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Analisis de transcriptos



Estudios de transcriptos

En toda la materia viva, la interaccion del ambiente con el genoma
modula la produccion de transcriptos.

Los transcriptos son los mensajes codificados en las moléculas
gendmicas, los cuales tienen diversas funciones celulares.

Algunos transcriptos son necesarios para la produccion de
proteinas, mientras que otros son regulatorios 0 presentan
funciones especificas diferenciales.

Los transcriptos forman la primera expresion del fenotipo y por
ende su determinacion y cuantificacion pueden ser de gran utilidad
para la caracterizacion celular.
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Algunas variantes de RNA que aparecen en una célula

V

MRNA (messenger, mensajeros para produccién de proteinas)

rRNA (ribosome, ribosomas para la traduccion de proteinas)

tRNA (transfer, transferentes de aminoacidos para la traduccion de proteinas)
SrpRNA (Signal Recognition Particle, participa en el trafico de proteinas a
membranas).

SNRNA (small nuclear, participan en el procesamiento de otros RNAS)
aRNA (antisense, actlia como regulador)

MIiRNA (micro, actia como regulador)

SiRNA (small interfering, actiia como regulador)

Retrotransposones

RNA viral enddgeno

y otros....
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Por ejemplo, el genoma humano tiene 3x10° pb, alrededor de 1x10%
células y cada una de ellas con alrededor de 3x10° transcriptos.

Si analizaramos el transcriptoma global de un ser humano (en un
® momento dado), deberiamos considerar que su dimension aproximada es
de 8,4x1023 moléculas distintas*.

Y por supuesto es necesario tener en cuenta que la vida media de cada
® una de esas moléculas es distinta, y que su presencia o0 ausencia varia
minuto a minuto.

En sintesis, analizar un genoma es una tarea mucho mas sencilla que

® abarcar toda la posible diversidad transcriptomica que ese genoma puede
producir.

* Malone y Oliver. Microarrays, deep sequencing and the true measure of the transcriptome. Malone and Oliver BMC Biology 2011, 9:34
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Conociendo la secuencia de un genoma, es posible estudiar el
transcriptoma mediante técnicas y procedimientos estandar.

Entre ellos, valen mencionarse los ensayos de hibridacion (Northern
Blots, Dot Blots, Slots Blots), procedimientos de amplificacién
especifica como la RT-PCR (Reverse Transcription PCR),
bibliotecas transcriptomicas (generadoras de bases de datos EST),
RACEs y SAGE (Serial Analysis of Gene Expresion).

Sin embargo, cuando desean hacerse detecciones globales de la
célula, los ensayos anteriores se transforman en demasiado
complejos y costosos en tiempo y recursos.

Ante este escenario, surgieron técnicas high throughput para el
analisis transcriptomico.



SAGE

Expression Levels
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Procedimientos actuales para el analisis transcriptomico

’ 4 )

Mediante Hibridacion Mediante Secuenciacion
[MICROARREGLOSJ [ RNA Seq ]

V

V

Preferentemente para mRNAs Para todo tipo de RNA




Microarreglos
para el analisis
global de
transcriptos
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Microarreglos

La tecnologia de microarreglos permite la hibridacion simultanea
de miles de secuencias conocidas inmovilizadas con &cidos
nuecleicos presentes en una muestra problema.

Si el microarreglo se disena de modo tal de contener la
informacion posible de transcriptos que podria expresar una ceélula
(principalemente  mRNAs), se transforma en una excelente
plataforma para el analisis transcriptomico.

Basicamente, los microarreglos para analisis de transcriptos son
similares a los que se utilizan para estudiar diversidad poblacional
de genomas, pero concentrados en el analisis de mRNAs.
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Microarreglos

Flujo de trabajo para el andlisis transcriptémico

%

Secuencia Disefio Armado
genoma de de chip
ENTIDAD sondas
Estadis

Hibridacion ElEIEGIe) SHres
ENTIDAD + Procesa-
RNA miento y
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Microarreglos

Flujo de trabajo para el analisis transcriptdmico

%

Procedimientos

Secuencia Disefio Armado equivalentes a los
- llizados para el
genoma de de chip uti p
ENTIDAD sondas amado de

microarreglos

utilizados en

4 4 4 analisis poblacional
Adquirida En base a la Por sintesis de
por un interpretacion  oligonucledtidos
Proyecto bioinforméatica in situ o por
Genoma de genes depdsito directo

de EST.
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Microarreglos

Se disefian varias sondas para un mismo gen, representando a

o .. ) i
los distintos exones si es un eucariota.

A su vez, las distintas sondas presentan superposicion para asi
aumentar la seguridad de la deteccion.

Secuencia del gen

———=7//]
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Microarreglos

Ejemplo de sondas para detectar el transcripto de un gen

%

ctcagcttaagtcatggaattctagaggatgtatctcacaagtaggatcaag

ctcagcttaagtcatggaattctag PM1
ctcagcttaagtgatggaattctag MM1
tcagcttaagtcatggaattctaga PM2
tcagcttaagtcttggaattctaga PM2
attctagaggatgtatctcacaagt PM3
attctagaggatctatctcacaagt MM3

aggatgtatctcacaagtaggatca PM4
aggatgtatctctcaagtaggatcaMmé
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Microarreglos
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Microarreglos
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Microarreglos

Flujo de trabajo para el analisis transcriptomico 1 color

%

Definicion de  Aislamiento de Preparacion del
la muestray  RNAtotal o transcriptoma
las preguntas subpoblaciones marcado
biol6gicas (preferentemente

mMRNA)

] ]

Procesa- Esta es la parte
ENTIDAD + RNA mient§ y fundamental, dado que
AMBIENTE Marcado involucra el tratamiento
de la muestra
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Microarreglos

Procesa- Existen diferentes aproximaciones...
miento y J
Marcado

c Marcacion del cDNA

e Marcacion del RNA
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Microarreglos

o Marcacion del cDNA
Se utilizan alrededor de 100 ng de mRNA

Procesa-
miento y
Marcado

a) Sintesis de cDNA con primer polyT y un dNTP biotinilado.
b) Tratamiento con RNAsa H y RNAsa A.

c) Fragmentacion quimica.
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Microarreglos

e Marcacién del RNA
Se utilizan entre 10-100 ng de mRNA

Procesa-
miento y
Marcado

a) Sintesis de cDNA con primer polyT y dNTPs normales.
b) Sintesis de la segunda cadena de DNA.
c) Sintesis de cRNA con dUTP biotinilado.

d) Fragmentacion del cRNA marcado
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Microarreglos
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Este procedimiento involucra la amplificacion de la muestra
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Microarreglos

Flujo de trabajo para el andlisis transcriptémico

%

Secuencia Diseno Armado
genoma de de chip La muestra es
ENTIDAD sondas depositada sobre

el chip e incubada

Hibridacion =~ 14-16 hs en
Procesa- condiciones
ENTIDAD + RNA miento y estrictas
AMBIENTE Marcado
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Microarreglos

Flujo de trabajo para el andlisis transcriptémico

%

Secuencia Disefio Armado
genoma de de chip
ENTIDAD sondas

Hibridacion 4z&0EEL 6
Procesa-
ENTIDAD + RNA miento y
AMBIENTE Marcado
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Microarreglos

Luego de la hibridacion se realizan lavados para eliminar los DNAs
® imperfectamente apareados (soluciones de concentracion salina decreciente
y presencia de detergentes).

° Después, se agrega estreptavidina marcada con un fluoréforo en
presencia de BSA.

La estreptavidina quedara unida a las biotinas presentes en las

muestras derivadas del transcriptoma.

@ Finalmente, se excita el microarreglo con luz apropiada y se registra
la emisidon de fluorescencia con un escaner.
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Microarreglos

Resultado de un microarreglo revelado

=




Estudios de transcriptos
Microarreglos

Flujo de trabajo para el andlisis transcriptémico

%

Secuencia Disefio Armado
genoma de de chip
ENTIDAD sondas
Estadis

Hibridacion ElEIEGIe) SHres
ENTIDAD + Procesa-
RNA miento y
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Microarreglos

Luego de digitalizarse la imagen del microarreglo, es necesario
® realizar un andlisis estadistico para definir cuéles son los
transcriptos presentes en la muestra.

Esto involucra comparar las sefiales obtenidas en cada celda respecto
de los controles, y de analizar en su conjunto todas las sondas
disponibles para la determinacion de cada gen (recordemos que se
encontraban varias sondas superpuestas de distintas regiones del ORF).

En funciéon de todo lo anterior, se define el transcriptoma de la
muestra analizada referenciando el rigor estadistico de la
determinacion.
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Microarreglos

El microarreglo es analizado en cada uno de los spots.
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Microarreglos

Flujo de trabajo para el analisis transcriptdmico 2 colores

%

Secuencia Disefio Armado
genoma de de chip
ENTIDAD sondas
Estadis

Hibridacion ElEIEGIe) SHres
ENTIDAD + Procesa-
RNA miento y




Estudios de transcriptos
Microarreglos

Flujo de trabajo para el analisis transcriptomico 2 colores

%

La gran diferencia de los analisis de 2 colores respecto a los de 1 color es
® que dos muestras de RNA se analizan simultaneamente, dado que se
busca definir cuales transcriptos son diferentes en presencia y cantidad.

Ante esta situacion, la diferencia en el flujo de trabajo esta centrada en el
@ procesamiento de las muestras, las cuales se marcan directamente con
nucledtidos marcados con fluoroforos distintos.

@ E! revelado se hace con la excitacion con dos laseres y luego se
superponen las imagenes.
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Microarreglos

Microarreglo de 2 colores
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Microarreglos

A. RNA Isolation E. Imaging
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RNA seq para el
analisis global de
transcriptos
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RNA seq

Dada la complejidad del transcriptoma celular, una mejor
alternativa al estudio realizado mediante microarreglos es la
secuenciacion total del RNA existente en una célula.

Esta aproximacion, que es la ideal, se denomina secuenciacion
de RNA (RNA seq, de RNA sequencing) o Whole Transcriptome
Shotgun Sequencing (WTSS).

RNA seq permite conocer la identidad, la unién de exones, la
presencia de RNAs editados e incluso la cantidad relativa, de los
distintos transcriptos que se encuentran en una célula en un
momento dado.

RNA seq utiliza las tecnologias de secuenciacion de segunda y
tercera generacion (NGS).
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RNA seq

Flujo de trabajo para el analisis transcriptdmico

%

Definicion de la

muestray las  Aislamiento de  yy5ngfor- Biblioteca Secuen- Identificacion
preguntas RNA total o macién a in vitro ciacion de genes
biologicas subpoblaciones  yspNa paralela transcriptos

ENTIDAD _ .
cDNA Bioinfor-
AMBIENTE cion matica
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Microarreglos

Flujo de trabajo para el andlisis transcriptémico

%

Definicion de  Aislamiento de
la muestray  RNAtotal o
las preguntas subpoblaciones

biologicas
t t Esta parte es central en
funcion del experimento que
se desea realizar. Se puede
trabajar con tan poco RNA
ENTIDAD + RNA como 10-100ng.

AMBIENTE
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RNA seq

Flujo de trabajo para el analisis transcriptdmico

%

Definicion de la

muestray las  Aislamiento de  1,5nsfor-
preguntas RNA total o macién a
biologicas subpoblaciones  yspNA

El RNA aislado es

fragmentado
ENTIDAD quimicamente y luego
cDNA transformado en cDNA
AMBIENTE doble cadena.
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RNA seq

El RNA luego de ser fragmentado es transformado a cDNA preferentemente

con hexameros al azar (primera cadena de DNA).

® La segunda cadena de DNA es sintetizada con DNA polimerasa I.

E dGTP, dATP or dCTP

L

@ any base
Anchored oligo dT
NVjTTTTTTTTTT
mRNA AADAAAAAAAAAAAAI |
A )
Random primers
NNNNNN NNNNNN|
mRNA lnaAAAAH |

H

- A
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RNA seq

Flujo de trabajo para el analisis transcriptdmico

%

Definicion de la

muestra y las Aislamiento de Transfor- Biblioteca
preguntas RNA total o macion a in vitro
bioldgicas subpoblaciones  yspNA En esta etapa se

confecciona una
biblioteca in vitro de

acuerdo a la tecnologia
ENTIDAD NGS seleccionada.
cDNA
AMBIENTE
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RNA seq

El cDNA doble cadena es reparado en sus extremos (DNA
polimerasa | y Klenow). En algunos procedimientos, también se
introducen A en los extremos 3" para ligacion TA (Klenow)

El dsDNA asi obtenido es ligado a los adaptadores propuestos
por la tecnologia elegida.

Los distintos dsDNAs obtenidos son separados por apareamiento
de bases (microesferas, superficies planas).

El dsDNA aislado es amplificado por algun procedimiento (em-
PCR, bridge-PCR, wildfire) si se eligio NGS de segunda
generacion.
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RNA seq

Flujo de trabajo para el analisis transcriptdmico

%

Definicion de la

muestray las  Aislamiento de  ygnsfor- Biblioteca Secuen-
prequr_ﬂas RNA total o macion a in vitro ciacion
biologicas subpoblaciones  yspNA paralela

ENTIDAD
cDNA
AMBIENTE el
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RNA seq

Cualquiera de las NGS descriptas puede ser aplicada para
determinar la secuencia del un transcriptoma
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RNA seq

Technology Tiling microarray cDNA or EST sequencing RNA-5eq

Technology specifications

Principle Hybridization Sanger sequencing High-throughput sequencing
Resolution From several to 100 bp Single base Single base
Throughput High v High
Reliance on genomic sequence Yes M In some cases
Background noise High Low Low
Application

Simultaneously map transcribed regions and gene expression  Yes Limited for gens expression  Yes

[ynamic range to guantify gene expression level Uptoa few-hundredfold Not practical =8,000-fold
Ability to distinguizh different isoformms Limited Yoz Yoz

Abhility to distinguish allelic expression Limited Yes Tes

Practical issues

Reqguired amount of RMNA High High Low

Cost for mapping transcriptomes of large genomes High High Relatively low

Zhong Wang, Mark Gerstein and Michael Snyder. RNA-Seq: a revolutionary tool forTranscriptomics. Nature genetics. 2009



