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Analise do perfil transcricional e translacional dos neurbénios Agrp

Gabriel Baldissera?,

Departamento de Bioquimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
’Unidade de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
3Departamento de Medicina Comparativa, Yale University

Introducao

*Os neurdnios Agouti-related peptide (Agrp) se localizam no nucleo arqueado do hipo-
talamo.

eNeurdnios Agrp sao importantes na regulacao da ingestao alimentar e balanco en-
ergético.

*(Os padroes de expressao génica do neurdnios Agrp frente a mudancas metabdlicas,
especialmente jejum, ainda nao sao bem compreendidos.

eCom a técnica single cell RNA-Seq (scRNA-Seq) é possivel isolar as células de um
tecido complexo e sequenciar o conjunto de RNAs mensageiros de cada célula (tran-
scriptoma).

eUtilizando animais Ribo-Tag € possivel isolar o conjunto de RNAmM engajados em
traducao. Com o sequenciamento destes RNAm por meio de RNA-Seq é possivel iden-
tificar os transcritos que sao traduzidos (translatoma).

*O objetivo deste trabalho é analisar e comparar o transcriptoma e translatoma de
neuronios Agrp frente a um cenario de jejum alimentar.

eTranscriptoma: Os dados de scRNA-seq foram obtidos do banco de dados Gene Ex-
pression Omnibus (GEO). Foram analisados os diferentes grupos de neurdnios Agrp e
a expressao de seus genes em relacao ao jejum alimentar.

eTranslatoma: Transcritos engajados na traducao foram obtidos por meio de imuno-
preciptacao. Foram utilizados animais Ribo-Tag, cruzados com animais Agrp-Cre,com
marcacao de hemaglutinina (HA) no gene ribossomal Rp/22. Esses animais permitem
especificamente a imunopreciptacao de ribossomos marcados dos neuronios Agrp.
Tais ribossomos foram isolados e os RNAms a eles ligados foram purificados para
RNA-Seq (translatoma). Analisou-se a expressao diferencial jejum vs dieta ad libitum.
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Figura 1: Métodos e coleta de dados

eUtilizando os dados de scRNA-seq obtidos do GEO, identificamos trés grupos de
neurdnios Agrp que foram reunidos e utilizados nas nossas analises.

eUtilizando os resultados da analise de expressao diferencial entre células de animais
submetidos a jejum ou a dieta ad libitum, identificamos um total de 11.513 genes dif-
erencialmente expressos (DE) pelos neurbnios Agrp, para uma taxa de correcao para
falsos positivos (FDR) <0.05.

eNeste conjunto de 11.513 genes DE, consideramos superexpressos aqueles com log2
Fold Change (logFC) > 1 (106 genes) e subexpressos agueles com logFC < -1 (99 genes).
Para o enriquecimento funcional dos mesmos utilizamos a ferramenta online EnrichR

(Figura 2).
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Transcriptoma

negative regulation of adenylate cyclase activity (G0:0007194)
negative regulation of cAMP biosynthetic process (G0:0030818)

BAIBSIERBIBIEN i process (G0:0006695)

regulation of endoplasmic reticulum unfolded protein response (GO:1900101)

Figura 2: Grafico adaptado da ferramenta EnrichR demonstrando os prin-
Cipais processos associados aos genes superexpressos (em azul) e subex-
pressos (em vermelho) do transcriptoma. Os processos estdo ordenados
dos menores aos maiores valores de p (p < 0.05).

eO processamento dos dados brutos de
RNA-seq dos animais Ribo-Tag foi realizado
com sucesso. As amostras possuem reads
com alta qualidade (Phred quality score > 30)
(Figura 3) e uma taxa média de reads unica-
mente mapeados de 78% (minimo de 61,56%
e maximo de 83,52%).
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A seguir, realizamos analise de enriqueci-
mento funcional dos genes super e subexpres-
sos do translatoma. Estes genes foram asso-
ciados a diferentes processos biolégicos (Figu-
ra 5).

Translatoma

entrainment of circadian clock by photoperiod (GO:0043153)
photoperiodism (GO:0009648)

5892)

negative regulation of fibroblast growth factor receptor signaling pathway (G0:0040037)

Figura 5: Grafico adaptado da ferramenta EnrichR demonstrando os princi-
pais processos associados aos genes superexpressos (em azul) e subex-
pressos (em vermelho) do translatoma. Os processos estdo ordenados dos
menores aos maiores valores de p (p < 0.05).

eComparamos os genes alterados de forma
significativa (FDR < 0.05 e logFC > 1 ou logFC <
-1) no transcriptoma (n = 205 genes) e transla-
toma (n =128 genes) e identificamos 12 genes
compartilhados nestes conjuntos (Figura 6).
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Figura 3: Grafico com os valores de qualidade dos reads. No eixo x estao
descritas as posi¢des das bases ao longo dos reads e no eixo y os valores
de qualidade na escala Phred Quality Score. O grafico demonstra que a
maioria das sequéncias possuem alta qualidade.

A analise de expressao diferencial entre
jejum de 16 horas e dieta ad libitum resultou
em 350 genes DE, quando considerando FDR
< 0.05. Destes, 93 genes possuem logFC>1e
35 genes possuem logFC < -1 (Figura 4).
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Figura 4: Grafico de dispersdao dos genes identificados no translatoma. O
eixo x representa a expressao génica média e o eixo y representa a magni-
tude de mudancga da expressdao génica através dos valores de log2 Fold
Change. Cada ponto representa um gene. Pontos em vermelho represen-
tam genes com expressao alterada de forma significativa (FDR < 0.05) e
pontos em cinza representam genes sem mudancgas significativa na
expressao. A maioria dos genes apresenta uma altera¢ao contida no inter-

valo de -2 a +2.

eComparando Transcriptoma vs Translatoma,

Figura 6: Diagrama de Venn indicando quantidade de genes compartilha-
dos entre o transcriptoma (em azul) e translatoma (em amarelo). Para
ambos conjuntos, foram considerados genes com FDR < 0.05 e logFC > 1
ou logFC< -1

*A analise de enriquecimento funcional indi-
cou que os 116 genes exclusivos do translato-
ma estao associados a processos similares aos
identificados no enriquecimento funcional do
translatoma completo (Figura 5).

eOs 193 genes exclusivos do transcriptoma
estao associados a processos envolvidos com
o metabolismo e regulacao da esterificacao
de colesterol e de esterdides. Similar ao ob-
servado nos genes subexpressos do transcrip-
toma completo (Figura 2).

ambos em condicao de jejum alimentar, sur-

preendeu-nos o baixo numero de genes compartilhados. Este numero pode ter razoes biologi-
cas ou metodoldgicas associadas a técnica de single cell. A analise a partir dos dados ja pro-
cessados e publicados (grupos do transcriptoma) gerou informacoes interessantes para uma
abordagem incial, mas nao suficientes para esclarecer a relacao Translatoma x Transcriptoma.

eExiste uma alteracao significativa da expressao génica em nivel transcricional e translacion-
al em Agrp em uma situacao de jejum alimentar.

eDecidimos reanalisar os dados de sc-RNA-Seq com uma pipeline otimizada e com maior

padronizacao entre os estudos.
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