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Resumo

São apresentados neste trabalho um conjunto de novos resultados, técnicas e ferramentas destinadas à mineração de dados e ao auxílio na análise de Etiquetas de Seqüências Expressas (EST) geradas em projetos transcriptoma. A base de dados de proteínas secundárias KOG foi utilizada como ferramenta no alinhamento e anotação automática de seqüências EST de quatro organismos, A. thaliana, C. elegans, D. melanogaster e H. sapiens. Estes alinhamentos foram utilizados para diversos fins e em diversos experimentos, entre eles: inferência de valores de corte para similaridade utilizando tBLASTn entre seqüências de EST e proteínas do mesmo organismo; desenvolvimento de um teste de anotação entre EST e proteínas KOG; avaliação da qualidade da anotação usando os valores de corte inferidos; avaliação da qualidade da anotação utilizando uniques gerados pelo programa TGICL; caracterização funcional das EST com KOG; caracterização da amostragem de EST ou expressão gênica com KOG; avaliação da cobertura da base KOG por quantidades incrementais de EST e inferência de um número mínimo para cobri-la; criação de uma ferramenta web denominada K-EST, que disponibiliza dados de amostragem de EST por KOG e também de conservação entre agrupamentos KOG; inferência de perda de genes ou pelo menos de expressão gênica em organismos pertencentes ou não à base KOG, utilizando dados de amostragem de EST e conservação; formulação de um método de inferência de clones completos em bibliotecas de cDNA no intuito de sequenciá-los.
Abstract tornar compativel com portugues
A set of new results, techniques and tools are presented in this work for data mining and to help in the analysis of ESTs generated by transcriptome projects. The secondary database KOG was utilized as a tool in the alignment and automatic annotation of ESTs from four organisms, A. thaliana, C. elegans, D. melanogaster e H. sapiens. These alignments were utilized to many purposes and in many experiments, like: inference of similarity cutoffs utilizing tBLASTn with ESTs and proteins from the same organism; development of an annotation test with EST and KOG proteins; evaluation of the quality of annotation by using the cutoff values discovered; evaluation of the quality of annotation by using uniques generated by the TGICL software; functional characterization of ESTs with KOG; evaluation of KOG coverage with incremental EST number and inference of a minimal number of EST to cover it; creation of a web tool named K-EST that makes available the EST sampling data with KOG and also the conservation data among KOG clusters; inference of gene loss, or at least loss of gene expression by using EST sampling data; formulation of an inference method to discover full length clones in cDNA libraries in order to sequence them.
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1 Introdução
1.1 Bioinformática genômica e seqüenciamento de DNA

Apesar de ser historicamente ligada à análise de genômica e genética , um conceito mais geral de bioinformática pode ser entendido como a “aplicação da informática na área de biologia”, cobrindo áreas como neuroinformática, imunoinformática, filoinformática e informática na genética (Costa Lda 2004). Segundo um conceito intermediário de bionformática de João Carlos Setúbal, a bionformática pode ser entendida como um “conjunto de técnicas advindas da matemática, estatística e computação aplicadas a problemas de biologia molecular, em particular aos problemas da genômica” (Moreira-Filho, Menck et al. 2004). A área de bionformática genômica, ou informática na genética surgiu principalmente para geração de conhecimento e para a análise dos dados provindos do sequenciamento de DNA em larga escala. 
A criação do sequenciamento de DNA pelo método de terminação didesoxi (Sanger, Nicklen et al. 1977) encorajou novas iniciativas no meio científico na tentativa de se acelerar esta área (McBride, Koepf et al. 1989). Na década de 80 e início da década de 90 foram publicados os trabalhos que seriam as idéias primordiais para o surgimento de um processo de seqüenciamento do DNA rápido e automatizado. Entre elas estão métodos de sequenciamento rápidos usando iniciadores fluorescentes (Wilson, Chen et al. 1990; Wilson, Chen et al. 1990), uso de capilares ultrafinos para eletroforese (Drossman, Luckey et al. 1990) e métodos que usavam laser e fluorescência para a detecção de bases marcadas (Chen, Swerdlow et al. 1991; Zhang, Chen et al. 1991). Máquinas que agrupavam esses processos em sistemas quase totalmente automatizados começaram a surgir (D'Cunha, Berson et al. 1990) e a serem comercializadas. A figura 1 exemplifica o processo de sequenciamento automatizado.

[image: image1.png]



Figura 1. Exemplo do processo de sequenciamento automatizado com marcadores fluorescentes e detecção a laser. Durante a corrida de um gel de eletroforese com as amostras marcadas, um mecanismo a laser detecta a fluorescência em cada canaleta do gel e gera um fluorograma ou cromatograma. A parte inferior mostra um cromatograma típico, resultado de um seqüenciador ABI PRISM 377.  O gel mostrado na figura foi substituído por géis capilares ultrafinos em versões mais modernas de seqüenciadores comerciais.  Retirado de Strachan and Read, 1999).
De fato uma iniciativa de sequenciar o genoma humano já estava em processo, patrocinada em grande parte pelo Departamento de Energia Americana (DOE), idéia surgida em meados de 1984. Segundo Emmanuel Dias Neto, o projeto genoma humano (PGH) foi uma iniciativa para resolver questões relativas aos ataques nucleares ocorridos no Japão, durante a Segunda Guerra, principalmente sobre os efeitos da radioatividade no DNA humano (Moreira-Filho, Menck et al. 2004). O projeto decolou em meados de 1990 com o apoio do Instituto Nacional de Saúde americano (NIH).

1.2 Projetos Genoma
Em 1995 foi publicado o primeiro genoma de um organismo celular, a bactéria parasita Haemophilus influenzae (Fleischmann, Adams et al. 1995) e em seguida outra bactéria parasita o Mycoplasma genitalium (Fraser, Gocayne et al. 1995). No ano seguinte, o primeiro eucarioto, a levedura Saccharomyices cerevisiae (revisto por Dujon, 1996). Nos anos seguintes uma série de outros organismos tiveram seus genomas seqüenciados, entre eles o humano. Segundo Koonin, a disponibilidade de todas essas seqüências é uma oportunidade para o estudo de relações evolutivas e para o estudo do conteúdo funcional dos genomas (Koonin and Mushegian, 1996). 
Sem dúvida um grande marco na ciência foi a publicação do rascunho do genoma humano em 2001 (Lander, Linton et al. 2001; Venter, Adams et al. 2001). Houve um grande alvoroço da comunidade científica e vários artigos e comentários foram publicados nas revistas científicas Science e Nature. Uma das grandes dificuldades do projeto genoma humano foi a da montagem do rascunho do genoma. Esse é um processo tipicamente bioinformático, resolvido pelo consórcio publico por Jim Kent, com o uso do programa GigAssembler (Kent and Haussler 2001), criado por ele. Nesse processo estão passos como descontaminação e mascaramento de seqüências repetitivas, alinhamento de EST, mRNA, BAC, alinhamento e sobreposição de contigs e montagem de cromossomos inteiros.
Após a montagem de genomas é necessário tentar decifrar esse conjunto enorme de seqüências, num processo chamado anotação. A anotação é o processo de descoberta de componentes importantes do genoma, principalmente genes e seus produtos (Birney, Bateman et al. 2001; Stein 2001). A predição gênica em genomas eucarióticos é até hoje um processo complicado, assim como a predição de fase de leitura aberta (ORF – Open Reading Frame) e de estruturas exon-intron. Uma das estratégias mais valiosas até hoje na anotação de genomas é o uso de seqüências de DNA complementar geradas a partir de mRNA, como as EST, que são provindas de regiões transcritas do genoma, para o alinhamento e busca por regiões de estrutura gênica (Brent, 2005). Projetos que produzem esse tipo de seqüência estão comentados abaixo. 
1.3 Transcriptômica
O transcriptoma pode ser entendido como produto da parte expressa do genoma, ou uma coleção de moléculas de RNA que se dividem em codificadores de proteínas e não codificadores (ncRNA).  Apenas uma pequena parte de toda a coleção corresponde a moléculas codificantes, ou mRNA (RNA mensageiros) que são traduzidas em proteínas. A outra parte é constituída de moléculas de RNA transferência, RNA ribossomal e afins (Brown, 2002). 
Porém a figura do transcriptoma está mudando. Recentemente o papel dos ncRNA (non-coding RNA) estão tomando uma maior importância na complexidade do transcriptoma, principalmente de mamíferos. Historicamente a presença de ncRNA em bibliotecas de cDNA eram interpretados como artefatos de clonagem ou seqüências truncadas. Porém várias evidências vêm mostrando que os ncRNA são mais comuns em organismos mais complexos, principalmente mamíferos e especula-se sobre seu papel na complexidade desses organismos (Gustincich, Sandelin et al. 2006). Sugere-se que apesar de que uma pequena parte do genoma (2%) ser composta por regiões codificadoras de proteínas, possivelmente o resto seja também transcrito na forma de moléculas de RNA não codificadores regulatórios (revisto por Mendes Soares and Valcarcel, 2006). 
A transcrição do DNA em RNA é um ponto chave na regulação da expressão gênica. A regulação gênica pode atuar via processos pós-transcricionais como edição alternativa do RNA e após a tradução do RNA em proteínas, por meio da metilação, fosforilação, proteólise limitada, glicosilação, etc. Porém o passo mais importante na regulação da expressão gênica em organismos superiores é a transcrição e a presença de um transcrito é um forte indício de que aquele gene está sendo expresso. O transcriptoma fornece características sobre o padrão de expressão daquele organismo, tecido ou célula em questão (Moreira-Filho et al. 2004).

1.3.1 SAGE, Microarray e EST
Das metodologias atuais de estudo de transcriptomas deve-se destacar o SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), os microarranjos (microarrays) e as EST ou (Expressed Sequence Tags).

1.3.1.1 SAGE

O método SAGE provê uma análise quantitativa da expressão gênica, com a vantagem de conseguir detectar transcritos desconhecidos. Por outro lado, um intenso e cuidadoso  trabalho de atribuição de cada tag (explicada abaixo) a um transcrito é necessário. Em vias gerais, o método é iniciado pelo uso de uma enzima de restrição denominada enzima de ancoragem (BsmFI por exemplo) e os fragmentos de dez bases subseqüentes a este sítio de restrição (CATG para a enzima em questão) são colecionados em uma biblioteca. Esses fragmentos chamados tags são seqüenciados na forma de um concatâmero longo, o que aumenta em muito o rendimento de aquisição de informação. A freqüência de cada tag (de 14 bases (pois o padrão inclui as quatro bases do sítio de restrição e as dez subseqüentes) representa a quantidade de cada transcrito detectado (revisto por Wang, 2007). Outras variações como long SAGE e MMS (método comercial protegido por patente) foram desenvolvidas mais recentemente (REF, REF).
[image: image2.wmf]
Figura 2. O método SAGE. Ver detalhes no texto. Retirado de Wang, 2007.
1.3.1.2 Microarray

O método de microarranjos é um dos melhores métodos de se analisar a expressão gênica atualmente, principalmente por permitir avaliar simultaneamente a expressão de milhares de genes. Esse método se baseia no princípio da hibridação de fragmentos de ácidos nucléicos marcados com fluoróforos (geralmente cDNA provindos da transcrição reversa de transcritos isolados de células ou tecidos), em coleções de genes já conhecidas (fixadas em anteparos de vidro) ou então representadas por conjuntos únicos de sondas que são sintetizadas em chips e vendidas comercialmente. Após a hibridação, a fluorescência de cada gene (ou spot, na lâmina ou chip) é medida por um scanner e a intensidade do sinal caracterizará a expressão daquele gene. O uso de fluoróforos que emitem luz em comprimentos de onda diferentes (representados por verde a vermelho) é feito para diferenciar o tecido do qual o transcrito se originou (Moreira-Filho, Menck et al. 2004). Diferentemente do método SAGE e EST, o método de microarranjos necessita do conhecimento prévio de coleções de genes, às quais os cDNA referentes aos transcritos em estudo se hibridarão. Uma segunda diferença é que não é determinada com precisão a expressão relativa à transcrição global. Geralmente duas condições experimentais são comparadas e a expressão diferencial de cada gene é avaliada. Trata-se de um método de triagem, sendo desejável a aplicação de uma análise específica (seja por Northen blot ou Real-Time PCR) para validação da suposta expressão diferencial.

[image: image3]
Figura 3 – Esquema de um experimento de microarranjo. Adaptado de (Moreira-Filho, Menck et al., 2004).
1.3.1.3 EST
O termo EST surgiu em 1991 em uma publicação de Mark Adams e colaboradores, numa iniciativa de descoberta gênica no genoma humano usando-se amostras do transcriptoma (Adams et al. 1991). Uma seqüência EST (tecnicamente entendida como o seqüenciamento em único passo da extremidade do cDNA) é em teoria um representante de um transcrito expresso, daí o nome Expressed Sequence Tag. Essas seqüências são geradas em grande escala, em um processo relativamente barato. Em linhas gerais, seqüências EST são curtas (entre 200 e 800 pares de bases), não editadas, seqüenciadas em passo único e selecionadas randomicamente de bibliotecas de cDNA (revisto em Nagaraj et al., 2007). O processo de produção e análise de EST está descrito na figura 4.
[image: image4.emf]
Figura 4. Processo de produção e análise de seqüências EST. 1.Região de DNA genômico contendo introns e exons e motivos reguladores (triângulos). 2. Introns são removidos do mRNA maduro; os mRNA são “encapados” na região 5’ e caudas poli A são adicionadas na região 3’.  3. Transcriptase reversa é usada para a produção de DNA complementar (cDNA). 4. Fita dupla de cDNA é produzida utilizando-se RNAse H e DNA polimerase I. 5. Os cDNA são inseridos em vetores de clonagem para produzir uma biblioteca de cDNA. 6. Os insertos são seqüenciados por um ou ambos os lados (5’ e/ou 3’). 7. As seqüências 5’ e 3’ resultantes são chamadas EST. 8. As EST são editadas para a remoção de seqüências de vetor, contaminantes e bases de baixa qualidade. 9. Depósito em bancos de dados públicos de EST (dbEST) e de cromatogramas (Trace Archive). 10. Passo alternativo de geração de unigenes. Retirado de (Bouck e Vision, 2007).
O seqüenciamento de EST provê um potencial enorme para a geração de informação, seja do genoma ou do transcriptoma. Dentre as diversas aplicabilidades dessa técnica estão a descoberta gênica, complemento para a anotação de genomas, ajuda na identificação da estrutura gênica, estabelecimento da viabilidade de transcritos alternativos, guiar a caracterização de polimorfismos de base única ou SNP (Single Nucleotide Polimorfism) e facilitar a análise de proteomas (revisto por  Nagaraj et al., 2007). Os mRNA de eucariotos apresentam regiões não traduzíveis, chamadas UTR (Untranslated Region), em ambas as extremidades 5’ e 3’, que atuam no controle da expressão, tradução e regulação gênica. Regiões 5’ UTR em seqüências EST podem estar ausentes, todavia, caso a transcrição reversa não seja eficiente, o que será mais freqüente quanto maior for o transcrito. As caudas poli A da região 3’ UTR são implicadas no metabolismo de mRNA e diferentes mecanismos pós-transcricionais (revisto por Nagaraj et al., 2007), mas em uma EST adicionam uma prova de que trata-se do seqüenciamento de um transcrito. Para se tentar predizer a estrutura ou a função de uma proteína assim como tentar isolá-la é ideal saber sua seqüência completa, ou seja, determinar a região codificante completa do clone de cDNA. Apesar de serem seqüências parciais, as EST podem conter informações que levam à descoberta de clones que contém seqüências completas de produtos gênicos. Sabendo disso, foi criado em 1999 o MGC (Mammalian Gene Collection), um projeto que tem o intuito de produzir bibliotecas de cDNA de mamíferos enriquecidas com clones com seqüências completas. A busca por clones com seqüências completas é feita produzindo-se EST, avaliando-as na busca de informações que possam distinguir clones completos (Strausberg, Feingold et al. 1999). Citar CAGE!!
Contudo as EST apresentam diversas limitações. Dentre elas as principais são: i) a representação global dos genes do tecido ou organismo em questão em uma dada biblioteca e ii) a qualidade das seqüências. Bibliotecas de cDNA são uma representação aproximada da taxa de mRNA presentes em um dado tecido ou organismo, em uma dada condição e tempo. Genes mantenedores da vida (ou housekeeping) têm em teoria expressão constante nas células e tecidos e podem apresentar amostragem bastante redundante. Já outros tipos de genes podem ter uma oscilação em sua expressão de acordo com o tecido ou condições ambientais. Genes pouco expressos terão pouca representação enquanto genes ausentes não serão representados nessas bibliotecas. Apesar da presença de uma EST ser um indício confiável da expressão de um gene, a ausência não indica necessariamente que um gene não existe, mesmo porquê alguns genes são muito pouco conservados entre organismos diferentes. Somente pode-se afirmar que não foi possível encontrar um dado transcrito naquela amostra (Rudd, 2003). 
As EST são seqüências curtas e com baixa qualidade. Apresentam em torno de 4% de erro, e a qualidade da seqüência é em média bem melhor no centro da seqüência do que nas pontas. Evidentemente isto depende do tipo de seqüenciador utilizado e do pós-processamento que foi aplicado. Ainda, seqüências contaminantes provindas de vetores de clonagem e sítios de polylinkers estão presentes freqüentemente nas extremidades de uma EST depositada em bancos públicos (Nagaraj, Gasser et al. 2007). 

1.3.1.3.1 Edição e processamento de seqüências EST

O produto primário do sequenciamento em seqüenciadores automáticos são os eletroferogramas ou cromatogramas (ver Fig. 1), que precisam ser processados por programas base-callers (nomeadores de bases) no intuito de se gerar as seqüências em um formato padrão, como o FASTA por exemplo (Fig. 5). Alguns seqüenciadores automáticos já são comercializados com programas nomeadores de bases próprios, porém um dos mais utilizados pela comunidade científica é o PHRED (Phil’s Read Editor) (Ewing and Green 1998; Ewing, Hillier et al. 1998). O PHRED, assim como todo programa nomeador de bases, gera e analisa os cromatogramas determinando as bases de acordo com a intensidade da fluorescência medida pelo laser. De acordo com a acurácia da medida, são atribuídos valores de qualidade para as bases nomeadas. O valor de qualidade das bases nomeadas pelo programa PHRED é calculado pela fórmula: -10 x log10(p). Onde p é a probabilidade da base estar errada. Como exemplo, um valor resultante 10 significa que a base tem 10% de chance de estar incorreta, assim como um valor de 20 significa que ela tem 1% de chance de estar incorreta. A nomeação de bases assim como o próprio processo de sequenciamento são processos que geram diversos erros que são incorporados pela seqüência resultante. Por isso a EST é dita uma seqüência de baixa qualidade. Bases de baixa qualidade podem ser removidas pelo próprio algoritmo PHRED, utilizando-se o comando “trim_alt”.  O algoritmo PHRED foi extensivamente discutido no trabalho de tese de doutorado de Francisco Prosdocimi (Prosdocimi 2006), de nosso laboratório, e em suas publicações (REF, REF, REF)
Outra parte importante na edição e processamento das EST é a remoção de seqüências indesejadas como sítios de polylinkers e seqüências do vetor de clonagem. Para isso existem programas que mascaram e removem essas seqüências. Um dos mais conhecidos é o cross-match que é distribuído em conjunto com o programa PHRED. Esse programa alinha as EST com seqüências conhecidas de vetores e outros contaminantes, e mascara essas seqüências, trocando as bases por ‘X’ (de onde o nome cross-match). Diversas metodologias para edição e processamento de EST foram (Chou and Holmes 2001) e até hoje são criadas (Lee, Hong et al. 2007).
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Figura 5. Amostra de seqüência no formato FASTA, gerada pelo programa PHRED.  Note que essa seqüência de 166 bases já foi podada (trimmed, tendo zero bases de baixa qualidade no início da seqüência) para manter apenas 166 bases com qualidade de PHRED 20 (apenas 1% de chance de erro).

1.3.1.3.2 Cálculo de Expressão diferencial de genes usando EST

Bibliotecas de cDNA podem ser usadas para encontrar genes diferencialmente expressos usando-se seqüências EST provindas de diferentes tecidos usados na construção das bibliotecas. Encontrar esses genes pode ser de importância médica e farmacêutica (Stekel, Git et al. 2000). Alguns trabalhos foram inicialmente publicados tratando do assunto em bibliotecas construídas de células e tecidos de organismos como H. sapiens e S. mansoni (Lee, Weinstock et al. 1995; Franco, Rabelo et al. 1997). Um dos trabalhos mais importantes nessa área foi o projeto CGAP (Cancer Genome Anatomy Project), destinado ao estudo de genes diferencialmente expressos em tecidos tumorais humanos (O'Brien 1997). Atualmente, apesar da aparente massificação do uso de microarranjos na análise de expressão gênica diferencial, ainda são publicados trabalhos usando seqüências EST nesta área (Aouacheria, Navratil et al. 2006).
Técnicas estatísticas para a análise e descoberta de genes diferencialmente expressos em bibliotecas de cDNA foram utilizadas e aprimoradas no final da década de 90 e início do ano 2000. Uma dessas técnicas é o teste de Fischer usado pelo DDD ou Digital Differential Display, procedimento utilizado pelo projeto CGAP (Scheurle, DeYoung et al. 2000). Outras técnicas surgiram, na tentativa de se criar testes mais acurados estatisticamente (Audic and Claverie 1997) assim como técnicas que usam comparação entre mais de uma biblioteca simultaneamente (Greller and Tobin 1999; Stekel, Git et al. 2000).
1.3.1.3.3 Agrupamento de EST e montagem de consensos
Seqüências EST representam as extremidades 5’ e 3’ de um transcrito. É possível tentar sobrepor EST na tentativa de eliminar a redundância e formar agrupamentos que possuam mais informação sobre o transcrito. Agrupamentos de EST 5’ que se sobreponham a agrupamentos de EST 3’ podem formar um agrupamento único que represente um transcrito mais longo e possivelmente completo (Bouck and Vision 2007). A forma mais fácil de produzir agrupamentos de EST é via similaridade por métodos de alinhamento entre seqüências. A primeira iniciativa em grande escala de se produzir agrupamentos de EST com esse propósito foi a do UniGene (Boguski and Schuler 1995). A idéia do UniGene é a de reunir EST, vindas principalmente do banco dbEST do NCBI (Boguski, Lowe et al. 1993), em agrupamentos que representem um único transcrito ou produto gênico.  O método de agrupamento do UniGene utiliza o programa MegaBLAST (Zhang, Schwartz et al. 2000) para realizar o alinhamento de todas as seqüências contra todas. Pela técnica de single-linkage, seqüências que alinham com 96% de similaridade em 70% da região potencialmente alinhável vão sendo agrupadas (Fig. 6) (Lucas Wagner, comunicação pessoal). 

[image: image6.jpg]5

Regi&o potencialmente alinhavel

A
- \3‘

l Single-linkage

™




Figura 6. Esquema, mostrando o alinhamento entre duas seqüências (parte superior) mostrando o alinhamento (em azul) e a região potencialmente alinhável (chave). O método de single-linkage agrupa seqüências cujos alinhamentos possuem 96% de similaridade e ocupam 70% da parte potencialmente alinhável.
O UniGene porém não produzia seqüências únicas formadas pelo consenso do agrupamento de EST (Fig. 7A, letras b e c, e Fig. 7B) . Programas utilizados na montagem de genomas são usados nesse intuito, que apresentam bons resultados, como o PHRAP (http://www.phrap.org) e o CAP3 (Huang and Madan 1999). Ainda, algumas iniciativas utilizam ambas as técnicas de clusterização e formação de consenso em uma metodologia híbrida como é o caso do TIGR gene índices (Pertea, Huang et al. 2003). Alguns trabalhos foram publicados no intuito de avaliar essas metodologias de clusterização e montagem de consensos (Liang, Holt et al. 2000). Mais recentemente foram avaliados critérios como divisão de consensos que representavam um único transcrito (erro tipo I), assim como montagem de quimeras (consensos com EST de mais de um transcrito, erro tipo II) (Wang, Lindsay et al. 2004).
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Figura 7. Montagem de Unigenes ou Uniques. A. Formação dos consensos, também chamados Unigenes ou Uniques (b e c) pelas EST (a); seqüências singleton (d) são EST órfãs. B. Exemplo de seqüência consenso (em branco, parte superior), e as seqüências que a representam (tons de cinza). Retirado de (Bouck and Vision 2007).
1.4 Anotação de seqüências via alinhamento
Uma maneira de se identificar genes em seqüências biológicas é realizando buscas por homologia entre as seqüências desconhecidas e seqüências de genes conhecidas. A maneira mais usual de se executar esse processo é usando bancos de dados de seqüências já conhecidas e programas de alinhamento entre seqüências como BLAST (Altschul, Gish et al. 1990) ou algoritmos como Smith-Waterman (Smith and Waterman 1981). Com o resultado de alinhamento é possível verificar a similaridade entre as seqüências e inferir homologia (revisto por (Koonin and Galperin 2003).
1.4.1.1 Algoritmos para alinhamento de seqüências
Alinhamento de seqüências é o procedimento de se comparar duas (alinhamento par a par) ou mais seqüências (alinhamento múltiplo), na busca por caracteres ou padrões de caracteres que seguem a mesma ordem nas seqüências. O alinhamento de seqüências é útil na descoberta de informações funcionais, estruturais e evolutivas entre seqüências biológicas (Mount 2001). Seqüências muito similares entre dois organismos provavelmente realizam a mesma função e se são de organismos diferentes, provavelmente se originaram de um ancestral comum (Koonin and Galperin 2003). 
Existem dois métodos mais conhecidos de alinhamentos entre seqüências, o global e o local (figura 8). No global é feita uma tentativa de se alinhar toda a seqüência, enquanto no local são alinhadas subseqüências, ou regiões. O alinhamento local é usado de maneira mais geral por algumas razões, como por exemplo, a existência de regiões conservadas (domínios conservados) entre seqüências. Outro exemplo é o fato de que regiões de proteínas ou DNA acabam divergindo demais, apenas sobrando pequenas regiões com homologia detectável (Koonin and Galperin 2003).
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There are two types of sequence alignment, global and local, and they are illustrated
below in Figure 3.1. In global alignment, an attempt is made to align the entire sequence,
using as many characters as possible, up to both ends of each sequence. Sequences that are
quite similar and approximately the same length are suitable candidates for global align-
ment. In local alignment, stretches of sequence with the highest density of matches are
aligned, thus generating one or more islands of matches or subalignments in the aligned
sequences. Local alignments are more suitable for aligning sequences that are similar along
some of their lengths but dissimilar in others, sequences that differ in length, or sequences
that share a conserved region or domain.

Global Alignment

For the two hypothetical protein sequence fragments in Figure 3.1, the global alignment is
stretched over the entire sequence length to include as many matching amino acids as pos-
sible up to and including the sequence ends. Vertical bars between the sequences indicate

LGPSSKQTGKGS-SRIWDN

| | | || | | Global alignment
LN-ITKSAGKGAIMRLGDA

GKG
| | | Local alignment
GKG

Figure 3.1. Distinction between global and local alignments of two sequences.
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Figura 8. Exemplo de alinhamento global e local. Retirado de (Mount 2001).
Em ambos os casos de alinhamentos (global e local), são montadas matrizes de pontuação entre as seqüências e aplicadas regras de pontuação (score) positiva, no caso de bases iguais (match) e de pontuação negativa, ou penalidades, no caso de bases diferentes (mismatch) ou para a abertura de espaços (gaps) e alongamento de espaços. Os valores de pontuação mudam de acordo com o programa de alinhamento utilizado, ou são alteráveis pelo usuário.
Algoritmos de alinhamento tratam as seqüências como cadeias de caracteres e usam do sistema de pontuação para encontrar a melhor solução (no caso de algoritmos de alinhamento ótimos) ou soluções aproximadas (algoritmos heurísticos). É importante ressaltar que essa pontuação não está ligada à significância estatística do alinhamento, que deve ser computada separadamente, usando por exemplo a estatística de Karlin-Altschul (Karlin and Altschul 1990), utilizada no programa BLAST.
Algoritmos de alinhamento ótimos são aqueles que encontram sempre a melhor solução, ou o melhor alinhamento. Os algoritmos ótimos têm um custo computacional muito alto e em alguns casos podem ser impossíveis de serem executados em tempo viável. Existem algoritmos que contornam esses casos, e usam de heurísticas para acelerar a execução. Seu resultado poderá não ser ótimo e apenas se aproximar do resultado ótimo (Koonin and Galperin 2003). 
Os algoritmos mais conhecidos de alinhamentos global e local utilizam uma técnica computacional chamada programação dinâmica. A idéia básica da programação dinâmica vem do fato de que um caminho que leve a uma solução ótima pode ser dividido em sub-caminhos ótimos. De forma que ao se estender sub-caminhos ótimos, chega-se sempre à solução ótima. No caso de seqüências, o alinhamento ótimo global é feito comparando-se seqüências de ponta à ponta, sempre guardando em uma matriz as pontuações para os alinhamentos em cada base comparada. No final, essa matriz possuirá em cada ponto do alinhamento, o melhor valor de pontuação, de forma que os melhores valores indicarão o melhor alinhamento (Baxevanis and Ouellette 2001). 
No alinhamento entre proteínas, são utilizadas matrizes de pontuação pré-computadas, que levam em conta a probabilidades de trocas e mutações entre aminácidos. Leva-se em conta estudos evolutivos e de propriedades bioquímicas de aminoácidos. As matrizes mais conhecidas são a PAM (Point Accepted Mutation), criadas por Margareth Dayhoff e as BLOSUM utilizadas como padrão pelo programa BLAST.
1.4.1.1.1 Alinhamento Global

O algoritmo mais conhecido para alinhamento global ótimo entre seqüências é o Needleman-Wunsch (Needleman and Wunsch 1970). Algoritmos de alinhamento global são a melhor forma de se analisar relações evolutivas entre seqüências. Existem diversos algoritmos de alinhamento global não ótimos. Entre eles estão o MultiAlign (Corpet 1988) e o Clustal (Higgins and Sharp 1988).
1.4.1.1.2 Alinhamento Local

O primeiro algoritmo para alinhamento local ótimo, utilizando programação dinâmica foi o Smith-Waterman (Smith and Waterman 1981). Esse algoritmo é uma variação do algoritmo de Needleman-Wunsch adaptado para realizar alinhamentos locais. Por ser um algoritmo ótimo, sua execução pode ser não factível em computadores atuais. Diversos programas que usam algoritmos heurísticos para alinhamento local surgiram, na tentativa de gerar soluções aproximadas. Entre eles os mais conhecidos são o FASTA (Pearson and Lipman 1988) e o BLAST (Altschul, Gish et al. 1990).
1.4.1.1.3 BLAST
Distribuído pelo NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) o software BLAST é um dos programas para alinhamento local, heurístico, mais utilizados atualmente. Existem diversas variedades de BLAST (Tabela 1), as quais realizam alinhamentos entre seqüências query e seqüências subject, que podem ser nucleotídeos e/ou aminoácidos ou variações.
Tabela 1. Variedades de BLAST.

	Tipo 
	Query
	Subject

	BLASTN
	Nucleotídeo
	Nucleotídeo

	BLASTP
	Proteína
	Proteína

	BLASTX
	Proteína
	Nucleotídeo traduzido em proteína

	TBLASTN
	Nucleotídeo traduzido em proteína
	Proteína

	TBLASTX
	Nucleotídeo traduzido em proteína
	Nucleotídeo traduzido em proteína


1.4.1.1.4 HSP e a estatística Karlin-Altschul

Como todo programa de alinhamento local, ao invés de procurar por alinhamentos perfeitos entre duas seqüências inteiras o BLAST realiza buscas por fragmentos ou regiões de alto score. Isso é feito utilizando-se um pedaço (semente) da seqüência query de um determinado tamanho e realizando uma busca por um alinhamento perfeito dessa semente contra o subject. Encontrado o alinhamento perfeito da semente, o BLAST tenta estendê-lo para as vizinhanças, até que o score não possa ser mais incrementado (a similaridade cai demais). Esse fragmento de alinhamento (da semente somado à extensão para as bases vizinhas) é chamado de HSP (High Scoring Segment Pair).  Um HSP deve ser estatisticamente validado, o que significa que ele tem de ter baixa probabilidade de ocorrer ao acaso. Por inferência, um HSP deve pertencer provavelmente à homólogos e ser biologicamente relevante (Koonin and Galperin 2003).

Karlin e Altschul descobriram que o valor máximo de scores de HSP seguem a distribuição de valor extremo (Karlin and Altschul 1990) e chegaram na seguinte fórmula:  

· E = Kmn2(S
Onde E é o valor que mede a probabilidade daquele HSP ter ocorrido ao acaso. S é o valor do sistema de score utilizado, K e ( são valores naturais de escala para o espaço de busca  e o valor de score. O produto mn é o espaço de busca, onde m representa o tamanho da seqüência query e n representa o tamanho do subject (o número de seqüências na base de dados). O espaço de busca é crítico nesse cálculo já que o tamanho da base de dados assim como o tamanho da sequencia query influem diretamente no valor de E. Portanto, um dado HSP pode ser estatisticamente significativo ao se usar bases de dados com poucas seqüências mas não em bases de dados maiores, assim como o mesmo HSP pode ser significativo ao se alinhar seqüências query  de tamanho pequeno e não ser significativo ao se alinhar uma seqüência maior (Koonin and Galperin 2003).
1.5 Bases de Dados de Seqüências Biológicas
Com a extensa comercialização dos seqüenciadores automáticos de DNA, projetos de sequenciamento em larga escala, principalmente de genomas, se tornaram bastante comuns. Grandes projetos de sequenciamento, principalmente de organismos modelo como C. elegans, D. melanogaster, A. thaliana e H. sapiens terminaram e suas seqüências foram depositadas em bases de dados públicas. A função dessas bases, além de conter as próprias seqüências, também é a de prover acesso direto a elas e a informações relacionadas, como autores, organismo a que pertence, e anotação (Mount 2001). A indexação de bases para agilizar o acesso a seqüências, também se tornou um fato comum. Além disso, o sistema de busca em bases de dado se tornou simplificado e principalmente rápido (Lesk 2002).
Os sítios e núcleos de pesquisa em bioinformática que comportam as bases de dados de seqüências biológicas mais importantes atualmente são o americano NCBI – National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), o europeu EMBL-EBI – European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk) e o japonês GenomeNet (http://www.genome.ad.jp). Esses sítios além de prover acesso às bases de dados também provêm serviços como a realização de buscas por homologia nas seqüências de suas bases.
1.5.1 Bases de dados primárias e secundárias
Uma base de dados primária é uma base de dados onde seqüências são depositadas com critérios de avaliação relaxados ou nulos. De fato, muitos fragmentos de seqüências, informações erradas e seqüências de baixa qualidade são encontradas nessas bases (Krawetz 1989). Um exemplo de base de dados primária é o GenBank (Burks, Fickett et al. 1985) situado no NCBI.
Bases de dados secundárias são bases que passaram por curadoria manual onde apenas seqüências com qualidade e anotação que respondessem aos critérios desejados são mantidas. Essas bases de dados são menores em tamanho, mas mais confiáveis em termos de informação, o que as tornam atrativas para a realização de buscas por homologia mais acuradas. Exemplos de bases de dados secundárias são o RefSeq (Pruitt, Katz et al. 2000), UniRef (Suzek, Huang et al. 2007), COG e KOG (Tatusov, Galperin et al. 2000; Tatusov, Natale et al. 2001; Tatusov, Fedorova et al. 2003), InParanoid Bases de dados de seqüências ortólogas

A bases de dados de seqüências ortólogas são bases secundárias cujas seqüências são separadas em agrupamentos por critérios evolutivos. Exemplos são os COG e KOG, citados acima, o UniRef, KEGG/KO (Kanehisa, Goto et al. 2002), PIRSF (Wu, Nikolskaya et al. 2004) , OrthoMCL (Li, Stoeckert et al. 2003) e InParanoid (O'Brien, Remm et al. 2005)
Os principais critérios evolutivos supracitados são os de ortologia e paralogia. Esses termos começaram a ser muito utilizados em 1995, exatamente quando os primeiros genomas de organismos celulares foram seqüenciados e suas seqüências puderam ser comparadas (Koonin 2005). Genes ortólogos podem ser definidos como genes derivados do último ancestral comum entre as espécies comparadas (Figura 9). Parálogos são genes relacionados por duplicação gênica (Figura 10). 
[image: image9.emf]
Figura 9. Definição de ortologia. Os organismos A, B e C, após eventos de especiação, possuem os genes XA, XB e XC  que são ortólogos entre si numa relação um para um. Retirado de (Koonin 2005).
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Figura 10. Definição de paralogia. Duplicações gênicas nas espécies A, B e C levam ao aparecimentos de genes parálogos entre si (ZC1 e ZC2; ZB1 e ZB2; ZA1-3). Retirado de (Koonin 2005).
Porém uma típica característica de genes ortólogos é a de realizarem a mesma função, apesar de ser difícil comprovar essa suposição em contextos biológicos diferentes. 

A situação se complica um pouco mais, quando levamos em conta os termos co-ortólogos, inparalogs, outparalogs. Co-ortólogos são genes que duplicaram em uma espécie e são simultaneamente ortólogos de genes em outra espécie (exemplo na Figura 10, os genes ZA1-3 são co-ortólogos dos genes ZB1-2 e ZC1-2). Inparalogs são genes parálogos resultantes de uma duplicação logo após uma especiação. Outparalogs são genes parálogos resultantes de duplicação antes de um especiação (revisto por (Koonin 2005).
1.5.1.1 Base de dados COG e KOG

As bases de dados COG e KOG são bases de dados de proteínas ortólogas de organismos procariotos (COG) e eucariotos (KOG). A base COG foi montada usando-se mais de 100 mil proteínas de 69 organismos cujo genoma foi totalmente seqüenciado. A base KOG é uma extensão da COG e usa mais de 88 mil seqüências de proteínas de 7 organismos eucariotos, com genoma também totalmente seqüenciado. 
Essa bases foram criadas sobre a premissa de que proteínas ortólogas são mais próximas ou similares entre si do que qualquer outra na base de dados. Por isso foram usados os melhores alinhamentos (HSP) entre todas as proteínas contra todas de modo a aglomerar as seqüências em clusters de pelo menos três organismos.
As bases KOG e COG possuem também um atrativo para a anotação automática de seqüências que a classificação das proteínas e clusters em grupos funcionais.

2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral
Utilizar a base de dados secundária KOG como ferramenta para mineração de dados e caracterização de expressão gênica, usando anotação automática de seqüências de EST provindas de projetos transcriptoma.
2.2 Objetivos Específicos

1. Construir um banco de dados local relacionando seqüências de EST públicas, de organismos presentes na base de dados KOG, assim como as informações provenientes dessa base.

2. Definir um limiar de corte de similaridade para o programa tBLASTn, compatível com o de 96% usado no UNIGENE para o programa MegaBLAST, usando  proteínas KOG (muito expressas e sem parálogos) e seqüências de EST de um mesmo organismo.

3. Definir uma metodologia para avaliar a anotação automática de seqüências de EST na base de dados KOG, usando organismos presentes na própria base.
4. Verificar essa mesma metodologia e usando seqüências de EST clusterizadas com o programa TGICL
5. Usar a base de dados KOG para caracterizar funcionalmente as seqüências de EST obtidas e tentar revelar informações biológicas pertinente sobre a amostragem de seqüências de EST ou expressão gênica desses organismos.
6. Definir o nível de cobertura da base KOG usando quantidades crescentes de seqüências de EST para verificar impacto do número de seqüências de EST na caracterização do transcriptoma.
7. Desenvolver uma ferramenta web “K-EST” que permita o acesso a dados de amostragem de seqüências de EST por agrupamentos KOG, diferença de expressão entre organismos, conservação desta amostragem, dentre outras funcionalidades.
8. Verificar a hipótese de perda ou ausência de genes utilizando os dados de amostragem de seqüências de EST e a base de dados KOG, disponibilizados pela ferramenta web construída. Usar ESTs de Schistosoma mansoni para testar a metodologia.
9. Gerar dados na tentativa de predizer e selecionar clones completos para sequenciamento, utilizando o conceito de saldo de códons e a posição do início do alinhamento das seqüências de EST com proteínas KOG.
3 Justificativa e Relevância
Desde o surgimento da técnica de sequenciamento de EST, bancos de dados públicos dessas seqüências estão em constante crescimento e a demanda para análise e anotação dessa miríade de informação virtual cresce simultaneamente. A construção e sequenciamento de bibliotecas de cDNA e a geração de EST são uma das técnicas atuais mais usadas nas análises de transcriptomas. Apesar de ainda ter custo elevado em relação a outras (ex.: SAGE, microarranjos), as EST possibilitam estudos mais complexos que vão além da caracterização da expressão gênica. Exemplos são: o estudo de polimorfismos de base única (SNP), auxílio na descoberta gênica e montagem de genomas, possibilidade da identificação e sequenciamento de clones completos que podem prover a caracterização da seqüência de uma proteína completa. Além disso, o sequênciamento de cDNA é uma técnica cujos custos estão em tendência de queda .
O sequenciamento completo de genomas de diversos organismos possibilitou surgimento de diversos bancos de dados públicos de seqüências ortólogas curadas, amplamente disponíveis para análises bioinformáticas. Como exemplo, estão os bancos de dados do NCBI, COG e KOG e também diversos outros como o Uniref, PIRSF e KEGG. Esses bancos, que também estão em constante crescimento, possuem coleções de seqüências já anotadas e curadas que são uma rica fonte para a anotação de novas seqüências. A anotação automática de novas seqüências, além de ser amplamente utilizada no meio científico, é uma maneira rápida e eficiente de se obter informações sobre os milhares de seqüências de EST novas e sem função definida.

Esse trabalho descreve um conjunto de novas técnicas, dados e ferramentas gerados e obtidos a partir da anotação automática de coleções públicas de EST e o banco de seqüências protéicas KOG. Acreditamos que os resultados obtidos nessa tese serão de grande valia como recurso bioinformático na mineração de dados e análise de seqüências provindas de projetos transcriptoma geradores de EST em andamento ou já concluídos. Além disso, esse trabalho pode prover auxílio na avaliação dos bancos de dados de proteínas ortólogas já existentes, como os próprios COG/KOG e também na criação de bancos de dados similares.
4 Materiais e Métodos
4.1 Hardware

A maior parte dos programas e bancos de dados foram instalados e usados em estações de trabalho comuns, com processadores entre 1,0 e 3,0 Ghz, com memórias RAM variando entre 256 Megabytes e 1,5 Gigabytes e discos rígidos de tamanhos variáveis (desde 10 a 200 Gigabytes). Eventualmente utilizou-se um servidor com quatro Gigabytes de memória RAM e dois processadores Pentium Xeon de 2.4 Ghz. 
Sistemas oeracionais, programas, bancos de dados, servidores de páginas web, e demais softwares foram instalados e usados em sistema operacional Linux, em distribuições diversas, com o predomínio de RedHat 8.0 ou superior (http://www.redhat.com), Fedora (http://www.redhat.com/fedora) e CentOS (http://www.centos.org). O sistema Windows 2000 (http://www.microsoft.com) foi usado eventualmente.
4.2 Bancos de Dados
Foram usadas diversas versões de MySQL, desde a versão 3.23, passando por 4.01 até 5.01.
4.3 Servidores de Páginas Web

Servidores de páginas web Apache em conjunto com a linguagem PHP foram usados preferencialmente.
4.4 Softwares 

De um modo geral, foram usados softwares, linguagens de programação e demais serviços nativos ou próprios para as distribuições Linux, como:

· PHP

· PERL e demais pacotes adquiridos do sítio CPAN (http://www.cpan.org).
· MySQL

· Apache

· Servidores de SSH, FTP, impressão.
· LaTeX
Softwares específicos para bioinformática usados:

· BLAST, versões 2.2.8 até 2.2.13
· PHRED 0.000925.c
· PHRAP 0.990329
· TGICL - adiquirido do sítio http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi
Softwares Windows utilizados:
· SigmaPlot, versão 8.0 e 10.0 de demonstração; Systat Software, Inc.1735, Technology Drive, Ste 430 San Jose, CA 95110, EUA. (http://www.systat.com/products/SigmaPlot/)
· Pacote Microsoft Office 2000 e XP (http://office.microsoft.com)
4.5 Livros e páginas da Internet consultados

Apesar de ser uma tese em bioinformática, pouco se foi discutido sobre os programas utilizados, programas e scripts criados, linguagens e sistemas operacionais utilizados e instalados. De fato, um tempo bastante significativo foi gasto no aprendizado de linguagens e técnicas de programação, banco de dados, publicação na web, e mesmo na manutenção de máquinas, instalação de programas e sistemas operacionais, manutenção de espaço em disco, back-up, administração de contas de usuários, etc. Uma gama de referências bibliográficas incluindo páginas da Internet foi consultada e optou-se por fazer a citação de algumas dessas referências aqui:
4.5.1 Linguagens de programação
4.5.1.1 Perl

· Cozens, S. and Safari Tech Books Online. (2005). "Advanced Perl programming."  2nd. from http://proquest.safaribooksonline.com/0596004567 Acesso online.

· Tisdall, J. D. (2001). Beginning Perl for bioinformatics. Sebastopol, CA, EUA. O'Reilly.

· Tisdall, J. D. and Safari Tech Books Online. (2003). "Mastering Perl for bioinformatics." Acesso online http://proquest.safaribooksonline.com/0596003072.

· Wall, L., T. Christiansen, et al. (2000). "Programming Perl."  3a. edição. Acesso online http://proquest.safaribooksonline.com/0596000278.

· Schwartz, R. L., T. Christiansen, et al. (1997). "Learning Perl."  2a. edição Acesso online http://proquest.safaribooksonline.com/1565922840.
4.5.1.2 PHP

· Sklar, D., A. Trachtenberg, et al. (2003). "PHP cookbook." Acesso online http://proquest.safaribooksonline.com/1565926811.
· http://www.php.net
4.5.2 Banco de dados

4.5.2.1 MySQL

· http://www.mysql.com
4.5.3 Sistema Operacional Linux / Unix
4.5.3.1 Linux e Shell
· Dougherty, D., A. Robbins, et al. (1997). "Sed & awk."  2a. edição. Acesso online http://proquest.safaribooksonline.com/1565922255.

· Robbins, A. and Safari Tech Books Online. (1999). "UNIX in a nutshell a desktop quick reference for System V Release 4 and Solaris 7."  3ª. Edição. Acesso online http://proquest.safaribooksonline.com/1565924274.

· Rosenblatt, B. and Safari Tech Books Online. (1993). "Learning the Korn shell."  1a. edição. Acesso online http://proquest.safaribooksonline.com/1565920546.
· GNU Awk User's Guide: http://www.gnu.org/software/gawk/manual/gawk.html
5 Resultados e Discussão
5.1 Descarregando e alinhando seqüências EST com a base KOG

Obtivemos coleções públicas de seqüências de EST de quatro organismos modelo, Arabidopsis. Thaliana (Ath), Caenorhabditis elegans (Cel), Drosophila melanogaster (Dme) e Homo sapiens (Hsa), [ref. Tabela] todos presentes na base de dados KOG, e realizamos o alinhamento dessas seqüências com suas proteínas na base de dados KOG usando o software tBLASTn do pacote BLAST (Altschul, Gish et al. 1990), usado para alinhar seqüências de proteínas (query) contra seqüências de nucleotídeos (subject). Foi usado um valor de corte de E-value bastante rigoroso (10-10) em uma tentativa de remover alinhamentos espúrios. A descrição dos parâmetros usados no programa está nos artigos 2, 3, 4 e 5. Esse software foi escolhido em detrimento ao BLASTx (que alinha seqüências de nucleotídeos contra de proteínas), para o caso de um possível incremento da base de dados KOG com seqüências de outros organismos, de modo a não se fazer necessário realizar todos os alinhamentos novamente (o valor de E é dependente do tamanho da base de dados, ou subject). Esses alinhamentos foram populados em um banco de dados MySQL e usados subseqüentemente nos artigos 1, 2, 5, 7 e 8. Em outro momento, novas ESTs para os mesmos organismos foram adquiridas [ref. Tabela], o mesmo procedimento de alinhamento foi realizado e um novo banco de dados populado. Dessa vez, esses dados foram utilizados nos artigos 3, 4 e 6. A base de dados KOG, por sua vez foi previamente descarregada e também populada em banco de dados, assim como descrito nos artigos 2, 3, 4 e 5. Dessa forma, as informações relativas a esses alinhamentos foram colocadas de maneira a serem facilmente extraídas e manipuladas.
5.2 Ferramentas bioinformáticas aplicadas à caracterização da expressão gênica
O primeiro artigo, publicado em 2004 na revista Bioscience Journal de Uberlândia, MG (Faria-Campos, Mudado M et al. 2004), trata de uma revisão sobre os trabalhos em bioinformática em andamento no Laboratório de Biodados – ICB, UFMG em meados de 2004. Em linhas gerais, é explicado como é feita a nomeação de bases após o sequenciamento de EST com o software PHRED (Ewing and Green 1998; Ewing, Hillier et al. 1998) e a medição de erros dessa nomeação em um experimento controlado com o vetor pUC18, experimento esse utilizado nos artigos 2 e 3, comentados adiante no item 4.3. O uso parcimonioso do software PHRED para maximizar a informação contida em EST foi publicado em 2004 na revista Genetics and Molecular Research de Ribeirão Preto, SP (Prosdocimi, Peixoto et al. 2004). O uso de proteínas de organismos modelo (C. elegans, Cel e D. melanogaster, Dme) para pesquisa de homologia com o software BLAST com seqüências EST do organismo S. mansoni (Sma) se mostrou eficiente e suficiente na anotação das seqüências desse verme. Esse estudo, publicado online em 2006 na revista alemã In-Silico Biology (Faria-Campos, Campos et al. 2006), foi referencia para o artigo 7, onde seqüências de EST de Sma provenientes da Rede Genoma de Minas Gerais e públicas são anotadas com a base KOG. Esses dados foram usados em estudos de diferença de expressão e predição de genes não existentes em Sma em comparação com Cel e Dme. Também é delineada a anotação automática de seqüências EST em bases secundárias e cunhada a expressão “anotação reversa” para designar o uso coleções de proteínas já conhecidas para prover função a seqüências EST que podem designar clones completos. Os alinhamentos das seqüências de EST e as proteínas da base KOG, explicados no item 4.1, foram utilizados no cálculo de saldo de códons e caracterização de clones completos (assunto tratado com mais detalhes no artigo 8). Além disso, nesse primeiro artigo O uso da base de dados KOG para anotação das EST e o teste de eficiência dessa anotação, que se mostrou em torno de 90%, citados nesse artigo, são tratados detalhadamente nos artigos 2,  3 e 4. O artigo 2 foi submetido ao congresso BSB 2005 (Brazilian Symposium on Bioinformatics) realizado em São Leopoldo, RS, em 2005 , e publicado como trabalho completo na revista alemã Lecture Notes in Computer Sciences (Mudado M, Bravo-Neto et al. 2005) . O artigo 4 foi aceito para publicação também como trabalho completo nos anais do congresso BSB 2007, que será realizado em Angra dos Reis, RJ, em Agosto de 2007.
5.3 Encontrando um valor de corte de similaridade para alinhamentos aminoácido-nucleotídeo compatível com o valor de 96% para alinhamentos nucleotídeo-nucleotídeo
Esse tema foi tratado no artigo 2 e repetido com uma nova coleção de seqüências EST no artigo 3. O intuito era descobrir inicialmente um limiar de corte de similaridade que pudesse gerar um resultado de anotação mais acurado usando o software tBLASTn. O banco UniGene (Miller, Fuchs et al. 1997) usa como valor de corte para similaridade em alinhamentos entre seqüências de nucleotídeos o valor de 96%, que leva em conta os erros intrínsecos existentes em etiquetas de seqüências expressas. Segundo (Tatusov, Koonin et al. 1997), valores de corte de similaridade para alinhamentos entre seqüências de nucleotídeos e seqüências protéicas podem gerar perda de resultados positivos (perda em pesquisas de homologia para encontrar seqüências ortólogas). Porém nada se sabia sobre o valor de corte de similaridade para alinhamentos entre seqüências de nucleotídeo e protéicas provindas de um mesmo organismo. Haveria um efeito protetor para erros na terceira base dos códons? Foram usadas inicialmente seqüências EST de um vetor de clonagem (pUC18) alinhadas com sua seqüência traduzida e sua seqüência de nucleotídeos, em um experimento controlado. Depois os resultados foram estendidos para as seqüências de EST dos quatro organismos modelo, alinhadas com suas próprias seqüências protéicas KOG e suas respectivas seqüências de nucleotídeos (apenas os CDS). Verificou-se que a similaridade média entre alinhamentos proteína-nucleotídeo é sempre mais baixa que entre alinhamentos nucleotídeo-nucleotídeo, de modo que erros nas primeiras duas bases dos códons parecem gerar um efeito mais deletério nos alinhamentos do que o efeito protetor da terceira base. 
A estratégia usada para encontrar o valor de corte de identidade para alinhamentos aminoácido-nucleotídeo foi a de inferir esse valor usando o mesmo número de alinhamentos descartados com o corte de 96% de similaridade entre seqüências nucleotídeo-nucleotídeo. Os valores de corte encontrados nos artigos 2 e 3 se encontram aproximadamente na mesma faixa, entre 70% e 80%, para todos os organismos. Como se pode observar visualmente no artigo 2 e mais criteriosamente no artigo 3, o uso dos valores de corte para similaridade usando tBLASTn encontrados, resulta em um aumento da precisão, ou PPV, sem comprometer a parcela correta, ou de verdadeiros positivos da anotação.
5.4 Teste da eficiência de anotação de seqüências EST e a base KOG
A base de dados KOG provê uma vantagem por ser construída usando relações de ortologia entre proteínas. Dessa forma, agrupamentos KOG podem ser constituídos por proteínas de vários organismos (pelo menos três) e ainda assim representar uma mesma proteína ancestral com provavelmente uma mesma função. A função é apenas provável de ser a mesma devido ao agrupamento de inparalogs e outparalogs em  agrupamentos C/KOG (revisto por (Koonin 2005). Essa relação de ortologia tornou possível realizar um teste de anotação para designar as EST dos organismos presentes na própria base com suas próprias proteínas como controle. Em um próximo passo, removem-se as proteínas do próprio organismo da base e a anotação é feita com as proteínas dos outros organismos. Dessa forma compara-se a designação de uma EST com as proteínas KOG do organismo de onde foram originadas, com a anotação dessas EST com as proteínas KOG dos outros organismos da base. Essa comparação é feita verificando-se o agrupamento KOG designado e anotado. Esse teste tem as funções de (i) verificar a eficiência de um experimento de anotação de EST com proteínas KOG (testar a própria base KOG) e (ii) verificar se os valores de corte de identidade estavam adequados. Além disso, esse teste é expansível para bases semelhantes à KOG, formadas com a mesma relação de ortologia como KO/KEGG, PIRSF ou UniRef (Kanehisa, Goto et al. 2002; Wu, Nikolskaya et al. 2004; Suzek, Huang et al. 2007).
Como visto nos artigos 2 e 3, a anotação com a base KOG foi eficiente (acima de 90% correta) para as coleções de EST de todos os quatro organismos (ver material suplementar do artigo 3  em http://biodados.icb.ufmg.br/KOG_paper_2). Além disso, os valores de corte para designação de EST se mostraram eficientes e aumentaram a precisão do teste de anotação (ver artigo 3).
O erro na anotação foi avaliado mais criteriosamente no artigo 3, onde as anotações trocadas foram separadas por classes. Verificou-se que uma parcela da anotação trocada é devida a agrupamentos KOG com características muito semelhantes (classes String e Family). Foram criadas duas ferramentas web (EST search tool e KOG annotation search tool) que disponibilizam informações sobre toda a anotação das EST com a base KOG. Essas ferramentas permitem busca usando os valores de corte utilizados, visualização de domínios conservados CDD (ref) pré-anotados em proteínas KOG, informações sobre EST, entre outras facilidades. A ferramenta KOG annotation search tool tornou possível verificar visualmente um dos motivos das trocas de anotação (do tipo Family): alinhamento de seqüências EST em regiões de domínios conservados presentes em ambas as proteínas KOG usadas na designação e anotação (ver figura X abaixo). Além de reunir agrupamentos KOG muito semelhantes, uma outra possível solução para esse problema seria realizar o clustering de seqüências EST (discutido no item a seguir).
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Figura 11 – Exemplo de anotação trocada de uma EST de C. elegans (gi 18279358) com proteínas KOG (assinada para CE15495 – KOG0003 e anotada para 7292401 – KOG0001). A EST está colorida em azul embaixo da proteína KOG (flecha preta no centro) e domínios CDD previamente anotados à proteína KOG estão coloridos de tons vermelhos acima. Notar a presença de um mesmo domínio conservado (Ubiquitin familiy – pfam 25454) em ambas as proteínas, na mesma região onde a EST se alinhou.
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Abstract. A method to measure the quality of automatic annotation of Model Organism’s ESTs, Arabidopsis thaliana (Ath), Caenorhabidtis elegans (Cel), Drosophila melanogaster (Dme) and Homo sapiens (Hsa), with its cognate proteins and to ortholog proteins was reproduced and incremented. Large collections of public ESTs from model organisms (up to 360K ESTs) were downloaded. Similarity cutoffs for alignment with tBLASTn, similar to 96% for BLASTn, were defined (78%, 81%, 71% and 72% for Ath, Cel, Dme and Hsa). ESTs were aligned to the cognate organism proteins (assignment) and with the database depleted of the proper organisms proteins (annotation). Assignment cutoffs improved annotation by decreasing changed annotation (up to 24.7%) with small loss in correct annotation (less than 3.8%). All four organisms showed high precision in annotation, with Positive Predicted Value higher than 94%. Changed annotation was evaluated and classified. It revealed that changed annotated KOGs had similar description and conserved domain composition of the assigned. We propose that these KOGs should be mixed. Random ESTs subsets (5K, 50K, 100K and 150K) were used as input to the TGICL clustering software package. The clustering percentage saturated at ~80%, by using up to 50K ESTs. Compared to non-clustered ESTs, annotation of assembled ESTs had better results and improved as increased number of ESTs was clustered. Compared to non-clustered ESTs, results for C. elegans and D. melanogaster depicted an increment in the annotation of up to 1.48 and 1.28 fold. Correct annotation was 5.4% and 4.8% higher (up to 1.21 and 1.20 fold). The other organisms showed similar results. The KOG database showed to be a good secondary database for EST annotation.
Keywords: KOG, EST, annotation, BLAST, best hit, similarity, clustering
1 Introduction
Expressed sequence tags, or ESTs (Adams, Kelley et al. 1991), are a fast and economic way of sampling the expressed genes of an organism (Adams, Kerlavage et al. 1993; Franco, Adams et al. 1995). Transcriptome projects (Verjovski-Almeida, DeMarco et al. 2003; Vettore, da Silva et al. 2003) and smaller EST sequencing projects (Semova, Storms et al. 2006; Vizcaino, Gonzalez et al. 2006) are becoming more attractive and frequent as costs in cDNA sequencing lowers. There is a vast EST data being produced (for actual numbers see http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html) and stored in online available databases (Boguski, Lowe et al. 1993; Strausberg, Feingold et al. 1999).

ESTs serve to support genome projects for discovery of novel genes and gene locations (de Souza, Camargo et al. 2000). ESTs are also used for discovery and sampling of genes by functional annotation with protein databases (Faria-Campos, Cerqueira et al. 2003; Faria-Campos, Campos et al. 2006; Mudado Mde and Ortega 2006). Many pipelines for EST annotation have been developed (for a review see (Nagaraj, Gasser et al. 2007)) as many secondary protein databases are being created  (Ogata, Goto et al. 1999; Tatusov, Galperin et al. 2000; Apweiler, Bairoch et al. 2004). One of these databases is KOG (Tatusov, Fedorova et al. 2003), which have clusters of proteins that are most likely orthologs by using the best hit approach. KOG have proteins from seven Model Organisms with complete sequenced genomes. KOG’s clusters have three levels: KOG and TWOG, with proteins from at least three and two different organisms respectively; and LSE which are species specific clusters (proteins from one organism only). KOG clusters have a different identification ID (e. g.: KOG0052 for Translation elongation factor EF-1 alpha/Tu), which are supposed to represent different proteins. Also KOG have a higher classification by letters (e. g.: J - Translation, ribosomal structure and biogenesis) which makes it more interesting for functional annotation. 

Before annotation, ESTs are usually filtered for low quality sequences and then clustered to remove redundancy. Transcriptome clustering is a widely used procedure, initiated by the construction of the Human Unigene (Wheeler, Church et al. 2003). Many strategies for EST clustering have been set up and many are still being developed (Ptitsyn and Hide 2005; Masoudi-Nejad, Tonomura et al. 2006). TIGR have created the Tiger Gene Indices Clustering Tool (TGICL)(Pertea, Huang et al. 2003), which contains an initial step that allows for cluster generation in a similar manner to the Unigene procedure, based on MegaBLAST (Zhang, Schwartz et al. 2000) comparisons of the EST sequences, and in a second stage by running Cap3 (Huang and Madan 1999) on each cluster for the production of uniques, which are contigs and singlets (not assembled ESTs).

Functional annotation is generally based on homology searches through alignments with the BLAST software package (Altschul, Gish et al. 1990). The best alignment (best hit) coupled with a low E value threshold usually suffices to establish a relationship of homology (Koonin and Galperin 2003; Koonin 2005). Because of the intrinsic sequencing errors, alignments of ESTs with nucleotide sequences are usually imposed a similarity cutoff of ~96%, like in UniGene. However, identity cutoffs for EST alignments with protein sequences from the same source are still not a deeply explored issue (Mudado M, Bravo-Neto et al. 2005). Errors in the first base of the codon tend to be silent although errors in the second and third bases tend to promote errors in the alignment. 

In this work we set up to define identity cutoffs for tBLASTn alignments of large collections of ESTs from four Model Organisms, and its uniques, generated by TGICL, with proteins from the KOG database (we speak of identity instead of similarity, since the nucleotide and protein sequences are from the same source organism). Also, we presented a novel method for accessing the quality of this annotation. Results show that the defined similarity cutoffs improved annotation by raising precision. Also, clustering with TGICL improved annotation by diminishing no hits and raising correct annotated ESTs.

2 Methods

2.1 Sequences

We selected only the 88,613 classified KTL proteins found in the “kog”, “twog” and “lse” files at the NCBI’s KOG FTP site (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/COG/KOG/) to set up a MySQL database. This database was used to retrieve the fasta sequences at the “kyva” file ate the same site, for use in the BLAST searches as queries. The KTL proteins were divided into 60,758 KOG, 4,451 TWOG and 23,404 LSE proteins.
ESTs from 4 model organisms were downloaded: Arabdopsis thaliana (Ath), Caenorhabditis elegans (Cel), Drosophila melanogaster (Dme) and Homo sapiens (Hsa) were downloaded from NCBI web site (www://ncbi.nlm.nig.gov). ESTs were filtered to select only health tissues and organs. The total number of ESTs downloaded was 360,833 for Ath, 302,080 for Cel, 375,360 for Dme and 365,619 for Hsa.

The pUC18 sequences used in this work have been provided by 3 laboratories from Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) that integrate the network Rede Genoma de Minas Gerais. The reactions were made in a single pool and divided into tubes for the PCR sequencing reaction. After the reaction, the sequences were joint again in the same tube, mixed, and then divided into three 96 sequencing well plates. Each plate was run 3 times on a MegaBASE sequencing equipment, yielding a total of 864 reads. From those, 846 processed ESD files were obtained.

2.2 BLASTs.

BLAST software (version 2.2.13) was used in EST alignment agains KTL proteins. tBLASTn was used with the following parameters: 
-m 8 -b 1000000 -e 1e-10 -F f. These parameters activate the tabular output of BLAST, allowing up to 1 million hits to one protein (default is 250) and deactivates the low-complexity filter, respectively. The low-complexity filter was deactivated in order to allow tBLASTn to achieve 100% identity in the alignments. RPS-BLAST of CDD conserved domains against KOG was also performed, and best hits selected.
2.3 Clustering

The software TGICL (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi) was used to cluster the ESTs and generate uniques. TGICL was run with the following parameters: –p 95 –l 40 –v 30. These parameters put together sequences which overlap with at least 95% similarity, at least 40 bp identical and 30 bp distance from overlap to sequence end. Also, TGICL script was changed to include the following parameters to run the tclust software: SCOV=70 PID=95. These parameters force building of high stringency clusters with at least 95% of identity and 70% coverage of the shorter sequence. The PERL package Math::Random (http://www.cpan.org) was used in order to select random subsets of 5K, 50K, 100K and 150K ESTs for clustering. 
3 Results and Discussion

3.1 Establishing the default identity cutoffs
Errors in ESTs could lead to fewer errors in the alignments with proteins (changes in the third base of a codon leads to less translated amino-acid changes than in the first and second bases). In (Mudado M, Bravo-Neto et al. 2005) we defined amino acid identity cutoffs equivalent to 96% nucleotide identity cutoffs for the four Model Organisms EST collections by doing tBLASTn alignments with the KOG database proteins. In this work, the same results were reproduced with newer EST collections (~300K ESTs for each organism), with a more proper database selection, where cDNA libraries were filtered for normal tissues, organs and environment conditions where available, as well as for the size of the libraries (most of them now have more than 5K ESTs). 50 KOG proteins were selected for each organism, requiring that they had high EST sampling and no paralog proteins. The respective 50 CDS nucleotide sequences were retrieved from GenBank (Benson, Karsch-Mizrachi et al. 2007). The pUC vector was translated in silico and stop codons substituted with the “*” character, shown to be recognized by BLAST. ESTs were then aligned with BLASTn and tBLASTn with the respective nucleotide and amino acid sequences and best hits selected. Fig. 1 shows that the tBLASTn alignments always show lower mean identity compared to BLASTn’s. Also, by varying the error densities of the pUC ESTs (Fig. 1 A) with PHRED’s trimming cutoff algorithm, it is feasible to predict the error densities of the organism’s ESTs collection (Fig.1 B). We selected the tBLASTn identity cutoffs by comparing the number of events (tuples of amino acid and nucleotide alignments) that the BLASTn limited. Fig. 1 C visually show the amount of tuples (94% of the total, data not shown) selected by the 96% identity cutoff for BLASTn (horizontal dashed line) and the same amount selected by the 81% identity cutoff (vertical dashed line) for tBLASTn. It can be noticed that nucleotide identity cutoffs of 96% are not perfect and removes 6.71% of good tuples from pUC aligments. It also removed 5.52%, 1.60%, 0.54% and 6.51% of good tuples from Ath, Cel, Dme and Hsa respectively (data not shown). Fig. 1 D shows how the amino acid identity cutoff (short vertical dashed line) for Cel was selected by fixating the number of events (long horizontal dashed line) selected by the nucleotide cutoff (dotted line). By doing this to all four organisms, we found the default values for amino acid identity cutoffs of 78%, 81%, 71% and 72% for Ath, Cel, Dme and Hsa (for full results, see supplementary figures S1 and S2). These values are close to the one find from the controlled experiment with the pUC vector (82%) and the cutoffs for the older EST collection for the same organisms (84%, 78% 78% and 80%), see (Mudado M, Bravo-Neto et al. 2005) for more details.

3.2 Measuring the quality of annotation
These cutoffs were then used in the assignment of the ESTs to its proper organism’s KTL proteins by selecting the best hits from tBLASTn alignments (Fig.2, right side). The annotation of the ESTs was performed by removing the proper organism’s proteins from the database, aligning the ESTs with the remaining six organism’s proteins with tBLASTn (Fig.2 left side) and always selecting the best hits (we can say that this step is a simulation of the annotation of a novel transcriptome, as there are not proper organism’s proteins in the database). Five types of annotation are allowed: correct, changed, speculated, ‘assigned but no hit’ and ‘no hit’. When the assignment and the annotation of an EST are both to the same KOG ID, the annotation is correct and when they are not, the annotation is changed. When an EST annotates to a KOG ID but didn’t assign we say that the database is speculating an annotation. When an EST is assigned to a KOG ID but did not annotate to any KOG ID, we say that it is ‘assigned but no hit’. Finally, when there nor assignment neither annotation, it is defined as ‘no hit’ (see Table 1).
From all annotated ESTs, over 90% of correct annotation was obtained to all four organisms and changed annotation was lower than 5.2% (see supplementary fig. S3). Assignment cutoffs from 45% to 100% and no cutoff at all were tested in order to verify its influence in the annotation. Fig. 3 shows the resultant annotation to all ESTs. The default assignment cutoffs (78%, 81%, 71% and 72% for Ath, Cel, Dme and Hsa) seemed to be appropriate, since they did not lead to higher speculative annotation (see dashed lines in Fig. 3) and tended to drop changed annotation. The default cutoffs improved changed annotation by 11.2%, 18.4%, 10.16% and 24.7% and prompted small loss of correct annotation of 2.5%, 1.5%, 1.5% and 3.8% for Ath, Cel, Dme and Hsa respectively, in relation to no cutoff usage (See supplementary figure S4 for full results). Although the relative small loss of correct annotation, it represents a greater number of ESTs (2,324 for Ath; 1,957 for Cel; 1,750 for Dme and 5,038 for Hsa) compared to the number of ESTs from changed annotation loss (547 for Ath; 462 for Cel; 869 for Dme and 535 for Hsa). It is up to the researcher to judge if gain in annotation quality (loss of changed annotated ESTs) is worth the loss in a larger number of correct ESTs. 

Total annotation (correct + changed + speculated) was around 40% to all organisms except for Ath, which is lower than 30%. This higher No Hit and Assigned but No Hit annotations for Ath are probably caused because Ath’s proteins are more divergent as it is the only plant in the database, and because of LSEs (see below). Changed annotation was always small, lower than 1.5% to all ESTs, and tended to lower by using higher cutoffs. Correct and speculative annotations show a dependent pattern because higher assignment cutoffs lead ESTs that were once annotated correctly with lower cutoffs to be less capable of overcoming the cutoffs in the assignment and therefore they end up being speculated. Assignment but No Hit annotation attained values of around 30% to Cel, Dme and Hsa, but the value raised to more than 50% to Ath (see supplementary figure S5). This class of annotation is partially caused by assignment to LSE proteins (exclusive of an organism), that therefore would lead to an inability of annotation. Ath have more LSE proteins than the other organisms (9,563 against 5,837 for Cel, 5,960 for Hsa and 1,288 for Dme), also probably because it is the only plant between the seven KOG organisms. Assignment to LSE proteins leads to no Hit annotation up to 5% to Dme, 10% to Cel and Hsa, and up to 25% to Ath .  We decided to keep LSE proteins in the study to show that the KOG database still have important expressed LSE proteins that probably would be clustered into TWOG or KOG clusters if more proteins from other organisms were used.

No Hit annotation was more pronounced in Hsa ESTs (around 40% of the total). The other organisms showed values of around 30% (Dme) and 20% (Cel and Ath, see supplementary Fig. S5). The ESTs were also surveyed for size and percentage of 3’–5’ oriented ESTs. No bias was found for any class of annotation to these parameters (see supplementary table T1).

3.3 Changed annotation Analysis

Changed annotation was analyzed in more details. Figure 4 shows an example of this analysis for Cel. Correct and changed annotated ESTs showed different distributions per assignment identity and, as expected by PPV values, changed annotated ESTs had lower identity assigned ESTs than correct annotated ESTs (Fig. 4A and B). Similar results were obtained for the other 3 organisms (data not shown). This explains why PPV raises when higher assignment cutoffs are used (discussed below, Fig. 4D). Higher cutoffs brought the mean identity to almost the same level of the Correct annotated ESTs (Fig. 4C). 

Another measure of the effect of the cutoffs, the positive predictive value (PPV), also called precision (Wu, Mao et al. 2006), was calculated by the following formula (for a review, see (Gambino 2006)): 

PPV = Correct annotation / (Correct annotation + changed annotation) 

PPV showed values above 95% to all organisms and above 94% for Ath (Fig. 4.D). Higher values of PPV are obtained with higher assignment cutoffs although the loss tend to increase (speculative annotation raises and correct annotation diminishes with higher assignment cutoffs, see Fig. 3). Therefore the default assignment cutoffs tended to augment annotation precision without critical annotation loss. 

Increasing subsets of 50K, 100K and 150K randomly selected ESTs (n=5) from all four organisms were annotated. The results showed very close annotation values with small mean and S. E. M., meaning that the sets of ESTs used have stable annotation values (data not shown see sup. mat.).

3.3 Changed annotation classification

All changed annotated ESTs were manually surveyed and classified into five groups (see Fig 5): LSE, when the EST was assigned to a LSE protein; String, when the KOG IDs from assigned and annotated ESTs had the same description (apparently an issue from the KOG database, since all KOGs were supposed to be different proteins. E.g. KOG3525 and KOG3526 Subtilisin-like proprotein convertase); Family, when the KOG IDs from assigned and annotated ESTs had a very similar description and mostly the same conserved domains (e.g. KOG1543-Cysteine proteinase Cathepsin L and KOG1544-Predicted Cysteine proteinase TIN-ag – for information on conserved domains, see supplementary information); FOG when ESTs where assigned to KOG - Fuzzy Ortholog Groups (FOG), that are huge KOG clusters with many similar proteins with promiscuous conserved domains; and Other, when there was other reasons for changed annotation. Fig.5 shows the distribution of classes of changed annotation for all organisms. Cel’s changed annotation is over 63.8% (75.0%, 37.9% and 61.3% for Ath, Dme and Hsa respectively) explained by the classifications LSE, FOG, Family and String and around 46.2% are in the Other group (25.0%, 61.1% and 38.7% for Ath, Dme and Hsa). The Family and String groups are an indicative that KOG database have different clusters that could be mixed into single KOGs. Cel showed low values for these groups (7.4% and 7.9%, respectively). Hsa (6.6% and 4.3% respectively) and Dme (4.5% and 2.0% respectively) presented similar results. Ath, on the other hand, presented higher values for these groups (49.2% and 15.4%). This, added to the higher number of LSEs, is an indicative that the KOG database is poorer structured for Ath, which is reasonable for being the only plant among the other organisms. The FOG group was responsible for around the same amount of changed annotation for all four organisms (10.3%, 13.8%, 13.4% and 9.9% for Ath, Cel, Dme and Ath). 

Although assignment cutoffs do not make radical changes in the classification distribution of changed annotated ESTs (white and black bars), they result in a significant change in the mean similarity of LSE and Other groups compared with a no cutoff usage (white and black circles respectively). This data shows that these groups have a greater participation in improving the annotation quality by using the assignment cutoffs. Other organisms, but Dme showed similar results. Dme showed unexpected lower mean values (around 75%) for Family and String groups without using cutoffs. 

3.5 Clustering randomly selected ESTs
ESTs were randomly selected in incremental sets of 5K, 10K, 50K, 100K and 150K, with the Math::Random PERL package. TGICL was run with these subsets in order to know if assemblage of ESTs saturates and how many ESTs are needed in order to achieve a clustering plateau. Fig.6 shows that the percentage of ESTs in clusters (non-singlets) rises exponentially from ~40% to ~70% when using 5K to 50K ESTs for Cel, Dme and Ath. Clustering then stalls to 80% when using more than 100K ESTs. This result proves that assemblage is dependent of the number of ESTs used for clustering with TGICL. H. sapiens had a much lower clustering percentage compared to the other organisms ESTs. This phenomenon is still under investigation.  As it seems from Fig. 6, 5K seems not to be a sufficient number of ESTs for clustering as this number of sequences are not enough to achieve the clustering plateau. Also, clustering of over 50K ESTs lead to more improvement in annotation (see Fig. 7).
As seen by the linear pattern in Fig. 7 C and F, non-clustered ESTs tend to have the same pattern of annotation in all sets of ESTs, compared to the annotation of uniques (Fig. 7 A and D) and non-clustered ESTs (Fig. 7 B and E). Non-clustered ESTs for Cel and Dme show ~44% and 41% of correct annotation, around 32% of no hit annotation and almost 1.5 % of changed annotation for both organisms in all sets of ESTs annotated. In the other hand, uniques and clustered ESTs showed different patterns of annotation in all subsets of ESTs. This result shows that incrementing the number of clustered ESTs leads to an input of novel information to the annotation process. 

The annotation of uniques shows that no hit annotation raises 6% and 6.8% (up to 1.24 and 1.86 fold compared to non-clustered ESTs) and correct annotation diminishes 7% and 8% (up to 0.7 fold for both organisms, compared to non-clustered ESTs), for Cel and Dme respectively, from 5K to 150 K ESTs (Fig. 7 A and D). Furthermore, the annotation of the ESTs comprised by these uniques (Fig. 7 B and E) show increase in correct annotation of 5.4% and 4.8% (up to 1.21 and 1.20 fold compared to non-clustered ESTs) and diminishing of no hit annotation of 3.1% and 5.9% (up to 0.67 and 0.77 fold, leading to an increment in the annotation of up to 1.48 and 1.28 fold, compared to non-clustered ESTs) for Cel and Dme respectively. The difference in annotation between uniques and its ESTs  are showing that the number of changed annotated contigs and no hit contigs are raising but the size of correct annotated contigs are also raising (more correct ESTs are being assembled) with incrementing number of input ESTs to TGICL. Thus, ESTs that represent these uniques are being annotated with more quality and in more number. Results were similar to Ath and Hsa (data not shown).

4 Conclusion

We presented a novel method for accessing the quality of automatic annotation of public ESTs from four model organisms with the KOG database, using tBLASTn best hits. The methodology consisted of calculating identity cutoffs, proportional to 96% cutoff for BLASTn, which were found to be 78%, 81%, 71% and 72% for Ath, Cel, Dme and Hsa respectively. These cutoffs were then used in the assignment of the ESTs to its cognate organisms KOG proteins. The best hits were compared to the annotation of the same ESTs with the KOG database, depleted of the organism’s proteins used in the assignment in first place.  

The methodology had a good annotation performance with over 90% correct annotation and less than 10% of changed and speculated annotation for all organisms. Total EST annotation had a high no hit number, and covered between 40% and 50% of the ESTs from Cel, Dme and Hsa and below 30% of the ESTs from Ath. This result shows that transcriptome data have much yet to be discovered. One may speculate that much of the expressed transcripts are non-coding (for a review see (Mendes Soares and Valcarcel 2006)).

The evaluation of the method showed that the cutoffs are adequate, improving annotation with small loss in correct annotation (up to 3.8% for Hsa) compared to the loss in changed annotation (up to 24.7% also for Hsa). Furthermore, the annotation had high precision, with PPV values around 95%. Analysis of the changed annotation showed KOG clusters that should have been mixed together. These KOGs had different IDs in assignment and annotation but showed the same or very close descriptions with similar composition of conserved domains. 

Clustering ESTs improved annotation as shown by the results obtained with TGICL. Correct annotated ESTs increased and No Hit ESTs diminished. Clustering proved to be a saturating process, showing saturation at around 80% when using over 50K ESTs. The cutoffs used also showed better results in annotation than without cutoffs. 

Overall, the KOG database presented as a good secondary database for the automatic annotation of ESTs. Since more genomes are being completed and annotated, we expect the KOG database to have more organisms incorporated. As this happens, the annotation of transcriptome data with KOG is most likely to improve. The method described here can also be utilized for evaluation of other secondary databases organized in the same way. Data is already been prepared for the KEGG/KO orthology database.
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Fig. 1. A and B. Mean identity ± S.E.M. obtained from tBLASTn (open inverted triangles) versus BLASTn (full triangles) alignments. A. Alignments of pUC18 vector ESTs against its own in silico translated protein and nucleotide sequences. B. Alignments of the four organisms ESTs against 50 KOG proteins and the respective nucleotide sequences. C, BLASTn x tBLASTn tuples obtained from the alignment of Cel ESTs and the 50 KOG protein and nucleotide sequences (dashed lines represent the identity cutoffs). D, data from C , showing the tBLASTn (open inverted triangles) versus BLASTn (full triangles) alignments sorted by number of events versus identity; (short dashed and dotted lines) represent the amino acid and nucleotide identity cutoffs respectively; (the long dashed line) represent the number of events that the cutoffs are limiting. 

[image: image13.jpg]Annotation to
KOGs

Hsa, Cel, Ath, Sce, Spo
and Ecu proteins

Cutoffs

/l;

Dme
ESTs

N

tBLASTn

tBLASTn

Assignment to
KOGs

Dme proteins only

Wil





Fig. 2. Schema of Dme ESTs (center) assignment/annotation with tBLASTn. The ESTs are assigned to Dme’s own KOG proteins with the use of similarity cutoffs (right side) and annotated to all KOG proteins but Dme’s KOG proteins (left side).

Table 1. All possible types of annotation. 
	Type of

Annotation
	Assignment
	Annotation
	KOG ID

	Correct
	+
	+
	Same

	Changed
	+
	+
	Different

	Speculated
	-
	+
	Any

	Assign. But no Hit
	+
	-
	Any

	No Hit
	-
	-
	-
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Fig. 3. Result of annotation of ESTs using no assignment identity cutoffs and variable assignment identity cutoffs (45% to 100%). Correct annotation (open circles), speculated annotation (full squares) and changed annotation (open inverted triangles) are shown. The selected assignment identity cutoffs: 78%, 81%, 71% and 72% for Ath, Cel, Dme and Hsa are shown (vertical dashed lines).
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Fig. 4. C. elegans Changed annotation analysis. A and B. Distribution by identity assignment.C.  Mean similarity ± S.E.M. distribution per assignment identity for Correct and Changed annotated ESTs (black circles and white circles respectively). D. PPV for Hsa (full circles), Dme (open circles), Cel (inverted full triangles) and Ath (open triangles); arrows show the default identity cutoff for assignment (region marked by a gray square).
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Fig. 5  Histogram of Changed annotated ESTs, for Hsa, Cel, Dme and Ath, distributed by classes (Other, FOG, Family, String and LSE; black bars for no assignment cutoff and white bars when the default cutoff is used);  the mean similarity ± S.E.M  for each class, when using no assignment cutoff (black circles) and the default cutoff of 81% for Cel (white circles) are showed.  
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Fig. 6. A.Percentage of ESTs in clusters (clustering) of incrementing number of ESTs selected at random (5K, 10K, 50K, 100K and 150K). A. thaliana (Ath), C. elegans (Cel), D. melanogaster (Dme) and H. sapiens (|Hsa) are shown (full circles, open circles, full inverted triangles, open inverted triangles respectively). 
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Fig. 7. D. melanogaster  and C. elegans annotations of uniques (A and D), clustered ESTs (B and E) and ESTs only (C and F), using the default assignment cutoffs. Annotations represented, from top to bottom: Assigned but No Hit (lighter grey), Correct (black), No Hit (white), and Changed (dark gray).
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5.5 Verificando a anotação com KOG após “clustering” e montagem das EST
Esse tema foi abordado no final do artigo 3 e em no artigo 4, que acabou sendo todo incorporado no artigo 3. Este último, por ser um projeto mais completo e abrangente, será usado na tentativa de publicação em uma revista científica de maior impacto. Como comentado no item 4.4, clustering e montagem de EST, procedimento amplamente usado em projetos transcriptoma, foram avaliados usando-se o método de teste de anotação com a base KOG. Métodos para avaliação de procedimento de clustering e montagem de EST já foram descritos anteriormente, porém usando dados de anotação diretamente no genoma (Burke, Davison et al. 1999; Wang, Lindsay et al. 2004) e não ainda com proteínas. O programa para clustering e montagem de EST usado foi o TGICL, criado no antigo TIGR Institute of Genomic Research (Pertea, Huang et al. 2003). O programa é na realidade um script PERL que controla os programas MegaBLAST (Zhang, Schwartz et al. 2000) e CAP3 (Huang and Madan 1999). Os artigos 3 e 4 mostram que o resultado do TGICL é aparentemente saturável em torno de 80% ao se usar mais de 50.000 sequências de EST (figs, ref ref.). Interessantemente, as EST de Homo sapiens formaram menos uniques, ou montagens de EST. Uma das hipóteses para o fenômeno é a da presença de um número maior de RNA não codificadores em transcriptomas de mamíferos, que tenderiam a não se agrupar, comparados com outros transcriptomas (Gustincich, Sandelin et al. 2006).
Além disso, o procedimento de clustering e montagem de EST aumentaram a performance do teste de anotação. O resultado foi mais eficiente ao se usar um número de seqüências acima de cinco mil (figs. Ref. Ref).
5.6 Caracterizando a expressão / amostragem gênica com a base KOG
A base KOG provê uma classificação funcional própria para seus aglomerados de seqüências de proteínas (clusters). Essa classificação foi usada na caracterização funcional das EST dos quatro organismos usados, mostrado no artigo de número 5. Além da caracterização funcional, foram feitos alguns ensaios comparando o número de genes mais e menos expressos entre os quatro organismos e combinações. Um tema semelhante será abordado no artigo 6, onde foi feita uma comparação entre genes diferencialmente expressos entre os quatro organismos e combinações. Porém o tema mais importante do artigo 5 sem dúvida é a abordagem da cobertura da base KOG por seqüências EST. A base KOG possui um viés para aglomerados representando proteínas housekeeping, conservadas em vários organismos modelo, alguns bem distantes evolutivamente. Pode-se dessa forma usar a cobertura da base KOG por EST de organismos modelo como parâmetro para se estimar um número mínimo de seqüências EST a serem seqüenciadas em novos projetos transcriptoma, que abrangessem essas proteínas. 
5.7 K-EST: uma ferramenta para comparação de amostragem de EST de organismos modelo em KOG
O K-EST, assunto do artigo de número 6 dessa tese, é uma ferramenta desenvolvida para disponibilizar parte dos dados obtidos nos artigos anteriormente discutidos. Se as coleções de EST dos quatro organismos (Ath, Cel, Dme e Hsa) forem encaradas como resultado de grandes projetos transcriptoma únicos, o alinhamento dessas EST com as proteínas KOG poderá ser usado para estimar a expressão gênica ou pelo menos de amostragem de EST nesses projetos. Utilizamos uma normalização padrão para cem mil EST de modo a permitir uma extrapolação para outros projetos transcriptoma de outros tamanhos. Com isso permitimos que projetos transcriptoma em andamento possam ser analisados com base em coleções conhecidas de EST e proteínas KOG. O K-EST é dividido basicamente em duas páginas diferentes, uma chamada sampling, que é a disponibilização dos dados de expressão gênica explicados acima, e a página de conservation. Esta última, provê uma informação derivada do teste de anotação discutidos nos artigos 1, 2, 3, 4 e 5. Compara-se o resultado de designação de EST de um organismo (por exemplo, Dme) para suas proteínas, com a anotação dessas mesmas EST para as proteínas dos outros organismos (no caso Ath, Cel, Hsa, Sce, Spo e Ecu) . Se as proteínas que representam um dado KOG, exclusivas dos outros organismos, conseguirem anotar o mesmo número de EST que foram designadas para proteínas exclusivas de Dme, do mesmo KOG, dizemos que essa proteína é muito conservada. Se o número de EST recuperado é baixo, dizemos que a proteína é pouco conservada. Os dados das páginas de conservation e sampling foram usados na tentativa de prever genes que não existem em um dado organismo. Agrupamentos KOG com amostragem de EST e conservação de anotação elevadas em diversos organismos modelo simultaneamente, representam teoricamente proteínas muito expressas e conservadas. Se um dado agrupamento KOG com essas características não for amostrado em algum outro organismo, então há uma possibilidade desse gene ter sido perdido durante o processo evolutivo, e por isso nenhuma EST é amostrada. Essa hipótese é testada no final do artigo 6 e no artigo 7 e avaliada com verificação manual da presença ou ausência de proteínas em algumas bases de dados de seqüências biológicas públicas. Esse método se mostrou aparentemente eficaz na predição de genes que não existem em um organismo. Outras funcionalidades interessantes do K-EST é o uso de estatísticas para inferência da probabilidade de um dado KOG ser diferencialmente expresso em um dado organismo ou em combinações dos quatro organismos. Para isso usamos a estatística descrita por (Stekel, Git et al. 2000). Usou-se com esse fim a coleção inteira de EST de cada organismo como uma única biblioteca de cDNA. Apesar deste ser um método inovador, a comparação da diferença de expressão entre os quatro organismos, e combinações, gerou resultados com possíveis significados biológicos. Um exemplo é a indicação de uma menor divergência entre Cel e Dme do que entre outras combinações de organismos. 

Outras funcionalidades, como buscas por indentificadores KOG, BLAST contra seqüências do usuário, perguntas ao banco de dados e uma página de ajuda também foram construídos.
O K-EST, ferramenta desenvolvida para a web, usando ferramentas livres como PHP, Apache, MySQL, Linux e BLAST, além de seqüências públicas de EST e proteínas KOG pode ser utilizada no endereço http://www.biodados.icb.ufmg.br/K-EST. Está em andamento um projeto para disponibilizar uma versão para instalação local, assim como para inserção de dados de amostragem de EST de organismos exteriores ao KOG.
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Summary: K-EST is a web-based application that shows the annotation of large sets of ESTs from four model organisms with the KOG database. K-EST may be used as a tool to predict the EST sampling or, roughly, gene expression in novel transcriptome projects by comparison to the four model organism expression / sampling database calculated with the KOG dataset. K-EST uses statistical methods to analyze differential expression between organisms and internal cDNA libraries. The expression / sampling may be normalized by constitutively expressed transcripts: actin and GAPDH. Other important feature of K-EST is to show the conservation between genes of the four organisms used.
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1. INTRODUCTION 

Transcriptome projects result in a collection that is supposed to sample the sequences from cell transcripts and are frequently used as a complement to genome projects as a support for gene mapping. Generally single-pass sequences are produced. The digital representation of these sequences, known as EST or expressed sequence tag, besides bearing up to 4% of sequencing errors, is intended to allow the identification of the codified protein throughout similarity searches of orthologous genes of other organisms (Adams, Kelley et al. 1991; Faria-Campos, Cerqueira et al. 2003). However, when a large number of ESTs originated from several independent cDNA libraries are available, they may be used to estimate gene expression (Franco, Adams et al. 1995; Lee, Weinstock et al. 1995). For the skeptic observer, EST occurrence provides, at least, an estimative of a given chance of gene sampling in an EST-based gene discovery program. At the present, a wealth of information can be mined from large EST collections available in public primary databases. Secondary databases, a repository of curate biological sequences, are a good source of information for annotation of novel sequences such as ESTs. The KOG (Eukaryote Cluster of Orthologs Group) database (Tatusov, Fedorova et al. 2003) is an interesting example for this purpose since its protein entries are classified into functional categories and groups. Moreover, KOG congregate into clusters, the proteins that exert analogous function in several model organisms with complete genome sequenced. These clusters are named KOGs, TWOGs or LSEs (when they join together proteins from at least 3, 2 or 1 organism, respectively), and represent one gene or protein that are therefore conserved during evolution time (e.g. enolase, represented by the ID “KOG0047”). In this work we present a tool that enables one to see the sampling of ESTs in four model organisms (Ath - Arabidopsis thaliana; Cel – Caenorhabditis elegans; Dme - Drosophila melanogaster and Hsa – Homo sapiens) that were annotated with the KOG database proteins using BLAST similarity searches (Altschul, Gish et al. 1990). It not only shows difference in expression / sampling between these organisms, but also allows one to evaluate whether some genes would appear or not in a novel transcriptome project by simply comparing EST sampling throughout organisms.

2. PURPOSE OF K-EST

K-EST provides 2 major features that are most informative: sampling and conservation. These features can be used to compare and predict EST sampling of novel transcriptome projects. This is an important strategy, especially for ongoing projects, where one may want to precise the percentage of coverage of the more conserved genes. This information can be used to infer the number of ESTs still to be produced. One way of accessing this information is measuring the percentage of KOG coverage (for more information, see (Mudado Mde and Ortega 2006)). More specifically, researchers seeking for a specific gene can compare and predict its sampling using K-EST sampling page. This page provides the sampling of large sets of ESTs from four model organisms with KOG clusters and divided by KOG functional categories. Differential expression, measured within organisms’s cDNA libraries, or by using the whole organism’s sets of EST sampling, as if they were single libraries, can also be used to compare sampling between the model organisms. 

The lack of sampling of a specific KOG in a transcriptome can be a signal of gene loss in the organism being studied. K-EST provides some parameters that can be used to augment the reliability of sampling and gene loss prediction. The conservation page allows a comparison of the annotation of the model organism’s ESTs with its cognate proteins against the annotation with other model organism’s proteins. High conservation means that cognate organism proteins have as high similarity as the other organism’s proteins to a given EST, indicating that they are conserved evolutively. Genes with high conservation have therefore a more reliable sampling. Taken together, conservation, internal differential expression and differential expression amongst organisms can be used as parameters to verify the reliability of sampling and used to predict sampling and to infer gene loss by lack of expression/sampling in novel transcriptome data. 

3. K-EST

The K-EST (KOG Expression / Sampling Tool) is a web-based application that helps researchers to predict EST sampling in novel transcriptome projects. It was developed using PHP (hypertext preprocessor) and a relational database (MySQL). The database was populated with BLAST results (best hits only, 10-10 E-value cutoff) from large sets of ESTs (Table 1) from the four model organisms cited above, queried against proteins from the KOG database. BLAST results were processed with PERL scripts to depict the EST sampling by each KOG entry and or its associated functional category. 

K-EST homepage was assembled to allow the user to select the combinations of 1, 2, 3 or 4 organisms studied and its respective expression / sampling within combinations of KOG functional categories, groups or KOG entry. All expression / sampling data were normalized by 100K ESTs in order to allow the researchers to predict the level of transcript appearance and whether or not a gene would be sampled in novel transcriptome projects of different sizes. The user can also select EST expression / sampling normalized by generally more expressed transcripts like GAPDH, Actin and Translation elongation factor EF-1 (KOG0052), in order to minimize sampling bias. 

User can perform a real-time annotation of a query sequence by means of a BLAST search (version 2.3.13, installed locally) against the KOG database that reports to the sampling or conservation of the homologous genes. 

Conservation page allows the user to compare the sampling of ESTs against the cognate organism proteins and against the other organism proteins. This procedure allows one to verify how conserved is the chance of sampling of a gene by the complementary organisms in database. 

4. EST SAMPLING

To analyze the difference in EST sampling between organisms, two strategies were used. First, the more general and simple method was to calculate the fold of expression, by dividing the highest EST sampling by the lowest. The fold gives an idea of how different is the expression between the selected organisms. The other strategy makes use of a method described by (Stekel, Git et al. 2000). This method has been developed to investigate differential expression between multiple cDNA libraries. Its output is a single real value, called ’R’, in which values above a threshold suggests differential expression between libraries of a given gene. We have adapted this method in order to calculate difference in expression between the collections of ESTs from the four organisms instead of cDNA libraries. Considering the whole set of ESTs of an organism as a single library is an innovative procedure and appears to produce biological information about expression/sampling of the organisms. 

We performed the R calculation with all combinations of four organisms allowing the user to access these values. We also calculated the difference in expression between cDNA libraries from organisms alone, using the original method, in order to show if a KOG cluster was also differentially expressed in an organism. Randomized data was used in order to find the R value threshold (believability) for false positives. R values are shown with different cell colors: green, gold and red representing low (<20%), even (between 20% and 99%) and great (>=99%) probability of differential expression in the webpage tables.

Table 1. Information about the ESTs (number of sequences), origin of ESTs (cDNA libraries, development stages, organs, tissues and authors), KTLs (KOG/TWOG/LSE) clusters and proteins used in this work.

	ORGANISMS
	EST
	cDNA libraries
	Dev.

Stages
	Organs
	Tissues
	Authors
	KTL
	Proteins

	Arabidopsis thaliana
	360833
	15
	4
	3
	10
	8
	4,872
	24,154

	Caenorhabditis elegans
	293530
	10
	7
	1
	2
	9
	5,306
	17,101

	Drosophila melanogaster
	370672
	15
	9
	8
	1
	10
	5,145
	10,517

	Homo sapiens
	360398
	31
	6
	9
	28
	8
	6,572
	26,324


5. CONSERVATION

Since all the organisms used in K-EST are present in the KOG database, we initially performed BLAST searches with proteins and ESTs originated from the cognate organism (e.g. ESTs and proteins from Dme only), to reveal the actual EST sampling of each organism. Thereafter, we removed the cognate organism’s proteins from the database and used only the proteins from the other organisms in the BLAST searches (e.g. ESTs from Dme against proteins from Ath, Cel and Hsa) to show whether the ratio of EST sampling was maintained (thus, KOG hits would be conserved between organisms) or the sampling was diminished (indicating that KOG proteins would be less conserved between organisms). This procedure was performed with all organisms and all KOG clusters, so the user can switch the analysis from EST sampling to KOG cluster conservation. The level of conservation is also depicted by colors (green, gold and red, representing above 80%, between 20-80% or fewer than 20% of conservation). It is supposed that a direct comparison between each organism’s proteins might conduct to equivalent results, although the results shown are operational.

6. EXAMPLES OF DATA MINED FROM K-EST

Table 2 shows interesting examples of data mined from K-EST that can be used for information mining from novel and ongoing transcriptome projects. The four organisms share less KOGs evenly expressed (believability lower than 50%) compared to the combinations of 3 or 2 organisms. On the same way, the four organisms share more KOGs differentially expressed (believability >=99%). The two organisms that share more KOGs evenly expressed and less KOGs differentially expressed are Cel and Dme (42.9% and 17.6% respectively). Interestingly, different expressed KOGs are more distinguishable (believability>=99%) whenever the plant is in the combination, compared to combinations of Cel, Dme and Hsa. This information can be and indication that Cel and Dme have a shorter evolutionary distance between them and that Cel, Dme and Hsa are also closer compared to the plant.  Furthermore, it seems that using whole set of ESTs, from different organisms, as a single library can be a novel procedure that allows the differentiation of organisms by its expression/sampling.

The categories that appear to have more KOGs evenly expressed within the combinations of all organisms are V (Defense Mechanisms), L (Replication, recombination and repair), W (Extracellular structures) and S (Function Unknown). The categories that share more differentially expressed KOGs are Q (Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism), Y (Nuclear Structure), B (Chromatin structure and dynamics), C (Energy production and conversion) and W (Extracellular structures). The values of fold agreeded with those of R and proved to be a good clue on showing differential expression information. 

Ath and Hsa seemed to have more shared cDNA libraries with believability<50% (5.6%) on the contrary to the four organisms (0%), This low value is expected, since it is used many different cDNA libraries, tissues organs and development stages (see Table 1). Dme and Hsa showed the greatest number of shared conserved KOG proteins (28.9%). On the other hand, Ath, Cel and Dme show the lowest index of conserved KOG proteins (8.7%). When organisms are taken individually, the frequency of conserved KOGs (above 80%) is 17.7%, 32.2%, 39.3% and 40.9% for, respectively, Ath, Cel, Dme and Hsa (see Table 3). The categories that show more KOGs highly conserved are J (Translation, ribosomal structure and biogenesis) and C (Energy production and conversion). Conversely, the categories that show less conserved KOGs are W (Extracellular structures), Y (Nuclear Structure) and S (Function Unknown).

PREDICTING LACK OF GENES WITH K-EST

One can use the sampling and annotation information from K-EST conservation page to try to predict if a given organism lacks a gene, by comparing its EST sampling to model organisms sampling. We used Hsa, Cel and Dme annotation/assignment information to predict if the lack of sampling/annotation to any KOG clusters could represent that the organism don’t have those proteins (is not present in those KOGs) . The hypothesis is that if a given organism lacks sampling in a given KOG but other organisms show high sampling to the same KOG, than it is probable that this organism do not have this protein.  Figure 1, A-C, show KOGs that were hit to Cel and Dme but not to Hsa (A), and the other two combinations of these these three organisms (B and C). The Y axis shows the number of KOG clusters that had no hit to the compared organism and the X axis is the exigency of minimum hits to those KOGs of ESTs from the other two organisms. As expected, the number of KOGs lacking sampling/annotation in one organism is less abundant as the minimum sampling/annotation exigency to the other two organisms is increased (Fig.1 A-C). By determining True Positives (TP) as the KOGs with zero hits to the compared organism and not present in it, and False Positives (FP) the KOGs with zero hits to the compared organism but present in it, the PPV or positive predictive value (TP/(TP+FP)), can be used to measure the predictability of this hypothesis. Fig.1 D-F (full circles), shows the PPV using the sampling/annotation of the combinations of organisms. It can be seen that raising the minimum hit to the other organisms compared to Cel (Fig. 1D) and Hsa (Fig.1E) did not produce the expected result as the predictability of non-existing KOGs oscillated at 0.4 (Hsa) and 0.8 (Cel), although culminated in PPV of 1 to one gene only, at 27 and 13 minimum hits to other organisms. On the other hand, the predictability of non-existing KOGs from Dme (Fig. 1F) rose accordingly to the minimum hits to Hsa and Cel.  Dme compared to Cel and Hsa showed PPV of around 0.8 and 0.9 rising to 1 before 13 and 6 minimum hits in the other organisms, respectively. This procedure was able to predict 7 and 23 lacking KOGs with 100% positive rates for Cel and Dme respectively. The use of conservation information from K-EST (Fig.1, open circles) made it possible to augment predictability for Hsa but had little effect in Dme and Cel. True Positives from figure1 D-F with minimum hits of 10 and with conservation of at least 20% in the other organism were were verified in Kyoto’s GenomeNet/KEGG (Kanehisa 1997; Kanehisa, Goto et al. 2002). 2 out of 6, 2 out of 5 and 4 out of 8 genes were verified to not exist in these organisms also in GenomeNet/KEGG. A small percentage, (1 KOG for Cel and Dme and 2 KOGs for Hsa) were found to be inconclusive (e.g. uncharacterized proteins). Table 4 shows the complete survey. Although a lack of a given KOG in an organism could represent the real lack of that gene, problems with the database or low expressed transcripts could lead to errors. It is desirable to further verify the reliability of this information directly in the genome if available, other databases or by ‘wet lab’ experiments.

CONCLUSION

K-EST is a useful tool for researchers participating in novel transcriptome projects. It provides information that can be used for comparison of EST sampling and prediction of gene loss. K-EST is available at http://www.biodados.icb.ufmg.br/K-EST

Table 2. Examples of differential sampling/expression and conservation that exists simultaneously in different combination of organisms: Ath, Cel, Dme and Hsa, respectively represented by A, C, D and H.
	Combination of organisms
	% KOGs with believab. <50%
	% KOGs with believability >=99 %
	Cat. with higher % of KOGs with believability <50%*    [fold of cat.]
	Cat. with higher  % of KOGs with Believability >=99%** [fold of cat.]
	% KOGs  with internal  believab.    < 50%
	% KOGs with conserv.  >=80%

	1) A C D H
	35 / 2523

(1.4%)
	2189 / 2523

(86.7%)
	V (10.0%)

[3.5]
	Y (100.0%)

[8.2]
	0 / 2273

(0.0%)
	304 / 2284

(13.3%)

	2) A C D -
	81 / 2573

(3.1%)
	1988 / 2573

(77.3%)
	V (10.0%)

[3.5]
	Q (95.4%)

[3.1]
	1 / 2350

(4e-4%)
	323 / 3713

(8.7%)

	3) A C - H
	78 / 2702

(2.9%)
	2072 / 2702

(76.7%)
	V (13.3 %)

[1.7]
	Y (95.6%)

[8.2]
	9 / 2432

(0.3%)
	343 / 2444

(14.0%)

	4) A – D H
	 84 / 2794

(3.0%)
	2108 / 2794

(75.4%)
	V (15.4%)

[3.5]
	Q (100.0%)

[7.4]
	2 / 2548

(7.8e-4%)
	375 / 2548

(14.7%)

	5) - C D H
	 188 / 3952

(4.7%)
	2685 / 3952

(67.9%)
	L (8.82%)

[1.5]
	Y (96.0%)

[2.1]
	7 / 3697

(0.2%)
	785 / 3713

(21.1%)

	6) A C - -
	 227 / 2779

(8.2%)
	 1639 / 2779

(59.0%)
	V (11.76%)

[1.5]
	B (79.0%)

[1.2]
	33 / 2535

(1.3%)
	370 / 2560

(14.4%)

	7) A - - H
	368 / 3106

(11.85%)
	1557 / 3106

(50.1%)
	W (33.3%)

[1.6]
	Q (76.6%)

[7.4]
	156 / 2780

(5.6%)
	444 / 2832

(15.7%)

	8) A – D -
	252 / 2856

(8.8%)
	1676 / 2856

(58.7%)
	V (15.4%)

[3.1]
	Y (84.0%)

[4.1]
	7 / 2647

(0.2%)
	424 / 2651

(16.0%)

	9) - C - H
	609 / 4277

(14.2%)
	 2028 / 4277

(47.4%)
	S (17.1%)

[1.1]
	C (64.74%)

[2.7]
	112 / 3938

(2.8%)
	686 / 4056

(16.9%)

	10) - - D H
	651 / 4601

(14.1%)
	2023 / 4601

(44.0%)
	L (24.5%)

[1.0]
	Q (75.0%)

[2.41]
	30 / 4095

(0.7%)
	1282 / 4433

(28.9%)

	11) - C D -
	717 / 4075

(17.6%)
	 1748 / 4075

(42.9%)
	V (31.0%)

[2.05]
	W (68.3%)

[3.1]
	14 / 3851

(0.3%)
	945 / 3941

(24.0%)


*;** The category X (Not categorized) was excluded. Only categories with more than 5 KOGs were used

Table 3. Single organism conservation*

	
	Ath
	Cel
	Dme
	Hsa

	Conserved KOGs (>=80%)
	17.7%
	32.2%
	39.3%
	40.9%

	Poor-conserved KOGs (<20%)
	41.3 %
	21.2 %
	19.8 %
	15.6 %

	Most conserved KOG category
	J 

(37.4%)
	C 

(65.7%)
	J

 (68.2%)
	C

(74.4%)

	Less conserved KOG category *
	W

(83.3%)
	Y

(42.8%)
	S

(29.3%)
	S

(26.0%)


*LSEs not included
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Figure 1. Gene loss prediction with the use of sampling and annotation information from Hsa, Cel and Dme. A-C: minimum number of KOG hits to ESTs that had zero hits with to the compared organism, using sampling (assigning ESTs to the cognate proteins, full circles) and annotation (annotating ESTs to the other organisms’ proteins, open circles). D-F: PPV, or positive predictive value (TP/TP+FP), of non-existing KOGs by using the information from A-C with the usage of conservation information (exigency of at least 20% conservation or more, in both organisms, open circles) or without conservation (full circles).

Table 4. Verification of True Positives (lack of KOGs) in GenomeNet/KEGG.

	KOG
	Description
	ID in KEGG

	H. sapiens

	KOG0399
	Glutamate synthase
	-

	KOG1050
	Trehalose-6-phosphate synthase component TPS1 and related subunits
	-

	KOG1232
	Proteins containing the FAD binding domain
	?

	KOG2828
	Acetyl-CoA hydrolase
	134526(ACOT12)

	KOG2860
	Uncharacterized conserved protein, contains TraB domain
	?

	C. elegans

	KOG0069
	Glyoxylate/hydroxypyruvate reductase (D-isomer-specific 2-hydroxy acid dehydrogenase superfamily)
	-

	KOG0235
	Phosphoglycerate mutase
	F57B10.3

	KOG2297
	Predicted translation factor, contains W2 domain
	?

	KOG2668
	Flotillins
	-

	KOG3071
	Fatty acyl-CoA elongase/Polyunsaturated fatty acid specific elongation enzyme
	C46F4.2 (Fatty acyl-CoA synthetase family)

	D. melanogaster

	KOG0571
	Asparagine synthase (glutamine-hydrolyzing)
	Dmel_CG33486(asparagine-synthetase)

	KOG1327
	Ribosomal protein RPL1/RPL2/RL4L4
	-

	KOG1475
	Copine
	-

	KOG1756
	Histone 2A
	Dmel_CG5499 (Histone H2A variant)

	KOG2195
	Transferrin receptor and related proteins containing the protease-associated (PA) domain
	-

	KOG2645
	Type I phosphodiesterase/nucleotide pyrophosphatase
	Dmel_CG4584 (dUTPase)

	KOG3491
	Predicted membrane protein
	?

	KOG4012
	Histone H1
	-
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5.8 Anotação e mineração de dados de EST de Schistosoma mansoni com KOG
Muito das informações e técnicas desenvolvidas e obtidas até agora para anotação e verificação de anotação de EST com a base KOG vieram por uma demanda do consórcio Rede Genoma de Minas Gerais (RGMG), durante o projeto em andamento do sequenciamento do transcriptoma do platelminto Schistosoma mansoni (Sma). O Laboratório de Biodados, ICB – UFMG, participou direta e indiretamente na análise das seqüências desse verme geradas por esse consórcio. Com a disponibilização dessas seqüências, foi possível empregar algumas das informações e técnicas de anotação de EST com a base KOG. Os resultados foram organizados em um manuscrito (artigo de número 7 dessa tese), aceito para publicação como trabalho completo nos anais do congresso BSB 2007, Angra dos Reis, RJ, Brasil. Além disso, uma página web foi desenvolvida para disponibilizar os dados de anotação automática de Sma com a base de dados KOG, no intuito de ajudar na anotação manual e análise das seqüências, além de outras funcionalidades. Essa página pode ser acessada em: http://bioinfo.cpqrr.fiocruz.br/pct 
No artigo de número 7, foi comparada a caracterização da anotação das EST produzidas pela RGMG com as EST públicas, disponíveis no dbEST. Compararam-se os dados de cobertura da base KOG por EST de Cel e Dme com Sma, e foi inferido um número de proteínas KOG que deveriam ter sido encontradas com as EST de Sma. Os resultados sugerem que as EST provindas da RGMG ajudaram a complementar a caracterização do transcriptoma de Sma (achava-se que um máximo de descoberta gênica havia sido atingido ((Verjovski-Almeida, DeMarco et al. 2003). Sugeriu-se ainda que existem proteínas potencialmente anotáveis não descobertas, comparando-se com dados de anotação de EST de Cel e Dme com KOG. Similarmente, aglomerados KOG com expressão não detectável em Sma em comparação com Cel e Dme sugerem a perda de expressão de alguns genes em Sma. Assim como no K-EST, usou-se a toda a coleção de EST de Sma para inferir a amostragem de EST por KOG e comparou-se com a dos outros organismos. Os resultados sugerem que Cel e Dme divergem menos quanto ao padrão de expressão por KOG, em comparação com Dme.
5.9 O uso da base KOG na predição de clones completos para sequenciamento
O último artigo a ser discutido nessa tese foi fruto de uma colaboração com a Dra. Alessandra Faria Campos, na ocasião aluna do curso de Pós-graduação em Bioquímica e Imunologia do ICB – UFMG, em um dos trabalhos de sua tese de doutoramento. O artigo trata do uso de bases de dados secundárias, no caso KOG, para a seleção de clones em bibliotecas de cDNA, cujas EST representam um transcrito completo. Esses transcritos são alvos importantes em projetos transcriptoma, pois seu sequenciamento pode permitir uma caracterização biológica completa de suas respectivas proteínas. O método encontrado para inferir a completitude de um clone foi o cálculo de saldo de códons unido com a posição de alinhamento da EST. O cálculo do saldo de códons e verificação da posição de alinhamento de seqüências EST foram feitos via alinhamento de EST com as proteínas da base KOG. Foram usadas as seqüências de EST de Cel, Dme e Hsa, referentes aos artigos de números 1 e 2 e 5, e também seqüências de Sma públicas. Assim como feito no teste de anotação de EST com KOG, efetuou-se o alinhamento das EST dos organismos descritos apenas com suas próprias proteínas KOG e depois apenas com as proteínas KOG dos outros organismos. Como Sma não é organismo presente na base KOG, proteínas completas de Sma foram adquiridas pelo sítio do NCBI e usadas nos alinhamentos de suas EST. O saldo de códons nada mais é do que o número de bases presentes antes do início do alinhamento com a proteína (teoricamente, a metionina inicial da proteína), em uma sequência EST. Se a proteína for do próprio organismo, então o saldo é denominado “actual” e se for com uma proteína ortóloga, o saldo é dito “predicted”. O ínicio e o fim do alinhamento das EST com as proteínas é adquirido pelo próprio resultado do alinhamento via BLAST. Os dados de saldo de códons “actual” e “predicted” em conjunto com os de início de alinhamento foram usados para predizer a presença da metionina inicial da proteína e assim inferir a completitude dos clones. A idéia principal testada foi a de que quanto maior o valor de saldo de códons e menor a distância do início do alinhamento da EST com a proteína ortóloga, maior a acurácia da predição. Usou-se subseqüentemente um algoritmo para verificar a presença de uma seqüência consenso de ligação de ribosomos, representando a região de Kosak, na tentativa de aumentar a acurácia da predição.
Esse método foi subseqüentemente usado com as seqüências EST de Sma, produzidas pelo consórcio RGMG, no intuito de gerar seqüências de proteínas completas desse organismo, ainda não descritas (Faria-Campos A., comunicação pessoal).
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ABSTRACT

Motivation Using high quality, classified sequences to help mining, selection and dedicated sequencing of cDNA clones can be an innovative step in transcriptome projects. In this context, the selection of clones for full-length sequencing is an important procedure, since complete biological characterization of a protein produces more trustful information than what can be offered only by assembled ESTs. Results We have selected Schistosoma mansoni clones for full-length sequencing, based on a positive codon-balance value and the position of alignment start of BLAST searches performed against KOG sequences, a database of classified proteins from model organisms. Using 28,541 ESTs S. mansoni available in dbEST (ORESTES excluded), we have been able to select 1861 S. mansoni putative full-length clones. Tests of the reliability of the procedure have been performed using sequences from S. mansoni, Arabdopsis thaliana, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster and Homo sapiens. and have shown that the method is reliable with a small error range. Results have shown that the procedure can be efficiently used to select clones for full-length sequencing, contributing significantly in complete CDS projects. 
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INTRODUCTION

The scientific community has witnessed in the last decade the completion of genomes of several organisms, from microorganisms to eukaryotic species including our own, resulting in an explosion of sequence data in public databases (The C. elegans consortium, 1998; Celniker, 2000; Collins et al., 2001; Venter et al., 2001). In addition to genome projects, many complementary approaches are being used to characterize genes encoded in a genome, such as the production of Expressed Sequence Tags (ESTs) – single pass, low fidelity sequences produced in high-throughput from the expressed portion of the genome, used to enrich the information on sequence databases (Adams et al., 1991). The challenge nowadays rests on transforming the great amount of sequence produced in information with a biological meaning that is, finding the genes and the proteins encoded by these sequences and placing them in a cellular context, defining the biochemical pathways and/or functional categories to which they belong. Gene annotation is the main tool to accomplish this task, since the aim of high quality annotation is to identify the key features of the genome – genes and their products (Stein, 2001). 


The quality of the annotation of novel sequences depends critically on the reliability and completeness of the database harboring the sequences used as reference for the annotation. The use of not properly annotated sequences as the basis for annotation will produce new sequences bearing information that is incomplete and inaccurate, which in turn generates more sources of low quality annotation (Natale et al., 2000). The use of secondary databases as source of reference sequences for annotation represents an improvement in the quality of the annotation since these databases possess valuable biological information and usually contain verified knowledge in protein structure, function and/or evolution. The use of sequences from secondary databases as reference for the investigation of unknown sequences has been previously reported with success by several authors (Natale et al., 2000; Camon, et al. 2003, Nishikawa et al., 2003, Faria-Campos et al., 2003).

The use of high quality sequences to aid annotation and direct sequencing can be innovating steps in transcriptome projects, which have as main goal identify novel genes in a given organism. In such projects, the selection of clones to be sequenced is essentially a random approach and the sequences generated – ESTs – represent a snapshot of the genes being transcribed by a given cell in a specific instant in that organism lifetime. However, a more complete picture of organism’s proteome is provided when the full-length sequence of specific genes is known. For that, it is essential to select clones that potentially have the complete sequence of given genes and perform sequencing and characterization of such clones. 

The selection of ESTs for further characterization can be made through the use of software that search for a complete Open Reading Frame (ORF) such as ESTscan (Iseli et al, 1999) or by using similarity searches with the well-known algorithm BLAST (Altschul et al., 1990). The initial step in the characterization is to determine the completeness of the cDNA coding region (CDS) from which the ESTs were generated, followed by annotation. Several authors developed systems to attain this goal which use among other tools similarity searches, statistical information and genome mapping (Salamov et al, 1998; Nishikawa et al, 2000; Del Val et al, 2003; Furuno et al., 2003; Hotz-Wagenblatt et al., 2003). In this work we achieved that by using a database composed of sequences with biological descriptions as source of query sequences for BLAST searches, resulting on a faster mining and selection procedure.

One of the organisms that have been the subject of EST projects is the trematode Schistosoma mansoni, an important human parasite whose genome is estimated to be 270 megabases long. A great number of ESTs has already been sequenced from this parasite and many more are underway as a result of several world wide initiatives, including the S. mansoni projects in Brazil, developed by two main groups: Minas Gerais Genome Network and São Paulo Genome Network. However, the number of characterized proteins available for this organism is still small and studies aiming to change this picture and enrich S. mansoni protein databases are currently necessary. The organism is evolutionary distant from all organisms present in secondary databases which have made it very attractive as a model for this study.

In this work we have selected S. mansoni clones for full-length sequencing by using similarity searches against sequences from the secondary database KOG (Tatusov et al., 2003). We have selected 1861 S. mansoni clones for full-length sequencing corresponding to 1171 different proteins. All selected clones have been searched for Kosak consensus in the vicinity of the predicted initial amino acid and its presence was confirmed in 66% of all clones. This procedure has been evaluated and the results have shown that the method is reliable and the size of the error observed is small. All clones selected represent enzymes of well-characterized metabolic pathways in eukaryotes and the knowledge of their full-length sequence will contribute to the biological characterization of this parasite as well as other organisms.

METHODOLOGY

Sequences

Sequences used in this study are available from public databases at the National Center for Biotechnology Information - NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). On this work, we have retrieved 152,749 S. mansoni ESTs sequences from dbEST, 575 S. mansoni protein sequences and 218 S. mansoni complete CDS sequences from GenBank (July/2004). Sequences described as S. mansoni complete CDS by Verjovski-Almeida et al. were retrieved directly from the S. mansoni EST Genome Project web site (http://verjo18.iq.usp.br/schisto). A local database was created containing protein sequences from all 7 eukaryotic genomes found at Eukaryotic Cluster of Ortholog Groups - KOG (95,026 sequences – Jan/2004). 

Similarity searches

Similarity searches have been performed using BLAST (Altschul et al., 1990) with the default parameters. The EXPECT threshold was set to 10-10. BLAST results have been parsed and inserted into a MySQL database.

Algorithm for Clone Selection

Codon balance definition and clone selection for full-length sequencing

S. mansoni ESTs have been selected for full-length sequencing using similarity prediction, as described by Nishikawa and coworkers (2000), with modifications. The completeness of the clones represented by the ESTs has been determined through comparison of these to sequence of proteins from the secondary database KOG using tBLASTn. The position of alignment start assigned to query and subject sequences by BLAST searches have been recovered through SQL queries. When the length of the not-aligned 5'-terminal of the EST was longer than that of the beginning of the aligned protein multiplied by three, the EST was considered to represent a clone that putatively has the entire coding region and therefore is selected for full-length sequencing. These clones are said to have a positive codon balance, that is, more putative codons than the necessary to include the initial amino acid. 

Algorithm tests

Comparison of actual and predicted codon balance

The algorithm used for clone selection has been evaluated comparing the values of actual and predicted codon balance. The actual codon balance (CBA) was obtained through BLAST of EST sequences against proteins from S. mansoni where alignments of percentage of identity over 80% have been selected (as determined in Mudado et al., 2005). Predicted codon balance (CBP) was obtained through BLAST against the proteins from KOG where alignments above the cutoff value (E=10-10) have been selected (Figure 1). A distribution of actual and predicted codon balance has been obtained grouping the CB values computed in classes of fixed size. The difference between the two CB values for the same EST was calculated (CBA-CBP) and grouped in classes of fixed size (10 codons - ranging from –200 to +200, being -5 to +5 codons the central class). 

Evaluation of position of alignment start and codon balance

The position of alignment start (PAS) in the ortholog protein was investigated in order to evaluate its influence in the prediction of completeness. A distribution of values of PAS was obtained by grouping the values computed in classes of fixed size (5 amino acids - ranging from 0 to +100). The prediction of completeness has been evaluated regarding PAS and CB values, computing the accuracy of prediction for different values of PAS and six classes of CB varying from 0 to 40 codons (except for S. mansoni: 0 t 20 codons). Prediction capacity associated to these values has been registered, being the most favorable predictions considered as 100% success (prediction accuracy = 1.0).

Presence of Kosak consensus

The ESTs selected as representing clones having the putative full-length sequence have been submitted to a test to identify the presence of Kosak consensus in a window of -5 to +5 codons from the position predicted as the initial amino acid. Using a mining algorithm developed locally we searched for the variations of the Kosak consensus for -3 and +4 nucleotide positions. The frequencies observed have been compared to those seen in S. mansoni complete CDS sequences retrieved from GenBank and to H. sapiens and D. melanogaster RefSeq sequences.

RESULTS

Reverse mining and selection of putatively complete CDS clones


Manual inspection as opposed to automated annotation is highly desirable during the selection of putatively complete CDS (CCDS) clones for dedicated sequencing and editing. However, a reversion of the annotation procedure using as a start point a secondary database with high quality, classified sequences, may sensibly accelerate the process of mining for relevant clones, by automating the analysis of the biological classification of the hits. Such mining procedure should be followed by manual inspection, but the parameters chosen for the automated phase can be highly relevant for a preliminary filtering. Thus, we set up to analyzed the contribution of positive codon balance (CB) and the effect of the position of alignment start (PAS) on the success of selection of clones, evaluating ESTs from the parasite Schistosoma mansoni and from Model Organisms.

Tests of the algorithm

To evaluate the usefulness of the proposed algorithm, the distribution of codon balance values was analyzed. Only positive codon balance events represented the cases used in CCDS clone selection. It was observed that at least 30% (for H. sapiens) of all EST to cognate organism protein alignments represent positive codon balance, although this number can reach up to 80% (D. melanogaster) depending on the organism analyzed (Supplementary figure S1). 

Algoritm reliability has been evaluated by comparing the values of actual and predicted codon balance. For that, the values of actual and predicted codon balance for sequences from A. thaliana (Ath, suplemmentary material), C. elegans (Cel), D. melanogaster (Dme), H. sapiens (Hsa) and S. mansoni (Sma) have been calculated and those of positive predicted codon balance have been selected. Then the difference bewtween actual and predicted codon balance has been calculated and grouped in classes according to the values of the difference. It can be observed in Figure 2 that the great majority of events has a difference ranging from –5 to + 5 codons, consisting on a small diferrence between the actual and the predicted codon balance.

Since the proteins used in the clone selection belong to organisms different from the one from which the ESTs have been generated, the positions of alignment start for the different organimsm has been investigated. A distribution of values for the position of alignment start (PAS) can be seen in Figure 3, where for all organisms investigated, there is a significant number of alignments that start upstream of the 40th aminoacid of the protein (dark bars representing alignments to the non-cognate organism proteins).
It was expected that the smaller the PAS, sharper would be the distribution of predicted position of the initial methionin (then predictions would be very successful under low CB values), as represented in Figure 4a. However, if the codon balance values are greater, even bigger PAS values result in successful predictions (broader distribution of predicted position of the initial methionin - Figure 4b). To investigate this point, alignments have been grouped by classes of PAS (Figure 5, abscise) and the success evaluated under the chosen CB values (Figure 5, different curves). Combining the values of codon balance and position of alignment start, it can be seen that there are more favorable predictions for positions of start closer to amino-terminal end of the protein regardless of the codon balance. If the value of position start is farther from this end, then more favorable predictions are obtained for greater values of codon balance. Similar effect is observed for all organisms investigated, including the parasite S. mansoni and the plant A. thaliana (supplementary figure S2).
Selection of S. mansoni clones for full-length sequencing
The proteins from secondary databases used in this work add up to a total of 95,026 entries. Using these proteins we have been able to select 3,020 S. mansoni ESTs as representing clones having the putative complete sequence, which correspond to 1,171 distinct KOG clusters. The selected ESTs were submitted to an analysis to identify which ones correspond to S. mansoni complete CDS clones (sequences from S. mansoni that are described in GenBank flat files as complete CDS). We have observed that 62% of all ESTs selected (1,861) do not match sequences previously described as complete CDS by Verjovski-Almeida and co-workers (2003) or at GenBank files and represent novel proteins or proteins only partially sequenced up to now. The selected clones have been classified according to KOG functional categories. Clones have been selected for all KOGs categories (Table 1), being most numerous at the “Translation, ribosomal structure and biogenesis” category and less numerous at the “Nuclear Structure” category. 

Evaluation of Kosak consensus
The ESTs selected as representing clones containing putative full-length sequence have been tested to evaluate the pattern of Kosak consensus around (-5 to +5 codons) the position suggested as the initial aminoacid. The frequency of occurrence of bases at positions -3 and +4 of the consensus was investigated and compared to the frequency observed in S. mansoni complete CDS and H. sapiens and D. melanogaster RefSeq sequences. From the 3020 clones selected, 1,995 clones (66%) have an ATG at the analyzed interval, in agreement with data shown in Figure 2. Among these, 795 clones have been analyzed since they presented only one variation of the consensus. The variation AnnATGG was the most prevalent variation, accounting for 13.8% of all cases (Table2). This is also the most prevalent consensus vatiantion in S. mansoni complete CDS sequences retrieved from GenBank and D. melanogaster and H. sapiens RefSeq sequences.

DISCUSSION and CONCLUSION

The use of secondary databases as a start point for the mining of sequences generated in transcriptome projects can contribute for the process of selection of full-length clones and complete coding region characterization. As shown by Faria-Campos and co-workers (2003) is often seen a significant deficit in the number or proteins characterized when compared to the number of existing ESTs. Methods that help dedicate sequencing. allowing the screening of complete CDS clones, are very important since they allow the complete sequence of the protein to be deduced and used for functional and evolutionary analysis.

In this work we have been able to select capable 1,891 S. mansoni clones that have putative complete sequences corresponding to 1,171 different proteins. All selected clones have been submmited to analysis of Kosak consensus (sequences that indicate the presence of ribosome binding sites), and frequency of occurrence of bases in positions -3 and +4 of the consensus have been investigated. From the 1,579 clones analyzed, 1,513 clones presented a unique ATG in the region chosen. Out of the 1,513 clones that have a consensus, AnnATGG appeared with a frequency of 13.4% as predicted start codon, being the most frequent choice. This is also the most frequent variation of the consensus observed for S. mansoni complete CDS sequences retrieved from GenBank (22.9%), H. sapiens RefSeq (21.5%) and D. melanogaster sequences RefSeq (20.4%), suggesting that the ESTs selected represent inded clones having the full-length sequence. The full-length sequencing of the selected clones can result in the production of new protein entries which will enrich S. mansoni protein databases, currently having aproximmately a thousand proteins. The method described in here is currently being used in clone selection for ESTs produced by the Minas Gerais Genome Network (to be published elsewhere), in a hope of increasing the number of S. mansoni proteins that can be characterized in detail.

General-purpose, archival sequence databases are not particularly suited for protein characterization since they are not explicitly structured by either evolutionary or functional criteria. Thus, sequences available in secondary databases are much more adequate for protein characterization since these databases posses verified knowledge on protein structure, function and/or evolutionary relationships (Galperin et al., 2000; Natale et al., 2000). The method of clone selection for further protein characterization proposed in this work represents an important progress for cDNA projects since is suggests clones that can be fully-sequenced in addition to the discovery of the genes present in the organism. The selection of specific cDNAs for full-length sequencing made without the aid of a computer screening is very laborious and time-consuming since it involves the screening of a number of cDNA libraries of variable quality and/or direct strategies to process individual cloning (Das et al., 2001). The importance of full-length cDNAs is widely recognized since they are extremely useful for determining the genomic structure of genes, especially when analyzed within the context of genomic sequence (Collins et al., 2002). The tests of the efficiency of algorithm and the presence of Kosak consensus in the clones selected support the assumption that the selection method suggested in this work can be efficiently used for the selection of full-length cDNAs. Moreover, the richness of the databases used provide valuable biological information than can be used for detailed characterization of sequences being produced.

To our knowledge this is the first attempt to provide a user with parameters to help on the choice of clones for dedicated complete CDS sequencing. We observed that the existance of positive codon balance in clones may vary in a broad range (30-80%). Moreover, most of ESTs align to similar proteins in KOG database in such a way that a predicted initial methionin will mostly reside in an interval of -5 to +5 codons. An important parameter is the position of alignment start, that very often is observed to be before the 40th residue in the similar protein. Combination of small PAS values and a positive codon balance of at least 10 yields very large success rate as demonstrated by the experiments shown in Figure 5, for both S. mansoni and model organisms. Results shown in Figure 5 supports the user on the analyzis of even a single clone. 
Knowing the full-length sequence of a gene allows, in addition the prediction of the entire sequence of a protein which can be used for functional and evolutionary studies, improving the knowledge of the biology of an organism. In this study we have proposed a method that can be used to increase the availability of full-length sequences, and used this method to perform the study S. mansoni sequences. This represents an important contribution in the research about this parasite, but more importantly provides a novel approach to be used in cDNA projects.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Comparison of actual and predicted codon balance. CBA = actual codon balance; CBP = predicted codon balance; Qinit: initial position of alignment in Query sequence; Sinit: same, in Subject sequence; (m): predicted position of initial methionin; M: actual position of initial methionin in EST.

Figure 2. Class distribution of codon balance difference values (CBA – CBP). Predicted and actual codon balance values calculated using Schistosoma mansoni EST and S. mansoni proteins (actual) or KOG proteins (predicted). Equivalent treatment was used for the other organisms. 
Figure 3. Class distribution of position of alignment start (PAS) on the query protein for alignments of Schistosoma mansoni ESTs to S.mansoni or KOG proteins. Equivalent treatment was used for the other organisms. Total number of events is the same as shown in figure 2.
Figure 4. Evaluation of position of alignment start (PAS) for different values of codon balance (CB).

Figure 5. Accuracy on prediction of completeness. Position of alignment start computed from alignments of Schistosoma mansoni ESTs to KOG proteins and distribution of actual methionin determined from alignments to S. mansoni proteins. Accuracy represents the success evaluated under the exemplified CB values. Equivalent treatment was used for the other organisms. See text for details.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5

Table 1. Classification by functional categories of Schistosome mansoni ESTs selected as representing clones having the putative full-length sequence.

	Biochemical pathway/functional category
	Number of ESTs selected using the algorithm
	Corresponding proteins selected using the algorithm
	Number of clusters existing in each KOG category

	RNA processing and modification
	72
	36
	270

	Chromatin structure and dynamics
	23
	13
	90

	Energy production and conversion
	124
	47
	215

	Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning
	36
	20
	182

	Amino acid transport and metabolism
	16
	13
	184

	Nucleotide transport and metabolism
	16
	9
	80

	Carbohydrate transport and metabolism
	96
	20
	185

	Coenzyme transport and metabolism
	12
	7
	82

	Lipid transport and metabolism
	18
	9
	220

	Translation, ribosomal structure and biogenesis
	208
	84
	328

	Transcription
	38
	26
	427

	Replication, recombination and repair
	16
	6
	191

	Cell wall/membrane/envelope biogenesis
	2
	2
	67

	Cell motility
	2
	2
	23

	Posttranslational modification, protein turnover, chaperones
	333
	93
	494

	Inorganic ion transport and metabolism
	8
	6
	134

	Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism
	3
	2
	53

	General function prediction only
	172
	63
	885

	Function unknown
	46
	28
	927

	Signal transduction mechanisms
	122
	51
	658

	Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport
	116
	50
	333

	Defense mechanisms
	12
	5
	89

	Extracellular structures
	4
	2
	61

	uncharacterized
	12
	11
	3765

	Nuclear structure
	5
	1
	40

	Cytoskeleton
	216
	27
	156

	TOTAL
	1579
	575
	10139


Table 2. Frequency of specific bases at positions –3 and +4 of Kozak consensus for sequences from Schistosoma mansoni (ESTs and Complete CDS), Drosophila melanogaster and Homo sapiens.

	Kozak consensus

variation
	% RefSeq 

H. sapiens
	% RefSeq 

D. melanogaster
	% S. mansoni 

complete CDS
	% S. mansoni 

selected ESTs

	AnnATGG
	21.51
	20.40
	22.90
	15.34

	AnnATGA
	11.60
	16.06
	12.1
	9.98

	AnnATGC
	6.73
	10.52
	8.55
	6.65

	AnnATGT
	7.83
	13.73
	8.1
	15.85

	GnnATGA
	7.35
	5.79
	7.65
	6.52

	GnnATGC
	5.44
	4.20
	2.25
	5.75

	GnnATGT
	4.80
	4.53
	4.95
	3.45

	GnnATGG
	19.55
	9.88
	8.1
	9.85

	CnnATGG
	5.29
	2.86
	1.35
	3.70

	CnnATGA
	1.52
	1.89
	3.15
	3.96

	CnnATGC
	1.75
	1.69
	1.35
	0.89

	CnnATGT
	0.96
	1.32
	1.35
	3.84

	TnnATGA
	1.36
	1.99
	9
	3.20

	TnnATGG
	2.69
	2.51
	2.7
	4.60

	TnnATGC
	0.74
	1.38
	0
	1.28

	TnnATGT
	0.89
	1.25
	6.3
	5.11

	TOTAL
	100
	100
	100
	100


6 Considerações Finais
Foram apresentados e descritos oito manuscritos referentes ao uso da bioinformática na análise e mineração de dados provindos da anotação automática de EST com a base KOG. Todos os manuscritos possuem um delineamento sólido, com emprego de metodologia científica, criação e teste de hipóteses, que tentam chegar a alguma conclusão de cunho biológico. Muitos resultados iniciais apresentados nesses artigos poderiam ser erroneamente entendidos como meras “notas de laboratório”, como disse um dos revisores de uma revista científica ao qual um dos artigos foi submetido para publicação. Exemplos poderiam ser: as primeiras figuras dos artigos 2 e 3 que descrevem que a similaridade de alinhamentos aminoácido-nucleotídeo é sempre menor do que as de nucleotídeo-nucleotídeo; a clusterização e montagem de EST é um processo saturável, descrito no final do artigo 3 e no artigo 4; a caracterização da amostragem de EST com KOG em vias funcionais no artigo 5;  disponibilização dos dados de amostragem de EST em uma página web – artigo 6; a descrição do cálculo de saldo de códons no artigo 8. 
É preciso entender, porém, que esses resultados preliminares são peças importantes do quebra-cabeça que ao ser montado formará uma figura mais geral e mais clara das perguntas que estão sendo feitas. Perguntas cujas respostas, acredito, podem ser de grande ajuda e importância no cenário da bioinformática atual.  Os respectivos contra-exemplos seriam: a criação de um teste para avaliar a anotação automática de EST, mais eficiente com o uso de valores de corte para identidade - artigos 1, 2 e 3; avaliação do ganho de qualidade no teste de anotação após a clusterização e montagem de EST - artigos 3 e 4; cobertura da base KOG e inferência de um número mínimo de EST a serem produzidas em projetos EST para cobri-la – artigo 5;  inferência de divergência evolutiva entre organismos pela amostragem de EST com KOG e inferência da perda de expressão e possível perda gênica pela comparação entre amostragem de EST entre organismos – artigos 6 e 7; predição de clones completos para sequenciamento – artigo 8.
Alguns desses resultados foram obtidos pela necessidade de se obter um maior entendimento de ferramentas e técnicas bioinformáticas, algumas delas amplamente usadas atualmente. Exemplos seriam: a avaliação do uso de valor de corte usando tBLASTn – artigos 2 e 3; avaliação do ganho em eficiência com a clusterização e montagem de EST – artigos 3 e 4. Como discutido em (Prosdocimi 2006), a bioinformática parece carecer de uma maior e melhor caracterização e avaliação do uso de suas técnicas e metodologias.

É bom ressaltar que as idéias que formaram o alicerce desses oito artigos não surgiram “do nada”, mas sim indiretamente por demandas de análises das seqüências EST geradas pelo projeto transcriptoma de Schistosoma mansoni, que estava em andamento administrado pela RGMG. Apesar dessa tese não ser diretamente ligada a esse projeto (somente utilizamos as seqüências de Sma no artigo de número 7), este foi de extrema importância para a inspiração da criação dos métodos, ferramentas e análises aqui descritas. O K-EST é um bom exemplo disso, pois é uma ferramenta que tem uma finalidade direta na utilização em projetos transcriptoma. Outro exemplo é a predição de clones completos para sequenciamento – artigo 8. Além disso, o teste de anotação automática de uniques e EST com KOG, juntamente com a inferência de um número mínimo de EST a serem produzidas para cobrir a base KOG, são métodos e informações que também são de direta utilidade nesses projetos. 
Os artigos aqui descritos acomodam idéias que ainda estão vivas e podem ser aprimoradas com a chegada de novas seqüências. É interessante reforçar que o número de seqüências de proteínas curadas e de EST de diversos organismos estão em contínuo crescimento nos bancos de dados públicos. O surgimento da base KOG em 2003 foi um evento decisivo na elaboração e execução dos trabalhos aqui apresentados. Bases secundárias com seqüências curadas, que usam informações de homologia, e, portanto correlações evolutivas entre seqüências, só puderam aparecer com o sequenciamento em larga escala de genomas completos de organismos. Este é um fenômeno típico do momento da bioinformática em que estamos, e que vem se expandindo ainda mais. Uma versão atualizada da base KOG, com mais oito organismos, já está anunciada (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/new). Um número maior de organismos e seqüências na base KOG poderá levar a novas hipóteses bem como a ajudar a melhorar os resultados obtidos aqui, trazendo uma melhor compreensão das questões levantadas nessa tese. Além disso, alguns métodos empregados aqui já estão sendo expandidos e testados em outra base de dados de proteínas ortólogas, o KEGG/KO, um dos temas da tese de doutorado do aluno de doutorado do curso de Pós-Graduação em Bioinformática da UFMG, Gabriel R. Fernandes. Outros métodos de construção de bases de dados secundárias de proteínas ortólogas estão sendo aperfeiçoados e novas bases estão surgindo. Exemplos são o OrthoMCL e o InParanoid (Li, Stoeckert et al. 2003; O'Brien, Remm et al. 2005; Chen, Mackey et al. 2006). Como seriam os resultados mostrados nessa tese usando essas outras bases de dados de proteínas ortólogas no lugar do KOG? Dessa forma, acredito que esta tese é composta por trabalhos que ainda podem gerar novos frutos e têm grande relevância no âmbito científico atual. Os resultados descritos aqui podem fornecer novas informações e auxiliar pesquisadores e cientistas que atuam em bioinformática de cunho genômico e que desenvolvem projetos relacionados na atualidade.

Como visto nos manuscritos, a grande maioria dos resultados foi gerada e obtida a partir de seqüências, dados e ferramentas públicas e livres. Dessa forma, esse pode ser entendido como um trabalho genuíno em bioinformática, onde foram criadas perguntas de fundo biológico, relacionadas principalmente a seqüências de origem biológica; usou-se o computador e técnicas provindas da informática e computação, na tentativa de resolver os problemas, gerar ferramentas, dados e análises. Dessa forma, essa tese reforça uma idéia do aluno de doutorado da primeira turma do Curso de Pós-graduação em Bioinformática da UFMG, Carlos Henrique da Silveira, que dizia: “Um bioinformata só precisa de idéias, um computador ligado à Internet e uma garrafa térmica de café para realizar seus trabalhos”.
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