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I O que é SAGE?

SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) € uma
tecnica para quantificar em larga escala a expressao
de genes de uma dada populacao de RNAs
mensageiros. Esta técnica gera etiquetas (fags) de
cDNA que sao concatenadas e sequenciadas para,
em seguida, serem analisadas e anotadas.
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A Técnica

1. Isolamento do RNAm
+ O RNA mensageiro € isolado do resto do material
génico
+ O RNAmM € completado em cDNA
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I 2. Geracao das Tags

+ Utilizando um enzima de restricdo os sitios CATG sdo
cortados

+ Uma segunda enzima de restricao corta as
sequencias 10 pb (18 pb no LongSAGE) a frente do
sitio CATG

*As Tags de sao isoladas do resto do material génico

CATO pommy - AAAAAAA
_CATG AAAAAAA

CATG sy — AAAAAAA
AAAAAAA

e R
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I 3. Formacao de Ditags

« As Tags sao separadas em dois conjuntos.

«+ Com 0 uso de dois adaptadores as Tags de cada
conjunto sao unidas, duas a duas.

+ Particularidade: Em Long SAGE as Tags nao sao
cortadas homogeneamente O final possui uma
diferenca de duas bases, adicionando assim um viés a
uniao.

CATG I ) |\

CATG I ) |\



SAGE Suite

Uma suite para analise e geracao
de dados in-silico de SAGE

A Técnica

4. Uniao em Concatameros e sequenciamento

+ As Ditags sao unidas em grandes sequencias,
chamadas concatameros e, finalmente, sequenciadas.

I TG CATG I CAT
B CATG I CATG .

e CATG R ATG e CATG
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I Problemas

+ Imprecisao da enzima de corte de Long SAGE (tags
de 17 ou 18 pb)

+ Erros de sequenciamento

« Contaminacdo da amostra

+ Degeneracao das sequencias
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I Motivacao

+ A confiabilidade dos programas existentes € dubia,

logo foi criado um sistema proprio
+ Existe a necessidade de se testar o programa com

dados reais
+ Nao se conhece o resultado “ideal” de dados reais
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I 1. Geracao de contagens

« Uma lista de Tags aleatorias € gerada

+ Para cada Tag uma contagem e sorteada

+ Diversas distribuicoes podem ser utilizadas para gerar
expressoes génicas variadas
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I 2. Corte das bases finais

« Simula a instabilidade da enzima de Long SAGE
+ Dada uma probabilidade de corte sorteia

aleatoriamente para cada Tag, gerando assim Tags
com tamanhos variados
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I 3. Unido em Ditags

- Uni as Tags duas a duas aleatoriamente.

+ Para o caso de Long SAGE, extremidade coesiva, 0
sorteio € feito de maneira diferente, levando em conta o
vies gerado.
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I 4. Formacao de Concatameros

« Agrupa as Ditags em concatameros

+ Gera dentro de um tamanho minimo e maximo
estipulado

« E possivel introduzir erro ao sinal de pontuacdo para
avaliar a capacidade de recuperacao do analisador
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I Interface

I Versao Grafica local

« Construida em perl/Tk
+ Facilita e agiliza o trabalho do usuario
« Permite maior interagcao com o usuario

Versao Web

* Independe da instalagcao de qualquer programa
» Pode ser feita de qualquer local com facilidade
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+ Finalizacao da interface grafica para o SAGE Analysis
« Término do desenvolvimento da interface web e
alocacao em servidor

« Analise comparativa com programas ja existentes



