] Drugs such as
Erlotinib and Gefitinib were developed to inhibit the
EGFR protein, more specifically the tyrosine kinase
domain.[75] However, a small deletion in exon 19 of
the EGFR gene can lead to the deletion of four amino
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acids, modifying this tyrosine kinase domain. NSCLC
patients with this mutation showed Erlotinib [76] and
Gefitinib [77] treatment resistance (Figure 3A), never-
theless patients with microindels have a better
response to these drugs than patients with other
types of mutations.[23] The alternative treatment for
lung cancer patients with this EGFR mutation is plati-
num-based doublet with Pemetrexed, which inhibits
three enzymes responsible for the synthesis of nucleic
acids [78] and has shown a higher objective response
rate in adenocarcinoma lung patients.[79] Another
chemical compound that targets the encoded variant
EGFRvIl with 801 base-pair deletion is called
Temozolomide, and is usually used in the treatment of
recurrent glioblastoma patients diagnosed with this
EGFR mutation. The treatment consists in the use of
this chemical compound in combination with radiother-
apy.[72]

The proto-oncogene c-KIT is a cytokine receptor and
drug target that plays an important role in cell prolif-
eration and survival [80] and is inhibited by Imatinib. In
an Imatinib trial with 11 melanoma patients with
gained copies of the KIT gene, only one patient
responded to the drug.[81] However, gain and loss of
copies of the same gene can have opposite reactions to
a cancer treatment. Doxorubicin is another well-known
breast cancer drug, which targets the topoisomerase II.
As consequence, the loss of copies of Topoisomerase lla
gene generates resistance to this chemical agent.
However, the gain of copies of this gene, which usually
occurs simultaneously with the gain of a known adja-
cent oncogene HER-2, increases the sensitivity of breast
cancer tumor to this drug, leading to a better clinical
response (Figure 3C).[82]

The loss of copies of the CDKN2A gene is frequent in
some other cancers. This gene is targeted by Imatinib,
unless structural variants occur. In a clinical trial with
patients with dermatofibrosarcoma, a rare skin cancer,

Table 1. INDELs and respective genes occurring in tumors and the status of drug response.

Gene INDEL Cancer type Drug response References

EGFR Deletion of exons 19 and 20  Head and neck, breast, bladder, ovarian, renal,  Giftinib resistance [78]
colon, and NSCLC

EGFR Deletion of exons 19 and 20  Head and neck, breast, bladder, ovarian, renal,  Erlotinib resistance [77]
colon, and NSCLC

EGFR Deletion of 801 base pairs Glioblastoma Temozolomide sensitivity [72]

Kir Gained copies of the gene Melanoma Imatinib increased sensitivity [81]

(DKN2A  Lost copies of the gene Dermatofibrosarcoma and melanoma Imatinib resistance [82,83]

scr .1907_1908del Bladder Everolimus increased sensitivity [8a]

PTEN Lost copies of the gene Glioblastoma, utering, cervical, lung squamous  Everolimus and [88]
carcinoma, prostate, melanoma and stomach Temsirolimus increased sensitivity

PI3KCA Gained copies of the gene Breast Lapatinib and BYL719 increased sensitivity [89]

AKT2 Gained copies of the gene Breast AKT inhibitor CCT128930 increased sensitivity [90]

HER2 Gained copies of the gene Breast Trastuzumab increased sensitivity [91]

FGFR2 Gained copies of the gene Breast Brivanib increased sensitivity [92]
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patients with loss of copies of CDKN2A showed resis-
tance to Imatinib treatment, but when treated with a
novel compound (PD-0332991) that inhibits CDK4 gene,
the tumors shrunk.[83] This same compound was used
in 47 melanoma cell lines with loss of copies of COKN2A
and showed similar results in reducing cell viability.[84]

INDELs can occur in genes encoding proteins that
interact with known drug targets, activating or inhibit-
ing them. For example, the deletion of two nucleotides
in the TSC1 gene in bladder cancer patients encodes a
truncated protein not capable of regulating mTORCI,
which is an Everolimus target. The TSCT gene usually
encodes a protein that forms a complex with the
protein encoded by the TSC2 gene acting as a tumor
suppressor inhibiting mTORC1. The former protein
prevents the ubiquitination and degradation of the
latter.[85] A cohort of 13 bladder patients, of whom 9
had this deletion in the TSC1 gene, showed that sensi-
tivity to this treatment is increased in patients with this
mutation.[86]

An important pathway frequently affected by geno-
mic alterations is phosphatidylinositol 3-kinase (PI3 K)
signaling. This pathway plays an important role in
cancer progression, including the regulation of cancer
metabolism, survival, motility, and growth. The most
common INDELs occur in the PTEN gene where protein
truncation accumulates PIP;.[87] Some mTORCI target-
ing drugs, such as Temsirolimus and Everolimus, have
been used in mice with tumors with deletions in PTEN,
with a good response.[88] Gained copies of the PI3KCA
and AKT2 genes, which also belong to this pathway,
have been found in distinct tumors.[87] The amplifica-
tion of these genes raises their sensibility to inhibitors
of their encoded proteins. The combination of Lapatinib
and a p110a-selective PI3K inhibitor (BYL719) reduced
the population of breast cancer cell line population
BT474 LapR with amplifications of PI3KCA gene.[89] An
adenosine triphosphate competitive AKT inhibitor is still
in preclinical tests with tumor xenografts but already
shows inhibition of the AKT2 gene.[90]
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In breast cancer tumors, it is common to find gained
copies of genes related to cell growth signaling. HER2
plays an important role in cell differentiation and survi-
val in most breast tumors, being a stimulator of the
PI3K/AKT anti-apoptosis pathway,[91] while the FGFR2
gene is a tyrosine kinase receptor usually found with
gained copies in breast cancer patients and is asso-
ciated with tumorigenesis.[92] Some previously pub-
lished studies have shown that the amplification of
these genes may increase drug sensitivity. When ampli-
fication of the HER2 gene is detected in breast cancer
patients, the use of Tratuzumab normally improves
survival. However, no more than 20% of invasive breast
cancers present this amplification.[93] As an alternative,
the FGFR2 protein can be a target for patients with no
HERZ2 amplification. There is not a specific drug target-
ing FGFR2 protein, but there is evidence that VEGFR
inhibitors, such as Brivanib, can also inhibit its activity.
[94] As presented here, many studies have associated
INDEL detection to drug response. However, none of
them used the RNA-Seq strategy to investigate those
INDELs with potential to change protein sequence and
clarify whether the allele is in fact expressed. Therefore,
besides INDEL detection, RNA-Seq may assist to identify
messenger RNA (mRNA) molecules that are expressed
and provide valuable information for the development
of new therapeutic targets.

4. Challenges for drug discovery targeting
proteins affected by INDELs

The discovery of new drugs targeting proteins affected
by INDELs is a motivating field to be explored.
Although INDEL detection is being used as a therapeu-
tic target in other diseases, such as cystic fibrosis [95]
and genetic skeletal diseases,[96] it has not been used
to search for novel cancer therapeutic targets. The use
of HTS to identify INDELs is an opportunity to find
novel drug targets in cases where protein domains
have been modified. RNA-Seq provides a further
advantage, the possibility to identify INDELs that are
significantly and differentially expressed between clin-
ical conditions. However, to obtain tumor samples is
more complicated than obtaining samples from
patients with other diseases. While in such diseases it
is possible to obtain a large number of samples using
noninvasive methods (e.g. blood), in cancer research
there is always the limitation of access to patient
tumor samples. For this reason, the identification of
INDELs based in cell lines is widely used to obtain the
genetic portrait. For example, 675 cancer cell lines
were studied to this end.[73] Nonetheless, the use of
patient samples is crucial to gain an accurate picture

EXPERT OPINION ON DRUG DISCOVERY @ 263

of this research field. There are many studies using HTS
that identify INDELs from patients’ samples, including
those working with RNA-Seq. As an example, a cohort
of 5 prostate patients was used to identify 116 muta-
tions, including frameshift INDELs in 92 genes already
associated with cancer.[58] In addition, more patient
cohorts were used to identify INDELs using RNA-seq,
such as cohorts of patients with ovarian carcinoma,[59]
breast cancer,[60] gastric cancer,[65] osteosarcoma,
[67] acute lymphoblastic leukemia,[70] and glioblas-
toma.[71]

Deletions in the TP53 gene also modify its DNA
binding domain, generating a truncated protein that
lacks repairing ability, which reduces its detection in
many cancer cells.[97] The commonly used chemother-
apy, radiation, and other treatments that focus on DNA
damage do not work properly in tumors with mutated
p53 protein, conferring a poor chemo-sensitivity profile.
[98] Some efforts to reactivate p53 using molecules to
help reestablish its DNA binding ability have been done
to confer stronger chemo-sensitivity. These efforts
included the use of a synthetic peptide to restore a
malformed domain [99] or the use of two compounds
from the thiosemicarbazone family, which reactivate
p53 function.[100]

Oncogenes affected by INDELs can escape the
effects of chemotherapy. Thus, the development of
molecules that help cancer cells carrying mutated onco-
genes to become more sensitive to other drugs is also a
good strategy to fight cancer. Drug development tar-
geting the KRAS oncogene, for example, is still challen-
ging and only a few efforts using different types of
molecules have been used, such as miRNA [101] and
iRNA[102] Additional examples of intron retention
events associated with INDELs in splice sites identified
by RNA-Seq were found by Dvinge and Bradley [103] in
the IDHT gene in AML samples. These intron retention
mRNAs can produce novel amino acids, which can be
used as drug targets (Figure 3B).

The strategy of RNA-Seq does sequencing of tran-
scripts that are expected to have their introns spliced
out. Therefore, some of the missing nucleotides might
have resulted from an alternative splice event instead
of a genomic loss. One example is exons with less than
51 nucleotides (micro exons) that are skipped in mature
transcripts [104] and therefore are hard to correctly
differentiate from INDELs. Another study detected
regions captured by exome sequencing that presented
low coverage in RNA-Seq; these regions were coined as
‘exintron’.[105] These examples reveal the need to dis-
cuss and establish new parameters to establish whether
a region represents genomic change or an alternative
splicing event.
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Although HTS sequencing platforms generate a large
amount of data, there are many errors and not all
potential INDELs are real.[106,107] A number of algo-
rithms have been designed to reduce false positives by
enabling gapped alignment while doing genome map-
ping.[108] Another challenge is the fact that many
INDELs also occur in repeated regions of the genome,
where they are difficult to be detected by bioinfor-
matics tools.[109]

5. Conclusion

Several studies have already associated different INDEL
types to tumors and indicated differential responses to
drug treatment. HTS has proved to be a powerful tool
for the identification of mutations and genomic altera-
tions in tumor samples. The standard approach to
INDEL identification is to use DNA as the source of
data, but cancer genomic sequencing data are still
rare. Some studies have already showed that the use
of transcriptome data to identify INDEL candidates is
possible, supporting the wide use of RNA-Seq. This
strategy can improve our understanding of carcinogen-
esis and, therefore, the development of new drugs
targeting mutated proteins or targeting proteins that
interact with them.

In this review, we show that several studies have
already used RNA-Seq as the source of data for INDEL
identification in cancer, and that there are many cases
of INDEL being applied to clinical practice. Therefore,
INDEL is an emerging and promising methodological
approach to be used in drug discovery.

6. Expert opinion

During the last 20 years, several technologies in geno-
mics have emerged. In the first years, several groups
used Sanger sequencing to search for cancer mutations.
After that, microarrays were widely used to investigate
for a list of known sequence polymorphisms. More
recently, HTS was introduced as a technology to gen-
erate large amounts of data in an unprecedented
volume and time. Several research groups moved their
focus to use this technology, aiming to discover differ-
entially expressed genes in cancer. However, apart from
the identification of SNPs, INDELs have not been deeply
investigated using transcriptome data. We present in
this review article a selected list of research articles that:
(1) show that RNA-Seq data can be used as a reliable
source of data to search for INDEL; (2) INDELs are
frequent in tumor samples; and (3) there are clinical
cases in which it is possible to associate distinct types
of INDELs to patient outcome. For example, INDELs

identified in a significant mutated gene (TP53) in color-
ectal cancer were assodiated with patient survival.[110]
Therefore, a massive investigation of publicly available
cancer RNA-Seq datasets is urgent to search for INDELs,
which can be rapidly tested in clinical practice and used
to improve personalized medicine approaches. These
identified INDELs can cause important alterations in
the encoded proteins such as inserting or deleting
amino acids, truncating the encoded protein, and creat-
ing or disrupting splice sites. This clearly indicates that
INDELs need more attention when developing new
drug targets focused on rare tumor types. The RNA-
Seq platform is a suitable methodology to generate
large amounts of data to serve this purpose. There is
twice as much RNA sequencing data as DNA-Seq. One
challenge is to obtain enough RNA sequencing cover-
age in order to call a Sequence Nucleotide Variation
(SNV). To be conservative, there is an expectation of
having 30x nucleotide coverage for strong statistical
confidence in calling an SNV. However, gene expression
studies need to have enough sequence coverage to call
differentially expressed genes. For most low-expressed
genes, sequencing coverage is low and around 5x. One
approach to solve this issue is to merge sequencing
reads from a given tissue or pathological state to
increase the statistical power of calling INDELs.

Although all genomes of the human species are very
similar, there are still variations that may go unnoticed
when the reference human sequence from the GRC is
used for polymorphism detection. This type of
approach can limit the identification of INDELs to differ-
entiate healthy from disease states. To improve the
knowledge of variants in the human genome, the
1000G was deployed. The use of 1000G data can also
assist to establish whether specific INDELs can be con-
sidered as a normal genetic variant or a cancer-unique
genetic variant. Yet, this field needs more studies with
different cancer types to enable the identification of
novel INDELs and molecular markers. A challenge of
using genomes from projects like the 1000G is in hav-
ing sufficient computational power to compare the
obtained sequencing data against more than 10,000
distinct complete human genome sequences. To
reduce time to compute such data, the 1000G provides
a variant call format file with the annotation of
sequence variations of each genome sequence when
compared to the latest release of the human reference
genome assembly from the GRC.

However, to determine INDEL candidates with
higher confidence after RNA-Seq analysis, the acqui-
sition of paired DNA and RNA samples from the
same patient is important, besides the development
of novel approaches in bioinformatics. Clinicians,
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pathologists, molecular biologists, and bioinformati-
cians may work together to obtain samples with
high-quality and develop software with higher accu-
racy. Moreover, other strategies, such as proteoge-
nomics,[111,112]1 may be used to transform INDEL
identification from RNA-Seq data to predicted trans-
lations to search for high-throughput proteomics
data, such as the work done by Tavares and collea-
gues [113] for splice variants. This strategy may
include an additional step of confidence after
INDEL candidates are subjected to clinical validation
and moved forward to drug discovery pipelines.
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