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PROJETO
TRANSCRIPTOMA

dlise da Expressdo Génica em Larga Escala Usando DNA - Arrays

S projetos genoma estao

revolucionando a manei-

ra como a biologia e a

medicina serdo explora-

das no préximo século e
além (Collins et al., 1998). Com o se-
quienciamento total dos genomas huma-
no e de outras espécies e a disponibili-
dade das bibliotecas de cDNA, abriu-se
a possibilidade de uma nova estratégia
para a genética, que estd sendo chama-
da de genbémica funcional, a interpreta-
¢ao da fungao das seqiiéncias de DNA
numa escala gendmica.

No curso do seqlenciamento de
diversos genomas, demonstrou-se que
muitos genes sao descobertos somente
quando suas sequiéncias totais tornam-
se conhecidas. Assim, a descoberta de
novos genes fica dependente do traba-
lho de seqiienciamento do DNA.

Entretanto, o conhecimento da es-
trutura de um gene ou de outro elemen-
to funcional é somente parte da resposta
que precisamos.

A necessidade vai mais além; estd na
elucidacao da funcao dos genes e isso
resultard da comparacao de dados, como
interacao de genomas com o ambiente
ou niveis de expressao génica com o
desenvolvimento normal e patolégico.

Isto serd um desafio para toda a
biologia do futuro.

Os recursos rotineiros atuais para
abordarmos a func¢ao dos genes numa
escala gendmica sio por comparagao e
andlise de padroes de sequéncia com
expressao génica (RNAs mensageiros).

Mas sdo necessdrias novas estratégi-
as para podermos relacionar a expres-
sao dos genes diretamente com os fend-
menos biolégicos. Isso nos aproximara
mais da funcio desses genes.

A caracterizagcao em larga escala de
transcritos (RNAs) e suas proteinas re-

sultantes estd bem dentro da andlise
funcional do genoma.

E bastante razodvel pensarmos que o
seqlienciamento e a andlise dos niveis
de expressao de todos os genes de um
organismo devem ser tomados como
alta prioridade.

Por analogia com o termo genoma,
que representa o conjunto completo dos
genes (DNA) de um organismo, criou-se
otermo franscriptoma, que representa o
conjunto completo dos transcritos (RNAs).
Seguindo a idéia, temos também o pro-
teoma, que representa todas as protei-
nas.

O novo desafio para a biologia esti,
entao, na andlise global desses sistemas:
genoma, transcriptoma e proteoma.

Recursos metodologicos para enfren-
tar esses desafios estio sendo padroni-
zados com sucesso.

Dentro da andlise dos transcripto-
mas, o primeiro recurso disponivel fo-
ram as bibliotecas de DNAs complemen-
tares (cDNA), ou seja, um conjunto de
clones (de fagos ou plasmideos) que
abrigam copias , se possivel, de todos os
RNAs mensageiros de uma linhagem
celular ou 6rgao na forma de cDNA.

Seqiiéncias de cDNA e conjuntos
validados de clones com marcadores
Unicos sao muito Uteis na andlise da
expressao génica.

Atualmente, uma das “dltimas pala-
vras” em tecnologia para o estudo dos
transcriptomas sao os DNA-arrays.

Aliando-se a disponibilidade das bi-
bliotecas de cDNA com a robdtica de alta
precisio na deposicao de pequenas
amostras em superficies sélidas, tornou-
se possivel a preparacao dos arrays
(arranjos) de clones de cDNA ou até de
produtos de PCRs (reagao de polimeri-
zacao em cadeia) em membranas de
nylon ou em laminas de vidro (figura 1).
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Figura 1.

Sugere-se que uma célula de mami-
fero tipica contenha, aproximadamente,
300.000 moléculas individuais de RNAs
mensageiros. Algumas delas estdo pre-
sentes em abundancia que variam de um
a varios por cento.

Uma parcela razodavel de RNAs men-
sageiros sao de espécies raras, represen-
tados a uma molécula por célula ou
mesmo menos (uma espécie de RNA
mensageiro presente somente uma vez a
cada dez células poderd, mesmo assim,
ter significado biolégico).

O sequenciamento sistematico de
cDNAs poderd proporcionar os dados
de caracteriza¢ao do transcriptoma, es-
pecialmente se feito em bibliotecas de
cDNA (Okubo et al., 1992).

Entretanto, a quantifica¢io de baixos
niveis de expressiao envolve uma quan-
tidade nao usual de seqiienciamentos:
para sequenciarmos um dado RNA men-
sageiro abundante de 1:10.000 faz-se
necessirio o sequenciamento de 50 a
100.000 clones. Para cada biblioteca !

Os métodos que envolvem os tags
(etiquetas moleculares de cDNAs) dimi-
nuem o sequenciamento pela redu¢ao
de cada cDNA, mas o trabalho para
padronizar esses métodos € enorme e as
limitacoes estatisticas ainda persistem.

Por outro lado, os métodos de hibri-
dagdo molecular, usando sondas com-
plexas e um grande arranjo de alvos de
DNA (DNA-arrays) tém seu poder deri-
vado do fato de que cada experimento
individual proporciona uma grande quan-
tidade de informacao; ainda nao ha
método rival para as medidas de expres-
520 génica em grande escala.

E claro que o seqiienciamento do

Utilizacao de bibliotecas de cDNA,
produtos de PCR ou oligonucleoti-
deos na confeccao dos DNA-ar-
rays e suas alternativas de analise

DNA ¢ e serd o “método final” para a
caracterizac¢ao da estrutura génica. Com
ele podemos deduzir a sequiéncia dos
residuos de aminodcidos da proteina
mesmo sem a termos isolado.

Mas fica claro que o caminho mais
ripido e logico para identificarmos os
genes implicados nos fendmenos biol6-
gicos normais e patolégicos estd sendo
o uso dos DNA-arrays.

O poder dos métodos que também
estao sendo chamados de assinaturas
de bibridacdo se deve ao fato de que
milhares de niveis de expressio podem
ser mensurados num Unico experimen-
to.

Brevemente, uma sonda complexa é
hibridada com um array consistindo de
muitos “alvos de DNA”, cada um repre-
sentando um gene em particular. Segui-
remos a defini¢ao adotada por Jordan
(1998), onde o DNA imobilizado é con-
siderado como alvo.

Os DNA alvos podem ser tanto colo-
nias de bactérias fixadas em membranas,
produtos PCR de clones de ¢cDNA ou
oligonucleotideos sintéticos desenhados
para ensaiar um gene em particular.

O ponto importante é que a combi-
nacao de uma sonda complexa conten-
do muitas espécies de RNAs mensagei-
ros com um grande arranjo (array) de
alvos, o que permite a colecao de um

Determinacoes realizadas pelo gru-
po de um dos autores (B. Jordan, ver
Nguyen et al., 1995) para esses arrays
indicaram uma proporcao de 30 ng de
inserto de cDNA de uma colonia de E.
coli crescida sobre a membrana de
nylon para menos de 0,1 ng de RNA
mensageiro (cDNA).

Nessas condicdes, a cinética de hi-
bridacio € linear e a quantidade da
sonda hibridada a um dado alvo serd
proporcional a abundancia da seqiién-
cia correspondente na sonda complexa
e, portanto, ao nivel de expressao do
gene na célula ou tecido do qual a sonda
foi preparada.

Embora o principio do uso de DNA-
arrays tenha sido discutido tao cedo
como, em 1991 (Lennon & Lehrach,
1991), somente quatro anos apos € que
apareceram os primeiros trabalhos mos-
trando a possibilidade de quantificacao
em DNA-arrays (Nguyen et al., 1995;
Zhao et al., 1995; Pietu et al., 1996).

A aquisicao dos dados usando son-
das radioativas ou fluorescentes envolve
outras necessidades como algoritmos
para deteccao dos pontos (spotsde hibri-
dacio), subtracao do background, atri-
buicao dos sinais as entidades corretas
(Granjeaud et al., 1990) e, geralmente,
procedimentos corretos para 0 manu-
seio de milhares de dados gerados em
cada experimento individual.

Os requerimentos para um sistema
ideal sao, principalmente, a habilidade
de quantificar niveis de expressao abai-
xo do nivel de uma molécula por célula
(1/300.000); dar uma resposta linear
dentro da faixa de abundancia (1/300.000
a 1/100); capacidade de mensuracao de
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muitos alvos a0 mesmo tempo, g ypu
idealmente o complemento to-
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nylon com auxilio de um robd i ! 4 preparadas a partir dos RNAs
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O uso de sondas fluores-
centes, que permitem a minia-
turizacao devido a sua muito boa resolu-
¢ao, iniciou-se em 1995 (Schena, 1995)
e foi posteriormente desenvolvidas a
ponto de padronizarem os micro-arrays
contendo virios milhares de amostras de
DNA em superficies de um centimetro
quadrado, os quais tém sido produzidos
por laboratérios académicos e firmas
(figura 3).

Também desenvolveram os oligonu-
cleotide-chips, sendo o setor privado
norte americano o principal produtor.
Tais chips contém 64.000 dife-
rentes oligonucleotideos sinte-
tizados numa superficie de dois
centimetros quadrados (Chee
et al., 1996).

O DNA-chip resultante ¢é
entio usado para aplicacoes
tipo “quase-sequenciamento”,
como, por exemplo, a deteccio
de mutagoes ao longo do gene
p>53.

Embora originariamente
projetado para esse fim, os DNA-
chips podem também ser apli-
cados aos estudos de medidas de ex-
pressao génica (Lockhart et al., 1996).
Devido ao enorme potencial de miniatu-
rizacdo, o DNA-chip poderd, a longo
prazo, representar a principal via para

génica:
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Figura 2.

Utilizacao dos macro-arrays e son-
das complexas de cDNA radioativas
na identificacao de genes exclusiva-
mente expressos numa dada linha-
gem tumoral

medidas sistematicas de expressao géni-
ca.

Entretanto, as membranas de nylon
de alta densidade (membranas HD) sao

Sites na Internet sobre DNA-arrays e expressio

http://tagc.univ-mrs.fr/
www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.html
www-bio.llnl.gov/bbrp/image/image.html
www.clontech.com/clontech/Catalog/Hybridization/Atlas.html
www.genome-systems.com/GDA/
WWW.synteni.com
http://cmgm.Stanford. EDU/pbrown/

a op¢do mais razodvel atualmente para
os estudos de expressio génica. As
coldnias de E.colisao crescidas sobre as
membranas que sio entdo lisadas e
fixadas por métodos usuais.

preferencialmente, com *P,
que permite maior resoluc¢io
quando se trabalha com mem-
branas HD.

A aquisi¢ao dos dados quantitativos
das hibridacoes € obtida com as imaging
plates de aparelhos leitores de fésforo
(phosphor imagers). As imaging plates
associadas com scanners a laser propor-
cionam um formato conveniente, ja que
muitas membranas podem ser simulta-
neamente expostas e um scanning de-
mora em média cinco minutos.

A imagem da hibridaciao, uma vez
adquirida, é salva como arquivo de
computador e pode ser quan-
tificada, isto é, os spots de
hibridaciao siao definidos as-
sim como o background e
valores numéricos sao atribu-
idos a cada spot. Agora cada
valor é associado ao clone
correspondente para andlises
posteriores.

A sensibilidade atual das
membranas HD estd na faixa
de 1/10.000, isto é, os niveis
de expressio podem ser quan-
tificados ao que corresponde
a espécies de RNA presentes nessa pro-
porc¢ao em relacio a populacio total de
RNAs mensageiros.

As sondas sao preparadas geralmen-
te a partir de um a alguns microgramas



de RNA poli A+, ou a partir
de 25 microgramas de RNA
total para uso em macro-
arrays (membranas HD de 8
x 12 cm) ou 5 microgramas

de RNA total para uso em . /’

micro-arrays (1 cm?).

Esse “screening diferen-
cial quantitativo” tem sido
aplicado na procura de “no-
vos” genes diferencialmente
expressos em células cance- E
rosas e em tecidos normais
(Zhao et al., 1995) para estu-
dar genes especificamente
expressos no musculo (Pietu
et al., 1990) e para estudos
sobre a maturacao do timo
do camundongo (Rocha et
al., 1997).

Nosso Grupo de Imuno-
genética Molecular situado
no Departamento de Genéti-
ca da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, USP, tra-
balha em colaborac¢ao com a
Equipe TAGC (Technologies
Avancées pour le Génome et
la Clinique) no Centre d’ITmmunologie
de Marseille-Luminy (Marseille, Fran-
¢a), por intermédio do Acordo INSERM-
FAPESP. Esse acordo prevé a ida de
pesquisadores brasileiros para a Equipe
TAGC e a vinda dos pesquisadores fran-
ceses para o nosso laboratorio.

Estamos trabalhando com andlise da
expressao génica em larga escala duran-
te o desenvolvimento do timo do ca-
mundongo, com o intuito de descobrir-
mos “novos” genes implicados na matu-
racao dos linfécitos T e na recombinacao
V(D)J dos genes de receptores de anti-
genos (TCR) (Passos et al., 1999).

Essa tecnologia tenderd a tornar o
processo muito mais pratico quando
dispusermos de toda a expressio de
genomas (o transcriptoma) numa so
membrana, provavelmente isso aconte-
cerd com os micro-arrayse DNA-chipse
deteccao por fluorescéncia.

O que, hd dois anos, ainda era um
ponto de “estrangulamento” nessa tec-
nologia, hoje, € realidade, ou seja, ja
encontramos no mercado todo um con-
junto de aparelhos, que vao desde o
rob0 para repicar os clones nas placas de
microtitulacao até a preparacio dos mi-
cro-arrays acoplados a um sistema para
hibridacao e a um scanning que identi-
fica e quantifica os niveis de hibridacao
com softwares dedicados.

Em resumo, os micro-arrays sao de-
finitivamente a etapa logica nos estudos
de expressio génica em larga escala,
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Figura 3.

Utilizacao dos DNA-chips na identifi-
cacao de genes preferencialmente
expressos pela levedura crescida em
meios de cultura de diferentes com-
posicoes

embora estejam rapidamente sendo al-
cancados pelos DNA-chips que foram
originariamente desenvolvidos para um
proposito diferente.

As realizagcoes que apresentamos re-
velam o imenso potencial dos DNA-
arrays e o futuro promete a essa tecno-
logia uma revolu¢ao comparavel aquela
que ocorreu com o advento da reagdo de
polimerizagdo em cadeia (PCR).

Enfim, a padronizacao de DNA-chips
para explorar 7 genes em 7 situacodes
abre um futuro de combinacdes muito
mais sofisticadas, do tipo lab on a chip.

No momento em que as necessida-
des do seqlienciamento massivo de ge-
nomas orientou a biologia em direcio
aos grandes equipamentos, no modelo
da fisica de particulas, vemos o nasci-
mento de uma solu¢ao metodoldgica
proporcionada por uma ferramenta que
cabe na palma de nossa mao!
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