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RESUMO
Mecanismos de regulacdo da expressao génica constituem um ponto chave de células e
organismos, sendo fundamentais em diversos aspectos da funcionalidade celular, como quando
expostos a estimulos e variacbes no ambiente. Neste contexto, moléculas de RNA néo
codificante também desempenham importantes fungdes. Recentemente, uma nova classe de
pequenos RNAs com atividade regulatoria pos-transcricional foi descrita em diversas espécies,
sendo denominados fragmentos de RNA derivados de tRNAs (tRFs). Embora tRFs possuam
uma funcéo de regulacéo extremamente similar aos microRNAs, existem indicios de que tRFs
exercem sua funcdo independentemente da maquinaria celular utilizada pelos microRNAs na
via de RNA de interferéncia (RNAI). As leveduras basidiomicéticas Cryptococcus gattii e
Cryptococcus neoformans sdo os agentes etiologicos da criptococose, doenca sistémica que
acomete principalmente pulmdes e sistema nervoso central. E conhecido que algumas linhagens
de C. gattii ndo possuem alguns genes envolvidos na via de RNAI, enquanto que C. neoformans,
evolutivamente préximo a C. gattii, € proeficiente para esta via. Dessa forma, C. gattii apresenta
um grande potencial como modelo de avaliacdo da independéncia dos tRFs da maquinaria de
RNAI, o que poderia indicar a existéncia de uma via alternativa de regulacdo pos-transcricional
nesta levedura. Assim, esse projeto teve por objetivo avaliar a presenca de tRFs em C. gattii.
Empregando metodologias in silico baseadas em dados de alinhamento de bibliotecas de
pequenos RNAs, foram identificados 34 tRFs unicos para a linhagem R265 de C. gattii,
originados de 23 das 53 sequéncias Unicas de tRNAs preditas no genoma. Dentre estes, estdo
inclusos tRFs de uma possivel nova classe, originada da regido 5’leader do transcrito de tRNA
primério. Por meio de ensaios de gRT-PCR, foram confirmadas as predi¢des de tRFs
representativos, além da identificacdo de expressao diferencial. Apesar da quantidade de tRNAs
que geram tRFs ser extremamente baixa nesta levedura, quando comparada com outros
organismos, a identificacdo de tRFs em uma linhagem de C. gattii que apresenta a inviabilidade
da via de RNAI, e especialmente a evidéncia de expressdo diferencial, sugerem a existéncia de

regulacdo por meio de tRFs de forma independente da via de RNAI.

Palavras-Chave: Cryptococcus, fragmentos de tRNA, pequenos RNAs, regulacédo da expressao

génica, RNA de interferéncia, tRNAs



ABSTRACT
Gene expression regulation mechanisms are a key point for cells and organisms and essential
to several aspects of cellular functionality, as those necessary to adapt to stimuli and variations
on the environment. In this context, noncoding RNA molecules also have an important role.
Recently, a new class of small RNAs with post-transcriptional regulatory activity was described
in various species, known as tRNA-derived RNA fragments (tRFs). Although tRFs possess a
regulation function extremely similar to microRNAs, there are indications that tRFs exert their
functions independently of cellular machinery used by microRNAs in RNA interference
pathway (RNAI). The basidiomycetous yeasts Cryptococcus gattii and Cryptococcus
neoformans are the etiologic agents of cryptococcosis, a systemic disease which affects mainly
the lungs and central nervous system. Some strains of C. gattii do not possess genes involved
in RNAI pathway, while the evolutionarily close C. neoformans is proficient in such pathway.
Therefore, C. gattii displays a great potential as a model for evaluation of tRFs RNAI machinery
independent activity, which could point to an alternative post-transcriptional regulation
pathway existence. Therefore, the aim of this work was to evaluate the presence of tRFs in C.
gattii R265. Using in silico methodologies based on alignment data from small RNAs libraries,
we identified 34 unique tRFs in C. gattii R265 strain, originated from 23 out of the 53 unique
sequences of genome predicted tRNAs. Among these are tRFs of a possible new class, derived
from the 5’ leader region of primary tRNA transcript. With gRT-PCR assays, we were able to
confirm the prediction of representative tRFs, as well as identifying differential expression of
some tRFs. Although the number of tRF-producing tRNAs identified was lower compared to
other organisms, the tRFs identification in a RNAI pathway-disabled strain of C. gattii, and
especially the evidence of differential expression, suggest the existence of a RNAI pathway-

independent regulation by the tRFs.

Keywords: Cryptococcus, gene expression regulation, RNA interference, small RNAs, tRNAs,
tRNA fragments
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1  Regulacdo da expressao génica

A capacidade de adaptacdo ao ambiente permite aos organismos a sobrevivéncia e
perpetuacdo da espécie, podendo ser observada desde organismos de menor complexidade,
como bactérias, a sobreviver a estresses abidticos e bidticos, até na diferenciacdo celular em
tempos e locais precisos durante o desenvolvimento de organismos multicelulares complexos.
Essa adaptabilidade da célula ou organismo ocorre através de uma série de mecanismos
celulares, os quais alteram a disponibilidade de produtos génicos (RNA e proteinas) de acordo
com os sinais extra- e intracelulares. Esses mecanismos sdo denominados como “regulagéo da
expressao génica”. Essa regulacdo em eucariotos ocorre em diversos pontos do processo de
expressao génica, como na transcri¢do génica, no processamento e estabilidade do transcrito de
RNA, natradu¢cdo do RNA mensageiro em proteinas bem como na regulagdo do funcionamento
das proteinas produzidas, auxiliando no funcionamento da célula (CAUSTON et al., 2001;
DAY; TUITE, 1998; LOPEZ-MAURY; MARGUERAT; BAHLER, 2008).

Uma das primeiras e mais bem elucidadas formas de regulacao ja descritas € o controle
da transcricdo (JACOB; MONOD, 1961), sendo também a forma de regulacdo comum a todos
0s organismos, apesar de diferir em grau de complexidade entre os mesmos. O controle da
transcricdo é a base de toda a regulacdo da expressdo génica, uma vez que € responsavel por
induzir ou restringir a transcricdo de um precursor de RNA. Em eucariotos, a regulacdo da
transcricdo se da por meio de dois mecanismos interligados: os fatores de transcricdo e o
remodelamento da cromatina (LEE; YOUNG, 2013). Os fatores de transcri¢cdo séo proteinas
com capacidade de ligacdo ao DNA, que se ligam a sequéncias especificas de regides
promotoras, refor¢adoras e silenciadoras, e que causam, direta ou indiretamente (por meio de
cofatores) a inducéo ou repressdo do funcionamento ou acoplagem da maquinaria de transcricdo
a regido promotora (FARNHAM, 2009). J& o remodelamento da cromatina por meio de
histonas, as quais se tratam de proteinas de ligacdo ao DNA com func¢do empacotadora, leva a
formacdo de regiBes inacessiveis aos fatores de transcricdo, denominada heterocromatina, de
forma a promover a repressao de genes localizados dentro da mesma. Somado a isso, as histonas
alteram espacialmente a organizacdo da cromatina, aproximando ou afastando regides

reguladoras tanto em cis (mesmo cromossomo) quanto em trans (cromossomos diferentes) de
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determinados genes, de forma a alterar a transcricdo dos mesmos (GONZALEZ-SANDOVAL,;
GASSER, 2016; GREWAL; MOAZED, 2003).

Outra forma de regulacdo da expressdo é o controle pos-transcricional, que engloba
mecanismos de processamento e estabilizagdo da molécula de RNA recém transcrita. O
principal mecanismo de processamento de RNA é o splicing, executado pelo complexo
ribonucleoproteico denominado spliceossomo, que faz a remocao de introns e recombinacgéo de
exons do pré-mRNA, afim de gerar um mRNA maduro (BURGE et al., 1999), podendo
também, por meio de splicing alternativo, gerar diferentes combinagdes de exons a partir de um
mesmo pré-mRNA (STAMM et al., 2005). J& o mecanismo de regulagdo da estabilidade de
moléculas de RNA mais bem descrito é o controle do decaimento de mMRNAs, sendo regido
pela ligacdo de diversas proteinas nas regides 5’ e 3’ ndo traduzidas (UTR) dos mRNAs,
podendo induzir ou inibir a degradacao dessas moléculas por ribonucleases (SCHOENBERG;
MAQUAT, 2012).

Por muito tempo, essas formas de regulacdo foram tratadas como a simples interacédo
entre proteinas e os acidos nucleicos que sao seus substratos (DAY; TUITE, 1998), mas com o
avanco das metodologias de biologia molecular e computacional, assim como o advento das
tecnologias de sequenciamento, novos componentes das vias de regulacao foram identificados,
classificados como RNAs nao-codificantes (ncRNAS), e que ndo apenas fazem parte de vias ja
descritas, como também sdo componentes principais de vias até entdo nao descritas (EDDY,
2001).

1.2 RNAs nao-codificantes

A existéncia de RNAs cujo objetivo final ndo é a producdo de uma cadeia peptidica a
partir de sua sequéncia de bases é reconhecida ha décadas, como nos casos dos RNAS
ribossébmicos (rRNAs), RNAs de transferéncia (tRNAs), os pequenos RNAs nucleares
(SnRNAs) que compbe o spliceossomo e os pequenos RNAs nucleolares (snoRNAS),
responsaveis pela maturagdo de rRNAs no nucléolo. Apesar disso, apenas recentemente 0s
ncRNAs comecaram a receber maior enfoque, devido as novas tecnologias de sequenciamento
que possibilitaram a descoberta de novas classes de RNAs com funcdo regulatoria.
Adicionalmente, tais tecnologias revelaram que grande parte do genoma humana é transcrito
na forma desses RNAs funcionais ndo codificantes (DJEBALI et al., 2012). Assim, diversas
classes de ncRNAs j& foram identificadas, com fungdes que variam desde a regulagcdo na
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expressdo génica até a atuacdo como elementos estruturais (GONZALEZ-SANDOVAL,;
GASSER, 2016; MATERA; TERNS; TERNS, 2007; MERCER; DINGER; MATTICK, 2009).
Apesar da grande variedade de ncRNAs, os mesmos podem ser divididos em dois grandes
grupos de acordo com seu tamanho: os RNAs longos ndo-codificantes (INcRNAS) e 0s pequenos
RNAs (SRNAS).

Os IncRNAs sdo um grupo heterogéneo de moléculas de RNA gue apresentam um
comprimento de 200 nucleotideos ou mais (KAPRANOV et al., 2007), abrangendo uma grande
quantidade de moléculas com as mais variadas caracteristicas. A maioria dos INCRNAs
apresentam muitas similaridades com os mRNAs, como a adi¢ao de 5’-cap, poliadenilacéo e
splicing, podendo muitas vezes ser apenas distinguidos pela auséncia de fases de leitura
produtoras de proteinas, salvo excecdes de INCRNAs que apresentam processamentos Unicos,
como os IncRNA predecessores de microRNAs e RNAs circulares (QUINN; CHANG, 2016).
Apesar dessa similaridade com 0os mRNAs em termos de processamento, 0s INCRNAs podem
ser transcritos de virtualmente qualquer por¢éo do genoma, podendo ser originados de regides
intergénicas ou dentro de genes codificadores de proteinas, tanto da fita anti-senso quanto da
fita senso, de regiBes intrénicas ou exonicas, podendo ser até mesmo provenientes de uma
ativacdo bidirecional do promotor de um gene codificador de proteinas (MERCER; DINGER,;
MATTICK, 2009). Da mesma forma que o termo IncRNA compreende diversas moléculas de
tamanhos e biogénese diferentes, as funcdes exercidas pelos INCRNAs sdo variadas, atuando
como guias para proteinas de remodelamento de cromatina com dominio de associagdo a RNA,
na ativacao e repressao da transcri¢do de genes em cis e trans, na regulacao da estabilidade de
MRNAs no citoplasma e no controle dos niveis de microRNAs por meio de sequestro dos
mesmos (FATICA; BOZZONI, 2014).

Os sRNAs, por sua vez, sdo moléculas de RNAs cujas extensdes nao ultrapassam 200
nucleotideos, apesar de grande parte das moléculas descritas neste grupo possuirem menos da
metade desse comprimento (KAPRANOV et al., 2007). Diferentemente dos IncRNAs, os
SRNAs ndo costumam apresentar caracteristicas em comum entre suas diferentes classes, e,
usualmente, serem extremamente distintas entre si em termos de conservacao de sequéncia ou
de estrutura. Apesar disso, sua biogénese tende a ser de duas formas: (i) pela transcri¢cdo de um
gene proprio do sRNA, podendo esse ser policistronico, ou (ii) a partir do processamento de
outras classes de RNAs (MATERA; TERNS; TERNS, 2007; MATTICK; MAKUNIN, 2006).
Os sRNAs em geral atuam associados a outras proteinas ou complexos ribonucleoproteicos,
possuindo atividade estrutural, catalitica ou como um guia baseado em sequéncia de acidos

nucleicos, atuando em uma grande diversidade de fendmenos celulares (MATTICK;
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MAKUNIN, 2006). Desde a identificagdo de rRNAs e tRNAs, os primeiros SRNAs a serem
estabelecidos como ncRNAs funcionais, uma grande variedade de classes de SRNAs vem sendo
constantemente relatada. Ainda assim, a literatura de SRNAs € composta majoritariamente por
estudos de microRNAs, classe cuja associagdo com a via de RNA de interferéncia (RNAI) e
uma ampla atuacdo na regulagdo da expressdo génica em eucariotos superiores (STEFANI,
SLACK, 2008) Ihe concedeu posicao de destaque entre os nCRNAS.

Os microRNAs sdo SRNAs com tamanho variado entre 21 a 25 nucleotideos, na sua
maioria, e sdo a classe dominante de SRNAs reguladores (HE; HANNON, 2004). A grande
maioria dos microRNAs sdo produzidos a partir de genes proprios. Entretanto, € possivel
também encontrar genes de microRNAs organizados em unidades policistrénicas. Isto é
majoritariamente observado em microRNAs que regulam genes envolvidos em processos
bioldgicos similares (BARTEL, 2004). Também ocorre a producdo de microRNAs a partir do
processamento de mMRNAs e IncCRNAs, sendo produzidos tanto a partir de regides exdnicas
quanto intrénicas (KIM; KIM, 2007; SLEZAK-PROCHAZKA et al., 2013). Independente da
sua origem, os transcritos iniciais de microRNA, denominados pri-microRNAs, tem em comum
a presenca de uma estrutura na forma de hairpin, caracteristica da qual depende todo o
processamento do microRNA e entrada na via de RNAi (HE; HANNON, 2004). Essa inser¢éo
na via de RNAI é extremamente necessaria, uma vez que os microRNAs exercem a sua funcao
de reguladores negativos a nivel pds-transcricional por meio da associacdo ao complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC), o principal efetor da via de RNAi (CARTHEW,;
SONTHEIMER, 2009). Assim, a biogénese e funcionamento dos microRNAs apresentam-se

sobrepostos ao funcionamento da via de RNA..

1.3 Via de RNA de interferéncia

Inicialmente identificada em Caenorhabditis elegans, a partir de estudos com o
microRNA lin4 (LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993), a via de RNA de interferéncia tem se
destacado como uma via de suma importancia para a regulacdo da expressdo génica em
eucariotos. Além de sua ocorréncia extremamente difusa ao longo de diversas classes de
eucariotos (SHABALINA; KOONIN, 2008), é proposto que, por meio de sua associa¢do com
microRNAs, a via de RNAI seja responsavel pela regulacao a nivel pds transcricional de mais
de 60% dos mMRNAs em humanos (FRIEDMAN et al., 2009). Apesar de que a principal forma
de atuacdo e de representacdo da via de RNAI seja a nivel pos-transcricional por meio dos
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microRNAs (WILSON; DOUDNA, 2013), ela também pode exercer funcionalidade por meio
de associacdo com outros sSRNAs, como com pequenos RNAs de interferéncia (SiIRNAS)
(CARTHEW; SONTHEIMER, 2009) ou com RNAs de interacdo com Piwi (piRNAS)
(THOMSON; LIN, 2009).

A via de RNAI associada aos microRNAs em mamiferos se inicia com a transcri¢do dos
genes de microRNAs pela RNA polimerase Il ou pela excisdo de introns ou exons de mMRNAS
que contenham microRNAs, produzindo pri-microRNAs. Os pri-microRNAs séo fitas-simples
de RNA que, por meio de pareamento interno na fita, formam um hairpin com extremidades
em fita-simples. Ainda no nicleo, o pri-microRNA passa pela primeira etapa de processamento,
executada pelo complexo microprocessador, formando pelas proteinas Drosha e DGCRS8. As
proteinas DGCRS8 se ligam as extremidades de fita-simples, guiando o complexo, e entdo a
RNase Drosha faz a clivagem do pri-microRNA a 11 nucleotideos de distancia da divisdo entre
hairpin e fita-simples. Essa clivagem produz um hairpin de 60 a 70 nucleotideos com uma
extremidade 5° fosfato ¢ uma extremidade 3’com usualmente 2 nucleotideos sobressalentes,
denominado pré-microRNA. Apos o transporte para o citoplasma via Exportina-5, ocorre a
segunda etapa de processamento, feita pela RNase Dicer. Por meio do reconhecimento da
estrutura de hairpin e dos 2 nucleotideos sobressalentes da extremidade 3° do pré-microRNA,
Dicer faz a clivagem da porgéo do hairpin oposta as extremidades 5’ ¢ 3°, transformando o
hairpin de fita-simples em um RNA de fita-dupla (dSRNA), levando a formacao de um duplex
de microRNAs maduros. Da mesma forma que a clivagem por Drosha, a clivagem pela Dicer
faz com que ambas as fitas formadas possuam uma extremidade 5’ fosfato e uma extremidade
3’ com nucleotideos sobressalentes (WAHID et al., 2010; WILSON; DOUDNA, 2013). Estas
informacdes estdo ilustradas na Figura 1.

Ap0s todo o processo de producdo dos microRNAs, para que 0s mesmos possam efetuar
sua funcdo de repressao, uma das fitas do duplex deve ser carregada em proteinas Argonauta
da subfamilia AGO (Ago). As Ago sdo as proteinas principais do RISC, contendo 4 dominios
funcionais conservados: o dominio N-terminal, responsavel pela separagdo do duplex de
microRNAs e carregamento de um dos microRNAs em Ago, o dominio PAZ, responsavel por
se ligar a extremidade 3’ do sRNA carregado, o dominio MID, responsavel por se ligar a
extremidade 5° do sSRNA carregado, € o dominio PIWI, extremamente semelhante a uma RNase
H e que possui atividade de endonuclease. Na maioria dos casos, para um dado duplex de
microRNA, a mesma fita é a carregada na proteina argonauta, sendo denominada fita guia,
enguanto que a outra fita é liberada e degradada, sendo denominada fita passageira. Essa selecdo

se faz pela estabilidade termodindmica do duplex de microRNAs, sendo que a fita que apresenta
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Figura 1: Biogénese e funcionamento dos microRNAs pela via de RNAI. A transcricdo dos genes de microRNAs
leva a producdo de transcritos com estrutura de hairpin denominados pri-microRNAs. Ainda no nlcleo, esses
transcritos sofrem uma clivagem inicial de suas extremidades pela proteina Drosha, gerando os pré-microRNA, que
é transportado para o citoplasma. No citoplasma, o pré-microRNA sofre uma nova clivagem pela proteina Dicer,
produzindo um duplex de microRNAs, do qual uma das fitas serd carregada no RISC e ira levar a repressdo da
traducéo ou a clivagem do mRNA alvo. Adaptado de (HE; HANNON, 2004).

em sua por¢do 5’ uma regido de pareamento mais instavel possui maior facilidade de interacdo
com o dominio N-terminal de Ago, aumentando sua frequéncia de carregamento. Com a
formacéo do RISC e com o carregamento do microRNA, o complexo ird identificar o mMRNA
alvo do microRNA e, a partir do pareamento entre 0 mRNA e a regido seed do microRNA, que
corresponde aos nucleotideos 2 até 8 no sentido de 5° a 3’, realizar o silenciamento desse
MRNA. As regifes alvo das seeds de microRNAs geralmente se localizam na regido 3° UTR

dos mRNAs, e a extensdo da complementariedade de bases entre o seed e seu alvo define a
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forma pela qual o RISC ira gerar a repressao desse mRNA. Caso haja uma complementariedade
perfeita entre o seed e a regido alvo, Ago executa a clivagem da regido alvo do mRNA por meio
do seu dominio PIWI, levando a degradacdo do mesmo. Ja no caso de a complementariedade
ser suficiente para o reconhecimento do alvo, porém insuficiente para iniciar o processo de
clivagem, ou no caso de a argonauta presente no RISC ndo possua um dominio PIWI funcional,
ocorre a inibicdo da traducdo do mRNA por meio de mecanismos nao endonucleoliticos, como
pela inibicdo da circularizacdo do mRNA, competicdo de proteinas do RISC com proteinas
necessarias para a traducdo e por liberagdo prematura dos ribossomos, sendo que essa inibicdo
pode ser seguida pela deadenilacdo e degradacédo do mRNA (BARTEL, 2004; WAHID et al.,
2010; WILSON; DOUDNA, 2013). Estas informacdes estdo ilustradas na Figura 1.

Com a crescente quantidade de sRNAs identificados, novas vias alternativas a via
canonica de producdo de microRNAs vém sendo identificadas, com novas classes de SRNAs e
classes ja bem estabelecidas, mas até entdo ndo relacionadas com a via de RNAI, sendo
encontradas em associacdo com proteinas Ago (DAUGAARD; HANSEN, 2017). Apesar de
gue a associacdo entre SRNASs e proteinas Ago ndo necessariamente signifique o funcionamento
dos sRNAs por meio da via de RNAI, o potencial de novas formas de regulacdo leva a
necessidade de estudos mais aprofundados sobre a associagdo desses SRNAs com a via.

1.4 Fragmentos de RNA derivados de tRNA

Os fragmentos de RNA derivados de tRNA (tRFs) sdo uma classe recém descrita de
SRNAs produzidos a partir do processamento de transcritos de tRNA, possuindo de 13 a 30
nucleotideos e atuando na regulacdo da expressdo génica. Esses fragmentos podem ser
produzidos a partir tanto de tRNAs maduros quanto de transcritos de tRNAs primarios, e
atualmente séo classificados de acordo com a regido da qual se originam no tRNA: (i) tRF-5
quando produzidos a partir da extremidade 5’ do tRNA maduro, (ii) tRF-In (tRF-interno)
quando produzidos a partir de regides internas do tRNA maduro que ndo incluam uma
extremidade, (iii) tRF-3 quando produzidos a partir da extremidade 3’ do tRNA maduro e
contenham a sequéncia CCA em sua extremidade, e (iv) tRF-1 quando produzidos a partir do
3’ trailer do transcrito de tRNA primario (Figura 2) (GEBETSBERGER; POLACEK, 2013;
KEAM; HUTVAGNER, 2015; ZHENG et al., 2016).

Por muito tempo, estudos de SRNAs identificaram a presenca desses fragmentos, mas
por previamente serem considerados produtos da degradacdo de tRNAs ou artefatos de
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sequenciamento, esses fragmentos eram excluidos de qualquer analise. Porém, uma avaliacdo
mais aprofundada de caracteristicas desses fragmentos levou a caracterizacdo de uma producéo
ativa de tais moléculas: (i) os tRFs possuem uma produgdo extremamente precisa, com grandes
quantidades de fragmentos provenientes de clivagem na mesma posi¢do do tRNA, indicando
que ndo sdo produzidos aleatoriamente; (ii) os niveis de producédo de tRFs ndo se correlacionam
com 0s niveis de expressdo dos seus tRNAs progenitores, indicando que existem taxas de
producéo especificas para producéo de tRFS, ndo sendo apenas a degradacdo dos tRNAs; (iii)
os niveis de producdo de tRFs sdo afetados por estimulos estressores, indicando que 0s mesmos
sdo produzidos como uma forma de resposta ao ambiente e, possivelmente, possuem papel
regulatério; (iv) tRFs provenientes de diferentes por¢bes de um mesmo tRNA podem nado
apresentar niveis de producdo semelhantes, indicando que sdo unidades independentes e
produzidas ativamente (BAKOWSKA-ZYWICKA et al, 2016; GEBETSBERGER;
POLACEK, 2013; KUMAR; KUSCU; DUTTA, 2016).

e ™

RNA polimerase
genedetRNA % 3
transcrigao
transcrito de tRNA _, a0 Q0 3
(tRNA primario) ' o
clivagem
5l 3!
leader trailer
adicao CCA
tRNA maduro 5’ m— S 5E i CCA 3
tRFs — S— — CCA
tRF-5 tRF-internal tRF-3 tRF-1
- /

Figura 2: Producéo e classificacdo dos principais tipos de tRFs. A producdo dos tRFs pode ocorrer tanto a
partir do transcrito de tRNA primario quanto do tRNA maduro. Quando produzido a partir do tRNA maduro, o
tRF pode ser classificado como tRF-5 (azul) quando originado da extremidade 5°, tRF-In (marrom) quando
originado de uma porcéo interna ou tRF-3 (verde) quando originado da extremidade 3°. Ja quando ¢ originado do
trailer da regido 3’ do tRNA primario, o tRF ¢ classificado como tRF-1 (preto). Adaptado de (ZHENG et al.,

2016).
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Apesar de ja terem sido demonstradas as funcGes de alguns tRFs (KUMAR; KUSCU;
DUTTA, 2016), pouco se sabe sobre sua biogénese e forma de atuacdo, sendo que grande parte
das evidéncias apontam para a associa¢ao dos tRFs com a via de RNAI. Devido ao seu tamanho
compativel com o dos SRNAs utilizados pelas argonautas e a identificagdo em diversos estudos
a associacao de tRFs com argonautas, os tRFs se apresentam como fortes candidatos a uma via
ndo-candnica de RNAI (KUMAR et al., 2014). Foi demonstrado que tRFs-3 associados a
argonautas sao capazes de se ligar a regides 3° UTR de mRNAs e produzir a repressao da
expressdo, utilizando o mesmo mecanismo de seed que microRNAs (KUMAR et al., 2014),
assim como alguns tRFs-5. Na mesma linha da via de RNAI, a constatacdo de que tRFs-5 se
concentram no nucleo e sdo capazes de reprimir a expressdo de genes alvo também aponta para
uma atuacdo semelhante aos siRNAs e piRNAs (KUMAR et al., 2014; ZHANG et al., 2016).

Mesmo com esses indicios, ainda é questionavel a atribuicdo do funcionamento dos tRFs
a via de RNAI. Apesar da associacdo de tRFs-5 e tRFs-3 com argonauta e seus papéis
semelhantes aos exercidos por SRNAs da via de RNAI, os tRFs-1 ndo apresentam associacio
com argonautas. Além disso, a producéo de tRFs independe das proteinas Dicer, diferindo de
outros SRNAs utilizados pela via (KUMAR et al., 2014). Por fim, tRFs se fazem presentes
também em organismos evolutivamente prévios ao desenvolvimento da via de RNAi ou em que
houveram delecBes de proteinas da via, sendo que alguns mecanismos independentes de
proteinas argonauta ja foram identificados (BAKOWSKA-ZYWICKA et al., 2016;
GEBETSBERGER et al., 2012). Outras classes de SRNAs cujas caracteristicas e funcéo se
assemelham as dos microRNAs ja foram identificadas em bactérias, atuando por meio de
mecanismos semelhante a via de RNAI, apesar de nao-relacionados (DESNOYERS;
BOUCHARD; MASSE, 2013; GOTTESMAN, 2005). Assim, torna-se necessario avaliar a
extensdo da dependéncia da via de RNAI por parte dos tRFs, visto que 0s mesmos podem
possuir uma via de atuacdo prépria, ancestral a via de RNAI, sendo a utilizacdo de argonautas

para exercer funcionalidade uma excecdo ao invés de uma regra.

1.5  Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans

C. gattii € uma levedura basidiomicética que, juntamente com C. neoformans, sdo 0s
agentes etiologicos da criptococose, doenca fungica fatal de maior prevaléncia no mundo
(KWON-CHUNG et al., 2014; SCHMIEDEL; ZIMMERLI, 2016). A criptococose afeta

especialmente imunocomprometidos, sendo que seu quadro mais grave, a meningite
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criptococdcica, € responsavel por cerca de 15% das mortes relacionadas a infec¢do por HIV no
mundo, com uma taxa de mortalidade em torno de 95% (RAJASINGHAM et al., 2017). A
infeccdo ocorre a partir da inalacdo de esporos das leveduras, presentes em ambientes
contaminados por excretas de aves (C. neoformans) ou em cascas de arvores (C. gattii), e
normalmente evolui para meningite criptocococica, apesar de ser uma doenca de carater
sisttmico (KWON-CHUNG et al., 2014; LIN; HEITMAN, 2006). C. neoformans € responsavel
por cerca de 80% dos casos de criptococose, mas apesar da menor frequéncia de casos de
criptococose causados por C. gattii, 0 mesmo possui a capacidade de infectar individuos
imunocompetentes, sendo responsavel por diversos surtos de criptococose na América do Norte
(BYRNES Ill et al., 2009a, 2009b; KIDD et al., 2004; KWON-CHUNG et al., 2014).

Ha diversas evidéncias que C. neoformans apresenta uma via de RNAi completa e
funcional, enquanto a linhagem R265 de C. gattii apresenta delegdes nos genes que codificam
as proteinas Argonauta e RNA polimerase dependente de RNA, de forma a inviabilizar o
funcionamento da via nessa linhagem. Além disso, em C. neoformans, foram identificados
fragmentos de tRNAs associados a proteinas argonauta, apesar de que 0s mesmos ndo foram
explorados (FERETZAKI et al., 2016; JIANG et al., 2012; WANG et al., 2010). De forma
interessante, a perda da funcionalidade da via de RNAI na linhagem R265 de C. gattii ndo levou
a uma perda da viruléncia, uma vez gque essa linhagem é um isolado hipervirulento do surto da
ilha de Vancouver (KIDD et al., 2004), sendo provavel que algum mecanismo alternativo de

controle pos-transcricional tenha suplantado a auséncia da regulagdo por microRNAS.
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2 JUSTIFICATIVA

Em vista das informacdes fornecidas, C. gattii apresenta um bom modelo para estudos
de tRFs e comparacdo com organismos que apresentam a via de RNAI conservada, com
potencial para a avaliacdo do grau de dependéncia dos tRFs para com a via de RNAI, assim
como para a identificacdo de possiveis novas vias envolvendo sRNAs capazes de atuar como

microRNAs, incluindo os tRFs.
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3 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Avaliar a existéncia de tRFs em Cryptococcus spp.

2.2  Objetivos especificos
e Construir uma pipeline para a descricdo de in silico tRFs em Cryptococcus spp.
e Descrever os tRFs em C. neoformans e C. gattii.

e Avaliar o grau de conservacdo das sequéncias e da expressdo dos tRFs entre C.

neoformans e C. gattii.

e Confirmar a presenca de tRFs em C. gattii por meio de ensaios in vitro.
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41  Abstract

Background: Fragmentos de RNA derivados de tRNA sdo pequenos RNAs de funcéo
regulatdria presentes em uma vasta gama de organismos. Existem indicios de sua associa¢do
com a via de RNA de interferéncia, atuando de forma semelhante a microRNAs, siRNAs e
piRNAs. Entretanto, a presencga desses fragmentos em organismos com a auséncia da via de
RNA de interferéncia levanta a hipotese de uma via alternativa de regulacdo da expressdo
génica para 0s mesmos. Assim, 0 presente estudo tem por objetivo analisar a presenca desses
fragmentos em uma linhagem de C. gattii que apresenta a via de RNA de interferéncia inativa.
Resultados: Empregando analises in silico utilizando dados de RNA-seq da linhagem R265 de
C. gattii, foram identificados 34 fragmentos de RNA derivados tRNA, oriundos de 23 dos 53
tRNAs Unicos. Por meio de ensaios de qRT-PCR, foram confirmadas as predigdes de tRFs,
sendo também detectada a expressao diferencial de tRFs.

Conclusdes: Apesar da identificacdo de fragmentos de RNA derivados de tRNA ser pequena
em comparagao com outros organismos, a presenca desses fragmentos em um organismo sem
uma via de RNA de interferéncia funcional, e especialmente a evidéncia de expresséo
diferencial, sugerem a existéncia de mecanismos alternativos para o funcionamento de alguns

fragmentos de tRNA.

Palavras-chave: RNA ndo-codificante, pequeno RNA, RNAs regulatérios, tRNAs, tRFs
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4.2  Background

Ao longo dos ultimos anos, os SRNAs (pequenos RNAs), classe de RNAs ndo codificantes com
menos de 200 nucleotideos [1], vém se destacando como importantes pegas na regulacdo da
expressao génica. Dentre as classes ja caracterizadas, os microRNAs recebem um lugar de
destaque pela sua ampla atividade na regulacdo pos-transcricional em eucariotos superiores
[2,3], atuando por meio da via de RNAI (RNA de interferéncia) [4]. A via de RNAI também
exerce suas funcdes utilizando outros SRNAs bem estudados, como os siRNAs (pequenos
RNAs de interferéncia) [5] e piRNAs (RNAs de interagdo com PIWI) [6], tanto em nivel pos-
transcricional quanto em nivel transcricional, e novas classes de SRNAs regulatorios associados
a essa via sdo constantemente identificadas [7].

Fragmentos de RNA derivados de tRNA (tRFs) sdo SRNAs de 13 a 30 nucleotideos produzidos
a partir do processamento de tRNAs e que possuem atividade regulatéria [8]. A classificacdo
proposta para tRFs é feita de acordo com a regido do tRNA da qual se originam, sendo que a
maior parte dos tRFs até entdo identificados sdo originados das extremidades 5’ e 3’ ou regides
internas de tRNAs maduros (tRF-5, tRF-3 e tRF-interno, respectivamente), assim como do 3’
trailer de transcritos de tRNA primario (tRF-1) [9,10]. A existéncia de fragmentos de tRNA ja
era evidenciada em estudos nos quais eram considerados produtos de degradagéo [11,12], mas
apenas apo6s a identificacdo da atividade regulatéria de um tRF-1 na proliferacdo celular em
células LNCaP e C4-2 [13], os tRFs passaram a ser estudados como moléculas funcionais.
Desde entéo, a presenca de tRFs tem sido relatada em uma ampla gama de organismos, sendo
que sua funcdo principal € atribuida a seu funcionamento em conjunto com a via de RNAi [14].
Tanto tRFs-5 quanto tRFs-3 apresentam associagdo com argonautas, sendo demonstrada a

capacidade de tRFs-3 de atuar no silenciamento a nivel pds-transcricional em um
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comportamento microRNA-like. J& tRFs-5 aparentam ter uma funcdo mais relacionada a
siRNAs e piRNAs, concentrando-se no nucleo e atuando na regulacéo da transcricdo [8,15].
Apesar da atribuicdo da funcionalidade dos tRFs a via de RNAI, poucos tRFs-5 e tRFs-3 tem
sua funcdo demonstrada por meio dessa via. Adicionalmente, tRFs-1 ndo apresentam
associacdo com argonautas [14] e ndo h& evidéncias da forma de atuacdo dos tRFs-In (tRF-
interno). A presenca de tRFs em organismos evolutivamente anteriores as proteinas da via de
RNAI ja foi demonstrada, como em Escherichia coli e Haloferax volcanii [16,17], junto com a
existéncia de mecanismos alternativos para o funcionamento dos mesmos. Analises in vitro em
Saccharomyces cerevisiae, organismo que apresenta a perda de proteinas da via de RNAI,
indicaram a presenca em grande numero de tRFs, assim como sua responsividade a estimulos
estressores, reforcando a possibilidade da atuacdo de tRFs de maneira independente a via de
RNAI [18]. Ja foi demonstrado que outras classes de SRNAs presentes em bactérias apresentam
mecanismos de funcionamento extremamente semelhantes a microRNAs, atuando por meio do
pareamento com mRNASs e recrutamento de chaperonas Hfq para o silenciamento do alvo [19].
Assim, a extensdo da dependéncia da via de RNAI por parte dos tRFs precisa ser estudada, uma
vez que vias alternativas podem ser téo relevantes quanto a via de RNAI para o funcionamento
dos tRFs.

As leveduras C. gattii e C. neoformans sdo os agentes etiolégicos da criptococose humana,
doenca fungica fatal de maior prevaléncia no mundo [20,21]. Ha evidéncias que demonstraram
a auséncia dos genes das proteinas argonauta e RNA-polimerase dependente de RNA,
proteinas-chave da atividade da via de RNAI, na linhagem R265 de C. gattii, enquanto C.
neoformans apresenta uma via de RNAI e regulacdo por microRNAs funcional [22-24]. De
forma interessante, o estudo da funcionalidade da via de RNAi em C. neoformans identificou a
presenca de fragmentos de tRNA [23], apesar de que esse fato ndo foi explorado pelos autores.

Devido a essa proximidade com um organismo que apresenta via de RNAI funcional, o estudo
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de tRFs na linhagem R265 de C. gattii apresenta um grande potencial na identificagdo da
influéncia dessa via no funcionamento dos tRFs. Assim, o presente estudo tem por objetivo
avaliar por meio de ensaios in silico a presenca de tRFs em C. gattii, afim de avaliar o impacto

da perda da via de RNAI em termos de conservagao.
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4.3 Métodos

Dados de RNA-seq

Para as analises de identificagdo e expressao diferencial de tRFs em C. gattii, foram utilizadas
bibliotecas de pequenos RNAs provenientes de cultivos da linhagem R265 em condigéo
controle (YNB), privacéo de ferro (BPDS) e privacdo de zinco (TPEN), utilizadas por Ferrarezi
e colaboradores [25] e presentes no Sequence Read Archive com o cddigo de acesso
SRR5209175. Para as analises de identificacdo de tRFs em C. neoformans, foi utilizada a
biblioteca de pequenos RNAs proveniente do cultivo da linhagem H99, disponibilizada no GEO

database [26] (cddigo de acesso GSE43363).

Identificagéo de tRFs in silico

Com o intuito de identificar tRFs em C. gattii e C. neoformans, foi desenvolvida uma pipeline
de analise baseada no servidor online tRF2Cancer [10] que permitisse a identificacdo de tRFs
em qualquer organismo a partir de dados de RNA-seq.

Foram preditos os genes de tRNA para a linhagem R265 de C. gattii [27] empregando oS
programas tRNAscan-SE [28] (versdo 2.0) e Infernal [29] (versdo 1.1.7), e pelo servidor online
RNAspace [30], sendo os resultados comparados e aceitos 0s genes com maior suporte entre as
diferentes ferramentas. Os genes de tRNA da linhagem H99 de C. neoformans foram obtidos a
partir do banco de dados online tRNAdb [31]. A predicdo do tRNA sem seus introns foi
utilizada como tRNA maduro, enquanto que a predicdo do tRNA acrescido de seus introns e de
100 nucleotideos a jusante e a montante foi utilizada como tRNA primério. tRNAs de sequéncia

iguais foram unidos, mantendo apenas sequéncias Unicas.
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Cada biblioteca de reads foi separada pelo tamanho dos reads, e entdo alinhada contra as
sequéncias dos tRNAs maduros e primarios por meio do software Bowtie2 (versdo 2.2.6) [32],
sendo excluidos alinhamentos com mismatches ou alinhamento compartilhado. Foram entéo
executadas as contagens de reads alinhados contra cada tRNA, utilizando o software Samtools
(versdo 0.1.19) [33], e de reads alinhados contra cada nucleotideo de cada tRNA, utilizando o
software Bedtools (versao 2.17.0) [34]. Os dados das contagens foram carregados em um cédigo
em linguagem python desenvolvido utilizando os modelos estatisticos do servidor tRF2Cancer
[10] para a identificacdo de tRFs (Arquivo Suplementar 1). Regides cujas contagens de reads
se apresentaram desviantes de uma distribuicdo aleatéria (p < 0.01) foram reportadas pelo
cddigo, sendo classificadas como tRFs caso a regido desviante apresente a mesma extensdo que
0 0s reads do alinhamento. Quando tRFs de diferentes tamanhos foram identificados em uma
mesma regido, variando a extensdo de apenas uma das extremidades, o tRF de maior extensdo
foi aceito para a anotacdo do tRF, visto que, para todos os casos, esse foi o tRF de maior
expressao. Os tRFs foram entdo anotados e classificados de acordo com sua regido de origem.
Para a visualizacdo dos alinhamentos foi utilizado o software IGV [35] e para a producéo das

representacdes de origens dos tRFs foi utilizado o software VARNA [36].

Linhagem celular e condigdes de cultivo

Células da linhagem R265 de C. gattii foram pré-cultivadas em meio YPD liquido por 18 horas
a 200 rpm e a uma temperatura de 30°C. As células foram entéo centrifugadas (5000g por 5
min) e lavadas duas vezes em tampédo PBS (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na;HPO4 10 mM,;
KH2PO4 1,8 mM; pH 7,4). As celulas foram suspensas em meio YNB (Yeast Nitrogen Base,
sem sulfato de amoénio e aminoacidos) e foi realizada a determinacéo da densidade de células

com o auxilio de uma camara de Neubauer. As células quantificadas foram entdo inoculadas
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em uma concentragdo aproximada de 107 células em 100mL de meio YNB para cada uma das
condigdes de cultivo. Para a condicdo controle, foi utilizado apenas meio YNB; para condigdo
de privacéo de zinco, foi utilizado meio YNB acrescido de 10 uM do quelante de zinco TPEN
(N, N, N’, N’ — Tetraquis-2-pirimidil-etil-etiledodiamino); e para a condi¢éo de privagédo de
ferro, foi utilizado meio YNB acrescido de 1 mM do quelante de ferro BPDS (&cido bisulfonico
de batofenantrolina). Cada condigédo de cultivo foi executada em triplicata. Os cultivos foram
mantidos por 18 horas a 200 rpm e a uma temperatura de 30°C. Apos o cultivo, as células foram
recuperadas por meio de centrifugacdo (5000g por 5 min), o sobrenadante foi descartado, as
células foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer

(-80°C) até sua liofilizacao.

Extracéo e quantificagdo de RNA

Apos sua liofilizacdo, as células foram maceradas e foi feita a extracdo do RNA utilizando o
reagente Trizol® (Invitrogen), seguindo as instrucdes do fabricante. A integridade do RNA foi
avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose 1% e a quantificacdo do RNA foi realizada
através de andlise fluorométrica no sistema Qubit (Life Technologies), conforme as

recomendac0es do fabricante.

gRT-PCR

Para confirmar a predicdo e a expressao dos tRFs em C. gattii nas condicdes de cultivo, foi
realizada a sintese de cDNA e posterior PCR em tempo real para 3 tRFs, 2 provenientes da
regido 5’ leader de tRNAs ProAGG, sendo eles tRF-Ld(26) ProAGG e tRF-Ld(25), e 1

proveniente da regido interna de tRNAs GIUCTC, tRF-In GIuCTC (Tabela 1), tendo como
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normalizador o sSnRNA U6. A sintese do cDNA dos tRFs e de U6 foi realizada por stem-loop
RT-PCR[37] a partir de amostras de RNA tratadas com Dnase (Promega). O ensaio de gRT-
PCR foi desenvolvido em um sistema StepOne Real-Time PCR (Applied Biosystems),
utilizando as configuracdes de ciclagem térmica com uma fase inicial de 95°C por 10 min,
seguida de 50 ciclos de 95°C por 15 s, 50°C por 15 s e 72°C por 60 s. As reagdes de PCR foram
feitas com um volume final de 20 pL, contendo 2 pL de cDNA (2,5 ng/pL), 2 uL SYBR Green
(1:1000) (Invitrogen), 0,1 uL dNTP (5mM), 2 uL PCR buffer 10x, 1,2 uL MgClz, 0,5 U
Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen), e 0,2 pL de cada primer (5 pmol). As curvas de
melting foram analisadas ao fim das reacGes afim de confirmar a presenca de apenas 1 produto
de PCR. Cada amostra de cDNA foi analisada em triplicata. A expressdo relativa foi
determinada pelo método 22€T, As analises estatisticas foram realizadas por one-way ANOVA
test, seguido de Dunnet’s post test, utilizando o software GraphPadPrism6. O mesmo software

foi utilizado para a obtencéo dos graficos dos resultados.
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4.4 Resultados

Para avaliar a presenca de tRFs em C. gattii, foi empregada uma pipeline de analises baseada
no servidor online tRF2Cancer. Por meio dessa pipeline (Figura 3), foi possivel identificar 34
tRFs, produzidos a partir de 23 das 53 sequéncias unicas de tRNA (Tabela 1, Figura 4). Apesar
dos tRFs identificados apresentarem um padrdo de processamento extremamente preciso, na
qual reads do mesmo tamanho para uma dada regido produtora de tRF se encontravam
alinhados nas mesmas posigdes, para todos as regides produtoras de tRFs identificadas, na
excecdo da regido produtora de tRF-5" do tRNA de ProAGG, existem formas minoritarias de
tRFs identificadas por meio da pipeline. Essas formas minoritarias variam em poucos
nucleotideos da forma majoritéaria da regido, que em todos os casos foi o tRF de maior extensao,
sendo que essa variacdo ocorre exclusivamente em uma das extremidades, podendo indicar
processamento do tRF. Também foi observado que a contagem de reads e tamanho de tRFs
provenientes de um mesmo tRNA né&o séo iguais, demonstrando processamentos individuais.
De forma interessante, apesar do nimero de tRFs identificados provenientes das extremidades
5°, 3’ e regides internas de tRNAs maduros ser extremamente similar, ndo foram identificados
tRFs provenientes da regido do 3’ trailer do transcrito de tRNA primério (Figuras 5, 7 e 8).
Além disso, foram identificados 3 tRFs provenientes exclusivamente da regido 5 leader do
transcrito de tRNA primario de ProAGG, possuindo sua extremidade 3’ precisamente no ultimo
nucleotideo a montante da sequéncia do tRNA maduro (Figura 6). Avaliando os tRFs com
relacdo a sua extensdo, foi visto que 0s mesmos, em sua maioria, se encontram dentro da
distribuicdo de 13 a 30 nucleotideos, com picos em 18, 22 e 29 nucleotideos.

Apos a identificacdo de tRFs em C. gattii, a mesma pipeline foi executada em C. neoformans,
a fim de que fossem identificados tRFs para comparagdo e avaliacdo da conservacao.

Entretanto, devido a problemas com os dados de RNA-seq depositados na base de dados que
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250 impediram a obtencdo dos reads limpos de adaptadores, ndo foi possivel executar as analises

251  em C. neoformans.

Bibliotecas de sRNAs separadas por tamanho de reads (FASTQ)
Sequencias de tRNAs primarios e maduros (FASTA)

4

Alinhamento das bibliotecas (Bowtie2)
Remocao de reads com alinhamento imperfeito

«

Contagem de reads alinhados por nucleotideo (Bedtools)
Contagem de reads alinhados por tRNA (Samtool)

¥

Identificagdo de regioes com contagens desviantes da
distribuigdo aleatodria (Cadigo python)
Avaliacao da extensao da regidao em comparagao com o tamanho
de read da biblioteca
Classificacdo do tRF de acordo com a regido de origem no tRNA

252 Figura 3: Pipeline para a analise de tRFs.

A tRNA GIuTTC
75bp
L I I L
50000
0
TCTTCGATA TACAGSGGGTTA TATATCCGCTTTTCACGT CSGSGACGACCCGGGTTCGAATC CTCCOGGTCGGAGARMCTCA
tRNA AspGTC
B 75bp
1 L I 1
60000

TrcciTe1TTCGTATAATCTGEGGCTAGTAKTGCTCG CTTGTCACGCGGGAHTGATCG®EGHAHGTTCGATTCECTCCGACAE GG

tRF-5

254  Figura4: Representacdo do alinhamento de tRNAs produtores de tRFs. Representacdo dos

255 alinhamentos de reads da biblioteca controle contra os tRNAs (A) GIUTTC e (B) AspGTC, com

256  acobertura de reads em cinza e os tRFs destacados em vermelho (tRF-5), verde (tRF-In) e azul

257  (tRF-5). Visualizacéo pelo software IGV.
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Tabela 1: tRFs identificados por meio das analises in silico. Listagem dos 34 tRFs

identificados nas andlises das 3 bibliotecas de reads da linhagem R265 de C. gattii, contendo o

tRNA de origem, a sequéncia, a classe e o tamanho do tRF.

‘ tRNA Sequéncia ‘ Classe Tamanho
MetCAT CAGCTCTGAGTTCGATTCTCAGTGAGGGC Interno 29
MetCAT GTTCGATTCTCAGTGAGGGCACCA 3 24
GlyGCC CCATCGATGCGGCAAGGGTTCGACTCCCT Interno 29
ValAAC CACACAGGAGGTCGGCGGTTCG Interno 22
ThrTGT CTCACAGCCGTGGCACCA 3 18
ThrCGT CTCAGGGGTTAGAGTATGGCCT Interno 22
GInCTG CTCGTGACCTGGGTTCGACTCCCAGAGAGGC Interno 31
AspGTC TTCCTGTTCGTATAACGGCTAGTATGCTC 5 29
GIUTTC- | CGCGGGCGACCCGGGTTCGATTCCCGGTCGGAGA | Interno 34

1
GIUTTC- TCGATTCCCGGTCGGAGAACCA 3 22
1
GIuTTC- | CGCGGACGACCCGGGTTCGAATCCCGGTCGGAGA | Interno 34
2
GIUTTC- TCGAATCCCGGTCGGAGAACCA 3 22
2
GInTTG GGCGACATCGTCTAGTGGTTAGGACGTTC 5 29
GInTTG TCCGAACGACCTGGGTT Interno 17
ProAGG GTTTCGTTGGTGCAG 5 15
ProAGG AACAGTTGGGCTTCGGTGGCATAGCC Leader 26
ProAGG ATCAGTGGTCGTCGGTGGCATAGCC Leader 25
ProAGG TTGGGCTTCGGTGGCATAGCC Leader 21
SerAGA GGAGTAGTGCGACAGTGGTTACTC 5 24
GIuCTC CGCGGTAGACCAGGGTTCAACTCCCTGCT Interno 29
AlaTGC GGGGGTGTAGCTCACT 5 16
LysTTT CCCCGTCGAAGGCTCCA 3 17
ArgCCT TCCCCACCGTTGGTTCCA 3 18
ArgTCT TGGTTAAGGCTTCTGACT Interno 18
ArgTCT CAGAGGATTGTGGGTTCGAGTCCCACCTT Interno 29
ArgTCG ATCCCGTCGAGCCTTCCA 3 18
ArgTCG TGGTAGCATTCTAGACTTCGAATCT Interno 25
CysGCA GTGGGAGTAGCTCA 5 14
TrpCCA AATCCGTCGGTCGCAGGT Interno 18
LeuAAG GGCGAGATGTGTGAGTGGTCT 5 21
SerCGA GGCGAGGTCGGATAGCCCGG 5 20
SerCGA CGCACCCTCGTCGCCA 3 16
AlaAGC GGGGGTGTAGCTCATTTGGC 5 20
AlaAGC CGAGGTACTGGGTTCA Interno 16
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tRF-In ArgTCG tRF-In{18) ArgTCT

tRF-In GInCTG tRF-In GInTTG tRF-In GluCTC tRF-In GIuTTC-1 tRF-In GlyGCC
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tRF-In ValAAC

tRF-In MetCAT tRF-In ThrCGT tRF-In TrpCCA

261  Figura 5: Localizacdo dos tRFs-In identificados na estrutura de seu tRNA de origem.
262  Representacdo das estruturas dos tRNAs produtores dos 14 tRFs-In identificados, geradas pelo

263 software VARNA, destacando em vermelho as regides de origem de tRFs.

@-n 8080 e00000000000RN0NR NN I—CDODE ™

" S eS00000000000000000RRRRNeI—DORE
w

2000000000800 0008QE®S T D DDE
! @

tRF-Ld(21) ProAGG tRF-Ld(25) ProAGG

264  Figura 6: Localizagdo dos tRFs-Ld identificados na estrutura de seu tRNA de origem.

tRF-Ld(26) ProAGG

265  Representacdo das estruturas dos tRNAs produtores dos 3 tRFs-Ld identificados, geradas pelo

266  software VARNA, destacando em vermelho as regides de origem de tRFs.
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tRF-5 AlaAGC tRF-5 AlaTGC tRF-5 SerCGA tRF-5 SerAGA

267  Figura 7: Localizagdo dos tRFs-5 identificados na estrutura de seu tRNA de origem.
268  Representacdo das estruturas dos tRNAs produtores dos 9 tRFs-5 identificados, geradas pelo

269  software VARNA, destacando em vermelho as regides de origem de tRFs.
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270  Figura 8: Localizagdo dos tRFs-3 identificados na estrutura de seu tRNA de origem.
271  Representacdo das estruturas dos tRNAs produtores dos 8 tRFs-3 identificados, geradas pelo

272 software VARNA, destacando em vermelho as regides de origem de tRFs.
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A fim de que fossem confirmadas as predicoes dos tRFs, foi executado um ensaio de qRT-PCR
associado a sintese de cDNA por Stem-loop para dois tRF-Ld do tRNA ProAGG e para o tRF-
In do tRNA GIuCTC. Esses tRFS foram selecionados para que houvesse a confirmacdo das
predi¢Bes de tRFs produzidos a partir tanto de tRNAs maduros como de tRNAs primarios,
sendo selecionados devido ao tamanho apropriado para o funcionamento dos primers, assim
como por sua alta contagem de reads nas analises in silico. Para essa anélise, foram utilizadas
as trés condigbes de cultivo para assegurar a deteccdo dos tRFs, visto que 0os mesmos
apresentaram variacao das contagens de reads nas diferentes bibliotecas. A partir dessa analise,
foi possivel identificar a expressao dos 3 tRFs, sendo que para o tRF do tRNA GIuCTC foi visto
um aumento significativo da expresséo na condi¢do de privacdo de zinco, sendo quatro vezes
maior quando comparada a condi¢do controle (Figura 9). A expressdo diferencial do tRF em
uma condicdo de estresse especifica reforca a possibilidade de que os tRFs possam estar

exercendo sua fungéo de regulacdo na auséncia de via de RNAI funcional.
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Figura 9: Analise dos niveis relativos de tRFs em C. gattii R265 nas diferentes condicoes
de cultivo. Gréafico do resultado da avaliacdo de expressao dos tRFs tRF-Ld(26) ProAGG, tRF-

Ld(25) ProAGG e tRF-In GIuCTC por ensaio de qRT-PCR nas condicdes controle, privacao de
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zinco (TPEN) e privacdo de ferro (BPDS). As barras representam as médias e desvios padréo
obtidos a partir de triplicatas técnicas e bioldgicas. Expresséo relativa baseada em 24T a partir
de dados normalizados por SnRNA U6. Analise estatistica por one way ANOVA test: (*) p <

0.05.
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45  Discussao

Apesar da disponibilidade de dados de sequenciamento de pequenos RNAS seja crescente
devido aos estudos de microRNAs, a descoberta dos tRFs é recente e poucas informacdes com
relacdo aos seus padrdes de processamento se encontram na literatura, de forma que até entdo,
a metodologia de analise in silico de tRFs em organismos que ndo Homo sapiens era feita de
forma subjetiva, valendo-se apenas da contagem de reads e regido de alinhamento dos
fragmentos como parametro de identificacdo [14,38,39]. Esse tipo de analise pode superestimar
a presenca de tRFs, visto que ndo ha um critério fixo que divide os tRFs de produtos de
degradacédo de tRNAs, assim como pode limitar sua identificagdo, uma vez que a procura por
tRFs ocorre apenas em posicdes do tRNA bem estabelecidas para a producao de tais moléculas
e ocasiona dificuldade na identificagdo de classes menos convencionais. Utilizando como base
0s modelos estatisticos do servidor tRF2Cancer [10], n6s fomos capazes de desenvolver uma
pipeline de anélise de tRFs com suporte estatistico passivel de utilizacdo em qualquer
organismo. Por meio dessa pipeline, fomos capazes de identificar tRFs para 22 dos 39 tRNAs
preditos para a linhagem R265 de C. gattii. Apesar da identificagdo de tRFs, essa quantidade
de tRNAs produtores de tRFs é mais baixa comparado a outros organismos, como no camarao
Triops cancriformis [39], no qual 39 dos 45 tRNAs produzem tRFs, e na planta modelo
Arabidopsis thaliana [38], no qual 37 de 48 tRNAs produzem tRFs, indicando a dependéncia
da via de RNA. por alguns tRFs. Como ja demonstrado, a estabilidade de microRNAs depende
de sua associacdo com proteinas argonauta [40], impedindo a atuacdo de nucleases
citoplasmaticas sobre os microRNAs, e a auséncia de argonautas leva a perda da capacidade de
deteccdo de microRNAs por degradacdo dos mesmos. Assim, visto que existem indicios de
associacao de tRFs com proteinas argonauta e que 0s mesmos partilham diversas caracteristicas
com microRNAs, é possivel que o mesmo mecanismo de protecdo se faca presente, de forma

que tRFs que ndo apresentem associacdo com outras moléculas em vias de regulacdo
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alternativas a via de RNAI, na auséncia de argonautas, sejam rapidamente degradados e
incapazes de serem detectados. Da mesma forma, ainda é possivel que as proteinas argonauta
estejam ligadas a producdo de tRFs, assim como participam do processamento de alguns
microRNAs [41], visto que ainda ndo € completamente elucidada a forma de produgdo dos
tRFs.

E necessario, porém, ressaltar as limitacGes dessa comparagdo. Primeiramente, 0s organismos
comparados sdo evolutivamente distantes de C. gattii, além de que eucariotos superiores
apresentam maiores quantidades de RNAs né&o-codificantes quando comparados com
organismos de complexidade inferior [42], de forma que a diferenca observada pode ocorrer,
em parte, devido a uma ocorréncia naturalmente mais elevada de tRFs nessas classes de
organismos ao invés de devido a perda da funcionalidade da via de RNAI. Além disso, como
previamente citado, a maioria dos estudos de tRFs é executada sem apoio estatistico ou
restricbes de classificagdo claras, de forma que a menor exigéncia dessa metodologia em
comparacao com a utilizada no presente estudo pode ser responsavel por parte dessa quantidade
reduzida de tRFs identificados. Dessa forma, seria de extremo interesse a analise de organismos
mais proximos por meio dessa pipeline afim de tornar mais precisa a avaliacdo do impacto da
perda da vida de RNAI. Ainda assim, a identificagdo de tRFs invariavelmente fortalece a
hipotese de que os mesmos sdo capazes de atuar por meio de mecanismos alternativos a via de
RNA.I.

Com relacdo as caracteristicas dos tRFs identificados, também foi possivel verificar diferencas
com os padroes da literatura. Grande parte dos tRFs identificados eram pertencentes as classes
tRF-3 e tRF-5, como o observado em organismos com via de RNAI funcional [14], mas a classe
que apresentou maior frequéncia foi a de tRF-In. Ainda que essa classe foi a mais recentemente
identificada e, devido a isso, a grande maioria dos estudos de tRFs ndo apresenta informacdes

com relagdo a presenca dos mesmos, o fato de que os mesmos ndo foram identificados nesses
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estudos sugere que a frequéncia desses tRFs seja extremamente inferior a das demais classes
nos organismos analisados. Assim, é possivel considerar que essa alteracdo na dominancia de
classes de tRFs esteja também associada a perda da via de RNAI, especialmente pelo fato de
que € demonstrado que tRFs-3 e tRFs-5 apresentam associa¢do com argonauta. Além disso, ndo
foram identificados tRFs-1, mesmo que essa classe de tRF ndo tenha associagédo relevante com
argonautas. Apesar de que a auséncia de argonautas nao explique a falta de tRFs-1, foi
demonstrado que essa classe de tRF é extremamente varidvel em quantidade entre diferentes
organismos que apresentam ou ndo argonautas [14], devido a fatores ainda ndo identificados, o
que poderia explicar a auséncia dos mesmos em C. gattii. De forma interessante, foram
identificados tRFs provenientes do 5’ leader do transcrito de tRNA primario. Recentemente,
houve a identificag¢do de tRFs originados a partir de regides 5’ leader em células tumorais [43],
entretanto, ndo havia nenhuma outra descri¢do na literatura de uma classe de tRFs produzida a
partir exclusivamente da regido 5’ leader até o presente momento, de forma que o achado
reforca a existéncia dessa nova classe, aqui denominada tRFs-Ld (tRFs-leader). Esses tRFs, de
forma similar aos tRFs-1, apresentam sua extremidade 3’ no como o ponto de excisdo do 5’
leader durante a maturagdo do tRNA, sugerindo que a provavel forma de producao dos mesmos
seja por meio da atuacdo da RNase P [44], assim como a RNase Z é responsavel pela producgédo
de tRFs-1 [8,15].

A identificacdo desses tRFs ndo usuais, assim como a grande quantidade de tRFs-I identificados
nas mais diversas por¢coes dos tRNAs, ressalta a importancia da ado¢ao de uma metodologia de
identificacdo de tRFs que permita a busca com algum grau de confianga estatistica em regides
do tRNA que ndo apenas as principais descritas na literatura, uma vez que tRFs aparentam
serem produzidos a partir de virtualmente qualquer regido do transcrito de tRNA.

Embora o padrdo de distribuicdo de classes de tRFs tenha sido alterado com relacdo a

organismos que apresentam via de RNAI funcional, a distribuicdo de tamanho dos tRFs foi
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extremamente similar. Quase a totalidade dos tRFs se apresentaram dentro do intervalo de 14 a
30 nucleotideos, sendo possivel observar um enriquecimento de tRFs nos tamanhos de 18 e 22
nucleotideos, assim como é visto em outros organismos [14], sugerindo que o tamanho do tRF
ndo determina se 0 mesmo vai ou ndo atuar por meio da via de RNAi. Também foi identificado
um enriquecimento de tRFs no tamanho de 29 nucleotideos, sendo sua maioria tRFs-I, o que
explica a auséncia de deteccao desse pico em estudos prévios.

As analises de gRT-PCR foram capazes ndo apenas de confirmar a predi¢do dos tRFs por nossa
pipeline, como também identificaram a expressdo diferencial de tRFs. A identificacdo de
eventos de expressdo diferencial de tRFs em condic¢des de estresse especificas reforca a ideia
de que os mesmos ainda s&o capazes de exercer suas fun¢Ges mesmo na auséncia da via de
RNAI. A avaliacdo de expressao, porém, foi executada apenas em 3 tRFs, e com relagdo a 2
condigdes estressoras, de forma que a real extensdo dos eventos de expressdo diferencial de
tRFs é incerta. Infelizmente, avaliacfes de expressdo diferencial in silico ndo poderiam ser
executadas afim de avaliar os demais tRFs utilizando nossas bibliotecas de RNA-seq, devido a
limitaces de nossos dados. Nossas bibliotecas foram geradas sem replicatas, de forma que ndo
apenas a grande maioria dos softwares de analises de expressao diferencial ndo conseguem
executar suas analises devido ao passo de normalizacdo por replicatas, como também, mesmo
os softwares que o fazem, devido a perda da capacidade de avaliar a variacdo bioldgica das
amostras, ndo apresentam resultados confiaveis [45,46]. Assim, se tornam necessarias
avaliacOes posteriores para a identificacdo de eventos de expressao diferencial de tRFs em C.

gattii.
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4.6 Conclusao

Com os resultados obtidos nesse estudo, foi observada a presenca de tRFs e expressdo
diferencial dos mesmos na auséncia de funcionamento da via de RNA de interferéncia. Apesar
da identificacdo e expressdo diferencial, os padrdes e quantidade de tRFs identificados ndo sao
iguais ao observado em organismos que apresentam essa via funcional. Dessa forma,
concluimos que, apesar de que alguns tRFs aparentam necessitar de uma via de RNA de
interferéncia funcional e associagdo a argonautas para o seu funcionamento, existem tRFs que
apresentam independéncia da via e sugerem a existéncia de formas alternativas de regulacao da

expressdo por SRNAs.
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4.8  Arquivos Suplementares

Arguivo Suplementar 1: Cédigo em linguagem python para a deteccdo de tRFs

import os

from decimal import Decimal

fasta_file = raw_input("Enter tRNA's fasta file location: ")
samtools_file = raw_input("Enter total coverage file location: ")
bedtools_file = raw_input("Enter nucleotide coverage file location: ")
read_len = float(input("Read length: "))

read_len_int = int(read_len)

fasta={}

outputname = "output_" + str(read_len_int) + ".txt"

output = open(outputname, 'w')

with open(fasta_file) as file_one:
for line in file_one:

line = line.strip()

if not line:
continue

if line.startswith(">"
active_sequence_name = line[1:]
if active_sequence_name not in fasta:

fasta[active_sequence_name] =]

continue

sequence = line
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fasta[active_sequence_name).append(sequence)

with open(fasta_file) as file_one:
for line in file_one:
line = line.strip()
if not line:
continue
if line.startswith(">"):
fastaheader = line[1:]
fastaheadert = fastaheader+'\t'
print >>output, fastaheader
with open(bedtools_file) as gc, open("temporary_file.txt
forline in gc:
if fastaheadert in line:
line_new = line.replace(fastaheadert, "")
temp.write(line_new)
for header, seq in fasta.iteritems():
if fastaheader == header:
seqgfasta = str(seq)
seqfasta = seqfasta[2:-2]
seglen = len(seqfasta)
with open(samtools_file) as smt:
for line in smt:
if fastaheadert in line:
trnacov = line.replace(fastaheadert, "")
Pr = 1/(float(seglen)-float(read_len)+1)

if int(trnacov) >0 :

n
’

w') as temp:
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with open("temporary_file.txt", 'r') as count:

lines = count.readlines()
firstbase =0

while firstbase < int(seqlen):
basecount = lines[firstbase]
firstbase +=1

Psum=0

K = int(basecount)

N = int(trnacov)

R =int(read_len)

L = int(seqlen)

Q = float(Pr)

while K <= N:

result=1

foriinrange(1, K+1):

result = result * (N-i+1) /i
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P = Decimal(result)*(Decimal(Q)**(Decimal(K)))*((1-

Decimal(Q))**(Decimal(N)-Decimal(K)))

Psum +=P

K+=1

Pc = Psum*100

if Pc< 1:

print >>output, firstbase, int(basecount)

else:

continue

os.remove("temporary_file.txt")
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PERSPECTIVAS

Avaliar a presenca de tRFs em Cryptococcus neoformans para a comparagdo com
Cryptococcus gattii
Avaliar o papel de tRFs de C. gattii no processo de regulacdo da expressao génica

empregando ensaios funcionais.
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For research articles this section should discuss the implications of the findings in context of
existing research and highlight limitations of the study. For study protocols and methodology
manuscripts this section should include a discussion of any practical or operational issues
involved in performing the study and any issues not covered in other sections.

Conclusions

This should state clearly the main conclusions and provide an explanation of the importance
and relevance of the study to the field.

Methods (can also be placed after Background)
The methods section should include:

e the aim, design and setting of the study

e the characteristics of participants or description of materials

e aclear description of all processes, interventions and comparisons. Generic names should
generally be used. When proprietary brands are used in research, include the brand names in
parentheses

o the type of statistical analysis used, including a power calculation if appropriate

List of abbreviations

If abbreviations are used in the text they should be defined in the text at first use, and a list of
abbreviations can be provided.

Declarations

All manuscripts must contain the following sections under the heading ‘Declarations':
e Ethics approval and consent to participate
e Consent for publication

e Availability of data and material
e Competing interests
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e Funding

e Authors' contributions

o Acknowledgements

e Authors' information (optional)

Please see below for details on the information to be included in these sections.

If any of the sections are not relevant to your manuscript, please include the heading and write
'Not applicable’ for that section.

Ethics approval and consent to participate

Manuscripts reporting studies involving human participants, human data or human tissue
must:

e include a statement on ethics approval and consent (even where the need for approval was
waived)

e include the name of the ethics committee that approved the study and the committee’s
reference number if appropriate

Studies involving animals must include a statement on ethics approval.

See our editorial policies for more information.

If your manuscript does not report on or involve the use of any animal or human data or
tissue, please state “Not applicable” in this section.

Consent for publication

If your manuscript contains any individual person’s data in any form (including any
individual details, images or videos), consent for publication must be obtained from that
person, or in the case of children, their parent or legal guardian. All presentations of case
reports must have consent for publication.

You can use your institutional consent form or our consent form if you prefer. You should not
send the form to us on submission, but we may request to see a copy at any stage (including
after publication).

See our editorial policies for more information on consent for publication.

If your manuscript does not contain data from any individual person, please state “Not
applicable” in this section.

Availability of data and materials

All manuscripts must include an ‘Availability of data and materials’ statement. Data
availability statements should include information on where data supporting the results
reported in the article can be found including, where applicable, hyperlinks to publicly
archived datasets analysed or generated during the study. By data we mean the minimal
dataset that would be necessary to interpret, replicate and build upon the findings reported in
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the article. We recognise it is not always possible to share research data publicly, for instance
when individual privacy could be compromised, and in such instances data availability should
still be stated in the manuscript along with any conditions for access.

Data availability statements can take one of the following forms (or a combination of more
than one if required for multiple datasets):

e The datasets generated and/or analysed during the current study are available in the [NAME]
repository, [PERSISTENT WEB LINK TO DATASETS]

e The datasets used and/or analysed during the current study are available from the
corresponding author on reasonable request.

o All data generated or analysed during this study are included in this published article [and its
supplementary information files].

e The datasets generated and/or analysed during the current study are not publicly available
due [REASON WHY DATA ARE NOT PUBLIC] but are available from the corresponding author
on reasonable request.

e Data sharing is not applicable to this article as no datasets were generated or analysed
during the current study.

e The data that support the findings of this study are available from [third party name] but
restrictions apply to the availability of these data, which were used under license for the
current study, and so are not publicly available. Data are however available from the authors
upon reasonable request and with permission of [third party name].

e Not applicable. If your manuscript does not contain any data, please state 'Not applicable' in
this section.

More examples of template data availability statements, which include examples of openly
available and restricted access datasets, are available here.

BioMed Central also requires that authors cite any publicly available data on which the
conclusions of the paper rely in the manuscript. Data citations should include a persistent
identifier (such as a DOI) and should ideally be included in the reference list. Citations of
datasets, when they appear in the reference list, should include the minimum information
recommended by DataCite and follow journal style. Dataset identifiers including DOIs should
be expressed as full URLs. For example:

Hao Z, AghaKouchak A, Nakhjiri N, Farahmand A. Global integrated drought monitoring and
prediction system (GIDMaPS) data sets. figshare. 2014.
http://dx.doi.org/10.6084/m9.figshare.853801

With the corresponding text in the Availability of data and materials statement:

The datasets generated during and/or analysed during the current study are available in the
[NAME] repository, [PERSISTENT WEB LINK TO DATASETS].[Reference number]

Competing interests

All financial and non-financial competing interests must be declared in this section.
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See our editorial policies for a full explanation of competing interests. If you are unsure
whether you or any of your co-authors have a competing interest please contact the editorial
office.

Please use the authors initials to refer to each authors' competing interests int his section.

If you do not have any competing interests, please state "The authors declare that they have
no competing interests" in this section.

Funding

All sources of funding for the research reported should be declared. The role of the funding
body in the design of the study and collection, analysis, and interpretation of data and in
writing the manuscript should be declared.

Authors' contributions

The individual contributions of authors to the manuscript should be specified in this section.
Guidance and criteria for authorship can be found in our editorial policies.

Please use initials to refer to each author's contribution in this section, for example: "FC
analyzed and interpreted the patient data regarding the hematological disease and the
transplant. RH performed the histological examination of the kidney, and was a major
contributor in writing the manuscript. All authors read and approved the final manuscript.”

Acknowledgements
Please acknowledge anyone who contributed towards the article who does not meet the
criteria for authorship including anyone who provided professional writing services or

materials.

Authors should obtain permission to acknowledge from all those mentioned in the
Acknowledgements section.

See our editorial policies for a full explanation of acknowledgements and authorship criteria.
If you do not have anyone to acknowledge, please write "Not applicable™ in this section.

Group authorship (for manuscripts involving a collaboration group): if you would like the
names of the individual members of a collaboration Group to be searchable through their
individual PubMed records, please ensure that the title of the collaboration Group is included
on the title page and in the submission system and also include collaborating author names as
the last paragraph of the “Acknowledgements” section. Please add authors in the format First
Name, Middle initial(s) (optional), Last Name. You can add institution or country information
for each author if you wish, but this should be consistent across all authors.

Please note that individual names may not be present in the PubMed record at the time a
published article is initially included in PubMed as it takes PubMed additional time to code
this information.
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Authors' information
This section is optional.

You may choose to use this section to include any relevant information about the author(s)
that may aid the reader's interpretation of the article, and understand the standpoint of the
author(s). This may include details about the authors' qualifications, current positions they
hold at institutions or societies, or any other relevant background information. Please refer to
authors using their initials. Note this section should not be used to describe any competing
interests.

Endnotes

Endnotes should be designated within the text using a superscript lowercase letter and all
notes (along with their corresponding letter) should be included in the Endnotes section.
Please format this section in a paragraph rather than a list.

References

All references, including URLs, must be numbered consecutively, in square brackets, in the
order in which they are cited in the text, followed by any in tables or legends. The reference
numbers must be finalized and the reference list fully formatted before submission.

Examples of the BioMed Central reference style are shown below. Please ensure that the
reference style is followed precisely.

See our editorial policies for author guidance on good citation practice.

Web links and URLs: All web links and URLSs, including links to the authors' own websites,
should be given a reference number and included in the reference list rather than within the
text of the manuscript. They should be provided in full, including both the title of the site and
the URL, as well as the date the site was accessed, in the following format: The Mouse Tumor
Biology Database. http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do. Accessed 20 May 2013.
If an author or group of authors can clearly be associated with a web link (e.g. for blogs) they
should be included in the reference.

Example reference style:

Article within a journal
Smith JJ. The world of science. Am J Sci. 1999;36:234-5.

Article within a journal (no page numbers)

Rohrmann S, Overvad K, Bueno-de-Mesquita HB, Jakobsen MU, Egeberg R, Tjgnneland A,
et al. Meat consumption and mortality - results from the European Prospective Investigation
into Cancer and Nutrition. BMC Med. 2013;11:63.
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Article within a journal by DOI
Slifka MK, Whitton JL. Clinical implications of dysregulated cytokine production. Dig J Mol
Med. 2000; doi:10.1007/s801090000086.

Article within a journal supplement
Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functional asplenia: demonstration of splenic activity
by bone marrow scan. Blood 1979;59 Suppl 1:26-32.

Book chapter, or an article within a book

Wyllie AH, Kerr JFR, Currie AR. Cell death: the significance of apoptosis. In: Bourne GH,
Danielli JF, Jeon KW, editors. International review of cytology. London: Academic; 1980. p.
251-306.

OnlineFirst chapter in a series (without a volume designation but with a DOI)
Saito Y, Hyuga H. Rate equation approaches to amplification of enantiomeric excess and
chiral symmetry breaking. Top Curr Chem. 2007. doi:10.1007/128_2006_108.

Complete book, authored
Blenkinsopp A, Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide to the management of common
illness. 3rd ed. Oxford: Blackwell Science; 1998.

Online document

Doe J. Title of subordinate document. In: The dictionary of substances and their effects. Royal
Society of Chemistry. 1999. http://www.rsc.org/dose/title of subordinate document. Accessed
15 Jan 19909.

Online database
Healthwise Knowledgebase. US Pharmacopeia, Rockville. 1998. http://www.healthwise.org.
Accessed 21 Sept 1998.

Supplementary material/private homepage
Doe J. Title of supplementary material. 2000. http://www.privatehomepage.com. Accessed 22
Feb 2000.

University site
Doe, J: Title of preprint. http://www.uni-heidelberg.de/mydata.html (1999). Accessed 25 Dec
1999.

FTP site
Doe, J: Trivial HTTP, RFC21609. ftp://ftp.isi.edu/in-notes/rfc2169.txt (1999). Accessed 12
Nov 1999.

Organization site
ISSN International Centre: The ISSN register. http://www.issn.org (2006). Accessed 20 Feb
2007.

Dataset with persistent identifier

Zheng L-Y, Guo X-S, He B, Sun L-J, Peng Y, Dong S-S, et al. Genome data from sweet and
grain sorghum (Sorghum bicolor). GigaScience Database. 2011.
http://dx.doi.org/10.5524/100012.



Figures, tables additional files

See General formatting guidelines for information on how to format figures, tables and
additional files.
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