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Como explicar os diferentes niveis de
complexidade nos seres vivos?
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Como evoluiram os tipos de células especializadas e suas atividades tipicamente associadas com metazoarios complexos?
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RNA-binding proteins (RBPs)
Proteins that bind to RNA
molecules  through  RNA-
recognition motifs and exert
nuclear and cytoplasmic post-
transcriptional functions

Intrinsically disordered regions (IDRs)
enablemultiple RNA-binding domains
with similar RNA specificity to recognize

multivalent RNA motifs
».~ RRM domain

T

Domains with similar sequence
specificity are connected by IDRs
within a multi-domain RBP, such as PTBP1

Multiple copies of the same or different
types of RBPsare brought together by
multivalent interactions formed by the
IDR, which can promote RNP
condensation

{ - — |DR-mediated
»

RNP condensation

Ule and Blencowe 2019. Mol. Cell



Positive and negative control of precursor messenger RNA (pre-mRNA) splicing by

cis-acting intronic and exonic silencers and enhancers

Pre-mRNA
Serine—arginine repeat (SR) Intron .... Exon.... Intron ...

Exonic Splicing Enhancers (£5F)
proteins generally act to + +
promote splicing from nearby /—-\V

splice sites by interacting with
splicing enhancers

Intronic Splicing Enhancers (ISE)

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein particle (hnRNP)
proteins generally act to inhibit splicing from nearby splice

hnSRRN%r::zltZ?r(l:)(-) sites by interacting with splicing silencers

Intronic Splicing Silencers (ISS)
Exonic Splicing Silencers (ESS)

Lee & Rio. 2015. Annu.Rev. Biochem.



RNA-binding proteins control RNA life

Nucleolus
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“Entendera relevancia fisiologica de splicing alternativo € um dos grandes desafios da area”
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somatic genetic diseases

Genetic, familial or
congenital disease

Mervous system disease —

Musculoskeletal or connective
tissue disease

Nutritional or metabolic disease
Disease of visual system

Cell proliferation disorder —
Lrinary system disease —
Integumentary system disease —
Endocrine system disease

Psychiatric disorder -

Reproductive system or _
breast disease

Respiratory or thoracic disease < O

Heart disease

GCastrointestinal disease

Vascular disease

Haemalologic disease —

Immune system disease —
Fregnancy or perinatal disease
Mancreas disease

Infectious disease

Human RNA-binding proteins involved in Mendelian and

Disease of ear

Mendelian Somatic
+ o &
+< 0 10+
+ 0 E A
+ @ i
+x0 e
¥ O - O 4
+< © 0 +
+< O > OF
<40 o +
4-0 &
Fo0 o+
< O+
O K O+
O
O &+
HO &
gur
ol Other
T T T T T T 1 T 1 N —
0 1 2 3 4 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Sum of disease association scores / number of proteins




Human RNA-binding proteins involved in Mendelian and

Mendelian

somatic genetic diseases

Human RBPs

1,054 disease-associated RBPs

GO biological processes for disease-associated RBPs

Small-molecule metabolic _
process

Nervous system development -

Movement of cell or subcellular
component

Organic acid metabolic process —

Oxoacid metabolic process —

Carboxylic acid metabolic
process

Neurogenesis —

Central nervous system _
development

Nervous system process —

tRNA aminoacylation for

protein translation

Aproximately 1914 RBPs in humans
7.5% of protein-coding genes
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Dysfunction of RNA-binding proteins has profound effects on the neuronal transcriptome.

cajal bodies @ neuronal ribonuclecprotein granules
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20+

Cumulative number of genes discovered

154

10+

Cerebral cortex
(executive function)

(FTD, AD, HD |

Basal ganglia Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS)

(movement, reward)

(PD, HD, AD, FTD)

Thalamus
(sensory gateway)

(FTD, AD, PD

Hippocampus
(memory)

Definitive ALS genes

Brain stem
(basic body function)

ALS, SCA |

Spinal cord lamina IX
(muscle control and reflex)

Cerebellum
(balance, movement)

SCA KIFSA
Al1l

Gan et al., Nat. Neuro. 2018
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AS-related RBPs exhibit complex
interrelationships in human health and
disease based on the current research.
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Glioblastoma (GBM):
BAF45D, PTBP1,PTEP2
REBFOX1, SRSF1, SRSF3
REM11, MBNL1 , HNRNPA2B1

Gastric Cancer (GC):

[EpiS, MessS, and Mixed Splicing)
RBM24, RBMS1, ESPR1, SRSF6
HNRNPC, HNRNPM

FTEP3. NOVA2

Leukemia:

Acute Myeloid Leukemia (AML)
[RUNX1/RUNX1T1 fusion protein
SRSF2 and IDH2

RBM39, REM10]

Myelodysplastic Syndrome (MDS)
[HNRNPA1]

Lymphatic Leukemia

[HNRMNPH1, PREP1

SRSF6, HNRNPM, HNRNFK]

Frostate Cancer (PCa):
PTEP1, HNRNPK, SRSF1
HNRNPHF, HNMRMNPA1

SRREM4, RBEM3

Colorectal cancer (CRC): ;:

PTEP1, RBFOX2, SESF2
SRSFE, SRSF10, SRSF1I1
HuR, ZMAT3, Matrin3

_d

Pancreatic Ductal Adenocarcinoma (PDAC):
HNRNPC, PTBP1

ESRP1, SRSF1, SRSFS

RBFOX2, DHX38

Lung Adenccarcinoma (LUAD):
REM4, REMS, RBMG, REM10D
SRSF1, QKI-5, NONO

SAMGE, HNRNPA1 HNRNPE

Breast Cancer (BRCA):
SR5F1, SR5F2, SRSF3,
SRSF5, HNBRNPA1, HNRNPM
HNRNPK ESRP1, ESRP2
LZSURP, SNRPA1 HNRNPU
MCPIP1, NONO, NEK2, ERO

Hepatic Cell Cancer (HCC):
RBM27, MATR3, YBX1, DHX8
SRSF2, SRSF3, SRSF10, SRSF12
HNRNPAZ2 HNRNPAZB1, PTBP1
HNRNPC, HNRMNPM

HNRNP RALY, HNRNPH1

Tao et al., 2024. Signal Transduct Target Ther



Approximately half of the known pathogenic genetic variants are due to
single-nucleotide variants (SNVs).

Over 96% of observed human genetic variants are SNVSs.

With over 99% currently lacking a clinical interpretation

Sun H & Yu G. 2019, Sci. Rep
Auton et al., 2015 Nature



Objetivo

Explorar funcionalmente o papel de RBPs em estagio precoces do
desenvolvimento e interrogar a relevancia de novas variantes encontradas em
RBPs na populacao Brasileira, buscando entender sua relevancia para doencas

genéticas, raras e nao diagnosticadas



Objetivos de curto prazo

e Determinar caracteristicas co-reguladas baseada na integracao multi-omica
por modelos de variaveis latentes,

e Producao e screening de moscas paciente-especifico guida por dados omicos,
revelando target hits para screening de moléculas,

e Estratificacao genomica e teste de diferentes hits em modelos in vivo (moscas)
e in vitro pre-clinicos derivados de iPSCs



Objetivo de médio prazo

Revelar hits com potencial terapeutico (capazes de reverter/bloquear
fenotipos associados) para perfis moleculares de associados a RBPs
paciente-especifico do Brasil



Exploracao funcional de RBPs associadas a doencas por uma abordagem multi-omica
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Doutorado
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Current Research in Insect Science
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A Rhodnius prolixus catalytically inactive Calpain protease patterns the
insect embryonic dorsal-ventral axis

Alison Julio ™", Tainan C. Guedes-Silva ®, Mateus Berni ™, Paulo Mascarello Bisch °,

Helena Araujo ™
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- automated single-cell analysis

- align to exon and intron ....1C O pe ASAP /" - ._j - cell type-specific markers
D O u t o r a d O raw - remove index-hopped reads = |\ e e, «__ gene expression
- correct counts (ambient RNA) P o= rr e - data visualization
data - remove doublets : 1| . M m‘-_f- . ’ m - community annotation
- filter out genes and cells = | 3 :
- clustering h ................... \ - GRN: gene regulatory network
z r ' - ModuleScore

- downloadable Loom files
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New Drosophila Calpain function

Julio etal., in prep
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Pos-Doutorado

EMBL COURSE

Whole transcriptome data analysis
26 - 31 May 2024, EMBL Heidelberg
#EMBLDataAnalysis

Bulk-RNAseq and

sc/sn RNAseg
Docker4seq and rCASC packages
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Selecao de variantes de RBPs baseada em frequéncia e estrutura
AlphaMissense
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Contents lists available at ScienceDirect

Comparative Biochemistry and Physiology, Part C

journal homepage: www.elsevier.com/locate/cbpc

Multiple resistance to pirimiphos-methyl and bifenthrin in Tribolium @mmrk
castaneum involves the activity of lipases, esterases, and laccase2¥*

Alison Henrique Ferreira Julio **, Adriana Aparecida Sinépolis Gigliolli ¢, Kitia Aparecida Kern Cardoso ®,
Sandro Daniel Drosdoski ?, Rodrigo Amaral Kulza ?, Flavio Augusto Vicente Seixas ¢,
Maria Claudia Colla Ruvolo-Takasusuki ¢, Cristina Giatti Marques de Souza ©, Ana Silvia Lapenta **

* Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia Celulor da Universidade Estadual de Maringd, Parand, Brazil
¥ Centro de Ciéncias Exates Departamento de Ciéncias, Universidade Estadual de Maringd Campus de Umuarama, Parand, Brazil
© Departamento de Bioguimica da Universidode Estadual de Maringd, Parand, Brazil
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Doutorado

During the PhD, | investiged the Calpain A:Cactus interaction, modulating the NFkB

t= 0 ns t= 350 ns
Salt bridge along MD Cactus
Cactus Per-residue Mutagenesis Calpain A ) ;
; MM(GB)PBSA  S2 cell <A 5 U] B
Calpain A Interface Totai Kc)al.fmol cm;is da@%ﬂ“ B RT S
- ) gh ; Cactus  <-10.00 Mutagenesis .
Glud18 a@g

Arg251
Arg316
Aspd10
Arg251
Arg283
Arg283
Argad5 |
Aspd17
Glu409
Glu418
Glud20
Glu420
Glu456
Asp152
Aspd17
Asp244
Lys13
Lys6
Lys13
 Lys6
Glu9
Glu320

Distance Calpain A:Cactus

Calpain A [Cys143] - Cactus [His149] Approximation u atus cleavage site to Calpain A acitve site

./ B\

24— —

Cactus ankyrin domain

Cactus IDR domain
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0 50 100 15 200 250 300
Hanosaconds .Alter Cactus N-terminal rearrangement in MD

Julio et al., in prep.



Pos-Doutorado

What is structural base of the new missense Tardbp F194L mutation?
RRM1 RRM2 Low complexity

I | I
300 400 500

Low complexity

AlphaFold
TDP-43 Prediction



Abordagem para screening em larga escala para descoberta de genes com

potencial terapéutico para patologlas envolvendo RBPs

2° passo de screening
top-hits validados
Modelo de derivado de

iPSC humana

Morte celular

5 Hits com
: potencial
: Protetor

------------

Célula saudavel
Fenotipos em
olhos easas Q

Modelo

variante
. especifico em
hits __~_ Drosophila

e LS. m Resultados
Ll de NGS entre
1° passo de screening -

multiplas

- Recuperagao de omicas
Selecao Fenoétipos em olhos e

funcional e asas apos RNAi/

pequenas
@ moleculas —L

Variantes e hits enriquecidos para
RBP de pacientes brasileiros

e,

top-hits
validados




Larva de mosca produzindo proteina
humana associada a Células de doadores humanos

Esclerose Lateral Amiotréfica produzindo proteina humana
13 min | | assouada a Esclerose Lateral Amiotroéfica
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GMR-G4>UAS-TDP-43-WT-YFP
UAS-TDP-43-WT-YFP - lll Chr GMR-G4 - Il Chr GMR-G4>UAS-TDP-43-WT-YFP

Human TDP-43
promotes
eye degeneration

GMR-G4>UAS-TDP-43-WT-YFP
UAS-TDP-43-WT-YFP - lll Chr GMR-G4 - Il Chr GMR-G4>UAS-TDP-43-WT-YFP
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Abordagem para screening em larga escala para descoberta de genes com

potencial terapéutico para patologias envolvendo RBPs

2° passo de screening
) . Morte celular

top-hits validados

Modelo de derivado de

iPSC humana
5 Hits com
: potencial
Protetor
v

------------

Célula saudavel

It '|1|
_F-I |I |

e
{ f l: ‘i'lﬂﬂ b

Modelo Caroline Moreira

variante : : " :
Variantes e hits enriquecidos para

especifico em ; do:
Drosophila RBP de pacientes brasileiros

mmmmq_._

% Resultados \
) _ de NGS entre
1° passo de screening multiplas
‘ Recuperacio de omicas .
I Fendtipos em olhos
fﬁﬁcﬁgzgl e asas apos RNAi/

pequenas
—~ moleculas

Joao Victor Loss
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top-hits
validados




Translating the fly findings to patient specific IPSC-derived cell lines

BD FACSAria llu
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3 New heterozygous Tardbp clones -

Isolated SC and expanded

EDITED SAMPLE 108 TO 173 BP

GCCAAGATGAGCCTTTGAGAAGCAGAAAAGTGTTTEGGGGGGGGGTGG we C RA AG A AMI GG AT G G A G
1500

1000
500 A A \/\

CONTROL SAMPLE 65 TO 130 BP

2000 cCCA MGAT GAGCCTTTGAGAAGCAGAAAAGT GT TT

1000

130
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NIL and NIP transcription factors program spinal and cranial
motor neurons, respectively

Objetiva 10X
Cultivo em Stemflex sem P/S

Dox 24h
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2A1-G3 NIP




Multiomic applied to the discovery and validation of VUS, genes, and small

molecules with therapeutic potential in a patient specific manner for
precision medicine

/\ U2 snRNP

U1l snRNP %

ASO Intron
Exon Hi— Exon
5"splice/ Intronic splicing
site silencer PHES A
\ / SF3B1 Branch site
SMA drugs Antitumour drugs

Gebauer et al., 2021. Nat.Rev.Genet.



Ensino no programa de graduacao em Biologia celular e
desenvolvimento

- Disciplinas obrigatdrias do Programa de Biologia Celular e Desenvolvimento

aplicando bioinformatica para obtencao de insights com significado biologico.
- Nova disciplina para graduacao
- Nova discuplina para pos-graduacao
- Contribuicao para as disciplinas ja existentes



Ensino no programa de graduacao em Biologia celular e
desenvolvimento

- Disciplinas obrigatdrias do Programa de Biologia Celular e Desenvolvimento

Edital UFRJ n” 72, de 02 de Fevereiro de 2024
Processo Seletivo Simplificado para Professores Substitutos
Instituto de Ciéncias Biomedicas Programa de Graduacdo em Biologia Celular e do

Desenvolvimento. Area: Biologia Celular e do Desenvolvimento

Aprovado e convocado
Centro: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Unidade: INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Departamento: PROGRAMA DE GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E DO
DESENVOLVIMENTO

Setor / Area: BIOLOGIA CELULAR E DO DESENVOLVIMENTO

Cddigo da Opcgao de Vaga: PSS-020



Ensmo de bioinformatica no programa de Biologia
celular e desenvolvimento

Compreendendo a biologia celular e do desenvolvimento pelas lentes da bioinformatica

- Proposta de nova disciplinas: Aplicando a bioinformatica nas ciéncias biomedicas:
insights de relevancia terapeutica

Meétodo de ensino ativo e hibrido

Abordagens computacionais e praticas de programacao

Exploracao de banco de dados:

BioldgicosDesenvolvimento de Algoritmos:



Ensino de bioinformatica na pos-graduacao dentro
do ICB

Compreendendo a biologia celular e do desenvolvimento pelas lentes da bioinformatica

- Proposta para novas disciplinas para pds-graduacao:
Mecanismos pds-transcricionais para expansao de complexidade celular
Bioinformatica aplicada a Multi-Omica

- Contribuicao para as disciplinas ja existentes:
BMM-707 - Biologia Molecular e Genomica Funcional
BMM-741 - Mecanismos de splicing alternativo em tumores
BMM-762 - Bioinformatica basica
BMM-788 - The Next Generation Sequencing




Buscar financiamento para a producao de Doro Il - a mosquinha bioinformata
Identificando doencas genéticas hereditarias usando ferramentas de biologia molecular

Continuar atuando na divulgacao ciéntifica em conjunto com o
Espaco Memorial Carlos Chagas Filho

§ 1L




Inovacao

Convergéncia de métodos em bioinformatica com engenharia genética para
descoberta de
alvos e moléculas para potenciais terapias em doencas genéticas usando a

Alto valor agregaagordagem From Fly to Human

Transferéncia de tecnologia de novas L)
hn
moléculas Tabaan ﬂé
-

U2 snRNP

ASO \
. . Int
Reposicionamento de drogas Fxon I m___"eron Exon |
5"splice/ Intronic splicing
site silencer PHF5A
/ SF3B1 Branch site
SMA drugs Antitumour drugs

Alelos especificos para terapia baseada em ASO
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9 i , para rastreamento genético funcional

4

/ Acelerando a entrega de solucoes translacionais aplicadas a

- Sy

v, emergéncias de saude publica que possuem base genética
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Importancia da relacao entre uma variante e o fenotipo de uma doenca

busca de variantes - @
Empresas e labs de Sequenciamento sHomas
$100 - 200 por

genoma humano

Amostra de DNA de
um paciente

Qual a relevancia
da variante?
Mais Patogénica?

E necessario mais que
Sequenciamento de DNA

Fiy\'ZHuman E .
Empresas farmaceuticas



Nossa Solucao

Supera limitacoes das abordagens atuais para validar novas variantes

aseeeee———— ) ———

Validacgao de Geracao de Geracao de
variante modelo modelo em
de risco Drosophila células de

Ferramentss 1° passo de pacientes
Genomicas

rastreamento ﬂ

Modelo
transgénico

‘0 L

Alvos com
potencial
protetor

Baseada em conservacao

Busca de dados
A.l e Machine Learning

.
Fly2Human Alvos
validados



Provas de conceito(POC): nova variante génica

encontrada em paciente com uma doenca rara (ELA)

aos 58 anos
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Lab. Genética Humana
(10C/Fiocruz)
Lab. Neurobiologia Celular e
" Molecular (UFR]))
Fly2Human

Paciente (ELA), masculino, ébito

Modelos de precisao - paciente especifico

POC 1

Proteina
modificada

POC 2

GMR-G4>UAS-TDP-43-WT-YFP .
GMR-G4 - Il Chr GMR-G4>UAS-TDP-43-WT-YFP CGGAAACTCTTCGTCTTTTCACAAANCACCCCGCGACATGTCTCCTGTACTGACTCCTACTCGACGCCCTCAAGA

Células iPSC derivada

paciente editada

D hil
4 AL ER

7° mutante obtido
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Timeline

Maturagao

Prova de conceito:

Esclerose Lateral
Amiotrofica (ELA)

BRASIL

Ideacao
@

Colaboracgoes
Doencas genéticas
raras (IOC/FIOCRUZ) e

Instituto Deolindo
Couto

 selecionado
INOVA-SVS-FIOCRUZ

POC3
INOVA-UFR]

COPPE-UFR]

’. 2022 - 2023 2024 2024

®
POC 1

Editais subvencao
POC 2




Capacidade de atracao de recurso proprios

2 Inser¢cao no mercado

Cioverno do Fstado do Rio de Janeiro
Fundagko Carles Chagas Filho de Amparo & Pesquisa do Fstado do Rio de Janeim
Presidéncia

TERMO DE OUTORGA E ACEITACAO DE AUXILIO

TERMO DE OUTORGA E ACEITACAQ DE AUXILIO
N® DO PROCESSO SEI-260003/011215/2024 - ADT 1 N° DE MATRICULA 2018.05688.8

Parcela Unica
Ref. Proc. E<-26/290.012/2024 Deliberacio: 2024/6442

INCUBADORA

PROGRAMA E_17/2023 - PROGRAMA  "DOUTOR  EMPREENDEDOR: D E E M PR E SAS
TRANSFORMANDO CONHECTMENTO EM TNOVACAO - 2023"
PROJETO Fly2lHuman - Plataforma biotecnolégica para rastreamento genético

funcional

COPPE/UFRJ

OUTORGANTE Fundagiio Carlos Chagas Filho de Amparo 4 Pesquisa do Estado do Rio de

Janeiro
OUTORGADOD Alison Henrigue Ferreira Julio
PLANO DE AFLICACR{}
CUSTEIO T eOw e ® o~ (] (]
Serv. Tere. Pessoa Juridica 10750, 00
Mat. Consumo Macionais 57.623,00 I I I
Despesas com a manutengiio de rotina 1.627,00
TOTAL T o0, O

PRAZO DE EXECUCAO DO PROJETO: 24 (vinte e quatro) meses a contar do depdsito da ltima

e
parcela do fomento na conta bancaria do Outorgado,
Caso o Outorgado pretenda solicitar a prorrogaciio deverd ser apresentade com anteced@ncia I
minima de 30(trinta) dias.

RELATORIO TECNICO-CIENTIFICO ¢ PRESTACAO DE CONTAS: Deverdo ser enviados no

prazo maximo de 60 (sessenta) dias a partir do término do prazo total de execucio do projeto.
Ao término do projeto, se houver saldo remanescente na conta corrente, o Qutorgado deverd devolver o

e A e » pwamene & o oun e reonmere st e Primejro cliente - Lab UNESP -Jaboticabal

Termo de Outorga de Aceitacio de Auxilio Financeiro

il AT/ Papers_Rhodnius/FAPERFaper] Doutor empresndedor 202202023 FAPERJ_Doc_empre_Toos para envielDocs_Bolsa_lermol2014_08_12 14



Orientacoes ligadas a Fly2Human - demonstrando habilidades de
gerir recursos financeiros e formacao de recursos humanos
conectando Empresa - Universidade

Giulia Lavouras Lucas Mello  Ana Luiza Delorenzi



Nothing in Biology makes sense except in the light of Evolution.

Theodosius Dobzhansky. 1973

The American Biology Teacher, 35:125-129

Nothing Little in Biology makes sense except in the light of Evelution Structure.

Ernest Fraenkel. 2014

7.91J, Spring 2014. Foundations of Computational and Systems Biology.

Little in Biology makes sense except in the light of Structure and Function.

Claudia dos Santos Mermelstein. August 12, 2022.






Shared genetic risk between ALS and neurodegenerative diseases.
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Stress or aging

Stress granule .
pTDP-43

Cytoplasmic
TDP-43
liquid droplets
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Gasset-Rosa et al 2019. Neuron




PolyQ Size matters

Ataxin-2
polyQ length

a >34Q

A 4
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Long polyQ expansion

b 27-33Q
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Intermediate-length polyQ
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Normal-length polyQ mislocalization

Cytoplasmic aggregates
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Predominant site
of aggregation
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PolyQ and brainstem
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TDP-43 Basal ganglia
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Ataxin-2 Spinal cord
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accumulation
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Ataxin-2
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cortex

Disorder

SCA2

Parkinsonism
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