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RESUMO

MILLER, T. L. A. sideRETRO: uma ferramenta de bioinformatica dedicada a
identificacdo de insergdes polimdrficas, germinativas ou somaticas, de pseudogenes
processados. 2022. Tese — Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas
(Biogquimica). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo. 2022.

Os avangos metodologicos e instrumentais decorrentes do Projeto Genoma Humano
formaram o arcabougo necessario para o surgimento das tecnologias de
sequenciamento de DNA de Nova Geracgao, as quais se caracterizam por um custo
reduzido, uma baixa demanda operacional e a produ¢do de um grande volume de
dados por experimento. Concomitantemente a isso, o0 aumento no poder de
processamento computacional permitiu o desenvolvimento de analises genéticas em
larga escala, de modo que, atualmente, é possivel estudar caracteristicas
gendmicas individualizadas e, até entdo, pouco ou nunca exploradas. Dentre essas
caracteristicas, aquelas relacionadas as variagdes estruturais em genomas tém
recebido bastante atencdo. Os pseudogenes processados, ou retrocdpias, sao
variagcdes estruturais causadas pela duplicagdo de genes codificadores mediante a
transposi¢cao de seu RNA mensageiro maduro pela maquinaria enzimatica de LINE-
1. As retrocopias podem estar fixadas, ou seja, presentes em todos os genomas de
uma dada espécie, os quais sdo representados pela montagem modelo do genoma
de referéncia, ou podem nado estar fixadas, sendo polimorficas, germinativas ou
somaticas. No entanto, o conhecimento acerca das retrocopias nao fixadas ainda é
limitado devido a falta de ferramentas de bioinformatica dedicadas a sua
identificacdo e anotacdo em dados de sequenciamento de DNA. Posto isso, este
trabalho apresenta o sideRETRO — um programa computacional especializado na
deteccdo de pseudogenes processados ausentes do genoma de referéncia, mas
presentes em dados de sequenciamento de genoma completo e exoma de outros
individuos. Além de apontar para a presenga de retrocopias nao fixadas, o
sideRETRO ¢é capaz de anotar varias outras caracteristicas relacionadas a esses
evento, tais como: a coordenada gendmica de insergao do pseudogene processado,
a qual constitui o cromossomo, o ponto de insercao e a fita de DNA (lider or
retardada); o contexto gendmico do evento (exdnico, intrbnico ou intergénico); a
genotipagem (presente ou ausente) e a haplotipagem (em homozigose ou
heterozigose). Para atestar a eficiéncia da ferramenta, o sideRETRO foi executado
para dados simulados e para dados reais validados experimentalmente por um
grupo independente. Portanto, em resumo, nesta tese s&o descritos o
desenvolvimento e o uso do sideRETRO — uma ferramenta computacional robusta e
eficiente, designada para identificar e anotar pseudogenes processados nao fixados.
Por fim, vale destacar que o sideRETRO preenche uma lacuna metodolégica e
possibilita novas hipéteses e investigagdes sistematicas no campo de chamada de
variantes estruturais.

Palavras-chave: Bioinformatica. Pseudogenes processados. Retrocdpias.
Polimorfismo. Gendmica.



ABSTRACT

MILLER, T. L. A. sideRETRO: a bioinformatics tool for identifying somatic and
polymorphic insertions of processed pseudogenes. 2022. Tese — Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias Biologicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade
de S&o Paulo, Sdo Paulo. 2022.

The methodological and instrumental advances resulting from the Human Genome
Project have created the necessary framework to the emergence of Next Generation
DNA sequencing technologies, which are characterized by a reduced cost, low
operational demand and the generation of a large volume of data per experiment.
Concomitantly with this, the increase in computational processing power has driven
the development of large-scale genetic analyses, which allowed us to study
individualized genomic traits little or never explored before. Among these
characteristics, those related to structural variations in genomes have received much
attention. Processed pseudogenes, or retrocopies, are structural variations caused
by the duplication of coding genes through the transposition of their mature
messenger RNA by the LINE-1 enzymatic machinery. Retrocopies can be fixed (i.e.,
present in all genomes of a given species and included into the assembly of the
reference genome) or unfixed, being polymorphic, germinal or somatic. However,
knowledge about unfixed retrocopies is still limited due to the lack of bioinformatics
tools dedicated to their identification and annotation in DNA sequencing data.
Therefore, this work presents sideRETRO — a computer program specialized in the
detection of processed pseudogenes absent from the reference genome, but present
in whole genome and exome sequencing data from other individuals. In addition to
pointing out the presence of unfixed retrocopies, sideRETRO is able to annotate
several other characteristics related to these events, such as: the genomic
coordinate of the processed pseudogene insetion, which constitutes the
chromosome, the insertion point and the DNA strand (leader or retard); the genomic
context of the event (exonic, intronic or intergenic); genotyping (present or absent)
and haplotyping (homozygous or heterozygous). To certify the sideRETRO efficiency,
it was run on simulated data and on real data experimentally validated by an
independent group. Therefore, in summary, this thesis describes the development
and use of sideRETRO - a robust and efficient computational tool, designed to
identify and annotate unfixed processed pseudogenes. Finally, it is worth noting that
sideRETRO fills a methodological gap and allows new hypotheses and systematic
investigations in the field of structural variant calling.

Keywords: Bioinformatics. Processed pseudogenes. Retrocopies. Polymorphism.
Genomics.
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1 INTRODUGAO

1.1 O GENOMA HUMANO E O SEQUENCIAMENTO DE DNA

Desde o descobrimento e o estabelecimento de um modelo para a estrutura
de dupla hélice do DNA por Rosalind Elsie Franklin (1920-1958, Figura 1), James
Dewey Watson (1928) e Francis Crick (1916-2004) (BRIDGES, 2003; CRICK, 1974;
WATSON, 1970), o campo de pesquisa em genética molecular recebeu uma
consideravel atengdao para o seu desenvolvimento tedérico (CHARGAFF, 1974) e
empirico (CREAGER; MORGAN, 2008). As inovacgbes tecnologicas provenientes
disso fomentaram o arcabouco necessario para o estabelecimento em 1990 do
Projeto Genoma Humano' (HGP) (MARDIS, 2013; WATSON; JORDAN, 1989) com a
ambiciosa meta de sequenciar os quase 3 bilhdes de pares de bases, contidos nos

46 cromossomos nucleares das células.

Figura 1 - A quimica Rosalind Elsie Franklin.

Fonte: (MRC LABORATORY OF MOLECULAR BIOLOGY, 1955).

' The Human Genome Project (HGP).
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O término do sequenciamento do genoma humano se deu em 2003
(PEARSON, 2003) e foi um marco, tendo encerrado um dos mais bem sucedidos
projetos cientificos da histéria (LANDER et al., 2001; VENTER et al., 2001). Dentro
dos avancos da instrumentalidade do método decorrentes do projeto, trés anos mais
tarde, comegaram a surgir as tecnologias de sequenciamento de DNA de segunda
geragdo, também chamadas de Sequenciamento de Nova Geragdo? (NGS),
diminuindo em cerca de 50 mil vezes os custos operacionais no sequenciamento de
um genoma humano (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016). Em
consequéncia disso, sequenciar genomas individualizados tém se tornado uma
pratica laboratorial cada vez menos custosa e vagarosa, podendo ser realizada em
poucos dias (LEVY; MYERS, 2016).

Concomitantemente com essa evolugao técnica, ocorreu também a expansao
dos projetos de sequenciamento em larga escala. Se nos anos 90 havia o Projeto
Genoma Humano, ainda nos anos 2000 foi estabelecido, por exemplo, o Projeto
1.000 genomas® (1KGP) (1000 GENOMES PROJECT CONSORTIUM et al., 2010), o
qual ja sequenciou o genoma completo de mais de 2,5 mil individuos de 26
populagdes humanas (SUDMANT et al., 2015). Ha também consorcios
internacionais como o Atlas do Genoma do Cancer* (TCGA) (CANCER GENOME
ATLAS RESEARCH NETWORK et al., 2013), e o Consoércio Internacional do
Genoma do Cancer® (ICGC) (ZHANG et al., 2019), os quais estdo sequenciando
milhares de genomas de diferentes tumores. Boa parte desses dados esta
disponivel e organizado para ser baixado no Centro Estadunidense de Informacdes
sobre Biotecnologia® (NCBI), o qual também possui sequéncias de genomas inteiros
de mais de mil espécies e linhagens celulares, contemplando todos os trés principais
dominios da vida (bactérias, archaea e eucariotos), assim como muitos virus, fagos,
viréides, plasmideos e organelas (ENTREZ HELP [INTERNET]. BETHESDA (MD),
2016).

Além de todo desenvolvimento cientifico e metodolégico, o HGP deixou um
outro legado extremamente importante: a cultura do acesso livre aos dados de
sequenciamento produzidos em qualquer artigo cientifico. Por exemplo, a sequéncia

do genoma humano esta disponivel publicamente desde o inicio do projeto, ha mais

2 Next Generation Sequencing (NGS).

% 1000 Genomes Project (1KGP).

4 The Cancer Genome Atlas (TCGA).

® The International Cancer Genome Consortium (ICGC).
® National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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de 30 anos. O 1KGP seguiu a mesma linha e também disponibiliza publicamente
todas as sequéncias geradas. A consequéncia disso é que, gragas a esses projetos,
ha uma enorme quantidade de informacéo, rica e totalmente aberta para ser

explorada pela comunidade cientifica. As Unicas exigéncias para isso sao:

a) possuir métodos e ferramentas apropriados;

b) identificar e focar no estudo de fenbmenos e caracteristicas bioldgicas
relevantes, ainda ndo ou pouco explorados;

c) ter uma estrutura de laboratério adequada para lidar com essa miriade de
dados (CANNATA; MERELLI; ALTMAN, 2005).

1.2 ADESCOBERTA DOS ELEMENTOS TRANSPONIVEIS

No final da década de 1940, ainda antes da icénica foto 51 tirada por difragao
de raio X pelo orientando de Rosalind Franklin, Raymond Gosling (WITKOWSKI,
2019), a citogeneticista Barbara McClintock (1902-1992, Figura 2) desafiou o dogma
da imutabilidade dos cromossomos, formulada pelo geneticista Thomas Hunt
Morgan (1866-1945) (FEDOROFF, 2012). No artigo de 1910, publicado na revista
Science, Thomas Hunt Morgan propés, por intermédio de seu trabalho com
cruzamento de moscas-das-frutas (Drosophila melanogaster) de olhos brancos e
vermelhos, que os genes seriam as unidades fundamentais de estrutura e fungao e
estariam dispostos de forma ordenada e estatica nos cromossomos, tal qual contas
num colar (MORGAN, 1910). Foi entdo que Barbara McClintock, pesquisando a
quebra e a fusdo nos cromossomos do milho (Zea Mays ssp.), identificou sob
microscopia optica uma quebra que sempre ocorria no mesmo locus, localizado no
brago curto do cromossomo 9 do milho e o nomeou de Lécus de Dissociagéo (Ds).
Futuras observacbes feitas pela cientista acerca desse peculiar fendmeno
mostraram que o Ds podia se movimentar aleatoriamente dentro do mesmo
cromossomo. Experimentos adicionais mostraram que a quebra no Locus de
Dissociacédo dependia de um segundo l6cus, o qual também era capaz de promover
a propria mobilizagdo pelo cromossomo, nomeado de Locus Ativador (Ac). Barbara

McClintock notou que os elementos moveis Ds e Ac podiam outrossim interferir na
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funcdo de genes presentes nos loci, 0s quais recebiam as insergdes deles, gerando
mutacgdes instaveis, e que o deslocamento dos elementos desses /oci mutados podia
restaurar a fungao génica (MCCLINTOCK, 1950).

Inicialmente os achados de Barbara McClintock ndo foram bem recebidos
pela comunidade cientifica. Nas palavras de Barbara (MCGRAYNE, 2001, p. 144—
174, traducédo nossa): “Fiquei assustada quando descobri que eles ndo entendiam
isso; ndao levavam a sério” (apud RAVINDRAN, 2012). A ideia de loci a se
movimentar pelo cromossomo, genes que eram reversivelmente inativados, o
cromossomo hdao como uma entidade estatica, mas dinamica; todos esses conceitos

nao se enquadraram nas bases genéticas da época.

Figura 2 - A citogeneticista Barbara McClintock.

[

Fonte: (SMITHSONIAN INSTITUTION - RESTORED BY ADAM CUERDEN, 1947).

Conforme a ciéncia se desenrolou desde o estabelecimento do modelo de
Watson e Crick para a molécula de DNA em 1953; avancos metodoldgicos na area
da biologia molecular permitiram compreender os passos que levam da transcrigdo
do DNA a RNA mensageiro (MRNA), e da tradu¢cdo do RNA mensageiro a

sequéncias de aminoacidos que constituem as proteinas (CRICK, 1970). Os genes
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deixaram de ser conceitos abstratos, para se tornarem individuos moleculares
concretos, passiveis de serem manipulados em laboratério. A tecnologia do DNA
recombinante possibilitou que nas décadas seguintes elementos moveis fossem
também descobertos em bacteriéfagos (TAYLOR, 1963), bactérias (SHAPIRO,
1969), assim como Drosophila (ENGELS; PRESTON, 1981). Estava, por
conseguinte, evidente para os cientistas que elementos mdveis ndo eram mais algo
intrinseco apenas ao milho. Em 1983, finalmente a citogeneticista Barbara
McClintock foi reconhecida e premiada com o Nobel de Fisiologia, quase 40 anos
depois da descoberta dos elementos moveis (FEDOROFF, 1994).

Hoje se sabe que os elementos moveis, comumente chamados de elementos
transponiveis, de transposi¢cdo, ou simplesmente transposons, estdao presentes
praticamente em todas as espécies (ABDEL-HALEEM, 2007). Em boa parte dos
mamiferos, compreendem mais da metade do genoma (BURNS, 2017).
Especificamente, aproximadamente dois tergos do genoma humano séo produto das

atividades direta e indireta dos elementos transponiveis (KONING et al., 2011).

1.3 ACLASSIFICACAO DOS TRANSPOSONS

Os elementos transponiveis podem ser classificado de acordo com a

molécula intermediaria utilizada no processo de mobilizagéo (Figura 3):

a) aqueles que usam uma molécula de RNA como intermediario para
mobilizacdo sdo chamados de transposons de classe |;

b) aqueles que se mobilizam na forma de DNA sdo chamados de transposons
de classe Il (WICKER et al., 2007).

Interessante citar que os elementos Ds e Ac que foram observados e
descritos pela Barbara McClintock pertencem a classe Il. Os transposons também
sao classificados segundo a presenca, ou auséncia, de genes que codifiquem para a
sua pfopria mobilizacdo, sendo chamados de autbnomos, no caso de codificarem

para 0s genes necessarios a transposi¢do, ou ndo autbnomos, no caso de nao
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possuirem maquinaria enzimatica propria e, por isso, dependerem da maquinaria

enzimatica de um elemento auténomo (WICKER et al., 2007).

Figura 3 - Mecanismo de transposigao para os transposons de classes | e Il.

Transposon de classe | Transposon de classe I
Mecanismo de "copiar e colar" Mecanismo de "recortar e colar”
‘ Replicacido Excisdo l

\ Integlg?\lgi\o no /
ol = ] = =] I

Fonte: autoria prépria.
Transposons de classe | usam uma molécula intermediaria de RNA para se copiarem para outra
posicdo gendmica. Transposons de classe |l se mobilizam, saltam, de seu l6cus atual para outra
posicao gendmica.

1.3.1 A classificagao dos transposons de classe |

Os transposons de classe |, ou igualmente nomeados de retrotransposons,
por sua vez, podem ser subclassificados com base na existéncia de regides de
sequéncias repetitivas de nucleotideos flanqueando o elemento mével, que sao
conhecidas por regides de Repetigdo Terminal Longa’ (LTR) (CORDAUX; BATZER,
2009). Ou seja:

a) ha os elementos LTR que possuem LTR flanqueantes, como os retrovirus - o
Virus da Imunodeficiéncia Humana® (HIV), por exemplo (FOLEY et al., 2018);

b) e ha os elementos ndo LTR que nado possuem as Repeticdes Terminais
Longas, como no caso dos autdbnomos Elementos Nucleares Intercalados
Longos® (LINE) e os ndo auténomos Elementos Nucleares Intercalados
Curtos™ (SINE) (FESCHOTTE, 2012).

" Long Terminal Repeats (LTR).

8 Human Immunodeficiency Virus (HIV).

® Long Interspersed Nuclear Element (LINE).
'° Short Interspersed Nuclear Element (SINE).
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1.4 LINE-1

Os LINEs sao transposons de classe I, ndo LTR e autdnomos. Foram
descritos pela primeira vez em 1980 (ADAMS et al., 1980) e, desde entado, tém sido
ostensivamente descobertos em eucariotos (JURKA, 1998; SINGER, 1982). A
familia LINE-1, ou somente L1, € uma subclasse de LINE que esta amplamente
distribuida nos genomas de mamiferos (BECK et al., 2010). Do genoma humano, o
L1 corresponde a aproximadamente 17%, o que totaliza algo em torno de 516 mil
elementos (LANDER et al., 2001). A maioria desses retrotransposons perdeu a sua
capacidade de mobilizagdo e s&o considerados como fésseis moleculares (BECK et
al., 2010), ndo obstante, alguns continuam ativos. Sumarizando: ha mais ou menos
7 mil L1 com regides promotoras intactas, sendo 5 mil com a sequéncia de
nucleotideos completa e 20 aptos a promover a retrotransposi¢ao no genoma (BECK
et al., 2010; BROUHA et al., 2003; KHAN; SMIT; BOISSINOT, 2006). Observa-se que
os L1 competentes em humanos apresentam uma assinatura de trés nucleotideos,
“ACA”, na Regido Nao Traduzida" (UTR) a jusante, 3'UTR, o que os classifica dentro
da subfamilia mais jovem de L1: a subfamilia L1Hs (BROUHA et al., 2003; KHAN;
SMIT; BOISSINOT, 2006).

1.4.1 A estrutura do gene de LINE-1

O L1 em sua forma intacta possui cerca de 6 mil nucleotideos (Figura 4) que

compreendem:

a) uma regidao nao traduzida a montante, 5UTR, que tem uma atividade de
promotor bidirecional, com um promotor senso para a enzima RNA
polimerase Il, que produz o mRNA de L1, e também um promotor antissenso,
que produz RNAs quiméricos do gene de L1 (CRISCIONE et al., 2016;
ISHIGURO et al., 2018; SPEEK, 2001);

" Untranslated Region (UTR).
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b) duas Fases de Leitura Aberta' (ORF), a ORF1, que codifica para a proteina
ORF1p, e a ORF2, que codifica para a proteina ORF2p;

Cc) uma regido nao traduzida a jusante, 3'UTR,;

d) uma cauda poli-A integrada a regiao 3’'UTR;

e) uma nova ORF no sentido antissenso, a ORFO, encontrada exclusivamente
em primatas, que codifica para uma proteina de 70 aminoacidos e com
funcao ainda desconhecida (DENLI et al., 2015; HANCKS; KAZAZIAN, 2016).

Figura 4 - Estrutura genética do LINE-1.

Polll 5rF1 ORF2

5'UTR |CC RRM CTDH EN RT 3'UTR _AAA(n)-

Fonte: autoria prépria.

Um promotor bidirecional na regido 5’UTR com atividade senso para a enzima RNA polimerase II. A
ORF1 que codifica para a proteina ORF1p, uma proteina ligante de RNA, com trés dominios, CC,
RRM e CTD. A ORF2 que codifica para a proteina ORF2p, uma transcriptase reversa (RT) com
atividade de endonuclease (EN). Uma cauda poli-A integrada a regido 3’'UTR.

1.4.2 A proteina ORF1p

A ORF1p é uma proteina ligante de RNA e que também possui atividade de
chaperona de acidos nucleicos (MARTIN, 2010). Tanto in vivo (HOHJOH; SINGER,
1996; MARTIN, 1991), quanto in vitro (BASAME et al., 2006), observa-se a formagao
de um homotrimero de ORF1p, que origina um complexo ligante de RNA. Trés
dominios distintos foram caracterizados na proteina; da extremidade N-terminal a

extremidade C-terminal, sdo eles:

a) um dominio Super-hélice™ (CC), que medeia a homotrimerizagdo (MARTIN et
al., 2003; MARTIN; LI; WEISZ, 2000);

b) um dominio para o Motivo de Reconhecimento de RNA™ (RRM) (KHAZINA;
WEICHENRIEDER, 2009);

2 Open Reading Frame (ORF).
3 Coiled-coil (CC).
* RNA Recognition Motif (RRM).
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c¢) um dominio C-Terminal®™ (CTD) (JANUSZYK et al., 2007). Os dominios RRM
e CTD sao responsaveis pela ligagcdo da proteina a molécula de RNA
(JANUSZYK et al., 2007; MARTIN; LI; WEISZ, 2000).

1.4.3 A proteina ORF2p

A ORF2p, por sua vez, € uma proteina com atividade de endonuclease e
transcriptase reversa. Ela tem dois dominios que, pelo sentido da extremidade N a

C-terminal, sdo:

a) um dominio endonucleolitico com atividade de Endonuclease Apurinica-
apimidinica'® (APE) (SULTANA et al., 2017), que diretamente contribui com o
reconhecimento do sitio genémico alvo, tipicamente a clivagem ocorre no
motivo “TTTT/AA” (JURKA, 1997);

b) um dominio com atividade de transcriptase reversa, responsavel por
converter uma sequéncia de RNA noutra de DNA complementar (cDNA)
(COST, 2002).

1.4.4 O processo de mobilizagao do elemento L1

A mobilizacdo de L1 pelo genoma se da, como todos os retrotransposons,
através de um intermediario de RNA. Cada ciclo de transposicdo comeca com a
transcricdo de uma cépia ativa de L1 em um RNA mensageiro bicistrénico. O mRNA
de L1 migra para o citoplasma, onde ira servir de molde para a tradugdo de ambas
as ORFs nas proteinas ORF1p e ORF2p. Essas proteinas se associam em cis ao
mRNA de L1, formando uma particula ribonucleoproteica (WEI et al., 2001). A
particula retorna ao nucleo, onde o dominio endonucleotidico APE da ORF2p
reconhece o motivo “TTTT/AA” (JURKA, 1997) e o cliva, liberando uma ponta 3’OH.

'S C-Terminal Domain (CTD).
'8 Apurinic-apyrimidinic Endonuclease (APE).



40 1 Introdugao

Essa ponta 3’'OH liberada na extremidade da sequéncia poli-T se anela a cauda poli-
A do mRNA de L1 e é estendida pela transcriptase reversa presente no segundo
dominio da proteina ORF2p, usando o préprio mRNA de L1 como molde (FENG et
al., 1996). Para essa reacao € dado o nome de Transcricdo Reversa com o Alvo
como Iniciador (Figura 5), ou Transcricio Reversa com o Alvo como Primer'
(TPRT). A integracao do transposon € finalizada por uma reagéo analoga a TPRT,
agora usando como molde a sequéncia de cDNA de L1 recém sintetizada (MARTIN,
2010; MARTIN et al., 2005). Também é possivel que ocorra a retrotransposicao de
L1 por uma via menos comum e independente da endonuclease. Nessa via, lesbes
pré existentes na cadeia de DNA sao usadas pela transcriptase reversa como

iniciadores da reagao de polimerizagao (VIOLLET, MONOT; CRISTOFARI, 2014).

Figura 5 - Reagao de TPRT para L1.

EN

5' TTAAAA ATCGT 1
3 AATTTT TAGCA
EN
5 TTAAAA ATCGT 3' 5 2
3 AA 3 @ mmmmmmmmmm——==- TTTT TAGCA
5 o N N N N AAAAAA
; ~.» MRNA de L1
5' TTAAAAATCOT s e e e e e e e e m = = = = > 3
3 AA e TTTT TAGCA
5' TTAAAA ATCGT mmeeessssssssssssmmm/\ A AA ATCGT 4
3' AATTTT TAGCA messssssssssssssssss TTTT TAGCA
. J %—)
TSD TSD

Fonte: autoria prépria.

1) o dominio de endonuclease da ORF2p reconhece o motivo “TTTT/AA” e o cliva, liberando uma
ponta 3'OH; 2) ocorre o pareamento da cauda poli-A do mRNA de L1 com a sequéncia de poli-T do
DNA, entdo a extremidade 3'OH livre é usada como iniciador pelo dominio transcriptase reversa da
ORF2p. O proprio mRNA de L1 serve como molde para a reagao de polimerizagéo; 3) uma reagao

analoga a TPRT finaliza a integracéo de L1, usando a sequéncia de cDNA sintetizada como molde; 4)
uma nova copia de L1 esta pronta. Vé-se a presenga das regides de TSD flanqueando o transposon.

Nota-se que a maioria das novas inser¢oes de L1 s&o truncadas na regido 5’
(SZAK et al., 2002). A processividade média da transcriptase reversa da ORF2p, em

7 Target-primed Reverse Transcription (TPRT).
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humanos, esta em aproximadamente 900 pares de bases (NAVARRO; GALANTE,
2015; SZAK et al., 2002), o que faz com que as novas inser¢ées nao tenham a
regiao 5’UTR, possuidora do promotor interno para RNA polimerase Il. Por
conseguinte, assume-se a priori a nao funcionalidade desses eventos (BECK et al.,
2011).

1.5 ELEMENTOS TRANSPONIVEIS NAO AUTONOMOS E A
RETROTRANSPOSICAO EM TRANS

N&o obstante a maquinaria enzimatica de L1 se ligar preferencialmente em
cis ao prérpio RNA mensagiero (WEI et al., 2001), ela também é capaz de promover
a mobilizacdo de outros elementos, ou seja em frans. Dentre esses elementos,
podem ser citados os transposons nao autbnomos SINEs, assim como RNAs

mensageiros de outros genes codificadores.

1.5.1 SINEs

Os SINEs representam 13,5% de todo genoma humano (MANDAL;
KAZAZIAN, 2008), sendo Alu o elemento mais frequente dessa classe de
transposons. Sozinho, o Alu ocupa cerca de 11% do genoma humano e é
encontrado  especificamente em primatas (DEININGER, 2011). Esses
retrotransposons sao desprovidos de transposase propria para a sua mobilizagao
(ndo auténomos) e, por isso, parasitam a maquinaria enzimatica de L1 de modo a
manter o ciclo reprodutivo. Por exemplo, o elemento Alu tem por volta de 300
nucleotideos de comprimento (DEININGER, 2011), distribuidos dentro do seguinte

modelo:

a) uma regido 5’, na qual ha marcas internas para o reconhecimento da enzima

RNA polimerase llI;
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b) mais a jusante, ha duas regibes de sequéncias similares, as quais sao
conhecidas como partes A e B, ou bragos esquerdo e direito, separadas por
uma cadeia rica em adenina;

c) por fim, na regido 3’, uma cauda poli-A que vai atuar como alvo para a
transcricédo reversa (AGUILAR, 2019, p. 135-139; BAKSHI et al., 2016).

No citoplasma, os RNAs de Alu conseguem cooptar as proteinas ORF1p e
ORF2p de L1, que irdo promover a retrotransposicdo em trans desses elemento,
seguindo a mesma estratégia de insergéo por TPRT, que é usada para os proprios
RNAs mensageiros de L1 (BENNETT et al., 2008).

1.5.2 Pseudogenes processados

Figura 6 - Retrotransposigdao em trans de um gene codificador.

i H H H j_ Gene parental

‘ Transcricao

[ mMRNA maduro

‘ Retroduplicacéao

[ Retrocépia

Fonte: autoria prépria.
O mRNA maduro do gene é mobilizado pelas enzimas de L1, de modo que apenas as regides
exobnicas do gene sao copiadas. Na retrocépia, ha a presenca de cauda poli-A.

Assim como os retrotransposons nao autdnomos se mobilizam por intermédio
da transposase de L1, pode acontecer de RNAs mensageiros de genes
codificadores serem capturados pelas ORF1p e ORF2p e, dessa forma, também
serem mobilizados pelo genoma (KAESSMANN; VINCKENBOSCH; LONG, 2009).
Esse processo gera duplicagdes génicas (Figura 6), nas quais apenas 0s éxons

presentes no mMRNA maduro sdo copiados para outra regido cromossémica (VANIN,
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1985). As duplicagbes génicas mediadas pelas enzimas de L1 s&do chamadas de
pseudogenes processados, ou retrocdpias, enquanto que os genes que foram

retrocopiados sao conhecidos como genes parentais.

1.6 RETROCOPIAS DE GENES CODIFICADORES E O SEU PAPEL

As retrocépias sdo o resultado da duplicagdo génica promovida pela
maquinaria enzimatica de L1. Foi na década de 80 que os primeiros grupos
cientificos comegcaram a apontar para a sua existéncia. Em 1982, a sequéncia
completa de nucleotideos do pseudogene processado da alfa globina humana foi
publicada na revista Cell por Proudfoot e Maniatis (PROUDFOOT; GIL; MANIATIS,
1982), no entanto, os mecanismos pelos quais se deu a duplicagdo génica ainda
eram desconhecidos. Trabalhos subsequentes de outros grupos de pesquisa
continuaram a apresentar a comunidade mais casos de pseudogenes processados
e, em 1988, Begg e colaboradores elucidaram a conexao entre retrocopias e L1
(BEGG; DELIUS; LEADER, 1988).

Atualmente, sabe-se que as retrocdpias sao frequentes em diversas espécies
(BAERTSCH et al., 2008; NAVARRO; GALANTE, 2013). No genoma humano, a
estimativa do numero de retrocopias varia de acordo com o tipo de metodologia

empregada:

a) metodologias baseadas no alinhamento de sequéncias de RNAs mensageiros
identificaram entre 7 mil e 13 mil retrocépias fixadas (BAERTSCH et al., 2008;
NAVARRO; GALANTE, 2013, 2015; PEl et al., 2012; SAKAI et al., 2007);

b) enquanto que aquelas baseadas no alinhamento de sequéncias de proteinas
postularam entre 3 mil e 6 mil dessas retrocopias (MARQUES et al., 2005;
VINCKENBOSCH; DUPANLOUP; KAESSMANN, 2006).

Segundo os métodos desenvolvidos e publicados por Pedro A. F. Galante e
colaboradores do laboratério de bioinformatica do Hospital Sirio-Libanés em Sao
Paulo, ha aproximadamente 8 mil retrocopias fixadas no genoma humano
(NAVARRO; GALANTE, 2013, 2015).
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Inicialmente, acreditava-se que as retrocépias eram “natimortas”, pois, devido
a algumas de suas caracteristicas, tais como auséncia de regides reguladoras
(KAESSMANN; VINCKENBOSCH; LONG, 2009), acumulo de mutagdes e
sequéncias truncadas a montante (a semelhanca das duplicatas de L1)
(PISKAREVA; SCHMATCHENKO, 2006), eram consideradas n&o funcionais. De
fato, ha um consideravel montante de retrocopias que nao apresentam
funcionalidade (ZHANG; CARRIERO; GERSTEIN, 2004), mas também ha aquelas
que se inserem proximas a regides promotoras, ou em introns de genes
codificadores (NAVARRO; GALANTE, 2015), e, em vista disso, acabam sendo

transcritas e potencialmente funcionais (CARELLI et al., 2016).

1.6.1 Exemplo de retrocépia funcional: GLUD2

Gracgas a trabalhos pontuais, s&o conhecidas algumas retrocépias funcionais.
Burki e Kaessmann (2004) demonstraram que o gene GLUD2, especifico de alguns
primatas (incluindo humanos), se originou por retrotransposi¢ao do gene GLUD1.
Ambos os genes GLUD1 e GLUD2 codificam para a enzima Glutamato
Desidrogenase (GDH), a qual atua nas mitocondrias das células eucarioticas,
conduzindo a reagéo anaplerética de desaminagao oxidativa reversivel do glutamato
em a-cetoglutarato. O GLUD1 é um gene localizado no cromossomo autossémico
humano 10 e possui 13 éxons, sendo amplamente expresso em diversos tecidos, ao
passo que o gene GLUDZ2 esta localizado no cromossomo sexual humano X e
possui apenas 1 éxon, sendo expresso de forma especifica nos neurdnios. O fato de
o gene GLUD2 nao possuir introns sugere que este seja uma retrocépia funcional de
GLUD1. Como no cérebro a enzima GDH catalisa a reciclagem do glutamato, que é
o principal neurotransmissor excitatério (MASTORODEMOS et al., 2009; MCKENNA;
FERREIRA, 2016), os autores sugerem que a participagdo de GLUDZ2 no
metabolismo neuronal do glutamato parece ter sido responsavel por uma melhora na

funcao cognitiva de hominideos.
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1.6.2 Exemplo de retrocépia funcional: PTENP1

Um outro trabalho, agora envolvendo um exemplo dentro da patologia, € o
papel da retrocépia PTENP1 na tumorigénese. O gene que codifica para a Fosfatase
Homdloga a Tensina'™ (PTEN), é um gene supressor tumoral que possui uma
retrocdpia conhecida, a PTENP1. Essa retrocopia ndo codifica para proteina, mas
possui uma regido 3'UTR cuja similaridade com a do seu gene parental PTEN
permite que seja alvo dos mesmos microRNAs (miRNAs). A ligacdo do miRNA ao
RNA mensageiro inibe a tradugcdo, ou promove processos degradativos
(HUNTZINGER; IZAURRALDE, 2011). Assim, a retrocopia PTENP1 atua como um
RNA endbégeno concorrente™ (ceRNA), ou seja, em condigbes fisiologicas, a
expressao do gene PTEN aumenta quando ha a co-expressdo da retrocopia
PTENP1. Poliseno e colaboradores (2010) observaram que, em alguns tumores, a
retrocopia PTENP1 esta silenciada, o que faz com que todos os miRNAs sejam
direcionados ao gene parental PTEN. Como resultado, a expressao do gene PTEN é

reduzida, gerando um cenario favoravel a tumorigénese.

1.7 RETROCOPIAS FIXAS E POLIMORFICAS NO GENOMA HUMANO

Até aqui foram apresentados exemplos pontuais de 2 retrocépias dentre as
quase 8 mil presentes no genoma humano. Todos esses eventos de
retrotransposicao detectados e anotados no genoma séao classificados como eventos
“fixados”, ao passo que aqueles que estado ausentes recebem o termo “nao fixados”.
As retrocopias ndo fixadas sdo nomeadas de Variantes de Numero de Codpias do
gene causadas por retrotransposi¢do® (retroCNVs) (SCHRIDER et al., 2013). Dos
eventos nao fixados, muitos podem se enquadrar como variagdes raras (1 em 1.000
individuos) ou polimorficas (1 em 100 individuos) e serem de origem germinativa, ou

somatica.

'® Phosphatase and Tensin homolog (PTEN).
'9 Competing endogenous RNA (ceRNA).
2 Gene Copy-Number Variants caused by retrotransposition (retroCNVs).
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Constata-se que ao passo que as retrocopias fixadas tém sido continuamente
investigadas (KABZA; CIOMBOROWSKA; MAKALOWSKA, 2014; NAVARRO;
GALANTE, 2013), as suas contrapartes, nao fixadas, encontram-se sub-exploradas.
Essa negligéncia para com as retroCNVs nao ocorre, por exemplo, com os eventos
nao fixados de LINEs e SINEs, os quais tém recebido a atengcdo da comunidade
cientifica, ndo somente com relagdo a estudos evolutivos (KAZAZIAN, 2004), mas
também com relagdo a estudos patoldgicos (BURNS, 2017; HANCKS; KAZAZIAN,
2016). Um trabalho interessante a citar na area da patologia foi publicado na revista
Science por Lee e colaboradores (2012). Nele, os pesquisadores descreveram a
ocorréncia de eventos de retrotransposicdo somatica de L1 em genomas tumorais. E
sabido que o desenvolvimento e a progresséao de algumas doengas, como 0 cancer,
estdo intimamente associados a alteragcbes gendmicas, tais como mutacdes
pontuais e variagbes estruturais. Averiguou-se, pois, que tumores de codlon
apresentam um numero elevado de eventos nao fixados de L1, os quais causam
alteragbes gendmicas estruturais no local onde sao inseridos, podendo alterar a
expressao de varios genes de maneira direta ou indireta. Contudo, nunca se estudou
sistematicamente a retrotransposicdo somatica de outros RNAs mensageiros em

tumores, 0 que parece ser algo légico de acontecer.

1.8 ALGORITMOS PARA IDENTIFICACAO DE RETROCOPIAS NAO FIXADAS

Um dos motivos pelos quais o estudo sistematico de retrocopias nao fixadas
nao tem recebido a devida atencao por parte da comunidade cientifica € devido a
falta de algoritmos dedicados a identificagdo e anotagcao de retroCNVs em dados de
NGS. Diferentes pesquisadores ja despenderam esfor¢cos na analise de retroCNVs
na populagédo humana (ABYZOV et al., 2013; EWING et al., 2013; SCHRIDER et al.,
2013; ZHANG et al., 2017). No entanto, esses trabalhos ndo tiveram como objetivo a
descricdo de uma metodologia computacional para detecgédo de eventos nao fixados
no genoma, tampouco a publicagdo de um programa de bioinformatica, o qual

automatizasse as etapas analiticas necessarias.
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1.9 SIDERETRO

Nos acreditamos na importancia de se estudar a presenca de retroCNVs e no
seu papel funcional, tanto do ponto de vista evolutivo, quanto do ponto de vista
patolégico, com destaque para os eventos relacionados a céncer. Tendo isso em
mente, desafiamo-nos a desenvolver neste projeto uma ferramenta de bioinformatica
voltada a facilitar, estimular e acelerar as pesquisas de retrocopias nao fixadas.
Entdo surgiu o sideRETRO, um algoritmo dedicado a identificacdo de insergbes de
retrocopias somaticas e polimérficas, que prové informacbes-chave para o

entendimento do fendmeno, tais como:

a) o gene parental;

b) a posig¢ao, coordenada, gendmica na qual se inseriu a retroCNV;

c) a orientacdo da insergao do evento — se na fita lider (+), ou na fita retardada
-);

d) o contexto genbmico da insercdo — se a retrotransposicdo ocorreu numa
regiao intergénica ou intragénica,;

e) a genotipagem — quando analisando multiplos individuos, em quais deles foi
identificada a retroCNV,

f) haplotipagem — se o evento € homozigético alternativo ou heterozigaético.

Por fim, n6s humildemente desejamos que o sideRETRO possa impulsionar
mais estudos de retroCNVs no contexto de pesquisa basica e translacional e que
iISsO possa ser usado tanto para o enriquecimento do nosso conhecimento acerca

dos elementos mdveis, como para o bem da humanidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Construir uma ferramenta computacional eficiente e de facil uso para

identificar e analisar eventos somaticos, germinativos e polimérficos de retroCNVs a

partir de dados de sequenciamento de genomas completos e dados de exomas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

e)

f)

investigar de maneira sistematica os padrées de alinhamento de leituras
pareadas contra o genoma de referéncia e definir aqueles que indicam
eventos nao fixados de retroCNVs;

desenvolver e implementar um algoritmo computacional (nomeado de
sideRETRO) para analisar dados de sequenciamento de genomas completos
e exomas e, a partir dos padrdes de alinhamento das sequéncias contra o
genoma de referéncia, identificar possiveis eventos somaticos, germinativos e
polimorficos de retroCNVs;

atribuir informagdes adicionais, tais como o ponto de insercdo, a orientagao
da fita, o contexto gendmico, a genotipagem e a zigosidade, para os eventos
de retroCNVs identificados;

definir, através de dados simulados e experimentais, a eficiéncia de
identificagdo de retroCNVs pelo sideRETRO;

tornar o sideRETRO uma ferramenta computacional de facil instalacdo e
execucao, eficiente do ponto de vista computacional e capaz de produzir
resultados completos e bem organizados;

criar uma documentagao organizada, detalhada e acessivel para descrever e

ilustrar o uso da ferramenta sideRETRO.
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3 METODOLOGIA

3.1 RESOLVENDO AS DIFICULDADES INTRINSECAS AO ALINHAMENTO DAS
SEQUENCIAS CONTRA O GENOMA

Para realizar o desenvolvimento desta ferramenta de deteccdo de eventos
polimdrficos e somaticos de inser¢cao de retroCNVs no genoma, foi seguida uma
metodologia composta por diversos passos. O ponto de partida para a analise de
tais eventos € o alinhamento das sequéncias de interesse contra o genoma de
referéncia. No entanto, para identificar as retroCNVs, existem algumas dificuldades
intrinsecas ao alinhamento e também as metodologias de sequenciamento (de
segunda geragao), sobretudo oriundas da alta similaridade entre as sequéncias
gendmicas de uma retrocopia e de seu gene parental. Portanto, para realizar esse
objetivo, primeiramente foi investigado minuciosamente os diferentes padroes
encontrados quando se alinha a sequéncia de interesse contra o genoma de

referéncia.

3.1.1 Os alinhamentos indistinguiveis

Quando ha um evento de insercao de retroCNV em um individuo e seu
genoma é sequenciado com uma tecnologia de NGS (isto €, com sequéncias/leituras
curtas), pode-se esperar que o alinhador (algoritmo de alinhamento) "se confunda"
quanto a origem de certas leituras, gerando um alinhamento incorreto,
principalmente em éxons do gene parental desse evento de retroduplicagcdo. A
Figura 7 faz uma ilustracdo resumida deste padrdo e mostra que esse tipo de
alinhamento € indistinguivel, pois ele ndo da nenhuma pista sobre a presenga da
retroCNV.
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Figura 7 - Alinhamentos indistinguiveis.

| H H::_ Gene Parental

Sequenciador Alinhador

D Retrocépia

Fonte: autoria propria.
Leituras provindas de uma retroCNV podem ser erroneamente alinhadas a um éxon do gene parental.
Alinhamentos como esses séo indistinguiveis e nao fornecem evidéncias da presenga de um evento
de retroCNV.

No entanto, existem alinhamentos que fornecem evidéncias de um evento

oriundo de retrocépia, os alinhamentos anormais, os quais serao descritos a seguir.

3.1.2 Leituras pareadas alinhadas em diferentes éxons

A caracteristica predominante de uma retrocopia € a sua auséncia de introns.
Portanto, € logico imaginar que essa caracteristica deva refletir em certos padrbes
de alinhamentos. Para as metodologias de sequenciamento baseadas em pares de
leituras, cada sequéncia é alinhada e, subsequentemente, esses elementos sao
pareados. Quando ha um padrao de alinhamento em que se observa cada leitura em
éxons contiguos do possivel gene parental, ha um indicio de que tais sequéncias
sdo de uma regido ausente do genoma de referéncia, e, claro, desprovida de introns
(Figuras 8 e 9), isto é, uma nova retroCNV. Vale destacar que este tipo de
alinhamento ocorre em dados de sequenciamento de RNA (RNA-Seq), pelo fato do
sequenciamento usar como matéria prima mRNAs maduros, desprovidos de regides

intrénicas, mas nao ocorre em dados de sequenciamento de DNA gendmico.
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Figura 8 - Leituras pareadas alinhadas em diferentes éxons.

o | H H::_ S

Sequenciador Alinhador
I: AA.AA Retrocépia

Fonte: autoria propria.

Representacao de alinhamento de leituras pareadas e provindas de uma retrocopia. Nesta
representacao, supde-se que os dados sido de sequenciamento de DNA gendmico e que esse padrao
de leituras alinhadas em éxons contiguos (no gene parental) indique a existéncia de uma retroCNV na

amostra que fora sequenciada.

Figura 9 - Exemplo de leituras pareadas que cruzam o intron.

I EXON 8 EXON 9 _ Gene PTEN

z

QNAME FLAG RNAME POS MAPQ CIGAR RNEXT PNEXT TLEN
R1 99 chr10 87.960.894 30 101M chr10 87.965.398 4605
R2 147  chr10 87.965.398 30 101M chr10 87.960.894 -4605

* Saida reduzida de um arquivo SAM.

Fonte: autoria prépria.
Alinhamento relativo ao gene PTEN. A leitura R1 esta alinhada no éxon 8, ao passo que seu par R2
esta alinhado no éxon 9. Ambas as leituras tém 101 bases de comprimento e estdo a uma distancia
de 4.605 bases.

3.1.3 Leituras pareadas alinhadas em cromossomos diferentes

Uma retroCNV pode se inserir num cromossomo diferente do cromossomo de
seu gene parental (SCHRIDER et al., 2013). Esse evento, ao ser sequenciado com
uma tecnologia NGS e alinhado contra o genoma de referéncia, podera apresentar o
padrao, no qual leituras pareadas sdao mapeadas em cromossomos diferentes, isto

€, parte das leituras se alinham na regido do gene parental e parte das leituras na
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regido proxima ao ponto de insergdo da retrocépia (em um cromossomo diferente
daquele em que o gene parental se localiza, vide Figura 10). Outra caracteristica
deste alinhamento anormal € que, pelo menos, uma das leituras pareadas €
alinhada num éxon do gene parental (geralmente o éxon mais a jusante).

Este padrdo emerge quando as leituras pareadas advém de uma regiao
limitrofe da retroCNV - sendo um dos pares internamente oriundo da retrocépia e o
seguinte oriundo externamente a ela (isto &, na regido gendémica imediatamente
proxima ao ponto de insergédo). Como essa retroCNV nao existe no genoma de
referéncia, o alinhador ira mapear a leitura de origem interna a retrocopia no
respectivo éxon do gene parental, enquanto a leitura par de origem externa a
retrocopia sera mapeada noutra regido gendmica - neste caso, no outro

cromossomo, onde se deu o evento de insergao de retroCNV (Figura 10).

Figura 10 - Leituras pareadas alinhadas em cromossomos diferentes.

o H H::_ Gene Parental

Cromossomo do evento

Sequenciador Alinhador
[ AA.AA Retrocépia

Fonte: autoria propria.
Representacédo esquematica de alinhamentos de leituras pareadas oriundas de uma retroCNV. Neste
exemplo, na parte superior, ha uma representagéo da leitura R2 alinhada no gene parental e a leitura
R1 em um outro cromossomo do genoma de referéncia. Na parte inferior, € mostrado como, de fato,
as leituras se alinham no genoma que contém o evento (isto €, da amostra que fora sequenciada).

Uma vantagem deste tipo de padrdo de alinhamento anormal € que ele
fornece evidéncias da posigdo genémica da janela (mas n&o o ponto exato), em que
se sucedeu a integracao da retroCNV no genoma investigado/sequenciado. A Figura

11 mostra um exemplo disso.
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Figura 11 - Exemplo de leituras pareadas alinhadas em cromossomos

diferentes.
I EXON 8 EXON 9 Gene PTEN
R1
QNAME FLAG RNAME POS MAPQ CIGAR RNEXT PNEXT TLEN
R1 99 chr10 87.965.404 30 101M chr1 85.186 0
R2 145 chr1 85.186 30 101M chr10 87.965.404 0

* Saida reduzida de um arquivo SAM.

Fonte: autoria prépria
Alinhamento relativo ao gene PTEN. A leitura R1 é alinhada ao éxon 9 do gene PTEN, localizado no
cromossomo 10, ao passo que a leitura R2 esta alinhada no cromossomo 1, indicando um possivel
retroCNV deste gene no cromossomo 1. Ambas as leituras tém 101 bases de comprimento.

3.1.4 Leituras pareadas alinhadas em regides distantes

Apesar de possuir uma probabilidade menor (P = 1 / [numero de
cromossomos do organismo]), uma retroCNV também pode se inserir no mesmo
cromossomo de seu gene parental. Este evento, ao ser sequenciado com uma
tecnologia NGS e alinhado contra o genoma de referéncia, podera manifestar o
padrao, no qual leituras pareadas sdo mapeadas em regides mais distantes do que
o esperado (Figura 12). Normalmente a distancia esperada para o mapeamento de
leituras pareadas varia de acordo com o comprimento do fragmento de DNA de
origem dessas leituras, sendo que os fragmentos de DNA sdo gerados (fisica ou
mecanicamente) ao longo de processos experimentais de biologia molecular,
necessarios para a produgao da biblioteca de sequenciamento (HESS et al., 2020),
0os quais precedem o sequenciamento (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE,
2016). A distancia esperada para o0 mapeamento de leituras pareadas varia de
acordo com uma curva normal, com média em torno de 300 bases de comprimento,
para sequenciamentos em plataformas lllumina, e um desvio padrao que dificilmente

chega a 100 bases. Portanto, distdncias maiores que 600 bases (Figura 13) ja sdo
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vistas como suspeitas de estarem relatando um evento de alinhamento anormal (ndo

necessariamente por consequéncia de um evento de retroCNV).

Figura 12 - Leituras pareadas alinhadas em regides distantes.

1 H {} Gene Parental

Sequenciador Alinhador

-: AA.AA Retrocépia

Fonte: autoria prépria.
Leituras pareadas oriundas de uma retroCNV podem alinhar no mesmo cromossomo do genoma de
referéncia em regides distantes.

Figura 13 - Exemplo de leituras pareadas alinhadas em regides distantes.

I EXON 8 EXON 9 _ Gene PTEN

R1

QNAME FLAG RNAME POS MAPQ CIGAR RNEXT PNEXT TLEN
R1 97 chr10 87.965.404 30 101M  chr10 133.688.018 45.722.715
R2 145 chr10 133.688.018 30 101M  chr10 87.965.404 -45.722.715

* Saida reduzida de um arquivo SAM.

Fonte: autoria propria.

Alinhamento relativo ao gene PTEN. A leitura R1 é alinhada ao éxon 9 do gene PTEN e localizada na
posicdo genbmica de 87.965.404 no cromossomo 10. A leitura pareada R2 esta localizada na posi¢ao
133.688.018 do mesmo cromossomo 10, & uma distancia de 45.722.715 - uma valor ndo condizente
com o comprimento de um fragmento de NGS (aproximadamente 300 bases) de leituras de 101
bases.

Para um possivel evento de retroCNV, primeiro é observado que pelo menos
uma das leituras, pareadas e alinhadas em regides distantes, € mapeada dentro de

um éxon (gene parental). Este padrao sucede, quando o par de leituras se origina de
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uma das pontas da retroCNV, sendo uma das leituras interna a retrocopia e seu par
externo a ela. Dado que tal retrocopia ndo existe no genoma de referéncia, o
alinhador ira mapear a leitura interna a retroCNV no respectivo gene parental,
enquanto que a leitura externa a retroCNV sera mapeada noutra regiao genémica no
mesmo cromossomo - O que neste caso implica a regido onde ocorreu a

retroduplicacao (Figura 12).

3.1.5 Leituras divididas (leituras com alinhamento suplementar)

Leituras divididas se originam a partir de um tipo de alinhamento chamado de
alinhamento quimérico. Segundo o manual de especificagbes do formato de Mapa
de Alinhamento de Sequéncia?® (SAM) e sua versdo compactada Mapa de

Alinhamento Binario? (BAM) (2021a, p. 2, tradugdo nossa):

Alinhamento quimérico € um alinhamento de uma leitura que nao pode ser
representado como um alinhamento linear. Um alinhamento quimérico é
representado como um conjunto de alinhamentos lineares que ndo tém
grandes sobreposi¢cdes. Normalmente, um dos alinhamentos lineares em
um alinhamento quimérico é considerado o alinhamento "representativo”, e
os outros sdo chamados de “suplementares” e sdo diferenciados pela flag
de alinhamento suplementar.

Por conseguinte, a leitura dividida € o modo como o alinhamento quimérico &
anotado, sendo uma das partes da leitura o alinhamento representativo, e as demais
partes os alinhamentos suplementares. Ainda segundo o manual de especificagdes
do formato SAM/BAM, os alinhamentos quiméricos sao causados principalmente por
variagbes estruturais, fusdes génicas, montagens incorretas, RNA-Seq (THE
SAM/BAM FORMAT SPECIFICATION WORKING GROUP, 2021a).

Do ponto de vista de uma retroCNV, uma leitura dividida pode ocorrer quando
a leitura cobre uma das extremidades (5’ ou 3’) da retrocépia, de modo que parte da

leitura advenha da regido em que ocorreu o evento de retroduplicagcdo e parte

21 Sequence Alignment Map (SAM).
2 Binary Alignment Map (BAM).
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advenha da prépria retrocopia (Figura 14). Esta leitura ao ser alinhada contra o
genoma de referéncia gerarda um alinhamento quimérico, sendo representado por
leituras divididas - cada qual alinhada a sua posigao de origem, estando, portanto,
uma mapeada num dos éxons do gene parental e a outra mapeada na regido, onde

se sucedeu a insergao da retroCNV.

Figura 14 - Leituras divididas.

{ H :_ Gene Parental
< |

Leitura
dividida

Cromossomo do

Sequenciador Alinhador

[ AA.AA Retrocépia

Fonte: autoria prépria.
Isso ocorre quando a leitura cobre uma das extremidades da retrocopia, entdo o alinhador precisa
gerar mais de um alinhamento para representar a mesma leitura. Um dos alinhamentos é tido como o
representativo e os demais como suplementares.

O alinhamento dividido de uma leitura, dada a sua natureza quimérica, pode
ser util para a determinacao do ponto de insercao da retroCNV. Ele fornece as pistas
necessarias ao se observar o ponto de quebra entre o alinhamento representativo e
seu respectivo alinhamento suplementar (Figura 15). Um deles estara mapeado num
eéxon do gene parental e o seguinte estara mapeado na provavel regido de
retrotransposicdo, portanto, este segundo dara evidéncias da posicdo em que

ocorreu o evento.
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Figura 15 - Exemplo de leituras pareadas com alinhamento suplementar.

_— EXON 8 EXON 9 _ Gene PTEN

| @

QNAME FLAG RNAME POS MAPQ CIGAR  RNEXT PNEXT TLEN
R1 97 chr10 87.965.404 30 101M chr10 87.965.704 401
R2 147  chr10 87.965.704 30 55M46S chr10 87.965.404 -401
S 2147  chr1 85.186 30 55H46M chr10 87.965.404 0

* Saida reduzida de um arquivo SAM.

Fonte: autoria propria.

Neste exemplo, a leitura R2 tem um alinhamento suplementar S alinhado em outro cromossomo.
Alinhamento relativo ao gene PTEN. A leitura R1 é alinhada ao éxon 9 do gene PTEN e localizada na
posi¢cdo gendmica de 87.965.404 no cromossomo 10. A leitura pareada R2 esta localizada na posi¢ao

87.965.704 do mesmo cromossomo 10 e possui também um alinhamento suplementar S, que esta

mapeado no cromossomo 1, na posi¢ao 85.186. Observando-se a coluna CIGAR, nota-se que a

leitura R2 foi dividida, tendo, das 101 bases de comprimento, 55 bases mapeadas no éxon 9 do gene

PTEN (como visto no alinhamento R2) e, suplementarmente, 46 bases mapeadas no cromossomo 1

(como visto no alinhamento S). A posicao do alinhamento S é util para determinar o ponto de insercao
da retroCNV no cromossomo 1.

3.1.6 Resumo dos alinhamentos anormais

Eis, entdo, que foram vistos, em mais detalhes, os alinhamentos anormais e
suas respectivas caracteristicas (Quadro 1). Entender os diferentes padroes
advindos de um evento de retroduplicagcdo num individuo - o qual teve o genoma
sequenciado por uma tecnologia de NGS e alinhado contra o genoma de referéncia -
€ essencial para a construgao de uma ferramenta computacional, que possa fazer

uso desses padrdes e, por conseguinte, identificar as retroCNVs.
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Quadro 1 - Resumo dos tipos de padrdes de alinhamentos anormais.

Deteccao
Alinhamentos anormais
Da coordenada Do ponto de Insergao
Em éxons diferentes NAO NAO
Em cromossomos diferentes SIM NAO
Em regides distantes SIM NAO
Leituras divididas SIM SIM

Fonte: autoria prépria.

E para este fim, foi desenvolvida a ferramenta sideRETRO, que faz uso dos
alinhamentos anormais para identificar retroCNVs em dados de sequenciamento de
genomas completos e exomas de individuos de quaisquer espécies que tenham
seus genomas de referéncia ja sequenciados e bem montados. A seguir, sera

apresentado o sideRETRO e o seu modo de funcionamento.

3.2 O DESENVOLVIMENTO DO SIDERETRO

O sideRETRO foi desenvolvido ab initio na linguagem de programacao C
(KERNIGHAN; RITCHIE, 1988) e usa as bibliotecas HTSIlib (BONFIELD et al., 2021)
e SQLite3 (HIPP, 2019) para gerenciar a leitura e a analise dos dados.

O fluxo de informagao, de modo resumido, pela ferramenta comeca com a
entrada do arquivo de anotagdo dos genes conhecidos para a espécie que sera
investigada, no Formato ou de Transferéncia de Genes® (GTF) ou de
Funcionalidade Geral versdo 3** (GFF3) (EMBL-EBI, 2021), e dos dados de NGS
previamente alinhados contra o genoma de referéncia, podendo estes estarem no
formato SAM ou nos respectivos formatos de compressdo BAM e CRAM (THE
SAM/BAM FORMAT SPECIFICATION WORKING GROUP, 2021c). Dai, ocorre a
captura dos alinhamentos anormais presentes nos arquivos de alinhamento, os
quais sdo registrados num banco de dados. Entdo, usando-se o algoritmo de

aprendizado de maquina nao supervisionado chamado Agrupamento Espacial

2 Gene Transfer Format (GTF).
24 General Feature Format version 3 (GFF3).
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Baseado em Densidade de Aplicagbes com Ruido? (DBSCAN), sdo agrupadas as
leituras anormais, reconstruindo, assim, a janela de insergdo da retroCNV. Por fim,
os eventos de retroduplicacdo sao anotados com relagdo ao gene parental, a
posicdo gendmica de integragdo, a polaridade da fita, o contexto genémico, a
genotipagem e a haplotipagem. A saida do sideRETRO é um arquivo no Formato de
Chamada de Variante®® (VCF), contendo essas informagbes detalhadas das
retroCNVs.

Portanto, toda a analise pode ser dividida em trés partes: a primeira
corresponde ao registro dos alinhamentos anormais no banco de dados, a segunda
ao agrupamento dos alinhamentos anormais e anotagao das retroCNVs e a terceira
parte € a geracao do arquivo VCF. Seguindo essa linha de raciocinio, o sideRETRO
funciona por intermédio de um programa computacional chamado sider, o qual
possui trés subcomandos, sendo cada qual desenvolvido para rodar uma dessas

etapas:

a) subcomando process-sample — primeira etapa de analise. Aqui, o sideRETRO
indexa a anotacdo do genoma no formato GTF ou GFF3 e usa a biblioteca
HTSIlib para ler os arquivos de alinhamento no formato SAM, BAM ou CRAM.
Os alinhamentos anormais identificados s&o registrados no banco de dados
gerenciado pela biblioteca SQLite3;

b) subcomando merge-call — no passo seguinte ao process-sample, 0s
alinhamentos anormais registrados no banco de dados sdo agrupados
segundo o algoritmo de aprendizado de maquina n&o supervisionado
DBSCAN. Os agrupamentos encontrados sao registrados e anotados como
retroCNVs no banco de dados;

c) subcomando make-vcf — nesta ultima etapa, as retrocépias presentes no

banco de dados sao escritas no arquivo de formato VCF.

Antes de falar especificamente da primeira etapa de processamento do sider,
cabe uma explicacdo sobre o banco de dados em SQLite3 que é usado para

organizar todos os dados intermediarios de analise.

% Density-Based Spatial Clustering of Applications with Noise (DBSCAN).
% Variant Call Format (VCF).
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3.2.1 Banco de dados

O banco de dados usado pelo sideRETRO foi escrito, usando a biblioteca
SQLite3. SQLite3 € um Sistema de Gerenciamento de Banco de Dados Relacional®
(RDBMS) (CODD, 2002) que usa a Linguagem de Busca Estruturada® (SQL)
(DATE, 1989) para a administracdo dos dados.

A escolha de se usar um banco de dados em SQL, deve-se sobretudo a dois
fatores: o primeiro € manter toda a quantidade de dados intermediarios - que séo
gerados pelas diferentes etapas de analise - organizados num unico lugar e
facilmente acessiveis e o segundo fator diz respeito a propria possibilidade de se
usar a linguagem SQL para auxiliar nas analises dos dados: tendo todas as
informacgdes, concernentes a genes, éxons, alinhamentos anormais etc, divididas
ordenadamente em tabelas, a busca correlacionando diferentes atributos e
caracteristicas torna-se mais simples.

Sendo assim, a base de dados esta dividida em 13 tabelas (Figura 16):

a) schema — onde se encontra o versionamento do banco de dados. Como o
banco de dados sofreu alteracdes no decorrer do seu desenvolvimento, esta
€ uma forma de garantir que apenas a versdo adequada do sideRETRO va
poder alterar os dados das tabelas;

b) batch — entidade forte que se relaciona com a tabela source numa
cardinalidade 1:N. Esta tabela serve para guardar informagdes das diferentes
bateladas: uma batelada pode ser interpretada como os arquivos de
alinhamento no formato SAM, BAM ou CRAM que foram processados juntos.
Como o sideRETRO permite que varios banco de dados - gerados cada qual
para um determinado propdsito - possam ser unidos durante uma analise,
assim pode-se distinguir de qual grupo, batelada, um determinado arquivo de
alinhamento veio;

c) source — entidade forte que se relaciona com as tabelas alignment e
genotype com cardinalidade 1:N. Nesta tabela sdo guardadas as informacdes

individuais de cada arquivo de alinhamento SAM, BAM ou CRAM - como a

" Relational Database Management System (RDBMS).
%8 Structured Query Language (SQL).
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d)

f)

¢)]

batelada a que pertence e o caminho no disco rigido até o arquivo
processado. Desta forma, € possivel saber de qual arquivo um dado
alinhamento anormal vem, assim como atribuir uma retrocopia detectada
durante a genotipagem ao seu respectivo individuo;

exon — entidade forte que se relaciona com a tabela overlapping numa
cardinalidade 1:N. Esta tabela armazena os dados dos arquivos de anotacao
do genoma, nos formatos GTF ou GFF3, referentes aos éxons dos genes
codificadores de proteina. As informacgdes de interesse sao a posigdo do éxon
(cromossomo, posigéo de inicio e fim, fita) e o gene, ao qual pertence. O
sideRETRO usa estas informagde para verificar se alguma das leituras
pareadas do alinhamento anormal se sobrepde a um éxon de um gene
codificador de proteina;

alignment — entidade forte que se relaciona com a tabela overlapping com
cardinalidade 1:N e com a tabela clustering N:M. Nesta tabela, os dados
provindos dos alinhamentos anormais sao armazenados, tais como: posi¢ao
genbmica (cromossomo, posicdo de inicio e fim), qualidade (nivel de
qualidade Phred), mapeamento do alinhador (flag de alinhamento, CIGAR
string), o nome que identifica as leituras pareadas dos alinhamentos anormais
(gname), o arquivo de alinhamento de origem (tabela source) e o tipo de
alinhamento anormal (em cromossomos diferentes, em regides distantes,
leituras divididas com alinhamento suplementar);

overlapping — entidade fraca que conecta as tabelas exon e alignment numa
cardinalidade N:M. Esta tabela anota a sobreposicédo entre alinhamentos
anormais e éxons de genes codificadores. Também sao anotados a posi¢cao
em que comega a sobreposi¢cao e o comprimento da sobreposicdo em bases;
cluster — entidade forte que se relaciona com as tabelas clustering e
overlapping blacklist com cardinalidade 1:N e cluster_merging com
cardinalidade 1:1. Esta tabela contém as informagdes concernentes a etapa
de agrupamento. E anotada a posigdo gendémica do grupo (cromossomo,
inicio e fim), o seu gene parental (das leituras pareadas, uma alinhou num
éxon do gene parental e a seguinte alinhou dentro do agrupamento) e por
quantos filtros de qualidade o agrupamento passou. Os filtros usados sao: de
cromossomo (pode-se excluir agrupamentos de um determinado

cromossomo, como por exemplo o mitocondrial), de distancia (para excluir os
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k)

agrupamentos que caem proximos do gene parental - que devem advir de
erro do alinhador), de regido (as regides ja previamente anotadas como
inser¢ao de retrocopia - vindas de um arquivo de anotagdo do genoma GTF
ou GFF3) e, por fim, de suporte (se o agrupamento possui um valor minimo
de cobertura de alinhamentos anormais). Todos estes filtros possuem valores
padrao, mas € oferecido ao usuario a possibilidade de modifica-los - sobre
isso, sera falado com mais detalhes no transcorrer desta metodologia;
clustering — entidade fraca que conecta as tabelas cluster e alignment numa
cardinalidade N:M. Aqui sdo organizadas as informac¢des geradas pelo
algoritmo de aprendizado de maquina nao supervisionado DBSCAN, tais
como: o alinhamento anormal, o numero de alinhamentos anormais que sao
vizinhos dele, um rétulo, /abel, que identifica esse alinhamento dentro do
grupo (podendo ser um membro nucleo, alcangavel ou ruido) e o identificador
do agrupamento. Com esta tabela é possivel saber quais alinhamentos estdo
presentes num dado grupo da tabela cluster,

blacklist — entidade forte que se relaciona com tabela overlapping blacklist
com cardinalidade 1:N. Nesta tabela sdo registradas todas as regides do
genoma (cromossomo, inicio e fim), onde n&o pode haver um agrupamento
de alinhamentos anormais. Estas regides sao retiradas de um arquivo de
anotacédo do genoma GTF ou GFF3, que previamente ja as publicou como
insercado de retrocdpia. Essas informacgdes sdo usadas no filtro de qualidade
da tabela cluster, especificamente para o filtro de regido. Desta forma,
eliminam-se das analises as retrocdpias anotadas no genoma de referéncia,
que, portanto, sao fixadas;

overlapping_blacklist — entidade fraca que relaciona as tabelas cluster e
blacklist com cardinalidade N:M. Esta tabela registra quais grupos da tabela
cluster se sobrepbéem a uma regidao de agrupamento proibido - regido vinda
da tabela blacklist. Também sao anotados a posicdo que comeca a
sobreposi¢ao e o comprimento em bases dela;

retrocopy — entidade forte que se relaciona com as tabelas cluster_merging e
genotype com cardinalidade 1:N. Aqui sao registradas as retroCNVs e os
seguintes achados com relagcdo a elas: posicdo gendémica, onde ocorreu a
janela do evento de retroduplucagdo (cromossomo, inicio da janela de

insercao, fim da janela de insergédo) - informagdo advinda dos dados de
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agrupamento na tabela cluster - o ponto de insergdo da retroCNV e o modo
como este foi calculado (ou o ponto de insergao foi calculado a partir dos
alinhamentos suplementares, ou foi feita uma média aritmética dos pontos de
inicio e fim da janela de insercdo), o gene parental e a orientagdo da
retroCNV em relacdo ao seu gene parental (se esta na mesma fita, ou em
fitas opostas) - neste caso é calculado o coeficiente rho de correlagédo de
postos de Spearman - entre as posi¢gdes dos alinhamentos no gene parental e
as posicoes de seus respectivos pares alinhados na regido de agrupamento -
e também o valor-p dessa analise estatistica;

cluster_merging — entidade fraca que relaciona as tabelas retrocopy e cluster
com cardinalidade 1:N. Nesta tabela, sdo indicados quais agrupamentos da

tabela cluster deram origem a retrocdpia na tabela retrocopy;

m) genotype — entidade fraca que relaciona as tabelas retrocopy e source com

cardinalidade N:M. Nesta tabela, s&do anotadas as retroCNVs da tabela
retrocopy que estdo presentes num dado arquivo de alinhamento SAM, BAM
ou CRAM, o qual consta na tabela source. Sao também registrados os
detalhes concernentes a genotipagem, tais como: a cobertura de
alinhamentos anormais que evidenciam a inser¢ao de uma retroCNV (o alelo
alternativo) e a cobertura de alinhamentos normais que evidenciam a
auséncia de um insercao de retroCNV na dada regido de agrupamentos dos
alinhamentos anormais (alelo referéncia). S&o calculadas as probabilidades
de genotipagem para homozigoto referéncia, heterozigoto e homozigoto

alternativo.
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Figura 16 - Diagrama de relacionamento de entidade para o banco de dados do

sideRETRO.
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O banco de dados é usado no transcorrer de toda a analise feita pelo

sideRETRO, por cada subcomando do executavel sider:

a) o process-sample gera o banco de dados e o popula com os dados de
anotagao do genoma e dos alinhamentos anormais capturados dos arquivos
de alinhamento;

b) o merge-call processa as informagdes ja presentes no banco de dados e
anota as retroCNVs, entre outras informagdes concernentes a elas;

c) entdo, o subcomando make-vcf |&€ as anotagdes de retroCNV presentes no

banco de dados e as escreve num arquivo de formato VCF.

Tendo, portanto, o banco de dados sido descrito, passar-se-a a metodologia

usada por cada subcomando do sider.

3.2.2 Subcomando process-sample

A primeira das trés partes da analise conduzida pelo sideRETRO é chamada
de process-sample. Esta etapa consiste na captura de alinhamentos anormais em
dados de NGS, ja previamente alinhados contra o genoma de referéncia, e no
registro deles no banco de dados em SQL - visando a proxima andlise a ser feita
pelo subcomando merge-call.

No processo de capturar alinhamentos, ditos anormais, estes sao submetidos
a uma série de filtros que visam garantir a qualidade do alinhamento e as
caracteristicas que determinam o fato de eles serem considerados anormais, tais

como:

a) leituras pareadas em que os elementos do par se alinham em cromossomos
diferentes;

b) leituras pareadas em que os elementos do par se alinham a uma distancia
maior que o esperado;

c) alinhamentos suplementares.
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Outro fator a ser levado em conta é se pelo menos uma das leituras
pertinentes ao mesmo fragmento alinha num éxon de algum gene codificador de
proteina. Esse € um filtro importante para com a anotacéao de retroCNVs: como elas
sado copias truncadas de genes codificantes - geradas pela maquinaria de L1 - o
alinhamento exdnico, de um dos pares de leituras anormais, indica o possivel gene
parental, do qual se originou a retrocopia.

Sendo assim, o subcomando process-sample pode ser dividido em quatros
etapas (Fluxograma 1): trés filtros consecutivos, seguidos de uma ultima etapa de

registro no banco de dados:

a) filtro de qualidade;
b) filtro de alinhamentos anormais;
c) filtro de sobreposi¢ao a um éxon;

d) registro do alinhamento.

Fluxograma 1 - Subcomando process-sample.

A4
Ler arquivo Ainda ha Sim
SAM, BAM, alinhamentos ]I D

CRAM 2 e

Reprovado Reprovado Reprovado

Filtro de QYSessggp’ Filtro de Filtro de
sobreposicao a alinhamentos qualidade
um éxon anormais

Registar Aprovado
alinhamento

Banco de
dados do
VrsrirdeRETRQ

Anotacao

do genoma.
GTF, GFF3

Fonte: autoria propria.
A visao geral do algoritmo usado pelo subcomando do sider process-sample. Nele, sdo destacadas as
etapas de filtragem e registro dos alinhamentos no banco de dados do programa.
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3.2.2.1 Filtro de qualidade

Fluxograma 2 - Filtro de qualidade.

Alinhamento

A leitura deste . A leitura do
segmento foi préximo segmento foi
mapeada? mapeada?

O alinhamento é de
leituras pareadas?

Alinhamento
recusado

Frequéncia Qualidade
de bases menor q de alinhamento,
que 0 maximo** phred-score, maior
tolerado? que o minimo*
exigido?

O alinhamento esta
duplicado?

Alinhamento
aprovado

Fonte: autoria propria.
O alinhamento precisa passar por 6 subfiltros, de modo a ser aprovado para as préximas etapas do
process-sample.
* Valores padrdo que podem ser alterados pelo usuario: nivel minimo de qualidade Phred requerido;
frequéncia maxima de bases tolerada.

O filtro de qualidade visa garantir a consisténcia dos dados de alinhamento.
Para isso, s&o selecionados aqueles que apresentem as seguintes seis

caracteristicas (Fluxograma 2):

a) sao oriundos de um sequenciamento de leituras pareadas - pois, esta
metodologia € exclusiva para essa tecnologia de sequenciamento;

b) o alinhador conseguiu mapear a leitura do segmento no genoma de
referéncia;

c) o alinhador conseguiu mapear a leitura do proximo segmento no genoma de
referéncia. Do proximo segmento € a leitura pareada advinda do mesmo

fragmento;
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d) a alinhamento n&o foi marcado como uma duplicagéo oriunda da Reacédo em
Cadeia da Polimerase® (PCR) ou uma duplicag&o 6ptica;
e) o nivel de qualidade Phred é maior que o minimo requerido;

f) afrequéncia de bases da leitura € menor que o maximo tolerado.

Com excegado das alineas e) e f), todos as demais s&o verificados pela
presenca ou auséncia de flags bit a bit - que estdo combinadas num unico valor
numérico presente na segunda coluna do formato SAM (THE SAM/BAM FORMAT
SPECIFICATION WORKING GROUP, 2021a, p. 6). Cada bit representa um atributo
assinalado pelo alinhador e deve estar de acordo com as especificacdes do formato
SAM/BAM (THE SAM/BAM FORMAT SPECIFICATION WORKING GROUP, 20213,

p. 7). Os bits de interesse para o filtro de qualidade encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Flags bit a bit do arquivo SAM/BAM verificadas pelo filtro de qualidade.

Bit

Descricao

Hexadecimal Decimal
Alinhamentos pareados 0x1 1
Seguimento ndo mapeado Ox4 4
Préximo segmento n&do mapeado 0x8 8
Duplicagédo de PCR ou ética 0x400 1024
Fonte: (THE SAM/BAM FORMAT SPECIFICATION WORKING GROUP, 2021a,
p. 7).

Portanto, o filtro de qualidade verifica se esta presente a flag Ox1 -
alinhamento pareado - e se estdo ausentes as flags 0x4, 0x8 e 0x400 - o
alinhamento precisa ter sido mapeado pelo alinhador, assim como o seu par, e nao
ser uma duplicacdo de PCR ou O6ptica.

As alineas e) e f) sdo verificadas por dois valores padréo (Tabela 2), que
podem ser alterados pelo usuario da ferramenta. Os valores padréao para o nivel de
qualidade Phred e a frequéncia de bases foram definidos heuristicamente. O nivel
de qualidade Phred tem um valor padrao de 8, que equivale aproximadamente a
probabilidade de 16 de 100 bases estarem incorretas - uma precisdao de
aproximadamente 84% (EWING; GREEN, 1998). O filtro de frequéncia de bases visa
evitar leituras com um alto teor repetitivo de bases, que, por conseguinte, alinham

em regides repetitivas do genoma (LI; FREUDENBERG, 2014). Por padrdo, o valor

2 polymerase Chain Reaction (PCR).
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maximo tolerado para a frequéncia de bases é de 75% - 75 de 100 bases podem se

repetir em uma leitura.

Tabela 2 - Valores padrao para o nivel de qualidade Phred e a frequéncia de bases.

Filtro Valor padrao
Nivel minimo de qualidade Phred requerido 8
Frequéncia maxima de bases tolerada 75%

Fonte: sideRETRO versio 1.0.0.

3.2.2.2 Filtro de alinhamentos anormais

Fluxograma 3 - Ffiltro de alinhamentos anormais.

|| Alinhamento

As leituras As leituras
E um alinhamento a pareadas estao 3 pareadas estao a Alinhamento
suplementar? €m cromossomos distantes* uma da normal
diferentes? outra?

Sim Sim Sim

Alinhamento
g anormal
Fonte: autoria propria.

O algoritmo classifica o alinhamento em normal ou anormal. Os alinhamentos normais sédo
descartados e os anormais sao encaminhados para o filtro de sobreposicdo a um éxon.
* Valor padrao que pode ser alterado pelo usuario: leituras pareadas alinhadas em regides distantes.

Os alinhamentos que atenderem a todos os critérios do filtro de qualidade
passam, entdo, para esta etapa, na qual serao classificados em alinhamento normal
ou anormal (Fluxograma 3). Os alinhamentos que forem julgados anormais seguem
para a etapa seguinte - o filtro de sobreposigdo a um éxon.

O classificador testa para trés tipos de alinhamentos anormais:
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a) leituras divididas (leituras com alinhamento suplementar);

b) leituras pareadas em que os membros do par se alinham em cromossomos
diferentes;

c) leituras pareadas em que os elementos do par se alinham a uma distancia

maior que o esperado.

O alinhamento suplementar pode ser identificado pela presenga do bit 0x800
(Tabela 3) na flag do alinhamento no formato SAM ou BAM. Caso o bit de
alinhamento suplementar n&do esteja presente, o classificador, entdo, verifica se o
alinhamento para a leitura e o alinhamento para o par dela estdo em cromossomos
diferentes. Isso pode ser feito, comparando-se as colunas referentes aos
cromossomos, mapeados pelo alinhador para o par de leituras: terceira e sétima
colunas (THE SAM/BAM FORMAT SPECIFICATION WORKING GROUP, 2021a, p.
6), segundo o formato SAM/BAM. Por ultimo, se o alinhamento ndo é suplementar e
ambos os pares de leitura foram mapeados no mesmo cromossomo, testa-se se os
pares de leitura foram mapeados em posicdes distantes do cromossomo. O valor
padrdo para considerar as leituras pareadas distantes é de 10.000 bases (Tabela 4),
definido heuristicamente. Esse valor, assim como todos os valores padrao, pode ser

alterado pelo usuario, de modo a se adequar as caracteristicas dos dados.

Tabela 3 - Flag que define um alinhamento suplementar no formato SAM/BAM.

Bit
Descrigcao
Hexadecimal Decimal
Alinhamento suplementar 0x800 2048
Fonte: (THE SAM/BAM FORMAT SPECIFICATION WORKING GROUP,
2021a, p. 7).

Tabela 4 - Valor padréo para leituras distantes.
Filtro Valor padrao

Leituras pareadas alinhadas em regides distantes 10.000 bases
Fonte: sideRETRO versao 1.0.0.
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3.2.2.3 Filtro de sobreposi¢cdo a um éxon

Fluxograma 4 - Filtro de sobreposicao
a um éxon.

Alinhamento
aprovado

menos uma das
leituras pareadas se
sobrepode* a um

éxon?

Alinhamento
recusado

Anotacao
do genoma.
GTF, GFF3

Fonte: autoria prépria.

Caso uma das leituras pareadas do alinhamento que foi classificado em anormal sobreponha-se a um
éxon de um gene codificador, o alinhamento é aprovado e enviado para armazenamento no banco de
dados do sideRETRO.

* Valor padrdo que pode ser alterado pelo usuario: sobreposicdo minima entre uma das leituras do
alinhamento anormal e um éxon.

Os alinhamentos que foram classificados em alinhamentos anormais sao,
entdo, testados quanto a sobreposi¢ao deles a algum éxon de um gene codificador
(Fluxograma 4). Esta etapa depende do arquivo de anotacdo do genoma de
referéncia (no formato GTF ou GFF3) para determinar quais genes foram anotados
como genes codificadores de proteinas e quais as respectivas posi¢des gendmicas
de seus éxons. Entéo, primeiramente, o sideRETRO anota os éxons do arquivo GTF
ou GFF3 no banco de dados em SQL (Fluxograma 5), o que vai garantir o registro e
o rapido acesso a essas posigdes gendmicas, tanto para esta analise, quanto nas

analises subsequentes.
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Fluxograma 5 - Registro dos éxons
codificantes no banco de dados do
sideRETRO.

Registar os
exons dos genes
codificad?res de i KEY
proteina gene_name |TEXT A
chr TEXT
start INTEGER
end INTEGER
strand TEXT
Anotacao ensg TEXT
do genoma. ense TEXT

GTF, GFF3
Fonte: autoria propria.

Tendo isso em maos, a ferramenta compara as posicoes em que foram
mapeadas as leituras pareadas do alinhamento anormal com as posi¢cdes exbnicas -
ja inscritas no banco de dados. Se houver sobreposigao entre as posi¢des, entdo o
alinhamento € aprovado e enviado para armazenamento no banco de dados do
sideRETRO.

Para considerar que houve uma sobreposicao entre uma das leituras do
alinhamento anormal e algum dos éxons de um gene codificador, precisa haver, por
padrao, a justaposicdo de pelo menos uma base entre as sequéncias. Esse
comportamento também pode ser alterado pelo usuario (Figura 17 e Tabela 5),
segundo as caracteristicas dos dados. Portanto, é possivel determinar uma

sobreposigao, levando-se em consideracgao:

a) afragao do alinhamento que foi coberta pelo éxon;
b) a fracdo do éxon que foi coberta pelo alinhamento;
c) ambas as fragdes sendo cobertas;

d) pelo menos uma das fragdes sendo coberta.
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Figura 17 - Trés exemplos de
sobreposigao entre éxon e leitura.

EXON

R1

EXON

R1

EXON

R1

Fonte: autoria propria.

Tabela 5 - Valor minimo para a sobreposi¢cao entre um éxon e uma das leituras do
alinhamento anormal.

Filtro Valor padrao

Sobreposigdo minima entre uma das 1 base
leituras do alinhamento anormal e um éxon

Fonte: sideRETRO versdo 1.0.0.

3.2.2.4 Registro do alinhamento

O alinhamento que, por fim, passou por todos os filtros de qualidade, que foi
classificado como anormal, cuja uma das leituras estd sobreposta a um éxon
codificante, é registrado no banco de dados do sideRETRO, na tabela alignment -
assim como o tipo de alinhamento anormal que ele é. A posigdo genémica e o
comprimento em bases da sobreposicdo com o éxon sao inscritas na tabela
overlapping (Figura 18).

Informagdes sobre o arquivo de alinhamento que esta sendo processado
também sao inseridas no banco de dados - nas tabelas batch e source (Figura 18).
Dessa forma, pode-se saber de qual arquivo veio o alinhamento anormal, e essa
sera uma informagdo importante para a etapa de genotipagem do subcomando

merge-call.
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Figura 18 - As tabelas que séo preenchidas durante o subcomando process-sample.

|| Alinhamento

exon overlapping alignment
id KEY } exon_id INTEGER id KEY %
gene_name |TEXT alignment_id [INTEGER >—f—'7 gname TEXT
chr TEXT pos INTEGER flag INTEGER
start INTEGER len INTEGER chr TEXT
end INTEGER pos INTEGER
strand TEXT batch mapq INTEGER
ensg TEXT i KEY cigar TEXT
d’;';‘::g;‘; : ense TEXT imestamp | TIME glen INTEGER
GTF, GFF3 rlen INTEGER
_ chr_next INTEGER
pos_next |INTEGER
SONICE type INTEGER
f—id KEY f source_id |INTEGER
\—< batch_id INTEGER
path TEXT

Fonte: autoria propria.
Os éxons do genes codificadores de proteinas séo registrados na tabela exon, o alinhamento anormal
que passou por todos os filtros é registrado na tabela alignment. Os detalhes da sobreposi¢do entre o
alinhamento anormal e o éxon codificante sdo anotados na tabela overlapping. As informagdes sobre
0 arquivo que esta sendo analisado vao para as tabelas batch e source.

O subcomando process-sample termina quando os arquivos de alinhamento
forem todos processados. Como produto desta analise, fica o banco de dados em
SQL - com as tabelas alignment, exon, overlapping, batch e source preenchidas. As
Tabelas 6 e 7 sumarizam os valores padrao usados nesta etapa de analise e as
flags bit a bit do formato SAM verificadas pelo sideRETRO, respectivamente.

O proximo passo € o subcomando merge-call, que ira analisar os dados
gerados durante o process-sample e usa-los para descobrir, anotar e genotipar
retroCNVs.
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Tabela 6 - Sumario dos valores padrées para o subcomando process-sample.

Filtro Valor padrao
Nivel de qualidade Phred minimo requerido 8
Frequéncia maxima de bases tolerada 75%

Leituras pareadas alinhadas em regibes distantes 10.000 bases

Sobreposigdo minima entre uma das leituras do 1 base
alinhamento anormal e um éxon

Fonte: sideRETRO versio 1.0.0.

Tabela 7 - Sumario das flags bit a bit do arquivo no formato SAM verificadas pelo

sideRETRO.
Bit

Descrigao

Hexadecimal Decimal
Alinhamentos pareados 0x1 1
Seguimento ndo mapeado 0x4 4
Préximo segmento ndo mapeado 0x8 8
Duplicacéo de PCR ou ¢tica 0x400 1024
Alinhamento suplementar 0x800 2048
Fon;e: (THE SAM/BAM FORMAT SPECIFICATION WORKING GROUP, 20213,
p. 7).

3.2.3 Subcomando merge-call

A etapa subsequente a captura dos alinhamentos anormais, process-sample,
é chamada de merge-call. Durante o merge-call (Fluxograma 6), os alinhamentos
anormais registrados no banco de dados do sideRETRO sao agrupados, usando-se
o algoritmo de aprendizado de maquina nao supervisionado DBSCAN, e passam por
uma filtragem, visando a consisténcia e a significancia dos agrupamentos formados.
Os agrupamentos que, portanto, forem aprovados s&o anotados e genotipados como
retroCNVs.

O merge-call permite que mais de um banco de dados seja analisado
conjuntamente, por conseguinte, as analises sao precedidas por um ciclo de fuséo
dos diferentes bancos de dados. Dessa forma, um numero grande de arquivos de
alinhamento pode ser processado pelo process-sample separadamente, por

exemplo em diferentes maquinas, e, durante o merge-call, todos os bancos de
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dados gerados sao fundidos num unico arquivo - que sera enviado, sucessivamente,
para a fase de agrupamento.

Pontuando as etapas pertinentes ao merge-call.

a) fusado dos bancos de dados;
b) agrupamento;

c) filtro de agrupamento;

d) anotacao de retroCNVs;

e) genotipagem.

Cada uma dessas etapas sera vista com mais detalhes a seguir.

Fluxograma 6 - Subcomando merge-call.

Bancos de dados
do sideRETRO

Fundir os
Inicio bancos de Banco de dados
dados fundido

Agrupar os
alinhamentos
EGLIETS

Filtrar os
agrupamentos

Lista de regides
gendmicas
proibidas GTF,

 GFF3, BED

Anotar as

Genotipar retroCNVs

Arquivos de alinhamento
SAM/BAM/CRAM
Fonte: autoria propria.
A visao geral do algoritmo usado pelo subcomando do sider merge-call. Em destaque estdo as etapas
de fusdo dos banco de dados, agrupamento, filtragem dos agrupamentos, anotagéo das retroCNVs e
genotipagem.
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3.2.3.1 Fusao dos bancos de dados

Figura 19 - Fusdo dos bancos de dados.

Banco de dados 1 Banco de dados 2 Banco de dados 3
exon exon exon
id gene_name id gene_name id gene_name
1 BRAF 1 PTEN 1 PT53
aligment aligment aligment
id gname id gname id gname
1 SR1:1:123 1 SR2:2:456 1 SR3:3:789
overlapping overlapping overlapping

exon_id alignment_id exon_id alignment_id exon_id alignment_id

1 1 1 1 1 1

Banco de dados 1_2_3
exon

id gene_name

1 BRAF

2 PTEN

3 PT53

aligment

id gname

1 SR1:1:123

2 SR2:2:456

3 SR3:3:789

overlapping

exon_id alignment_id

1 1

2 2

3 3

Fonte: autoria prépria.
Exemplo resumido, para dois atributos apenas, da fusédo das tabelas de diferentes bancos de dados
gerados durante o subcomando do sider - process-sample. S&o vistas trés tabelas: exon, alignment e
overlapping.

O subcomando merge-call inicia os seus trabalhos com a fusdo dos diferentes
bancos de dados (Figura 19) - que foram gerados durante o process-sample. As

tabelas que se esperam estar preenchidas até aqui sdo cinco, quatro entidades

fortes e uma entidade fraca:
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a) batch — relaciona os arquivos de alinhamento que rodaram conjuntamente
durante o process-sample;

b) source — inclui os caminhos para os arquivos de alinhamento;

c) exon — éxons dos genes codificadores de proteina;

d) alignment — alinhamentos anormais que foram selecionados;

e) overlapping — unica entidade fraca dentre as cinco tabelas, anota as

sobreposi¢des entre alinhamentos anormais e éxons.

O algoritmo, entdo, promove a unido das tabelas analogas, atualizando t&o
somente o identificador das diferentes entradas - como pode ser visto na Figura 19.
Aqui é importante salientar que a relagdo entre as entidades € mantida, de maneira
que uma dada sobreposi¢cdo entre um éxon e um alinhamento para um dado arquivo
de alinhamento (SAM, BAM ou CRAM) vai continuar inalterada.

A saida da fusédo dos bancos de dados € um novo banco de dados, contendo
a uniao de todos os outros gerados na etapa de process-sample e passados como

parametro para o merge-call.

3.2.3.2 Agrupamento

Apds os bancos de dados do sideRETRO terem sido fundidos, os dados
resultantes sdo organizados em um novo banco de dados, o qual é passado, entéo,
para a fase de agrupamento (Fluxograma 7). Nesta fase, os alinhamentos anormais
presentes serdo agrupados e processados pelo algoritmo DBSCAN, visando a
descoberta de retroCNVs. O agrupamento pode ser subdividido em quatro partes

procedimentais:

a) agrupamento por gene codificador;
b) agrupamento por cromossomo;

c) criacao da fila de agrupamentos;
d) DBSCAN.
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Fluxograma 7 - Fase de agrupamento dos alinhamentos anormais.

e
Buscar os
alinhamentos PSS Banco de dados Sus DBSCAN
anormais do sideRETRO

Processar
Criar a fila de préximo
agrupamentos agrupamento
da fila

Leitura Agrupar por
que se gene
sobrepde codificador

ao éxon

Leitura pareada
Agrupar por a que se
cromossomo sobrepde ao
éxon

Fonte: autoria propria.

Os alinhamentos anormais sdo agrupados segundo o gene codificador, ao qual um dos pares de
leitura se sobrepde, e em seguida esses agrupamentos sao subagrupados por cromossomo - aqui 0
cromossomo em que se alinhou a leitura pareada aquela sobreposta ao gene codificador. Em seguida
€ criada uma fila de processamento dos agrupamentos, que ira alimentar o algoritmo DBSCAN - com
o intuito de verificar se os alinhamentos anormais, de fato, formaram agrupamentos validos.

3.2.3.2.1 Agrupamento por gene codificador

Todos os alinhamentos anotados como anormais - com leituras pareadas
alinhadas em cromossomos diferentes, a uma distancia maior que o esperado e
alinhamentos suplementares - ttm em comum o fato de que pelos menos uma das
leituras do par se sobrepde a algum éxon de um gene codificador. Portanto,
primeiramente, os pares de leituras sdo ordenados de acordo com o gene
codificador, ao qual uma das leituras do par se sobrepde. Assim sao formados

agrupamentos de alinhamentos anormais por gene codificador.
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3.2.3.2.2 Agrupamento por cromossomo

Os agrupamentos de alinhamentos anormais por gene codificador sdo, por
sua vez, ordenados pelo cromossomo. Aqui a ideia € separar as leituras pareadas
entre aquelas que se sobrepdéem ao gene codificador em questdo e as demais e
subagrupar estas pelo cromossomo ao qual alinharam. Sendo assim, cada gene

codificador tera uma lista de alinhamentos anormais agrupados por cromossomo.

3.2.3.2.3 Criagéo da fila de agrupamentos

De modo a preparar os devidos alinhamentos anormais para alimentar o
algoritmo DBSCAN, é construida uma fila de agrupamentos. Nesta fila, € organizada
a ordem de processamento dos agrupamentos pertinentes a cada gene codificador -
segundo 0s cromossomos, nos quais houve alinhamentos anormais (Tabela 8).
Cada agrupamento é passado, entdo, ao algoritmo DBSCAN, a fim de se avaliar se

se trata de uma insercao de retroCNV.

Tabela 8 - Exemplo de uma fila de agrupamentos.

Fila Gene codificador Alinhamento
Cromossomo Posicéo
1 PTEN chr1 85.186
PTEN chr1 85.121
PTEN chr1 85.127
2 BRAF chr7 130.980
BRAF chr7 131.000
3 BRAF chrX 15.450.376
BRAF chrX 15.450.501

Fonte: autoria propria.

Aqui se véem trés agrupamentos para dois genes codificadores, um para o gene PTEN e dois para o
gene BRAF. O gene PTEN, localizado no cromossomo 10, neste caso possui um agrupamento no
cromossomo 1, enquanto o gene BRAF possui um agrupamento no mesmo cromossomo 7 em que
esta localizado e outro agrupamento no cromossomo X. Esses trés agrupamentos sao passados ao
algoritmo DBSCAN, o qual podera aponta-los como insergdes de retroCNVs.
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3.2.3.2.4 DBSCAN

Figura 20 - Agrupamento de leituras pelo algoritmo DBSCAN.

/q: H M :_ Gene Parental

-

Chr5
R1 g i
& § ¥ ars
chré
| e
DBSCAN

Ponto de 'insergdo

Genoma de <
ferénci
referéncia

A

Retrocépia
Fonte: autoria propria.

Exemplo de agrupamento que representa uma retroCNV no cromossomo 6 provinda de um gene
codificador presente no cromossomo 5.

DBSCAN ¢é um algoritmo de aprendizado de maquina nao supervisionado
para o agrupamento espacial, baseado na densidade de pontos presentes na
vizinhanga um dos outros (ESTER et al., 1996). Para este projeto em particular, o
espago é compreendido como a extensdo do cromossomo e um ponto como o
intervalo entre o inicio e o fim de uma leitura (Figura 20). O algoritmo DBSCAN
necessita de dois parametros para ser executado: a distancia € e o numero minimo

de pontos.

a) a distancia, ou raio, € é a distancia maxima entre dois pontos para que estes
sejam considerados vizinhos. Sendo os pontos as leituras alinhadas, a
vizinhanca é constituida pela unido das leituras que estdo a uma distancia € a
montante e a jusante para uma dada leitura em especifico - assim como
sobrepostas a ela;

b) o numero minimo de pontos € o numero minimo de leituras presentes na

vizinhanga para que a regiao formada seja considerada uma regiao densa.
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Esses dois parametros precisam ser determinados de forma heuristica, de
modo a se adaptar aos dados. O sideRETRO inclui valores padrao para esses
parametros (Tabela 9), assim como da a possibilidade do usuario escolher os

valores que mais poderao se adequar aos seus dados.

Tabela 9 - Opcodes para os parametros de DBSCAN com seus respectivos valores

padrao.
Parametros para DBSCAN Valor padrao
Distancia épsilon € 300 bases
Numero minimo de pontos 10 alinhamentos

Fonte: sideRETRO versédo 1.0.0.

O algoritmo abstrato de DBSCAN (SCHUBERT et al., 2017), aplicado no
contexto de descoberta de retroCNVs, consiste em agrupar todas as leituras
provindas de alinhamentos anormais - que possuem em comum o fato de que estéo
alinhadas contra 0 mesmo cromossomo, enquanto as leituras pareadas a elas se
sobrepdem a algum éxon do mesmo gene codificador.

Primeiramente, € calculada a vizinhanga para cada leitura, sendo a vizinhancga
constituida pelas leituras que estdo a uma distancia €. As leituras que tiverem em
sua vizinhanga um numero maior que o numero minimo de pontos aceito s&o
classificadas como nucleos. E, entdo, formado um grafo com as vizinhancas das
leituras classificadas como nucleos e, conforme a presengca dos nucleos na
vizinhanga um dos outros, estabelecem-se componentes conexas. Essas
componentes conexas formam regides densas, podendo ser chamadas agora de
agrupamentos. As leituras que nao foram classificadas como nucleo sao atribuidas a
algum agrupamento formado, caso estejam a uma disténcia € dele (Fluxograma 8).
Assim, como resultado, sdo obtidos grupos que formam regides densas e séo

candidatos a serem contados como retroCNVs nas analises subsequentes.
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Fluxograma 8 - O algoritmo abstrato de DBSCAN.

Encontrar todas

as leituras
S Vizinhas a uma

distancia g*

Sim

Nao
nucleos

Encontrar todas
Atribuir todas as
leituras "ndo nicleos"
vizinhas a uma
distancia g*

as componentes
conexas no
grafo da
vizinhanca dos
nicleos

Fonte: autoria prépria.

Para cada leitura, calcula-se o numero de leituras vizinhas a uma distancia €. Se esse numero de
leituras vizinhas for maior ou igual a um nimero minimo, entdo a dada leitura é classificada como
nucleo, se nao, como nao nucleo. As leituras nucleos sdo agrupadas conforme a presenca na
vizinhanga uma das outras (como componentes conexas), formando regides densas. As leituras
classificadas como n&o nucleos se estiverem a uma distancia € de alguma regido densa sao, por
conseguinte, incorporadas a ela. Essas regides densas sdo os agrupamentos formados pelo
DBSCAN.

* Valores padrao que podem ser alterados pelo usuario: distancia €; nUmero minimo de pontos.

Os resultados obtidos durante o processo de agrupamento séo registrados no
banco de dados do sideRETRO (Figura 21). Especificamente, as tabelas

preenchidas sao: cluster e clustering.

a) tabela cluster — contém as informagbes de mais alto nivel concernentes aos
agrupamentos formados pelo algoritmo DBSCAN. Isso inclui o cromossomo, o
intervalo compreendido entre o inicio e o fim do agrupamento, o gene
codificador - cujos éxons sao sobrepostas pelas leituras pareadas as que
formam o grupo - e os filtros que validam como uma retroCNV, que serdo
computados na proxima etapa - a de filtragem dos agrupamentos;

b) tabela clustering — contém as informag¢des de mais baixo nivel concernentes

aos agrupamentos. Sao inseridas as leituras do grupo, assim como os dois



90 3 Metodologia

dados gerados pelo DBSCAN: /abel, que identifica se a leitura foi classificada
como nucleo, e neighbors, que € o numero de leituras presentes na

vizinhanca.

Figura 21 - Preenchimento das tabelas do banco de
dados do sideRETRO durante a etapa de

agrupamento.
cluster
/ +1id KEY
/ ——sid KEY
y chr TEXT
start INTEGER
end INTEGER
gene_name |TEXT
filter INTEGER
IN| clustering
|| \_cluster_id  [INTEGER
: “—<cluster_sid |INTEGER
—<alignment_id [INTEGER
label INTEGER
neighbors INTEGER

Fonte: autoria propria.

3.2.3.3 Filtro de agrupamento

Os agrupamentos formados sao validados a partir de uma série de filtros
(Tabela 11), que visam remover 0s grupos que estdo presentes em regides que
foram classificadas como proibidas, ou que estao proximos de seus genes parentais
(gene parental € o gene codificador, cujos éxons sao sobrepostos pelas leituras
pareadas as leituras mapeadas no grupo), ou que foram formados por individuos
(arquivos de alinhamento) com baixa cobertura de leituras dentro do agrupamento.

Entdo ha quatro filtros (Fluxograma 9):
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a) filtro de cromossomo — visa remover agrupamentos que estdo presentes num
dado cromossomo desinteressante para as analises, ou cujo gene parental
esteja presente neste cromossomo. Um exemplo de possivel uso deste filtro é
a remogao de agrupamentos formados no cromossomo mitocondrial, ou com
o gene parental vindo desse cromossomo;

b) filtro de regido — aqui o usuario pode passar um arquivo com regides vedadas
para agrupamento. Este arquivo pode estar nos formatos GTF, GFF3 ou no
formato de Dados Extensiveis do Navegador*® (BED) (THE SAM/BAM
FORMAT SPECIFICATION WORKING GROUP, 2022) (Figura 22). A ideia
deste filtro € evitar a anotacdo de retroCNVs em regides sabidamente de
baixa qualidade na montagem do genoma de referéncia, ou também regides
que ja foram anotadas, contendo pseudogenes. O arquivo com as regides &
indexado internamente no banco de dados do sideRETRO na tabela blackiist.
Quando houver a justaposi¢cao de um agrupamento e de uma regido proibida,
a sobreposicao é registrada na tabela overlapping blacklist,

c) filtro de distancia — para agrupamentos formados no mesmo cromossomo de
seu gene parental. Este filtro remove os grupos que se encontram a uma
distancia inferior a distancia minima permitida em relagdo a esse gene.
Portanto, este filtro visa evitar a anotagdo de eventos falsos positivos. Os
grupos que falharem neste filtro passam por um processo de reagrupamento
com DBSCAN. Primeiramente, sdo removidas do grupo as leituras
consideradas proximas do gene e as restantes seguem para validagdo com
DBSCAN. Caso o algoritmo possa agrupar as leituras filtradas, entdo o novo
grupo criado segue para as proximas analises;

d) filtro de cobertura — a cobertura minima por arquivo de alinhamento. Como a
ferramenta sider foi desenvolvida para analisar um vasto numero de
individuos (arquivos de alinhamento) conjuntamente, podem-se validar os
agrupamentos segundo uma quantidade minima de leituras participantes
provindas de cada arquivo. Essa filtragem visa remover aqueles grupos de
baixa cobertura por individuo - que podem significar apenas um artefato. Os
grupos que falharem neste filtro passam por um processo de reagrupamento
com DBSCAN, no qual, primeiramente, sdo removidas as leituras pertinentes

aos individuos com menos leituras que o minimo requerido. As leituras que

%0 Browser Extensible Data (BED).
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sobrarem sdo reagrupadas novamente e, se validadas pelo DBSCAN como

grupos validos, sao consideradas aprovadas.

Figura 22 - O arquivo com as regides gendmicas proibidas € anotado na tabela

blacklist.
cluster overlapping_blacklist
—+id KEY ﬁ —~<] blacklist_id | INTEGER
g R A o N s i A B = co v
- genomicas
start INTEGER pos INTEGER proibidas GTF,
end INTEGER len INTEGER GFF3, BED
gene_name |[TEXT
filter INTEGER
clustering blacklist
- cluster_id INTEGER —id KEY
—<cluster_sid |[INTEGER name TEXT
—<Jalignment_id [INTEGER chr TEXT
label INTEGER start INTEGER
neighbors INTEGER end INTEGER

Fonte: autoria propria.
A tabela overlapping_blacklist registra as sobreposi¢des entre as regides proibidas e os
agrupamentos.

O campo filter da tabela cluster é por fim atualizado com os valores obtidos.
Cada filtro é representado por um bit (Tabela 10). A presenca de um bit especifico
indica que o grupo foi aprovado nesse critério. Os agrupamentos que possuirem

todos os bits seguirao para os proximos passos.
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Fluxograma 9 - Filtros de agrupamento.

Lista de regides
gendmicas
proibidas GTF,

_ GFF3,BED _

Vem
de um
cromossomo* Esta presente
Agrupamentos vedado, ou esté numa regiac*
‘ presente em vedada?
um?

DBSCAN

E um agrupamento

vélido? REMOVer 0s Remover as
leituras

individuos de roximas* do
baixa* cobertura proximas
gene parental

Nudmero de

; leituras vindas de . ;
S Esta distante* do gene
um mesmo individuo parental?
. maior que o

minimo*?

Fonte: autoria propria.

Sao0 quatro os filtros desta etapa: 1) filtro de cromossomo - remove agrupamentos presentes, ou com
0 gene parental localizado, em determinados cromossomos; 2) filtro de regido - remove
agrupamentos em regiées gendmicas proibidas - determinadas através de um arquivo GTF, GFF3 ou
BED; 3) filtro de distancia - distancia minima que precisa haver entre o gene parental e seu
agrupamento, quando este esta no cromossomo de origem daquele; 4) filtro de cobertura - o nimero
minimo de leituras por individuo para um dado agrupamento.

Se a filtragem falhar nos filtros 3 e 4, ocorre um reagrupamento com DBSCAN.

* Valores padrao que podem ser alterados pelo usuario: lista de cromossomos vedados; regides
gendmicas proibidas; distadncia do gene parental e cobertura minima por individuo.

Tabela 10 - Sumario dos bits dos filtros de agrupamento.

Filtro Descrigao B
Hexadecimal Decimal
- Nenhum 0x1 1
Cromossomo Cromossomo vedado 0x2 2
Distancia Distancia do gene parental Ox4 4
Regido Regides genémicas proibidas 0x8 8
Cobertura Cobertura minima por individuo 0x10 16

Fonte: sideRETRO versdo 1.0.0.



94 3 Metodologia

Tabela 11 - Opgdes para os parametros do filtro de agrupamento.
Filtro Valor padrao

Lista de cromossomos vedados Cromossomo mitocondrial

Regides genémicas proibidas GTF, GFF3 e BED
Distancia do gene parental 1.000.000 bases
Cobertura minima por individuo 1 leitura

Fonte: sideRETRO versdo 1.0.0.

3.2.3.4 Anotacao de retroCNVs

Os agrupamentos encontrados pelo algoritmo DBSCAN e que passaram por
todos os crivos de filtragem seguem, por conseguinte, para esta etapa, na qual

serao anotados como retroCNVs (Fluxograma 10).

Fluxograma 10 - Anotac&o de retroCNVs.

Resolver os
m—> e Agrupamentos
sobrepostos

Calcular ponto
de insercao

Fim Calcular
| — - ~
orientacao

Fonte: autoria propria.
Os agrupamentos advindos das etapas de agrupamento e filtragem s&o anotados como retroCNVs.
Primeiramente s&o resolvidas as sobreposigdes entre os grupos, entdo é calculado o ponto de
insergao do evento. Por fim, calcula-se a orientagao da insergao.

A anotacao pode ser dividida em trés partes:

a) resolucao de agrupamentos sobrepostos;

b) célculo do ponto de insergao;
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c) calculo da orientagéao.

3.2.3.4.1 Resolugéo de agrupamentos sobrepostos

Pode ocorrer até aqui de que haja agrupamentos que se sobreponham no
mesmo cromossomo. No advento deste fendmeno, ha que se analisar o contexto -
de que forma se comportam os genes parentais dos grupos justapostos (Tabela 12 e

Fluxograma 11):

a) eles podem também estar sobrepostos;

b) eles podem estar préximos;

C) para os demais cenarios, os agrupamentos devem representar uma regido de
hotspot (SULTANA et al., 2019).

Genes que se sobrepdem no genoma (genes senso-antisenso, por exemplo)
compartilham entre si uma consideravel quantidade de informagao génica, por isso,
pode acontecer de o alinhador atribuir erroneamente leituras de um para o outro
(FIRTH; BROWN, 2005; GALANTE et al., 2007). Agrupamentos justapostos podem,
entdo, surgir exatamente por conta disso - dos seus genes parentais estarem
sobrepostos, 0 que pode ser um fator confundidor para o alinhador. Nesse tipo de
caso, nao e possivel determinar qual dos genes é o parental, ou ainda se cada um
deles de fato foi retroduplicado para a mesma regido génica. Entdo os
agrupamentos sao fundidos numa unica retroCNV e o gene parental dela se torna a
juncao dos nomes dos parentais anteriores. Um bit € usado no banco de dados do
sideRETRO para marcar a retroCNV como oriunda de genes parentais sobrepostos
(Tabela 12).

Se os genes parentais dos agrupamentos justapostos ndo se sobrepdem,
mas estdo proximos, entdo os grupos, assim como no caso de sobreposigao dos
parentais, sao fundidos numa unica retroCNV, cujo gene parental € a concatenagao
dos nomes dos genes préoximos, e recebe o bit que a classifica como sendo advinda
desses genes em questdo. Aqui € o termo “proximos” se refere proximo em relagéo

a uma distancia ranqueada, e ndao em bases (Tabela 13). Dado um cromossomo, se
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se classificar o primeiro gene codificador a montante como 1, o seguinte como 2 e
assim sucessivamente até o ultimo, ter-se-a o ranqueamento desses genes e assim
€ possivel calcular a distancia entre eles segundo a posi¢cao que ocupam. O critério
de préximos, segundo uma distancia ranqueada, € usado por haver no genoma
genes duplicados em tandem, de modo que o alinhador pode equivocar-se em
relacdo a origem de uma leitura provinda de um desses genes (PAN; ZHANG, 2008).
Portanto, ndo ha como garantir qual dos genes codificadores préximos, segundo

uma distancia ranqueada, € o parental da retroCNV em questao.

Fluxograma 11 - Resolugédo de agrupamentos sobrepostos.

Inicio Agrupamentos

Os
agrupamentos estao
sobrepostos?

Os genes
parentais estdao
sobrepostos?

Os genes parentais
estao proximos*?

Genes . -~
parentais Genes parentais Regido de

sobrepostos préximos* Hotspot

Fundir os
agrupamentos

Fonte: autoria propria.

Se houver grupos sobrepostos, verificam-se se 0s genes parentais também se sobrepdem, ou se
estdo préximos - segundo uma distancia genémica ranqueada. Se sim, os agrupamentos séo
fundidos numa unica retroCNV. Um bit associado ao contexto dos genes parentais é atribuido a
retroCNV. Os contextos verificados s&o: normal (ndo ha agrupamentos sobrepostos); genes parentais
sobrepostos; genes parentais proximos; e regido de hotspot (genes parentais ndo se sobrepdem e
tampouco estéo préximos).

* Valor padréo que pode ser alterado pelo usuario: genes parentais proximos segundo uma distancia
ranqueada.
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Os agrupamentos justapostos que ndo possuem genes parentais sobrepostos
ou proximos nao sao fundidos, portanto sdo considerados cada qual uma retroCNVs
distinta que foi inserida numa possivel regido de hotspot - similar ao que ocorre com
as regides de hotspot de L1 (SULTANA et al.,, 2019). Todas as retroCNVs
sobrepostas recebem um bit (Tabela 12) para identifica-las como provenientes de
uma regiao de hotspot.

Os dados gerados pela resolugdo de agrupamentos sobrepostos séao
computados no banco de dados do sideRETRO (Figura 23). As tabelas preenchidas
sdo retrocopy e cluster_merging - a tabela cluster_merging conecta os
agrupamentos presentes na tabela cluster com a retrocopy, que guarda as
anotagdes concernentes as retroCNVs. Até aqui, na tabela retrocopy, sdo populadas
as informagdes de posicdo gendmica e de contexto de resolugdo dos grupos
justapostos - quando houver sobreposi¢cdo de agrupamentos, o inicio e o fim da
janela de insergao da retroCNV passarao a ser o inicio do elemento mais a montante
e o fim do elemento mais a jusante. Ademais, as informag¢des que faltam completar
sdo as de ponto de inser¢cao e orientagdo, que serdo calculadas nas proximas

etapas.

Figura 23 - Armazenamento dos agrupamentos sobrepostos.

Resolver os
agrupamentos
sobrepostos

retrocopy cluster_merging

id KEY - retrocopy_id INTEGER
chr TEXT cluster_id INTEGER
window_start INTEGER cluster_sid INTEGER
window_end INTEGER

parental_gene_name |TEXT

level INTEGER

insertion_point INTEGER

insertion_point_type [INTEGER

orientation_rho REAL

orientation_p_value REAL

Fonte: autoria prépria.
Os resultados obtidos na resolugdo de agrupamentos sobrepostos sdo armazenados nas tabelas
cluster_merging e retrocopy. A primeira contém a relagéo entre as tabelas cluster e retrocopy,
enquanto a segunda contém as anotag¢des das retroCNVs.
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Tabela 12 - Sumario dos bits relativos ao contexto dos genes parentais dos
agrupamentos sobrepostos.

Os agrupamentos Bit

Contexto Descricao ~ :
sdo fundidos? Hexadecimal Decimal

Normal Sem sobreposicdo entre Nao 0x1 1
0s agrupamentos que
formam as retroCNVs

Genes parentais sobrepostos Os genes parentais dos Sim 0x2 2
agrupamentos
justapostos estao
sobrepostos

Genes parentais proximos Os genes parentais dos Sim 0x4 4
agrupamentos
justapostos estéo
préximos, segundo uma
distancia ranqueada

Regido de hotspot Cada agrupamento Nao 0x8 8
representa uma
retroCNV distinta que foi
inserida na mesma
regiao gendémica

Fonte: sideRETRO versio 1.0.0.

Tabela 13 - Op¢ao para a resolugcédo de agrupamentos sobrepostos.
Contexto Valor padréao

Genes parentais préximos segundo uma distancia ranqueada 3
Fonte: sideRETRO versao 1.0.0.

3.2.3.4.2 Calculo do ponto de insergéao

As retroCNVs comecaram a ser anotadas no passo anterior, o passo de
resolucdo de agrupamentos sobrepostos. Tém-se, até entdo, as informagdes
concernentes ao gene parental e a janela de insergdo da retroduplicagdo, com o
cromossomo € as posi¢des de inicio e fim. Para se determinar, dentro desta janela, o
ponto exato de inser¢cao do evento, ha que se remeter as leituras dos alinhamentos
suplementares presentes no agrupamento - caso haja alguma. O alinhamento
suplementar tem como caracteristica o fato de ser advindo de uma leitura dividida, a
qual parte foi mapeada numa regiao genémica e parte noutra - recebendo uma delas
do alinhador o bit 0x800, que a classifica como sendo a parte suplementar (como

explicado anteriormente). Para alinhamentos anormais, isso significa que uma fragéao
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da leitura foi alinhada dentro da janela de inser¢c&o, enquanto a outra foi alinhada
num éxon do gene parental. Esse tipo de evento ocorre por conta de parte do
fragmento sequenciado cobrir tanto a retrocépia, quanto o cromossomo, onde se
inseriu, e como essa retrocopia ndo esta presente no genoma de referéncia, o
alinhador acaba por atribuir a sequéncia localizada no elemento movel ao éxon do
gene, ficando a sequéncia do cromossomo mapeada na regido do evento. A parte
pertinente a regido do evento € um importante padrao, pois a posi¢ao onde ocorreu
a quebra da leitura coincide com o ponto de insercdo. Sendo assim, o método para
se calcular a posicdo de fixacdo da retroCNV leva em consideragdo o quarto e o
sexto campos do arquivo de alinhamento no formato SAM - posicdo de mapeamento
da primeira operagdao CIGAR e as operagdes CIGAR respectivamente (THE
SAM/BAM FORMAT SPECIFICATION WORKING GROUP, 2021a, p. 6-8) - para os
alinhamentos suplementares dentro da janela. As operagdes CIGAR para o
alinhamento suplementar devem mostrar um padrdo de soft clipping (S), ou hard
clipping (H), sucedendo ou precedendo o match (M) (Quadro 2 e Figura 24). Se o M
preceder o clipping, entdo o ponto de insercdo deve estar localizado na posigéao
ap6s o consumo da operagao de match. Do contrario, se a operacao M suceder
alguma operacédo de clipping, entdo o ponto de insergdo deve coincidir com a
posicao da primeira operagdo CIGAR. Em suma, se nas operagbes CIGAR houver
um padrao de expressao regular (THOMPSON, 1968) do tipo [0-9]+M[0-9]+[SH],
entdo o ponto de insercao € calculado pela soma da posi¢cao da primeira operagao
CIGAR, quarta coluna do arquivo SAM, e do numero de bases mapeadas na
operacao de match; e se o padrao for [0-9]+[SH][0-9]+M, entdo usa-se o proprio

valor da quarta coluna (Fluxograma 12).

Quadro 2 - Calculo do ponto de insercao por alinhamento suplementar.

Expresséo regular das operagdes CIGAR | Calculo do ponto de insergéao

[0-9]+M[0-9]+[SH] POS* + RLEN**

[0-9]+[SH][0-9]+M POS*

Fonte: autoria prépria.

Calculo usando expresséao regular nas operagdes CIGAR.

* Posicao da primeira operagédo CIGAR;

** Numero de bases mapeadas na operacao CIGAR de match.
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Figura 24 - Calculo do ponto de insergéo, segundo a posi¢ao, anterior
ou posterior, do alinhamento suplementar.

]
I
1
I
I
S
I
i
a) POS I (POS + RLEN)
I
I
Ponto de
: Insercdo
I
I
. S
I
b) : POS
[ AA. AAl retroCNV

Fonte: autoria propria.

a) alinhamento anterior — soma-se a posi¢ao da primeira operagdo CIGAR ao numero bases
mapeadas na operagédo CIGAR de match; b) alinhamento posterior — a posi¢gao da primeira operagéo
CIGAR coincide com o ponto de insergao.

POS = posicao da primeira operagao CIGAR; RLEN = nimero de bases mapeadas na operagao
CIGAR de match; S = alinhamento suplementar.

Tabela 14 - Bits usados pelo sideRETRO para identificar a forma como se calculou o
ponto de insercido da retroCNV.

Bit

Descrigcao

Hexadecimal Decimal
Ponto médio da janela 0x1 1
Alinhamentos suplementares 0x2 2

Fonte: sideRETRO versdo 1.0.0.
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Fluxograma 12 - Calculo do ponto de insergao.

Agrupamentos «—m

Ha alinhamentos
suplementares?

Operagoes CIGAR =
[0-9]+M[0-9]+[SH]

Operacoes CIGAR =
[0-9]+[SH][0-9]+M

INI + (FI
2

Ponto de
insercdo

Ponto médio
da janela

retrocopy

id KEY

chr TEXT
window_start INTEGER
window_end INTEGER
parental_gene_name |TEXT
level INTEGER
insertion_point INTEGER
insertion_point_type |INTEGER
orientation_rho REAL

orientation_p_value | REAL

Fonte: autoria propria.

Se para um dado agrupamento houver alinhamento suplementar, entdo é possivel calcular o ponto de
insercao, segundo dois padrées de operagdes CIGAR. Se mais de um alinhamento suplementar
estiver no agrupamento, entdo a moda dos pontos de inser¢do é usada. No caso de ndo haver

alinhamentos suplementares, entdo o ponto médio da janela de inser¢ao é usado. O ponto de

insercéo e o modo como este foi calculado sdo anotados na tabela retrocopy do banco de dados do

sideRETRO.

POS = posicao da primeira operagdo CIGAR; RLEN = nimero bases mapeadas na operagdo CIGAR
de match; INI = posigao de inicio da janela de insergéo da retroCNV; FIM = posigao final da janela de

insercédo da retroCNV.
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Para cada alinhamento suplementar dentro da janela, calcula-se o ponto de
insercao, gerando um vetor de resultados. A partir desse vetor, a posigao que tiver a
maior moda representara o ponto de integracao da retroCNV. Um outro cenario
possivel € que ndo haja alinhamentos suplementares mapeados na janela. Quando
isso ocorre, ndo é possivel calcular com precisdo o ponto de insercado, entdo é
usado o ponto médio do intervalo da janela.

O ponto de insergédo € anotado na tabela refrocopy no campo insertion_point,
assim como é atribuido um bit ao campo insertion _point _type, de maneira a
identificar o modo de calculo dessa posicdo. Por conseguinte, ha duas
possibilidades (Tabela 14), uma para alinhamentos suplementares e outra para o

ponto médio da janela.

3.2.3.4.3 Calculo da orientagdo

Outra informacgado importante, que pode ser obtida a partir dos dados, é a
orientacao da retroCNV em relagao ao seu gene parental. As leituras de alinhamento
anormal dao a pista para resolver esse problema. Foram capturadas as leituras
pareadas quando uma das leituras se alinhou com um éxon de um gene codificador
e seu par se alinhou com alguma outra regido genémica. Entdo, podem-se ordenar
em ordem crescente as leituras do sitio exbnico - segundo as suas posi¢des
genbmicas no cromossomo - e verificar, apos isso, se seus pares estarao ordenados
em ordem crescente ou decrescente na outra regido gendmica (Figuras 25 e 26).
Como resultado, se se observar que eles sdo diretamente proporcionais, pode-se
assumir que a retroCNV esta na mesma fita do gene parental, caso contrario, eles

estdo em fitas opostas.
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Figura 25 - retroCNV e seu gene parental estdo na mesma fita.
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As posicdes
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Fonte: autoria prépria.

Figura 26 - retroCNV e seu gene parental estdo em fitas opostas.

| H M (o ene parenta

As posicdes
gendmicas
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Alinhamentos <
anormais

Fonte: autoria propria.

Portanto, € usado o coeficiente de correlagdo de postos de Spearman
(FIELLER; HARTLEY; PEARSON, 1957) para ter uma medida da relagcéo entre as
leituras do éxon e seus pares no sitio do agrupamento. Como os dados ndo sao
paramétricos, o rho de Spearman pode avaliar a relagdo monotdnica, ou seja, pode
dizer se a posigcdo gendmica das leituras do éxon aumenta quando a posigao
genbmica de seus pares no local do agrupamento aumenta (rho positivo) - ou o
contrario (rho negativo). Portanto, estando o gene parental na fita lider (+), um rho
positivo indicaria uma retroCNV na fita positiva e um rho negativo indicaria na fita

negativa. Seguindo esse mesmo raciocinio, estando o gene parental na fita
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retardada (-), um rho positivo indicaria uma retroCNV na fita negativa, enquanto um

rho negativo indicaria uma retroCNV na fita positiva (Quadro 3 e Fluxograma 13).

Quadro 3 - Sumario da regra usada para se determinar a fita, na qual se inseriu a
retroCNV.

Fita da retroCNV

Fita do gene parental
rho>0 rho<0

+ + -

- - +

Fonte: autoria prépria.

Por conseguinte, o algoritmo do sideRETRO busca os alinhamentos anormais
que formam o agrupamento da retroCNV. As posi¢cdes genbmicas das leituras
mapeadas no gene parental e das leituras mapeadas na retroCNV s&o inseridas
cada qual num vetor - respeitando a ordem, de modo que a posi¢cao de uma leitura
no indice i de um vetor, tera sua leitura pareada no indice /i do outro vetor. Entdo
ambos os vetores sao usados para se calcular o rho de Spearman e o valor-p, que
sdo anotados no banco de dados do sideRETRO, na tabela retrocopy - campos

orientation_rho e orientation_p_value, respectivamente (Fluxograma 13).
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Fluxograma 13 - O algoritmo de calculo da orientagédo da retroCNV.

Banco de dados
do sideRETRO

Buscar os almh_amentos Inicio
anormais
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Calcular o coeficiente de
correlacédo de postos de
Spearman (rho)

retroCNV na
¥ mesma fita do
gene parental

Sim

retrocopy
id
chr
window_start

KEY
TEXT
INTEGER
INTEGER
TEXT
INTEGER
INTEGER
INTEGER
REAL
REAL

-

window_end
parental_gene_name

retroCNV na
X fita oposta a do
gene parental

level
insertion_point .
Sim

insertion_point_type

orientation_rho

orientation_p_value

Fonte: autoria prépria.

Os alinhamentos anormais pertinentes a retroCNV sao separados em dois vetores, contendo as
posi¢des das leituras do gene parental num, e as posi¢des das leituras da retroCNV noutro. Os
vetores sdo aplicados na calculo do coeficiente de correlagao de postos de Spearman; o rho e seu
valor-p sdo anotados na tabela retrocopy, nos campos orientation_rho e orientation_p_value.
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3.2.3.4.4 Genotipagem

A ultima parte do subcomando merge-call € a genotipagem das retroCNVs
previamente anotadas no banco de dados. Aqui sao verificados quais individuos -
arquivos de alinhamento (SAM, BAM ou CRAM) - anotados na tabela source,
possuem a variagdo estrutural e com qual zigosidade (em heterozigose ou em
homozigose).

Ha trés possibilidades para sitios bialélicos (THE SAM/BAM FORMAT
SPECIFICATION WORKING GROUP, 2021b, p. 6): se A é o alelo de referénciae B é
o alelo alternativo, a ordem dos gendtipos para as probabilidades é AA, AB, BB. As
probabilidades, por sua vez, s&o calculadas com base no artigo de Heng Li (2011):
supondo-se que, em um determinado ponto de insergao de retrotransposigao, haja k
leituras. Sejam as primeiras / leituras idénticas ao genoma de referéncia e o restante
seja diferente. A probabilidade de erro de alinhamento da j-ésima leitura é €.

Presumindo independéncia de erro, pode-se deduzir que:

k

5[g)=L [1]m-gle+g[1—¢ I [m=gl[1-¢+ge,] (1)
m j=1 j=I+1
onde:
( ) Probabilidade para um dado evento de retroduplicagao;
m Ploidia;
g Genotipo (o numero de alelos de referéncia).

Portanto, pode-se resumir a formula (1) para homozigoto referéncia (HOR)
(2), heterozigoto (HET) (3) e homozigoto alternativo (HOA) (4):

§(HOR) ikli[ 2[1-¢)| ﬁ 2¢, 2)
6(HET):% (3)

5(HOA):2—1kﬁ 2, f[ 2(1—¢|| (4)
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As leituras anormais pertencentes ao agrupamento que identifica a retroCNV
serao usadas como o k —I restante das leituras que diferem do genoma de referéncia
(alelo alternativo) (Figura 27). Para verificar se ha evidéncia do alelo de referéncia,
precisa-se voltar ao arquivo de alinhamento (SAM, BAM ou CRAM) e verificar a
presenca de leituras normais que cruzem o ponto de inser¢do. De modo a mitigar o
erro de alinhamento - que de outra forma superestimaria o numero de leituras de
alelos de referéncia - selecionam-se as leituras que cubram pelo menos uma janela
de um decil do comprimento da leitura sobre o ponto de inser¢cao, entdo chega-se as
leituras idénticas ao genoma de referéncia (Figura 27). Aqui o usuario pode definir
um nivel de qualidade Phred, para remover alinhamentos normais de baixa

qualidade.

Figura 27 - Alinhamentos anormais sdo usados como evidéncia do alelo alternativo.

-
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et 3

Janela de um decil do
comprimento da leitura R1 R1

Alinhamentos
s
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o

H—I
Evidéncia do alelo
referéncia

Fonte: autoria propria.
Alinhamentos anormais do agrupamento, que evidencia a inser¢do da retroCNV, sdo usados como
evidéncia do alelo alternativo. Os alinhamentos normais que cubram uma janela de um decil do
tamanho da leitura em torno do ponto de insergao sao usados como evidéncia do alelo referéncia.

Das leituras, é extraido o nivel de qualidade Phred, quinta coluna do formato
SAM (THE SAM/BAM FORMAT SPECIFICATION WORKING GROUP, 2021a, p. 6) e

a partir dele, pode-se calcular a probabilidade de erro €:
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Q=-10log,,€ (5)
-Q
e=10" (6)
onde:
Q Nivel de qualidade Phred,
€ Probabilidade de erro de alinhamento.

As probabilidades de erro de alinhamento (6) para o alelo alternativo e o alelo
referéncia sdo usadas para calcular as probabilidades do genétipo, segundo as
equacgdes de Heng Li supracitadas. Os resultados, para HOR, HET e HOA, séo
anotados na tabela genotype, do banco de dados do sideRETRO, nos campos
ho_ref_likelihood, he_likelihood e ho_alt_likelihood - respectivamente. Também s&o
anotados os numeros das leituras para o alelo referéncia (campo reference_depth) e
o alelo alternativo (campo alternate_depth) (Fluxograma 14).

Enfim, o subcomando merge-call termina, tendo descoberto, anotado e
genotipado retroCNVs. Essa quantidade de informacgao fica registrada no banco de
dados SQL do sideRETRO, tendo sido preenchidas as tabelas cluster, clustering,
blacklist, overlapping_blacklist, cluster_merging, retrocopy e genotype. A Tabela 15
sumariza os diferentes valores padrao usados no transcorrer das analises pelo
merge-call.

O proximo, e ultimo passo do sider, € o subcomando make-vcf. Nele, serdo
organizadas as informagdes contidas no banco de dados num arquivo de formato
VCF.

Tabela 15 - Sumario dos valores padrbes para o subcomando merge-call.

Opcéao Valor padrao
Distancia épsilon ¢ 300 bases
Numero minimo de pontos 10 alinhamentos
Regides genémicas proibidas GTF, GFF3 e BED
Distancia do gene parental 1.000.000 bases
Cobertura minima por individuo 1 leitura
Genes parentais proximos 3
Lista de cromossomos vedados Cromossomo mitocondrial
Nivel de qualidade Phred minimo 8

requerido (alinhamentos normais)
Fonte: sideRETRO versao 1.0.0.
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Fluxograma 14 - O algoritmo de genotipagem.

/ Banco de dados
do sideRETRO —
I Arquivo
SAM/BAMICRAM
Evidéncia de Buscar Buscar Evidéncia de
alelo alinhamentos alinhamentos alelo

alternativo anormais normais referéncia

Acumulado Nivel de qualidade Acumulado

Phred - Calcular
probabilidade de erro

Calcular Calcular
. Calcular -
para homozigoto para heterozigoto P 19
referéncia alternativo

Homozigoto
referéncia

Homozigoto

Heterozigoto .
alternativo

genotype
source_id INTEGER
retrocopy._id INTEGER
reference_depth  [INTEGER
alternate_depth INTEGER
ho_ref_likelihood [REAL
he_likelihood REAL
ho_alt_likelihood |REAL

}

Fonte: autoria propria.

Os alinhamentos anormais da retroCNV e os alinhamentos normais que cubram o ponto de insergao
da retroCNV s&o usados para a genotipagem de um dado individuo, arquivo de alinhamento. Dos
alinhamentos é extraido o nivel de qualidade Phred e com ele se calcula a probabilidade de erro de
alinhamento. Entéo, aplicam-se as férmulas para sitios bialélicos segundo o artigo de Heng Li,
chegando-se as probabilidades de homozigoto referéncia, heterozigoto e homozigoto alternativo. Os
valores obtidos sdo registrados no banco de dados do sideRETRO.
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3.2.4 Subcomando make-vcf

O subcomando make-vcf é a ultima etapa de analise do sideRETRO. Apds os
alinhamentos anormais terem sido registrados pelo process-sample e as retroCNVs
descobertas, anotadas e genotipadas durante o merge-call, € possivel gerar, como
resultado, um arquivo no formato VCF, contendo as informacgdes da analise de forma
organizada.

O arquivo VCF é escrito, seguindo as especificagdes da versao 4,2 (THE
SAM/BAM FORMAT SPECIFICATION WORKING GROUP, 2021b). Sao adicionados
campos especificos para eventos de retroCNV no cabecgalho do arquivo (Quadro 4),
de modo que o usuario obtenha a conclusdo do experimento com todos os detalhes

gerados.

Quadro 4 - Descricao dos campos do arquivo VCF que sao adicionados pelo

sideRETRO.
(continua)
ID Coluna Descricao
INS:ME:RTC | ALT Identifica o alelo alternativo como uma insercao de retroCNV.
SVTYPE INFO Tipo de variagéo estrutural. O valor usado é sempre INS, por se tratar
de uma insergao de retroCNV.
IMPRECISE | INFO Quando a POS nao foi calculada através de leituras divididas, entdo
usa-se o ponto médio da janela de insergao.
CIPOS INFO Intervalo de confianga em torno da POS para variagées IMPRECISE,

sao 2 valores separados por virgula: inicio da janela de insergao
subtraida a POS, fim da janela de inser¢ao subtraida a POS.

DP INFO Numero total de leituras que cobrem o alelo alternativo.
SR INFO Numero total de leituras divididas que estimam a POS.
ORHO INFO Coeficiente de correlagédo de postos de Spearman (rho) usado para

estimar a polaridade da retroCNV.

POLARITY INFO Polaridade (fita) da retroCNV de acordo com o rho.
EXONIC INFO retroCNV exénica. IDs dos éxons separados por /.
INTRONIC INFO retroCNV intrénica: IDs dos introns separados por */’

NEAR INFO retroCNV intragénica: IDs dos genes préoximos da inser¢ao.

PG INFO Nome do gene parental.
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Quadro 4 - Descricao dos campos do arquivo VCF que sao adicionados pelo

sideRETRO.
(concluséo)
ID Coluna Descrigcao
PGTYPE INFO Tipo do gene parental:
a) normal;

b) genes parentais sobrepostos;
C) genes parentais proximos;
d) regido de hotspot.

DP2 FORMAT | Numero de leituras que cobrem o alelo referéncia e o alelo alternativo.
Sao 2 valores separados por virgula.

GT FORMAT | Genotipagem: presenca de 1 alelo alternativo (heterozigoto) ‘0/1’, de 2
alelos alternativos (homozigoto alternativo) ‘1/1’ e de nenhum alelo
alternativo ‘0/0’ (homozigoto referéncia).

GL FORMAT | Probabilidade da genotipagem, genotype likelihood. Sdo 3 valores
separados por virgula: probabilidade para homozigoto referéncia,
heterozigoto e homozigoto alternativo.

Fonte: (THE SAM/BAM FORMAT SPECIFICATION WORKING GROUP, 2021b, p. 4-6; sideRETRO
versao 1.0.0).

POS = segunda coluna; ALT = quinta coluna; INFO = oitava coluna; FORMAT = nona coluna e
adiante.

O sideRETRO, de modo a criar o arquivo VCF de saida, volta ao banco de
dados ja preenchido com a anotagao das retroCNVs. As informagdes concernentes a

posicao gendmica e ao gene parental sdo extraidas da tabela retrocopy:

a) CHROM (primeira coluna) — 0 cromossomo;
b) POS — o ponto de inser¢ao da retroCNV;
c) na coluna INFO:
- PG - o0 gene parental;
-  PGTYPE - o contexto relativo ao gene parental, podendo ser: normal (1),
genes parentais sobrepostos (2), genes parentais préximos (4) ou regido
de hotspot (8);
- se o ponto de insergao foi calculado pela média da janela de insergao,
entao inclui-se IMPRECISE;
- para IMPRECISE, calcula-se o intervalo de confianga C/IPOS com o inicio
e fim da janela de insercéo (inicio da janela - POS, fim da janela - POS);
-  ORHO - se o valor-p do coeficiente de correlacéo de postos de Spearman
for menor que o erro maximo tolerado, entdo se inclui o valor de rho
(Tabela 16);
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- POLARITY — se o rho for positivo, entdo a retoCNV esta na mesma fita do
gene parental, se for negativo, entdo esta na fita oposta.

As informacgdes de genotipagem sao encontradas na tabela genotype:

a) a partir da coluna FORMAT, seguindo por todos os arquivos de alinhamento:

- DP2 — o numero de leituras que cobrem o alelo referéncia e o alelo
alternativo vem dos atributos da tabela reference depth e alternate _depth,
respectivamente;

- GL - as probabilidades para homozigoto referéncia, heterozigoto e
homozigoto alternativo estdo, pela ordem, nos campos ho_ref _likelihood,
he_likelihood, ho_alt_likelihood,

- GT - a genotipagem. Se a maior probabilidade em GL for para homozigoto
referéncia, entdo se adiciona o valor 0/0, se for para heterozigoto, entéo
se adiciona 0/1, ou se for para homozigoto alternativo, 1/1.

b) na coluna INFO:
- DP — o numero total de leituras que cobrem o alelo alternativo. E a

somatéria de todos os valores para o atributo da tabela alternate depth.

O valor para o numero de leituras divididas, SR, na coluna INFO é obtido pela
somatoria de todos os alinhamentos anormais, na tabela alignment, pertencentes ao
agrupamento da retroCNV e que possuem o bit de alinhamento suplementar e um
dos padrdes de expressao regular para as operagdes CIGAR - [0-9]+M[0-9]+[SH] ou
[0-9]+[SH][0-9]+M.

O contexto de insercdao da retroCNV, se €& uma retrocopia intragénica
(EXONIC, INTRONIC) ou intergénica pfoxima (Tabela 16) de algum gene (NEAR) na
coluna INFO, é obtido a partir do cruzamento das posicoes das retroCNVs na tabela
retrocopy e das posicdes dos éxons dos genes codificadores na tabela exon. Os
valores EXONIC, INTRONIC e NEAR representam listas separadas por ‘/’, contendo
0s nomes dos genes, aos quais a retroCNV se relaciona. Um mesmo evento pode
ser exbnico (EXONIC) para certos genes e intrénico (INTRONIC) para outros. Os
genes proximos a retroCNV sé sao adicionados no campo NEAR, se esta for
intergénica.

Opcionalmente, se o genoma de referéncia - no formato FASTA (NATIONAL
LIBRARY OF MEDICINE, [s.d.]) - tiver sido passado, a quarta coluna REF, com a
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base nitrogenada do alelo referéncia do cromossomo CHROM e posigao POS, é
preenchida, assim como os campos contig do cabegalho - com os nomes dos

Cromossomos e 0s seus comprimentos em numero de bases.

Tabela 16 - Op¢des para a anotacio do arquivo VCF.
Opcoes Valor padrao

Erro maximo para valor-p do coeficiente de 0,05
correlacdo de postos de Spearman

Distancia proxima de algum gene 10.000 bases
Fonte: sideRETRO versao 1.0.0.

3.3 TESTANDO O SIDERETRO COM DADOS SIMULADOS

Com o intuito de averiguar o desempenho do sideRETRO num cenario cujas
variaveis pudessem ser controladas, foi desenvolvida uma simulacdo computacional,
na qual genomas com inser¢cées de retroCNVs foram desenhados previamente e
analisados posteriormente com o sider. A simulacdo pode, entdo, ser dividida em

cinco etapas (Fluxograma 15):

a) desenho das retroCNVs;

b) desenho da coorte;

c) simulacédo dos genomas sequenciados;

d) alinhamento contra o genoma de referéncia;

e) analise com o sideRETRO.

3.3.1 Desenho das retroCNVs

Foram desenhadas 100 retroCNVs distintas, a partir do arquivo FASTA com
as sequéncias dos transcritos maduros (isentos de regides intrdnicas) dos genes
codificadores de proteinas, distribuido pelo GENCODE verséo 32 (FRANKISH et al.,

2019). Sortearam-se 100 genes parentais e, para cada gene selecionado, extrairam-
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se as ultimas (mais a jusante) 1000 bases do transcrito mais comprido para serem
usadas como sequéncia da retrocopia.
O programa usado para desenhar as 100 retroCNVs, make_rtc.pl (Apéndice

B), foi executado com os parametros: --seed=17, --rtc_num=100 e —length=1000.

3.3.2 Desenho da coorte

Para as 100 retroCNVs desenhadas, foram sorteadas as regides gendmicas
de insercdo - o cromossomo, a fita e o ponto de insercdo - e a zigosidade -
heterozigoto ou homozigoto alternativo. Os eventos foram aleatoriamente divididos

em 3 grupos:

a) retroCNVs fixadas — 25 eventos;
b) retroCNVs polimorficas — 50 eventos;

c) retroCNVs somaticas — 25 eventos.

A coorte de teste que recebeu as retroCNVs projetadas foi composta de 100
individuos. O modo de distribuicdo estocastico dos eventos por individuo seguiu a

seguinte regra:

a) as retroCNVs fixadas foram inseridas em todos os individuos da coorte;
b) pelo menos dois individuos receberam a mesma retroCNV polimorfica;
c) retroCNVs somaticas foram inseridas cada uma num unico individuo da

coorte.

O desenho da coorte se deu pelo programa make_cohort.pl (Apéndice C). Ele

foi rodado com os parametros: --cohort=100 e —seed=17.
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3.3.3 Simulagao dos genomas sequenciados

Para cada individuo da coorte, foi simulado um sequenciamento genémico de
acordo com as insercdes de retroCNVs, projetadas nos passos anteriores. As
simulagbes foram feitas com uma baixa cobertura de sequenciamento de 20 vezes,
ou seja, eventos heterozigodticos tiveram apenas 10 vezes de cobertura. Essa
estratégia permitiu verificar a capacidade do sideRETRO em identificar eventos
mesmo em um “cenario nao ideal” de baixa cobertura de sequenciamento.

A ferramenta usada para simular os sequenciamentos foi a SANDY versao
0,23 (MILLER, 2019). A SANDY indexou as devidas variagcdes estruturais por
individuo e gerou as simulag¢des dos sequenciamentos no formato FASTQ (COCK et
al.,, 2010). Ao final, obtiveram-se 100 sequenciamentos gendmicos pareados,
equivalentes a experimentos de WGS.

A SANDY foi rodada com os seguintes parametro:

a) etapa de indexacdo das variagdes estruturais — sandy variation add: --
structural-variation=id-do-individuo;

b) simulagdo — sandy genome: --id='%i.%U_%cC:%S-%E_%yV', --structural-
variation=id-do-individuo, --jobs=20, --seed=1, --quality-profile="hiseq_101' e —

coverage=20.

3.3.4 Alinhamento contra o genoma de referéncia

Os sequenciamentos simulados foram alinhados contra o genoma de
referéncia, GENCODE versao hg38 (FRANKISH et al., 2019). O alinhador escolhido
foi o BWA versao 0.7.9 (LI; DURBIN, 2009) - por ser capaz de lidar com leituras
divididas. O BWA rodou com o algoritmo mem e os parametros padrao - bwa mem,

gerando arquivos de alinhamento no formato SAM.
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3.3.5 Analise com o sideRETRO

Finalmente, rodou-se o0 sideRETRO, versdo 0.14.1, sobre os
sequenciamentos simulados alinhados. Os parametros usados para os subcomando

process-sample e merge-call foram?*':

a) sider process-sample: --alignment-frac=0.9 e --phred-quality=20;
b) sider merge-call: --epsilon=500, --min-pts=10 e —phred-quality=20.

O genoma de referéncia usado foi o do GENCODE hg38 e a anotagdo do
genoma também do projeto GENCODE versao 32.
Os scripts exemplificando todo o processo de desenho das retroCNVs,

simulacao dos genomas sequenciados e analise com o sideRETRO constam nos

apéndices deste trabalho (Apéndice F).

¥ Ponto como separador decimal (para LC_NUMERIC=en_US.UTF-8).
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- O teste do sideRETRO com dados

Fluxograma 15
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3.4 TESTANDO O SIDERETRO COM DADOS REAIS

Para avaliar o desempenho do sideRETRO contra dados reais, foi
selecionado o trabalho de Abyzov e colaboradores (2013). O método computacional
desenvolvido e utilizado pelos autores conta com a utilizacédo de leituras de juncdes
exon-exon para a identificacdo de retroCNVs. Para aumentar a confiabilidade de
seus candidatos, os autores realizaram validagdes experimentais (Quadro 5) por
PCR para nove retroCNVs e, para seis delas, encontraram seus pontos de inser¢gao

com as coordenadas no genoma de referéncia.

Quadro 5 - As 9 retroCVNs validadas por PCR por Abyzov e colaboradores.

Gene parental | Ponto de insergéo
LAPTM4B Sim
TMEM66 Sim
BOD1 Nao
SKA3 Sim
AP3S1 N&o
CACNA1B Sim
TDG Sim
CBX3 Sim
MTCH2 Nao

Fonte: dados extraidos da Tabela X (ABYZOQOV et al., 2013).

Essas retroCNVs foram genotipadas por Abyzov e colaboradores em 974
individuos de 14 populagdes do 1KGP (Quadro 6). E possivel obter do 1KGP, os
arquivos de alinhamento no formato CRAM para todos os individuos de todas as
populagdes contempladas pelo projeto (EMBL-EBI, [s.d.]). Logo, foi rodado o
sideRETRO a fim de se verificar se este seria capaz de detectar as seis retroCNVs,
com o ponto de insergao, validadas por Abyzov et al. e genotipa-las nas mesmas 14

populagdes (Fluxograma 16).
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Quadro 6 - As 14 populagdes do 1TKGP que foram genotipadas por Abyzov e
colaboradores.

Cddigo da Numero de Detalhe

populacao individuos

ASW 50 Ancestralidade Africana no Sudoeste dos EUA

CEU 91 Residentes de Utah (CEPH) com ascendéncia
do norte e da Europa Ocidental

CHB 81 Etnia Han em Pequim, China

CHS 92 Etnia Han no sul da China

CLM 52 Colombianos em Medellin, Colémbia

FIN 77 Finlandeses na Finlandia

GBR 72 Britanicos na Inglaterra e Escécia

IBS 6 Populagdes ibéricas na Espanha

JPT 80 Japoneses em Téquio, Japao

LWK 83 Luhya em Webuye, Quénia

MXL 54 Ascendéncia mexicana em Los Angeles,
Califérnia

PUR 53 Porto-riquenhos em Porto Rico

TSI 100 Toscani na Itélia

YRI 83 Yoruba em Ibadan, Nigéria

Fonte: dados extraidos da Tabela S1. Material suplementar (ABYZOV et al., 2013).

Os parametros usados pelo executavel foram?*%

a) subcomando process-sample: --max-distance=15000, --alignment-frac=0.9 e
--phred-quality=20;
b) subcomando merge-call: --epsilon=500, --min-pts=20, --genotype-support=5,

--near-gene-rank=3 e —phred-quality=20.

O genoma de referéncia e a anotagdo do genoma usados foram do
GENCODE versao 32 (genoma de referéncia hg38).

%2 Ponto como separador decimal (para LC_NUMERIC=en_US.UTF-8).
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Fluxograma 16 - O teste do sideRETRO com dados reais.

Inicio 1000 Genomes

sideRETRO

L

Fonte: autoria propria.
Andlise para 14 populagbes do 1KGP a partir dos arquivos de alinhamento no formato CRAM
disponibilizados pelo projeto.
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4 RESULTADOS

4.1 O SIDERETRO NUMA CASCA DE NOZ

4.1.1 Uma visao geral do sideRETRO

O sideRETRO € uma ferramenta de bioinformatica dedicada a detecg¢ao de
insercao polimorficas, germinativas ou somaticas de retrocépias (aqui chamadas de
retroCNVs) em dados de Sequenciamento Completo de Genomas® (WGS) e
também de Exoma* (WES). O programa foi escrito ab initio na linguagem de
programacao C e com o intuito de ser rodado em sistemas operacionais baseados
em Linux (TORVALDS, 1997). O cddigo-fonte é distribuido sob a Licenga Publica
Geral GNU verséo 3* (GPLv3) (“GNU General Public License, version 3”, 2007).
Além de detectar a mobilizagao de retrocépias, o sideRETRO anota varias outras
caracteristicas relacionadas ao evento de retroCNV (Quadro 7).

O sideRETRO usa dados NGS para identificar retrocopias nao fixadas -
polimdrficas, germinativas ou somaticas - ausentes no genoma de referéncia, mas
presentes no genoma sequenciado. A metodologia consiste em detectar
alinhamentos anormais nos arquivos SAM, BAM ou CRAM e, com o algoritmo de
aprendizado de maquina nao supervisionado DBSCAN, agrupar essas leituras e
descobrir insergdes de retrocopias.

O cdédigo-fonte do sideRETRO compila para um executavel chamado sider, o

qual possui trés subcomandos, cada qual para uma etapa consecutiva de analise:

a) process-sample — primeira etapa de analise na qual o sideRETRO identifica
os alinhamentos anormais nos arquivos de alinhamento SAM, BAM ou
CRAM. Os alinhamentos anormais s&o registrados no banco de dados;

b) merge-call — na etapa seguinte ao process-sample, os alinhamentos anormais

registrados no banco de dados sao agrupados segundo o algoritmo de

% Whole Genome Sequencing (WGS).
% Whole Exome Sequencing (WES).
% General Public License version 3 (GPLv3).
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aprendizado de maquina ndo supervisionado DBSCAN. Os agrupamentos

encontrados sao genotipados e registrados como retrocépias no banco de

dados;

c) make-vcf — nesta ultima etapa, as retrocopias presentes no banco de dados

sao anotadas num arquivo de formato VCF.

Quadro 7 - Atributos da retroCNV detectados pelo sideRETRO.

Gene parental

Gene que passou pelo processo de retrotransposi¢ao, dando origem a
retrocopia.

Posicdo genbmica

A coordenada do genoma onde ocorreu a integragédo da retrocopia
(cromossomo: inicio-fim). Inclui o ponto de insergéo.

Fita

A orientacgdo da insergéo: se ela ocorreu na fita lider (+), ou na fita
retardada (-).

Contexto genémico

O contexto do sitio de integragao da retrécopia: se o evento de
retrotransposigao ocorreu em uma regido intergénica ou intragénica - a
ultima pode ser dividida em exdnica e intronica de acordo com o gene
hospedeiro.

Genétipo Quando varios individuos s&do analisados, sdo anotados os eventos para
cada um deles. Dessa forma, é possivel distinguir se um evento é
exclusivo ou compartilhado entre a coorte.

Haplétipo A ferramenta fornece informagées sobre a ploidia do evento, ou seja, se

ele ocorreu em um ou ambos os cromossomos homélogos (homozigoto ou
heterozigoto).

Fonte: autoria propria.

4.1.2 Instalando o sideRETRO

O sideRETRO armazena seu coédigo-fonte de forma publica no github

(GITHUB, 2022) e usa o sistema de compilagdo Meson (“The Meson Build system”,

[s.d.]) para gerenciar o processo de configuragdo e compilagdo nos sistemas

operacionais baseados em Linux. O sistema de compilacdo Meson necessita da
linguagem de programacéo interpretada Python (VAN ROSSUM; DRAKE, 2009), de
um compilador de linguagem C (gcc (GCC TEAM, 2021), por exemplo) e do sistema

de compilagao Ninja (“The Ninja build system”, 2020) para funcionar.
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O cddigo-fonte da ferramenta pode ser obtido diretamente no sitio
<https://github.com/galantelab/sideRETRO.qgit>, ou através do programa de
versionamento git (CHACON; STRAUB, 2014):

git clone https./github.com/qalantelab/sideRETRO.git (1)

Tendo sido obtidos os scripts do programa, pode-se seguir, entdo, ao

processo de compilagéo e de instalagao:

cd sideRETRO (2)
meson build (3)
ninja -C build (4)

O programa git ira baixar o cédigo-fonte (1) para o diretério sideRETRO.
Entado, entra-se no diretdrio criado (2) e executa-se o sistema Meson (3). Sera criado
o diretdrio build (3) com as configuragbes necessarias do processo de compilagéo,
0S quais, por sua vez, serao usados pelo sistema Ninja. Logo, roda-se o comando
ninja (4) sobre o diretério build. Isso dara inicio ao processo de compilacdo do
cédigo do sideRETRO e sera criado o executavel sider.

O executavel sider podera ser encontrado no diretério build/src/. Caso se
queira instalar o sider num diretério padrdo do sistema, pode-se executar o

comando:

ninja -C build install (5)

Para instalar o sider (5) no diretério padrdo sera necessario ter permissoes de

superusuario.

4.1.3 Usando o sideRETRO: o pré-processamento dos dados de NGS

O sider analisa dados que ja tenham sido previamente alinhados contra o

genoma de referéncia. Os arquivos de sequenciamento gerados pelas tecnologias
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NGS, FASTQs (COCK et al., 2010), precisam ser alinhados contra o genoma de
referéncia para, entdo, poderem ser analisados pela primeira etapa do sideRETRO,
0 process-sample. A escolha do alinhador fica a critério do usuario, no entanto,
alinhadores que sejam capazes de detectar as leituras divididas fornecerdao mais
informagdes a ferramenta e, por conseguinte, obterdo resultados mais precisos -
sobretudo com relagao ao ponto de insercédo da retroCNV.

Alguns exemplos de alinhadores que sejam capazes de detectar as leituras
divididas:

a) Bowtie (LANGMEAD et al., 2009);
b) BWA - subcomando mem (LI; DURBIN, 2009);
c) bwa-mem?2 (VASIMUDDIN et al., 2019).

Tendo os dados de NGS sido alinhados contra o genoma de referéncia e,
finalmente, os arquivos no formato SAM, BAM ou CRAM sido gerados, € chegada a

hora de rodar o sider e descobrir novas insergoes de retroCNV.

4.1.4 Usando o sideRETRO: process-sample

O passo seguinte ao pré-processamento € a execugao do subcomando do
sider - process-sample. O subcomando process-sample cria um banco de dados de
leituras anormais de um conjunto de arquivos SAM, BAM ou CRAM. Para isso,
existem algumas opgdes obrigatdrias que o usuario deve fornecer para fazer uma
busca correta. Chamar o comando process-sample sem nenhum argumento (1) dara
uma ajuda especifica na qual o usuario podera conhecer todas as opc¢des

obrigatdrias para este comando:
sider process-sample (1)
Obrigatoriamente, € necessario que o usuario indique um arquivo de anotagéo

no formato GTF ou GFF3 e uma lista de arquivos de alinhamento SAM, BAM ou
CRAM (2).
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sider process-sample -a gencode.gtf ind1.bam ind2.bam ind3.bam (2)

Seguem as opgdes disponiveis (Quadros 8 e 9) do subcomando process-

sample:

Quadro 8 - Opcdes obrigatérias para o process-sample.

Opgéao

Descricao

-a, --annotation-file

Anotacgdo dos genes no genoma de referéncia no formato GTF ou GFF3.
O sider procurara por éxon com o atributo
transcript_type=protein_coding. Os atributos gene_name, gene_id e
exon_id também sido necessarios.

-I, -—-input-file

Arquivo contendo uma lista separada por nova linha de arquivos de
alinhamento no formato SAM, BAM ou CRAM. Esta op¢ao nao é
obrigatéria se um ou mais arquivos SAM, BAM ou CRAM forem
passados como argumento. Se input-file e argumentos forem definidos
concomitantemente, a unido de todos os arquivos de alinhamento sera
usada.

Fonte: sideRETRO versdo 1.0.0.

Quadro 9 - Demais opg¢des para o process-sample.

(continua)
Opcao Descrigcao*
-h, --help Mostra as opc¢des de ajuda.
-q, --quiet Diminui a verbosidade apenas para mensagens de erro ou suprime as
saidas do terminal se log-file for passado.
--silent O mesmo que —quiet.
-d, --debug Aumente a verbosidade para o nivel de depuragao.
-1, --log-file Imprime mensagens de /log em um arquivo.

-0, --output-dir

Diretorio de saida. Cria o diretdrio caso este ndo exista.

-p, --prefix

Prefixo para os arquivos de saida. Padrao: out.

-c, --cache-size

Define o tamanho do cache para o SQLite3 em KiB. Padrao: 200000.

-Q, --phred-quality

Qualidade minima de mapeamento das leituras. Padrao: 8.

-M, --max-base-freq

Fragcdo maxima permitida de frequéncia de bases. Padrao : 0.75.

-D, --deduplicate

Remove as leituras duplicadas. As leituras sdo consideradas duplicadas
quando compartilham as posigdes 5 de ambas as leituras e pares de
leituras.

-s, --sorted

Assume que os arquivos de alinhamento estao ordenados por
queryname.
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Quadro 9 - Demais opg¢des para o process-sample.
(concluséo)

Opcéao Descricao*
-t, --threads Ndamero de threads. Padrao: 1.
-m, --max-distance Distancia maxima entre os pares de leituras antes de considera-las mais

distantes que o esperado. Padrao: 10000.

-f, --exon-frac Sobreposigdo minima necessaria como uma fragdo de éxon. Padréo: 1
base.
-F, --alignment-frac Sobreposigdo minima necessaria como uma fragdo de alinhamento.

Padrao: 1 base.

-e, --either A fragdo minima que deve ser satisfeita para pelo menos o alinhamento
OU o éxon. Sem -e, ambas as fragdes teriam que ser satisfeitas.

-1, --reciprocal A sobreposigao de fragdo deve ser reciproca para éxon e alinhamento.
Se -ffor 0.5, entao -F também sera definido como 0.5.

Fonte: sideRETRO verséo 1.0.0.
* Ponto como separador decimal (para LC_NUMERIC=en_US.UTF-8).

4.1.5 Usando sideRETRO: merge-call

O segundo subcomando do sideRETRO é o merge-call. O objetivo dele é
pegar o banco de dados criado pela etapa de process-sample, como entrada, e
preencher as tabelas nele restantes com informacdes levantadas do processo de
agrupamento das leituras anormais e a da anotagdo de eventos de retroCNV.
Chamar o comando merge-call sem nenhum argumento (1), assim como para
process-sample, dara uma ajuda especifica na qual o usuario podera conhecer

todas as opgdes obrigatorias para este comando:

sider merge-call (1)

E necessario que o usuario indique um banco de dados, gerado na etapa de

process-sample, ou uma lista de bancos de dados (2).

sider merge-call out1.db out2.db out3.db (2)
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Seguem as opgdes disponiveis (Quadros 10 e 11) do subcomando merge-call:

Quadro 10 - Opgdes obrigatérias para o merge-call.

Opgéao

Descrigcéo

-I, --input-file

Arquivo contendo uma lista separada por nova linha de bancos de
dados SQLite3 a serem processados. Esta opgéo ndo é obrigatéria se
um ou mais bancos de dados SQLite3 forem passados como
argumento. Se input-file e argumentos forem definidos
concomitantemente, a unido de todos os arquivos sera usada.

Fonte: sideRETRO versdo 1.0.0.

Quadro 11 - Demais opgdes para o merge-call.

(continua)
Opcao Descrigao
-h, --help Mostra as opgdes de ajuda.
-q, --quiet Diminui a verbosidade apenas para mensagens de erro ou suprime as
saidas do terminal se log-file for passado.
--silent O mesmo que —quiet.
-d, --debug Aumente a verbosidade para o nivel de depuracgao.
-1, --log-file Imprime mensagens de log em um arquivo.

-0, --output-dir

Diretoério de saida. Cria o diretério caso este ndo exista.

-p, --prefix

Prefixo para os arquivos de saida. Padrao: out.

-I, --in-place

Funde todos os bancos de dados da lista num Unico banco de dados,
em vez de criar um novo.

-c, --cache-size

Define o tamanho do cache para o SQLite3 em KiB. Padrao: 200000.

-e, —-epsilon DBSCAN - Distancia maxima entre dois alinhamentos para considera-
los nas vizinhangas um do outro. Padrao: 300 bases.
-m, --min-pts DBSCAN - Numero minimo de alinhamentos num agrupamento para

serem considerados uma regido densa. Padrdo: 10 alinhamentos.

-b, --blacklist-chr

Evita agrupar alinhamentos anormais neste cromossomo ou cujo gene
parental esteja neste cromossomo. Padrao: cromossomo mitocondrial.

-B, --blacklist-region

Evita agrupar alinhamentos anormais nas regides presentes no
arquivo. Sao aceitos os formatos GTF/GFF3/BED. Se o formato for
GTF/GFF3. pode-se filtrar as regides pela caracteristica (terceira
coluna) e pelos atributos (nona coluna).

-P, --blacklist-padding

Expande as janelas das regides proibidas para grupamento.
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Quadro 11 - Demais opgdes para o merge-call.

(concluséo)

Opcéao

Descricao

-T, --gff-feature

O valor da caracteristica (terceira coluna), no caso de um arquivo
GTF/GFF3 ter sido passado para a opgao --blacklist-region. Padrao:
gene.

-H, --gff-hard-attribute

O valor do atributo (nona coluna), no caso de um arquivo GTF/GFF3
ter sido passado para a opgao —blacklist-region. Esta opgéo deve ser
escrita na formato chave=valor. E possivel passar regex, entdo
gene_type=pseudogene ira capturar IG_C_pseudogene e
IG_V_pseudogene - por exemplo. Pode-se passar esta opgao multiplas
vezes e so6 sera capturada a entrada que passar por todos os filtros.

-S, --gff-soft-attribute

Funciona como —gff-hard-attribute. A diferenca é que se esta opgao for
passada multiplas vezes, apenas um filtro passando basta para a
entrada ser capturada. Padrédo: gene_type=processed_pseudogene e
tag=retrogene.

-X, --parental-distance

Distancia minima permitida entre um agrupamento e seu gene
parental. Padrdo: 1000000.

-g, --genotype-support

Numero minimo de alinhamentos vindos de uma Unica fonte, arquivo
de alinhamento SAM/BAM/CRAM, dentro de um agrupamento. Padréo:
1.

-n, --near-gene-rank

Distancia ranqueada minima entre dois genes para considera-los
préximos. Padrao: 3.

-t, --threads

Numero de threads. Padrao: 1.

-Q, --phred-quality

Qualidade minima de mapeamento das leituras. Padr&o: 8.

Fonte: sideRETRO versédo 1.0.0.

4.1.6 Usando sideRETRO: make-vcf

O terceiro e ultimo subcomando do sider € o make-vcf. Este subcomando

exige um banco de dados gerado nas etapas anteriores de process-sample e

merge-call. Como resultado, € gerado um arquivo de anotagao no formato VCF.

Chamar o comando make-vcf sem nenhum argumento (1), assim como para

process-sample e merge-call, dara uma ajuda especifica onde o usuario podera

conhecer todas as opcdes para este comando:

sider make-vcf (1)
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Um exemplo de uso (2):

sider vcf -r hg38.fa -o result in.db (2)

Seguem as opgdes disponiveis (Quadro 12) no subcomando make-vcf.

Quadro 12 - Opgdes para o make-vcf.

Opgéao Descrigcao*

-h, --help Mostra as opg¢bes de ajuda.

-q, --quiet Diminui a verbosidade apenas para mensagens de erro ou suprime as
saidas do terminal se log-file for passado.

--silent O mesmo que —quiet.

-d, --debug Aumente a verbosidade para o nivel de depuragéo.

-1, --log-file Imprime mensagens de log em um arquivo.

-0, --output-dir

Diretério de saida. Cria o diretério caso este ndo exista.

-p, --prefix

Prefixo para os arquivos de saida. Padrao: out.

-n, --near-gene-dist

Distancia minima entre genes para que estes sejam considerados
préximos. Padrao: 10000.

-e, --orientation-error

Erro tipo-I para o teste de correlagdo de postos de Spearman (rho)
durante a detecgdo da orientagao da fita. Padrao: 0.05.

-r, --reference-file

Arquivo FASTA para o genoma de referéncia.

Fonte: sideRETRO versao 1.0.0.
* Ponto como separador decimal (para LC_NUMERIC=en_US.UTF-8).

4.1.6.1 Arquivo VCF gerado pelo sideRETRO

O arquivo VCF de saida é escrito, seguindo as especificagées da versao 4,2
(THE SAM/BAM FORMAT SPECIFICATION WORKING GROUP, 2021b). Sao
adicionados campos especificos para eventos de retroCNV no cabecalho e corpo do

arquivo, de modo que o usuario obtenha a conclusao do experimento com todos os

detalhes gerados. O Quadro 4 que consta na metodologia contém detalhadamente

essas informagdes e o modo de interpreta-las.
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4.2 RESULTADO DO SIDERETRO PARA DADOS SIMULADOS

Resultados para a simulagdao computacional de 100 eventos de retroCNVs,
desenhados e inseridos aleatoriamente numa populagdo de 100 individuos (Tabela
17). Foram anotados pelo sideRETRO 79 eventos (Tabela 18), destes 19 sao
retroCNVs fixadas (de um total de 25), 42 séo polimorficas (de um total de 50) e 18
sdo somaticas (de um total de 25) (Tabela 19). Quanto a sua posi¢gao gendmica, as
retroCNVs detectadas tiveram um Erro Quadratico Médio* (MSE) de bases de 128 e
um Erro Quadratico Mediano®” (MEDSE) de bases de 1 (Tabela 20), em relagéo ao
que foi simulado e anotado. A fita (polaridade) foi identificada em 78 de 79 casos
(Tabela 21) e, em todos os casos, de forma correta.

Os individuos tiveram uma insergcdo média de 30 retroCNVs (Tabela 22). O
desempenho do sideRETRO quanto a genotipagem dos 100 individuos foi
mensurado pelo F1-score (SASAKI; OTHERS, 2007) - que é a média harménica
entre a precisdo e a sensibilidade. Os acertos, Verdadeiro Positivo (VP), e os erros,
Falso Positivo (FP) e Falso Negativo (FN), foram computados segundo a detecgao
do alelo alternativo, entdo eventos heterozigéticos contaram 1 ponto e eventos
homozigoticos 2 pontos. A detecgdo de um evento heterozigético somou 1 ponto
para VP, a nao deteccdo somou 1 ponto para FN e a detecgao do alelo ndo simulado
somou 1 ponto para FP. Para eventos homozigadticos, a detecgdo somou 2 pontos
para VP, a ndo deteccdo 2 pontos para FN, a deteccdo como evento heterozigdtico
somou 1 ponto para VP e 1 ponto para FN; por fim, a deteccido de alelos nao
simulados contou 2 pontos para FP. Sendo assim, o sideRETRO obteve uma
precisdo média de 96%, uma sensibilidade média de 78% e uma acufacia média,

segundo o F1-score, de 86% (Tabela 22 e Figura 28).

Tabela 17 - As 100 retroCNVs simuladas, com seus respectivos genes parentais e
posicdes gendmicas.

(continua)
Gene parental Cromossomo Posicao Fita
AC002310.4 chr9 94.545.202 -
AC135178.3 chr7 74.794.901 -

% Mean Squared Error (MSE).
% Median Squared Error (MEDSE).



4 Resultados 133

Tabela 17 - As 100 retroCNVs simuladas, com seus respectivos genes parentais e
posi¢cdes gendmicas.
(continuacao)

Gene parental Cromossomo Posicao Fita
ACSBG2 chr21 43.058.887 -
ADD2 chr3 9.759.497 +
AL645922 .1 chr6 38.626.680 -
ALG2 chr10 30.778.982 -
ARMC2 chrb 52.723.637 -
ATG2B chrb 177.026.995 -
BTF3 chr7 146.774.631 -
C210rf91 chr14 54.886.570 -
C20rf92 chré 112.158.328 -
C8orf76 chr9 94.927.085 -
C9orf64 chr17 40.139.106 +
CABP7 chrb 153.788.597 +
CARDS chrX 99.922.659 +
CASTOR3 chr3 189.081.695 -
CDH22 chr9 113.306.486 -
CERS1 chr20 41.341.204 +
CFAP69 chr11 10.733.916 -
COL4A3 chr16 46.427 .444 +
COPS2 chr1 38.773.310 -
CPNE7 chr9 42.228.417 +
CWC25 chr13 39.475.646 -
DENND2D chr18 37.314.709 +
DHRSX chrb 166.496.220 -
DNAJC27 chr12 60.940.050 -
EPC2 chr13 94.468.157 -
EPS8 chr21 26.428.011 +
ERCC4 chré 93.262.920 +
FAAP20 chr9 77.384.901 -
FAM177B chr12 130.498.191 +
FAM71E2 chr2 225.319.689 +
HAO2 chr14 69.901.152 +
HEG1 chr3 15.517.386 -
HIP1 chr8 75.177.754 +
IL1R1 chr8 30.386.429 -
IQGAP3 chr6 124.358.143 +
KIF7 chrX 89.251.626 -

LAMP1 chr13 87.908.197 -
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Tabela 17 - As 100 retroCNVs simuladas, com seus respectivos genes parentais e
posi¢cdes gendmicas.
(continuacao)

Gene parental Cromossomo Posicao Fita
LARS chr9 64.069.435 +
LETM1 chrY 24.793.930 -
LRRC6 chr4 180.728.002 -
MACROD2 chr20 18.178.487 +
MALL chr7 110.598.366 +
MRPS7 chr2 1.490.696 +
MTNR1A chr8 86.938.090 -
MYH10 chr4 186.290.075 +
MYH7B chr13 104.241.206 +
MYOT7A chr11 14.072.547 +
NAE1 chr18 74.528.384 +
NDUFAG6 chr10 38.060.463 +
OR14A16 chr1 52.758.590 +
OR51M1 chr2 37.409.208 -
OSER1 chrb 53.846.631 -
PAFAH1B1 chr15 86.208.543 +
PDGFB chr8 133.462.380 -
PFKFB2 chrb 36.822.019 -
PLACS8 chr9 39.225.441 +
PLCB1 chr9 25.165.703 +
PNRC1 chr15 48.607.415 +
PRMT2 chr8 50.511.539 -
PRPF18 chr20 51.460.729 +
PRSS45P chr19 5.420.707 -
PTCHD4 chr15 31.035.142 -
PTPRF chr19 7.227.546 +
RAB18 chr4 10.281.361 -
RABS5B chré 46.561.322 +
RADX chr12 117.277.769 +
RASGEF1C chrb 115.992.817 +
RBM4 chr7 101.199.285 +
RMDN3 chr3 28.655.572 -
RNF6 chr4 39.797.761 -
SART1 chr2 109.317.943 +
SDHA chr4 179.658.356 +
SEZ6L chr18 560.651 -

SKP2 chrb 88.746.051 -
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Tabela 17 - As 100 retroCNVs simuladas, com seus respectivos genes parentais e
posi¢cdes gendmicas.
(concluséo)

Gene parental Cromossomo Posicao Fita
SLC44A4 chrY 4.417.954 +
SLC9A3 chr4 140.369.141 -
SMTNL2 chr3 144.112.843 -
SNRNP27 chrX 13.251.389 -
STK17B chrX 36.995.058 -
STON2 chrX 468.106 +
TACO1 chrY 12.987.416 +
TAF7 chr22 22.384.919 -
TBC1D3F chr16 65.760.883 +
TMEM63C chr17 49.131.966 +
TMEM95 chr2 234.301.985 -
TRIM40 chrb 45.713.519 +
TSFM chr12 80.384.739 -
TUBGCP2 chr1 197.233.691 +
VIPAS39 chr12 54.021.508 -
WDR74 chr11 112.552.782 -
WDR75 chr6 132.636.317 +
ZNF136 chr16 59.509.103 +
ZNF326 chr8 29.273.486 -
ZNF385A chr12 92.752.469 -
ZNF431 chr16 88.101.015 -
ZNF585A chr18 78.888.223 -
ZNF738 chré 139.608.184 -
ZNF793 chr9 120.420.222 +

Fonte: autoria prépria.

Tabela 18 - As 79 retroCNVs anotadas pelo sidleRETRO durante a simulagao.

(continua)

Gene Posigcéo simulada Posicao predita pelo sideRETRO

parental Cromossomo Posicdo Fita Cromossomo Posicao Fita
ALG2 chr10 30.778.982 - chr10 30.778.981 -
ARMC2 chr5 52.723.637 - chr5 52.723.638 -
ATG2B chrb 177.026.995 - chr5 177.026.990 -
BTF3 chr7 146.774.631 - chr7 146.774.629 -
C20rf92 chr6 112.158.328 - chré 112.158.327 -
C8orf76 chr9 94.927.085 - chr9 94.927.084 -

C9orf64 chr17 40.139.106 + chr17 40.139.104 +
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Tabela 18 - As 79 retroCNVs anotadas pelo sideRETRO durante a simulagao.
(continuacao)

Gene Posicdo simulada Posicéo predita pelo sideRETRO
parental Cromossomo Posicao Fita Cromossomo Posicao Fita
CABP7 chrb 153.788.597 + chrb 153.788.596 +
CARDS8 chrxX 99.922.659 + chrX 99.922.658 +
CASTOR3 chr3 189.081.695 - chr3 189.081.692 -
CDH22 chr9 113.306.486 - chr9 113.306.485 -
CFAPG69 chr11 10.733.916 - chr11 10.733.915 -
COL4A3 chr16 46.427.444 + chr16 46.427.444 +
COPS2 chr1 38.773.310 - chr1 38.773.309 -
CPNE7 chr9 42.228.417 + chr9 42.228.469 (%)
DENND2D chr18 37.314.709 + chr18 37.314.708 +
DNAJC27 chr12 60.940.050 - chr12 60.940.049 -
EPC2 chr13 94.468.157 - chr13 94.468.156 -
EPS8 chr21 26.428.011 + chr21 26.428.011 +
ERCC4 chré 93.262.920 + chré 93.262.919 +
FAAP20 chr9 77.384.901 - chr9 77.384.898 -
FAM177B chr12 130.498.191 + chr12 130.498.188 +
FAM71E2 chr2 225.319.689 + chr2 225.319.688 +
HAO2 chr14 69.901.152 + chr14 69.901.150 +
HEG1 chr3 15.517.386 - chr3 15.517.382 -
HIP1 chr8 75.177.754 + chr8 75.177.754 +
IL1R1 chr8 30.386.429 - chr8 30.386.427 -
IQGAP3 chré 124.358.143 + chré 124.358.101 +
KIF7 chrX 89.251.626 - chrX 89.251.603 -
LAMP1 chr13 87.908.197 - chr13 87.908.197 -
LARS chr9 64.069.435 + chr9 64.069.377 +
LRRC6 chr4 180.728.002 - chr4 180.728.002 -
MACROD2 chr20 18.178.487 + chr20 18.178.486 +
MYH10 chr4 186.290.075 + chr4 186.290.074 +
MYH7B chr13 104.241.206 + chr13 104.241.205 +
MYO7A chr11 14.072.547 + chr11 14.072.546 +
NAE1 chr18 74.528.384 + chr18 74.528.383 +
OR14A16 chr1 52.758.590 + chr1 52.758.589 +
OR51M1 chr2 37.409.208 - chr2 37.409.207 -
OSER1 chrb 53.846.631 - chrb 53.846.596 -
PAFAH1B1 chr15 86.208.543 + chr15 86.208.562 +
PDGFB chr8 133.462.380 - chr8 133.462.379 -

PFKFB2 chrb 36.822.019 - chrb 36.822.019 -
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Tabela 18 - As 79 retroCNVs anotadas pelo sideRETRO durante a simulagao.
(conclusao)

Gene Posigdo simulada Posicéo predita pelo sideRETRO
parental Cromossomo Posicdo Fita Cromossomo Posicao Fita
PLCB1 chr9 25.165.703 + chr9 25.165.702 +
PNRC1 chr15 48.607.415 + chr15 48.607.414 +
PRMT2 chr8 50.511.539 - chr8 50.511.540 -
PRPF18 chr20 51.460.729 + chr20 51.460.728 +
PRSS45P chr19 5.420.707 - chr19 5.420.706 -
PTPRF chr19 7.227.546 + chr19 7.227.546 +
RAB18 chr4 10.281.361 - chr4 10.281.361 -
RAB5B chré 46.561.322 + chré 46.561.322 +
RADX chr12 117.277.769 + chr12 117.277.768 +
RASGEF1C chr5 115.992.817 + chr5 115.992.816 +
RBM4 chr7 101.199.285 + chr7 101.199.284 +
RMDN3 chr3 28.655.572 - chr3 28.655.571 -
RNF6 chr4 39.797.761 - chr4 39.797.759 -
SART1 chr2 109.317.943 + chr2 109.317.942 +
SDHA chr4 179.658.356 + chr4 179.658.355 +
SEZ6L chr18 560.651 - chr18 560.650 -
SKP2 chrb 88.746.051 - chrb 88.746.050 -
SLC9A3 chr4 140.369.141 - chr4 140.369.139 -
SMTNL2 chr3 144.112.843 - chr3 144.112.842 -
SNRNP27 chrX 13.251.389 - chrX 13.251.387 -
STK17B chrX 36.995.058 - chrX 36.995.057 -
TACO1 chrY 12.987.416 + chrY 12.987.415 +
TMEM63C chr17 49.131.966 + chr17 49.131.965 +
TMEM95 chr2 234.301.985 - chr2 234.301.984 -
TSFM chr12 80.384.739 - chr12 80.384.736 -
TUBGCP2 chr1 197.233.691 + chr1 197.233.690 +
VIPAS39 chr12 54.021.508 - chr12 54.021.507 -
WDR74 chr11 112.552.782 - chr11 112.552.781 -
WDR75 chré 132.636.317 + chré 132.636.316 +
ZNF136 chr16 59.509.103 + chr16 59.509.104 +
ZNF326 chr8 29.273.486 - chr8 29.273.482 -
ZNF385A chr12 92.752.469 - chr12 92.752.468 -
ZNF431 chr16 88.101.015 - chr16 88.101.015 -
ZNF585A chr18 78.888.223 - chr18 78.888.222 -
ZNF738 chré 139.608.184 - chré 139.608.183 -
ZNF793 chr9 120.420.222 + chr9 120.420.223 +

Fonte: autoria propria.
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Tabela 19 - Deteccao das retroCNVs segundo as categorias de simulagéo.
retroCNVs  Eventos simulados Eventos anotados pelo sidleRETRO Acertos

Fixadas 25 19 0,76
Polimoérficas 0 42 0,84
Somaticas 25 18 0,72

Fonte: autoria prépria.
Fixadas (inseridas em todos os individuos), polimérficas (inseridas em pelo menos 2
individuos) e somaticas (inseridas em um unico individuo).

Tabela 20 - Erro na predi¢gao do ponto de insergao.

Erro Valor
MSE 128
MEDSE 1

Fonte: autoria prépria.
As posicdes (pontos de inser¢ao) preditas pelo sideRETRO para as
79 retroCNVs anotadas das 100 simuladas.

Tabela 21 - Erro na predi¢ao da fita.
retroCNVs detectadas Fitas detectadas Erro Erro médio

79 78 1 0,013

Fonte: autoria prépria.
Erro para as 79 retroCNVs anotadas dos 100 eventos simulados. A ndo predi¢ao de
fita foi contada como erro, juntamente com a predigao errénea de fita.

Tabela 22 - Desempenho do sideRETRO durante a genotipagem dos 100 individuos,

sequenciamentos, simulados.

(continua)
Individuo VP FP FN Preciséo Sensibilidade F1-score
0 38 0 9 1,00 0,81 0,89
1 36 2 11 0,95 0,77 0,85
2 33 1 10 0,97 0,77 0,86
3 35 1 12 0,97 0,74 0,84
4 29 1 9 0,97 0,76 0,85
5 37 4 12 0,90 0,76 0,82
6 45 0 10 1,00 0,82 0,90
7 37 2 11 0,95 0,77 0,85
8 32 2 11 0,94 0,74 0,83
9 33 3 11 0,92 0,75 0,83
10 34 1 9 0,97 0,79 0,87
11 37 2 12 0,95 0,76 0,84
12 30 1 10 0,97 0,75 0,85
13 43 3 11 0,93 0,80 0,86
14 38 0 10 1,00 0,79 0,88
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Tabela 22 - Desempenho do sideRETRO durante a genotipagem dos 100 individuos,
sequenciamentos, simulados.

(continuacao)

Individuo VP FP FN Precisado Sensibilidade F1-score
15 31 1 8 0,97 0,79 0,87
16 30 4 13 0,88 0,70 0,78
17 39 1 9 0,98 0,81 0,89
18 37 0 10 1,00 0,79 0,88
19 39 1 10 0,98 0,80 0,88
20 39 2 12 0,95 0,76 0,85
21 42 3 12 0,93 0,78 0,85
22 39 0 10 1,00 0,80 0,89
23 41 2 10 0,95 0,80 0,87
24 43 1 8 0,98 0,84 0,91
25 41 0 9 1,00 0,82 0,90
26 43 0 10 1,00 0,81 0,90
27 34 0 10 1,00 0,77 0,87
28 38 4 14 0,90 0,73 0,81
29 36 1 11 0,97 0,77 0,86
30 47 3 11 0,94 0,81 0,87
31 43 3 12 0,93 0,78 0,85
32 38 0 11 1,00 0,78 0,87
33 34 1 12 0,97 0,74 0,84
34 35 4 12 0,90 0,74 0,81
35 43 2 10 0,96 0,81 0,88
36 41 2 11 0,95 0,79 0,86
37 38 1 11 0,97 0,78 0,86
38 34 1 9 0,97 0,79 0,87
39 39 0 8 1,00 0,83 0,91
40 35 1 9 0,97 0,80 0,88
41 33 1 9 0,97 0,79 0,87
42 39 1 11 0,98 0,78 0,87
43 37 4 13 0,90 0,74 0,81
44 39 4 13 0,91 0,75 0,82
45 35 3 11 0,92 0,76 0,83
46 31 0 9 1,00 0,78 0,87
47 36 0 10 1,00 0,78 0,88
48 40 3 11 0,93 0,78 0,85
49 34 1 10 0,97 0,77 0,86
50 41 4 13 0,91 0,76 0,83
51 34 0 9 1,00 0,79 0,88
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Tabela 22 - Desempenho do sideRETRO durante a genotipagem dos 100 individuos,

sequenciamentos, simulados.

(continuacao)

Individuo VP FP FN Preciséo Sensibilidade F1-score
52 36 3 12 0,92 0,75 0,83
53 39 2 11 0,95 0,78 0,86
54 47 0 10 1,00 0,82 0,90
55 36 1 12 0,97 0,75 0,85
56 40 2 12 0,95 0,77 0,85
57 41 1 9 0,98 0,82 0,89
58 40 0 10 1,00 0,80 0,89
59 34 3 11 0,92 0,76 0,83
60 35 2 10 0,95 0,78 0,85
61 38 1 9 0,97 0,81 0,88
62 30 1 8 0,97 0,79 0,87
63 38 4 13 0,90 0,75 0,82
64 43 2 10 0,96 0,81 0,88
65 46 1 10 0,98 0,82 0,89
66 41 1 10 0,98 0,80 0,88
67 37 2 9 0,95 0,80 0,87
68 44 5 13 0,90 0,77 0,83
69 36 0 9 1,00 0,80 0,89
70 42 4 14 0,91 0,75 0,82
71 44 3 14 0,94 0,76 0,84
72 41 3 13 0,93 0,76 0,84
73 34 1 9 0,97 0,79 0,87
74 42 1 10 0,98 0,81 0,88
75 37 3 11 0,93 0,77 0,84
76 34 2 9 0,94 0,79 0,86
77 37 3 10 0,93 0,79 0,85
78 38 0 8 1,00 0,83 0,90
79 40 2 9 0,95 0,82 0,88
80 35 0 9 1,00 0,80 0,89
81 40 1 10 0,98 0,80 0,88
82 41 2 11 0,95 0,79 0,86
83 39 2 11 0,95 0,78 0,86
84 40 3 10 0,93 0,80 0,86
85 36 4 12 0,90 0,75 0,82
86 37 4 13 0,90 0,74 0,81
87 32 2 11 0,94 0,74 0,83
88 42 2 12 0,95 0,78 0,86
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Tabela 22 - Desempenho do sideRETRO durante a genotipagem dos 100 individuos,
sequenciamentos, simulados.
(concluséo)

Individuo VP FP FN Precisado Sensibilidade F1-score
89 34 1 9 0,97 0,79 0,87
90 41 2 10 0,95 0,80 0,87
91 45 0 9 1,00 0,83 0,91
92 39 2 8 0,95 0,83 0,89
93 39 2 11 0,95 0,78 0,86
94 34 3 12 0,92 0,74 0,82
95 44 4 11 0,92 0,80 0,85
96 36 1 9 0,97 0,80 0,88
97 39 2 10 0,95 0,80 0,87
98 48 0 9 1,00 0,84 0,91
99 40 0 10 1,00 0,80 0,89
Total 3.806 172 1051 0,96 0,78 0,86

Fonte: autoria prépria.

Cada individuo teve uma insercdo média de 30 das 100 retroCNVs simuladas. Foram contados os
acertos com relagao a detecgao do alelo alternativo, entdo eventos heterozigéticos contaram 1 ponto
e eventos homozigoticos contaram 2 pontos. Para eventos heterozigoticos: deteccao do alelo, VP =
VP + 1; a ndo detecgdo do alelo, FN = FN + 1; a detecgdo de um evento nao simulado FP = FP + 1.
Para eventos homozigéticos: detecgao dos dois alelos, VP = VP + 2; a ndo detecg¢ao do evento, FN =
FN + 2; um alelo detectado, VP = VP + 1 e FN = FN +1; a detecgdo de um evento ndo simulado FP =
FP + 2.

VP = Verdadeiro Positivo; FP = Falso Positivo; FN = Falso Negativo.
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Figura 28 - Desempenho geral do sideRETRO durante a genotipagem dos
100 individuos, sequenciamentos, simulados.
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Fonte: autoria propria.
VP = Verdadeiro Positivo; FP = Falso Positivo; FN = Falso Negativo; 1 = Presenca de retroCNV; 0 =
Auséncia de retroCNV.

4.3 RESULTADOS DO SIDERETRO PARA DADOS REAIS

Resultados do sideRETRO para os dados validados experimentalmente por
Abyzov e colaboradores (ABYZOV et al., 2013). Das seis retroCNVs validadas por
PCR, o sideRETRO anotou cinco: dos genes parentais CBX3, LAPTM4B,
TMEMG66/SARAF, SKA3 e TDG. So6 nao foi detectado o evento validado para o gene
parental CACNA1B (Tabela 23).

A genotipagem para as 14 populagdes do 1KGP pelo sideRETRO obteve os
mesmos resultados que os obtidos por Abyzov et al. para as cinco retroCNVs

identificadas pela ferramenta (Tabela 24).
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Tabela 23 - RetroCNVs validadas experimentalmente por PCR e genotipadas por
Abyzov et al. e pelo sidleRETRO em individuos de 14 populagdes humanas.

Gene Abyzov et al. sideRETRO

parental Cromossomo Inicio Fim Cromossomo Ponto de inserc¢éo
CBX3 chr15 40.561.954 40.561.998 chr15 40.561.980
LAPTM4B chré 166.920.412 166.920.482 chr6 166.920.475
TMEM66* chr1 191.829.533 191.829.591 chr1 191.829.594
SKA3 chr11 108.714.998 108.715.054 chr11 108.715.020
TDG chr12 125.316.536 125.316.676 chr12 125.316.601
CACNA1B chr1 148.027.670 148.027.843 - -

Fonte: autoria propria.
TMEMG66 (usado em Abyzov et al.): agora seu nome oficial € SARAF.

Tabela 24 - Genotipagem das retroCNVs validadas experimentalmente por Abyzov et
al. em 14 popula¢dées humanas do projeto 1000 Genomas.

Gene parental da retroCNV

Populagao
CBX3 LAPTM4B TMEM66* SKA3 TDG CACNA1B

ASW 11 0/0 0/0 11 11 1/0
CEU 11 11 11 11 11 1/0
CHB 11 0/0 0/0 11 11 1/0
CHS 11 0/0 0/0 11 11 1/0
CLM 11 11 0/0 11 11 1/0
FIN 11 11 11 11 11 1/0
GBR 11 11 11 11 11 1/0
IBS 11 0/0 0/0 11 11 1/0
JPT 11 0/0 0/0 11 11 1/0
LWK 11 0/0 0/0 11 11 1/0
MXL 11 0/0 0/0 11 11 1/0
PUR 11 11 11 11 11 1/0
TSI 11 11 11 11 11 1/0
YRI 11 0/0 0/0 11 11 1/0

Fonte: autoria propria.

Genotipagem (“retroCNV anotada por Abyzov et al.” / “retroCNV anotado pelo sideRETRO”). Evento
anotado por Abyzov et al. e sideRETRO - 1/1; Eventos anotados apenas por Abyzov et al. - 1/0;
Eventos ausentes na populacgéao - 0/0.

TMEMG66 (usado em Abyzov et al.): agora seu nome oficial € SARAF.
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5 DISCUSSAO

5.1 ESTIMANDO O DESEMPENHO DO SIDERETRO COM DADOS SIMULADOS

Das retroCNVs desenhadas, 79% foram anotadas pelo sideRETRO com uma
precisdo média de 96% na deteccdo do alelo alternativo durante a genotipagem.
Para os eventos anotados, foi computado o ponto de insergdo com um erro
quadratico mediano de 1, enquanto que a fita foi detectada, e corretamente, para 78
de 79 casos - sendo que O unico caso nao detectado nao adveio de um erro
algoritmico, e sim do erro tipo | no teste de correlagdo de postos de Spearman.

Nota-se que ndo obstante uma cobertura de sequenciamento simulado de 20
vezes (10 vezes de cobertura para um evento heterozigético), eventos polimérficos
(inseridos em pelo menos dois individuos) e somaticos (inseridos em um individuo)
obtiveram um percentual de anotagdo similar aos eventos fixados (presentes em
todos os individuos): 84%, 72% e 76%, respectivamente - sendo ainda que os
polimérficos e somaticos correspondem juntos a 75% de todos os eventos. Ou seja,
o sideRETRO demonstrou uma capacidade de detecgao ndo apenas de retroCNVs
presentes numa dada populagdo, como um todo, mas também um poder de
detecgao de eventos raros, talvez presentes num unico individuo - o que seria util
para estudos relacionados aos efeitos das variagbes estruturais do genoma: num
contexto tumorigénico, por exemplo.

N&o foram anotadas pelo sideRETRO 21% das retroCNVs, o que resultou,
durante a genotipagem, no aumento de falsos negativos e, consequentemente, na
queda do desempenho quanto a sensibilidade média - que obteve um valor de 78%.
Comparativamente, observou-se um valor baixo para o numero de falsos positivos, e
por conseguinte uma precisao de 96%. Vide esse fato, averiguou-se o porqué de 21
eventos ndo serem encontrados em nenhum individuo. A abordagem consistiu em
cruzar as posigdes gendmicas simuladas das 21 retroCNVs com um banco de dados
contendo regides consideradas ambiguas - por estarem duplicadas no genoma
(AMEMIYA; KUNDAJE; BOYLE, 2019). Com isso, foi verificado que 14 das 21
retrocopias haviam sido inseridas em regides ambiguas e de dificil acesso

metodolégico computacional (Tabela 25). Por esta razdo, o resultado foi
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reinterpretado de modo a excluir esses eventos das analises e assim obteve-se o

seguinte desempenho, agora para 86 retroCNVs e ndo 100: na genotipagem, o

numero total de FN foi de 1.051 alelos ndo detectados para 551, o que representou

uma queda de aproximadamente 48%. A sensibilidade, entdo, aumentou de 78%
para 87% e o F1-score de 86% para 91% (Tabela 26 e Figura 29).

Tabela 25 - Os 21 eventos simulados de retroCNV nao encontrados pelo

sideRETRO.

RetroCNV nao anotada pelo sideRETRO
Gene parental Cromossomo Posicao Regiao genomica™ ambigua (duplicada)
AC002310.4 chr9 94.545.202 chr8:115.819.078-115.819.180
chr7:75.151.009-75.151.108
AC135178.3 chr7 74.794.901 chr7:74.794.851-74.794.950
chr7:73.241.459-73.241.558
ACSBG2 chi21 43.058.887 chr21:6.450.515-6.450.614
chr21:43.058.837-43.058.936
ADD2 chr3 9.759.497 Nao
AL645922.1 chré 38.626.680 Nao
C210rf91 chr14 54.886.570 Duplicagbes em genoma 7x
CERS1 chr20 41.341.204 Nao
CWC25 chr13 39.475.646 Nao
DHRSX chr5 166.496.220 Regido altamente repetitiva (8x > 90%)
LETMA1 chrY 24.793.930 Duplicagdo em 8 regibes idénticas no chrY
MALL chr7 110.598.366 Nao
MRPS7 chr2 1.490.696 chr2_KI270774v1_alt
MTNR1A chr8 86.938.090 chrX, chr4
NDUFA6 chr10 38.060.463 chr10:42.588.649-42.588.750
PLACS8 chr9 39.225.441 chr9:61.393.599-61.393.698
PTCHD4 chr15 31.035.142 chr15_KI270905v1_alt
SLC44A4 chrY 4.417.954 chrX:90.835.484-90.835.583
STON2 chrX 468.106 chrY:468.056-468.155
TAF7 chr22 22.384.919 chr22_KI270875v1_alt
TBC1D3F chr16 65.760.883 Nao
TRIM40 chrb 45.713.519 Nao

Fonte: (AMEMIYA; KUNDAJE; BOYLE, 2019).
14 estao localizados em regides gendmicas ambiguas.
* regiao de 100 bases ao redor do ponto de insergéo.
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Tabela 26 - Desempenho do sideRETRO durante a genotipagem dos 100 individuos
simulados, apds a remogao dos eventos localizados em regides altamente

repetitivas.
(continua)
Individuo VP FP FN Precisao Sensibilidade F1-score
0 38 0 5 1,00 0,88 0,94
1 36 2 7 0,95 0,84 0,89
2 33 1 6 0,97 0,85 0,90
3 35 1 5 0,97 0,88 0,92
4 29 1 5 0,97 0,85 0,91
5 37 4 5 0,90 0,88 0,89
6 45 0 6 1,00 0,88 0,94
7 37 2 5 0,95 0,88 0,91
8 32 2 5 0,94 0,86 0,90
9 33 3 5 0,92 0,87 0,89
10 34 1 5 0,97 0,87 0,92
11 37 2 5 0,95 0,88 0,91
12 30 1 5 0,97 0,86 0,91
13 43 3 5 0,93 0,90 0,91
14 38 0 6 1,00 0,86 0,93
15 31 1 5 0,97 0,86 0,91
16 30 4 6 0,88 0,83 0,86
17 39 1 5 0,98 0,89 0,93
18 37 0 5 1,00 0,88 0,94
19 39 1 6 0,98 0,87 0,92
20 39 2 6 0,95 0,87 0,91
21 42 3 5 0,93 0,89 0,91
22 39 0 6 1,00 0,87 0,93
23 41 2 5 0,95 0,89 0,92
24 43 1 5 0,98 0,90 0,93
25 41 0 6 1,00 0,87 0,93
26 43 0 6 1,00 0,88 0,93
27 34 0 5 1,00 0,87 0,93
28 38 4 7 0,90 0,84 0,87
29 36 1 6 0,97 0,86 0,91
30 47 3 5 0,94 0,90 0,92
31 43 3 5 0,93 0,90 0,91
32 38 0 5 1,00 0,88 0,94
33 34 1 6 0,97 0,85 0,91
34 35 4 6 0,90 0,85 0,88
35 43 2 6 0,96 0,88 0,91
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Tabela 26 - Desempenho do sideRETRO durante a genotipagem dos 100 individuos
simulados, apds a remogao dos eventos localizados em regides altamente

repetitivas.
(continuacao)
Individuo VP FP FN Preciséo Sensibilidade F1-score
36 41 2 6 0,95 0,87 0,91
37 38 1 6 0,97 0,86 0,92
38 34 1 5 0,97 0,87 0,92
39 39 0 5 1,00 0,89 0,94
40 35 1 5 0,97 0,88 0,92
41 33 1 5 0,97 0,87 0,92
42 39 1 7 0,98 0,85 0,91
43 37 4 7 0,90 0,84 0,87
44 39 4 6 0,91 0,87 0,89
45 35 3 6 0,92 0,85 0,89
46 31 0 5 1,00 0,86 0,93
47 36 0 5 1,00 0,88 0,94
48 40 3 6 0,93 0,87 0,90
49 34 1 5 0,97 0,87 0,92
50 41 4 6 0,91 0,87 0,89
51 34 0 5 1,00 0,87 0,93
52 36 3 5 0,92 0,88 0,90
53 39 2 5 0,95 0,89 0,92
54 47 0 6 1,00 0,89 0,94
55 36 1 5 0,97 0,88 0,92
56 40 2 6 0,95 0,87 0,91
57 41 1 5 0,98 0,89 0,93
58 40 0 5 1,00 0,89 0,94
59 34 3 6 0,92 0,85 0,88
60 35 2 5 0,95 0,88 0,91
61 38 1 5 0,97 0,88 0,93
62 30 1 5 0,97 0,86 0,91
63 38 4 6 0,90 0,86 0,88
64 43 2 5 0,96 0,90 0,92
65 46 1 6 0,98 0,88 0,93
66 41 1 6 0,98 0,87 0,92
67 37 2 5 0,95 0,88 0,91
68 44 5 6 0,90 0,88 0,89
69 36 0 5 1,00 0,88 0,94
70 42 4 7 0,91 0,86 0,88
71 44 3 7 0,94 0,86 0,90
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Tabela 26 - Desempenho do sideRETRO durante a genotipagem dos 100 individuos
simulados, apds a remogao dos eventos localizados em regides altamente

repetitivas.
(conclusao)
Individuo VP FP FN Precisao Sensibilidade F1-score
72 41 3 6 0,93 0,87 0,90
73 34 1 5 0,97 0,87 0,92
74 42 1 5 0,98 0,89 0,93
75 37 3 5 0,93 0,88 0,90
76 34 2 5 0,94 0,87 0,91
77 37 3 5 0,93 0,88 0,90
78 38 0 5 1,00 0,88 0,94
79 40 2 5 0,95 0,89 0,92
80 35 0 5 1,00 0,88 0,93
81 40 1 6 0,98 0,87 0,92
82 41 2 7 0,95 0,85 0,90
83 39 2 6 0,95 0,87 0,91
84 40 3 6 0,93 0,87 0,90
85 36 4 5 0,90 0,88 0,89
86 37 4 6 0,90 0,86 0,88
87 32 2 5 0,94 0,86 0,90
88 42 2 7 0,95 0,86 0,90
89 34 1 5 0,97 0,87 0,92
90 41 2 5 0,95 0,89 0,92
91 45 0 6 1,00 0,88 0,94
92 39 2 5 0,95 0,89 0,92
93 39 2 6 0,95 0,87 0,91
94 34 3 5 0,92 0,87 0,89
95 44 4 5 0,92 0,90 0,91
96 36 1 5 0,97 0,88 0,92
97 39 2 5 0,95 0,89 0,92
98 48 0 6 1,00 0,89 0,94
99 40 0 6 1,00 0,87 0,93
Total 3.806 172 551 0,96 0,87 0,91

Fonte: autoria prépria.

Foram contados os acertos com relagdo a deteccdo do alelo alternativo, entdo eventos
heterozigéticos contam 1 ponto e eventos homozigdticos contam 2 pontos. Para eventos
heterozigéticos: detecgéo do alelo, VP = VP + 1; a ndo detecgao do alelo, FN = FN + 1; a detecgéo de
um evento ndo simulado FP = FP + 1. Para eventos homozigdticos: detecgcdo dos dois alelos, VP =
VP + 2; a ndo detecgao do evento, FN = FN + 2; um alelo detectado, VP = VP + 1 e FN = FN +1; a
deteccado de um evento nao simulado FP = FP + 2.

VP = Verdadeiro Positivo; FP = Falso Positivo; FN = Falso Negativo.
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Figura 29 - Desempenho geral do sideRETRO durante a genotipagem
dos 100 individuos simulados, apos a remog¢ao dos eventos localizados
em regides altamente repetitivas.
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X, 172
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96%

Fonte: autoria propria.
VP = Verdadeiro Positivo; FP = Falso Positivo; FN = Falso Negativo; 1 = Presenca de retroCNV; 0 =
Auséncia de retroCNV.

5.2 ESTIMANDO O DESEMPENHO DO SIDERETRO EM DADOS REAIS

Das seis retroCNVs validadas experimentalmente por PCR por Abyzov e
colaboradores (ABYZOV et al.,, 2013), o sideRETRO anotou cinco. Para esses
eventos, a genotipagem conduzida pela ferramenta coincidiu com a mesma
conduzida por Abyzov et al. dentro das 14 populagbes do projeto 1KGP
contempladas no seu trabalho.

O evento ndo anotado pelo sideRETRO corresponde a retroCNV do gene
parental CACNA1B, inserido o cromossomo 1, na regido entre as posigdes
148.027.670 e 148.027.843. Curiosamente, Abyzov et al. ndo encontrou um bom
suporte de cobertura de leituras para essa retrocopia, como consta no manuscrito do
artigo publicado por ele (ABYZOV et al., 2013). Investigando um pouco mais a
fundo, foi observado que a posi¢cao gendmica chr1:148.027.670-148.027.843 condiz
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com uma regido de LTR (Figura 30A). Também verificou-se que essa regido alinha
quase que perfeitamente (duas bases discordantes) noutra regido do mesmo
cromossomo - c¢hr1:145.445.094-145.454.820 (Figura 30B). Além disso, esse
segundo alinhamento esta préximo a uma retrocépia fixa do mesmo gene parental,
CACNA1B (Figura 30C).

Dadas todas essas observagdes concernentes ao evento ndo detectado,
pode-se hipotetizar que ele surgiu em decorréncia de alinhamentos falsos positivos -
que sucedem das dificuldades metodolégicas que implicam na distingao de leituras
advindas dos éxons do gene parental, de leituras pertinentes a retrocépia fixa e
mesmo de regides repetitivas no genoma (AMEMIYA; KUNDAJE; BOYLE, 2019). No
entanto, salienta-se que apenas uma validagao experimental adicional poderia

confirmar essa hipotese.

Figura 30 - O alinhamento genémico da regidao da retroCNV do gene parental
CACNA1B.

A) UCSC Genome Browser on Human Dec. 2013 {GRCh38MgI8) Assembly B) Alignment of YourSeq and chrl:145445094-145454820
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2nd hit: near to a fixed retrogene from the same parental (CACNA1B)

Fonte: <http://genome.ucsc.edu> (KENT et al., 2002).

A) o alinhamento gendmico do intervalo definido como ponto de insergéo da retroCNV do gene
parental CACNA1B se encontra dentro de uma regido de LTR; B) o segundo alinhamento da
sequéncia no genoma (apenas 2 bases discordantes em 174 bases totais); C) o segundo alinhamento
no genoma esta préximo de uma retrocépia fixa do mesmo gene parental, CACNA1B.

A versao 38 do genoma de referéncia foi usada para as analises.

Desta forma, o sideRETRO apresentou uma correspondéncia na anotagao
dos eventos de retroCNV variando de cinco sextos (considerando todos os eventos)

a cinco quintos (excluindo o candidato suspeito do gene parental CACNA1B) contra
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um conjunto de dados experimentais de um grupo independente. Vale destacar
também que houve uma concordancia total entre a genotipagem pelo sideRETRO e

por Abyzov et al. desses cinco eventos nas 14 populagdes do projeto 1TKGP.

5.3 DISCUSSAO GERAL ACERCA DO SIDERETRO

Os eventos somaticos e polimérficos de retroduplicacdo de mRNAs maduros
de genes codificadores tém sido subaproveitados nas andlises populacionais
evolutivas, assim como subexplorados em estudos patolégicos - por exemplo,
naqueles que gerem sequenciamento tumoral exdnico e genémico (CASOLA,
BETRAN, 2017). Muito disso se deveu a falta de metodologias padronizadas de
deteccédo de retroCNVs, tornando-se o fator limitante no entendimento do papel
funcional dos pseudogenes processados nao fixados na pesquisa basica e
translacional. Com o intuito de preencher essa lacuna metodoldgica, foi
desenvolvido o programa computacional sideRETRO.

O sideRETRO foi pensado desde de sua concepgao para ser uma ferramenta
simples de instalar e de usar. O cédigo-fonte do programa encontra-se publicamente
disponivel no sitio do github (GITHUB, 2022) sob a licenga livre GPLv3. Qualquer
grupo de pesquisa esta autorizado a baixar, modificar (se assim o desejar), compilar,
instalar e fazer uso do executavel sider em suas pesquisas. O sider requer, como
entrada, arquivos de alinhamento genémico e anotacdo do genoma de referéncia
nos formatos ja conhecidos e amplamente usados pela comunidade cientifica: os
formatos SAM, BAM ou CRAM para os alinhamentos e os formatos GTF ou GFF3
para a anotacgéo do transcriptoma. A saida, apos o término das sequéncias analiticas
do sider, € um arquivo no formato VCF, outrossim utilizado extensivamente pelos
pesquisadores para disponibilizar variagdes estruturais do genoma. Dessa maneira,
foi atingido o intuito primordial de se fornecer um programa computacional facil de
ser manejado e que esteja dentro das boas praticas ja preestabelecidas na area da
bioinformatica.

Outro ponto importante concerne o desempenho e a confiabilidade da
ferramenta. Em vista disso, o sideRETRO foi testado contra dados simulados quanto

a uma série de variaveis controladas, como a detecgédo das retroCNVs, a posigao
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gendmica e a orientacdo (fita) de integracdo dos eventos e a identificagéo do alelo

alternativo. Assim, obtiveram-se os seguintes resultados para a simulagcdo de

sequenciamento de 100 genomas com cobertura de 20 vezes:

a)

b)

de 86 retroCNVs curadas®, 79 foram identificadas na coorte de 100
individuos (genomas simulados), aproximadamente 92% dos eventos
detectados;

quanto a identificacdo do alelo alternativo®, obteve-se uma sensibilidade de
87%, com 12% dos alelos nao identificados (falsos negativos). A preciséo foi
de 96%, com um numero baixo de falsos positivos, 4%, os quais nao
correspondem, neste caso, a retroCNVs nao simuladas, mas sim a eventos
heterozigoéticos sendo qualificados como homozigaéticos;

um erro quadratico mediano de uma base para a detecgdo do ponto de
insercéo das retroCNVs;

s6 nao foi detectada a orientacdo da retroCNV em 1 caso dentre os 79
possiveis. Para os demais 78, a orientacdo de inser¢do do evento foi
corretamente assinalada;

com relagdo a frequéncia de eventos, o sideRETRO identificou tdo bem
eventos fixados (84% detectados), quanto aqueles menos frequentes, como

os polimorficos e somaticos (72% e 76% detectados respectivamente).

Testou-se também o algoritmo contra dados reais gerados por um grupo

independente. Para isso, foi escolhido o trabalho de Abyzov e colaboradores (2013),

no qual os pesquisadores validaram experimentalmente nove retroCNVs por PCR e,

para seis delas, encontraram o ponto de insercdo. Esses eventos foram, entdo,

genotipados em 974 individuos de 14 populagdes do 1KGP. O sideRETRO detectou

cinco das seis retroCNVs validadas, sendo que o unico evento perdido possui

algumas caracteristicas suspeitas (Figura 30) que poderiam evidenciar um caso de

falso positivo por parte das andlises de Abyzov et al. Para as demais cinco

retrocopias néo fixadas, houve uma correspondéncia de 100% na genotipagem feita

pelo grupo de Abyzov e pelo sideRETRO.

% Das 21 retroCNVs nZo identificadas, 14 foram removidas por estarem em regides altamente
repetitivas do genoma (Tabela 25).
% Das 21 retroCNVs néo identificadas, 14 foram removidas por estarem em regides altamente
repetitivas do genoma (Tabela 26).
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Dadas as evidéncias de fidedignidade apresentadas pelos testes da
metodologia, o sideRETRO passou a ser adotado em diferentes frentes de trabalho
dentro do laboratério de bioinformatica do Hospital Sirio-Libanés em Sao Paulo. Um
caso translacional a ser citado foi a Analise de retroelementos em um contexto de
progressao tumoral (REGO, 2021). Parte do estudo consistiu no sequenciamento
genbmico de amostras pareadas (tecido normal, tecido tumoral) de cinco pacientes
de cancer colorretal. Foi rodado o sideRETRO sobre os dados de NGS, ja
previamente alinhados contra o genoma de referéncia, e, subsequentemente, foram
identificados eventos somaticos para todos os individuos. Observou-se que o
numero de retroCNVs aumenta de acordo com a progressao tumoral (Figura 31),
entdo ha mais retroduplicacbes em metastase do que em tumor primario, que, por
sua vez, tem mais do que em tecido normal (Figura 32). Outro achado importante é
a insergcdo de eventos somaticos (intragénicos) em genes ja descritos na literatura
por estarem relacionados ao controle e a progressdo do cancer colorretal, como:
ALK, EPS15, FHIT, FOXP1, MSH6, NCOR2, PTPRT, ZNF521 (TATE et al., 2019).
Fato esse que poderia estar relacionado a piora no prognostico desse tipo tumoral.

O sideRETRO foi o primeiro programa de bioinformatica inteiramente
dedicado a descoberta e a caracterizacao de retrocopias somaticas e polimorficas, o
qual teve a sua metodologia publicada na revista cientifica britdnica Bioinformatics
(MILLER et al., 2021) - vide Apéndice A. Em 2021, mais duas ferramentas para
anotacdo de retroCNVs foram publicadas: RetroScan (WEI et al., 2021) e PWFinder
(ABRAHAMSSON et al., 2022).

O RetroScan é um programa que usa alinhamento de sequéncias de
proteinas com sequéncias de genoma para identificacdo e visualizacdo de
retrocdpias. Os autores citam o sideRETRO durante a discussdo de seu artigo,
salientando as vantagens de se utilizé-lo para analises de eventos somaticos e
polimdrficos nas populagdes, enquanto que o RetroScan contribuiria para a pesquisa
de retrocopias em organismos individuais.

O PWYFinder também € um programa de identificagdo e visualizacdo de
retrocopias que, assim como o sideRETRO, usa alinhamentos anormais. Os autores
testaram o PWFinder contra o sideRETRO e obtiveram resultados similares,
concernentes ao desempenho e a determinagao da posi¢ao genémica de insergao
dos eventos. No entanto, o P¥Finder nao anota outras informacgdes uteis acerca da

retroduplicacdo, como a orientacado da retroCNV, o contexto de insercdo e a
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genotipagem com a haplotipagem (caracteristicas anotadas de forma automatica
pelo sideRETRO). Outro ponto importante levantado pelos proprios autores da
ferramenta é que o PWFinder ndo usa um formato padréo para disponibilizar suas
analises, focando nas facilidades do resultado visual que gera, ao passo que o
sideRETRO refor¢ca as boas praticas da area da bioinformatica, ao fornecer como

saida um arquivo no formato ja conhecido, VCF.

Figura 31 - Analise de retroelementos em um contexto de progress&o tumoral.
Eventos de retroCNVs, ao longo dos cromossomos do genoma humano, de
amostras normais e tumorais.

Normal Tumores

o e ATCS

Fonte: (REGO, 2021).
(A) circosplot com os eventos por tipo de amostras (normais, tumores primarios, metastases); (B)
correlagao entre o numero de insergdes de retroCNVs e o tamanho dos cromossomos do genoma
humano (hg38) para tecidos normais e tumorais.
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Figura 32 - Analise de retroelementos em um contexto de
progressao tumoral. Numero de retroCNVs (Unicos) aumentam
com a progressao do cancer colorretal.
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Fonte: (REGO, 2021).

Numero de eventos Unicos e compartilhados entre as amostras normais (verde mais claro), as
amostras de tecido tumoral primario (verde) e as amostras metastaticas (verde escuro). Para todos os
pacientes analisados as amostras normais apresentaram um niumero menos que as amostras de
tumores primarios que, por sua vez, apresentaram um numero menor de eventos de retroCNVs que

as amostras de tumores secundarios (metastases).

Ainda em 2021, os pesquisadores Stepanka Zverinova e Victor Guryev

publicaram uma lista curada com os programas padrao ouro para a detecgao de

variagdes estruturais no DNA. O sideRETRO foi a unica ferramenta adicionada por
eles para detecgdo e genotipagem de retroCNVs (ZVERINOVA; GURYEYV, 2021).

Tudo isso mostra que, ndo obstante a sua recente publicacdo, o sideRETRO tem

sido util e recebido reconhecimento da comunidade cientifica, inclusive de grupos

que poderiam ser denominados concorrentes.
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6 CONCLUSAO

Os pseudogenes processados polimorficos, somaticos ou germinativos
(também conhecidos por retroCNVs), quer em ciéncia basica, quer em ciéncia
aplicada, encontram-se subexplorados, sendo, por conseguinte, desconsiderados
em analises evolutivas e translacionais. Isso se da, parcialmente, em consequéncia
da falta de metodologias computacionais dedicadas a sua identificacédo e anotagao
em dados de sequenciamento de DNA gendmico. De modo a contribuir para a
mudanca desse status quo, foi desenvolvido o sideRETRO.

O sideRETRO ¢é uma ferramenta de bioinformatica especializada na detecgao
de pseudogenes processados nao fixados no genoma de referéncia, mas presentes
em individuos sequenciados por WGS e WES. O sideRETRO é capaz de determinar
0 gene parental do evento, a sua coordenada genbmica de integragdo (com o
cromossomo, o ponto de insergédo e a orientagcédo da fita), o contexto gendmico do
sitio onde se sucedeu a mobilizagdo (evento intragénico ou intergénico), a
genotipagem e a haplotipagem (se o evento esta em homozigose ou heterozigose).

De modo a testar a confiabilidade da metodologia ora apresentada, foi rodado
o sideRETRO com dados simulados. Foram detectados 92% dos eventos de
retrotransposicao simulados e curados com uma precisao € uma sensibilidade de
96% e 87%, respectivamente, para a identificacdo do alelo alternativo. Aferiu-se
também o desempenho do algoritmo, agora, para dados reais de um grupo
independente. A analise contemplou seis retroCNVs validadas experimentalmente e
genotipadas em 974 individuos de 14 populagbes do 1KGP. O sideRETRO
encontrou cinco das seis retroCNVs, com uma correspondéncia de 100%
concernente a genotipagem.

Nao obstante alguns grupos de pesquisa ja terem publicado estudos que
abrangessem pseudogenes processados nao fixados, salienta-se o fato de o
sideRETRO ter sido o primeiro programa de bioinformatica dedicado a descoberta e
anotagdo de retroCNVs, o qual permite que quaisquer pesquisadores,
independentemente de seu grau de especializagdo em variagbes estruturais do
genoma, possam analisar os seus dados de NGS em busca de retrocépias

polimorficas de genes codificadores.
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Um fato interessante a ser mencionado € que a metodologia do sideRETRO
foi desenvolvida para ser um protétipo genérico de identificacdo de elementos que
se mobilizam no DNA através de um intermediario de RNA. Portanto, outros
retrotransposons, como L1Hs, AluY, HERVK, SVA (para citar os principais em
humanos), poderiam, outrossim, serem detectados e anotados pelo sideRETRO,
desde que se fizessem as devidas alteragdes algoritmicas para que o programa
procurasse por esses transposons nas anotagdes do transcriptoma, tal qual procura
por éxons de genes codificadores durante as analises de retroCNV. No entanto, é
necessario frisar que este programa foi ostensivamente testado e validado em
contextos de insergéo de retrocopias de genes codificadores, de modo que o uso do
sideRETRO com relagao a outros retrotransposons carece de ser corroborado.

Com o crescente aprimoramento e a popularizacdo dos métodos de
sequenciamento de terceira geragcdo, uma futura atualizagdo que vise aperfeigoar a
metodologia deste projeto deve levar em consideragdo o uso de leituras longas.
Uma sugestdao € um algoritmo que use de modo hibrido leituras curtas e leituras
longas para a montagem de novo do sitio contendo a retrocépia polimorfica.

E chegado, pois, o término desta tese. O sideRETRO mostrou-se uma
ferramenta capaz de identificar e anotar pseudogenes processados nao fixados em
dados de NGS, preenchendo, dessa forma, uma lacuna metodolégica no campo de
chamada de variante. O seu uso tem o potencial de auxiliar os cientistas na
elucidacao do papel das retroCNVs nos contextos evolutivo e translacional. Bom uso
e sideRETRO!
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Abstract

Motivation: Retrocopies or processed pseudogenes are gene copies resulting from mRNA retrotransposition. These
gene duplicates can be fixed, somatically inserted or polymorphic in the genome. However, knowledge regarding
unfixed retrocopies (retroCNVs) is still limited, and the development of computational tools for effectively identifying
and genotyping them is an urgent need.

Results: Here, we present sideRETRO, a pipeline dedicated not only to detecting retroCNVs in whole-genome or
whole-exome sequencing data but also to revealing their insertion sites, zygosity and genomic context and classify-
ing them as somatic or polymorphic events. We show that sideRETRO can identify novel retroCNVs and genotype
them, in addition to finding polymorphic retroCNVs in whole-genome and whole-exome data. Therefore,
sideRETRO fills a gap in the literature and presents an efficient and straightforward algorithm to accelerate the study

of bona fide retroCNVs.

Availability and implementation: sideRETRO is available at https://github.com/galantelab/sideRETRO

Contact: pgalante@mochsl.org.br

Supplementary information: Supplementary data are available at Bioinformatics online.

1 Introduction

Studies of genetic variability caused by the insertion of long (LINE)
and short (SINE) interspersed mobile elements (MEs) have been in-
creasingly recognized as important not only for the study of evolu-
tion (Kazazian, 2004) but also that of pathologies (Burns, 2017;
Hancks and Kazazian, 2016). In addition to the insertion of MEs, it
has been reported that cellular mMRNAs are retrocopied as a byprod-
uct of LINE retrotransposition. Humans, other primates, and mice
exhibit a similar number of fixed (Navarro and Galante, 2013,
2015; Zhang et al., 2004) and an unclear number of unfixed retro-
copies (Abyzov et al., 2013; Ewing et al., 2013; Schrider et al.,
2013; Zhang et al., 2017). While the former have been well studied
(Kabza et al., 2014; Navarro and Galante, 2013), the latter [usually
referred to as retroCNVs (Schrider ef al., 2013)] are still underex-
ploited, especially because of the lack of a well-established algo-
rithm for their identification.

Here, we present sideRETRO, a pipeline dedicated to detecting
retroCNVs. sideRETRO is a mapping-based algorithm that uses
whole-genome sequencing (WGS) or whole-exome sequencing
(WXS) data to identify somatic or polymorphic retroCNVs and

provides their genomic insertion sites, zygosity, genomic context
and parental genes.

2 sideRETRO: description, main features and
availability

sideRETRO detects somatic (de 7ovo) and polymorphic insertions
of retrocopies that are absent in the reference genome (referred to as
retroCNVs herein). sideRETRO is written in the C programming
language and distributed under the GNU General Public License. It
is easy to install via the command line and is also available as a
Docker image (see Supplementary Data).

sideRETRO is straightforward to use. It requires only an aligned
BAM, SAM or CRAM file (WGS or WXS), a reference for the gen-
ome and a reference for the tr:mscriptumc to infer the presence of a
retroCNV event. In summary, the sideRETRO algorithm follows a
sequence of steps. First, it selects two classes of anomalously
mapped reads (Fig. 1A): the discordantly aligned paired-end reads
(DPE; read pairs aligned out of the expected distance or into distinct
chromosomes) and split reads [SR; reads presenting non-continuous

©The Author(s) 2020. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com 419
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Fig. 1. The sideRETRO pipeline is straightforward to use and accurately identifies retroCNVs, (A) sideRETRO uses multiple sources of anomalously mapped reads, such split
reads, discordant read pairs and grouping of reads presenting a concordant mapping patter to infer the occurrence of retroCNV events. (B) sideRETRO requires as input a
(SAM/BAM/CRAM) file containing aligned reads and a reference genome and a reference transcriptome. Next, sideRETRO performs three major steps to identify recroCNVs
and several of their characteristics. (C) Consensus list of retroCNVs available in the literature (Abyzov et af., 2013; Ewing et al., 2013; Schrider et al., 2013; Zhang et al.,
2017) for the individuals used here (NA12778, NA12878, NA18559, NA20754, NA29759). Events identified by sideRETRO using WGS and WXS data are highlighted in
green. (D) Tmbalanced confusion matrix showing the performance of sideRETRO for the simulated and real {whole-genome sequencing) data (retroGNV genotyping in 974 in-
vidious also analyzed in Abyzov et al., 2013). TP, true positive; FP, false positive; FN, false negative; TPR, true positive rate or sensitivity; PPV, positive predictive value or pre-

cision; F1-score, harmonic mean of the precision and recall,

(split) alignments]. Second, sideRETRO sub-selects those DPE map-
ping into an exonic region (parental gene) and its corresponding
mate pair mapping elsewhere in the genome (putative insertion
point). Third, our algorithm sub-selects SR alignments mapping into
an exonic region (parental gene) and its remaining bases mapping
into another genomic location (purative insertion point). Finally,
sideRETRO, wusing a Density Based Spatial Clustering of
Applications with Noise algorithm [DBSCAN; (Ram ez al., 2010)],
groups those selected DPE and SR aiming to find a parental gene
and an accordant insertion point region characterizing a retroCNV
event, Figure 1A. For each detected retroCNV, sideRETRO provides
its: (1) parental gene: the gene that underwent the retrotransposition
process; (ii) putative genomic insertion site: the genome coordinates
at which retrocopy integration occurred (chromosome: start-end);
(ii1) strandedness: the orientation of retroCNV insertion, on the
same (+) or opposite (—) DNA strand compared with its parental
gene; (iv) genotype: when multiple genomes (individuals) are ana-
lyzed, we annotate the events occurring in each one; and (v) haplo-
type: whether the event occurred on one (heterozygous) or both
(homozygous) homologous chromosomes.

sideRETRO has three subcommands: process-sample, merge-call
and make-vcf (Fig. 1B). The process-sample subcommand reads a
BAM (or SAM) file and captures abnormal reads that must be
related to a retrocopy event. All of these data are saved into a
SQLite3 database. In the second step, merge-call, the database is
processed to detect and annotate all putative retroCNVs. Finally,
the make-vcf step joins information about the identified retroCNVs
and produces the sideRETRO output in VCF format (Fig. 1B; sce
Supplementary Data for further details).

3 sideRETRO: application

To demonstrate how sideRETRO works and its performance, we
used both simulated and real datasets. First, we generated a simu-
lated dataset containing 100 human WGS (20x coverage) with 31—
45 randomly distributed retroCNVs per genome. In total, we used a
list of 100 retroCNVs (Supplementary Table $1). In order to have a
trustworthy simulated data to be analyze by sideRETRO, we
allowed sequencing error, event insertions even in repetitive sequen-
ces (e.g. mobile elements or paralog regions), as well as common
retroCNVs (events present in all of the simulated genomes), poly-
morphic (present in two or more genomes) and somatic retroCNVs
(present in only one genome). On average, each simulated
retroCNV had at least two exons from the parental gene and was
~1000nt in length, which are characteristics that mimic a real
retroCNV event (Navarro and Galante, 2015). Considering all simu-
lated retroCNVs: (i) 14 events were randomly inserted into highly
repetitive genomic region (Supplementary Table S1); (i1) 33 events
were inserted into a LINE or SINE region (Supplementary Table
S1); (iii) and the remaining 53 events were inserted in non-repetitive
genomic sequences. As expected, we were not able to identify any of
the 14 retroCNVs inserted into the highly repetitive genomic
regions, but sideRETRO correctly identified 91.9% (79/86) of the
remaining events, including 32 retroCNVs inserted into LINE/SINE
regions (Supplementary Table $1). No significant identification bias
(P-value = 0.908; > = 0.192. df = 2; Supplementary Table $2) was
found among the three set of simulated retroCNVs (common, 76%
identified; polymorphic, 84% identified; somatic events, 72% iden-
tified), indicating that sideRETRO is able to well-identify not only
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those known (here represented by common and polymorphic events)
but also novel (somatic) retroCNV events. In summary, sideRETRO
achieved a good performance using all simulated events (F1-score =
86.16; true positive rate or recall = 78.36%, False positive =
3.42%; Supplementary Fig. S1 and Table S3). By excluding those 14
retroCNVs inserted in highly repetitive regions (unmappable
regions), sideRETRO obtained an event better performance (e.g. F1-
score = 91.33; true positive rate or recall = 87.35%, False positive
= 3.80%, and false negative = 12.18%; Supplementary Fig. $2 and
Table S3).

Next, we used sideRETRO to search for retroCNVs in two sets
of individuals from 1000 Genomes Projects (1000 Genomes Project
Consortium et al., 20135). First, five individuals with WGS and WXS
data available were used. In the WGS data, we identified 20
retroCNVs in total (Supplementary Table $4). As expected, due to
the sequencing of a target region, in the WXS data from the same
individuals, we identified fewer candidates: six retroCNVs
(Supplementary Table S4). We also matched these findings to
retroCNVs available in the literature (Abyzov et al., 2013; Ewing
et al., 2013; Schrider et al., 2013; Zhang et al., 2017), which are
three consensus and experimentally validated events for these five
individuals. sideRETRO successfully identified all of the retroCNVs
with WGS data and missed only one candidate when exome data
were used (Fig. 1C). Second, we checked sideRETRO performance
in identifying and genotyping retroCNVs in a large cohort (~1000
individuals) already validated in the literature. Abyzov er al. (2013)
performed PCR validation and found an insertion region for six
retroCNVs, Supplementary Table S5. Using the same 974 individu-
als (1000 Genomes Project Consortium et al., 2015), we identified
83.3% (5/6) of their retroCNVs. Next, similarly to these authors
(Abyzov et al. 2013), we grouped individuals into their 14 popula-
tions and performed the retroCNV genotyping. Three retroCNVs
(from CBX3, SKA3 and TDG genes, Supplementary Table S6) were
confirmed in individuals from the 14 populations. Two retroCNVs
(from SARAF and LAPTM46 genes) were confirmed in individuals
from five and six populations, respectively (Supplementary Table
$6). Remarkably, we obtained 100% concordance with Abyzov
et al. (Supplementary Table $6). In summary, sidleRETRO obtained
an overall good performance (e.g. Fl-score = 91.44, true positive
rate or recall = 87.51% and true negative = 3.75%) in identifying
retroCNVs from simulated and real WGS dara (Fig. 1D).

4 Discussion

sideRETRO is a method dedicated to identifying retroCNVs in
WGS or WXS data, which provides several characteristics of these
gene duplicates. By using sideRETRO to identify retroCNVs in indi-
viduals from 1000 Genomes Project and from simulated data, we
confirm that our algorithm has a high sensibility to detect and geno-
type bona fide retroCNVs. Furthermore, sideRETRO is user friend-
ly, easy to install and publicly available.

We (Schrider et al., 2013) and others (Abyzov e al., 2013;
Ewing et al., 2013; Zhang et al., 2017) have already analyzed
retroCNVs in the human population. However, these studies were
not devoted to describing methodologies, and their pipelines were
therefore limited not only in terms of their documentation, installa-
tion and use but also in terms of providing additional characteristics
of retroCNV events. To overcome these limitations, we created

sideRETRO, an algorithm that identifies and provides key informa-
tion about retroCNV events, such as their parental genes, genomic
insertion sites, zygosity and genomic context (within or near a gene),
and further information to classify each event as somatic or poly-
morphic. sideRETRO has a high sensibility to identify retroCNVs
because it uses multiple sources of evidence (e.g. SRs, discordant
read pairs and a grouping of reads presenting a concord mapping
patter) to infer the occurrence of a retroCNVs event. sideRETRO
search for retroCNV not only in WGS but also in WXS data.

In summary, sideRETRO is the first algorithm available to iden-
tify somatic and polymorphic insertion of processed pseudogenes or
retrocopies. We expect that sideRETRO will shed light on and drive
further studies of retroCNVs in health and disease genomes.
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APENDICE B - Script make_rtc.pl

#!/usr/bin/env perl

use strict;

use warnings;

use autodie;

use Data: :Dumper;

use Getopt::Long;

use List::Util 'shuffle';

use constant {
SEED => 666,
RTC_NUM => 100,
LENGTH => 1000
}

if (@ARGV < 1) {
usage();
exit 0;

my $seed = SEED;
my $num = RTC_NUM;
my $length = LENGTH;

GetOptions(
"seed=1" => \$seed,
"rtc-num=i" => \$num,
"length=1i" => \$length
) or die "Error in command line arguments\n";

my $fasta_file = shift;
unless ($fasta_file) {
usage();
exit 1;

srand $seed;

my $idx_h = index_fasta($fasta_file);
my %idx_large;



184 APENDICE B - Script make_rtc.pl

for my $gene (keys %$idx_h) {
my $seq = (
sort { length($b) <=> length(%a) }
@{ $idx_h->{$%$gene} }
)[0];

if (length($seq) >= $length) {
$idx_large{$gene} = $seq;

my @genes = shuffle sort keys %idx_large;

for my $i (1..%num) {
my $seq = substr $idx_large{$genes[$i]l}, - $length;
print "$genes[$i]\t$seq\n";

sub usage {
print "Usage: $@ [--seed=INT] [--rtc-num=INT] <FASTA>\n";
print "FASTA: transcripts of protein-coding genes\n";

sub index_fasta {
my $genome = shift;
open my $fh, "-|" => "zcat $genome";

my %idx;
my ($id, $i);

while (<$fh>) {
chomp;
next if /~;/;

if (/~>7) {
$i = 0;
my @f = split /\|/;

$id = $f[5];
$id =~ s/M\s+|\s+$//q;

if (exists $idx{$%$id}) {
$1i = scalar @{ $idx{%$id} };
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}
1 else {
die "Error reading fasta file '$genome': Not defined id"
unless defined $id;
$idx{$id} [$i] .= $_;

close $th;
return \%idx;
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#!/usr/bin/env perl

use strict;

use warnings;

use autodie;

use Getopt::Long;

use List::Util qw/shuffle/;

use constant {
SEED
COHORT
WINDOW
MAX_NNN_PERC
FIXED_PERC

=> 666,
=> 100,
=> 1000,
=> 0.25,
=> 0.25,

POLYMORPHIC_PERC => 0.50,

SOMATIC_PERC
OUTPUT_DIR

Y,

if (@ARGV < 1) {
usage();
exit 0;

my $seed = SEED;
my $cohort = COHORT;

my $dir = OUTPUT_DIR;

GetOptions(
"seed=1i"
"cohort=i"
"output-dir=s"

=> 0.25,
=> 'out'

=> \$seed,
=> \$cohort,
=> \$dir

) oxr die "Error in command line arguments\n";

my ($genome, $rtc_file) = @ARGV;

unless (%$genome && $rtc_file) {

usage();
exit 1;
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srand $seed;

mkdir $dir unless -d $dir;

my $chr_h = index_fasta($genome);
my $rtc_h = index_rtc($rtc_file);
my $pos_h = build_pos($rtc_h, $chr_h);

my $cohort_a = build_cohort($rtc_h, $cohort);

dump_rtc_pos($pos_h, "$dir/rtc_pos.tsv");
dump_rtc_ind($rtc_h, $pos_h, $cohort_a, $dir);

sub usage {
print "Usage: $@ [--cohort=INT] [--seed=INT] [--output-dir=DIR]",
"<GENOME> <RTC_FILE>\n";

sub dump_xrtc_pos {
my ($pos_h, $file) = @_;
open my $fth, ">", $file;
print $fh "#chromosome\tposition\tplus_strand\tparental\thomozygous\

n";
for my $id (sort keys %$pos_h) {
my $d_h = $pos_h->{$id};
print $fh "$d_h->{chr}\t$d_h->{pos}\t$d_h->{plus_strand}\t",
"id\t$d_h->{homozygous}\n";
}
close $fth;
}

sub dump_xrtc_ind {
my ($rtc_h, $pos_h, $cohort_a, $dir) = @_;
for my $i (0..3%$#3%cohort_a) {
my $ind = $cohort_a->[$%$i];

open my $fth, ">", "$dir/ind${i}.sandy";
print $fh "#seqid\tposition\tid\treference\t",
"alteration\tgenotype\n";

for my $parental (@%$ind) {
my $d_h = $pos_h->{$parental};
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close

my $seq = $d_h->{plus_strand}
? $rtc_h->{$parental}
: _reverse_complement($rtc_h->{$parental});

my $zygosity = $d_h->{homozygous} ? "HO" : "HE";
my $id = $parental;

$id .= $d_h->{plus_strand} ? "_p" : "_m";

$id .= "_${zygosity}";

print $fh "$d_h->{chr}\t$d_h->{pos}\t$id\t-\t",

"$seq\t$zygosity\n";

$fh;

sub _reverse_complement {
my $seq = shift;

my $rev_seq
$rev_seq =~

= reverse $seq;
tr/ATCGatcg/TAGCtagc/,;

return $rev_seq;

sub index_fasta {

my $genome = shift;

open my $fh,

my %chr;
my $id;

"-|" => "zcat $genome";

while (<$fh>) {

chomp;

next if //~;/;
if (/™)) |

my @f = split /\|/;
$id = $f[0];

$id =~ s/N>//;

$id =~ s/M\s+|\s+$//q;

1} else {

die "Error reading fasta file '$genome': Not defined id"
unless defined $id;
$chr{$id} .= $_;
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close $th;
return \%chr;

sub index_xrtc {
my $rtc_file = shift;
open my $fth, "<" => $rtc_Tfile;

my %rtc;
while (<$fh>) {
chomp;
my @f = split;
$rtc{$f[O]} = $f[-17;
}
close $fh;

return \%rtc;

sub build_pos {
my ($rtc_h, $chr_h) = @_;

my @chrs = sort keys %$chr_h;
my @chrs_len = map {length $chr_h->{$_}} @chrs;
my $weights_a = _build_weights(\@chrs_len);

my %pos;
for my $id (sort keys %$rtc_h) {
my $chr_i = _bsearch(
int(rand($weights_a->[-1]{up} + 1)),
$weights_a,
0,
$#$weights_a
);
die "No index for chr" unless defined $chr_i;
my $chr = $chrs[$chr_i];

my $seq_s = \$chr_h->{$chr};
my $pos;
do {{
$pos = int(rand(length $%$seq_s));
}} while(_is_pos_inside_NNN($seq_s, $pos));

my $plus_strand = int(rand(2));
my $homozygous = int(rand(4)) == 3 ? 1 : 0;
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$pos{$id} = {
chxr => $chr,
pos => $pos,
plus_strand => $plus_strand,
homozygous => $homozygous
}

return \%pos;

sub _build_weights {
my $w_a = shift;
my @offset;
my $left = 0;
for (my $1i = 0; $i < @%w_a; $i++) {
my %w = (
down => $left,
up  => $left + $w_a->[%$i] - 1
)
$left += $w_a->[%$i];
push @offset => \%w;
}

return \@offset;

sub _bsearch {
my ($keyl, $base, $start, $end) = @_;
if ($start > $end) {
# Not found!
return;
}
my $index = int(($start + $end) / 2);
my $key2 = $base->[$index];
# $keyl <=> $key2
my $rc = _cmp($keyl, $key2);
if ($rc > 0) {
return _bsearch($keyl, $base, $index + 1, $%$end);
} elsif ($rc < @) {
return _bsearch($keyl, $base, $start, $index - 1);
} else {
return $index;
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sub _cmp {

# State the function to compare at _bsearch

my ($r, $Sw) = @_;

if ($r >= $w->{down} && $r <= $w->{up}) {
return 0;

}

elsif ($r > $w->{down}) {
return 1;

} else {
return -1;

sub _is_pos_inside_NNN {

my ($seq_s, $pos) = @_;

my $seq_len = length $$seq_s;

my $start_pos = $pos - int(WINDOW / 2);

if ($start_pos < 0) {
$start_pos = 0;

} elsif (($start_pos + WINDOW) > $seq_len) {
$start_pos = $seq_len - WINDOW;

}

my $win = substr $$seq_s, $start_pos, WINDOW;

my $NNN_acm = $win =~ txr/Nn/Nn/;

return $NNN_acm > int(WINDOW * MAX_NNN_PERC)
71
:0;

sub build_cohort {
my ($rtc_h, $cohort) = @_;

my @parental = shuffle sort keys %$rtc_h;
my $parental_size = scalar @parental;

my @fixed = splice @parental, 0,
int(FIXED_PERC * $parental_size);
my @polymorphic = splice @parental, 0,
int (POLYMORPHIC_PERC * $parental_size);
my @somatic = splice @parental, 0,
int (SOMATIC_PERC * $parental_size);

# FIXED
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my @cohort;
push @cohort => [@fixed] for 1..$%$cohort;

# POLYMORPHIC
for my $ind (@cohort) {
for my $gene (@polymorphic) {
if (int(rand(4)) == 3) {
push @$ind => $gene;

# SOMATIC
my @putative_somatic = shuffle 0..%$cohort - 1;
my @somatic_inds = splice @putative_somatic, @, scalar(@somatic);
for my $i (0..$%$#somatic_inds) {
my $ind = $cohort[$somatic_inds[$i]];
push @$ind => $somatic[$i];

return \@cohort;
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#!/usr/bin/env perl

use strict;

use warnings;

use autodie;

use File: :Basename;
use Data: :Dumper;

use constant DIR => 'analysis';

if (@ARGV < 2) {
print "Usage: $@ <VCF> <DIR> [<BLACKLIST>]\n";
print "DIR: directory with sandy files\n";
print "BLACKLIST: file with retrocopies\n";
exit 0;

my ($vcf_file, $sandy_dir, $black_file) = @ARGV;

my ($rtcs_a, $genotype_h) = index_vcf($vcf_file);
my @black_list;
my %b;

if (defined $black_file) {
open my $fh, "<", $black_file;
%b = map { chomp; $_ => 1 } <$fh>;
for my $rtc (@%$rtcs_a) {
push @black_list, 0;
for (keys %b) {
if (/$rtc->{pg}/) {
$black_list[-1] = 1;
last;

}
close $th;

my @sandy_files = glob "$sandy_dir/*.sandy";
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mkdir DIR unless -d DIR;

for my $sandy_file (@sandy_files) {
my $sandy = basename $sandy_file, '.sandy';
my $genotype = $genotype_h->{$sandy};
if (defined $genotype) {
compare($rtcs_a, $genotype, $sandy_file, $sandy, \
@black_1list);
} else {
warn "$sandy not found at \$genotype_h hash";

sub compare {
my ($rtc_a, $genotype_a, $sandy_file, $sandy, $black_list_a) = @_;
my $sandy_rtc_h = index_sandy($sandy_file);
open my $fh, ">" => DIR . "/$sandy.tsv";

for my $i (0..%$#%rtc_a) {
next if $genotype_a->[$i] eq 'HOR';
next if $black_list_a->[%$i];

my $rtc_h = $rtc_a->[$i];
my $srtc_h;

my $pg = '';
for (split /\//, $rtc_h->{pg}) {
if ($sandy_rtc_h->{$_}) {
$srtc_h = delete $sandy_rtc_h->{$_};
$pg = $_;
last;

next if $b{$pg};

if (defined $srtc_h) {
print $fh "$srtc_h->{chr}\t$srtc_h->{pos}\t",
"$pg\t$srtc_h->{strand}\t$srtc_h->{genotype}";
1 else {
print $fh "-\t-\t-\t-\t-";
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print $fh "\t$rtc_h->{chr}\t$rtc_h->{pos}\t$rtc_h->{pgi\t",
"$rtc_h->{strand}\t$genotype_a->[$i]\n";

if (%$sandy_rtc_h) {
for my $pg (keys %$sandy_rtc_h) {
next if $b{$pg};
my $srtc_h = $sandy_rtc_h->{$pg};
print $fh "$srtc_h->{chr}\t$srtc_h->{pos}\t",
"$pg\t$srtc_h->{strand}\t$srtc_h->{genotype}"
print $fh "\t-\t-\t-\t-\t-\n";

close $th;

sub index_sandy {
my $sandy_file = shift;
open my $fh, "<" => $sandy_file;

my %rtc;
while (<$fh>) {
chomp;

next if /A#/;

my @f = split /\t/;
my ($pg, $strand, $genotype) = split /_/, $f[2];

$rtc{$pg} = {

chr => $f[0],
pos => $f[1],
strand => $strand,

genotype => $genotype
b

close $fh;
return \%rtc;

sub index_vcf {
my $file = shift;
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open my $fh, "<" => $file;
my (@rtcs, %genotype, @genotype_idx);
while (<$fh>) {

chomp;

next if /A##/;

my @f = split /\t/;

my @genotypes = splice @f, 9;

if (/7M7) |
@genotype_idx = @genotypes;
next;

}

for my $i (0..$%$#genotypes) {
my $genotype = $genotypes[$i];
my $haplo = 'HOR';
if ($genotype =~ /(0\/1|1\/0)/) {
$haplo = 'HET';
} elsif ($genotype =~ /1\/1/) {
$haplo = 'HOA';

}

push @{ $genotype{$genotype_idx[$i]} } => $haplo;
}
my %rtc = (

chr => $f[0],

pos => $f[1],

imprecise => 0,

strand => '

)
my @infos = split /;/, $f[7];

for my $info (@infos) {
my ($key, $value) = split /=/, $info;
if ($key eq 'PG') {
$rtc{pg} = $value;
} elsif ($key eq 'POLARITY') {
$rtc{strand} = $value eq '+' ? 'p' : 'm';
} elsif ($key eq 'IMPRECISE') {
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$rtc{imprecise} = 1;

push @rtcs => \%rtc;

close $th;
return (\@rtcs, \%genotype);
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#1/usr/bin/env perl

use strict;

use warnings;

use autodie;

use File: :Basename;

my $dir = shift;

unless ($dir) {
print "Usage: $@ <DIR>\n";
print "DIR: directory for analysis\n";
exit 0;

my @analysis_files = glob "$dir/*.tsv";

my %res_all = (
TP => 0,
FP => 0,
FN => 0
)i

print "IND\tTP\tFP\tFN\tPPV/Precision\t",
"TPR/Recall\tFl-score\n";

for my $analysis_file (sort comp @analysis_files) {

my %res = (
TP => 0,
FP => 0,
FN => 0
);

open my $fth, "<", $analysis_file;

while (<$fh>) {
chomp;
my @f = split;
if ($f[0] eq $F[5]) {
$res{TP} ++;
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if ($f[4] =~ /HO/ && $f[9] =~ /HO/) {
$res{TP} ++;
} elsif ($f[4] =~ /HO/ && $f[9] =~ /HE/) {
$res{FN} ++;
} elsif ($f[4] =~ /HE/ && $f[9] =~ /HO/) {
$res{FP} ++;
}
} elsif ($f[0] eq '-") {
$res{FP} ++;
if ($f[9] =~ /HO/) {
$res{FP} ++;
}
} elsif ($f[5] eq '-") {
$res{FN} ++;
if ($f[4] =~ /HO/) {
$res{FN} ++;

for (keys %res) {
$res_all{$_} += $res{$_};

my $precision = $res{TP} / ($res{TP} + $res{FP});
my $recall = $res{TP} / ($res{TP} + $res{FN});
my $f1 = 2 * ($precision * $recall) / ($precision + $recall);

printf "$analysis_file\t$res{TP}\t$res{FP}\t",
"$res{FN}\t%.6f\t%.6T\t%.6f\n"
=> $precision
=> $recall
=> $f1;

close $fh;

my $precision = $res_all{TP} / ($res_all{TP} + $res_all{FP});
my $recall = $res_all{TP} / ($res_all{TP} + $res_all{FN});
my $f1 = 2 * ($precision * $recall) / ($precision + $recall);

printf "ALL\t$res_all{TP}\t$res_all{FP}\t",
"$res_all{FN}\t%.6f\t%.6f\t%.6f\n"
=> $precision



APENDICE E - Script confusion_analysis.pl 203

=> $recall
=> $f1;
sub comp {
my $x = basename $a, '.tsv';
my $y = basename $b, '.tsv';

$x =~ s/ind//;
$y =~ s/ind//;
return $x <=> $y;
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#!/usr/bin/env bash

# GENCODE reference genome
REF_FASTA=/assets/hg38.fa

# GENCODE protein-coding transcripts
PC_FASTA=/assets/gencode.v32.pc_transcripts.fa

# GENCODE annotation v32
ANNOTATION=/assets/gencode.v32.annotation.gff3

# Options for simulation
COHORT=100

RTC_NUM=100

LEN=1000

DEPTH=20

SANDY_SEED=1

SEED=17

#
# SIMULATION
#

# Generate sequences

scripts/make_rtc.pl \
--seed=$SEED \
--rtc_num=$RTC_NUM \
--length=$LEN \
"$PC_FASTA" > rtc_100.tsv

# Build our cohort

scripts/make_cohort.pl \
--cohort=$COHORT \
--seed=$SEED \
--output-dir=build \
"$REF_FASTA" \
rtc_100.tsv

# Retrocopies by individual
mapfile -t IND < <(1ls build/*.sandy)
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# Load build values to SANDY
for ind in "${IND[@]}"; do
sandy variation add \
--structural-variation="$%$(basename "$ind" '.sandy')" \
"$ind"
done

mkdir -p sim

# Simulate all genomes
for ind in "${IND[@]}"; do
sandy_index="$(basename "$ind" '.sandy"')"
sandy genome \
--1d="%1.%U_%C :%S-%E_%v' \
--structural-variation="$sandy_index" \
--output-dir="sim/$sandy_index" \
--jobs=20 \
--seed=$SANDY_SEED \
--quality-profile="hiseq_101" \
--coverage=$DEPTH \
--verbose \
$REF_FASTA
done

+H

sideRETRO PRE-PROCESSING - alignment

# Individual directories with the
# simulated data
mapfile -t IND_DIR < <(1ls -d sim/*)

# Options for BWA
BWA_THREADS=10

# Index reference genome
bwa index $REF_FASTA

mkdir -p align
# Alignment

for ind in "${IND_DIR[@]}"; do
id="$(basename "$ind")"
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bwa mem \
-t $BWA_THREADS \
$REF_FASTA \
"$ind/out_R1_001.fastq.gz" \
"$ind/out_R2_001.fastq.gz" > "align/$id.sam"
done

#
# RUN sideRETRO
#

# Our simulated SAM files 1list
mapfile -t LIST < <(1ls align/*.sam)

# Options for sideRETRO
CACHE_SIZE=20000000
SIDER_THREADS=20
SIDER_ALIGN_FRAC=0.9
SIDER_QUAL=20
SIDER_EPSILON=500
SIDER_MIN_PTR=10

# Run process-sample step

sider process-sample \
--prefix=sim \
--cache-size=$CACHE_SIZE \
--output-dir=sider \
--threads=$SIDER_THREADS \
--alignment-frac=$SIDER_ALIGN_FRAC \
--phred-quality=$SIDER_QUAL \
--sorted \
--log-file=ps.log \
--annotation-file=$ANNOTATION \
"${LIST[@]}"

# Run merge-call step

sider merge-call \
--cache-size=$CACHE_SIZE \
--epsilon=$SIDER_EPSILON \
--min-pts=$SIDER_MIN_PTR \
--log-file=mc.log \
--threads=$SIDER_THREADS \
--phred-quality=$SIDER_QUAL \
--in-place \
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sider/sim.db

# Finally run make-vcf

sider make-vcf \
--log-file=vcf.log \
--reference-file=$REF_FASTA \
--prefix=sim \
--output-dir=sider \
sider/sim.db

+:

ANALYSIS OF PERFORMANCE

# Generate comparations for analysis

scripts/compare_sim.pl sider/sim.vcf build

# Confusion analysis
scripts/confusion_analysis.pl analysis > confusion.tsv
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