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Resumo

Apds a sequenciacao dos genomas de diversos organismos, passou-se a fase de anotagao dos
genes, tendo muita desta informagao ficado disponivel para ser processada e transformada em
conhecimento.

Neste contexto, é especialmente importante o estudo dos mecanismos de interaccoes entre
genes, ou seja, o estudo das redes de regulacao genética.

Este trabalho tem como objectivo desenvolver uma plataforma que suporte o estudo des-
tas redes, esperando-se que venha a constituir um repositério integrado de toda a informagao
relevante para os fendmenos de regulacao gendmica no organismo Saccharomyces cerevisiae.
A plataforma inclui uma base de dados de suporte & informacao ja adquirida, interfaces para
utilizadores finais e para administradores e curadores da informagao. Inclui também conec-

tores para implementacoes de algoritmos de andlise e suporte a descoberta de conhecimento.

Keywords: Bases de dados, Saccharomyces cerevisiae, redes de regulacao, genes, factores de

transcri¢ao, consensus
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Abstract

After the sequencing of the genome of a number of organisms, the main challenge resides in
the interpretation of the large amounts of data generated.

In this context, is it specially relevant the study of the mechanisms of interaction between
genes, that is, the study of gene regulatory mechanisms.

This work consists in the development of a platform that supports the study of these
networks, and is expected to evolve into an integrated repository of all relevant information
for the phenomena of genetic regulation in the organism Saccharomyces cerevisiae. The
platform includes a database for storing already known information, interfaces for final users
and for administrators and curators. It also includes connectors with implementations of

algorithms that will be used to support the knowledge discovery process.

Keywords: Databases, Saccharomyces cerevisiae, regulatory networks, genes, transcription

factors, consensus



vi



Agradecimentos

Quero agradecer aos meus orientadores, Prof. Arlindo Oliveira e Prof. Ana Teresa Freitas
pela forma como orientaram este trabalho, e pelo trabalho de revisao desta tese.

Gostaria também de agradecer a todas as pessoas do grupo de Ciéncias Bioldégicas do
Departamento de Quimica do IST, pela cooperacao no desenvolvimento deste sistema. Em
especial, a Prof. Isabel Sa-Correia pelo seu sentido critico, e ao Miguel Teixeira pelo acom-
panhamento constante.

Gostaria também de agradecer aos meus colegas do grupo ALGOS, em especial & Ana,
Oscar, Orlando e Miguel pelas sugestoes e criticas construtivas, e ao Nuno pelo trabalho de
revisao desta tese.

Por ultimo, gostaria de agradecer & minha familia, pelo apoio e suporte demonstrados ao

longo de todos estes anos.

vii



viii



Glossario

ADN - Molécula de Acido desoxirribonucleico composta por duas cadeias de nucledtidos
formando uma dupla hélice. O ADN transporta a informacado genética necessiria para a
organizacao e funcionamento de uma célula.

Anotacgao de genes - A informacao relativa as entidades envolvidas no estudo de genes,
em que condicoes foi obtida e por quem, guardada num repositério publico para consulta
posterior.

Anti-codao - Sequéncia de trés nucledtidos pertencente ao tARN que é complementar a
um codao no mARN.

ARN - Molécula de Acido ribonucleico. Esta molécula é utilizada durante a sintese de
proteinas.

ARN mensageiro (mARN) - Molécula de ARN que tem como objectivo transportar a
informagao contida no ADN até ao processo de tradugao. Esta molécula é transcrita a partir
da molécula de ADN, sofre um processo de maturacao onde sdo retirados todos os nucledtidos
nao codificantes, e é traduzida em aminodcidos no ribossoma.

ARN polimerase - Enzima responsavel pela sintese de uma nova molécula de ARN.

ARN ribossémico (rARN) - Constituinte dos ribossomas.

ARN transferéncia (tARN) - Molécula de ARN que transporta os aminoédcidos para
o ribossoma para a sintese de um polipéptido. Durante a traducao quando o anti-codao
emparelhar com um codao pertencente ao mARN, o aminoacido transportado é inserido na
cadeia polipeptidica.

Codao - Sequéncia especifica de trés nucleétidos no mARN. Durante o processo de
traducao tém uma correspondéncia para um dos vinte aminodcidos ou para o sinal de ter-

minacao do processo de tradugao.
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Eucariota - Organismo constituido por uma ou mais células. As células deste organismo
contém ainda uma membrana no seu interior formando um ntcleo.

Nucleétido - Sub-unidade constituinte do ADN e ARN. Cada nucleétido é constituido
por uma base azotada (Adenina, Timina, Citosina e Guanina no ADN; Adenina, Uracilo,
Citosina e Guanina no ARN), uma molécula de agiicar e um grupo fosfato.

Open Reading Frame (ORF!) - Sequéncia de nucledtidos flanqueada por um codao
de iniciacdo e um codao de finalizacao, dentro de uma determinada janela de leitura. Nem
todas as ORF contém sequéncias codificantes. O facto de aparecer um codao de iniciagao ou
finalizacao pode ser fruto do mero acaso ao longo do genoma.

Retro-transposao - Transposao que foi criado a partir de transcri¢ao inversa.

Ribossoma - Estrutura da célula onde o mARN é traduzido durante a sintese de proteinas.
Esta estrutura divide-se em duas subunidades: uma grande (50S) e uma menor (30S).

Tradugao - Processo do Dogma Central da Biologia, em que uma cadeia de mARN §é
traduzida num polipéptido. Corresponde ao ultimo processo da sintese de uma proteina.

Transcrigao - Processo do Dogma Central da Biologia, em que uma cadeia de ADN §é
transcrita numa cadeia de mARN.

Transposao - Sequéncia de ADN que é flanqueado por sequéncias repetidas, com capa-
cidade de se mover ao longo da sequéncia de ADN.

Splicing Alternativo - Etapa durante a maturacdo do mARN em que os introes sao
removidos e é possivel um rearranjo ou uma seleccao dos exdes existentes nesse gene. Esta

etapa permite a um gene codificar mais do que uma tnica proteina.

'Em Portugués, Grelha de leitura aberta
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Motivacao

Até a década de 90, o principal objectivo dos projectos na area da gendémica consistia na
sequenciacao de genomas dos mais diversos organismos. Todos os dias, sequéncias com milhoes
de bases de dcido desoxirribonucleico (ADN) foram, e continuam a ser, armazenadas em
grandes bases de dados. Apesar da sequenciacdo de genomas continuar a produzir um enorme
volume de informacao, a comunidade cientifica passou a dar uma maior énfase a transformacao
desses dados em conhecimento. A necessidade de software cada vez mais sofisticado, bem como
de novos algoritmos levou ao aparecimento de uma nova area de interligacao entre a biologia
molecular e as ciéncias de computacao, a Bioinformatica. Este termo foi criado em meados dos
anos 80 e originalmente, referia-se & manipulacao e andlise de sequéncias recorrendo ao uso de
computadores. Actualmente, refere-se & aplicacdo das ciéncias da computacgdo na aquisicao,
manipulacao e andlise de todo o tipo de informacao bioldgica.

A expressao de um gene especifico estd dependente da presenca de determinadas proteinas
na célula, os factores de transcrigao. Por sua vez, estas proteinas sao o resultado da expressao
de outros genes. As relagoes gene — proteina — gene sao normalmente designadas de redes
de regulacao genética.

O conhecimento destas redes de regulagao é de extrema importancia na investigagdo em
Biologia Molecular e Medicina, tendo aplicagoes tao variadas como a anélise do ciclo de vida
das células, o estudo de doencas hereditarias, a evolucao do cancro ou o desenvolvimento de

terapéuticas.



2 CAPITULO 1. INTRODUCAO

O sistema desenvolvido nesta tese consiste numa base de dados de factores de transcrigao.
Este sistema permite identificar mecanismos de regulacao e visualizar potenciais factores de
transcricao, entre outras funcionalidades. Este sistema estd a ser desenvolvido em estreita
colaboracao com o grupo de Ciéncias Biolégicas do IST, e concentra muita da informagao
referente ao organismo Saccharomyces cerevisiae, que é uma levedura. Este organismo é o

eucariota mais simples, sendo amplamente estudado pela comunidade cientifica.

1.2 Contribuicoes e Objectivos desta Tese

O principal objectivo desta tese é o desenvolvimento de uma base de dados que relacione
a informagado gendémica associada a regulagdo de genes, por forma a permitir a andlise da
influéncia, directa ou indirecta, de um determinado gene, na regulagao de outros genes. De
uma forma mais lata, pretendemos criar uma ferramenta que auxilie na identificagao das redes
de regulacao genéticas do organismo Saccharomyces cerevisiae.

Existem, actualmente, varias bases de dados que providenciam parcialmente esta in-
formacao. No entanto, parte destas bases de dados nao estao actualizadas, porque deixaram
de ser mantidas, como é o caso da SCPD [1]. Outras, quando comegaram a ter um inte-
resse publico significativo tornaram-se fechadas, como é o caso da YPD [2] que se tornou
propriedade da Incyte Corporation, que apresenta actualmente restricoes de acesso. Para o
organismo Saccharomyces cerevisiae existe a base de dados oficial da comunidade que o es-
tuda, a Saccharomyces Genome Database (SGD) [3]. Esta disponibiliza praticamente toda
a informacao obtida pelos grupos de investigacdo, mas nao apresenta um cruzamento de
informacao adequado para o problema da identificagdo ou inferéncia de redes de regulagao
genéticas.

Pretende-se também, com este trabalho, a integracao de muitos dos dados existentes

noutras bases de dados. Assim, o sistema desenvolvido tem os seguintes objectivos:

e permitir o acesso generalizado de todo o publico, independentemente do seu caracter

publico ou privado e qualquer que seja o seu interesse;
e disponibilizar informacao relativa aos promotores de genes, tal como a SCPD [1];

e disponibilizar informacao relativa a factores de transcrigao, as suas zonas de consensus

e a lista de genes regulados, tal como a TRANSFAC [4] e a SCPD [1];
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e permitir a visualizacao dos genes potencialmente regulados por um determinado factor

de transcrigao;

e integrar as hierarquias de terminologias do Gene Ontology Consortium [5], permitindo

assim dar um contexto seméntico as pesquisas efectuadas.

1.3 Organizacao do documento

Este documento estd estruturado da seguinte forma:

No glossario sao apresentados alguns dos termos referentes a Biologia Molecular.

No capitulo 1 é efectuada uma introdugéao do sistema desenvolvido e apresentadas as
contribuicées que o mesmo oferece.

No capitulo 2 sao introduzidos alguns conceitos basicos de Biologia Molecular essenciais
a compreensao dos processos relativos ao Dogma Central da Biologia, ou seja, os processos
necessarios a expressao dos genes. E também feita a ponte entre estes processos biolégicos e
a necessidade da informética na andlise e compreensao dos mesmos.

No capitulo 3 é descrito o processo de identificacao e definicdo dos conceitos bioldgicos
de forma a serem introduzidos na base de dados. S&o também descritas as trés ontologias
desenvolvidas pelo Gene Ontology Consortium e a forma como estas foram utilizadas no
sistema desenvolvido.

No capitulo 4 é descrita a arquitectura do sistema, dando particular importancia aos
métodos utilizados na extraccgao, tratamento e carregamento da informacao para a base de
dados.

No capitulo 5 sao descritas as funcionalidades implementadas.

No capitulo 6 ¢é efectuada a avaliacdo do sistema, demonstrando a importancia do desen-
volvimento de um sistema desta natureza.

No capitulo 7 sdo apresentadas as conclusées e perspectivado o trabalho futuro.



CAPITULO 1. INTRODUCAO



Capitulo 2

Conceitos de Biologia Molecular

A Biologia Molecular dedica-se ao estudo das interacgoes entre os varios sistemas da célula,
incluindo as relagdes entre o écido desoxiribonucleico (ADN), 4cido ribonucleico (ARN) e
sintese de proteinas, tendo como um dos objectivos principais explicar como estas interacgoes
sao reguladas.

Neste capitulo sao apresentados alguns dos conceitos béasicos da area da Biologia Mole-
cular necessarios & compreensao do processo de transcricao de genes, descrito na secgao 2.5.
Pretende-se com a apresentacao destes conceitos facilitar a compreensao da importancia do

trabalho desenvolvido para a investigagao da area da Biologia Molecular.

2.1 Molécula de ADN

O ADN é a molécula base do material genético encontrado em todas as células, contendo a
informacao necessaria para controlar os mecanismos celulares. E através do ADN que a in-
formacao genética é passada de geracao em geracao. A molécula de ADN é composta por duas
cadeias de nucleétidos unidas em dupla hélice (Figura 2.1). Um nucleétido é uma molécula
composta por uma pentose, um grupo fosfato e uma base azotada. No ADN, podem ser
encontrados quatro tipos de nucleétidos, diferindo a sua composi¢ao apenas na base azotada.

A cada tipo de nucleétido estd associada uma letra que é a abreviatura da sua base azotada:
Adenina (A), Guanina (G), Citosina (C) e Timina (T). Estas bases azotadas encontram-se
no interior da dupla hélice, sendo responsaveis pelo emparelhamento das duas cadeias do

ADN. O emparelhamento das bases das duas cadeias de ADN é muito especifico: a Adenina
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emparelha com a Timina e a Guanina emparelha com a Citosina. A descoberta da estrutura

tri-dimensional do ADN deve-se a J. Watson e F. Crick [6] em 1953.

Pontes de Hidrogénio

Figura 2.1: Estrutura de dupla hélice do ADN.

A estrutura em dupla hélice, em conjunto com a limitacdo de emparelhamento das suas
bases azotadas, impoe que a ordem da sequéncia de bases de uma cadeia defina a ordem da

outra cadeia. Diz-se, por isso, que as cadeias sdo complementares.

2.2 Molécula de ARN

O Acido Ribonucleico (ARN) é um 4cido nucleico semelhante ao ADN. No entanto, existem
trés diferencas principais entre estes dois acidos.

A primeira prende-se com o facto de os nucleétidos da molécula de ARN conterem o agicar
ribose ao contrario da desoxirribose (esta é a origem da diferenca no nome das moléculas). A
segunda diferenca tem a ver com o facto de a molécula de ARN nao conter a base azotada
Timina (T). Em substitui¢ao desta base azotada, o ARN contém outra base azotada com o
nome de Uracilo (U). A terceira diferenga tem a ver com o facto de a estrutura da molécula

de ARN néao ser em dupla hélice. A molécula de ARN é constituida por uma cadeia simples
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de nucledtidos.

2.2.1 ARN Mensageiro

O ARN Mensageiro (mARN) contém um cépia da informacao genética contida no ADN, tendo
como principal diferenca a substituicdo da base azotada Timina pelo Uracilo. O mARN é
sintetizado a partir do ADN aquando do processo de transcrigao (ver sec¢ao 2.4.1). Nos
organismos eucariotas, este processo ocorre dentro do nucleo da célula. O mARN resultante
vai transportar a informagao genética do niucleo para o citoplasma, onde ird ocorrer outro
processo celular, a traducao (ver seccao 2.4.3), que culmina com a sintese de um polipéptido,
uma proteina. No caso dos organismos procariotas, nao existe um ntcleo individualizado
e a sintese do mARN é imediatamente seguida pela sintese proteica, ocorrendo quase em

simultaneo.

2.2.2 ARN Transferéncia

A molécula do ARN Transferéncia (tARN), como se pode ver na Figura 2.2, é uma sequéncia
de nucledtidos que estabelecem ligacoes entre si, formando uma estrutura cuja funcao é trans-
porte dos aminodcidos correspondentes aos codoes (ver glossario) lidos do mARN.

T
784

35;; Terminal aceitador

T4c

Dominio

Anti-coddo % %:
L

Anti-coddo
a) Estrutura secundaria b) Estrutura tercearia

Figura 2.2: ARN Transferéncia.
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A sequéncia de trés nucleétidos do tARN que emparelha com a sequéncia de trés nu-

cleétidos do mARN tem o nome de anti-codao (ver glossario).

Existe um tARN especifico para o transporte de cada aminoédcido. No entanto, o local de
ligacao entre qualquer tARN e o0 aminodcido correspondente é composto pela mesma sequéncia
de trés nucledtidos, AAC. A proteina sintetizada é composta pelo conjunto de aminoacidos

transportados pelos tARN até ao ribossoma.

2.2.3 ARN Ribossomico

Outra forma de ARN é o ARN Ribossémico (rARN). Este ARN é o maior constituinte
dos ribossomas (ver glossario). Os ribossomas sao organitos celulares onde ocorre a sintese
proteica, ou seja, onde o mARN ¢ lido e traduzido para dar origem a uma proteina, como
ilustrado na Figura 2.3. Sao constituidos por duas sub-unidades de diferentes tamanhos. A
sub-unidade maior contém o local de ligacao do tARN carregado com o aminodcido respectivo.
A menor contém o local de ligacdo para o mARN. Assim, a sub-unidade mais pequena do
ribossoma fixa o mARN, enquanto a sub-unidade maior faz o emparelhamento do codao
com o anti-codao do tARN. Para cada aminoacido que vai sendo transportado pelo tARN, o

ribossoma promove a ligacao de ligagoes peptidicas para ligar esse aminoacido aos anteriores.

—- Formagdo de novas

HaN ~ aa, aa ligacbes peptidicas
3 aa aag e aag H
3 HoN c’
H a H >R
O/ q ! /Rs e - /é\ 7
N e\ 400
< <\=OH C\=O OO
G 9] (o}
A A
C C
C C
tARN, gocal Locas aa, -tARN
a partir OO i 4 /04 L L
¢ \ / /G a chegar
k Usbl=l A=G=C
g (5 e ST
5,]IIIIIIIIIIlIIIIlIIIlIIIII:3,
mMARN
G A rucaly C Movimento dos ribossomas
Coddo Coddo Coddo Coddo Codao Codao Codao Formacdo de novas
aaq aag aag aay aas aag ) ligagdes peptidicas

Figura 2.3: Traducao do mARN - Ribossoma a efectuar a sintese proteica.
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2.3 Estrutura dos Genes (em eucariotas)

O cédigo genético de uma determinada sequéncia de ADN é definido pela sequéncia de bases
na cadeia de nucleétidos. A ordem pela qual as quatro bases aparecem ao longo de cadeia de
ADN é, portanto, critica para a célula, correspondendo as instrugoes do programa genético
dos organismos. A cadeia de ADN é formada por zonas codificantes, os genes, e zonas nao

codificantes, zonas intergénicas, como apresentado na Figura 2.4.

Figura 2.4: Estrutura dos genes.

A cada gene estd associada uma regiao promotora situada geralmente a montante deste,
servindo de ligacao as proteinas que iniciam o processo de transcri¢ao, como apresentado na
Figura 2.5. A seguir a regiao promotora o gene é composto por uma sequéncia de inicio da
transcricao e por uma regiao que, apesar de transcrita, nao serd traduzida, denominada de
UTR!. A seguir a esta regido existe o sinal de inicio de traducao, sinal que dé inicio & sintese
de proteinas (ver secgao 2.4.3).

Internamente os genes sao constituidos por sequéncias codificantes, os exoes, intercaladas
por sequéncias nao codificantes, os introes (Figura 2.5). Na regiao a jusante, temos o sinal
de terminacao da traducao, e o sinal de terminacao de transcrigcao, separados por uma regiao
nao traduzida.

Os genes contém as instrugoes para criar as milhares de proteinas encontradas numa célula.

O conjunto de genes que constituem a informagao genémica de um organismo tem o nome de

Do inglés, Untranslated Region.
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genoma.

Sendo os genes os portadores da informacao genética essencial para a criagdo das proteinas,
convém perceber qual é a relacdo entre a linguagem do ADN, os nucleétidos, e a das proteinas,

os aminoacidos.

2.4 Expressao dos Genes

As proteinas sdo constituidas por aminoacidos que, tal como os nucledtidos na sequéncia
de ADN, estao ordenados numa sequéncia linear. Conhecem-se vinte aminodcidos comuns
a todos os organismos. A ordenacdo dos aminoacidos numa molécula proteica confere-lhe
caracteristicas e fungoes bioldgicas especificas. A alteracao de um aminoacido numa sequéncia

pode conduzir a uma modificacao na estrutura e funcao bioldgica dessa molécula.

A informagao para a ordenacao dos aminoacidos estd contida no ADN sob a forma de um
c6digo que reside na sequéncia das bases azotadas da molécula. O processo biolégico para
a sintese de uma proteina resume-se, basicamente, a conversao da informacgao contida numa

sequéncia de nucleétidos de ADN para a sequéncia de aminoécidos da proteina.

O co6digo genético corresponde ao dicionario que a célula utiliza para traduzir a linguagem
do ADN em linguagem proteica. Cada trés nucledtidos constituiem uma palavra, codao, que
determina um aminoacido. Embora varios codoes codifiquem o mesmo aminoacido, o mesmo
codao nunca codifica aminoédcidos diferentes. O codao ATG tem uma dupla fungédo: codifica
o aminodcido meteonina e é um codao de iniciacdo? da sintese proteica. Os coddes TAA,
TAG e TGA nao designam aminodacidos e representam sinais de fim de sintese, chamando-se

coddes de finalizacao®.

No processo biolégico em que a partir de uma sequéncia de ADN é gerada uma proteina
(Figura 2.5), existe uma molécula, o Acido Ribonucleico (ARN), que actua como inter-
medidria. Este fluxo de informagao genética, designado de Dogma Central da Biologia Mole-

cular [7], envolve quatro etapas: a transcrigdo, a maturagao, a traducao e a replicagao.

2Em Inglés, start codon.
3Em Inglés, stop codon.
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Figura 2.5: Dogma Central da Biologia Molecular - do ADN as Proteinas.

2.4.1 Transcrigcao

O primeiro passo, a transcrigdo, tem como objectivo a sintese de ARN. Neste passo ¢ feita
uma cépia complementar da cadeia de ADN, sendo a base azotada Timina (T) substituida
por uma outra base, o Uracilo (U) que, como ja foi anteriormente referido, apenas existe na
molécula de ARN.

A transcricao de um segmento de ADN forma um ARN mensageiro preliminar, o pre-
mARN. Esta transcrigdo inicia-se sempre na extremidade a montante do gene, designada de
terminal 5’ da cadeia de sentido directo?. A ARN Polimerase II sintetiza ARN no sentido
5 — 3’, que é igual a cadeia de ADN no sentido directo, servindo-se da cadeia de sentido

5 como molde, terminando na extremidade a jusante do gene, designada de terminal

inverso
3’. Devido ao facto do ADN ser constituido por duas cadeias complementares, o terminal 5’
de uma cadeia corresponde ao terminal 3’ da outra.

A transcricao inicia-se com a ligagdo da ARN Polimerase II a regiao promotora do gene.

Para além da ARN Polimerase 11, diversas proteinas ligam-se num complexo para dar inicio

a transcricdo. As proteinas deste complexo denominam-se factores de transcricdo. Alguns

4Em Inglés, forward strand.
SEm Inglés, reverse strand.
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factores de transcricao ligam-se a outros factores de transcricao formando um complexo pro-
teico. No entanto, alguns destes factores de transcricao reconhecem sequéncias especificas na
regiao promotora do gene denominadas de zonas de consensus.

Depois do complexo proteico dar inicio a transcricao, o ARN vai sendo sintetizado até ser
encontrado o sinal de fim de transcricao, sinal este que faz com que o complexo se dissocie e

se liberte do ADN terminando a transcricéo.

2.4.2 Maturagao

Apbs a transcrigao, o pre-mARN é sujeito a um processo de maturacao onde sao retirados os
introes, havendo posteriormente a uniao dos exoes. Esta remocao é denominada de splicing.

Ainda nesta fase, ambas as extremidades da molécula de mARN sofrem algumas al-
teracoes. No terminal 5’ é adicionado um terminal CAP®, ou seja, é adicionada uma base
guanina com um grupo metil, e no terminal 3’ é adicionada uma cauda poly-A composta por
varias bases de adenina. Esta cauda poly-A estd relacionada com o controlo do tempo de vida
do mARN no citoplasma.

Estas transformagoes conduzem a formagao de um ARN mensageiro maduro, o mARN.
Esta molécula é entao transportada do nicleo para o citoplasma levando a informacao para

a sintese de uma proteina. A informacao necesséria esta codificada nos codoes da sequéncia

de mARN.

2.4.3 Tradugao

A terceira etapa do Dogma Central da Biologia consiste na tradugao dos coddes da sequéncia
de mARN em aminoéacidos de acordo com o cédigo genético. A traducao desencadeia-se a
partir da extremidade 5’ da cadeia de mARN e comega no codao de iniciagdo, ATG. Os coddes
vao sendo sucessivamente traduzidos em aminodcidos e a sintese termina quando se chega a
um dos codoes de finalizagao.

Visto que cada codao é composto por trés nucledtidos e existem quatro nucledtidos, ficamos
assim com 4% = 64 possiveis combinacdes de trés nucleétidos. No entanto, existem apenas

20 aminodcidos, o que significa que existem aminodcidos que sao codificados por mais do que

SEm Inglés, capping. E este terminal que indica o inicio de tradu¢do do mARN numa proteina
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um codao. Devido a este facto diz-se que o cédigo genético é degenerado. Na Figura 2.6,

podemos ver a correspondéncia entre os codoes e os aminoacidos.

Segunda Posicao

U [ A G
Cadigo | Aminoacido | Cadigo | Aminoacido | Codigo | Aminoacido | Cédige | Amincacido
vou ey VAU T [ueu | TTE
y | uue uee | | UAC UGC
UUA [~ | UCA UAA | STOP | UGA| sToP | A
UUG UCG UAG | STOP | UGG | wup |G
L it e
@ @
2 CuA| 'Y cea| M caa _ CGA| '8 g 3
& cUG cce cae | " cee 6|5
g AUU ACU AU __ T [AGU[ (U
£|p AUC ile AcC o AAC AGC . =
£ AUA ACA ARAT TTAGAl T [A]E
AUG | met | ACG AAG AGG G
GUU Gcu GAU| (GG U
GUC GCC GAC GGC
G ga| Y |eea| M Gaa ., L GGA gly y
GUG GCG oA | 2V Gaa G |

Figura 2.6: Correspondéncia entre os codoes e os aminoécidos.

Este codigo degenerado serve como um mecanismo de minimizacao da propagacao de erros
do ADN até as proteinas. Assim, se a sequéncia de ADN sofrer uma mutacido num determi-
nado nucleétido, o mARN transcripto propagard essa mutacao para fora do nicleo até aos
ribossomas, onde a proteina serd sintetizada. No entanto, aquando da traducao do aminoacido
o erro podera ser evitado pelo facto de o codao poder ser traduzido no mesmo aminoécido.
Pode ser observado que os codoes que sintetizam o mesmo aminoécido, normalmente diferem
apenas no terceiro nucleétido.

Apoés a etapa da tradugao obtem-se como produto final as proteinas, que sdo as unidades

funcionais da célula. Sem proteinas nenhum processo celular poderia ocorrer.

2.4.4 Replicagao

Esta quarta etapa nao ocorre durante o processo de sintese de proteinas. No entanto, é aqui
apresentado por fazer parte do Dogma Central da Biologia. Este passo ocorre aquando da
divisao das células, com o objectivo de passar a informagao genética de uma célula mae para
uma célula filha, ou seja, copiar o ADN existente na célula mae para a célula filha.

Nesta etapa, complexos proteicos ligam-se a cada uma das cadeias de ADN separando-

as, enquanto outros efectuam a cépia do ADN. Assim, cada nova cadeia sintetizada é uma
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cOpia complementar da cadeira original, originando duas cadeias duplas, conforme ilustrado

na Figura 2.7.

direccdo

replicacao

Figura 2.7: Replicagao das duas cadeias complementares de ADN.

2.5 Regulacao de genes

Utilizando os conceitos da Biologia Molecular descritos nas secgoes anteriores, serao introdu-
zidos nesta seccao os conceitos de regulacao de genes, auto-regulacao e redes de regulacao.

As proteinas vao constituir os mais variados tipos de unidades funcionais da célula, ac-
tuando na degradacao de nutrientes na célula, no transporte de entidades celulares ou até
mesmo no suporte a sintese de novas proteinas. No caso de servirem de suporte a sintese
de novas proteinas, uma das suas actividades especificas é regular (activando ou inibindo) o
processo de transcricao. Estas proteinas, denominadas de factores de transcricao, contém um
dominio que reconhece uma sequéncia especifica de nucleétidos no promotor do gene alvo,
chamada zona de consensus.

E normal encontrar factores de transcricao que tém associados mais de uma zona de
consensus, ou seja, que reconhecem mais do que uma sequéncia de nucleétidos na regiao pro-
motora de um gene. O facto de reconhecerem mais do que uma unica sequéncia de nucledtidos
pode eventualmente reflectir um aumento do nimero de genes alvo da sua regulacao.

Apesar de existirem varios mecanismos de regula¢do da expressao de um gene, um dos
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mais importantes ocorre ao nivel da transcricdo. Durante a etapa da transcricao os factores
de transcricao ligam-se a regiao promotora do gene, activando ou reprimindo a transcricao

desse gene.

Existem por vezes factores de transcricao que regulam os proprios genes que lhe deram
origem. Isto significa que um gene é transcrito e traduzido numa determinada proteina, e que
esta proteina tem como fungao ligar-se a regiao promotora de genes, incluindo a do préprio

gene que lhe deu origem. A este processo da-se o nome de auto-regulacdo.

Existem ainda os conceitos de relagao de activacao e relagao de repressao. Estes conceitos
resultam do facto da regulacao de genes poder ocorrer de duas formas distintas. Um factor
de transcrigdo pode ter uma relagdo de activagdo com um determinado gene, o que significa
que a ligagao desse factor de transcricao ao promotor do gene vai influenciar positivamente a
expressao desse gene. Por outro lado, um outro factor de transcricao pode ter uma relacdo de
repressdo com esse gene o que significa que a ligagao desse factor de transcricao ao promotor

do gene vai influenciar negativamente a sua expressao.

Existem factores de transcrigao que podem ter ambas as fungoes, o que significa que, num
determinado processo celular podem activar um conjunto de genes e noutro processo podem

reprimir outros genes.

Ao conjunto das relacoes, de repressao e de activacao, dé-se o nome de redes de regulagao.
Fazendo a ponte para a drea da informdtica, mais precisamente para a drea de algoritmos,
estas redes podem ser modeladas utilizando uma estrutura de dados designada de grafo. O
grafo vai representar a rede de regulagao, indicando que a ligagao de um factor de transcricao

no promotor de um determinado gene vai influenciar a expressao deste.

Como podemos ver na Figura 2.8, podem existir no grafo nés ligados a si préprios (genes
auto-regulados), nds ligados a vdarios outros (genes que codificam factores de transcri¢ao
que regulam multiplos genes), e ainda miltiplos nés ligados ao mesmo né (varios genes que
codificam factores de transcricdo que regulam um mesmo gene). O conhecimento destas
redes tem varias aplicagoes. A organizagao dos milhares de genes de um organismo numa
hierarquia, permite-nos identificar que repercussoes tem a inactivagao ou sobre-expressao de

um determinado gene nos processos em que este estd envolvido.

Por exemplo, a identificagao das vérias interaccoes entre os genes no estudo de determi-

nada doenca, permite, através do conhecimento da func¢ao celular dos produtos dos genes,
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Figura 2.8: Exemplo de uma rede de regulacao de genes.

prever as consequéncias dessa doenca. O conhecimento de quais os genes essenciais para o
desenvolvimento de uma determinada doenca e de quais as consequéncias da sua inactivacao,

¢é de extrema importancia.

2.5.1 Regulagoes documentadas vs. potenciais

Actualmente, as regulacoes de genes sdo anotadas através de experiéncias laboratoriais em
que os bidlogos verificam a influéncia de um ou mais factores de transcricdo na expressao
de um ou mais genes. Posteriormente, quando se tem conhecimento que um determinado
factor de transcricao se liga ao promotor de determinado gene, tenta-se determinar a zona de
consensus, ou seja, a sequéncia de nucledtidos na regiao promotora do gene a que o factor de
transcricao se liga. Depois de conhecida esta sequéncia, esta é inserida numa base de dados,
bem como a informacao relativa ao factor de transcricao correspondente. Esta regulacao é a
partir deste momento uma regulagao documentada.

A descoberta de novas regulacoes de genes é um desafio apresentado nao sé aos bidlogos,
mas também aos informaticos. Devido a grande quantidade de genes e factores de transcricao
existentes, seria muito dificil para os bidlogos conseguirem laboratorialmente verificar todas
as combinagoes possiveis entre factores de transcricao e genes. Por outro lado, a computagao
pode, através de emparelhamento de cadeias de caracteres, verificar todas as possiveis re-

gulacoes. A juncgao do conhecimento bioldgico e do conhecimento inferido pelos algoritmos,
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permite validar mais eficientemente novas regulagoes, sendo sempre necesséria a confirmagao
laboratorial.

A partir de um genoma sequenciado, é possivel obter as regioes promotoras dos genes.
Por outro lado, uma vez descoberto por via laboratorial que um factor de transcrigao se liga
a um determinado consensus, é possivel, usando algoritmos de emparelhamento de cadeias de
caracteres, determinar quais os genes que contém essa zona de consensus na regiao promotora.
Com esta metodologia obtém-se genes que sao potencialmente regulados por esse factor de
transcricao. Enquanto nao houver verificacao laboratorial, estas regulacoes sao identificadas

por regulacoes potenciais.
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Capitulo 3

Estruturas de dados

Neste capitulo descreve-se o procedimento seguido para a identificagao dos conceitos relevantes
e 0 mapeamento destes conceitos para a definicao da estrutura da base de dados utilizada.

A identificag@o destes conceitos foi conseguida partindo dos conceitos biolégicos apresenta-
dos no capitulo anterior, e promovendo reunioes periédicas com o grupo de Ciéncias Bioldgicas
do Departamento de Eng. Quimica do IST, de forma a tentar perceber e estruturar o conhe-
cimento da area da Biologia Molecular necessario para a construgao deste sistema.

Apesar da informacao representada ser relativa ao organismo Saccharomyces cerevisiae,
que é um eucariota simples, este sistema modela adequadamente a maioria das relagoes exis-
tentes nos eucariotas superiores. A maior diferenca reside no facto da informacao contida
num gene, em eucariotas simples, codificar apenas uma proteina, enquanto que em eucari-
otas superiores um gene poder dar origem a mais do que uma proteina, devido ao splicing
alternativo.

O modelo utilizado para representar a informagao foi o modelo Entidade-Relagao (ER).
Este modelo permite representar informagao do mundo real em termos de conceitos e as suas

relagoes, sendo usado no desenho inicial de bases de dados.

3.1 Identificacao dos Conceitos

A informagao a representar no sistema, nao se encontrava inicialmente estruturada numa base
de dados sendo manipulada através de folhas de calculo, existindo uma folha para cada visao

possivel do problema. Assim, para encontrar uma caracteristica de um gene a partir do nome
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de uma ORF, era necessario ir procurar numa folha de cdlculo qual a correspondéncia entre
ORF e genes, e noutra folha de calculo a caracteristica desejada.

O facto de cada investigador ter na sua posse varias folhas de cdlculo traz inimeras desvan-
tagens, uma vez que sempre que alguém acrescenta informagao a uma folha, tem que distribuir
por todos os investigadores dessa darea. A confusdo aumenta no caso de esta divulgagao acon-
tecer paralelamente com alteracoes por parte de outras pessoas. Nesta situagao, torna-se 1til
existir um repositério central actualizado que evite versdes concorrentes e que disponha de
uma visao integrada dos conceitos, permitindo obter a informacao desejada rapidamente.

Apés varias reunides foram identificados trés dos conceitos principais. Estes sdo: o con-
ceito de ORF/gene, de Proteinal e de Consensus. Estes conceitos e a maneira como se

relacionam modelam a maioria dos mecanismos de regulacao de genes.

3.1.1 Conceito de ORF/Gene

Este conceito partilha dois sub-conceitos, o de ORF e o de gene. Como foi referido anterior-
mente uma ORF encontra-se flanqueada por um codao de iniciagdo e um codao de finalizagao.
No entanto, pode nao conter uma zona codificante. Assim, todos os genes tém uma ORF as-
sociada, mas o contrario pode nao ser verdade, o que significa que, nem todas as ORF contém

um gene.

Atributos

Ap06s estabelecer que uma ORF codifica um gene, é atribuido um nome ao gene consoante a
funcao deste. Para além deste nome podem ainda existir varios nomes alternativos dados por
diferentes grupos de investigacao.

Todos os genes tém ainda associados a sequéncia de nucleétidos que codifica a proteina e
a sequéncia de nucledtidos da regiao promotora onde se ligam os factores de transcrigao.

Para além destas caracteristicas essenciais foram posteriormente adicionadas outras duas:
um [link para a base de dados SGD onde sao apresentados dados dessa ORF; e um campo
indicando se um determinado gene é um retro-transposao (ver glossario).

Assim, foi criado o conceito de ORF/gene, contendo o nome da ORF (orfname), o nome

do gene (genename), os nomes alternativos do gene (alternativename), a sequéncia codi-

'Em Inglés, Protein.
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ficante (genesequence), a sequéncia promotora (promotersequence), o link para a SGD

(url) e um campo que indica se é um retro-transposao (retrotransposon), como se pode

ver na Figura 3.1.

Consensus

[FCONSensuys
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potentialregulation

-frwstrandpos
-frwstrandien
-revstrandpos
Frewvstrandlen

I
|
|
I

regulation
Lrequlationmade
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. rfgene
Fevidencecode = by
ame
protein a genenams
“proteinname | Lgenesequence
-aminoacidsequence ! Lpromotarsequence
-dascription url
-retrotransposon

Laltemativaname

. Translation

|

Figura 3.1: Conceito de ORF /gene.

Relacoes

Este conceito tem associadas trés relagoes: Translation, Regulation e PotentialRegulation. A
relacdo Translation é uma relagdo com o conceito Protein. Esta relagao representa o facto
de a sequéncia de um gene poder codificar uma ou mais proteinas, e permitir identificar
a partir do nome do gene o nome das proteinas correspondentes e vice-versa. No caso do
organismo considerado isto nao acontece, codificando cada gene apenas uma proteina, mas
pode acontecer em organismos eucariotas mais complexos, como por exemplo, o Homem.
Devido ao sentido das relagoes Regulation e PotentialRegulation, estas serao explicadas no

conceito Protein e no conceito consensus, respectivamente.

3.1.2 Conceito de Protein

As proteinas, como foi explicado anteriormente, sao as unidades funcionais da célula. Algumas
podem ter a funcao de factores de transcrigao, ligando-se a regiao promotora de outros genes,

sendo responséaveis pela sua transcrigao.
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Atributos

Neste sistema uma proteina é descrita pelos seguintes atributos: um identificador (proteinname),
uma sequéncia de aminodcidos (aminoacidsequence) e uma descrigao (description), como

se pode ver na Figura 3.2.

CONSENsuUs
-CONSEnsUs
-variant
consensusdata
componant -reference oy ragulation
-component . 1 rregulationmode
-depth Lreferanca
. s orfgene
+avidencecoda = g
= ~orfniame
. - pratein . . -genenane
+-proteirname II -JENBSEGUENCE
aminoacidsequence promotersequence
E Fdescription Lurd
pracess M -retrotransposon
‘process -alternativename
-depth
* function . Transtation |
-function
-dapth 1

Figura 3.2: Conceito de proteina.

Relacgoes

Apesar de nao fazer parte dos atributos de uma proteina existe uma relacido, denominada de
consensusdata entre o conceito protein e o conceito consensus. Cada proteina, que seja factor
de transcrigao, pode estar associada a varias zonas de consensus. Associada a esta relagao
entre proteina e zona de consensus existe um campo contendo a referéncia bibliografica desta
relagao.

Outros dois tipos de relagoes interligam o conceito Protein com o conceito ORF/gene.
A primeira relagao ja foi descrita na secgao 3.1.1. A segunda é uma relagao de regulagao,
identificada por regulation, entre um factor de transcricdo e um ou mais genes. A esta relagao
estd associada o tipo de regulagdo, activagao ou repressao (regulationmode), o modo como
esta regulacao foi obtida (evidencecode), e a referéncia bibliogrifica relativa a essa regulacao

(reference).
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Encontram-se ainda relacionadas trés ontologias do Gene Ontology Consortium, indicando
a componente celular onde a proteina actua (localizagdo), o processo biolégico em que estd
envolvida (actividade) e a sua fungdo molecular (o seu papel nessa actividade). Estas trés

ontologias serao apresentadas na seccao 3.2.

3.1.3 Conceito de Consensus

O conceito Consensus estéd associado a um factor de transcrigdo, ou seja, a uma proteina que

estd envolvida na regulagao de genes.

Atributos

Este conceito existe com o Unico objectivo de representar os locais de ligacao, zonas de con-
sensus, reconhecidas por cada factor de transcrigdo. Assim, o conceito Consensus tem como
atributo a sequéncia de nucleétidos reconhecida por cada factor de transcricdo (consensus).
No caso de existirem varios consensus reconhecidos por um determinado factor de transcricao,
existe um campo adicional (variant), contendo uma letra para os distinguir. Para cada factor
de transcrigao, este atributo vai sendo incrementalmente associado (A, B, .... Z) a cada zona

de consensus.

potentialregulation
frwstrandpos
-frwstrandien
-revstrandpos
CONSONSUS -ravstrandlen
oonsensus 1
Lvariant T
|
|
|
consensusdata
-referenca —— == *
1
orfgene
lorfname
protein Foenenama
-proteinname Fgenesequence
-aminoacidsequence Fpromoterseguence
-dascription Furl
Fretrotransposon
l-aliernativename

Figura 3.3: Conceito de Consensus.
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Relagoes

E comum um factor de transcricao reconhecer mais do que uma zona de consensus, isto é,
reconhecer mais do que uma inica sequéncia de nucleétidos. Este facto é representado através
de uma relagao entre o conceito Protein e o conceito Consensus, numa relagao de ordem de
um-para-muitos. Cada uma destas relagoes tem associada a referéncia bibliografica para o
artigo onde foi descoberta a sequéncia de nucledtidos indentificada como zona de consensus.

Existe ainda outra relagdo entre o conceito Consensus e o conceito ORF/gene, devido
as regulacoes potenciais de genes, como explicado na secgdo 2.5.1. Assim, de cada vez
que € inserido um consensus no sistema é executado um algoritmo de forma a identificar
em que sequéncias promotoras, em que posi¢ao (frwstrandpos), qual o seu comprimento
(frwstrandlen) e em que sentido (revstrandpos e revstrandlen), a zona de consensus
aparece. Esta informacao fica associada a relagdo entre um determinado Consensus e um

determinado ORF/gene, Figura 3.3.

3.2 Gene Ontology Consortium

Depois de varios genomas terem sido sequenciados, muita informacao necessitava de ser in-
terpretada. Assim, tornou-se necessario atribuir terminologias que, de uma forma sintética
e normalizada, representassem as funcoes bioldgicas e os processos moleculares em que as
proteinas e os genes estao envolvidos. Estas terminologias comecaram por ser dependentes
do organismo em questao, sendo cada grupo de investigacao responsavel pela terminologia
atribuida ao organismo estudado. Este facto fez proliferar o nimero de termos utilizados. Ou-
tro factor que fez aumentar a diversidade de terminologias foi o facto de existirem processos
bioldgicos num organismo que sao inexistentes noutro.

Por forma a contornar esta situacao, em 1998 trés grupos de investigagao, cada um espe-
cializado no estudo do um organismo, uniram-se formando o Gene Ontology Consortium [5].
O principal objectivo desta colaboracao foi arranjar uma terminologia comum para as fungoes
e processos biolégicos. Os grupos em questao foram a comunidade de estudo da Drosophila
(Flybase [8]), a comunidade de estudo da Saccharomyces cerevisiae (SGD [3]) e a comunidade
de estudo do rato (MGI [9]). Apesar deste esfor¢o de uniformizagao ter sido iniciado por estas

trés instituicoes, foi posteriormente expandido para outras. Actualmente existem dezasseis
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instituicoes envolvidas, sendo que algumas delas estudam mais do que um organismo.

O resultado final deste esforco foram trés ontologias?, uma contendo informacdo sobre
a localizacdo onde a proteina actua (componente celular), outra com informagao sobre a
actividade em que a proteina estd envolvida (processo biolégico) e a tltima indicando o papel
especifico da proteina nesse processo (fun¢ao molecular).

Estas trés ontologias estao organizadas hierarquicamente através de relacbes PART_OF
(composicao) e IS_A (heranga), e encontram-se disponiveis em vérios formatos [10] (MySQL,
XML e outros formatos de texto).

Esta uniformizacao de termos facilitou a comparacao de proteinas de diferentes organis-
mos, facilitando a observacao das evoluctes entre espécies. A criacao destas ontologias veio
ainda evitar que diferentes pessoas inserissem diferentes termos com o mesmo significado,
permitindo a um computador ter a coleccao dos termos existentes, facilitando as pesquisas e
a navegacao dentro dessas ontologias.

Cada uma destas ontologias estd organizada num grafo, existindo um termo raiz, que
corresponde ao topo da hierarquia e em que os restantes termos podem ter mais do que um
termo pai.

Nesta seccao sao descritas as trés ontologias do Gene Ontology Consortium e a forma

como estas foram representadas no sistema desenvolvido.

3.2.1 Function

Este conceito representa a fungdo molecular de uma proteina. Como foi referido anterior-
mente, cada uma destas ontologias relaciona os termos numa hierarquia de forma a poder
identificar sub-fungoes (relagdes IS_A) ou vdrias fungoes que compdem uma outra (relagoes

PART_OF).

Atributos

Visto que os conceitos estao organizados numa hierarquia, existe um atributo para indicar a
que distancia se encontra um determinado conceito do né raiz, denotando a sua profundidade.

Existe também um atributo com a descrigao da fungdo molecular.

2Uma ontologia é definida por um conjunto de conceitos, em que se chegou a um consenso na definicao de

cada um, e nas suas relacoes.
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protein

-proteinname
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~descriplion

function

Hunction
Hdepth

Figura 3.4: Conceito de funcao molecular.

Relagoes

Cada proteina pode ter associadas varias funcoes moleculares, dando origem a uma relacao
de um-para-muitos entre proteina e funcao molecular. Por outro lado, como cada fungao
molecular pode ter varias proteinas associadas, essa relacao é na verdade de muitos-para-

muitos.

3.2.2 Process e Component

O conceito Process representa os termos do Gene Ontology Consortium relativos ao processo
bioldgico em que uma determinada proteina se encontra envolvida, e o conceito Component
representa os termos relativos a componente celular em que uma determinada proteina se
encontra.

Estes dois conceitos representam informacao distinta do conceito function. No entanto
a forma como a informagao representada estd organizada é semelhante, na medida em que
também ¢é utilizada uma hierarquia de termos, em que cada né contém os mesmos atributos,

relacionando-se da mesma forma com o conceito Protein.

3.3 Modelo Conceptual

O estado actual do modelo conceptual é apresentado na Figura 3.5. Sao representados os
conceitos ORF/gene, Protein e Consensus e os conceitos referentes as trés ontologias do
Gene Ontology Consortium. KEstes conceitos sao essenciais para a inferéncia das redes de

regulacao de genes.
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lagin log_access potentialregulation
U=Emame p -frwstrandpos
-password  daite Hrwslrandlen
narme Fphpscript [revstrandpos
Lemail Fuseragent bl prevsirandlen
Feonsensus 1
wariant

log_dh
HD %
-LUSET
Ldate consensusdata
[auery referance = regulation :

" Fragulationmode
refarence
. Fevidencecode offgena
Aol -oriname
. profe) W . Fgenename
-proteinname | Fgenesequence
x minoacidsequence ! promalersenuentes
. It Fdescription Furd
l-refrotransposcn
Faliernaiivenames
component | - process function ¥ -
. ranslation
Fcompanent -TOCESS Hunction |
-depith -depth Hdepth 3

Figura 3.5: Modelo conceptual da base de dados.

Ao longo do desenvolvimento deste processo, este diagrama foi evoluindo progressivamente
sempre que existiu a necessidade de modelar fendmenos mais complexos.

O conceito ORF/gene estava inicialmente separado em ORF e gene, embora se tivesse
rapidamente apercebido que representavam a mesma informacao.

A relacdo regulation que actualmente representa as relagoes documentadas de activacao e
de repressao, inicialmente representava apenas as relagoes documentadas de activacao, tendo
sido corrigida através da adigao do atributo regulationmode.

Inicialmente, o conceito de consensus nao tinha o seu papel bem definido, no que diz
respeito a sua relacao com os factores de transcricao. Actualmente, a relacao deste conceito
com o conceito de proteina, permite distinguir as proteinas que tém o papel de factores de
transcricao das que nao tém. O aparecimento do conceito de consensus, permitiu ainda a
definigao de uma relagao que representasse as regulacoes potenciais entre este conceito e o
conceito de ORF/gene.

Existiu ainda a necessidade de representar informacao relativa ao acesso dos utilizadores,
tanto dos curadores através do backoffice (ver secgao 4.4.4), como do resto dos utilizadores

através da pagina publica, de forma a efectuar estatisticas de utilizacao.



28

CAPITULO 3. ESTRUTURAS DE DADOS



Capitulo 4

Sistema de informacao

No capitulo anterior foram identificados os conceitos essenciais para a representacao das
redes de regulagdo e a forma como estavam relacionados. Neste capitulo serd apresentada
a arquitectura do sistema, dando énfase a forma como é feita a comunicagdo com a base de
dados. Sao ainda apresentados varios procedimentos de extracgao, tratamento e carregamento

dos dados na base de dados.

4.1 Arquitectura

O sistema foi desenvolvido em PHP e é suportado por um servidor Web com um mddulo de
PHP incluido, comunicando com um sistema de gestao de base de dados (SGBD). Para o

SGBD foi escolhido o MySQL.

A arquitectura deste sistema apresenta a tipica divisdo em trés camadas, correspondendo

a separacao entre base de dados, servicos e interface com o utilizador, descrito na Figura 4.1.

Tanto os utilizadores de acesso publico como de acesso restrito, acedem a estes servigos
através de um browser. Estes servicos encontram-se divididos em dois grandes grupos. Os
servigos de frontoffice que incluem todas as funcionalidades disponiveis ao utilizador comum,
e os servicos de backoffice que incluem a insercao de novos dados e manutengao dos existentes.
No capitulo 5, serao apresentados os problemas existentes, e a abordagem efectuada para os

solucionar.

29
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Servidor HTTP + modulo PHP
Sistema BackOfflca Cliente HTTP
Administrador
SGBD HTTP
Frontoffice
Utilizador
E |DBAccass

Figura 4.1: Arquitectura do sistema de informagao.

4.1.1 Escolhas de implementacao

Serao descritas de seguida algumas das opgoes de implementacao consideradas.

O mecanismo de armazenamento e indexacao utilizado na base de dados foi o MyISAM.
Este mecanismo utiliza uma estrutura de dados em arvore, denominada B-tree. Esta estrutura
tem a caracteristica de se encontrar sempre equilibrada, o que faz com que a profundidade
das varias folhas da arvore nao difira mais de uma unidade. Os dados neste mecanismo
de armazenamento e indexacdo encontram-se ordenados sequencialmente, nao tendo muitas
paginas de overflow em cada folha, tornando-o 6ptimo para pesquisas sequenciais. No caso
da arvore sofrer muitas alteracoes, irao aparecer paginas de overflow nas folhas da arvore,
tornando a pesquisa sequencial menos eficiente. Como o sistema desenvolvido nao estd sujeito
a muitas alteracGes, mas sim pesquisas, a escolha do mecanismo MyISAM revelou-se bastante
relevante.

As chaves primadrias das tabelas vao corresponder ao indice principal pelo qual o meca-
nismo MyISAM vai indexar os dados.

Foi usado o tipo VARCHAR para os identificadores de quase todas as tabelas. Este tipo é
em tudo semelhante ao tipo CHAR, com a diferenca de o nimero de caracteres corresponder
ao numero maximo de caracteres representado por esse campo. Este tipo de dados permite
assim poupar espaco nas tabelas da base de dados.

O tipo de dados TEXT foi usado para representar sequéncias de nucledtidos ou aminodcidos.
Os campos com este tipo de dados nao contém nenhum indice associado. Por outro lado, para
representar os indices das tabelas foi sempre usado o tipo de dados VARCHAR, para repre-

sentar dados alfa-numéricos, e o tipo de dados INT para representar dados inteiros.
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4.2 Modelo fisico

Nesta seccao serd descrito o modelo fisico do sistema desenvolvido. Convém, notar que a
passagem do modelo conceptual para o modelo fisico é dependente do sistema de gestao de
base de dados utilizado. Muitos destes sistemas, apesar de conterem os mesmos tipos basicos
de informacao, apresentam ligeiras diferencas relativamente a tipos de dados mais complexos.

No modelo fisico, os conceitos e as suas relagoes dao origem a tabelas e os atributos dao
origem a colunas na base de dados. Estas tabelas e colunas vao conter varias restricoes, tais
como chaves primarias, chaves estrangeiras ou chaves tnicas.

Em funcao das relagoes entre os conceitos do modelo conceptual podem, no modelo fisico,
surgir tabelas auxiliares para representar essas relacées. O modelo fisico é apresentado na Fi-
gura 4.2. As tabelas translation, requlation, processlist, componentlist, functionlist, consensus-
data e potentialregulation representam relacoes presentes no modelo conceptual apresentado

na Figura 3.5.
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Figura 4.2: Modelo fisico da base de dados.
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4.2.1 Tabelas relacionadas com o conceito ORF /gene
Tabela orfgene

No modelo fisico existe uma tabela correspondente ao conceito orfgene do modelo conceptual.

A Figura 4.3 representa essa tabela.

orfgens

-orfname: VARCHAR{1O)
-ganename: VARCHAR{10)
-genesequence: TEXT
-prommotersequence:; TEXT
- WARCHAR(100)
-ratrotransposon: enumiy, M)

Figura 4.3: Tabela orfgene.

Praticamente todos os atributos do conceito estao representados nas colunas dessa tabela,
sendo estas identificadas pelo mesmo nome existente no conceito. A excepg¢ao é o atributo
correspondente ao nome alternativo do gene que nao aparece nesta tabela do modelo fisico.
Este facto serd explicado aquando da descricao da tabela seguinte, a tabela altname.

Visto que o atributo orfname existe sempre e o atributo genename pode nao existir, o
atributo orfname foi considerado como sendo chave primaria, isto é, identificador unico, da
tabela orfgene. Esta tabela encontra-se descrita pelo Cédigo SQL 8.1 no apéndice 8.5.

Os campos orfname e genename para o organismo em estudo tém identificadores pe-
quenos, sete caracteres no maximo. No entanto, na salvaguarda de algum caso especial, foram
definidos como podendo ter no maximo até dez caracteres, sendo do tipo VARCHAR(10).

Em termos de indices, para além do indice da chave primaria, foi criado um segundo indice

no campo genename para acelerar as pesquisas pelo nome do gene.

Tabela altname

A tabela auxiliar altname, Figura 4.4, surge devido a possibilidade de existir em varios no-
mes de gene, nomes alternativos para a mesma ORF. Esta tabela contém os nomes alter-
nativos de todos os genes, tendo dois campos: o nome alternativo de determinado gene

(alternativename) e o nome da ORF a que estd associado (orfname), conforme ilustrado
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no Coédigo SQL 8.2 no apéndice 8.5.

altname

-alternativename; WARCHAR(10)
-orfname: WARCHAR(1D)

Figura 4.4: Tabela altname.

Os tipos de dados usados nos campos desta tabela foram os mesmos dos campos orfname
e genename da tabela orfgene, visto guardarem o mesmo tipo de informacao.

Em termos de indices, temos como indice primério dois campos: o orfname e o alter-
nativename. No entanto, para acelerar as pesquisas pelo nome alternativo de um gene, foi

criado um indice adicional no campo alternativename.

Tabela translation

Para representar a relacao translation definida entre o conceito orfgene e o conceito protein,
foi criada uma tabela na base de dados com o mesmo nome. A Figura 4.5 mostra esta tabela.

No anexo 8.5 esta tabela esta descrita pelo Cédigo SQL 8.3.

translation

-proteinname: VARCHAR(10)
-orfname: WARGHAR10)

Figura 4.5: Tabela translation.

Face a relacao de um-para-um, apenas neste organismo, entre o conceito orfgene e o con-
ceito protein, esta tabela de relacao nao é estritamente necessaria. Em alternativa poderia
ser incluido na tabela protein uma chave estrangeira com o campo orfname. A razao da
existéncia desta tabela prende-se com uma possivel evolugao do sistema para outros organis-
mos mais complexos e também com a optimizacao dos acessos a base de dados. Como em
muitas das funcionalidades é necessario fazer a traducao entre o nome da ORF e o nome da

proteina, torna-se mais eficiente utilizar uma tabela que contém menos colunas e dados.
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Esta tabela é composta pelos identificadores da tabela orfgene e da tabela protein, tendo
como unica funcdo permitir a traducao do conceito orfgene para o conceito protein e vice-
versa. Tal como o campo orfname da tabela orfgene e o campo proteinname da tabela
protein, os campos desta tabela sdo do tipo VARCHAR(10) uma vez que guardam o mesmo

tipo de informacao.

Em termos de indices, o indice principal é obtido através do campo orfname e do campo
proteinname. Para acelerar as pesquisas pelo nome da proteina, foi criado um indice adici-

onal no campo proteinname.

4.2.2 Tabelas relacionadas com o conceito Protein
Tabela protein

Esta tabela contém os mesmos atributos do conceito que lhe deu origem. A Figura 4.6
representa esta tabela. No entanto, existe uma ligeira diferenca, o campo description do

conceito foi substituido pelo campo protdescID referenciando a tabela protdesc.

protein

-proteinname:; WARCHAR(10)
-aminoacidsequence: TEXT
-protdesal Dy INT

Figura 4.6: Tabela protein.

A tabela protein contém também um identificador denominado proteinname, do tipo
VARCHAR(10). O campo contendo a sequéncia dos aminodcidos tem como nome amino-
acidsequence, sendo do tipo TEXT. A escolha deste tipo de dados prende-se com o facto
da sequéncia de aminodcidos poder variar bastante entre proteinas. A definicdo da tabela

encontra-se descrita no Cédigo SQL 8.4 no anexo 8.5.

Em termos de indices o identificador da proteina, proteinname, é a chave primaria da
tabela, e sera referenciado por outras tabelas como chave estrangeira. O campo protdescID

é chave estrangeira para a tabela protdesc, representando a descricao da proteina.
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Tabela protdesc

A tabela protdesc, ilustrada na Figura 4.7, foi criada para conter a descricao de uma proteina

e encontra-se documentada no anexo 8.5 no Cédigo SQL 8.5.

protdesc

-protdesclD; INT
descrption: VARCHAR240)

Figura 4.7: Tabela protdesc.

A escolha de criar uma tabela auxiliar em vez de guardar o campo description na prépria
tabela protein teve como objectivo evitar duplicacoes e manter a normalizagao da base de
dados, visto que por vezes existe a mesma descricao partilhada por varias proteinas. Assim,
cada descricao é guardada uma tnica vez nesta tabela e na tabela protein existe uma referéncia
para essa descrigao.

Esta tabela é composta pelo campo description, contendo a descricao das proteinas,
sendo do tipo VARCHAR/(240), visto que nao existem descrigoes maiores do que 240 caracte-
res. A escolha do tipo de dados VARCHAR em vez do tipo de dados TEXT tem a ver com o
facto do tipo VARCHAR ter associada uma chave tnica, sendo assim mais eficiente. O outro
campo € o protdescID que é o identificador tinico da tabela.

Em temos de indices, o campo protdescID é a chave priméaria da tabela visto que é chave
estrangeira na tabela protein, e o campo description tem uma chave tnica visto que nao

queremos descrigoes duplicadas na tabela.

Tabela regulation

Para representar a relagao regulation definida anteriormente, entre o conceito protein e o
conceito orfgene, foi criada uma tabela na base de dados com o mesmo nome, conforme
ilustrada na Figura 4.8. A definicao da tabela encontra-se descrita no anexo 8.5 no Cédigo
SQL 8.6.

Esta tabela tem como colunas os identificadores da tabela protein e da tabela orfgene.
Os tipos de dados usados nestas colunas foram os mesmos do campo proteinname da ta-

bela protein e do campo orfname da tabela orfgene, visto que guardam o mesmo tipo de
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regulation

Lproteinnama: VARCHAR[ 10}
~orfname: VARCHAR{1D)
-requiationmode: WARCHAR40)
regulationdatal D INT

Figura 4.8: Tabela regulation.

informacao.

O campo regulationmode existente no conceito, constituird uma coluna nesta tabela.
Este campo pode tomar quatro valores diferentes, 'NULL’, ’activator’, ’repressor’ e ’activa-
tor/repressor’, indicando o tipo de regulacao entre um factor de transcricao e uma ORF. O
valor 'NULL’ ¢é utilizado no caso de nao ser conhecido o tipo de regulagao, o valor ’activator’
no caso de ser uma regulagao activadora, o valor 'repressor’ no caso de ser uma regulacao
repressora, e o valor ’activator /repressor’ no caso da regulacao poder ser dos tipos activagao
€ repressao.

Os campos reference e evidencecode nao constituem directamente colunas desta tabela.
No entanto estes campos estao contidos numa tabela denominada regulationdata, que sera
definida posteriormente e que contém um identificador tinico para cada associacao entre os
dois campos, denominado regulationdatalD. Esta escolha de implementacao serd explicada
em detalhe na tabela regulationdata. Neste momento vamos apenas considerar que este novo
identificador contém a mesma informacgao que os outros dois campos, e que constitui um dos

campos da tabela requlation.

Tabela regulationdata

Esta tabela surge com o objectivo de juntar num sé identificador toda a informacao relativa
a referéncias e condicOes experimentais pelas quais se obteve uma determinada regulacao,
conforme ilustrada na Figura 4.9. A definicdo desta tabela é apresentada no anexo 8.5 no
Cédigo SQL 8.7.

Esta tabela contém o identificador da referéncia da regulagao, referencelD, que é chave
estrangeira para a tabela reference. Este identificador é um inteiro. Contém ainda um iden-

tificador das condigoes experimentais, evidencecodelD, que é chave estrangeira da tabela
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regulationdata
sregulationdatally:; INT
Freferencell; INT
-evidencecodelD; VARCHARIS)

Figura 4.9: Tabela regulationdata.

envidencecode, explicada a seguir. Este campo, que contém o acrénimo correspondente a
condigao experimental, é do tipo VARCHAR(5).
O campo regulationdatalD é a chave priméria desta tabela e representa a juncao da

informacao representada pelos outros dois identificadores.

Tabela reference

Esta tabela, descrita na Figura 4.10, tem como objectivo guardar as referéncias tanto de
regulagoes entre um factor de transcricao e uma ORF, bem como de consensus associados

a factores de transcricdo. A definigdo desta tabela é apresentada no anexo 8.5 no Cédigo

SQL 8.8.

reference

Freferencel Dy INT
reference: VARCHAR150)

Figura 4.10: Tabela reference.

A tabela é composta por dois campos: o campo reference que contém a descricao da
referéncia e o campo referencelD que contém o identificador a ser referenciado nas tabelas

consensusdata e requlationdata.

Tabela evidencecode

Esta tabela contém a informagao relativa ao método pelo qual a informacao foi obtida, de
modo a suportar a validade dos dados. Esta tabela encontra-se descrita na Figura 4.11. A

descricao desta tabela é apresentada no anexo 8.5 no Cédigo SQL 8.9.
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evidencecode

_code: VARCHARIS)
~oefinition; VARCHAR({100)
-examples: TEXT

Figura 4.11: Tabela evidencecode.

Esta informacao é composta por um acréonimo, code, uma descricao desse acréonimo, des-
cription, e alguns exemplos de casos praticos em que determinado cédigo pode ser utilizado,

examples.

Tabela functionlist, processlist e componentlist

Para representar a relagao entre o conceito protein e cada um dos conceitos function, process
e component foram criadas trés tabelas na base de dados. A primeira com o nome de functi-
onlist, a segunda com o nome de processlist e a ultima com o nome de componentlist. Estas
tabelas encontram-se descritas na Figura 4.12. A definicao de cada uma delas é apresentada

no anexo 8.5 no Cédigo SQL 8.10, 8.11 e 8.12.

componantlist procasslist functionlist

-ID WARCHAR(15) -0 VARCHAR{15) -0 VARCHAR1S)
-proteinname: WYARCHAR{10) | [proteinname: WYARCHAR(10) |[-proteinname: VARCHAR(10)

Figura 4.12: Tabelas functionlist, processlist e componentlist.

Cada uma destas tabelas é composta pelo identificador da tabela protein, proteinname
e pelo identificador ID da tabela do Gene Ontology Consortium correspondente, function,
process ou component. Este identificador faz a ligacao entre uma determinada proteina e cada

uma das tabelas.

Em termos de indices, o indice principal é o obtido através do campo proteinname e
do campo ID. Para acelerar as pesquisas pelo identificador da funcao, foi criado um indice

adicional no campo ID.
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4.2.3 Tabelas relacionadas com o conceito Consensus
Tabela consensus

Esta tabela, apresentada na Figura 4.13, contém os atributos do conceito que lhe deu origem: o
atributo consensus que guarda a sequéncia de nucleétidos e o atributo variant que representa

a variante do consensus. A defini¢ao da tabela é apresentada no anexo 8.5 no Cédigo SQL 8.13.

CON3cN3Us

Lconzensus: VARCHAR{SO)
Lvariant: VARCHARIS)
-profeinname: VARCHAR(10)
_eonsdatalD: INT

Figura 4.13: Tabela consensus.

Contém ainda dois atributos adicionais: o proteinname que é a chave estrangeira para
a tabela protein; e o consdatalD que é chave estrangeira para a tabela consensusdata. O

aparecimento da tabela auxiliar consensusdata serd explicado a seguir.

Tabela consensusdata

Esta tabela, apresentada na Figura 4.14, surge com o objectivo de juntar num s6 identificador
toda a informacao relativa a referéncias bibliograficas e condigoes experimentais pelas quais
se obteve um determinado consensus. A definigdo da tabela é apresentada no anexo 8.5 no

Cédigo SQL 8.14.

consensusdata

=consdatalD; INT
-referencail: INT

Figura 4.14: Tabela consensusdata.

O identificador consdatalD, é posteriormente referenciado como chave estrangeira na
tabela consensus, representando toda a informacgao. No entanto, como ainda nao existem

dados para as condigOes experimentais, a tabela apenas contém o identificador para a tabela
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reference. No caso de existirem dados para preencher as condigOes experimentais, basta
acrescentar um identificador a esta tabela. Um caso em que esta juncao de informacao ja
acontece é na tabela requlationdata em que se junta a referéncia e as condigoes experimentais
de uma regulacao.

Em termos de indices, o campo consdatalD é a chave primédria da tabela, e o campo
referencelD é a chave estrangeira para a tabela reference. Todos os campos existentes nesta

tabela sao inteiros, devido a conterem apenas um identificador numérico.

Tabela potentialregulation

Esta tabela representa a relacao existente entre o conceito consensus e o conceito orfgene, no
modelo conceptual. Esta tabela representa o facto de determinada sequéncia de nucledtidos,
representada no campo consensus, existir na regiao promotora de uma ORF, representada
pelo seu nome orfname. Esta tabela encontra-se apresentada na Figura 4.15. A definigao da

tabela é apresentada no anexo 8.5 no Cédigo SQL 8.15.

potentialregulation

=10 IMT
-consensus: VARCHARS0)
~orfname: VARCHAR({S0)

Figura 4.15: Tabela potentialregulation.

Visto essa sequéncia de nucledtidos se poder ligar em qualquer dos sentidos da cadeia
de ADN, foram criadas duas tabelas auxiliares, explicadas de seguida. A tabela potential-
requlationpos que contém as posigdes na regiao promotora do gene em que a sequéncia de
nucledtidos foi encontrada, quando esta é percorrida no sentido directo. E a tabela potenti-
alregulationposreverse que contém a mesma informagao mas quando a regiao promotora do
gene é percorrida no sentido inverso.

Os campos consensus e orfname vao constituir a chave primaria desta tabela, visto que
representam a relagdo entre os dois conceitos. Foi criado ainda um campo denominado ID,
para ser referenciado nas duas tabelas auxiliares. A este identificador estd associada uma

chave inica de forma a que nao existam dois identificadores iguais.
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Tabela potentialregulationpos e potentialregulationposreverse

Estas duas tabelas auxiliares contém as posi¢oes em que a sequéncia de consensus aparece
na regiao promotora do gene, uma lida no sentido directo, e outra lida no sentido inverso.
Ambas as tabelas sao apresentadas na Figura 4.16. A definicdo das tabelas é apresentada no

anexo 8.5 no Cédigo SQL 8.16 e 8.17.

potentialregulationpos potentialregulationposreverse

=10 INT =0 INT
pos; INT -pos; |NT
Clen- INT Hlen: |WNT

Figura 4.16: Tabelas potentialrequlationpos e potentialregulationposreverse.

O campo ID é o identificador da relacao entre um consensus e uma ORF. Associado a
este identificador estda a posicao, pos, visto que um consensus pode aparecer mais do que
uma vez na mesma regiao promotora, desde que em diferentes posicoes. Estes dois campos
constituem a chave primaria desta tabela. Existe ainda um campo adicional, len, que indica

o tamanho do consensus encontrado na regiao promotora do gene.

4.2.4 Tabelas relacionadas com o Gene Ontology Consortium

As tabelas descritas de seguida foram criadas para representar as trés hierarquias do Gene
Ontology Consortium. Para cada uma das hierarquias foram criadas duas tabelas. Uma que

contém as terminologias e outra para modelar as relagoes de parentesco entre terminologias.

Tabela function, process e component

Cada uma destas tabelas representa os nés das hierarquias do Gene Ontology Consortium.
Estas tabelas encontram-se apresentadas na Figura 4.17. A definigao das tabelas é apresentada
no anexo 8.5 no Cédigo SQL 8.18, 8.19 e 8.20.

Cada n¢ é definido por um identificador ID, que é tinico para os todos os termos existentes.
Um exemplo do formato deste identificador é o seguinte: ”G0O:0035170”.

Associado ao identificador, encontra-se a descricao do termo, function, process ou com-

ponent, consoante esse né pertencer a hierarquia da func¢ao molecular, do processo biolégico
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component Process function
-0 WARCHAR{1S) -0 MARCHAR15) -0 VARCHAR({15)
-component; VARCHARZ00) | Fprocess: VARCHAR{1685) -function: VARCHAR(Z00)
-depth: INT depth: INT Fdepth INT

Figura 4.17: Tabelas function, process e component.

ou da componente celular.
Existe ainda um campo a indicar a profundidade do né na hierarquia correspondente,
depth. Esta informagao é necessaria para algumas das funcionalidades desenvolvidas na

base de dados.

Tabela functionparents, processparents e componentparents

Cada uma das tabelas seguintes representa as ligagoes de parentesco entre os nds das trés
hierarquias. As tabelas encontram-se apresentadas na Figura 4.18. A definigdo das tabelas é

apresentada no anexo 8.5 no Cddigo SQL 8.21, 8.22 e 8.23.

compaonentparents processparents functionparents

[ID; VARCHAR(15) ID- VARCHAR{15) [ID; VARCHAR(15)
LsoniD: VARCHAR(S) | fFsonlD: VARCHARS) | FsonlD: VARCHAR(15)

Figura 4.18: Tabelas functionparents, processparents e componentparents.

Como estas tabelas sao tabelas de relagao, vao apenas conter dois campos, o do né pai
ID e o do né filho sonID, como podemos observar na Figura 4.19.

Esta relacdo é efectuada através de uma chave estrangeira associada de cada campo a
tabela da hierarquia correspondente. Os dados que constam nestes campos, sao os identifica-

dores unicos do Gene Ontology Consortium, ” GO:xxxxxx".

4.3 Acesso a base de dados

Sendo este um trabalho académico, o software utilizado foi escolhido dentro do leque existente

do software livre. O motor de base de dados escolhido foi o MySQL, devido a simplicidade de
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Figura 4.19: Relacdo entre a hierarquia de termos e as tabelas da base de dados (exemplo

para o conceito function).

instalacdo e devido também & rapidez de resposta as queries efectuadas. A versdo actualmente
usada do MySQL é a 4.0.18-Max-log.
Uma caracteristica que influencia a rapidez do MySQL é o facto de nao fazer verificagoes

I Esta caracteristica pode ser considerada como desfavoravel para o

de chaves estrangeiras
MySQL. No entanto, ao ser o proprio programador a fazer as verificagoes de inconsisténcia da
base de dados, este fica com o controlo das verificacbes podendo efectuar apenas as queries

essenciais, tendo ainda a possibilidade de apresentar as mensagens de erro apropriadas.

4.3.1 Camada de abstraccao de acesso a base de dados

A linguagem de programacao em que este trabalho foi desenvolvido foi o PHP, que é uma
linguagem de scripting, vocacionada para a Web. Nao é uma linguagem recomendada para
projectos que envolvam muitos recursos humanos ou uma boa estruturagao de cédigo, visto
nao existir uma clara separacao entre o codigo de acesso a base de dados, o dos servicos e o
da apresentacao. Isto significa que muito do cédigo que executa os servigos estd junto com o
c6digo de apresentacao e com o HTML.

Assim, devido a nao existir uma separacao natural entre o codigo, esta separacgao fica
inteiramente ao critério do programador. Inicialmente, o codigo responsavel pelo acesso a base

de dados estava juntamente com o cédigo dos servigos, existindo assim, chamadas especificas

'Em inglés, Foreign Keys.
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de fungoes de MySQL no meio do cédigo.

Service 1l
Service 2
Service 3
Service N

( | DBACCess j

m PostgreSQL

Figura 4.20: Camada de acesso a base de dados.

A portabilidade do sistema de gestao de base de dados era assim mais dificil, sendo
necessario verificar a existéncia de funcoes especificas em todo o cédigo. Para resolver este
problema foi desenvolvida, em PHP, uma classe de acesso & base de dados (ver apéndice 8.1),
de forma a camuflar a especificidade do acesso de cada base de dados, libertando assim o

programador da chamada a fungoes especificas.

Como se pode ver na Figura 4.20, todos os servigos existentes comunicam com a classe
desenvolvida, IDBAccess. Assim, os servicos apenas tém o cédigo de comunicacdo com esta
nova classe, e esta contém o cédigo necessario para a comunicagao com o SGBD pretendido.

Depois de perceber quais os tipos de comunicagdo necessarios entre a interface e a base
de dados, foi desenvolvida a classe genérica IDBAccess que providencia métodos abstractos
que escondem os métodos especificos fornecidos por classes especificas. Cada classe especifica

contém as fungoes especificas de acesso ao SGBD e faz a transformagcao necessaria entre as

chamadas ao SGBD e a classe genérica IDBAccess.

Aquando da instanciacao da classe IDBAccess (ver apéndice 8.2), é passado o nome do
SGBD pretendido por parametro. Assim sempre que se invocar um método desta instanciacao,
este invocarda o método da classe especifica indicada aquando da sua criacao, e esta classe
comunicara com a base de dados em si, fazendo as transformacoes necessarias a query original.

Na devolucao de resultados, a classe especifica é também responsavel pela transformacao

destes para o formato que a classe genérica exige.
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4.4 Extraccao, Tratamento e Carregamento da Informacao

Este sistema de informacao teve, tal como a maioria dos sistemas de informagao, de ser preen-
chido com dados. Para tal foi necessario extrair a informacao necessaria de uma determinada
fonte (extraccao), fazer o mapeamento dessa informagcao para a estrutura interna dos dados
na base de dados (transformacdo) e finalmente carregar os dados correctamente validados
para a base de dados (carregamento).

Para cada tipo de informacao foi implementado um procedimento de extracgdo, trans-

formagao e carregamento.

4.4.1 Lista inicial de genes

Para iniciar a extraccao da informacao foi necessario obter uma lista com o nome de todas as
ORF. O ponto de partida foi o site do RSA tools [11]. Através deste site foi pedida uma lista
de todas as ORF existentes em Saccharomyces cerevisiae. Esta lista foi recebida por mail

num ficheiro de texto simples.

4.4.2 Web Spider

Como fonte de informacao fidedigna para a extraccao da informacao foi utilizada a SGD,
uma vez que contém muitas das informacoes relativas ao organismo considerado. Todas as
informagoes existentes neste site sofreram um processo de verificagao e validacdo por vérios
investigadores da area da Biologia Molecular, sendo assim bastante fidedignas.

Neste site a partir do nome da ORF ou do gene, é possivel chegar a restante informagao.
Todas as informacoes relativas a cada ORF ou gene encontram-se dispersas por trés paginas
Web. Como a lista de ORF contém 6338 entradas, seria necessario extrair informagao de
19014 paginas Web.

Para evitar o penoso processo manual, foi desenvolvido um Web Spider em Java 4.21,
utilizando a tecnologia HTTPUnit [12] para a manipulagao das paginas HTML.

A biblioteca HTTPUnit foi inicialmente desenvolvida com o objectivo de permitir aos
programadores efectuar testes de interface ao seu cédigo de forma automadtica, permitindo
assim testar algo mais do que apenas os servigos.

Neste caso, o HT'TPUnit foi usado pela sua capacidade de fazer pedidos HTTP de forma
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a extrair informacao de vérias paginas Web, filtrar a informacao relevante e guarda-la numa
base de dados, sendo tudo isto feito de forma automatica.

O HTTPUnit emula parte do comportamento de um browser, permitindo a submissao
de formulérios, suporte de Javascript, autenticacdo HTTP, cookies e redireccionamento au-
tomatico de paginas. Possibilita ainda a extracgao de informagao de uma péagina Web sob
varias formas: sob a forma de texto, em que o programador trata toda a pagina como uma
cadeia de caracteres; sob a forma de tabelas, em que cada tabela corresponde a uma matriz
cujas entradas contém a informagao pretendida; sob a forma de uma lista das hiperligacoes
contidas na pagina; e sob a forma de uma lista de formularios, possibilitando assim a insercao
de valores de forma a poder obter a pagina seguinte.

Para além da biblioteca HTTPUnit, o Web Spider desenvolvido utiliza também a biblio-
teca de acesso a base de dados JDBC [13]. Esta biblioteca contém fungées de baixo nivel para
acessos de leitura e escrita, permitindo a definicdo de fungdes mais genéricas para a leitura e

escrita dos nossos préprios objectos ou mesmo listas de objectos.

Arquitectura
£ Robot ;
SGED 7 Web
JOBC Persistent Interface WWW
HTTP
- PSS Pagina x
|

Damain

Figura 4.21: Arquitectura do Web Spider.

Como podemos ver na Figura 4.22, o Web Spider encontra-se dividido em vérios pacotes
de classes, contendo cada um destes pacotes uma funcao especifica. De seguida sao descritos

cada um destes pacotes.

e Config O pacote Config é composto por uma classe que contém as informacoes de

acesso a base de dados: a sua localizagao, o seu nome, o nome de acesso e a palavra
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C' T MalecFunctian 1’ T |BioProcessPersistent
C! & MalecFunctionList 1 & IMolecFunctionListPersistent
C' & OrfGene 1 T IMolecFunctionPersistent
C! @ ProtDesc I T l0rfGenePersistent
C' & Protein 1’ T IProtDescPersistent
C! @ Translation 1 % IProteinPersistent
= File 1 T [TranslationPersistent
C! @ FeadFile ¢ @ Persistentsuport
C! T WriteFile C! @ Rohot

Figura 4.22: Divisao em classes do Web Spider.

chave.

e Domain O pacote Domain é composto pelos véarios objectos a representar. Estes vao

corresponder as tabelas da base de dados.

Estes objectos sao instanciados, e apds a aquisicdo da informagao necessdria na Web,

sao passados ao pacote responsavel pela escrita na base de dados.

e File O pacote File é composto por duas classes. A primeira permite a escrita para um

ficheiro e a segunda permite a leitura de dados a partir de um ficheiro.

Esta classe de escrita tem como objectivo a criacao de ficheiros de log, registando todos

os erros que surgem durante a busca da informagao na Web.

A classe de leitura é utilizada para ler a lista de ORF a partir de um ficheiro.

e Persistent Este pacote contém as classes responsaveis pela persisténcia dos objectos
existentes no pacote Domain. O pacote encontra-se dividido em duas partes. A primeira
parte contém apenas a definicdo da interface de acesso & persisténcia. A segunda parte
é composta por um sub-pacote que contém uma classe que executa as operagoes de
leitura, escrita e actualizacao de cada objecto do dominio, usando a tecnologia JDBC.
Suporta ainda a insercao de uma lista de objectos, e a leitura de um ou de todos os

objectos existentes na base de dados.
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e InterfaceWWW Este pacote contém a classe mais importante, a SGDwww. Nesta
classe defini-se toda a interaccao com as paginas Web da base de dados SGD usando
a biblioteca HTTPUnit. Neste pacote podem ser criadas varias classes de interface
com a Web, em que cada uma sabe interagir com uma ou mais paginas de uma forma

especifica.

Neste caso a classe SGDwww tém como objectivo a extraccao de informagao a partir de

trés paginas da base de dados SGD, tendo como informacao inicial o nome da ORF.

O pseudo-cédigo da SGDwww é o seguinte:

1. Para cada ORF contida no texto

2. Aceder a péagina inicial a partir do nome da ORF

3. Extrair a informacao e construir os objectos correspondentes

4. Passar pelas duas paginas seguintes

5. Extrair a informacao e construir os objectos correspondentes

6. Aceder a base de dados e guardar todos os objectos construidos

7. Em caso de erro em algum destes passos, guardar o nome da ORF e o erro corres-

pondente. Passar ao ponto 2 com a préoxima ORF.

e Robot Esta ¢é a classe principal, instanciando o objecto da interface WWW correspon-
dente a interface Web a pesquisar. Nesta classe podem ser chamadas vérias interfaces
de forma consecutiva. E ainda nesta classe que é feita a configuracao dos parametros

do proxy-HTTP.

Utilizagao

Ao aceder as paginas da base de dados SGD com o Web Spider foi possivel extrair o nome
do gene, os nomes alternativos do gene e o URL directo da pagina correspondente nesta base
de dados. Estes dados foram utilizados para preencher a tabela orfgene da base de dados
desenvolvida.

Foi possivel ainda para a tabela de relacao translation fazer a correspondéncia entre o

nome do gene e o nome das proteinas. Para o preenchimento da tabela protein foi extraido o
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nome da proteina e a sua descrig¢ao, sendo necessirio mudar de pagina para extrair a sequéncia
de aminoacidos que a compoe.
Foi ainda possivel extrair as anotacoes do Gene Ontology para cada proteina e construir

assim as tabelas de ligacao entre as proteinas e as trés tabelas das ontologias.

4.4.3 Ficheiros auxiliares
Folhas de céalculo

A informacao obtida na Web a partir de varias bases de dados foi complementada com
a informacao existente nas folhas de cédlculo que o grupo de Ciéncias Biolégicas possuia.
Estas continham sequéncias de consensus associadas aos factores de transcricao e informacao
relativa a tabela regulation indicando quais das proteinas eram factores de transcricao e quais
os genes regulados. Associada a esta informacao existem ainda as referéncias bibliograficas
aos artigos que descreveram cada uma das regulacoes.

Estas folhas de calculo foram importadas para a base de dados usando scripts na linguagem
Perl. No apéndice 8.3 pode ser visto um exemplo de um desses scripts utilizados, para extrair
o consensus, a proteina e a referéncia bibliogrifica correspondente.

Estes scripts 1éem o ficheiro linha a linha, constroem a query de insercdo com os dados
relativos ao objecto existente na base de dados, inserem-no e passam & proxima linha do

ficheiro.

Ficheiros de texto

Para obter a informagao correspondente as sequéncias da regiao promotora dos genes foi
utilizada a base de dados da RSA tools. Apods o pedido do nome de todas as ORF, foi
recebido por correio electrénico um ficheiro de texto com todas as sequéncias promotoras. No
apéndice 8.4, é apresentado o script utilizado para a leitura deste ficheiro de texto e insergao

da informagcao na base de dados.

4.4.4 Insercao Manual

Embora todos estes métodos de carregamento sejam automaticos e preencham a maioria da

base de dados, nao garantem a sua manutencao.
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Desta forma foi necesséario criar um acesso a base de dados por forma a permitir que esta
fosse permanentemente actualizada. Para tal, foi criada uma area fornecendo um conjunto
de funcionalidades acessiveis através da Web. Este acesso é efectuado através de um nome de

utilizador e uma palavra de passe.

Esta area permite a inser¢ao, remocao e modificagdo de praticamente todos os objectos
existentes. Desta forma, sempre que existirem novas informacgoes a serem inseridas, estas
podem ser inseridas directamente pelos curadores da base de dados. Esta funcionalidade
é vantajosa pois permite completar e corrigir a informacao existente. Na Figura 4.23, sao
ilustradas algumas das funcionalidades do backoffice, reservadas aos curadores da base de

dados.

Na péagina inicial, aquando da entrada de um utilizador, verifica-se quais os objectos
existentes na base de dados com um ou mais campos vazios (Figura 4.24). Estes objectos sao
depois apresentados numa listagem de forma a permitir ter um panorama geral dos objectos
incompletos existentes. E ainda possivel aceder directamente a pagina de actualizagao desse

mesmo objecto simplemente seleccionando no link correspondente.

Esta contabilizacdao de objectos incompletos é feita para os objectos mais susceptiveis de
ainda nao se conhecer toda a informacao. Um destes objectos é o das regides consensus de
um factor de transcri¢do, na maior parte das vezes é conhecida a regulagdo e s6 posteri-
ormente a regiao consensus. Mesmo sem toda a informagao, é criada na base de dados o
objecto consensus associado a proteina correspondente, tendo uma referéncia bibliografica

dessa descoberta.

Outra situagdo comum prende-se com o conhecimento da regido de consensus, sem o co-
nhecimento da correspondente referéncia bibliografica. Uma outra situagao é o conhecimento
de uma determinada regulacao, desconhecendo-se se essa regulacao é de activacao ou de re-
pressao. Neste caso, existe a correspondéncia entre o factor de transcricdo e o gene, mas o

campo indicador do tipo da relacao fica vazio.

Uma ultima situacao muito comum tem a ver com a referéncia bibliografica relativa as
regulacoes. Por vezes, estas nao sao conhecidas, tal como acontece com as referéncias bibli-

ograficas dos consensus.
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Insert of a new protein

Name |N_uﬁ | Value

Protein
I

il 1
Aminoacid o
Sequence

a)

i1l 1
Protein

Description F

Insert Mew |

Search existing consensus

Are you sure that want to:
b) DELETE FROM consensus WHERE proteimame = 'Rim101p' AMD variant ='A' 7

Change existing protein

Protein I—
Yapl
MName PP

SYMLO0TW  Chr 13 =
1157 S TRER S LDV SPGS LEEFEGSKESRHDE TENEHRR TG TRDGEDSEQPEKEG SETSKEQ
DLOPE TEQER TAQHRARORAFRERKEREMEE LEKKVQS LES TOOQUEVEATF LRDOLTTL
VIIE LEK YRPE TRIDSEV LE Y LERRDPH LHF SENTVIHSUSEPTDTPUDDIQENVEQKMIE
TFQYPLONDNDIDHS KV GHQLPSFIDPS HS APMP THQTORK LS DATDS SSATLDE LSS
; I LI TEIS S TS MDW LD T Y THREVSGDDGSN SETHITLDSNME SHDFIFENQF DEQVS
SEqUENCE  |lppr SNy CE TROCPTPKEPT SALDKEVF 2555 1 LESTSPALTHTHWESHSIT TN TEAN
VIATOATE VENSF SGFGRLAF DHSANH YIS TES TDS TGS TEUENEENIINES DOV LE
c) FISESPFDIIQY THEF SPGS TG IGHIARSH TIPS LLQSSKEDIPE THANLAFPDDIS TH T
OLOPF SESQSOIEF DYDMF FROSSKEGHN LEGEF LEDDDODEEARIME DDE S SLTENQLT

NEEFE LFEQYLOSVPGIESE T SQKNGS S LOHADE THHGHDHDNDH D VEPSEEG S LLRC SE :J
Protein - e - T 7
4 bZip transcription factor required for oxidative stress tolerance and localiz
Descripion
Biological
Process
Mol

Function

Back | Change

Figura 4.23: a) Interface de insergdo de uma proteina. b) Interface de remogao de um con-

sensus. ¢) Interface de modificagao da descrigdo de uma proteina.

4.4.5 Normalizagao de dados

Apds a insercao da informagdo na base de dados, surgiu o problema da normalizacao dos
dados. Devido a existirem certas convencoes para os nomes dos genes, ORF e proteinas,
foram construidos alguns scripts em Perl para a normalizacao de toda esta informacao.

Foi ainda posto um filtro no backoffice de forma a normalizar os novos dados inseridos,
aquando da inserc¢ao ou modificacao dos dados. Foi ainda criado um backoffice especial para o
administrador do sistema (Figura 4.25), com a possibilidade de executar estas normalizagoes

para cada objecto da base de dados de forma automatica, verificando inconsisténcias.
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% DBYeast (Private) - Saccharomyce... ! s
=
‘Welcomel Start Here
Pedro Monteiro
- Initial Page (TGDO) Saccharomyces Cerevisiae BackOffice
- Change Password 5 "
- Cagaut Caution]
From this point on, vou have privileges to change the databasel!
o SI...B]]
This table shows the missing items inside the database (the TODO List)!
Insert New Data
® Orf/Gene Table Regulation Regulation Consensus Consensus
- Alternative Gene Mame mode reference Sequence reference
® IrotemTable Gatlp -> YDL210w Chdlp - Variant: A |[Rim101p - Variant: A
il e Gatlp > YDRD40c Dig2p - Variant: A | |Argg0p - Variart A
- Mol Fonicion 7 :
. i = = Gatlp -> YFLOZ1w Hst3p - Variant: A |Arg81p - Variant: A
L ensus Table : 7
. ;:m R Gatlp -= Y]L110c MetZ8p - Variant: A (Bdplp - Variant: A
Eemulaion Table Gatlp > Y]R152w Msclp - Variant: A |[Chdlp - Variant: A
Al i Gatlp -= YERO34w Mssllp - Vamant:  |Dig2p - Vamant: A
o fcs/Beicte Dala Gatlp > YKRO38w A Gerdp - Variant: A
o ufiGene Table Gatlp -> YLR142w Phdlp - Variant: A |Hst3p - Variant: A
. il ...1: Gatlp -= YERO35w Bmsip - Variant: A |Imelp - Variant: A
. Lonsensus Table Gzfap -> YDL210w SlBp - Variant A  |Matalphalp - Variant:
Getber Dol Gaf3p > YKRO34w Tos8p - Variant: A |A
Figura 4.24: Tabela de objectos incompletos na base de dados.

% DBYeast (Admin) - Functionality ... ] X
Welcome! Start Here > Functionality related statistics =
Admiristratar
® Inital Page Functionality statistics
® Logout £

Restrictions
® [padGo
|IP: || No restriction j
Usage Statistics e
® [ocaton |Browser: No restriction i
® Functiooality

* hmas From Day|20 ¥ Monin{4 | Year{2004 |

To Day:|13 jMoutb:iQ j‘x’ear:|2004 ~

Date:

Restrict |

Verify regulations.
® Al Doc are Pot?

Verify relations
® MolecFunctionl D
® PBioProcessID

Function Bar Graph

® ProtDesciD clustering | :
: view ! !

® Proteinname potentialregulated 1 !
® Orfname fornclustering ! i

: index g ! T

No lize Orf ig;::inplequeries ! !
I |

® Orfgene formntranscriptionregulation|Zo ! !
® Translation transcriptionregulation | I
® Altname orfgene 1 !
i 7 i docunentedregulated ! !
._ —Requiation ) forndocunentedregulated | i
® Poteniial Requlation | formregulators ] ;

Figura 4.25: Funcionalidades exclusivas do administrador da base de dados.

Como se pode ver na Figura 4.25 é também possivel observar estatisticas de acesso ao

sistema. Foram criadas trés vistas distintas para o fazer, sendo a informacao apresentada



44. EXTRACCAO, TRATAMENTO E CARREGAMENTO DA INFORMACAO 53

através de um grafico. Existe a vista por funcionalidade, ou seja, qual a funcionalidade
mais utilizada, a vista por localizacao, ou seja, qual o computador remoto que mais acede
ao sistema, e a vista por tipo de browser, indicando qual o browser mais utilizado. Esta
ultima vista é utilizada para modificar a apresentacdo com o objectivo de satisfazer a maior
percentagem de utilizadores.

Em qualquer uma destas vistas, o grafico de acessos pode ser filtrado usando como res-
trigdes a data de acesso e os valores das outras vistas. Desta forma, é possivel observar quais

as funcionalidades mais acedidas por um determinado grupo de investigagao.
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Capitulo 5

Funcionalidades implementadas

Actualmente, o sistema de informacado contém um conjunto de funcionalidades, que per-
mitem dar resposta a inimeros problemas normalmente encontrados por quem desenvolve
investigacao na drea da biologia molecular, nesta nova era da genémica.

As funcionalidades implementadas giram em torno do modelo béasico apresentado na Fi-
gura 5.1. Este modelo representa o facto de os genes codificarem proteinas, e estas proteinas
poderem ser factores de transcrigao, podendo estes regular a transcricao de um outro conjunto

de genes.

Genes < w

Proteinas
FT <—|

Figura 5.1: Modelo béasico da regulagao de genes.

Assim, intimeras questoes podem surgir. No sentido directo, a partir de um conjunto de
genes pretende-se identificar quais destes codificam factores de transcricao e também quais
destes sao regulados por estes factores de transcricdo. No sentido inverso, a partir de um
conjunto de genes pretende-se identificar quais os factores de transcrigao que os regulam. Indo
um pouco mais longe, podemos também, a partir de um conjunto de genes e um conjunto de

factores de transcricao, identificar as regulagoes entre estes dois conjuntos.

95
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De seguida, sao apresentadas as funcionalidades implementadas, descrevendo a sua neces-

sidade e a solucao encontrada.

5.1 Simple Queries

Esta funcionalidade permite responder a muitas questoes através de acessos directos as tabelas
da base de dados, sem a utilizacao adicional de algoritmos para o tratamento dos dados.

O poder expressivo das respostas a estas questoes pode ainda ser aumentado utilizando o
simbolo "%’ em qualquer campo, significando que essa posicao representa qualquer conjunto
de caracteres, podendo este conjunto ser vazio. Por exemplo, inserindo no campo Gene
Name os caracteres *Gene%’, obter-se-4 o GeneA e o GeneZZZ e, todos 0s genes cujo nome
comece pela palavra ’Gene’.

Como podemos observar na Figura 5.2, podemos obter informacgao representada em qual-

quer dos campos da tabela orfgene através do nome da ORF ou do gene.

@ Start Here = New query
——

[ ¥

ﬁ‘}@@ Simple Queries
Search Protein related Search ORF/Gene name
Simple Queries Protein W ORF Name I
L Name

Gene Protem, Consensus. . S

Descﬁpﬁonl
® ORF List <-> Gene List S | S |
Biological s
-5 I%transcrlptlon%
TUPAC Process
® [UPAC code generation Molecular I
Function

Regulation Analysis Search | Clear |

® Scarch existing
COnsensus

® Scarch requlated genes ||
® Scarch potental

regulated Search Regulation related Search Consensus related
® Documented & Potenbal
o Regulatory Factor |yap%| Regulatory I
® Consensus-based Target ORF I R
Consensus |% CCCT%

clustering |_
Target Gene Retrieve all consensus
Regulation with GO Regulation Mode | activator j Search | Clear |

® Transcription Requlation
® CO Croupimg (fatigo lilke) Search | Clear |

[4

Figura 5.2: Interface para efectuar perguntas simples.
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Existem quatro tipos de procuras simples, que reportam informacao relacionada com
proteinas, com ORF/genes, com factores de transcrigdo e com consensus, respectivamente.

Qualquer que seja o tipo de procura ¢é possivel efectuar pesquisas inserindo termos em
mais do que um campo, significando que os resultados satisfazem todos os termos inseridos
simultaneamente. Assim, numa pesquisa relacionada com proteina, inserindo por exemplo,
'yap%’ no nome da proteina e *%transcription%’ no processo biolégico, obtemos todas as
proteinas cujo nome comega por 'yap’ e que estdao envolvidas em processos biolégicos que
contém a palavra ’transcription’.

Na Figura 5.3 é apresentado outro tipo de funcionalidade de bastante utilidade. A
tradugao de nomes de ORF em nomes de genes e vice-versa, através da insercao de uma
lista que pode conter simultaneamente nomes de ORF e de genes. A lista inserida é separada

em duas, contendo uma os nomes de ORF e a outra o nome dos genes correspondentes.

-
You are at: Start Here > Mew lst 1

W Transform an ORF List into a Gene List (or vice-versa)
| Field | Value ‘DRF Name éGene Name
. | ks S
Simple Queries [rapt YMLOOTW |YAP1
#® Gene, Protemn Consensus.. iYHL.[JE'-'w YHLOZ7w |RIM101
® ORF list <> Gene List |ORF/Gene ’?{E;1 . YKL112w |ABF1
Niiries !Cupl " YDR216w |ADR1
IUPAC |m,=_nz YHRO53C [CUPL
® [UPAC code generation EL06 2w YHROS5C iC.UPl
YMRD37c iM5N2
Regulation Analysis YKLOGZwW  MSN4
® cScarch existing ORF=->Gene | Clear -
cCOonsensus
Go Back I
. Search requlated genes

® scarch potentially

Figura 5.3: Traducao de uma lista de ORF em uma lista de genes e vice-versa.

5.2 Geragao de cédigo IUPAC

Esta funcionalidade surge com o objectivo de preencher uma lacuna existente entre as fer-
ramentas disponibilizadas & comunidade cientifica. Esta nova ferramenta permite obter a
melhor compressao para um conjunto de sequéncias de ADN, através do aumento do alfabeto
utilizado para descrever o ADN.

Este novo alfabeto foi apresentado pela International Union for Pure and Applied Chemis-

try, sendo designado por cédigo IUPAC. Cada simbolo neste alfabeto representa um conjunto



o8 CAPITULO 5. FUNCIONALIDADES IMPLEMENTADAS

de simbolos no alfabeto ADN. A tabela 5.1 apresenta o alfabeto IUPAC assim como a sua

correspondéncia com o alfabeto do ADN.

Alfabeto IUPAC Alfabeto ADN
AouT
CouG
A ou G
T ou C
AouC
T ou G

AouTouG

AouTouC

A ou CouG

T ou G ouC
AouTouGouC

=

Z|W|<|"B|ID|R|IE|R|H|»

Tabela 5.1: Correspondéncia entre alfabeto IUPAC e o alfabeto ADN.

Esta ferramenta foi desenvolvida no ambito de um trabalho final de curso realizado por
David Nunes e Nuno Mendes [14]. A compressao é efectuada através da adaptagao de um
algoritmo de minimizagao légica denominado ESPRESSO, desenvolvido por Richard Rudell

e Alberto Sangiovanni-Vincentelli [15].

5.3 Procura de sequéncias consensus

Esta funcionalidade permite verificar a existéncia de regides consensus ja descritas na base
de dados.

Como se pode ver na Figura 5.4, na pigina de resultados desta funcionalidade, em con-
junto com as sequéncias consensus, é apresentado o factor de transcricao que reconhece essa
sequéncia, e quais os genes que estao documentados como sendo regulados por esse factor de
transcricao.

Por razoes de eficiéncia, a procura destas regides consensus encontra-se actualmente li-

mitada. A sequéncia de consensus a procurar tem de ter um numero de caracteres igual ou



5.3. PROCURA DE SEQUENCIAS CONSENSUS 59

-
@ You are at: Home > New search = Search result |
B o o
m@ Search result of a consensus sequence
| Documented
ICnnsensns |Reg'nhbncr}r Factor e
Simple Queries | | il s ENnes
® (ene Protein Consensus.  [TTACTAA EM |Y‘DR1 35¢c - YCF1
® CORF List <> Gene List | —
iLTTACTAA |ME ‘YDRDd—Dc - ENAL
Lk TEKASTAA Yaplp YALDOSc - SSAl
® JUPAC code generation
YEROOBC - ELR1
Regulation Analysis YBR244w - GPX2
® Scarch existing YDL243c - AAD4
CERSEnsus YDR135c - YCFI
® cSearch regulated genes e i
® Scarch potentially wd F
re el YDR453c - TSA2 —

Figura 5.4: Resultados da procura pela sequéncia consensus TTACTAA.

superior ao numero de caracteres das sequéncias consensus descritas na base de dados, por

forma a ser possivel verificar se alguma destas esta contida na sequéncia inserida.

Esté prevista a melhoria desta funcionalidade, de forma a permitir a pesquisa com sequéncias

menores do que as sequéncias consensus presentes na base de dados.

Como resultado da pesquisa serao obtidas todas as sequéncias cujo autémato que as
descreve aceita também a sequéncia inserida. consensus que contém a sequéncia a pesquisar,
ou seja, todas as sequéncias cujo o autémato gerado contém o autémato gerado pela sequéncia

inserida.

Esta funcionalidade faz uso do alfabeto IUPAC, visto que as sequéncias de consensus que
estao inseridas na base de dados, foram descritas utilizando este alfabeto. No exemplo da
Figura 5.4, a sequéncia da pesquisa foi a sequéncia ‘TTACTAA’, e na base de dados existiam
as sequéncias TTACTAA e TKACTAA. A sequéncia que contém o simbolo K, foi desdobrada
em duas sequéncias, TTACTAA e TGACTAA. Assim, o resultado é constituido por todas as
sequéncias consensus existentes na base de dados, que geram uma sequéncia igual & sequéncia

da pesquisa.
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5.4 Procura por genes regulados (documentados)

Esta funcionalidade permite, através da insercao de uma lista de factores de transcricao, obter
a lista de genes que estao documentados como sendo regulados, por algum dos factores de

transcricao, como ilustrado na Figura 5.5.

=]
@ You are at: Home = New search = Search result 1
e
@@@ Result of searching genes regulated by a list of genes
Decumented
simpl . hoan Consensus Regulated Potentially Regulated ORF/Gene
S e o G ORF - Refi
® Gene Protemn,Consensus. | el EEREREREIE
# ORF List <> Gene List  |Firlp [Not a transcription factor!
Yaplp 1. TEASTAA | g5a Ref
IUPAC
FLE1 Ref
® [UPAC code generation o Ref
. . AAD4 Ref
Regulation Analyvsis e i
® Scarch exishng | TRR1 Ref
CONSENsUs | e S
® scarch documented 5 Ref
mulated
r.e = - N Hatartal PCT1 Ref Atention! e
—oearch potenhally
e:r:; SR TRX2 Ref This analysis matches the probein consensus
r.e_gul_a =] Son2 Ref on all gene promoter sequence. This can
Documented & Potential | asH1 Ref - undreds of possibiliiss!
LEmIAETS soD1 Ref Search
- Consensus-based cCpl Ref
ton CECP1 Ref
chistermg AHP1 Ref

Figura 5.5: Lista de genes documentados como sendo regulados pela lista de factores de

transcricao inserida.

.

No entanto, o formuldrio de entrada nao é restrito a insercdo de nomes de proteinas. E
também possivel inserir os nomes dos genes que codificam as proteinas em anélise.

No caso de algumas das proteinas inseridas nao serem um factor de transcricao, é apre-
sentada uma mensagem indicativa de que nao o sao.

O pseudo-cédigo desta funcionalidade é o seguinte:

1. Para cada nome contido na lista;

2. Verificar é um nome de um gene; e se o for, substituir pelo nome da proteina codificada;
3. Para cada proteina da nova lista, verificar se é um factor de transcrigao;

4. Em caso verdadeiro, extrair o gene regulado e a referéncia bibliografica correspondente;
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E ainda inserida uma coluna extra, permitindo pesquisar quais os genes potencialmente

regulados por cada factor de transcrigao. Esta funcionalidade é descrita de seguida.

5.5 Procura por genes regulados (potenciais)

Esta funcionalidade tem como objectivo identificar quais os genes potencialmente regulados
por um factor de transcrigdo. Ao contrario da funcionalidade anterior, esta permite a in-
sercao de apenas um factor de transcricao, visto que a lista de resultados para cada factor de

transcricao pode ser bastante vasta, como podemos verificar na Figura 5.6.

FS
¥ou are at: Home > Search > Potenhially regulated genes j

@@@ List of potentially regulated genes for 'Gerlp’

The searched Gerlp has 2 variants having different binding site consensus. For each
variant potentially requlated genes, based on exact match considernng IUPAC code

Simple Queries {without substitnions) are listed below
® Gene Protein Consensus .

. ORF List <-> Gene List

In future we are planning fo list consensus searched allowing substitutions.

Searching consensus: TTTCAGCTTCCTCTAT Found 1 matches!

IUPAC 7 2
® [UDBAC fode generdtion |Gerip Potential Regulated
ORF's/Genes
Regulation Analysis YDROSO0c iTPI‘l
® Search existing
CONSENnsUs
® Scarch documented Searching consensus: WNYNRNCWTCCWNWWE Found 298 matches!
regulated [
. |Gerlp Potential Regulated
® Search potentally
ORF's/Genes
re ated :
® Documented & Potential TYia niz  [TYiA
regulators %T’Y]B BL |T'YJB
® Consensus-hased T
: ITY4A H (TY4a
clusterig : |
[YALO3BwW !CDCIQ

Figura 5.6: Lista de genes potencialmente regulados por um determinado factor de trans-

cricao.

O pseudo-cédigo que descreve esta funcionalidade é o seguinte:

1. Verificar se o nome inserido é de um gene; se for, substituir pelo nome da proteina

codificada;

2. Verificar se a proteina tem regides de consensus associadas, documentadas na base de

dados;
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3. Se tiver, para cada regiao de consensus:

(a) Verificar se essa regido estd presente na regiao promotora de algum dos genes

presentes na base de dados;

(b) Devolver a lista de genes que tém a regiao de consensus presente.

Esta funcionalidade esta, actualmente desenvolvida sem a utilizacao de métodos de pes-
quisa com erros. Pode acontecer por vezes, que um determinado factor de transcrigao tenha
uma regiao de comsensus associada, mas que o sistema nao a encontre presente na regiao
promotora de nenhum dos genes da base de dados, por essa regiao conter um caracter errado.

A pesquisa, utilizando por exemplo uma funcio como a distancia de edicdo para medir a
semelhanca entre duas cadeias de caracteres nao foi desenvolvida, visto que existem regices de
consensus que ja sao muito genéricas, sendo encontradas em quase todas as regides promotoras
de genes, tornando a interpretacao da lista de resultados quase impossivel.

Actualmente, o grupo de Ciéncias Bioldgicas do IST estd a efectuar uma verificagao das
regioes de consensus existentes na base de dados, na tentativa de corrigir algumas das des-
crigdes dos consensus no alfabeto TUPAC.

Apenas quando existir uma lista de consensus sem erros, serd possivel ter uma lista
credivel de genes potencialmente regulados. Nesta altura é plausivel adaptar a pesquisa
actual a uma pesquisa que contemple a existéncia de erros, permitindo obter uma lista de
genes regulados por terem uma regiao promotora com afinidade suficiente para a ligagdo do

factor de transcrigao.

5.6 Procura por FTs documentados/potenciais

Esta funcionalidade permite seguir o esquema da Figura 5.1 no sentido inverso das setas, ou
seja, a partir dos genes regulados, identificar quais os factores de transcricdo que os regulam.

O resultado desta pesquisa é apresentado de duas formas distintas: em forma de tabela,
indicando tanto os factores de transcrigao reguladores documentados, como os potenciais,
como ilustrado na Figura 5.7; e em forma de imagem, apresentando uma representagao dos
promotores dos varios genes inseridos, e a ligacao dos varios factores de transcricao nos

promotores, como ilustrado na Figura 5.8.
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Figura 5.7: Factores de transcrigao que estao documentados como reguladores e que potenci-

almente regulam o gene FLRI1.

O resultado através da tabela, é composto por trés colunas. A primeira, indicando os

nomes dos genes regulados. A segunda, indicando os factores de transcricao que estao docu-
mentados como regulando o gene correspondente. Para cada um destes factores de transcrigao
¢ indicado o modo de regulagao (activador, repressor ou ambos). Por fim, a terceira coluna
indica os factores de transcricdo potenciais, em que para cada um deles, é possivel ver a

localizacao da regiao de consensus na regiao promotora do gene.

Na representacao através de uma imagem, é possivel eliminar alguns dos factores de
transcrigao. Esta funcionalidade é bastante vantajosa nos casos em que existem factores
de transcricao com regioes de consensus genéricas e que sobrecarregam a imagem escondendo

outras regulagoes.

O facto de serem apenas apresentados, na imagem, os factores de transcrigdo potenciais,
tem a ver com o facto de nao dispormos da posicao com que um factor de transcricao, com

uma determinada regiao de consensus, se liga a regiao promotora de um gene.

Por outro lado, visto que temos as regioes promotoras dos genes e as regioes de consensus
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Figura 5.8: Representacao da ligacao potencial dos factores de transcrigao, existentes na base

de dados, ao promotor dos genes FLR1 e YRRI1.

dos factores de transcricao, podiamos para cada regulacao documentada, o local onde as
regioes de consensus apareciam na regiao promotora dos genes. No entanto, esta apresentacao
nao seria rigorosa, visto que uma sequéncia de consensus pode aparecer varias vezes na regiao
promotora e nao existe informagao sobre qual das posigoes é a correcta, ou seja, qual das
posicoes é a considerada pelo autor do artigo que descreve a regulacao.

Pode acontecer ainda que nenhuma das regioes de consensus de um determinado factor de
transcricao, esteja presente na regiao promotora dos genes. Esta situacao deve-se a regiao de

consensus nao se encontrar bem descrita ou devido & procura efectuada nao permitir erros.

5.7 Consensus based clustering

A partir de experiéncias de Microarrays! ou outras experiéncias laboratoriais, obtem-se uma

lista de genes que sao expressos quando as células sao submetidas a determinadas condicdes,

Wector de moléculas de ADN que permite realizar em paralelo intimeras experiéncias de hibridacdo. Com

este dispositivo é possivel monitorizar o nivel de expressdo de milhares de genes em simultaneo.
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como por exemplo, um determinado factor de stress quimico.

Os genes compilados nestas experiéncias podem ter as mais variadas funcoes na célula.
Uma parte destes genes vai codificar proteinas que sao factores de transcricdo, ou seja, que
por sua vez irdo regular outros genes.

O objectivo desta funcionalidade é identificar a partir de uma lista de genes ou das
proteinas codificadas, quais os que codificam factores de transcricao e quais destes estao
envolvidos na regulacdo (documentada e potencial) de genes contidos na lista inicial. No caso
das regulacoes documentadas é apresentada a referéncia bibliografica correspondente.

Na Figura 5.9 é apresentado um exemplo de identificacao de factores de transcricao e

dos genes regulados. Neste exemplo, podemos verificar os casos de auto-regulagdao dos genes

PDR3 e YRRI.

| ¥

You are at: Home = New search > Search result

Result of searching regulators and regulated genes limited to a list

: Documented Regulatio

| ORF/Genes
et oo |
FLR1 .|Referernce ‘
|:F’DR3 ._IReierencB
| Iw :IRefererncB

| Go Back |

Figura 5.9: Regulactes existentes entre os genes da lista YAP1, FLR1, YRR1 e PDRS3.

O pseudo-cédigo que descreve esta funcionalidade é o seguinte:
1. Para cada gene da lista inicial;

2. Verificar se codifica um factor de transcri¢ao;
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3. Em caso afirmativo, apresentar as sequéncias de consensus associadas e os genes poten-

cialmente regulados através de cada sequéncia de consensus;

4. Apresentar também os genes que estao documentados como sendo regulados por esse

factor de transcrigao, assim como a referéncia bibliografica correspondente.

5.8 Transcription Regulation

Esta funcionalidade surgiu inicialmente como uma evolucao da anterior, numa tentativa de
uniformizacao das ultimas quatro pesquisas apresentadas, possibilitando inlimeras pesquisas.
Os resultados obtidos podem ser agrupados por grupos de termos do Gene Ontology
Consortium, podendo estes grupos pertencer a ontologia de processo biolégico ou de funcao
molecular. Cada uma das listas, reguladores e regulados, pode ser agrupada de uma forma
independente, usando ontologias distintas.
Como podemos ver na Figura 5.10, o formulario de entrada apresenta varias opgoes que

serao descritas de seguida.

-
You are at: Home > New search |

W Search regulations from a list of genes

Regulators Requladon Matrix? | |_ Regulated

Simple Queries
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® cSearch existing Group by Fr—

& G0 Process & G0 Process

CONSEensus
L Search documented - ———— I 56 Function
regqulated | ||
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regulated Search Clear
® Documented & Potenbal

requlators

Figura 5.10: Formulério da funcionalidade Transcription Regulation.

A primeira vista é possivel verificar que existe uma separacao entre a lista de reguladores,

factores de transcricao, e de regulados, genes. Nesta separacao estd implicita uma funciona-
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lidade. Se for inserida uma lista de factores de transcricao e uma lista de genes regulados,
a pesquisa de regulacoes é efectuada apenas entre as duas listas. Se a lista dos factores de
transcricao for deixada vazia, significa que a pesquisa é entre a lista presente de genes e todos

os factores de transcrigao existentes na base de dados.

Por outro lado, se a lista de genes regulados estiver vazia, significa que a pesquisa de re-
gulacoes é efectuada entre a lista de factores de transcrigao inserida e todos os genes existentes

na base de dados.

Foi ainda adicionada uma particularidade nesta pesquisa. E possivel pesquisar por re-
gulacoes em que todos os factores de transcricao da lista, tém de regular todos os subconjunto
de genes; ou pesquisar por regulacoes em que qualquer subconjunto da lista de factores de
transcricao, tem de regular todos os genes inseridos na lista de genes regulados; ou ainda
fazer uma pesquisa em que qualquer subconjunto da lista de factores de transcricao regula

qualquer subconjunto da lista de genes.

Como podemos verificar na Figura 5.11, o resultado desta pesquisa é apresentado usando

trés colunas.

Na primeira coluna é apresentado o agrupamento dos factores de transcrigdo pela on-
tologia correspondente. Na segunda coluna, sao apresentados os genes documentados como
sendo regulados pelo grupo de factores de transcricao correspondente. Na terceira coluna, sao
apresentados os genes potencialmente regulados pelo grupo de factores de transcrigao corres-
pondente. No topo de cada coluna, é indicada qual a ontologia utilizada para o agrupamento

dos genes ou factores de transcrigao.

Cada agrupamento de factores de transcri¢ao, corresponde a uma linha principal da ta-
bela. As células correspondentes a interseccao de cada linha com cada uma das trés colunas,
estao divididas em dois. No lado esquerdo é apresentado o termo da ontologia que mais es-
pecificamente representa o conjunto de factores de transcricao ou genes apresentado do lado

direito. Por baixo de cada proteina ou gene, esta ainda o termo mais especifico associado.

Esta funcionalidade é a que mais pode evoluir dentro do contexto desta base de dados,
visto que estd dirigida para a inferéncia de redes de regulacao. No entanto, o recurso a
tabelas nao é a melhor solucao para a apresentacao dos resultados, pois o cruzamento de
tanta informacao torna-se ilegivel para uma pesquisa com mais de cinco ou dez factores de

transcricao e genes.
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Figura 5.11: Pesquisa de regulagoes utilizando as ontologias do Gene Ontology Consortium.

A apresentacao em forma de tabela é também uma condicionante do algoritmo utilizado
para a apresentacao dos resultados. Esta funcionalidade torna-se um pouco lenta quando é

pesquisado um numero razodvel de genes ou factores de transcrigao.

A solugao passa por encontrar uma forma mais simples e legivel para a apresentacao dos

resultados. Provavelmente, no futuro, sera utilizada uma forma grafica.

O pseudo-codigo que descreve esta funcionalidade é o seguinte:

1. Eliminar da lista dos factores de transcricao todas as proteinas repetidas e também as
que nao sao factores de transcricao, e se esta lista for vazia, considerar todos os factores

de transcrigao descritos na base de dados;
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2. Eliminar da lista de genes regulados os repetidos, e se esta lista for vazia, considerar

todos os genes descritos na base de dados;
3. Agrupar os factores de transcrigdo pelos termos da ontologia escolhida;

4. Para cada factor de transcrigao pesquisar as regulacoes documentadas e as regulagoes

potenciais;

5. Para cada conjunto de genes regulados por um factor de transcricao, agrupar pelos

termos da ontologia escolhida;

5.8.1 Matriz de regulagoes

E ainda possivel escolher outra funcionalidade no formulédrio apresentado na Figura 5.11, a
apresentacao das regulacoes representadas sob a forma de uma matriz.

O resultado é um ficheiro com os valores separados por virgulas ? que pode ser aberto
numa folha de célculo, em que as colunas representam todos os genes inseridos e as linhas os
factores de transcrigao. Cada célula de intersecgdo entre um gene e um factor de transcrigao
pode ter o valor um ou zero, consoante exista uma regulagdo, ou nao entre os dois.

Como é possivel ver na Figura 5.10, para aceder a esta funcionalidade, é necessario selecci-
onar a opcao Regulation Matrix. E possivel escolher uma pesquisa pelas regulacoes documen-
tadas ou pelas regulagoes potenciais. No caso de ser escolhido as regulagoes documentadas, a
pesquisa pode ser filtrada eliminando os factores de transcricdo que actuam como activadores
ou como repressores. No caso de serem escolhidas as regulagoes potenciais, a pesquisa pode
ser filtrada, escolhendo apenas as regulagoes que tém pelo menos dois locais de ligagao na
regiao promotora dos genes, ou entao escolhendo as regulagoes que tém pelo menos um local
de ligacao.

Esta funcionalidade nao usa o agrupamento pelos termos das ontologias do Gene Ontology
Consortium. No entanto, é uma forma rapida e simples de representar as regulacoes entre
uma lista de factores de transcricdo e uma lista de genes.

Estas matrizes sao posteriormente utilizadas por algoritmos de biclustering para, de uma

forma automatica, identificar possiveis redes de regulagao.

2Em Inglés, Comma Separated Values (CSV)
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Capitulo 6

Avaliacao do Sistema

6.1 Regulacoes documentadas vs. potenciais

O sistema desenvolvido disponibiliza duas visdes para uma regulacao que envolva um factor
de transcricdo e um gene: a regulagao potencial e a regulagdo documentada, como foi referido
na seccao 2.5.1. Estas duas visdes podem apresentar diferengas significativas.

A regulagdo potencial, é obtida através do emparelhamento de cadeias de caracteres cor-
respondentes as sequéncias de consensus reconhecidas pelo factor de transcrigao, e a regiao
promotora de um gene. Estas regulagoes confirmam que o factor de transcricao se liga fisica-
mente a regido promotora do gene. Noutro tipo de regulacoes, um factor de transcricao pode
fazer parte de um complexo proteico, iniciando ou inibindo a regulagdo de um gene, sem estar
directamente em contacto com a regiao promotora do gene.

A regulacao documentada mostra que um factor de transcricao regula de alguma forma
a transcricao de um gene, nao especificando se a regulacao é efectuada pela ligacao do factor
de transcricao a regiao promotora do gene ou ao complexo proteico constituido por outros
factores de transcrigao.

Tendo estas duas visoes em mente, efectudmos uma contagem do numero de regulagoes
documentadas, do nimero de regulagoes potenciais e do niimero de regulagoes documentadas
que também estavam descritas como potenciais. O resultado pode ser observado na Figura 6.1.

Observa-se entao que apenas 32.34% (aproximadamente um tergo) das regulagdes docu-
mentadas estao simultaneamente descritas como documentadas e potenciais. No entanto,

estdao representadas no sistema quase dezoito vezes mais regulacoes potenciais do que re-

71
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Figura 6.1: Relagao entre as regulacoes documentadas e potenciais.

gulacoes documentadas.

Esta baixa percentagem de regulacoes documentadas que sao simultaneamente classifica-
dos como regulagoes potenciais levanta algumas questoes sobre a sua justificagdo. Uma das
justificagoes passa pelo facto, referido anteriormente, de nem todas as regulagées documenta-
das serem regulacoes em que o factor de transcricao se liga directamente a regiao promotora
do gene. Por outro lado, apesar de no calculo das regulacoes potenciais se efectuar o desdobra-
mento do cédigo IUPAC das sequéncias de consensus, permitindo a procura de regulagoes com
alguma ambiguidade, ainda nao é possivel efectuar procuras usando distancias de edi¢ao [16].

Relativamente ao elevado nimero de regulagoes potenciais descritas actualmente no sis-
tema, é também possivel apontar algumas justificacbes. Uma das justificacoes passa pelo
tamanho (nimero de pares de bases) considerado para a regiao promotora. A regido promo-
tora dos genes nao tem um tamanho fixo. No entanto, é usual considerar-se para a regiao
promotora até 1000 pares de bases a montante, ou seja, permitir a sobreposicao da regiao
promotora com as ORFs a montante, aumentando assim a regiao considerada para ligacao
dos factores de transcrigao. Esta opcao deve-se ao facto de nesta regiao poderem ligar-se nao
s6 os factores de transcricao que dao inicio a regulacao como também factores de transcrigao

que tém o papel de atenuadores e/ou de acentuadores da transcrigao.

6.2 Funcionalidades inovadoras

Muitas sao as bases de dados ja existentes com intmeros conceitos representados. FEstes
conceitos podem ir desde genes, sequéncias promotoras, factores de transcrigao, regices de
consensus, e outros. No entanto, poucas sao as bases de dados que relacionam todos estes

conceitos, deixando assim algum espacgo para o desenvolvimento de novas funcionalidades.
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Este novo sistema surge assim como um complemento as bases de dados ja existentes,
apresentando novas funcionalidades com um foco especial nas relagoes entre os conceitos, nao

deixando de apresentar os conceitos existentes noutros sistemas.

6.2.1 Procura por genes regulados (documentados)

Esta funcionalidade permite ao utilizador inserir uma lista de factores de transcrigdao e obter
de forma expedita uma tabela com a lista dos genes documentados e regulados por cada um
desses factores de transcricao, bem como as referéncias bibliograficas que justificam cada uma

das regulacoes.

6.2.2 Procura por genes regulados (potenciais)

Esta funcionalidade permite ao utilizador inserir um factor de transcricao e obter a lista de
genes potencialmente regulados, tendo em conta a sequéncia de consensus reconhecida pelo
factor de transcrigdo em causa. O utilizador tem ainda a possibilidade de visualizar o local

de ligacao desse factor de transcrigdo na regiao promotora de cada gene.

6.2.3 Procura por FTs documentados/potenciais

Esta funcionalidade permite ao utilizador inserir uma lista de genes e obter duas listas de
factores de transcricdo: uma com os factores de transcricdo que estao documentados como
regulando cada um dos genes inseridos e outra com os factores de transcricao que contém
uma regiao de consensus que se liga a regiao promotora de cada um dos referidos genes.
Esta funcionalidade permite ainda, apenas para as regulagoes potenciais, a constru¢ao em
tempo real de uma imagem, que permite a visualizacao da distribuicao espacial da ligacao de

cada factor de transcri¢ao na regiao promotora dos genes especificados.

6.2.4 Consensus Based Clustering

Esta funcionalidade permite uma conjugacao das funcionalidades descritas anteriormente,
podendo o utilizador inserir uma lista de genes e de factores de transcricao. Fica a cargo
do sistema a separacao entre o que sao factores de transcricao e o que sao genes regulados,

apresentando posteriormente quais os factores de transcrigdo presentes na lista inserida e
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quais os genes presentes na lista regulados (documentados e potenciais) por esses factores de

transcricao.

6.2.5 Geracao de cédigo ITUPAC

Esta funcionalidade apesar de ter sido desenvolvida no ambito de um trabalho final de
curso [14], ndo deixa de representar uma funcionalidade ainda inexistente nas actuais fer-
ramentas. Utiliza o alfabeto IUPAC para descrever de uma forma compacta um conjunto de
sequéncias descritas utilizando o alfabeto ADN.

Por exemplo, é possivel representar as sequéncias TCCGTGGG, TCCGTGGA, TCCATGGA, TCCGTGGG,
TCCGCGGG apenas utilizando as sequéncias TCCRTGGA e TCCGYGGG descritas utilizando o alfa-
beto TUPAC.

6.3 Utilizacao do sistema

Em termos da utilizacao do sistema, este tem vindo a ser testado, de uma forma intensiva,
pelo grupo de ciéncias bioldgicas do IST, enquanto parceiro de desenvolvimento. No entanto,
o sistema foi também recentemente disponibilizado a alguns grupos de investigacao interna-
cionais com actividade cientifica no dominio da levedura.

As funcionalidades actualmente existentes no sistema foram desenvolvidas de acordo com
as necessidades e sugestoes do grupo de ciéncias bioldgicas do IST. Este tipo de desenvol-
vimento, tem os seus aspectos positivos, na medida em que é um desenvolvimento bastante
focado com uma aplicagao bastante concreta, e tem também aspectos negativos, visto que a
especializacao de uma funcionalidade pode nao satisfazer as necessidades de outros grupos de
utilizacao.

A divulgagao a nivel internacional deste sistema vai permitir obter contribuigoes e su-
gestoes criticas que suportem o crescimento estavel do sistema desenvolvido. Foram ja rece-
bidos comentarios favoraveis dos grupos internacionais de investigacao que estao a testar o
sistema, tais como da Washington University in St. Louis, Université Catholique de Louvain,
Université Libre de Bruxelles, tendo ainda acessos da Ecole Normale Supérieure em Franga e
da Universidade de Stanford. Estes comentarios vém reforcar a importancia que um sistema

como este pode ter para a comunidade cientifica.
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A primeira versao deste sistema ja foi submetida para publicacdo na conferéncia Yeast
Genetics and Molecular Biology, 2005, uma das maiores conferéncias internacionais para o
organismo biolégico levedura. Esta publicacao pretende apresentar o sistema dando énfase ao
seu caracter inovador relativamente aos conteidos biolégicos. Dentro em breve serd submetida
uma publicacdo a revista Nucleic Acids Research onde o sistema serd apresentado nao so
focando o conteudo biolégico mas também focando o sistema de informacao desenvolvido e

as suas capacidades de modelagao dos conceitos envolvidos.
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Capitulo 7

Conclusoes e Trabalho Futuro

Um dos problemas existentes na area de bioinformdtica, em especial no dominio dos siste-
mas de informacao, é o facto de existirem muitas bases de dados, cada uma especializada
em fornecer informacao relativa a um determinado conceito, mas nao existir nenhuma que
relacione todos estes conceitos, com acesso livre a todos os interessados. Devido a dificuldade
em manter um sistema deste tipo, estes tém tido um dos trés seguintes destinos: primeiro,
podem deixar de ser actualizados por terem sido fruto de um trabalho académico pontual;
segundo, podem conseguir manter-se actualizados mas acabam por se especializar apenas em
alguns conceitos, levando o investigador, no decurso de um determinado processo, a usar
vérios sistemas para cada uma das etapas; terceiro, alguns destes sistemas acabam por ter
interesse para o sector privado e acabam por apresentar restrigoes de acesso.

O sistema desenvolvido tem como objectivo o suporte e integragao de vérios conceitos da
biologia molecular e as suas relacoes, permitindo nao s6 a integragao dos conceitos existentes
em outros sistemas, mas também a integracao de informacao do grupo de ciéncias bioldgicas
do IST, permitindo centralizar e fornecer uma visao integrada de toda a informacao exis-
tente. O sistema permitiu assim a substituicdo de intimeras folhas de cédlculo na partilha
de informacao, constituindo um importante instrumento de trabalho nao sé para o grupo
de ciéncias bioldgicas do IST, como para a toda a comunidade que investiga o organismo
biolégico levedura.

Durante todo o desenvolvimento, o sistema teve como principais avaliadores os membros do
grupo de ciéncias bioldgicas do IST, que testou o sistema constantemente, fornecendo criticas

construtivas e a necessaria visao biolégica na interpretacao dos resultados obtidos. Este

7
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sistema foi recentemente difundido junto de outros grupos de investigacao, tendo recebido
comentarios muito positivos, o que deixa prever uma boa evolucao futura.

O sistema revelou-se também uma valiosa plataforma de suporte & integracao e teste de
novos algoritmos de bioinformaética, como é por exemplo o gerador de cédigo IUPAC.

O desenvolvimento futuro deste sistema tera trés direcgoes principais. A primeira é a
reducao do nimero de regulacées potenciais, visto que muitas destas nao tém significado
biolégico, bem como a integracao de novos algoritmos para a procura de motivos, tais como
bi-clustering ou outros métodos de andlise de padroes, permitindo assim expandir o leque de
funcionalidades disponibilizadas.

Em segundo lugar, é necessirio a melhoria do sistema de actualizacao e integragao de
novos dados, visto que nova informagcao estd constantemente a surgir. Muitos destes dados
necessitam de ser pré-processados de forma a facilitar a utilizacao em tempo real de algumas
das funcionalidades disponibilizadas.

Por 1ltimo, um dos objectivos mais arrojados deste sistema é permitir a inferéncia e visu-
alizacao de redes de regulacao de genes. Para tal sera necessario adicionar uma componente
algoritmica complexa, bem como resolver toda a problema&tica da visualizagao destas redes
de regulacao de forma a permitir ao utilizador uma navegacao facil. A obtencao destas redes

serd um dos maiores desafios deste sistema.
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Apeéendice

8.1 IDBAccess

<7php
function stringDate() {
$now = getdate();

$date = $now[’year’];

$date .= "-".$now[’mon’];
$date .= "-".$now[’mday’];
$date .= " ".$now[’hours’];
$date .= ":".$now[’minutes’];
$date .= ":".$now[’seconds’];

return $date;

/* Generic Interface for a DB Access
* calls the specific class that represents the
* desired connection
*/
class IDBAccess {
var $db;

var $_logquery;

function IDBAccess($type = "mysql")
{

$dbclass = "DB$type";

$this->db = new $dbclass;

$this->_logquery = false;



ii

function openRead()

{
include ’config.php’;
$host

$dbconfig[’dbHost’];
$dbname = $dbconfig[’dbName’];
$user = $dbconfigl[’dbPlainUser’];

$pass = $dbconfig[’dbPlainPass’];

$this->db->open($host, $dbname, $user, $pass);

$this->_logquery = $dbconfig[’logquery’];

function getWriteUserLogin()
{
include ’config.php’;
return $dbconfig[’dbAdminUser’];

function getWriteUserPass()
{
include ’config.php’;
return $dbconfig[’dbAdminPass’];

function openWrite()

{
include ’config.php’;
$host = $dbconfig[’dbHost’];
$dbname = $dbconfig[’dbName’];
$user = $dbconfig[’dbAdminUser’];
$pass = $dbconfig[’dbAdminPass’];

$this->db->open($host, $dbname, $user, $pass);

$this->_logquery = $dbconfig[’logquery’];

function close()

{
$this->db->close();

unset ($this->db);

function insertUpdate($query)
{
$this->logThisQuery ($query) ;
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return $this->db->insertUpdate($query);

function query($name,$query)
{
$this->logThisQuery ($query) ;

return $this->db->query($name,$query) ;

function num_rows($name)
{

return $this->db->num_rows($name) ;

function nextObject($name)
{

return $this->db->nextObject ($name) ;

function getObject($name,$query)
{
$this->logThisQuery($query) ;

return $this->db->getObject ($name, $query) ;

function freeResult($name)

{

$this->db->freeResult ($name) ;

function dataSeek($name,$rowNumber)

{

return $this->db->dataSeek($name,$rowNumber) ;

function logThisQuery($query) {
if (!$this->_logquery)
return;
if (strpos($query,"log"))
return;
if (@$_SESSION[’user’] && @$_SESSION[’user’]->username)
$user = $_SESSION[’user’]->username;
else $user = "anonymous";

$date = stringDate();

iii
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$q = addslashes($query);
$this->db->insertUpdate ("INSERT INTO log_db VALUES(’’,’$user’,’$date’,’$q’)");

/* Specific SQL connection - MySQL Functions
* Handle multiple results simultaneous
* - using $hash{’result_name’}
*/
class DBmysql {
var $_link;

var $_result;

function open($host, $dbname, $user, $pass)

{
/* Open a mysql connection */
$this->_link = mysql_connect($host,$user,$pass)
or die("Could not connect: " . mysql_error());
/* Selects the mysql database */
mysql_select_db($dbname)
or die("Could not select database $dbname");

}

function close()
{
mysql_close($this->_link);

function getObject($name,$query)
{
$field = FALSE;
$result = mysql_query($query);
if (@mysql_num_rows($result) > 0) {
$obj = mysql_fetch_object($result);
$field = $obj->$name;
mysql_free_result ($result);
}

return $field;

function insertUpdate($query)
{
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return mysql_query($query);

function error()

{

return mysql_error($this->_link);

function query($name,$query)

{
if (isset($this->_result{$name}))
unset ($this->_result{$name});
$this->_result{$name} = mysql_query($query);
if ($this->_result{$name} &&
(mysql_num_rows ($this->_result{$name}) > 0)) {
return TRUE;
} else {
unset ($this->_result{$name});
return FALSE;
}
}

function num_rows($name)

{
if (isset($this->_result{$name})) {
return mysql_num_rows($this->_result{$name}) ;
}
else return O;
}

/* returns an array with the next obj fields
* return FALSE otherwise
* $name - result name (handling multiple results)
*/
function nextObject($name)
{
if (!isset($this->_result{$namel}))
return FALSE;
$obj = mysql_fetch_array($this->_result{$name},MYSQL_ASSOC) ;

return $obj;

function freeResult($name)

{
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if (isset($this->_result{$namel}))
mysql_free_result($this->_result{$namel});

unset ($this->_result{$name});

function dataSeek($name,$rowNumber)
{

return mysql_data_seek($this—->_result{$name}, $rowNumber) ;

/* Specific SQL connection - postgresSQL Functions
* Handle multiple results simultaneous
* - using $hash{’result_name’}
*/
class DBpostgres {
var $_link;

var $_result;

function open($host, $dbname, $user, $pass)

{
$connectionString = "host=$host ";
$connectionString .= "user=$user ";
$connectionString .= "password=$pass ";
$connectionString .= "dbname=$dbname";
/* Open a postgres connection */
$this->_link = pg_connect($connectionString)
or die("Could not connect: ".pg_last_error());
}

function close()

{
pg_close($this->_link) ;

function getObject($name,$query)
{
$field = FALSE;
$result = pg_query($this->_link, $query);
if (@pg_num_rows($result) > 0) {
$obj = pg_fetch_object($result, 0);
$field = $obj->$name;
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pg_free_result($result);
}

return $field;

function insertUpdate($query)
{
return pg_query($this->_link, $query);

function error()
{

return pg_last_error($this->_link);

function query($name,$query)

{
if (isset($this->_result{$namel}))
unset ($this->_result{$name});
$this->_result{$name} = pg_query($this->_link, $query);
if ($this->_result{$name} &&
(pg_num_rows ($this->_result{$name}) > 0)) {
return TRUE;
} else {
unset ($this->_result{$name});
return FALSE;
}
}

function num_rows ($name)

{
if (isset($this->_result{$name})) {
return pg_num_rows ($this->_result{$namel}) ;
}
else return O;
}

/* returns an array with the next obj fields

* return FALSE otherwise

* $name - result name (handling multiple results)
*/

function nextObject($name)

{

if ('isset($this->_result{$name}))
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return FALSE;
$obj = _fetch_array($this->_result{$name},MYSQL_ASSOC);

return $obj;

function freeResult ($name)

{
if (isset($this->_result{$name}))
pg_free_result($this->_result{$namel});
unset ($this->_result{$namel});
}

function dataSeek($name,$rowNumber)
{

return pg_result_seek($this->_result{$name}, $rowNumber);

>

8.2 Exemplo de utilizagcao da classe IDBAccess

foreach ($initgenes as $gene) {

$0 = normalizeGene($gene) ;

$q = "SELECT orfname, genename FROM orfgene ";
$q .= "WHERE orfname = ’$0’";
if ($db->query("orf", $q)) {

$row = $db->nextObject("orf");

$0 = normalizeGene($row[’orfname’]);

$g = normalizeGene($row[’genename’]);
if (strcasecmp($g,"Unknown"))
$genes[$o] = $g;

else $genes[$o] = $o;

} else {
$q = "SELECT orfname,genename FROM orfgene ";
$q .= "WHERE genename = ’$0’";

if ($db->query("gene",$q)) {
$row = $db->nextObject("gene");
$0 = normalizeGene($row[’orfname’]);
$g = normalizeGene($row[’genename’]);
if (strcasecmp($g,"Unknown"))

$genes[$0] = $g;

else $genes[$o] = $o;

} else {

$q = "SELECT orfname,alternativename

"n.
>
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$q .= "FROM altname WHERE alternativename =’$o0’";
if ($db->query("altgene",$q)) {

$row = $db->nextObject("altgene");

$0 = normalizeGene($row[’orfname’]);

normalizeGene($row[’alternativename’]);

$g

if (strcasecmp($g,"Unknown"))
$genes[$o] = $g;

else $genes[$o] = $o;

8.3 Ficheiro extraccao de consensus

#!/usr/bin/perl -w

use strict;

use DBI;

my @lines;
while(<>){
chomp;

push @lines, $_;

my $dbh = DBI->connect(
’dbi:mysql:biology’,
‘ptem’,
‘ptem’,
{
RaiseError => 1,
AutoCommit => 0

}) || die "Database connection not made: $DBI::errstr";

foreach my $line (@lines) {
$line =~ /7[5 1% (L7515 5 (L7515 (L751%) 5 (L7515 5 ([751%) 8/
my ($variant, $consense, $protname, $function, $reference) = ($1,$2,$3,$4,$5);

# print "[$variant] [$consense] [$protname] [$function] [$referencel\n";

my $consdataid = 0;

ix
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if (length($reference) > 1) {
eval {
my $sql = qq{ INSERT INTO reference VALUES ( ? , 7 ) };
my $sth = $dbh->prepare( $sql );
$sth->execute(’’ ,$reference);
$dbh->commit () ;
};
my $sql = qq{ SELECT referenceID FROM reference where reference = 7 };
my $sth = $dbh->prepare($sql);
$sth->execute($reference) ;
my $referenceid;
$sth->bind_columns (undef, \$referenceid);
$sth->fetch();
$sth->finish();

eval {
my $sql = qq{ INSERT INTO consensedata VALUES ( 7 , 7 ) };
my $sth = $dbh->prepare( $sql );
$sth->execute(’’ ,$referenceid);
$dbh->commit () ;
};
$sql = qq{ SELECT consdatalID FROM consensedata where referencelD = 7 };
$sth = $dbh->prepare($sql);
$sth->execute($referenceid);
$sth->bind_columns (undef, \$consdataid);
$sth->fetch();
$sth->finish();

my $sql = qq{ INSERT INTO consense VALUES ( ? , ? , ? , 7 ) } ;
eval {
my $sth = $dbh->prepare( $sql );
$sth->execute($consense,$variant, $protname, $consdataid) ;

$dbh->commit () ;

};
if( $e ) {
warn "Database error: $@\n";
$dbh->rollback(); #just die if rollback is failing
}
eval {

my $sql = qq{ UPDATE activation SET activationmode = ? where proteinname = 7} ;
my $sth = $dbh->prepare( $sql );

$sth->execute($function, $protname) ;
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$dbh->commit () ;
};
if( $@ ) {
warn "Database error: $@\n";

$dbh->rollback(); #just die if rollback is failing

}
$dbh->disconnect () ;

8.4 Ficheiro extraccao de promotores

#!/usr/bin/perl -w

use strict;

use DBI;

my $dbh = DBI->connect(
’dbi:mysql:biology’,
’biologyadmin’,
’latatimp’,
{
RaiseError => 1,
AutoCommit => 0

}) || die "Database connection not made: $DBI::errstr";

my @sequences = split(">", ‘cat result.2003_11_26.181829.txt‘);
shift @sequences;
foreach my $s (@sequences) {

my $seq = ">".$s;

$seq =" /">(\S+)\s+/;

my $orfgene = $1;

my ($orf,$promseq) = ("","");
eval {
my $sql = qq{ SELECT orfname,promotersequence FROM orfgene where orfname = 7 OR genename = 7 };
my $sth = $dbh->prepare($sql);
$sth->execute($orfgene, $orfgene);
$sth->bind_columns (undef, \$orf, \$promseq) ;
$sth->fetch();
$sth->finish();
3
eval {

my $sql = qq{ UPDATE orfgene SET promotersequence = ? where orfname = 7 } ;
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my $sth = $dbh->prepare( $sql );
$sth->execute($seq, $orf) ;
$dbh->commit () ;
};
if( $e ) {
warn "Database error: $0\n";
$dbh->rollback(); #just die if rollback is failing
}
print "ORF: $orf\n$seq\n\n";
}

$dbh->disconnect();

8.5 Cdbdigo SQL

Cdédigo SQL 8.1 Cédigo SQL para a criacao da tabela orfgene
CREATE TABLE ‘orfgene‘ (

‘orfname‘ varchar(10) NOT NULL,

‘genename‘ varchar(10) default NULL,

‘url‘ varchar(100) default NULL,

‘genesequence‘ text,

‘promotersequence‘ text,

‘retrotransposon‘ enum(’N’,’Y’) NOT NULL default °N’,
PRIMARY KEY (‘orfname‘),

KEY ‘genename‘ (‘genename‘)

) TYPE=MyISAM;

Cddigo SQL 8.2 Cédigo SQL para a criacao da tabela altname
CREATE TABLE ‘altname‘ (

‘orfname‘ varchar(10) NOT NULL,
‘alternativename‘ varchar(10) NOT NULL,
PRIMARY KEY (‘orfname‘, ‘alternativename‘),
KEY ‘alternativename‘ (‘alternativename*‘)

) TYPE=MyISAM;
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Cédigo SQL 8.3 Cdédigo SQL para a criacao da tabela translation

CREATE TABLE ‘translation‘ (
‘orfname‘ varchar(10) NOT NULL,
‘proteinname‘ varchar(10) NOT NULL,
PRIMARY KEY (‘orfname‘, ‘proteinname‘),

KEY ‘proteinname‘ (‘proteinname‘)

) TYPE=MyISAM;

Cddigo SQL 8.4 Cédigo SQL para a criacao da tabela protein

CREATE TABLE ‘protein‘ (
‘proteinname‘ varchar(10) NOT NULL,

‘aminoacidsequence‘ text,

‘protdescID‘ int(11) default NULL,
PRIMARY KEY (‘proteinname‘)

) TYPE=MyISAM;

Cddigo SQL 8.5 Codigo SQL para a criacao da tabela protdesc

CREATE TABLE ‘protdesc‘ (
‘protdescID¢ int(11) NOT NULL auto_increment,

‘description‘ varchar(240) NOT NULL,

PRIMARY KEY (‘protdescID‘),
UNIQUE KEY ‘description‘ (‘description‘)

) TYPE=MyISAM;




xiv CAPITULO 8. APENDICE

Cddigo SQL 8.6 Codigo SQL para a criacao da tabela regulation
CREATE TABLE ‘regulation‘ (

‘proteinname‘ varchar(10) NOT NULL,

‘orfname‘ varchar(10) NOT NULL,

‘regulationmode‘ varchar(40) default NULL,
‘regulationdataID¢ int(11) NOT NULL default ’0’,
PRIMARY KEY (‘proteinname‘, ‘orfname‘),

KEY ‘orfname‘ (‘orfname‘)

) TYPE=MyISAM;

Cddigo SQL 8.7 Cédigo SQL para a criagao da tabela regulationdata
CREATE TABLE ‘regulationdata‘ (

‘regulationdataID¢ int(11) NOT NULL auto_increment,
‘referenceID¢ int(11) default NULL,
‘evidencecodeID varchar(5) default NULL,

PRIMARY KEY (‘regulationdatalD‘),

UNIQUE KEY ‘Ul¢ (‘referencelD‘, ‘evidencecodeID¢)

) TYPE=MyISAM;

Cddigo SQL 8.8 Cédigo SQL para a criacao da tabela reference
CREATE TABLE ‘reference‘ (

‘referenceID‘ int(11) NOT NULL auto_increment,
‘reference‘ varchar(150) NOT NULL,

PRIMARY KEY (‘referenceID‘),

UNIQUE KEY ‘reference‘ (‘reference®)

) TYPE=MyISAM;
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Cddigo SQL 8.9 Cédigo SQL para a criacao da tabela evidencecode

CREATE TABLE ‘evidencecode‘ (
‘code‘ varchar(5) NOT NULL,
‘definition® varchar(100) NOT NULL,
‘examples‘ text NOT NULL,
PRIMARY KEY (‘code®)

) TYPE=MyISAM;

Cddigo SQL 8.10 Codigo SQL para a criacao da tabela functionlist

CREATE TABLE ‘functionlist® (
‘ID‘ varchar(15) NOT NULL,
‘proteinname‘ varchar(10) NOT NULL,
PRIMARY KEY (‘proteinname‘, ‘ID‘),
KEY ‘ID¢ (‘ID‘)

) TYPE=MyISAM;

Cddigo SQL 8.11 Codigo SQL para a criagao da tabela processlist

CREATE TABLE ‘processlist® (
‘ID‘ varchar(15) NOT NULL,
‘proteinname‘ varchar(10) NOT NULL,
PRIMARY KEY (‘proteinname‘, ‘ID‘),
KEY ‘ID¢ (‘ID®)

) TYPE=MyISAM;
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Cdédigo SQL 8.12 Codigo SQL para a criacao da tabela componentlist
CREATE TABLE ‘componentlist® (

‘ID‘ varchar(15) NOT NULL,
‘proteinname‘ varchar(10) NOT NULL,
PRIMARY KEY (‘proteinname‘, ‘ID‘),
KEY ‘ID¢ (‘ID®)

) TYPE=MyISAM;

Cddigo SQL 8.13 Codigo SQL para a criacao da tabela consensus
CREATE TABLE ‘consensus‘ (

‘consensus‘ varchar(50) NOT NULL,
‘variant‘ varchar(5) NOT NULL default ’-’,
‘proteinname‘ varchar(10) NOT NULL,
‘consdatalID‘ int(11) default ’0’,

PRIMARY KEY (‘proteinname‘, ‘variant‘),
KEY ‘consensus‘ (‘consensus‘)

) TYPE=MyISAM;

Cddigo SQL 8.14 Codigo SQL para a criagao da tabela consensusdata
CREATE TABLE ‘consensusdata‘ (

‘consdataID‘ int(11) NOT NULL auto_increment,
‘referenceID‘ int(11) default NULL,

PRIMARY KEY (‘consdatalD‘),

UNIQUE KEY ‘referencelID‘ (‘referencelID‘)

) TYPE=MyISAM;
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Cddigo SQL 8.15 Codigo SQL para a criacao da tabela potentialregulation
CREATE TABLE ‘potentialregulation® (

‘consensus‘ varchar(50) NOT NULL,
‘orfname‘ varchar(10) NOT NULL,

‘ID¢ int(11) NOT NULL auto_increment,
PRIMARY KEY (‘consensus‘, ‘orfname‘),
UNIQUE KEY ‘ID‘ (‘ID¢)

) TYPE=MyISAM;

Cddigo SQL 8.16 Codigo SQL para a criacao da tabela potentialregulationpos
CREATE TABLE ‘potentialregulationpos‘ (

‘ID‘ int(11) unsigned NOT NULL default ’0’,
‘pos‘ int(11) unsigned NOT NULL default ’0’,
‘len‘ int(11) unsigned NOT NULL default ’0’,
PRIMARY KEY (‘ID*,‘pos®)

) TYPE=MyISAM;

Cddigo SQL 8.17 Codigo SQL para a criacao da tabela potentialregulationposreverse
CREATE TABLE ‘potentialregulationposreverse‘ (

‘ID‘ int(11) unsigned NOT NULL default ’0’,
‘pos‘ int(11) unsigned NOT NULL default ’0’,
‘len‘ int(11) unsigned NOT NULL default ’0’,
PRIMARY KEY (‘ID‘, ‘pos‘)

) TYPE=MyISAM;
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Coédigo SQL 8.18 Codigo SQL para a criacao da tabela function
CREATE TABLE ‘function‘ (

‘ID¢ varchar(15) NOT NULL,

‘function‘ varchar(200) NOT NULL,
‘depth¢ tinyint(4) default NULL,
PRIMARY KEY (‘ID¢),

UNIQUE KEY ‘function® (‘function®)

) TYPE=MyISAM;

Codigo SQL 8.19 Codigo SQL para a criacao da tabela process
CREATE TABLE ‘process‘ (

‘ID¢ varchar(15) NOT NULL,
‘process‘ varchar(165) NOT NULL,
‘depth‘ tinyint(4) default NULL,
PRIMARY KEY (‘ID¢),

UNIQUE KEY ‘process‘ (‘process‘)

) TYPE=MyISAM;

Cadigo SQL 8.20 Codigo SQL para a criagao da tabela component

CREATE TABLE ‘component‘ (
‘ID¢ varchar(15) NOT NULL,
‘component ‘¢ varchar(200) NOT NULL,
‘depth tinyint(4) default NULL,
PRIMARY KEY (‘ID¢),
UNIQUE KEY ‘component‘ (‘component‘)

) TYPE=MyISAM;
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Cédigo SQL 8.21 Codigo SQL para a criagao da tabela functionparents

CREATE TABLE ‘functionparents® (
‘ID‘ varchar(15) NOT NULL default ’’,
‘sonID¢ varchar(15) NOT NULL default ’’,
PRIMARY KEY (‘ID¢, ‘sonID‘)

) TYPE=MyISAM;

Cddigo SQL 8.22 Codigo SQL para a criagao da tabela processparents

CREATE TABLE ‘processparents‘ (
‘ID‘ varchar(15) NOT NULL default ’’,
‘sonID‘ varchar(15) NOT NULL default ’°’,
PRIMARY KEY (‘ID¢, ‘sonID‘)

) TYPE=MyISAM;

Cddigo SQL 8.23 Codigo SQL para a criagao da tabela componentparents

CREATE TABLE ‘componentparents‘ (
‘ID‘ varchar(15) NOT NULL default ’’,
‘sonID‘ varchar(15) NOT NULL default ’’,
PRIMARY KEY (‘ID¢, ‘sonID‘)

) TYPE=MyISAM;
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