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RESUMO

Com a popularizacdo de técnicas capazes de gerar dados
em larga escala, é cada vez mais comum a existéncia de dados
ndo analisados disponiveis em bancos de dados. O
transcriptoma é uma forma de analisar a expresséo génica global
em uma amostra. Essa técnica € amplamente utilizada para
analisar os genes diferencialmente transcritos durante uma
infeccdo. O virus da Dengue (DV) pertence a familia Flaviviridae
e infecta por volta de 390 milhdes de pessoas a cada ano. A
replicacdo de DV é restringida pelos interferons do tipo um (IFN-
[), mas 0os mecanismos que levam a essa inibicdo da replicacdo
viral ndo sdo totalmente entendidos. Combinando proteémica
guantitativa e precipitacdo de RNA definimos 64 proteinas que
interagem com DV 1 e 4 UTR’s em células HEK tratadas com
IFN-I. Nesse trabalho exploramos a expressdo desses genes em
transcriptomas de sangue total de pacientes Vietnamitas
(GSE25001) e Tailandeses (GSE51808) disponiveis no Gene
Expression Omnibus. Os pacientes foram estratificados de
acordo com os sintomas que apresentavam, sendo eles: febre da
dengue classica (DF), dengue hemorragica (DSS),
convalescentes e controle saudavel (HC). Desses genes,
selecionamos as proteinas ITLN1, NME1-NME2, TRUBL1
ePSMEL para estudar seu perfil de expressdo em resposta a
infeccdo e sua funcdo pela literatura, e escolhemos a SHMT1 e
LSMA14A para um estudo em células A549. SHMT1
(serinametiltransferase 1) € uma enzima responsavel por
transformar serina e tetrahidrofolato em glicina e 5,10-
metilenotetrahidrofolato no citoplasma. LSMA14A foi mostrada
ser um sensor para infecgdes por virus com genoma de RNA ou
DNA. ITLN1, NME1-NME2, PSME1, SHMT1 E LSM14A sé&o
diferencialmente expressas entre HC e as duas condicbes
infectadas (DF e DSS) enquanto TRUB1 apresentou diferenca
somente entre DSS e HC. ITLN1l, NME1-NME2 e TRUB1
parecem estar suprimidos durante a infeccdo. A seguir testamos
se a infec¢d@o por DV-4 era suficiente para induzir a expressao de
SHMT1 e LSM14A in vitro. LSM14A, mas ndao SHMT1, foi
induzido nessas condicbes. Em resumo, foram encontradas 25
proteinas que interagem com DV-4 e estavam diferencialmente



expressas, dessas somente LSM14A foi induzida quando testada
em células A549.

Palavras-chave: Big data; Dengue; Interferon; SHMTL;
LSM14A.



ABSTRACT

With the popularization of techniques that generate data in a
large scale, there are many unanalyzed data available in
databases. The transcriptome is a technique to analyze gene
expression profile in a sample. This method is widely used to
analyze differentially transcribed genes in an infection. Dengue
virus (DV) belongs to Flaviviridae family and infects around 390
million people every year. DV replication is restricted by type one
interferons (IFN-I), but the mechanisms that lead to inhibition of
viral replication are not fully understood. Combining SILAC
(stable isotope labeling by/with amino acids in cell culture)
quantitative proteomics and RNA pulldowns, we defined 64
proteins that interacted with DV 1 and 4 UTRs in IFN-I treated
HEK cells. In this study, we explored the expression of those
genes in whole blood transcriptome from Vietnamese
(GSE25001) and Thai (GSE51808) patients with dengue fever
(DF), dengue shock syndrome (DSS), convalescent and healthy
controls (HC), available in Gene Expression Omnibus (GEO).
From these genes differentially expressed, was selected the
following proteins ITLN1, NME1-NME2, TRUB1 e PSME1 to
study the expression profile in response to an infection and its
function through the literature, and chose SHMT1 e LSMA14A to
study in A549 cells. SHMTL1 (serine hydroxymethyltransferase 1)
is an enzyme responsible to catalyzes the reversible
conversion of serine and tetrahydrofolate to glycine and 5,10-
methylenetethrahydrofolate in the cytoplasm. LSM14A was
shown to be a sensor for RNA or DNA during viral infection.
ITLN1, NME1-NME2, PSME1, SHMT1 E LSM14A were
differentially expressed between HC and both infected conditions
(DF and DSS), while TRUB1 showed difference between HC —
DSS. ITLN1, NME1-NME2 e TRUBL1 appears to be suppressed
during an infection. Next, was tested whether DV-4 infection was
sufficient to induce the expression of SHMT1 and LSM14A in
vitro. LSM14A, but not SHMT1, was induced in these conditions.
In summary, was found 25 proteins that interacts with DV-4 in the
antiviral state and are differentially expressed, from these
proteins, only LSM14A was induced when tested A549 cells.
Keywords: Big data; Dengue; Interferon; SHMT1; LSM14A
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1. INTRODUCAO

Atualmente uma grande quantidade de dados de
gendmica, transcriptdmica, protedmica e metabolémica tem sido
gerados por cientistas em diversos centros de pesquisa ao redor
do mundo. A revolugao do “big data” (expressao em inglés para a
grande quantidade de dados gerada) esta pautada em “trés Vs”:
volume de dados, velocidade de processamento e variabilidade
das fontes de dados (SCHULTZE, 2015). Estima-se que hoje
existam mais de 2500 maquinas especializadas na geragéo
desses dados, espalhadas por mais de 1000 centros de pesquisa
em 55 paises (STEPHENS et al, 2015). Embora o avancgo
tecnolégico tenha permitido a geracdo de um grande volume de
dados, a analise, 0 armazenamento e processamento ainda séo
um desafio. Estratégias para solucionar esses problemas séo
constantemente  desenvolvidas, no entanto, tornam-se
rapidamente obsoletas devido a velocidade que novos dados séo
gerados (STEPHENS et al, 2015).

Para armazenar essa grande quantidade de dados foram
criados centros de arquivamento. O mais conhecido é o
Sequence Read Archive (SRA) administrado pelo Center for
Biotechnology Information do National Health Institute National
(NIH/NCBI) nos Estados Unidos. Atualmente esse centro
armazena mais de 5 petabases de sequéncias. Para isso, sdo
necessarios aproximadamente 20 petabytes de espaco, 0 que
corresponde a 20 mil terabytes ou 20 mil HDs de 1 terabyte cada
(STEPHENS et al, 2015). Se a geracéo de dados continuar como
esta hoje, dobrando a cada sete meses, nos proximos anos
podemos atingir a quantidade de exabases. Porém, algumas
estimativas mais conservadoras acreditam que a quantidade de
dados gerados ira diminuir e iremos atingir essa quantidade de
informacao entre 2020 e 2025(STEPHENS et al, 2015).

Os maiores responsaveis pelo big data sdo os grandes
projetos de sequenciamento, como o 1000 Genomes, que tem
como objetivo sequenciar 1000 genomas completos de humanos
(STEPHENS et al, 2015). Existem ainda projetos mais ousados,
como os da Inglaterra e Arabia Saudita que planejam sequenciar
100 mil genomas de seus cidadaos. Além desses paises, China
e Estados Unidos planejam sequenciar 1 milhdo de genomas
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humanos. Na Islandia, um terco da populacdo ja doou sangue
para um futuro sequenciamento (EISENSTEIN, 2015).

A geracdo de big data ndo se restringe apenas aos
sequenciamentos, hoje em dia existem muitas técnicas que
analisam os transcritos (transcriptoma), metabdlitos (metabdlica)
e varias outras estruturas presentes na célula (ADAMS, 2008). O
corpo humano é composto por diversos tipos celulares e nem
sempre o mesmo gene é transcrito em diferentes células. Uma
forma de analisar isso € pelo transcriptoma, quando podemos
avaliar diferentes genes em uma célula (ADAMS, 2008). Essa
técnica tem sido muito utilizada por imunologistas para analisar a
resposta dos transcritos envolvidos com o sistema imune perante
a infecc@o por diferentes patdgenos, como virus por exemplo.
(ADAMS, 2008).

A primeira resposta do sistema imunolédgico contra uma
infeccdo viral é o reconhecimento das particulas virais pelo
sistema imune inato (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Esse
reconhecimento acontece pelas estruturas conhecidas como
Receptores de Reconhecimento de Padréo (PRR) (TAKEUCHI;
AKIRA, 2010). Um dos PRRs envolvidos no reconhecimento do
RNA viral sdo os receptores endossomais da familia do tipo Toll
(TLR) e os receptores citosoélicos do tipo RIG-I e MDA5S
(TAKEUCHI; AKIRA, 2010. BARBALAT et al.,, 2011). Esses
receptores levam a ativacdo de proteinas adaptadoras que
resultam no acionamento das quinases TBK1 e IKKb, levando a
fosforilagdo do Interferon Regulatory Factor 3 (IRF3) e do fator
nuclear kappa B (NF-kB), os quais induzem a transcricdo dos
genes estimulados por interferon (ISGs), com isso, combatendo a
infeccdo (TAKEUCHI; AKIRA, 2010. BARBALAT et al., 2011).

O reconhecimento do DNA viral ainda € um desafio para
os sensores de DNA, pois existe pouca diferenca entre o DNA
viral e o celular (CROW et al., 2015. MANSUR; SMITH;
FERGUNSON, 2014). Porém, alguns sensores conseguem
diferenciar algumas caracteristicas de DNA viral, como
sequéncias ndo metiladas de citosina-fosfato-guanina (CpG) e
regibes com grandes quantidades de Adenina-Timina (AT).
Alguns desses receptores sdo os da familia do tipo Toll, que
conseguem fazer esse reconhecimento por meio de CpG
(TAKESHITA et al.,, 2001). Além dos TLRs, outros receptores
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servem como sensores de infec¢do por DNA virais, como a RNA
polimerase lll, que se liga a regides com grandes quantidades de
AT (CROW et al., 2015. TAKESHITA et al., 2001.ABLASSER et
al., 2009).

1.1 Dengue Virus (DV)

Os virus sao classificados em sete grupos divididos pelo
tipo de acido nucléico que eles carregam (BALTIMORE, 1971).
Um dos grupos é o de RNA de fita simples senso positivo. Nesse
grupo encontramos a familia Flaviviridae e os virus que compde
essa familia sdo os virus da Dengue (DV), Febre Amarela e
outros (BALTIMORE, 1971). Estima-se que o DV seja
responsavel pela infeccdo de 390 milhdes de individuos
anualmente (BHATT et al., 2013). A infec¢do por esse virus pode
ocasionar Febre (DF) e Dengue Hemorragica (DSS) (SIMMONS
et al, 2012). A DH/DSS ¢é caracterizada por um grande
vazamento vascular sistémico, trombocitopenia e algumas
manifestacbes hemorragicas (SIMMONS et al, 2012). A
replicacdo do DV ocorre no citoplasma quando o RNA viral é
liberado e assim se transformando em um mRNA que sera
traduzido pela maquinaria de replicacdo da propria célula
(SCREATON et al. 2015). Com isso, serd gerada uma
poliproteina que depois sera clivada em proteinas virais, sendo
uma parte estrutural e outra ndo estrutural (SCREATON et al.
2015). Apos isso, o RNA viral sera replicado e empacotado, para
ser liberado no meio extracelular (BALTIMORE, 1971.
SCREATON et al. 2015).

Este trabalho se justifica devido a necessidade de utilizar
dados de transcriptoma depositados no Gene Expression
Browser (GEO) para descobrir novos transcritos que podem
influenciar na infec¢do viral. Atualmente, ja existe uma grande
quantidade de transcritos descritos como relevantes na resposta
antiviral do hospedeiro, porém os mecanismos envolvidos em
algumas doencas ainda ndo sao completamente entendidos.
Ainda, como diversos virus possuem vias alternativas para
infeccdo, o entendimento desses transcritos pode levar a
descoberta de novas vias de resposta a infecgdo. As proteinas
identificadas sdo pouco estudadas e seus papéis na infeccdo
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precisam ser esclarecidos. O virus da Dengue é um dos
principais arbovirus e sua infeccdo em humanos nao é
completamente entendida, por isso esse virus foi escolhido como
modelo de infeccao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Andlise do perfil de expressdo de genes por
transcriptoma de pacientes com Dengue Classica e Hemorragica
e quais proteinas interagem com Dengue virus pela técnica de
protedmica.

2.2 Objetivos Especificos

a) Analisar proteinas que interagem com Dengue.

b) Analisar genes diferencialmente expressos com o intuito
de descobrir novos sensores para infec¢ao por Dengue.

c) Analisar a expressdo do gene LSM14A e SHMT1 em
células de linhagem do tipo A549, infectadas por DV, pela
técnica de RT-gPCR.
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3. METODOLOGIA

3.1 Normalizagdo dos Transcriptomas

Foram encontrados dois transcriptomas no Gene
expression Brownser de sangue total de pacientes infectados por
Dengue. Os dados com numero de acesso GSE25001, sédo de
pacientes infectados com sorotipo 1 e/ou 2 de Dengue. As
amostras foram coletadas no Hospital for Tropical Disease, na
cidade de Ho Chi Minh, no Vietnd. As condicdes dos pacientes
foram de DF (Dengue febre) ou DH/DSS (Dengue hemorragica).
As amostras do transcriptoma com nimero de acesso GSE51808
foram coletadas em Bangkok, Tailandia, no hospital Siriraj.
Foram coletadas amostras de sangue de pacientes saudaveis
(HC), com febre (DF), dengue hemorragica (DSS) e
convalescente. Para a normalizacdo dos dados foi utilizado o
software R. A normalizacao foi feita por pelo nimero de reads de
cada gene. Os pacotes utilizados foram Biobase, GEOquery,
limma, hgu95av2cdf, hgu95av2cdf e gplots. O cddigo de
programacdao utilizado esta disponivel no apéndice A.

Quando o gene de interesse apresentou mais de uma
sonda, primeiramente foi analisado a sequéncia da sonda e se
todas transcreviam a proteina completa. Se a sequéncia nao
estava disponivel no transcriptoma, foi realizada a média
aritmética entre as sondas.

Apdés a normalizagdo, o0s pacientes saudaveis da
Tailandia foram selecionados e comparados com 0s pacientes
com infeccdo do Vietnd. A andlise estatistica foi realizada
utilizando o Teste t de student, as amostras continham variancias
desiguais e p < 0,05 para amostras estatisticamente diferentes.

As funcdes das proteinas foram acessadas no banco de
dados do software Uniprot.
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3.2 Expressao génica por gPCR

Para avaliar a expressao dos genes LSM14A e SHMT1,
foram utilizadas células da linhagem A549 (ATCC CRL-185 —
GIARD et. al., 1973). Essas células sdo derivadas de tecidos
epiteliais do pulmao, extraidas de um carcinoma. As células
foram cultivadas em meio DMEN-F12 (Dulbecco's Modified Eagle
Medium; Thermo) suplementado com L-glutamina (2 mM —
Thermo), penicilina (200 yg/mL — Thermo), estreptomicina (200
Mg/mL — Thermo) e 10% de soro fetal bovino (SFB — Thermo).
Foram semeadas 3X10"5 células por poc¢o, em uma placa
contendo6 pocos. Para cada poco infectado havia um poco de
controle. As células foram mantidas em 1 ml de meio DMEN-F12,
em estufa Umida a 37°C e CO; 5%.

Para a infeccdo por DV foi utilizado a multiplicidade de
infeccdo (MOI) de 1. Para o procedimento de infeccao,
primeiramente, o meio de cultura foi retirado e as células foram
lavadas uma vez com salina a 37°C. Em seguida, as células
foram incubadas com meio de cultura contendo o virus. Para as
células que foram utilizadas como controle, foi utilizada a mesma
quantidade de meio, porém sem o0 virus. As células foram
incubadas por 1 h e 30 min em estufa Umida. Ap6s esse periodo
0 sobrenadante foi removido e as células foram lavadas com
salina e em seguida incubadas em 0,7 ml de meio de cultura por
poco. O RNA total das células foi extraido em dois tempos de
coleta diferentes 12 e 24 h. Para a extracdo foram adotados os
seguintes procedimentos: apés a retirada do meio de cultura as
células foram lavadas e tripsinizadas; os sobrenadantes e as
células retirados dos pocos infectados foram centrifugados a
3000 rotagbes por minuto (rpm) por 5 minutos na temperatura de
4 °C e 2000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente,
respectivamente e em seguida foram colocados em microtubos
de 1,5 ml. ApdGs a centrifugacéo, o sobrenadante das células foi
retirado e adicionado tampéo de lise RTL do kit RNeasy (Qiagen)
para extracdo do RNA total. A extracdo foi realizada de acordo
com o protocolo fornecido pelo fabricante (tabela 1).

Para a obtencdo do cDNA necessario para a reacdo de
gPCR, foi realizada a reacdo de transcricdo reversa do RNA
extraido das células. Foram utilizados 850ng do mRNA extraido
das células. O cDNA foi gerado utilizando o kit RT-PCR High
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Capacity Reverse Transcriptase (Thermo) seguindo o protocolo
fornecido pelo fabricante. Por fim, o cDNA foi diluido em uma
razdo de 1:2 em agua nuclease free (Thermo).

Na reacdo de gPCR foi utilizado o0 GoTaq® gPCR Master
Mix (Promega), seguindo o protocolo descrito pelo fabricante,
com volume final dereag¢édo de 10 L. Para fim de comparacgao,
foi utilizado como controle endégeno o gene 18s. Para calcular a
expressao relativa foi usada a férmula 2-22¢t onde: -AACt= — [(Ct
gene alvo — Ct end6geno) amostra analisada] - [(Ct gene alvo —
Ct enddégeno) amostra normalizadora]. As mudancas na
expressdo de mRNA foram mostradas como expressao relativa
ao controle. Os valores foram expressos como a média da
duplicata técnica.

3.2.1 Extracdo de RNA Total

A extracdo de RNA foi realizada e foram obtidos RNAs
com a razdo 260/280 acima de 2. A quantidade de RNA foi a
necessaria para a realizagdo dos experimentos.
Tabela 1- Extracdo de RNA total pelo kit RNeasy (Qiagen) e posterior
mensuracdo da quantidade e qualidade pelo equipamento NanoDrop
(Thermao).

Amostras ng/ul 260/280 260/230
NI12 1908 61,73 2,09 0,51

DV4 12 1908 108,59 2,08 2,2

DV4 24 1908 79,04 2,14 0,21

VSVI 12 1908 82,76 2,07 0,64

3.3 Gene Ontology

A andlise de Gene Ontology foi realizada através da
plataforma Gene Ontology Consortium, acessado pelo link
http://www.geneontology.org/page/go-enrichment-analysis.
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4. RESULTADOS

4.1 Proteinas que interagem com Dengue

Em um experimento anterior em nosso laboratorio,
células HEK foram tratadas com Interferon tipo |, depois
transfectadas com uma construcdo contendo o gene reporter
(renilla) precedido pelos 66 primeiros nucleotideos da proteina do
capsideo de Dengue 1 e 4 flanqueado pelas porgdes 5° UTR e 3’
UTR do virus. Apos esse procedimento foi feito um pulldown para
identificar as proteinas que interagiram com essa regido. O
resultado mostrou 64 proteinas interagindo com o RNA do virus
(Anexo A).

4.2 Andlise dos Transcriptomas

4.2.1 Descricdo dos pacientes

O transcriptoma dos pacientes do Vietnd é composto por
209 amostras, sendo dividido em duas condi¢Bes: Dengue Febre
(DF) e Dengue Hemorragica (DSS) (Tabela 2). Do total de
pacientes analisados, 127 eram homens e 79 mulheres, sendo
que trés pacientes nao tiveram o seu sexo identificado. Do total
de pacientes, na condi¢cdo DF, 81 eram homens e 51 mulheres.
Na DSS 46 eram homens e 28 mulheres. A mediana da idade
para os pacientes com a condi¢cdo DF foi de 11 anos, com uma
variagdo entre 2 e 29 anos. J4 para o outro grupo, a mediana foi
10, com idades entre 2 e 30 anos. Foram identificados os
sorotipos 1 e 2 nesses pacientes.

O grupo de individuos que apresentou febre estava em
sua maioria infectado com Dengue sorotipo 1 (100 individuos).
Trinta pacientes apresentaram infeccao pelo sorotipo 2 e dois
apresentaram infeccdo por ambos os sorotipos (1 e 2). O
sorotipo 1 também foi mais presente nos pacientes com choque
(56) enquanto apenas 15 pacientes apresentaram infecgdo por
Dengue do sorotipo 2 e nenhum individuo apresentou infecgéo
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por mais de um sorotipo. A mediana dos dias que os pacientes
ficaram doentes foi de 5 dias para DF (0-10) e 5,5 para DSS (2-
12). Nas duas condi¢cdes alguns pacientes ainda estavam em
tratamento, 18 para DSS e 13 para DF (Tabela 3).

Tabela 2 - Descrigdo dos dados da coorte analisada no transcriptoma
de pacientes infectados com Dengue residentes no Vietna.

DF DSS
Género 81 H/51 M (132) 46 H/28 M (74)
Idade 11 (2-29) 10 (2-30)
Sorotipo 1(100),2((30)e1-2(2) 1(56)e2(15)
Quantidade de dias doente 5,5 (0-10) 5 (2-12)

O transcriptoma dos residentes da Tailandia né&o
disponibilizou os dados da coorte.

4.3 Expresséao dos genes

Através da andlise do transcriptoma dos residentes no
Vietnd foi possivel identificar 21874 sondas. Dessas sondas,
foram encontrados 3877 genes que estavam diferencialmente
expressos, quando comparado as outras condicbes dos
pacientes (DF e DSS) e 17997 genes que nao apresentaram
diferenca significativa nos niveis de expressao independente da
condicéo dos pacientes (Figura 1).
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Figura 1- Diagrama de Venn representando os genes diferencialmente
expressos entre as condi¢gfes dos pacientes do Vietna.

17997

No transcriptoma dos residentes na Tailandia, foram
analisadas 54715 sondas. Os pacientes foram divididos em 4
grupos: Dengue Febre (DF), Dengue Hemorragica (DSS),
Convalescente (CONV) e Controle Saudavel (HC). 38727 sondas
ndo foram diferencialmente expressas quando analisadas nas
diferentes condicdes. 12620 sondas foram diferencialmente
expressas quando pacientes saudaveis foram comparados a
pacientes que apresentaram apenas febre. Quando comparados
com pacientes que tiveram choque, 13675 sondas apresentaram
diferenca significativa. Comparando DF e DSS encontramos
10235 sondas que apresentaram diferenca na expresséo.
Utilizando os dados dos pacientes convalescentes e saudaveis,
foram encontradas somente 302 sondas com diferenca
significativa. Comparando os dados dos pacientes convalescente
com DF e DSS, o numero de sondas diferencialmente expressas
foi de 23 e 11, respectivamente. Utilizando os dados de todas as
condi¢des, encontramos 170 sondas que apresentaram diferenca
significativa entre as condi¢cfes dos pacientes (Figura 2).
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Figura 2- Diagrama de Venn representando os genes diferencialmente
expressos entre as condi¢des dos pacientes do Tailandia.

HC - DF HC - DSS

HC - CONV 38727

4.4 Analise dos genes compartilhados entre os Transcriptomas e
o pulldown

Comparando os dados obtidos no transcriptoma dos
residentes do Vietnd com o resultado obtido no pulldown, foram
encontradas 25 proteinas que interagem com dengue no estado
antiviral e estéo diferencialmente expressos no transcriptoma.
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Figura 3 -Diagrama de Venn mostrando os transcritos compartilhados
no pulldown e no transcriptoma dos residentes do Vietna.

Transcriptoma Pulldown

4.4.1 Andlise dos transcritos compartilhados entre os
transcriptomas e o pulldown

As proteinas a seguir foram detectadas pelo ensaio de
pulldown e seus transcritos estavam presentes nos
transcriptomas analisados. Todas as proteinas descritas abaixo
apresentam, como esperado, alguma funcdo relacionada ao
processamento de RNA. As figuras foram divididas pela sua
funcdo. A Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B (Figura
4A) tem a fungéo de se ligar em fita simples de RNA com grande
afinidade por regifes ricas em Guanina e Uracila e se liga
também a Apolipoproteina B. A seguir temos a Heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein Al (Figura 4B) que esta envolvida no
empacotamento do pré-mRNA  em particulas de
ribonucleoproteinas heterogéneas além de poder participar na
replicacdo do Virus da Hepatite C.A Serine/Arginine-
richsplicingfactor 10 (Figura 4C) que age como um repressor no
splicing do pré-mRNA, além de atuar em outras proteinas
interferindo ou reprimindo o splicing. A Valine-tRNAligase (Figura
4D) tem a func¢d@o de ligar aminoacidos com os nucleotideos
contidos no tRNA. E considerada uma das primeiras proteinas a
aparecerem na evolugdo. A Pumilio homolog 2 (Figura 4E), tem
como uma de suas fungdes se ligar a sequéncias especificas de
3’-UTR de alguns mRNAs causando a repressdo dessa estrutura.
Além disso, foi mostrado que essa proteina é importante para
identificacdo de infeccbes virais. A proteina RISC loading
complex subunit TARBP2 (Figura 4F) tem como funcao auxiliar
na formacgdo do complexo de silenciamento induzido para o RNA.
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Na andlise dos transcritos realizada entre os pacientes saudaveis
e os infectados, foram encontradas diferencas significativas para
todas as proteinas avaliadas. (Figura 4).
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Figura 4 — Andlise dos transcritos HNRNPAB (A), HNRNPA1 (B),
SRSF10 (C), VARS (D), PUM2 (E) e TARBP2 (F) dos residentes do
Vietna e Tailandia. A normalizacao foi realizada pelo nimero de reads.
Teste t relativo aos pacientes saudaveis em relacdo aos infectados DF e
DSS (*** p < 0,001).
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A proteina lin 28 homolog B (Figura 5A) é conhecida por
reprimir a biogénese de micros RNAs, sequestrando-os do
ndcleo e prevenindo que aconteca 0 processamento para 0O
mMiRNA maduro. Em seguida temos a Partner of Y14 and magoé
(Figura 5B) um regulador chave para o complexo de juncéo exon.
Esse complexo € extremamente necessario para o0
processamento pés-traducdo do mRNA no citoplasma. A
proteina Tyrosine tRNA ligase (Figura 5C) tem como funcgéo
catalisar a ligacdo de tirosina ao RNA transportador. A Double-
strand RNA specific adenosine deaminase (Figura 5D) tem como
funcdo catalisar a desaminacdo hidrolitica de adenosina para
iosina em RNA. Isso pode afetar a expressdo génica. AATP-
dependent RNA helicase(Figura 5E) tem como funcdo o
decapeamento do mRNA e o bloqueio da autofagia em
condi¢Bes ricas em nutrientes. A proteina RNA-binding protein
Musashi homolog 2 (Figura 5F) é conhecida pela sua funcéo de
regulacdo da expressdo alguns mRNAs no nivel da traducao.
Todas as proteinas descritas acima apresentaram diferenca
estatistica quando comparado os pacientes saudaveis com 0s
infectados (figura 5).
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Figura 5- Analise dos transcritos LIN18B (A), PYM1 (B), YARS (C),
ADAR (D), DDX6 (E) e MSI2 (F) dos residentes do Vietna e Tailandia. A
normalizacdo foi realizada pelo ndmero de reads. Teste t relativo aos
pacientes saudaveis em relacdo aos infectados DF e DSS (*** p <
0,001).
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A proteina associada & membrana plasmética de
adipdcitos (Figura 6A) mostra uma grande atividade enzimatica
na catalise em reacdes quimicas com beta-naftilo e acetato de
fenilo. Além de poder ter funcbes na diferenciacdo dos
adipdcitos. A RNA-binding protein EWS (Figura 6B), é importante
por atuar como um repressor de transcricdo e pode afetar a
expressdo génica interferindo na RNA polimerase. A proteina
DnaJ homolog subfamily C member 21 (Figura 6C) é conhecida
por participar da biogénese do RNA ribossomal, ajudando na
maturacdo da porcdo 60S. A proteina RCC2 (Figura 6D) é
conhecida por ser requerida para completar a mitose e
citocinese, além de servir como fator de troca de nucleotideos. A
proteina CCR4-NOT transcription complex subunit 4 (Figura 6E)
é conhecida pela funcédo envolvida na ativacdo da cascata de
JAK/STAT. A proteina Sperm associated antigen 5 (Figura 6F)
tem por funcéo ajudar na segregacdo normal dos cromossomos
na mitose e na progressao para anafase. A proteina Alpha-taxilin
(Figura 6G) é envolvida no trafico intracelular de vesiculas e na
exocitose de células neuroendécrinas. Todas as proteinas
descritas acima apresentaram diferenca estatistica entre os
infectados (DF e DSS) e os pacientes saudaveis (figura 6).
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Figura 6- Analise dos transcritos APMAP (A), EWSR1 (B),
DNAJC1 (C), RCC2 (D), CNOT4 (E), SPAG5 (F) e TXLNA (G)
dos residentes do Vietnd e Tailandia. A normalizacdo realiazada
pelo nimero de reads. Teste t relativo aos pacientes saudaveis
em relagdo aos infectados DF e DSS(*** p < 0,001, ** p =
0,0012).
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A Nucleoside diphosphate kinase (Figura 7A) é uma
proteina transcrita por dois genes vizinhos. A importancia dessa
proteina para o humano ainda nédo foi esclarecida A Intelectina-1
(Figura 7B), é conhecida por reconhecer carboidratos de
microrganismos de maneira depende por calcio, também se liga
a glicanas de bactérias gram-positivas e negativas como
Streptococus pneumoniae e Yersina pestis. Imagina-se que a
funcdo da proteina tRNA pseudouridine synthase 1 (Figura 7C)
seja realizar a sintese de pseudouridina a partir da uralica do
RNA de transferéncia. A proteina LSM homolog A (Figura 7D) é
conhecida pela funcdo essencial na formacdo dos corpos de
processamento, além disso, também atua como sensor para
infeccdo viral. Essa proteina ndo estava no grupo das 25 que
eram compartilhadas entre o transcriptoma e o pulldown mas foi
escolhida por ter um valor de expresséo alto e ja ser um sensor
descrito na literatura. A proteina Serine hidroxymethyltransferase
1(Figura 7E) é responséavel por fazer a conversdo de serina em
glicina no citoplasma da célula. Essa foi a Unica proteina que
teve duas sondas entre as 25 compartiihadas entre o
transcriptoma e o pulldown. A proteina Proteasome activator
complex subunit 1 (Figura 7F) é conhecida pela sua funcéo no
imunoproteassomo sendo necessario para o0 eficiente
processamento do antigeno. As proteinas NME1-NME2, ITLN1 e
TRUBL1 apresentaram as médias dos pacientes saudaveis maior
que as médias dos infectados, sendo que o padrdo na analise
anterior era o contrario. Além disso, a TRUB1 nao apresentou
diferenca estatistica entre DF e HC, todas as outras proteinas
apresentaram o mesmo padrdo das figuras anteriores. PSMEL1 foi
a proteina que apresentou maior média em todas as condicfes
em comparacao com as proteinas analisadas (figura 7).
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Figura 7- Analise dos transcritos ITLN1 (A), NME1-NME2 (B), TRUB1
(C),PSME1 (D),SHMT1 (E) e LSM14A (F) dos residentes do Vietna e
Tailandia. A normalizacéo foi realizada pelo nimero de reads. Teste t
relativo aos pacientes saudaveis (*** p < 0,001).
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4.4.2 Andlise Gene Ontology

Os simbolos das 25 proteinas foram inseridos no site e
em seguida selecionada a opc¢ao de processos bioldgicos. Foram
encontradas trés proteinas que atuam no processamento de pre-
mMiRNA (ADAR, LIN28B e TARBP2). Quatro proteinas (ADAR,
LIN28B, PUM2 e TARBP2) sdo relatadas como envolvidas na
producdo de miRNAs responsaveis pelo silenciamento de genes
e na fragmentacdo de RNA dupla fita. Além dessas quatro, a
SHMT1 é conhecida por participar da regulacdo negativa do
processo de traducdo. Oito proteinas (ADAR, LIN28B, ELAVL1,
HNRNPA1, SRSF1, TRUB1 PUM2 e TARBP2) participam do
processamento de RNA nas células. Foram encontradas 15
proteinas (ADAR, LIN28B, ELAVL1, HNRNPAL, SRSF1, TRUB1I,
PUM2, TARBP2, EWRS1, PYM1, YARS, DNAJC2, CNOT4 e
DDX6) participando no processo metabdlico de RNA. Cinco
proteinas (ADAR, SRSF1, PUM2, TARBP2 e DDX6) participam
da montagem do complexo ribonucleoproteina. Por fim, oito
proteinas (TRUB1, ELAVL1, HNRNPA1, SRSF1, PYM1, ADAR,
CNOT4 e DDX6) estdo envolvidas no processo metabdlico de
MRNA.

4.5 Andlise da expressao relativa dos genes SHMT1 e LSM14A
em células A549 infectadas com Dengue virus

451 gPCR

A técnica de PCR quantitativa (QPCR) foi utilizada para
avaliar a expressao dos genes SHMT1 e LSM14A em células
A549 infectadas com Dengue virus nos tempos 12 e 24 horas
apos infeccdo. Para o gene SHMT1 ndo houve diferenca no perfil
de expressdo génica das células infectadas em relagdo as
células nao infectadas independentemente do tempo avaliado
(Figura 8). Ja o gene LSM14A apresentou um aumento de
aproximadamente 50% (1,56) na expressao génica quando
comparado ao controle ndo infectado no tempo de 24 horas apds
a infeccdo com Dengue. O oposto foi observado no tempo de 12
horas apds a infeccdo onde houve uma reduc@o na expressao
desse gene (0,56). As células infectadas com o virus VSV
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inativado apresentaram um aumento de 253% (3,53) com relacao
aos niveis de expressédo génica de células néo infectadas (Figura
9).

Figura 8- Expressdo relativa do gene SHMT1 de células A549
infectadas com Dengue virus nos tempos de 12 e 24 horas apés a
infeccdo. NI: células A549 nado infectadas; VSV inat: células A549
infectadas com VSV virus inativado por 45 minutos em luz Ultravioleta.
O grafico de barras é representativo de um experimento. Cada condi¢éo
teve um cDNA. O gene de controle foi 0 18S e o seu CT de amplificacdo
foi 8,43.
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Figura 9 - Expressdo relativa do gene SHMT1 de células A549
infectadas com Dengue virus nos tempos de 12 e 24 horas apés a
infeccdo. NI: células A549 ndo infectadas; VSV inat: células A549
infectadas com VSV virus inativado por 45 minutos em luz Ultravioleta.
O grafico de barras é representativo de um experimento.
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5. DISCUSSAO

Utilizando dados obtidos por um pulldown, foram
identificadas 64 proteinas que interagem com o RNA de Dengue.
Aproveitando dados de transcriptoma disponiveis no GEO, foi
possivel identificar dois transcriptomas de pacientes do Vietna e
Tailandia. Esses dados foram reanalisados e foram encontradas
3877 sondas que estavam diferencialmente expressas em
sangue de pacientes infectados com o virus da Dengue em
comparagdo com pacientes saudaveis. Comparando 0s
resultados do pulldown com o transcriptoma, foram encontrados
25 transcritos que eram compartilhados entre esses ensaios.
Apoés isso, foram analisadas as funcbes e a expressao dos
transcritos. Foram escolhidos 2 (SHMT1 e LSM14A) para uma
analise pela técnica de PCR quantitativo e 4 (ITLN1, NME1-
NME2, TRUB1 ePSME1l) foram sé analisados pelos dados
obtidos pelos transcriptomas.

Analisando as fun¢Bes das 25 proteinas compartilhadas
entre o transcriptoma e o pulldown, podemos ver que 11 dessas
proteinas tém alguma funcé@o envolvida com o RNA. Devido a
transfeccdo da célula por RNA, poderiamos esperar que ao
analisar as fungdes encontrariamos mais proteinas relacionadas
ao processamento de RNA. Apds essa primeira andlise, algumas
proteinas chamaram mais a atencéo por conta do seu perfil de
resposta, como a ITLN1, NME1-NME2, TRUB1 ePSME1.

O grupo dos pacientes saudaveis que expressaram a
proteina ITLN1 tiveram uma média maior que a dos pacientes
infectados. Essa proteina também é conhecida como Omentina e
estd associada com riscos de problemas coronarios e de
diabetes (JAMSHIDI et al, 2017. HEDER et al, 2017.). Além
disso, essa proteina é conhecida por aumentar sua concentracao
em Sindrome da Insuficiéncia Respiratéria Aguda e suprime a
inflamacdo em tecidos pulmonares (QI et al, 2016). Essa
diferenca pode ter sido causada por conta de o equipamento nao
conseguir detectar o valor de expresséo, devido a isso, muitos
numeros ficaram como NA (Not available). Para entender melhor
0 que estd causando essa diferenca em relacdo as outras
proteinas, precisa-se de mais estudos.

A proteina NME1-NME2 (NM23-LV) apresentou 0 mesmo
padrdo que a ITLN1, os pacientes saudaveis apresentaram com
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uma média de expressao maior que os infectados. A NME1-
NME2 é a juncdo de duas proteinas vizinhas, a NME1 e NME2,
que também podem ser transcritas separadamente (VALENTIJN;
KOSTER; VERSTEEG, 2006.). Esses autores também
observaram que a proteina € encontrada em pequenas
quantidades no rim e nos pulmdes em comparagdo com outros
tecidos (VALENTIIN; KOSTER; VERSTEEG, 2006.). Diferente
da ITLN1, a NME1-NME 2 n&o apresentou nenhum valor de
expressao como NA. Devido a falta de dados na literatura sobre
essa proteina, ndo é possivel dizer qual seria a causa dessa
diferenca.

A proteina TRUB1 na condicdo DF ndo apresentou
diferenca estatistica em relagdo ao controle saudavel. Todas as
outras proteinas apresentaram significAncia. A literatura nao
apresenta nenhum fato que possa explicar isso, 0 que temos séo
poucos artigos explicando a sua funcao de catdlise de mRNAs
humanos (SAFRA, 2017).

A proteina PSME1, também conhecida como PA28, é
extremamente necessdria para a resposta Imune da célula, pois
ele participa na apresentacdo de antigeno (FERRINGTON,
2012). Além disso, foi observado em outro trabalho, que quando
ocorre uma infeccdo pelo virus da Hepatite C, a proteina e o
virus interagem (MORIISHI et al, 2003). O que chamou a
atencao, foi a expressédo extremamente elevada em comparacao
com os outros genes. Nenhum outro gene teve uma média téo
alta para DF, DSS e HC. Isso vai de encontro a o que h& na
literatura sobre essa proteina, uma inducdo bem elevada na
infeccdo (FERRINGTON, 2012. MORIISHI et al, 2003).

A proteina SHMT1 é muito importante para célula, pois
tem papel no metabolismo de folato. Qualquer alteragdo nesse
metabolismo influencia em varios processos dentro da célula
(EICHLER et al, 1981. HERBIG, 2002). Estudos mostram que a
alteracdes na sequéncia dessa proteina estdo associadas a um
elevado risco de cancer. Além disso, a SHMTL1 se liga ao RNA
dentro da célula (EICHLER et al, 1981. HERBIG, 2002). Porém,
ndo existe na literatura nenhuma evidéncia que essa proteina
tem alguma resposta contra infec¢cdo (EICHLER et al, 1981.
HERBIG, 2002). Para poder entender melhor esse resultado,
passamos para um experimento in vitro, a hipétese era que o
gene seria induzindo, entretanto ndo foi o que encontramos
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(figura 28). Mais estudos precisam ser feitos para entender o
papel dessa proteina na infecgao.

LSM14A é uma proteina ja conhecida como sensor para
infeccdo viral (LI, et al, 2012). Nesse trabalho os autores viram
que LSM14A se liga em acidos nucléicos sintéticos ou virais,
além disso, ela é uma proteina que atua nas primeiras fases da
infeccdo viral induzindo a producgéo de Interferon beta (LI, et al,
2012). Essa proteina, ndo estava entre as 25 que s&o
compartilhadas entre os dois experimentos, porém devido ao que
encontramos na literatura e no resultado ter apresentado uma
expressao alta (figura 9), ela foi escolhida para ser estudada com
mais detalhes. Na figura 9 podemos ver que s6 no tempo de
coleta 24 horas ap6és a infeccao a proteina foi induzida. No tempo
de 12 horas a expressdo teve um decréscimo em relacdo ao
controle negativo. Era esperado que o gene fosse induzido pela
infeccdo por Dengue, mostrando que ele pode ter um papel
importante em infeccgfes virais.
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6. CONCLUSAO

Em um experimento anterior em nosso laboratério, foram
encontradas 64 proteinas que interagem com o RNA de Dengue.
Desse total, 25 estavam diferencialmente expressas nos
pacientes do Vietna.

No transcriptoma dos pacientes do Vietna foram
encontrados 3877 genes que foram diferencialmente expressos
entre a condicdo DF e DSS. No estudo dos pacientes da
Tailandia, 2192 genes foram diferencialmente expressos entre
DF e HC, e 3259 apresentaram diferenca entre as condicdes
DSS e HC.

As proteinas TRUB1, ITLN1 e NME1-NME2 mostraram
um padrdo diferente nas analises e podem ser alvos para
estudos mais detalhados.

A proteina SHMT1 ndo teve sua transcricdo aumentada
guando a célula foi infectada com o virus da Dengue, enquanto a
LSM14A teve o resultado contrario, foi mais expressa. Porém
mais estudos sdo necessarios para que possa entender as
funcdes dessas proteinas na célula durante a infeccéo viral.
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APENDICE A - Cédigo de programacdo utilizado para a
normalizagao

### install on R using bioconductor.
source("https://bioconductor.org/biocLite.R")
biocLite("Biobase")

biocLite("GEOquery")

biocLite("limma")

biocLite("hgu95av2cdf")
biocLite("hgu95av2") ## soon will no work anymore
HiH

#0OnceinR

# load libraries.

library(Biobase)

library(GEOquery)

library(limma) ## Differential expression analysis with
limma

library(hgu95av2cdf)
library(hgu95av?2)
library(gplots)

# load from GSE25001

# GSE25001 <- getGEO('GSE25001', destdir=".") ## this failed
for some reason

# download soft file from
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE25001
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gset<- getGEO("GSE25001", GSEMatrix =TRUE,
AnnotGPL=TRUE) # load file with annotations and Matrix = true.

if (length(gset) > 1) idx<- grep("GPL6104", attr(gset, "names"))
else idx<- 1 #set names for attributes.

gset<- gset[[idx]] # extract the good stuff into a new gset.

fvarLabels(gset) <- make.names(fvarLabels(gset)) # make proper
column names to match toptable .

gsms<-
"222121122111121111111122222212211222122112222221222
2221222221111222122122222222222211122111112222222222
2111222211122221211221111111111222222222222222222111
1222222112222212211122222222211222211222222222221122
11" # Select Samples for.

smi<- ¢() #make empty vector.

for (i in 1:nchar(gsms)) { sml[i] <- substr(gsms,i,i) } #fill empty
vector with value names.

sel<- which(sml 1= "X") # eliminate samples marked as "X".
smi<- sml[sel] # replace all data with only interesting data.

gset<- gset[ ,sel] # replace main data frame with only interesting
data.

ex <- exprs(gset) # log2 transform

gx<- as.numeric(quantile(ex, c(0., 0.25, 0.5, 0.75, 0.99, 1.0),
na.rm=T)) # quatiles

#get the logC for expression values
LogC<- (gx[5] > 100) ||
(9x[6]-ax[1] > 50 &&qx[2] > 0) ||
(gx[2] > 0 &&Qqx[2] < 1 &&gx[4] > 1 &&gx[4] < 2)
if (LogC) { ex|[which(ex <= 0)] <- NaN
exprs(gset) <- log2(ex) }
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# set up the data and proceed with analysis

smi<- paste("G", sml, sep="") # set group names
fl<- as.factor(sml) # set group names
gset$description<- fl # set group names

design <- model.matrix(~ description + 0, gset) #make the design
matrix.

colnames(design) <- levels(fl)
fit <- ImFit(gset, design)

cont.matrix<- makeContrasts(G2-G1, levels=design) #makes G2 -
GO matrix.

fit2 <- contrasts.fit(fit, cont.matrix) #make contrasts matrix.

fit2 <- eBayes(fit2, 0.01) #make the bayes analysis for the fits of
the linear models.

A T HAE

#H##Write table####
write.table(gset$characteristics_chl, file="expres_age.txt")

write.table(gset$characteristics_ch1.2,
file="expres_defervesc.txt")

write.table(gset$characteristics_ch1.3, file="expres_illness.txt")

results <- decideTests(fit2,method="global",p=0.2) #rom limma to
obtain values for dif. expressed genes with p=0.1 IC=90%

vennDiagram(results, circle.col=c("red")) # venn diagram of
diferencialy expressed genes.
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v <- voom(gset, design, plot=TRUE)

# load from GSE51808

# GSE51808 <- getGEO('GSE51808', destdir=".") ## this failed
for some reason

# download soft file from
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE51808

gset<- getGEO("GSE51808", GSEMatrix =TRUE,
AnnotGPL=TRUE) # load file with annotations and Matrix = true.

if (length(gset) > 1) idx<- grep("GPL6104", attr(gset, "names"))
else idx<- 1 #set names for attributes.

gset<- gset[[idx]] # extract the good stuff into a new gset.

fvarLabels(gset) <- make.names(fvarLabels(gset)) # make proper
column names to match toptable .

gsms<-
"000010100101110000101100100033333333333333333334444
44444" # Select Samples for.

smi<- ¢() #make empty vector.

for (i in 1:nchar(gsms)) { sml[i] <- substr(gsms,i,i) } #fill empty
vector with value names.

sel<- which(sml = "X") # eliminate samples marked as "X".
smi<- sml[sel] # replace all data with only interesting data.

gset<- gset[ ,sel] # replace main data frame with only interesting
data.

ex <- exprs(gset) # log2 transform

gx<- as.numeric(quantile(ex, c(0., 0.25, 0.5, 0.75, 0.99, 1.0),
na.rm=T)) # quatiles

#get the logC for expression values

LogC<- (gx[5] > 100) ||
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(9x[6]-ax[1] > 50 &&qx[2] > 0) ||

(gx[2] > 0 &&0gx[2] < 1 &&qx[4] > 1 &&gx[4] < 2)
if (LogC) { ex[which(ex <= 0)] <- NaN
exprs(gset) <- log2(ex) }

# set up the data and proceed with analysis

smi<- paste("GG", sml, sep="") # set group names
fl<- as.factor(sml) # set group names
gset$description<- fl # set group names

design <- model.matrix(~ description + 0, gset) #make the design
matrix.

colnames(design) <- levels(fl)

contr.matrix<- makeContrasts(
GOvsG4 = GGO - GG4,
GlvsG4 = GG1 - GG4,
G3vsG4 = GG3 - GG4,

levels = colnames(design) )

# Depois continua com a analise:

v <- voom(gset, design, plot=TRUE)

vfit<- ImFit(v, design) # usa uma regressao linear para gerar um
modelo de expressao linear.
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vfit<- contrasts.fit(vfit, contrasts=contr.matrix) # usa a matriz de
constrastes para comparar as expressoes

efit<- eBayes(Vfit) # test statisticousandoprobabilidadebayes.
tfit<- treat(vfit, Ifc=0) # organiza os dados
dt<- decideTests(tfit) # faz um resumo dos dados

summary(dt) # visualisa o resultado em uma tabela

vennDiagram(dt[,1:2], circle.col=c("turquoise", "salmon")) #
diagrama de ven



ANEXO A - Proteinas identificadas no pulldown

B5BUBS

Autoantigen La (Fragment) OS=Homo
sapiens GN=SSB PE=2 SV=1 -
[B5BUB5 HUMAN]

B4DNG60

cDNA FLJ52703, highly similar to Asparaginyl-
tRNA synthetase, cytoplasmic (EC6.1.1.22)
OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 -
[BADN60_HUMAN]

ABK8K1

cDNA FLJ76936, highly similar to Homo
sapiens RNA terminal phosphate cyclase
domain 1 (RTCD1), mRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1 - [A8K8K1_HUMAN]

E9PH62

Double-stranded RNA-binding protein Staufen
homolog 2 OS=Homo sapiens GN=STAU2
PE=1 SV=1 - [E9PH62_HUMAN]

075569

Interferon-inducible double-stranded RNA-
dependent protein kinase activator A
OS=Homo sapiens GN=PRKRA PE=1 SV=1 -
[PRKRA HUMAN]

AOAO024R1Y2

ATP citrate lyase, isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=ACLY PE=4 Sv=1 -
[AOA024R1Y2_HUMAN]

Q15633

RISC-loading complex subunit TARBP2
OS=Homo sapiens GN=TARBP2 PE=1 SV=3 -
[TRBP2_HUMAN]

Q8N1G4

Leucine-rich repeat-containing protein 47
OS=Homo sapiens GN=LRRC47 PE=1 SV=1 -
[LRC47_HUMAN]

P27694

Replication protein A 70 kDa DNA-binding
subunit OS=Homo sapiens GN=RPA1 PE=1
SV=2 - [RFA1_HUMAN]

B5MC59

Replication protein A 14 kDa subunit
OS=Homo sapiens GN=RPA3 PE=1 SV=1 -
[BSMC59 HUMAN]

Q15717

ELAV-like protein 1 OS=Homo sapiens
GN=ELAVL1 PE=1 SV=2 - [ELAV1 HUMAN]

B3KXX5

Structural maintenance of chromosomes
protein OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 -
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[B3KXX5_HUMAN]

Q9BSM5

Putative uncharacterized protein (Fragment)
OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 -
[Q9BSM5 HUMAN]

P40222

Alpha-taxilin OS=Homo sapiens GN=TXLNA
PE=1 SV=3 - [TXLNA_HUMAN]

Q9Y295

Developmentally-regulated GTP-binding protein
1 OS=Homo sapiens GN=DRG1 PE=1 SV=1 -
[DRG1_HUMAN]

B4E091

cDNA FLJ55438, highly similar to Splicing
factor 3 subunit 1 OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1 - [B4E091 HUMAN]

AG6NKE1

Trafficking protein particle complex subunit 3
OS=Homo sapiens GN=TRAPPC3 PE=1 SVv=1
- [ABNKE1 HUMAN]

Q6ZN17

Protein lin-28 homolog B OS=Homo sapiens
GN=LIN28B PE=1 SV=1 - [LN28B_HUMAN]

P26640

Valine--tRNA ligase OS=Homo sapiens
GN=VARS PE=1 SV=4 - [SYVC_HUMAN]

K7EMZ9

Protein LSM14 homolog A (Fragment)
OS=Homo sapiens GN=LSM14A PE=1 SV=1 -
[K7TEMZ9_HUMAN]

B7Z570

cDNA FLJ53078, highly similar to Splicing
factor, arginine/serine-rich 1 OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1 - [B7Z570_HUMAN]

B4DTA2

cDNA FLJ60148, highly similar to Homo
sapiens heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein D-like (HNRPDL), transcript
variant 2, mMRNA OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1 - [B4DTA2 _HUMAN]

ASPLKY

RCC2 protein (Fragment) OS=Homo sapiens
GN=RCC2 PE=2 SV=1 - [A5PLK7_HUMAN]

Q59ECO

Adenosine deaminase, RNA-specific isoform
ADAR-a variant (Fragment) OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1 - [Q59EC0_HUMAN]

P52294

Importin subunit alpha-5 OS=Homo sapiens
GN=KPNA1 PE=1 SV=3 - [IMA5 HUMAN]

P54577

Tyrosine--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo
sapiens GN=YARS PE=1 SV=4 -
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[SYYC_HUMAN]

Q496C9

D-tyrosyl-tRNA(Tyr) deacylase OS=Homo
sapiens GN=DTD1 PE=2 SV=1 -
[Q496C9_HUMAN]

AOAO024RAV4

Cold shock domain protein A, isoform CRA_b
OS=Homo sapiens GN=CSDA PE=4 SV=1 -
[AOAO24RAV4_HUMAN]

Q08J23

tRNA (cytosine(34)-C(5))-methyltransferase
OS=Homo sapiens GN=NSUN2 PE=1 SV=2 -
[NSUN2_HUMAN]

D6R9P3

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B
OS=Homo sapiens GN=HNRNPAB PE=1
SV=1 - [D6R9P3_HUMAN]

H7BY36

RNA-binding protein EWS (Fragment)
OS=Homo sapiens GN=EWSR1 PE=1 SV=1 -
[H7BY36_HUMAN]

H3BQF7

IST1 homolog (Fragment) OS=Homo sapiens
GN=IST1 PE=1 SV=1 - [H3BQF7_HUMAN]

HOY512

Adipocyte plasma membrane-associated
protein (Fragment) OS=Homo sapiens
GN=APMAP PE=1 SV=1 - [HOY512 HUMAN]

C9JGH7

Origin recognition complex subunit 4
(Fragment) OS=Homo sapiens GN=ORC4
PE=1 SV=1 - [C9JGH7_HUMAN]

QO8ARS5

DNAJC2 protein OS=Homo sapiens
GN=DNAJC2 PE=2 SV=1 - [Q0O8AR5 HUMAN]

Q09161

Nuclear cap-binding protein subunit 1
OS=Homo sapiens GN=NCBP1 PE=1 SV=1 -
[NCBP1 HUMAN]

ABK984

Structural maintenance of chromosomes
protein OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 -
[ABK984 HUMAN]

AOAO024RA4ES

High density lipoprotein binding protein (Vigilin),
isoform CRA_a OS=Homo sapiens
GN=HDLBP PE=4 SV=1 -

[AOA024R4E5 HUMAN]

D3DXC9

Serine hydroxymethyltransferase OS=Homo
sapiens GN=SHMT1 PE=3 SV=1 -
[D3DXC9 _HUMAN]
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Q9Y490

Talin-1 OS=Homo sapiens GN=TLN1 PE=1
SV=3 - [TLN1_HUMAN]

B4DJ49

cDNA FLJ60581, highly similar to Rho/Rac
guanine nucleotide exchange factor 2
OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 -

[B4DJ49 HUMAN]

Q52LJ0

Protein FAM98B OS=Homo sapiens
GN=FAM98B PE=1 SV=1 - [FA98B_HUMAN]

Q9UPY3

Endoribonuclease Dicer OS=Homo sapiens
GN=DICER1 PE=1 SV=3 - [DICER_HUMAN]

P67809

Nuclease-sensitive element-binding protein 1
OS=Homo sapiens GN=YBX1 PE=1 SV=3 -
[YBOX1 HUMAN]

P15531

Nucleoside diphosphate kinase A OS=Homo
sapiens GN=NME1 PE=1 SV=1 -
[NDKA_ HUMAN]

B4DHS5

cDNA FLJ54678, highly similar to N(2),N(2)-
dimethylguanosine tRNA methyltransferase
(EC 2.1.1.32) OS=Homo sapiens PE=2 SVv=1 -
[BADHS5 HUMAN]

HOYLUZ2

Proteasome activator complex subunit 1
(Fragment) OS=Homo sapiens GN=PSME1
PE=1 SV=1 - [HOYLU2_HUMAN]

Q2NLD4

PURA protein (Fragment) OS=Homo sapiens
GN=PURA PE=2 SV=1 - [Q2NLD4 HUMAN]

ABK8N3

cDNA FLJ78740, highly similar to Homo
sapiens sperm associated antigen 5 (SPAG5),
MRNA OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 -
[ABK8BN3 HUMAN]

Q8WXX5

DnaJ homolog subfamily C member 9
OS=Homo sapiens GN=DNAJC9 PE=1 SV=1 -
[DNJC9 HUMAN]

AGNLN1

Polypyrimidine tract binding protein 1, isoform
CRA_b OS=Homo sapiens GN=PTBP1 PE=1
SV=4 - [A6NLN1 HUMAN]

P13010

X-ray repair cross-complementing protein 5
OS=Homo sapiens GN=XRCC5 PE=1 SV=3 -
[XRCC5_HUMAN]

Q8WWH5

Probable tRNA pseudouridine synthase 1
OS=Homo sapiens GN=TRUB1 PE=1 SV=1 -
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[TRUBL_HUMAN]

B2R858

cDNA, FLJ93750, Homo sapiens DEAD (Asp-
Glu-Ala-Asp) box polypeptide 6 (DDX6), mRNA
OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 -

[B2R858 HUMAN]

B7ZL34

PUM2 protein OS=Homo sapiens GN=PUM2
PE=2 SV=1 - [B7ZL34_HUMAN]

Q96124

Far upstream element-binding protein 3
OS=Homo sapiens GN=FUBP3 PE=1 SV=2 -
[FUBP3_HUMAN]

B3KQ99

cDNA FLJ90012 fis, clone HEMBA1000462,
highly similar to CCR4-NOT transcription
complex subunit 4 (EC 6.3.2.-) OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1 - [B3KQ99 HUMAN]

Q96M27

Protein PRRC1 OS=Homo sapiens
GN=PRRC1 PE=1 SV=1 - [PRRC1 HUMAN]

P13674

Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1 OS=Homo
sapiens GN=P4HA1 PE=1 SV=2 -
[PAHA1 HUMAN]

B4DHES

Protein turtle homolog B OS=Homo sapiens
GN=IGSF9B PE=2 SV=1 - [B4DHE8 HUMAN]

AOA024RDVS8

TSC22 domain family, member 1, isoform
CRA_a OS=Homo sapiens GN=TSC22D1
PE=4 SV=1 - [AOA024RDV8 HUMAN]

Q9BRP8

Partner of Y14 and mago OS=Homo sapiens
GN=WIBG PE=1 SV=1 - [WIBG_HUMAN]

076070

Gamma-synuclein OS=Homo sapiens
GN=SNCG PE=1 SV=2 - [SYUG_HUMAN]

Q9Y3Z3

Deoxynucleoside triphosphate
triphosphohydrolase SAMHD1 OS=Homo
sapiens GN=SAMHD1 PE=1 SV=2 -
[SAMH1 HUMAN]




