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RESUMEN

Lo que se conoce tradicionalmente como andlisis del transcriptoma comprende la carac-
terizacién y cuantificacién del conjunto de RNAs transcritos en la célula. En los primeros
afos, los estudios del transcriptoma se enfocaron principalmente a RNA mensajeros o
RNA codificantes. Mds recientemente, debido a avances en la tecnologia de secuencia-
mmiento de dltima generacion, los estudios del transcriptoma se han extendido a RNAs
no codificantes. Estas moléculas presentan gran variedad de funciones en la regulacién
celular. Una caracterizacién completa del conjunto de ncRNAs no es alcanzable con las
aproximaciones disponibles. Hoy en dfa la identificacién de RNAs no codificantes y de
sus RNA pequefios derivados, es un tema de vital importancia en el andlisis genético.
Uno de los avances recientes en el estudio del transcriptoma por ejemplo, se enfoca en
la biologia de RNA de interferencia y su aplicacién clinica. Durante los dltimos afios se
han desarrollado continuamente la capacidad de cémputo, eficiencia y capacidad de
almacenamiento para modelar y procesar grandes voltimenes de informacién producto
de secuenciamiento de udltima generacién. Como consecuencia, esta revision presenta el
andlisis del transcriptoma desde una perspectiva histérica unida a la modelacién compu-
tacional de RNA no codificantes de datos de bibliotecas de RNAs pequefios.

Palabras clave: transcriptoma, RNA pequefios, secuenciamiento de dltima generacién.
ABSTRACT

What is commonly known about transcriptome studies encompass the characterization
and quantification of the complete set of RNA transcripts produced by a cell. In its early
days these analysis mainly focused on examination of messenger RNAs or coding RNAs.
More recently, due to advances in next-generation sequencing technologies, transcriptome
analysis has expanded to non-conding RNAs (ncRNAs). These molecules exhibit high
variety of functions in cell regulation. Through characterization of complete sets of
ncRNAs is not attainable with current approaches. At present de novo identification of
ncRNAs and ncRNA-derived small RNAs is a major issue in genetic analysis. One of the
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most important recent advances of transcriptome analysis focuses, for example, on
RNA interference (RNAi) biology and its clinical application. High-performance
computing, storage capability and computational modeling have been continuously
developed during last years to process and model large amounts of products of next
generation sequencing methods. As consequence this review describes transcriptome
sequencing analysis from a historical perspective to its link to computational approaches
to model ncRNAs from small RNA library data.

Key words: Transcriptome, small RNAs, next-generation sequencing technology.
INTRODUCCION

El transcriptoma se define como el conjunto de todas las moléculas funcionales de
RNAs producto de la expresién de genes en una célula o, en una poblacién de células
y, con mas detalle, como la cuantificacién de material transcrito y su relacién con la
expresion diferencial de genes (Morozova et al., 2009). De esta inmensa poblacién
molecular, una primera porcién se compone de RNA mensajeros, producto de la trans-
cripcién de genes que finalmente son traducidos en proteinas y, una segunda porcién,
no menos importante para la fisiologia celular, se compone de RNAs no codificantes,
también producto de la transcripcién, con funciones diversas como su papel en la
formacién de ribonucleoproteinas, adaptacién de aminodcidos en la traduccién y para
el caso particular de los mas pequefios (tema principal de esta revisién), la regulacién
de la expresién génica mediada por RNAs.

El andlisis del transcriptoma, bien sea por la estimacién de su tamafio, o por la identi-
ficacién de los tipos de RNAs, entre otros, es una tarea compleja, atin en desarrollo y
compromete multiples esfuerzos de la investigacién experimental (in vitro) y computa-
cional (in silico). La parte experimental comprende aislamiento y secuenciamiento de
productos de la transcripcién, su tipificacién y cuantificacién. Desde los trabajos
iniciales de Sanger (Sanger y Coulson,1974; Sanger et al.,1977; el Ginico método de
secuenciamento usado por muchos afios) la biologia se ha visto beneficiada por el
secuenciamiento de genémas de muchos organismos, y por el conocimiento ganado
sobre el andlisis del transcriptoma. Sin embargo, la necesidad de disminuir costos e in-
crementar el rendimiento del secuenciamiento, conllevé al desarrollo de nuevos méto-
dos conocidos hoy como de dltima generacién. Estos han logrado el resecuenciamiento
de genomas, lo esperado en la relacién costo-eficiencia, una disminucién de costos y
un incremento en la eficiencia del secuenciamiento. Debido al descubrimiento de
nuevos RNAs y de nuevos detalles de andlisis de la maquinaria asociada a su biogénesis
y funcién (Tanzer et al., 2010), y hoy por hoy, hemos expandido nuestras fronteras del
conocimiento al estudio de los caminos de regulacién de la expresién de genes mediada
por RNAs pequefios.

DESDE SANGER HASTA LOS METODOS DE SECUENCIAMIENO DE ULTIMA GENERACION

En 1977, utilizando el método de Sanger, fue secuenciado en su totalidad el primer
genoma, constituido por 5.386 nucleotidos, perteneciente al bacteriéfago phixX174
(Sanger et. al., 1977). Este método se conoce como de terminacién de cadena o méto-
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do de secuenciamiento enzimatico (Sangery Coulson,1974; Sangeretal.,1977). Aunque
previamente otros métodos de secuenciamiento fueron utilizados (Gilbert y Maxam
,1973), el método de Sanger se convirtié en el predilecto para secuenciamiento de DNA.
Modelos utilizados actualmente como Applied Biosystems 3xxx series o GE Healthcare Mega-
BACE, utilizan el mismo concepto de secuenciamiento (Kircher y Kelso, 2010) con un
ligero incremento del rendimiento por la automatizacién de algunos pasos, el uso de
electroforesis capilar (Swerdlow y Gesteland,1990; George et al., 1997) y el uso de una
sola reaccién en el proceso (Smith,1986; contrario al método original de Sanger en el
cual cuatro reacciones y lecturas separadas se realizaban: una por cada terminador de
cadena marcado radioactiva u épticamente). Sin embargo, el término original “secuen-
ciamiento de alto rendimiento” fue acufiado para el secuenciamiento automatizado
del método de Sanger donde la tecnologia incluye mds capilares, (de 96 y posible hasta
384 capilares) entre otros. Sin embargo, este concepto ha sido completamente reeva-
luado y quizds en un futuro de nuevo cambiard cuando surjan nuevas tecnologias
(Kirchery Kelso, 2010).

Actualmente, el uso métodos de secuenciamiento de dltimas generaciones han trans-
formado las ciencias genédmicas y muchos campos de la biologfa (Schuster, 2008). Estas
tecnologias, de bajo costo y alto rendimiento se utilizaron por primera vez en 2005
cuando un sistema de secuenciamiento en paralelo, desarollado por “454 Life Sciences”,
fue reportado para ensamblar y secuenciar de novo el genoma de Mycoplasma genitallium
(Margulies et al., 2005). Simultdneamente, el laboratorio de George Church reporté el
protocolo de secuenciamiento “multiplex polony” utilizado por primera vez para resecuen-
ciar el genoma de una cepa de Escherichia coli (Shendure et al.,2005). Otros estudios en
biologia han utilizado el sistema de secuenciamiento paralelo masivo como la tec-
nologia desarrollada por Solexa (Bentley et al., 2008), hoy conocida como lllumina SBS
technology, para identificar modificaciones de histonas en cromatina humana (Barski et
al., 2007), o la tecnologia “ChlPSeq” (Johnson et al., 2007). Uno de los pasos experi-
mentales de las nuevas tecnologias de secuenciamiento corresponde al reemplazo del
clonado in vivo (como es necesario en el secuenciamiento de Sanger) por amplificacién
in vitro basada en PCR. Las tecnologias desarrolladas (por ejemplo 454, llumina y
SOLID), producen una coleccién clonal de copias que son posteriormente secuenciadas.
Un método, que elimine el paso de amplificacién y basado en secuenciamiento directo
de una unica molécula implementado por Helicos y Pacific Biosciences atin en desarrollo
es referido como método de tercera generacién (Braslavsky, 2003; Morozova, 2009).
Este método se proyecta aun maés eficiente por la reduccién de costos y disminucién de
pasos en el secuenciamiento de segunda generacién.

Finalmente, la tecnologia de secuenciamiento de dltima generacién ha sido utilizada
para descifrar la complejidad de la expresién celular. En combinacién con métodos para
cuantificar transcritos y sus isoformas, la aproximacién RNA-seq (Wangetal., 2009) ha
permitido el mapeo y cuantificacién de transcriptomas de mamiferos (Mortazavi et al.,
2008), caracterizacién de transcriptomas de células madre, de lineas celulares de cancer
de seno, de células Hela (Marioni et al., 2008; Cloonan et al., 2008; Zhao et al., 2009)
y de levadura entre otros. Adicionalmente, esta nueva herramienta ha permitido el surgi-
miento de una de las principales dreas de la genética moderna: el estudio de promotores
alternativos (Strausberg y Levy, 2007).
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ANALISIS DEL TRANSCRIPTOMA: UNA BREVE PERSPECTIVA HISTORICA

Los primeros estudios del transcriptoma se basaron en aislamiento de RNA total de
diferentes tejidos y el uso de la técnica de “Northern blot” para la deteccién de transcritos
(Alwine, 1977). Las limitaciones dadas por el requerimiento de voltimenes grandes de
RNA para el andlisis, fueron posteriormente superadas por el uso de PCR cuantitativa
de transcripcién reversa o (RT-qPCR; Becker-Andre y Hahlbrock, 1989). Sin embargo,
aun después de su amplio uso, esta no permite analizar un transcriptoma a gran escala
(Morozova, 2009). Posteriormente, la era de los chips de microarreglos de DNAs
(microarrays; Schena, 1995), ha logrado analizar la expresién diferencial de genes en
lineas celulares y estudiar patrones del transcriptoma a gran escala. Aunque es una
técnica robusta, la medicién de la expresién es indirecta y no corresponde a una medida
explicita de expresién génica. Algunas alternativas complementarias a los chips de DNAs
son los métodos basados en secuenciamiento que permiten directamente la deteccién
de transcritos y mds recientemente, la estimacién de la abundancia de la expresién
(Morozova, 2009). Estos métodos varian desde la construccién y secuenciamiento de
librerias de DNA complementario o cDNA, el uso de secuenciamiento de EST (Expressed
Sequence Tags por su sigla en inglés) hasta los métodos SAGE (Serial Analysis of Gene
Expression), ofreciendo ventajas sobre las técnicas de chips de DNA por que su uso
facilita el secuenciamiento tipo Sanger para estudiar expresién génica (Velculescu et
al.,1995). Finalmente, como se menciond en la seccién anterior, los tltimos estudios de
transcriptoma a gran escala actualmente se basan en la tecnologia de secuenciamiento
de dltima generacién como técnica de secuenciamiento directo del transcriptoma.

SOBRE LAS DESVENTAJAS DEL SECUENCIAMIENO Y LOS GRANDES BENEFICIADOS:

los RNAs PEQUENOS

Los métodos de secuenciamiento de dltima generacién producen lecturas, secuencias
producto de la secuenciacién conocidas como reads, que varian desde 20 hasta 500
nucledtidos. Sin embargo, el volumen de lecturas de tamafio pequefio producto del
secuenciamiento puede superar el orden de 10° por ronda de secuenciacién (Kirchery
Kelso, 2010) y este manejo de datos fue considerado una desventaja y fuente de critica
en los primeros afios de su utilizacién; primero, por la dificultad de almacenamiento, y
segundo por la gran demanda de recursos que dificultd el trabajo computacional para
realizar el ensamble, por ejemplo, de un genoma en corto tiempo. Como resultado tam-
bién se incrementaron los requerimientos de nuevos algoritmos para el andlisis.

No obstante, la disponibilidad de lecturas de tamafio pequefio desarrollé una nueva drea
de investigacién para la identificacién de RNAs pequefios. El temor de manejar, depurar
y anotar (asignar un locus correspondiente) a millones de productos, fue rdpidamente
reemplazado por el uso eficiente de recursos computacionales. Cientos de laboratorios
de biologia computacional y bioinformatica se han consolidado a nivel mundial con el fin
de desarrollar un software comercial o de uso libre con fines académicos. Los laboratorios
altamente tecnificados poseen repositorios para bases de datos de productos de secuen-
ciamiento, secuencias de genomas, cédigos de programacién en desarrollo, interfaces de
internet para andlisis de “6micas”, y una comunidad cientifica que trabaja interdiscipli-
nariamente para estructurar redes de intercambio de informacién, elaborar y depurar
algoritmos para interpretar cudl es el destino final de los productos de secuenciamiento,
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ensamblar genomas en unos casos y, en otros, como en el andlisis de transcriptoma
para establecer valores de referencia de expresién y hacer la respectiva anotacién
gendémica. Para los RNAs pequefios queda un mundo por descubrir, un reto continuo
para los investigadores en ciencias de la computacién: desarrollo de herramientas
computacionales para la identificacién de genes blanco, de su regulacién, identificacién
de las regiones genédmicas que los codifican, prediccién automatizada de novo, norma-
lizacién de datos de su expresidn, investigacién de su potencial en nuevas terapias y
diagnéstico de enfermedades. En palabras de Schuster, 2008, “bidlogos y cientificos de
la computacién contintdian enfrentdndose a nuevos retos para transformar la biologia
de hoy. Este objetivo serd alcanzado a través del desarrollo de modelos computacionales
estructuralmente enlazados con la bioquimica, la biofisica y el manejo de los datos
experimentales. Una vez desarrollados estos modelos, por medio de ingenieria moderna
y computacional se podran simular, analizar y comprender los datos para de nuevo
avanzar en el disefio de nuevos experimentos”.

EL TRANSCRIPTOMA Y LAS CIENCIAS DE LA COMPUTACION: ANOTACION E IDENTIFICACION

DE RNAS PEQUENOS

Aunque fue superado el problema del manejo de volumen de productos del secuen-
ciamiento, una nueva dificultad surgié debido a errores incorporados en las lecturas.
Dependiendo de la técnica usada para secuenciar, errores son incorporados en las
lecturas -inserciones, deleciones o sustituciones. Por ejemplo en Solexa, el tipo mas
comun de error es sustituciém, y en la tecnologia 454 insercién o delecién (Hoffmann
etal., 2009). Entonces, la demanda para el desarrollo de nuevos métodos computacio-
nales de mapeo (es decir el asignamiento de las regiones genémicas de las cuales son
derivadas las lecturas; ver Fig. T como ejemplo), se ha incrementado en los tltimos afios
y debe responder de forma robusta al manejo de errores incorporados en las lecturas.
Es decir, las nuevas herramientas computaciones dirigidas a resolver este problema han
sido desarrolladas para permitir apareamientos no correspondientes entre la secuencia
de la lectura y la secuencia de la regién genémica blanco. La mayor parte de las herra-
mientas actuales son modificaciones o adaptaciones de técnicas de alineamiento, que
deben permitir de forma éptima la incorporacién de pequefios huecos y errores mini-
mos de no apareamiento entre secuencias, para lograr finalmente un mapeo éptimo de
lecturas y secuencia genémica de referencia (en otras palabras, cuando una lectura es
mapeada al genéma lo esperado es encontrar correspondencias tnicas entre nucleé-
tidos, A con A, G con G, etc). Algunos de los programas actuales como SOAP (Lietal.,
2008) y Magq (Li et al., 2008) mapean resultados de SOLEXA o SOLiD. SOAP realiza
alineamientos con o sin huecos, pero no permite la manipulacién de inserciones, delecio-
nes y sustituciones. Actualmente, el programa segemehl (Hoffmannetal., 2009) permite
mapeo evaluando estadisticamente todas las fuentes de error posibles del producto del
secuenciamiento.

Un resultado a primera vista del mapeo es la observacién de lecturas acumuladas en
ciertas regiones del genoma. Estos bloques de expresién (ver como ejemplo Fig. 2) son
anotados computacionalmente y a su vez son candidatos potenciales para identificar
la expresién de RNA pequefios atin desconocidos. Por otro lado, el procesamiento de
RNAs y el estudio de produccién de nuevas fuentes de RNAs pequefios, es posible
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Figura 1. Pasos para el mapeo de lecturas producto del secuenciamiento de dltima generacién a un geno-
ma de referencia. De una fraccién aislada de RNAs pequefios (paso 1) se genera una libreria para ser
secuenciada utilizando una de las tecnologias disponibles (paso 2). Los productos del secuenciamiento
pueden ser filtrados (paso 3) y posteriormente alineados o0 mapeados a un genoma de referencia (paso
4). Finalmente comparando con anotaciones existentes se puede anotar el RNA pequefio o ser consi-
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Figura 2. Esquema de identificacién de bloques de expresién en datos de transcriptoma. En A, c1y c2
corresponden a regiones clusters o aglomeraciones de lecturas mapeadas. Una vez las lecturas han sido
mapeadas, acumulaciones de ellas son observadas sobre regiones del genoma de referencia. Los
conjuntos denominados c1, ¢2, c3 en B, corresponden a posibles bloques de expresién de la regién.
Sin embargo, identificar el gen del cual son trascritos implica asociar distancias umbral para anotar el
locus correspondiente. En este caso d (delta), max y min (maximo y minimo del tamafio de lectura;
Bermudez-Santana, 2010).
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gracias al trabajo en conjunto de experimentalistas y cientificos de las ciencias de la
computacién (ver como ejemplo Fig. 3).

Entonces, el uso de herramientas computacionales permiten hoy en dia analizar de forma
eficiente el transcriptoma y anotar de manera automadtica nuevas regiones del genoma que
producen RNAs pequefios, asi como la visualizacién de patrones de procesamiento de los
RNAs. Aun estd abierta la pregunta sobre conocer si estos patrones de expresién pueden
corresponder a productos de caminos de control de calidad de los RNAs o a procesamiento
de RNAs que posteriormente pueden producir RNAs pequerios funcionales (Langenberger
etal., 2010). En la figura 3 se observan algunos ejemplos de patrones de expresién aso-
ciados a RNAs.
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Figura 3. Patrones de procesamiento de RNAs pequefios identificados por medio de secuenciamiento
de dltima generacidn. Las lecturas son mapeadas y visualizadas por medio de herramientas compu-
tacionales. Este ejemplo corresponde a una libreria de RNAs pequefios de tejido de cerebro humano
mapeados al genéma de referencia humano (Langenberger et al., 2009; Langenberger et al., 2010). Se
observan diferentes patrones de procesamiento en general. Vea como ejemplos, patrones para el 7SL
RNA 'y RNAs nucleares pequefios U1, U2. Adaptacién del autor desde (Langenberger et al., 2010;
Bermudez-Santana, 2010), las flechas indican el sentido de loci en el genoma y su tamafio.

RNAS PEQUENOS, CAMINOS DE REGULACION Y SECUENCIAMIENTO DE ULTIMA GENERACION

Uno de los principales impactos del uso de nuevas tecnologias de secuenciamiento res-
ponde a la caracterizacién de la regulacidn de la expresién génica mediada por RNAs
pequefios proceso conocido como RNA de interferencia (RNAI). Este proceso biolégico
es principalmente basado en la funcién de tres clases de RNA pequefios, microRNAs
(miRNAs), RNA pequefios de interferencia (siRNA) y piwiRNAs (piRNAs). El camino fue
descubierto entre 1986 y 1990 a través de observaciones de inhibicién transcripcional
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por RNAs antisentido expresados en plantas transgénicas (Ecker y Davis, 1986) y resul-
tados experimentales en inicios de 1990 (Napolietal., 1990). Aunque el descubrimiento
del camino RNAI precede las nuevas tecnologias de secuenciamiento, hoy en dia los
estudios mas detallados de caminos de silenciamiento de genes mediados por el RNAI,
son exclusivamente posibles por la existencia de esta tecnologia (Haussecker et al.,
2010). EI RNAI describe una variedad de procesos de silenciamiento de genes mediados
por RNAs pequefios que gufan complejos macromoleculares para completar su funcién.
Estos caminos de silenciamiento asociados a diferentes proteinas se clasifican en tres
mecanismos principales para la regulacién de genes: el primero es la inhibicién traduc-
cional, donde miRNAs se enlazan a RNA mensajeros e inhiben la traduccién, el segundo
comprende RNAs pequefios que marcan RNAs mensajeros blanco y causan degrada-
cién por medio de la activacién del sistema de silenciamiento inducido por RNA.
Algunos RNAs pequefios que hacen parte de este camino son los miRNAs, siRNA,
piRNAs entre otros. El tercer camino corresponde al silenciamiento de genes por medio
de metilacién guiada por RNAs pequefios. Una revisién mds detallada de los caminos
puede consultarse en Mette et al., 2002, Bhattacharyya et al., 2008 y Tanzer et al., 2010.

DATOS SOBRE RNAS PARA CONSULTAR

Finalmente, existen muchos motivos para continuar profundizando sobre la biologia de
RNAs pequefios y su unién con el mundo RNA. Familias de RNAs estdn disponibles en
http://rfam.sanger.ac.uk/ (Gardner, 2009). Utilizando herramientas computacionales
y secuencias de RNAs validadas experimentalmente, actualmente son reportadas 1446
familias de RNAs. El consorcio internacional de RNA RNA Ontology Consortium (ROC)
http://roc.bgsu.edu/, se encuentra disponible para definir un marco conceptual sobre
la investigacion de RNA, programas de cémputo disponibles y de uso en diferentes
plataformas como Linux, Windows estdn disponibles bajo licencia o de uso libre por
laboratorios computacionales.

CONCLUSIONES

Los estudios en genémica y transcriptémica se han desarrollado principalmente por
nuevos métodos de secuenciamiento y desarrollo computacional. Desde los trabajos
pioneros de aplicacién de técnicas de secuenciamiento y otros métodos, nuestro cono-
cimiento sobre la expresién diferencial de genes y la organizacién genémica de diversos
organismos se ha incrementado. Histéricamente, el incremento en la eficiencia del se-
cuenciamiento requerido por los investigadores conllevé paralelamente al encuentro
entre disciplinas de las ciencias de la computacién y la biologia debido a la necesidad
de procesar, almacenar de forma eficiente, sistematizada y computacional millones de
productos de secuenciamiento y a las necesidades de construir bases de datos, desarro-
llar e implementar nuevos algoritmos para alinear los productos de secuenciamiento a
los genomas de referencia.

Nuevas preguntas de investigacion relacionadas con el andlisis del transcriptoma han
surgido y paralelamente han nutrido el desarrollo de diferentes métodos computacio-
nales. Muchos de los algoritmos disponibles y préximos a implementar, han incremen-
tado nuestro conocimiento de los componentes del transcriptoma y a su vez han
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ampliado nuestro conocimiento sobre los componentes de menor tamafio o RNAs
pequefios. Estos pequefios RNAs nos han sorprendido y nos seguirdn sorprendiendo
una vez su importancia en la regulacién de la expresién genética mediada por RNAs
sea conocida en mds detalle y nuevas funciones sean descubiertas.
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