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O entendimento das fungdes dos genes ¢ fundamental para o desenvolvimento de
novos diagndsticos e terapias baseadas em evidéncias genéticas. A técnica de
microarranjos proporciona a analise de milhares de genes ao mesmo tempo, permitindo
a comparagdo da expressdo génica de células em situagdes diversas (células saudaveis €

-tumorais, por exemplo).

Os experimentos com microarranjos sd0 compostos por uma série de atividades em
wet lab e computacionais (in silico). Apesar de existirem ferramentas computacionais e
padrGes para apoiar essas etapas, ha wma caréncia de apoio na geréncia do processo
experimental, além da falta de padroniza¢fio na anotagfo dos experimentos, tanto em
relagfo do formato quanto ao contetdo. O objetivo desta dissertagdo € desenvolver um
ambiente para apoiar os experimentos com microarranjos no sentido de facilitar a
composi¢do de processos e dados, o registro de atividades e monitoragdo dos
experimentos, apoiando-se no uso de workflows cientificos e padrdes como o MGED
Ontology e Genomics Unified Schema. Espera-se assim melhorar o grau de integragéo
entre etapas de um experimento e entre experimentos diversos, o que ¢ de extrema

importincia para uma analise mais ampla das fungdes dos genes.
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Understanding the gene functions is essential for developing new treatments and
diagnosis based on genetics evidences. The microarray technique permits the
simultaneous analysis of thousands of genes, allowing the comparison of cells’ gene
expression in distinct situations (e.g., healthy and cancerous cells).

Microarray experiments are composed by wet lab and computational (in silico)
activities. Despite the existing tools and patterns which deal with these experiments,
they lack a support for managing the experimental processes, and also a standard for
annotation of experiments (format and content). This work aims at developing an
environment for supporting microarray experiments to facilitate the composition of
process and data, the registry of activities and the monitoring of experiments, based on
scientific workflows and standards such as MGED Ontology and Genome Unified
Schema. We expect to improve the integration level among the phases of one
experiment and between distinct experiments, which is extremely important for a wider

analysis of gene functions.
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Capitulo 1 — Introducao

“Com certeza eles ndo morreram pois sdo antigos mestres na arte da
sobrevivéncia. (...) Mas ndo os procure flutuando livremente no mar. Eles
abandonaram essa liberdade ha muito tempo. Agora eles apinham-se em
colénias imensas, vivendo com seguranca dentro de robés desajeitados
gigantescos, murados do mundo exterior, comunicando-se com ele por meio
de vias indiretas e tortuosas, manipulando-o por controle remoto. Eles estdo
em mim e em vocé. Eles nos criaram, corpo € mente. £ sua preservacdo € a
razdo Ultima de nossa existéncia. Transformaram-se, esses replicadores.
Agora eles recebem o nome de genes e nds somos suas maquinas de

sobrevivéncia.”

Richard Dawkins, O gene egoista

1.1 — Motivacgao

As pesquisas na area de genética tém crescido enormemente nos tultimos dez
anos (PROSDOCIMI, FILHO et al.,, 2003). Grande parte dessas pesquisas tem a
finalidade de identificar genes e sua atuagfo no funcionamento dos organismos. Com o
seqiienciamento genético de um numero cada vez maior de espécies € 0 aprimoramento
e criagfio de técnicas para andlises primdarias dos genes, a geracdo de dados nessa area de
pesquisa vem crescendo de forma exponencial. No ano de 1999, o banco de dados
EMBL (European Bioinformatics Institute) possuia menos de 6 milhdes de seqiiéncias
genéticas em sua base de dados. Em 2003, possuia algo em torno de 34 milhdes e hoje
ja sfo quase 100 milhdes de seqiiéncias armazenadas (EMBL, 2007¢). Para acompanhar
esse ritmo de crescimento, bancos e ferramentas para tratamento desses dados vém se
aperfeicoando e se tornando mais robustos, rdpidos e com mais funcionalidades.
Resultados de pesquisas sdo disponibilizados cada vez mais rapido e podem ser
utilizados para novas andlises em diversos aplicativos desenvolvidos para fins de estudo
biol'c')gico. E associado a esse crescimento, estd o desenvolvimento da bioinformatica,
uma area multidisciplinar que retine conhecimentos de outras areas de conhecimento,

como as ciéncias da computagfio e a estatistica, além da biologia. O profissional de



bioinforméatica deve ser capaz de desenvolver solugdes computacionais eficientes

levando em conta detalhes e incertezas dos eventos biologicos.

Um esforgo muito grande, bastante influenciado pela conclusio do
seqiienciamento do genoma humano, tem sido concentrado na descoberta das fung¢des
dos genes, j4 que a mesma pode auxiliar no desenvolvimento de tratamentos
preventivos e terapéuticos de doengas graves como o cincer. Os genes sdo as unidades
minimas de armazenamento de informagfio que regulam o funcionamento de um
organismo, normalmente agindo em conjunto, ativando ou reprimindo uns aos outros. O
conhecimento dessas etapas de “ligar” e “desligar”, conhecido como regulagdo da
expressdo génica pode, em Ultima andlise, definir os processos de desenvolvimento e
diferenciac¢do celular. Para adquirir tal conhecimento, uma técnica que tem sido bastante
utilizada para andlise de expressdo génica ¢ a de microarranjos, que permite estudar a
expressdo (quais genes estdo ativos/reprimidos) de milhares de genes de um tipo celular
ou tecido ao mesmo tempo, ao invés do estudo individual de cada gene (MANDUCHI,
GRANT et al., 2004; PIATETSKY-SHAPIRO e TAMAYO, 2003). Esta técnica
permite comparar, por exemplo, o padréio de expressdo gé€nica de uma célula saudavel

com o de uma tumoral.

Os experimentos com microarranjo, assim como outros experimentos
biologicos, sdo compostos por uma série de atividades experimentais, tanto em bancada
(in vitro) quanto em laboratoérios computacionais (in silico). H4 um processo

experimental, caracterizado por um workflow cientifico, que muitas vezes ndo &

(¢

explicitamente percebido pelo pesquisador. Usualmente cada etapa deste processo
realizada de maneira isolada ¢ sem integragdo automatizada entre elas. Além disso, a
falta de acompanhamento do processo néio permite rastrear a ocorréncia de sucesso ou
eventuais erros e dificulta a re-execugdo de partes do processo, ou mesmo de todo ele. A
falta de padronizagdo na anotagdo de tais experimentos também consiste numa

dificuldade para integragfio e compartilhamento de experimentos diversos.

Sdo esses problemas citados acima que serdo abordados nessa dissertacéo.
Elaboraremos uma ferramenta para apoiar computacionalmente e integrar todo o
processo experimental, incluindo as atividades laboratoriais de bancada e as
computacionais. Essa ferramenta ¢é especializada para os experimentos com

microarranjos, pois vamos considerar particularidades deste tipo de experimento.



1.2 — Caracterizacao do problema

Com o crescente interesse pela tecnologia de microarranjos e o aumento do
numero de experimentos deste tipo realizados (JONATHAN KNIGHT, 2001), diversos
pesquisadores comegaram a tentar replicar experimentos uns dos outros. Mas por se
tratar de uma tecnologia recente, ndo havia, a principio, praticas comuns para
documentar o experimento. Ou seja, um experimento podia conter uma vasta
documentagdo, mas nfo conter dados necessarios para sua replicagdo, ou mesmo nio
conter dados informados em outros experimentos, caso o pesquisador tivesse a intengdo
de realizar um estudo comparativo (NATURE, 2002). Dado esse problema, o grupo
Microarray Gene Expression Data Society (MGED, 2006a) elaborou o Minimum
Information About a Microarray Experiment (MIAME) (BRAZMA, HINGAMP et al.,
2001), que relaciona as informag¢des minimas a respeito de um experimento com
microarranjo, de forma que seja possivel seu completo entendimento e replicagio de
seus resultados. Usualmente, tais informag¢des sfo armazenadas em repositorios
publicos de experimentos, como o GEO (GEO, 2006) e o Array Express
(PARKINSON, SARKANS et al., 2005), e sdo requisitos para a publicagdo nas
principais revistas cientificas da area (BRAZMA, HINGAMP et al., 2001).

Entretanto, esses dados sdo normalmente armazenados de forma nfio estruturada
(normalmente em textos livres) e sem padrdes rigorosos para nomenclatura. Isso torna
mais complicada a analise interexperimental, que nesse tipo de experimento ¢
fundamental, ja que diversos grupos realizam de forma independente estudos sobre os
mesmo genes, que poderiam ser comparados a fim de se obter conclusGes adicionais ou
confirmagdo de resultados através, por exemplo, de meta-analise. Abordando essa
problematica, o Genomics Unified Schema (GUS) (GUS, 2006) define um amplo
esquema légico relacional que, associado a uma série de aplicagdes, objetiva armazenar
e manter diversos tipos de dados gendmicos. O RNA Abundance Database (RAD) é um
subesquema do GUS especializado em dados de experimentos com microarranjos, € que
contempla as especificagdbes do MIAME. Ja o problema da falta de padrio de
nomenclatura pode ser satisfatoriamente contornado com o uso de vocabulario
controlado baseado em ontologias, que podem auxiliar no uso de uma descri¢do bem
definida e ndo-ambigua do experimento. A Gene Ontology (GO) (GO, 2006) define uma
ontologia especializada para a area de genética e 0 MGED Ontology (OWG, 2006) €

especializado em anotagdes para experimentos com microarranjo. A abordagem



relacional do GUS, associada a aplicagdo de vocabulario controlado, utilizada, por
exemplo no sistema RAD Study Anmnotator (MANDUCHI, GRANT et al., 2004),
contribui para a estruturagéo e padronizagio de dados, que € um passo importante rumo

a integracéo de informagdes provenientes de experimentos diversos.

Um outro grupo de ferramentas séo aquelas utilizadas para gerenciar e integrar
as diversas atividades que integram o processo experimental. O conjunto dessas
atividades pode ser visto como um workflow cientifico, pois se compde de tarefas
repetitivas e interdependentes, e que representam uma unidade de trabalho. Além disso,
trata-se de uma aplicagdo cientifica, que exige alto poder computacional, utilizada para
validar descobertas na forma de algum modelo cientifico e aplicadas a um dominio de
conhecimento especifico (SANTOS, 2004). A geréncia deste workflow viabiliza a
integracdo de experimentos diversos uma vez que prové controle sobre os pardmetros de
execucdo das etapas. Além disso, permite monitorar a proveniéncia dos dados, que € um
indicativo da validade e qualidade dos dados (BUNEMAN, KHANNA et al., 2001). O
reaproveitamento de dados, a re-execu¢dio de experimentos, ou elaboragiio de novos,
tém um custo bem menor se apoiadas por um gerenciador automatico de processos. O
Kepler (KEPLER, 2006) e o myGrid (MYGRID, 2006) sdo ambientes que permitem a
especificagio e execucio de workflows cientificos. O GARSA (DAVILA, LORENZINI
et al.,, 2005) € uma ferramenta de geréncia e execugio de experimentos in silico de
andlises gendmicas e anotagdes que integra fontes de dados e ferramentas diversas.
Esses trés sistemas, entretanto, cobrem somente as etapas in silico do processo
experimental. Além disso ndo séo aderentes aos padrdes de metadados como o GUS, o

MIAME e o0 MGED Ontology.

Completando as ferramentas computacionais utilizadas neste tipo de
experimento, ha aquelas utilizadas para realizar tarefas do processo experimental, como
os sistemas que controlam equipamentos que processam objetos do experimento; ou
aquelas usadas para realizar os experimentos in silico, utilizando abordagens estatisticas
(MATHWORKS, 2006; R, 2006) ou outras, como data mining (PIATETSKY-
SHAPIRO e TAMAYO, 2003) e data warehousing (KIRSTEN, DO et al., 2004) .

Vimos que ha viérias solu¢des computacionais aplicaveis aos experimentos com
microarranjos. Entretanto, elas isoladamente néo sfo atendem a diversos requisitos deste

tipo de experimento. E desejavel que um sistema gerencial de microarranjos seja capaz



de integrar todas as suas etapas, assim como os dados gerados por cada uma delas e

também por elas utilizados.

1.3 — Objetivos

O objetivo desta dissertagdo ¢ apoiar os experimentos com microarranjos no
sentido de facilitar a composig¢do de processos ¢ dados, o registro de atividades ¢
monitoragdo dos experimentos. Para tanto, visamos sistematizar as atividades que fazem
parte do processo experimental com microarranjos e desenvolver um ambiente para
geréncia e execugdo de um workflow cientifico especializado nesse tipo de

experimento.

A arquitetura deste ambiente visa integrar diversas ferramentas computacionais
que atendem parcialmente os diversos requisitos exigidos para a geréncia de
experimentos com microarranjos. FEssa integragdo vai gerar uma séric de
funcionalidades que atendem de forma satisfatéria os principais requisitos para
execugdo deste tipo de experimento: o sistema desenvolvido fara uso de padrdes aceitos
na comunidade cientifica, como o GUS/RAD, o MIAME e a MGED Ontology,
facilitando, com a padronizagdo de formato e de contetido, a troca de experiéncias de
forma automatizada; as atividades in vitro e in silico do experimento serdo
contempladas; aplicativos diversos que realizam etapas do experimento serdo integrados
e sera possivel gerenciar a seqii€ncia de execugdo dos mesmos, possibilitando o controle
de fluxo das atividades; o registro de todos os passos do experimento e dos dados neles
utilizados, permite o monitoramento do fluxo de dados, sendo assim possivel verificar a

qualidade dos mesmos através de seu historico e rastrear a origem de eventuais erros.

O uso desse ambiente deve agilizar a execugdo dos experimentos, uma vez que
promove a organizac¢io dos dados utilizados, facilita o acesso a eles e faz a manipulagéio
automatica dos mesmos para que possam ser utilizados por diferentes ferramentas. A
interagdo do sistema com o usudrio foi elaborada de modo que o pesquisador sé precise
registrar dados que ndo possam ser automaticamente capturados ¢ deixando a
manipulagdo de grandes volumes de dados como tarefas do sistema. Isso reduz a
possibilidade de insergéo de erros e inconsisténcias na base dados. E esperado também
que o sistema facilite a elaboragio de estudos adicionais, com a combinagédo de dados

de diversos experimentos, ja que a disponibilidade de metadados vai permitir que se



verifique que diferentes grupos de dados sdo comparaveis, ou fornecer meios para que

se tornem comparaveis.

1.4 — Organizacgao da dissertacao

O restante desta dissertagéo esta organizado da seguinte forma.

No capitulo 2 serd feita, primeiramente, a revisio dos conceitos teoricos de
biologia e informatica relacionados ao tema desta dissertagfio. Falaremos sobre biologia
molecular e genética, que envolvem conceitos basicos necessarios ao entendimento dos
experimentos com microarranjos. Em seguida, daremos uma visdo geral sobre
bioinformatica, area da qual faz parte o tema dessa dissertacdo. A seguir falaremos
sobre os experimentos com microarranjos, explicitando suas etapas. Depois falaremos
sobre workflows cientificos, modelo sobre o qual elaboramos a arquitetura de um
sistema gerenciador de processos experimentais com microarranjos. Finalmente faremos
uma discussdo sobre os trabalhos relacionados a este tema.

No capitulo 3, apresentaremos uma modelagem do processo experimental com
microarranjo através de um workflow cientifico. Caracterizaremos melhor o problema
de geréncia de processos experimentais e mostraremos como usualmente esse processo
¢ executado, identificando os principais problemas que ocorrem na sua realizagdo. Em
seguida sera proposta a arquitetura Wflex que visa atender os requisitos computacionais
deste tipo de experimento.

No capitulo 4, explicaremos como foi feita a implementagdo de um prototipo da
Wilex, e as tecnologias utilizadas. Em seguida falaremos sobre o estudo de caso através
do ambiente real de experimentos onde o protétipo desenvolvido foi implantado € como
se dar4 a utiliza¢do desse prototipo.

No capitulo 5, serdo feitas as conclusdes e discussbes a respeito do
desenvolvimento dessa dissertagdo, ¢ também falaremos sobre possiveis trabalhos

futuros.



Capitulo 2 — Experimentos com Microarranjos

O objetivo deste capitulo € apresentar conceitos tedricos basicos para o
entendimento de experimentos biolégicos, especialmente os de microarranjo; e discutir
trabalhos, de informatica e bioinformatica, relacionados a este tipo de experimento. Nas
secbes 2.1, 2.2 e 2.3, apresentaremos conceitos relacionados a biologia molebula.r,
bioinformatica e experimentos com microarranjos, respectivamente, com o objetivo de
fornecer informagdes basicas para o entendimento do trabalho proposto. Nas se¢des 2.4
e 2.5, mostraremos como se deu a evolugdo do apoio computacional aos experimentos
com microarranjos, discutindo os principais trabalhos relacionados. Na segdo 2.6,
discutiremos a utilizagdo de workflows cientificos em experimentos com microarranjos.
Na secdo 2.7, faremos uma analise comparativa dos principais trabalhos relacionados ao
tema dessa dissertagdo. Finalmente, na segdo 2.8, faremos algumas consideragdes finais

sobre o que foi discutido no capitulo.

2.1 — Biologia Molecular

Nessa se¢io explicaremos brevemente os processos biologicos que permitem
aos genes reger todo o funcionamento de um organismo, além de apresentar as

principais aplica¢des da area de pesquisa conhecida como genética.

2.1.1 — Caodigo genético

Todos os seres vivos, desde os simples virus até o complexo organismo dos
seres humanos, possuem uma macromolécula que contém todas as instrugdes
necessdrias para a construgéo e funcionamento de todo organismo. No caso dos virus e
seres unicelulares, existe apenas um exemplar dessa estrutura. Mas nos demais seres, 0s
chamados pluricelulares, existe uma copia da mesma contida em cada célula do
organismo. Essa molécula é chamada DNA (sigla em inglés para acido
desoxirribonucléico). Nos seres eucariotos, as células possuem um nticleo, separado do
citoplasma por uma membrana, onde fica localizada essa molécula. Nos organismos
cujas células ndo possuem niicleo, o DNA fica no citoplasma, juntamente com as

demais substincias intercelulares.



Figura 1: Macromolécula de DNA

O nucleotideo € a unidade estrutural do DNA. Esta molécula é formada por duas
longas cadeias complementares de nucleotideos. Um nucleotideo é formado por 3
componentes: um agucar (a desoxirribose), um grupo fosfato (H3P0O4) e uma base
nitrogenada, que pode ser: Timina, Adenina, Guanina ou Citosina. Como ¢é a base
nitrogenada que diferencia cada unidade estrutural do DNA, a seqiiéncia de
nucleotideos de uma cadeia é representada pelas iniciais dessas bases. Em geral, essa
seqiiéncia ndo se constitui em um Unico filamento, mas em diversos que se agrupam em
estruturas chamadas cromossomos. O niimero de cromossomos em cada célula varia de
acordo com a espécie. Como ja foi dito, o DNA ¢é formado por duas seqiiéncias de
nucleotideos. Essas duas fitas se combinam da seguinte maneira: as bases timina (T) e
adenosina(A) sempre se combinam entre si, o mesmo ocorrendo para as bases
citosina(C) e guanina(G). Assim, diz-se que as duas seqiiéncias de nucleotideos sdo
complementares € a partir de uma ¢ possivel se deduzir a seqiiéncia da outra. Por isso a
seqliéncia de um DNA € representada por uma unica seqiiéncia de bases nitrogenadas. E

essa seqiiéncia de bases (representada por letras) que chamamos de codigo genético.

O DNA ¢ um modelo para a construgdo de proteinas, ou seja, ele possui o
codigo a partir do qual s@o geradas as proteinas. As proteinas sfo estruturas essenciais
presentes nas células, pois estas macromoléculas desempenham inmimeras fungdes, a
maioria vital aos organismos vivos. Proteinas compdem estruturas de suporte a tecidos,
sdo catalisadoras de reagfes bioquimicas e agentes do sistema imunoldgico, dentre

outras tarefas que podem realizar.



O DNA ndo € traduzido diretamente para proteinas, ¢ nem toda a extensdo do
mesmo ¢ utilizada para codificar uma proteina. Na verdade apenas pequenos pedagos do
mesmo (e nesses pedagos, apenas um dos dois filamentos) servirdo de modelo a
construgdo de uma proteina. Esses pedagos sfo chamados de genes. O conjunto de
genes de um organismo € chamado de genoma. Os genes sdo primeiramente traduzidos
para uma estrutura chamada RNA (sigla em inglés para 4cido ribonucléico), que é
semelhante a0 DNA, porém possui apenas uma cadeia de nucleotideos € o agtcar que
compde cada nucleotideo € a ribose. Cada gene da origem a um RNA especifico. A
transcri¢do € o processo que origina um RNA ao fazer a copia de um gene para uma
seqiiéncia complementar ao mesmo. Ou seja, a seqii€ncia origem (o gene) é copiada,
trocando-se as bases A, G, T, C por U (Uracila), C, A e G, respectivamente. Como os
filamentos do DNA sdo complementares, a seqiiéncia de bases nitrogenadas da fita de
RNA transcrita € idéntica ao outro filamento de DNA (aquele que nfo serviu de molde),
excetuando-se pela base Timina, que no RNA ¢ substituida pela Uracila. O RNA que é
traduzido para proteina € do tipo mensageiro (nRNA). Existem outros tipos de DNA: o
transportador € o ribossomial, que participam do processo de tradugdo do RNA

mensageiro para uma proteina.

A tradugdo € o processo que gera uma proteina a partir de um RNA mensageiro
e ocorre regida por uma estrutura celular chamada ribossomo. Outra estrutura que
participa desse processo € o RNA transportador (tRNA), que possui uma trinca de bases
nitrogenadas chamada anti-codon e também, ligada a ele, uma molécula chamada
aminodcido. Cada RNA transportador possui um anti-codon € um aminoacido
especifico. O ribossomo faz com que cada trinca de bases nitrogenadas do RNA
~mensageiro (chamada codon) se ligue a um anti-cédon com a seqiiéncia complementar
ao cddon. Assim, os RNAs transportadores vdo se ligando na seqiiéncia de codons do
RNA mensageiro € os aminoacidos vdo se ‘soltando’ dos RNAs transportadores € se
ligando entre si, através das chamadas ligages peptidicas. Ao final do processo,
formam a proteina (com centenas ou milhares de aminoacidos), que toma uma
'conformac;ﬁo espacial que ¢ determinante na fungfio da mesma, ja que muitas proteinas
tém suas fungdes baseadas em encaixe com outras estruturas (outras proteinas

inclusive).



Esse fluxo da informago contida no DNA (o c6digo genético), até a sintese da
proteina, passando pelo RNA mensageiro, ¢ conhecido como Dogma Central da
Biologia Molecular (CRICK, 1970).

DNA 5\5\’\/‘/1/2 Transeription

RHA synthesis

nucleus

eytaplasin

Translation

Protein synthesis

Protein

Figura2: Dogma Central da Biologia Molecular

A fun¢fo de um gene, na verdade, nada mais € que a fungfio da proteina que este
gene origina, e sdo elas as responsaveis por muitos dos processos € ciclos vitais que
regem um organismo, como hormonios, enzimas, e anticorpos. Por sua vez, a fungio de
uma proteina estd intimamente ligada com a sua estrutura tridimensional. As enzimas,
por exemplo, que funcionam como catalisadores de reagdes quimicas, combinam-se
apenas com outras estruturas (moléculas) nas quais possam se encaixar. Os anticorpos
também sdo exemplos disto, ja que os mesmos atacam apenas moléculas especificas (de
bactérias, virus, tecidos) baseado em suas estruturas espaciais. Portanto, a resolugéo do
trindmio “Fungfo do Gene-Fung¢o da Proteina-Estrutura da Proteina” se tornou um dos
topicos de pesquisa mais importantes da atualidade (HEAD-GORDON e WOOLEY,
2001). '
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2.1.2 - Genética

Genética ¢ ciéncia dos genes. Ela se subdivide em algumas areas, mas é com a
genética molecular que o tema dessa disserta¢do mais se relaciona, ja que ela se foca na
estrutura e fun¢fio dos genes ao nivel molecular. Alguns temas que envolvem genética,
como clonagem e alimentos transgénicos, se tornaram relativamente populares e a
mengdo desses termos ja ndo causam tanta estranheza ao publico leigo. Entretanto, ha
outros temas nfo tio popularizados, mas que s#o alvo de diversos estudos nessa area. £
o caso dos chamados tratamentos genéticos, que sfio métodos, preventivos ou
terapéuticos, desenvolvidos baseados no entendimento das fungdes dos genes, ou seja, o
papel que eles tém no desenvolvimento de um organismo. Grande parte das pesquisas
em genética tem a finalidade de identificar genes e sua atua¢fo no funcionamento dos
organismos. Diversos outros beneficios podem ser alcangados como resultados das

pesquisas na area de genética (HGP, 2006b).

Podemos ver no caso dos alimentos transgénicos como € utilizado um gene que
tem sua fungfo identificada. Um transgénico é, por defini¢do, um organismo que possui
genes de oufras espécies, inseridos através de técnicas de recombina¢io de DNA. Em
plantas podem ser acrescentados genes capazes de aumentar a resisténcia da mesma a
uma determinada praga, aumentando assim a produtividade de alimentos e diminuindo o

uso de agrotoxicos (TODABIOLOGIA, 2006).

Uma das grandes conquistas da genética foi a conclusdo do Projeto Genoma
Humano (HGP, 2006a), que seqiienciou 3 bilhdes de nucleotideos e identificou cerca de
25 mil genes, dos quais menos da metade tém fungSes conhecidas. Dentre os principais
desafios pds-seqiienciamento encontra-se a defini¢fio dessas fungdes. Diversas outras

espécies ja tiveram seus genomas seqiienciados, como o do verme Caenorhabditis

elegans, da mosca da fruta (Drosophila melanogaster) e do camundongo (Mus
musculus) (ENSEMBL, 2006).

2.2 — Bioinformatica

Em uma defini¢do rigida, bioinformatica é qualquer uso de computadores para
lidar com informagdes bioldgicas. Mas na pritica, como veremos nessa se¢do, a
bioinformatica se desenvolve no sentido de utilizar diferentes areas do conhecimento,

como a ci€ncia da computacdo, a matematica, a estatistica ¢ a fisica, para analisar e
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comparar seqiiéncias genémicas ou protéicas com a intensa utilizagdo das ferramentas

da computagdo, tais quais bancos de dados, redes e inteligéncia artificial.

Com o seqiienciamento genético de um nimero cada vez maior de espécies € 0
aprimoramento e criagdo de técnicas para analises primarias dos genes, a geracdo de
dados nessa area de pesquisa vem crescendo de forma exponencial. No ano de 1999, o
banco de dados EMBL (EBI, 2006) possuia menos de 6 milhdes de seqii€ncias genéticas
em sua base de dados. Em 2003, possuia algo em torno de 34 milhdes e hoje ja séo
quase 100 milhdes de seqiliéncias armazenadas. Além do armazenamento, ocorre
paralelamente a necessidade de analise desses dados, o que torna indispensavel a
utilizagdo de plataformas computacionais eficientes para a interpretacdo dos resultados
obtidos. O surgimento ¢ o desenvolvimento da bioinformatica sdo resultados diretos
dessas necessidades. Essa nova ciéncia envolve a unifio de diversas linhas de
conhecimento, a engenharia de softwares, a matematica, a estatistica, a ci€ncia da
computagio e a biologia molecular (PROSDOCIMI, FILHO et al, 2003). A
bioinformatica é o instrumento que a comunidade de biologia molecular espera poder
contar para transformar em informagdo 1til (e valiosa) a imensa quantidade de dados

produzidos pelos projetos de seqiienciamento de genoma.

Outro fator que levou ao desenvolvimento da bioinformética foi uma certa
dificuldade de comunicac¢éo devido a abordagens distintas adotadas por profissionais de
diferentes areas: enquanto o bidlogo procurava uma solugdo que levasse em
consideragfio as incertezas e erros que ocorrem na pratica, o cientista da computagéo
procurava uma solugfo eficiente para um problema bem definido. Assim, surgiu a
necessidade de um novo profissional, que entendesse bem ambas as areas e fizesse a
ponte entre elas. O bioinformata deve ter conhecimento suficiente sobre problemas
bioldgicos reais para poder buscar solugdes computacionais vidveis ao problema em

questdo (PROSDOCIMI, FILHO et al., 2003).

Algumas dreas da pesquisa em bioinformatica merecem destaque devido a sua
importancia e a quantidade de estudos realizados. Sdo elas: banco de dados de biologia

molecular; comparagdo e andlise de seqiiéncias; e predigdo de estrutura de proteinas. .

Os bancos de dados de biologia molecular sfo grandes repositorios de dados

(nfo necessariamente sistemas gerenciadores de banco de dados), normalmente estdo
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disponiveis nas web para consultas e sdo abertos a laboratérios do mundo todo para
deposito de dados. Os principais tipos sdo os bancos de seqiiéncias genéticas e de
proteinas, como o GenBank (BENSON, KARSCH-MIZRACHI et al., 2007) ¢ Swiss-
Prot (BOECKMANN, BAIROCH et al., 2003) e os de estruturas tridimensionais de
proteinas, cujo principal representante € o Protein Data Bank (WESTBROOK, FENG et
al., 2002). Outros tipos de bancos armazenam dados de um tipo de experimento
especifico, como € o caso do Gene Expression Omnibus (GEO, 2006), que € um

repositorio de dados de experimentos de expressdo génica com uso de microarranjos.

A predigdo da conformagdo espacial de proteinas também € um problema
corrente na bioinformatica. O objetivo desses estudos €, dada uma seqiiéncia de
aminoacidos, (que pode ser obtida a partir da decodificagio de uma seqiiéncia genética),
prever que formato espacial essa proteina vai tomar. Um método bastante utilizado para
isto € a andlise de outras proteinas, cujas seqii€ncias de aminoacidos sdo semelhantes e
estruturas espaciais ja sdo conhecidas. Os critérios para se definir o qudo semelhante
uma estrutura ¢ de outras sdo objetos de varios estudos, dentre eles: (BUHLER, 2003;
CAMOGLU, KAHVECI et al., 2003; HUNT, ATKINSON et al., 2002). Os problemas
citados, somados a grande quantidade de proteinas conhecidas, constituem uma forte
motivagdo para o desenvolvimento de ferramentas integradas para armazenamento,
indexacdo, consulta e andlise de proteinas, tanto da estrutura primarias (seqiiéncia de

aminodacidos), quanto da espacial das mesmas.

A .anélise de seqii€ncias ocorre principalmente através da comparagiio com
outras seqiiéncias ja conhecidas, ja que a semelhanga entre seqii€ncias pode ajudar na
descoberta de relagdio funcional e evolucionaria entre elas, assim como auxiliar no
agrupamento das mesmas em familias (ALTSCHUL, GISH et al., 1990). A comparagdo
de seqiiéncias se da principalmente através de algoritmos que usam a idéia de
alinhamento entre elas: uma seqiiéncia a ser estudada ¢ confrontada com milhGes de
outras seqliéncias armazenadas em bancos de dados, na tentativa de alinha-la com um
trecho de uma seqiiéncia maior ou mesmo com toda a extensdo da mesma. Como a
quantidade de dados nesses bancos é ifnensa, esses algoritmos exigem um alto poder
computacional para que sejam rodados. Uma das ferramentas de comparagio de

seqiiéncias mais conhecidas e utilizadas é o Blast (ALTSCHUL, GISH et al., 1990).

13



Os experimentos com microarranjo fazem parte dos estudos de comparagio e
analise de seqiiéncias, sendo, na verdade, um complemento a elas. Na proxima se¢fo

sera explicado em detalhe esse tipo de experimento.

2.3 — Experimentos com microarranjos

Dentro do contexto de pesquisas sobre fungdes dos genes estdo os experimentos
com microarranjos. Embora todas as células de um organismo possuam o mesmo
material genético, sua expressdo génica, ou seja, seu conjunto de genes ativos (que
codificam proteinas), varia de acordo com o estagio de desenvolvimento, tecido, idade e
condigdes do ambiente. O objetivo dos estudos com microarranjos €, portanto,
determinar o padrdo de expressdo génica sob uma determinada condi¢do, comparando-o

a expressdo génica da mesma célula sob condigdes consideradas normais.

Os genes sdo as unidades minimas de armazenamento de informagfo que
regulam a formagdo e o funcionamento de um organismo. Ao contrario do que pode
parecer, eles ndo agem isoladamente, j4 que uma das diversas fungdes das proteinas
produzidas a partir dos genes, € influenciar outros genes, acionando-os ou reprimindo-
os (HUNTER, 1993). Assim, podemos dizer que os genes normalmente agem em
conjunto, ativando ou reprimindo uns aos outros, determinando o surgimento de uma
condi¢do em um organismo, como as caracteristicas fisicas de uma pessoa e até mesmo
o desenvolvimento de uma doenga. O conhecimento dessas etapas de “ligar” e
“desligar” genes, conhecido como regulagdo da expressdo gé€nica pode, em ultima
analise, definir os processos de desenvolvimento e diferenciagdo celular. A expressdo
génica pode ser medida através da quantificagdo de RNA mensageiro presente na célula,
ja que esse tipo de RNA ¢ exatamente o resultado da transcri¢do dos genes ativos da

célula.

A utilidade desta técnica €, entdo, avaliar que genes estdo ativos (ou deixaram de
atuar) quando ocorrem mudangas no ambiente intercelular, como por exemplo, um
cancer em desenvolvimento em um tecido ou uma célula posta em contato com uma
substancia toxica, como em (MITCHELL, BROWN et al., 2004; YU, CHEN et al.,
2004). Esse experimento pode sugestionar, entdo, que esses genes t€ém a fungdo

relacionada ao surgimento desta nova condi¢do. O entendimento deste mecanismo
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génico pode levar a diagndsticos mais seguros, assim como auxiliar no desenvolvimento

de tratamentos preventivos e terapéuticos.

2.3.1 — Etapas do experimento com microarranjos

Assim como a maioria dos experimentos bioldgicos, os experimentos com
microarranjos sdo formados por varias etapas. Os experimentos em microarranjo s3o
compostos por dois tipos de atividades: os experimentos in vitro, ¢ as andlises
computacionais de dados, os chamados experimentos in silico. O ciclo de atividades
deste tipo de experimento foi descrito em alto nivel em (O'CONNELL, 2003). Uma
descrigdo detalhada deste tipo de experimento ¢ apresentada em (GE, 2002).

A primeira etapa do experimento consiste no planejamento do mesmo: sdo
descritos os objetivos dos experimentos, os biomateriais (espécie, tecido, estagio de
desenvolvimento, etc.) e os ambientes de cultura das amostras a serem comparadas. Séo
definidas as plataformas do experimento e os protocolos serfo utilizados em outras
etapas, como a da hibridizagdo ¢ da extragdo de amostras. A defini¢do quanto ao
numero de amostras (replicatas biologicas) e o mimero de vezes que cada uma sera
testada ¢ uma decisdo importante e que dependem do objetivo do experimento que esta
sendo planejado (PAN, LIN et al., 2002; ZIEN, FLUCK et al., 2002). Os genes que
serdo estudados no experimento devem ser selecionados nesta ctapa e, dentre os
critérios de sele¢do, pode se incluir o resultado de andlise de resultados de experimentos
com microarranjos anteriores. Enfim, todos os detalhes do experimento devem ser

definidos e documentados nessa etapa.
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Figura 3: Etapas do experimento com microarranjos

O processo experimental prossegue com a preparagio do microarranjo, com a
impress@o, em uma pequena lamina retangular, das seqiiéncias de DNA representativas
dos genes selecionados para estudo (chamadas de sondas), dispostas na forma de uma
matriz bidimensional. As sondas sdo seqii€éncias de dois tipos principalmente. (WOO,
AFFOURTIT et al.,, 2004). A primeira ¢ uma seqliéncia de DNA complementar
(cDNA), obtidos a partir da molécula de DNA através de técnicas como o PCR-RT
(PROTOCOL ONLINE, 2007b). Os cDNAs possuem seqii€ncias longas, de centenas ou
milhares de bases nitrogenadas, e cobrem praticamente toda a extensdio do gene que
representa. O outro tipo de seqiiéncia sdo os oligonucleotideos, de poucas dezenas de
bases, desenhados de forma a se combinarem a genes bem mais extensos que eles
proprios, porém em regides uUnicas do gene, de modo que eles sejam capazes de
identificar um Gnico gene. A impressdo das sondas (oligonucleotideos ou cDNA) nas
laminas ¢ feita por um robd que mergulha pequenos pinos nas solugdes, que estfio
armazenados em placas, dividas em dezenas ou centenas de pequenos po¢os que contém
essas seqiiéncias, e deposita pequenas quantidades das mesmas na lamina. E possivel
também a utilizagdo de arranjos comerciais, como o Affymetrix (AFFYMETRIX,

2006), que ja sdo vendidas ‘impressas’, prontas para a utilizagéo na proxima etapa.
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Em paralelo a preparagdo do microarranjo, € feita a preparag¢io das amostras
de células. Normalmente elas sdio analisadas duas a duas, considerando-se amostras do
mesmo tecido e de seres da mesma espécie, porém submetidas a diferentes condigdes.
Pode-se, por exemplo, confrontar um tecido saudavel com um doente; ou entfio
confrontar amostras de células de um ser que vive em um ambiente limpo com as de
outro que habita um local contaminado com uma determinada substincia; até mesmo
células que se desenvolveram sob as mesmas condi¢des, porém de diferentes fases do
desenvolvimento do organismo. Pode ocorrer também a comparagdo entre diferentes
tecidos de uma mesma espécie ou at€ mesmo entre amostras de espécies distintas
(ADJAYE, HERWIG et al., 2004). O importante € que haja variag@o significativa de
apenas um aspecto, que ¢ aquele sobre o qual se deseja avaliar a influéncia sobre a
expressdo génica da célula. Deve-se manter, portanto, um controle sobre os demais
aspectos para que os mesmos ndo modifiquem significativamente a agdo dos genes nas
células analisadas. As moléculas de RNA das amostras sfo extraidas (PROTOCOL
ONLINE, 2007a) e, para diferenciar as moléculas de cada amostra, cada uma delas é
marcada com substincias fosforescentes de cores distintas, normalmente cores verde e
vermelha. A partir deste ponto, podcm-se juntar as amostras em um unico recipiente, ja

que as moléculas de RNA de cada uma estfo identificadas por uma cor.

A seguir, € feita a hibridiza¢fio das amostras com a lamina do microarranjo.
Seguindo um determinado protocolo, a solugdo de amostras € mantida em contato com o
microarranjo. Suponha o microarranjo representando os genes G1, G2, ..., Gn sendo
hibridizado contra as amostras A e B, marcadas com as cores verde e vermelha,
respectivamente. Cada molécula de RNA das amostras vai se combinar com a seqiiéncia
representativa do gene que a gerou e que esta ‘impressa’, ja que essas duas seqiiéncias
sfo necessariamente complementares. Apos essa etapa, a ldmina serd escaneada com
laser e os fluor6foros emitidos em cada posi¢do Gn do microarranjo indicard a
quantidade da molécula de RNA através da intensidade de fluorescéncia detectada.
Programas especializados fazem, entfo, a digitalizagfio da l4mina hibridizada, € a cor
que estiver presente em cada ponto da ldmina, indica a presenga ou néo do RNA, €
conseqiientemente se o gene ali representado esta sendo expresso em alguma amostra. A
coloragdo eletronica € meramente didatica, mas quando Gn apresenta a cor verde ou
vermelha, significa que o mesmo se expressou em apenas uma das amostras. Se Gn

adquiriu a cor amarela (combinagfio de verde e vermelho), ¢ um indicio que o gene
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estava expresso nas amostras A e B; mas se Gn manteve a cor original da ldmina (cor de
fundo), fica indicada a inatividade do gene em ambas as amostras. Assim, os pontos
verdes e vermelhos sdo os mais significativos para o experimento, pois indicam os
genes que passaram a se expressar ou ficaram inativos de uma amostra para a outra. Ou
seja, sdo os que demonstram a variagdo da expressdo génica influenciada pela variagfo

da condi¢do experimental.

Figura4: Amplia¢8o de parte de um microarranjo hibridizado

E feita, a seguir, a quantifica¢io de RNA em cada ponto Gn da limina, através
da intensidade de cada ponto no arranjo. Apesar de misturadas, € possivel quantificar
separadamente o RNA de cada amostra, para cada Gn, devido a diferente freqii€ncia dos

fluor6foros utilizadas na marcac¢do das amostras.

Nesse ponto do experimento, obtém-se uma tabela de genes com a quantidade
dos respectivos RNAs em cada amostra. Um pré-processamento ¢ feito sobre esses
dados antes de se iniciar a andlise exploratdria sobre os mesmos (O'CONNELL, 2003).
Basicamente, deve se normalizar os dados, filtrar dados de ma-qualidade e finalmente

unificar dados referentes a multiplos pontos referentes ao mesmo gene.

A normaliza¢io (SMYTH e SPEED, 2003) € realizada para reajustar de dados,
corrigindo variagdes decorrentes de efeitos ndo bioldgicos, com o objetivo de tornar
dados de diferentes amostras compardveis. Os principais efeitos que provocam essas
distor¢des sdo: a cor de fundo da ldmina, que altera a intensidade real do ponto que
contém RNA; e as diferentes cores das substincias fosforescentes, que geram diferentes
intensidades mesmo quando nas duas amostras ha quantidade semelhante do RNA de
um determinado gene. Nesse caso os dados das amostras devem ser normalizados entre

si para comparagdo de amostras de um mesmo experimento. Uma técnica muito
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utilizada € a de suavizag@o Loess (BALLMAN, GRILL et al., 2004). Para permitir a s
comparagdo entre dados de diferentes experimentos, devem ser feitas normalizagdes que
levem outros fatores em considerag@io, como os tipos de pinos utilizados na impressio

do arranjo, ou os protocolos utilizados em outras etapas.

A filtragem de dados se constitui basicamente em eliminar das analises pontos
de ma-qualidade, como os pontos que possuem intensidade muito proxima a intensidade

do fundo; ou aqueles cuja intensidade € muito diferente das suas réplicas.

Em arranjos onde ha impressées do mesmo gene replicadas, ou mais de um
ponto possuem seqii€ncias que representem o mesmo gene (mesmo que seqii€ncias
diferentes) € necessaria a jungfio dos dados relativos a todos esses pontos em um Gnico

ponto que represente o gene.

A etapa da andlise de dados é quando se concentram os trabalhos de
bioinformética relacionados a microarranjos (BAKEWELL e WIT, 2005; LU, LU et
al., 2004; QIN e KERR, 2004; THYGESEN e ZWINDERMAN, 2004). Essa analise
baseia-se principalmente em testes estatisticos para identificar grupos de genes que séo
diferencialmente regulados através de diferentes classes de amostras (GBG, 2006).
Outras abordagens utilizadas nessas analises sfo a de aprendizado de méquina (CHO e
WON, 2003; RUBINSTEIN, MCAULIFFE et al., 2003), Data Warehousing (GUERIN
, MARQUET et al., 2007; KIRSTEN, DO et al., 2004) ¢ Data Mining (BARRETT e
EDGAR, 2006; PIATETSKY-SHAPIRO ¢ TAMAYO, 2003). Pdode-se perceber apds
varios estudos que uma unica analise ndo € suficiente para se tirar total proveito dos
dados. S#o realizadas entfio varias analises sobre os mesmos dados, com o objetivo de
se revelar diferentes aspectos sobre esses dados (LEUNG, 2002). Por isso essa etapa é

mais conhecida como andlise exploratoria.

As anélises dos dados se classificam basicamente em trés grupos, relacionados

aos objetivos da analise (PIATETSKY-SHAPIRO e TAMAYO, 2003):

e agrupamentos de genes em classes, utilizando o padrio de expressdo génica
como critério (EISEN, SPELLMAN et al., 1998). Pode ser feita também a

criacdo de novas classes ou mesmo o refinamento das ja existentes;
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o classificagdo da expressdo génica, baseada em outras ja estudadas. Pode se
descobrir, por exemplo, uma nova doen¢a com uma assinatura digital
semelhante a de outra ja conhecida, dando uma idéia ao bidlogo do tipo de

tratamento que podera ser aplicado (O'CONNELL, 2003);

e sele¢dio de genes que se mostrem mais relacionados, devido a agdo em conjunto
dos mesmos (URIARTE e ANDRES, 2006). Os genes selecionados nessa etapa
podem ser usados no design de um microarranjo mais eficiente, contendo um
grupo de genes especificos para um determinado estudo (MANDUCHI, GRANT
et al., 2004).

A ultima etapa € a elaboragdo das conclusdes e disponibilizag¢dio de resultados
para a comunidade cientifica. Todo o experimento deve ficar disponivel (dados,
protocolos e anotagdes) de modo a permitir a comunidade cientifica a replicar o
experimento de forma a retificar ou ratificar os resultados, ou mesmo usar parte dos

dados para realizar novas pesquisas.

2.3.2 — Consideragdes sobre experimentos com microarranjos

O desenvolvimento dos experimentos com microarranjos deixou os bidlogos
com muitas expectativas devido a capacidade desta nova tecnologia revelar novos
aspectos das fungdes génicas. Mas também provocou algumas decep¢des apds a
publica¢io de alguns resultados incoerentes e a dificuldade de bidlogos em realizar
analises que exigem conhecimentos de areas além das ciéncias biologicas, como a
matematica e ciéncia da computagio (LEUNG, LAM et al., 2001). Devemos considerar,
enfretanto, que essa tecnologia, relativamente nova, passa ainda por um processo de
amadurecimento. Devido a inexperiéncia nesta técnica, erros bdsicos acabam ocorrendo
e se propagando para todo o processo experimental, como, por exemplo, o
etiquetamento errado de algum gene ou a contamina¢do dos mesmos devido a
protocolos nfio aplicaveis a esta técnica (JONATHAN KNIGHT, 2001). E por envolver
uma enorme quantidade de dados, os erros introduzidos tendem a se tornar tdo grandes

quanto o experimento.

Esses fatos mostram que, além da necessidade da colaboragdo de profissionais

multidisciplinares, o experimento com microarranjos deve ter acompanhamento e
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documentagdo rigorosos, e etapas bem definidas, para evitar a inser¢fo de erros no

processo e, mesmo que esses ocorram, possam ser rastreados e corrigidos.

2.4 — Evolucgao do suporte computacional aos experimentos

com microarranjos

Nessa se¢do falaremos sobre os principais grupos de ferramentas de apoio
computacional aos experimentos com microarranjos € como as mesmas vém evoluindo

para atender as peculiaridades deste tipo de experimento.

Os experimentos com microarranjo ja eram tema de estudo em meados da
década de 80 (AUGENLICHT, KOBRIN et al., 1984; AUGENLICHT, WAHRMAN et
al., 1987), mas foi s6 a partir do final da década de 90 que o nimero de estudos
publicados comegou a crescer consideravelmente. De acordo com (JONATHAN
KNIGHT, 2001), em 1999, foram publicados algumas dezenas de estudos que
envolviam a tecnologia de microarranjos. Em 2000, esse nimero chegou proximo a 100
e atualmente sio mais de 14 mil. Com o crescente interesse nessa tecnologia, diversos
pesquisadores comegaram a tentar replicar experimentos uns dos outros. Mas por se
tratar de uma tecnologia recente, nfio havia praticas comuns para documentar 0
experimento. Ou seja, um experimento podia conter uma vasta documentagdo, mas néo
conter dados necessarios para sua replicagdo, ou mesmo néo conter dados informados
em outros experimentos, caso o pesquisador tivesse a intenc¢do de realizar um estudos

comparativo (NATURE, 2002).

Visando solucionar esses problemas o grupo internacional Microarray Gene
Expression Data (MGED, 2006a) propds aos jornais cientificos uma lista de requisitos
para a publicagfo de estudos envolvendo microarranjos (BALL, BRAZMA et al., 2004),
chamada MIAME — Minimum Information about a Microarray Experiment (BRAZMA,
HINGAMP et al., 2001). Como o préprio nome sugere, o MIAME contém o minimo de
informages necessarias para o entendimento e replicagdo de um experimento, além de
possibilitar o estudo comparativo entre diversos experimentos. Essas informagdes estdo
divididas em 5 grupos, que englobam as etapas de experimento até a obten¢fo dos
dados: Design do experimento; design do arranjo; preparagdo e marcagdo das amostras;

hibridizagfo; leitura da imagem e obtengfo de dados. As anélises dos dados obtidos ndo
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sdo contempladas nesses requisitos, ja que o objetivo € permitir a analise independente

dos dados obtidos através de um experimento bem definido e ja realizado.

A proposta também sugere que os autores informem todos os dados citados pelo
MIAME na publicagdo de seus estudos, além de depositarem tais dados em repositorios
publicos de experimentos de microarranjo que atendem as resolu¢des do MIAME, como
o GEO (EDGAR, DOMRACHEV et al.,, 2002), o Array Express (PARKINSON,
SARKANS et al, 2005) e CIBEX (IKEO, ISHI-I et al, 2003). A lista dessas
recomendagSes pode ser encontrada no apéndice A. Grandes veiculos de publicacdo de
trabalhos, como Nature group (NATURE, 2006), The Lancet (LANCET, 2006), Cell
(CELL, 2006) e EMBO journal (EMBO, 2006), adotaram as recomendagdes do
MIAME como requisito obrigatério para a publicagdo de trabalhos envolvendo a

utilizagfo de microarranjos (MGED, 2006b).

Os repositorios publicos de experimentos s3o servigos que, além do
armazenamento dos dados experimentais, oferecem diversas ferramentas para
submissdo e acesso a tais dados. Além das funcionalidades basicas de submisséio e
pesquisa de dados, através de formuldrios eletronicos, eles também provém outros
servicos mais avangados. O Array Fxpress, por exemplo, disponibiliza um data
warehouse com dados normalizados obtidos apds a quantificagdo de RNA nas amostras
dos experimentos. O GEO prové meios para se navegar entre os dados dos
experimentos, além de diversos métodos de busca. O CIBEX possul uma estrutura
ainda muito basica e possui poucas unidades de experimentos armazenados. As
submissdes a esses repositorios sfio revisadas por especialistas do grupo responsavel

pelo banco.

O MIAME e os repositorios publicos de experimentos foram grandes
responsaveis pela plena disponibilidade, de forma util, de estudos de microarranjos para
a comunidade cientifica. Portanto, em relagdo ao conteudo tornou-se possivel a
realizagdo dos mais diversos tipos de estudos. Entretanto, com o constante crescimento
do niimero de experimentos realizados, surge a necessidade de um tratamento cada vez
mais automatizado dos experimentos. As recomendag¢des do MIAME ndo especificam
padrdes para formatagdo ou descrigio das informag@es submetidas, apenas o contetdo.
Observando os dados depositados nos principais repositérios publicos, percebe-se a

grande quantidade de informagdo descrita em forma de texto livre, e sem padrdes de
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nomenclatura, ou seja, mais de um termo ou expressdo se referindo a mesma coisa,
como por exemplo: ‘homem’, ‘humano’ ¢ ‘homo sapiens’. Esses fatores dificultam o
processamento automatico dos experimentos, principalmente no que diz respeito a
andlise inter-experimentos. Deve-se levar em conta também que mesmo um tnico termo
biologico pode ter mais de um sentido, € que o contexto deve ser levado em conta para

se saber qual seu real significado (KENNEDY, KUKLA et al., 2005)

O Genomics Unified Schema (GUS, 2006) ¢ um arcabougo de aplicativos,
associado a um amplo esquema relacional, que objetiva armazenar, analisar ¢
disponibilizar dados genémicos de diversos tipos, como genoma, proteoma e expressdo
génica, provenientes de diversas fontes de dados. Associado ao GUS, existe um
conjunto de ferramentas que permite instanciar o esquema em um banco de dados, -
carregar dados a partir de repositorios publicos existentes, inserir e acessar dados.
Possui também um ambiente de desenvolvimento que facilita a criagdo de aplicativos
para busca e navegagdo no banco instanciado. Diversos projetos de pesquisa utilizam o
GUS (GUS, 2006). O sub-esquema do GUS denominado RAD - RNA Abundance
Database (MANDUCHI, GRANT et al., 2004) permite armazenamento de todos os
dados requisitados pelo MIAME, e também de resultados de analises. (MANDUCHI,
GRANT et al., 2004). Além disso, no GUS também € possivel armazenar ontologias.

O problema da falta de padronizagio de termos pode ser satisfatoriamente
contornado com o uso de vocabuldrio controlado baseado em ontologias, que pode
auxiliar no uso de uma descrigdo bem definida e nfo-ambigua do experimento
(PASQUIER, GIRARDOT et al., 2004). O Gene Ontology (GO) (GO, 2006) define uma
ontologia especializada para a area de genética e 0 MGED Ontology (OWG, 2006) ¢

especializado em anotag¢des para experimentos com microarranjo.

O RAD study annotator (MANDUCHI, GRANT et al., 2004) ¢ uma interface
grafica que permite acesso ao banco de dados instanciado e que utiliza o GUS. A
abordagem relacional do GUS, associada a aplicagdo de vocabuldrio controlado,
baseado em ontologias, contribui para a estruturagdo ¢ padronizagdo de dados, que ¢ um
passo importante rumo a integracio de informagdes provenientes de experimentos

diversos.
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Analogos ao MGED e ao GUS, existem respectivamente o Gerneric Model
Organism Database (GMOD, 2007) e o CHADO. O GMOD ¢é um projeto que visa
desenvolver um conjunto de ferramentas para cria¢do ¢ administrago de bancos de
dados de organismos. Alguns componentes do projeto sdo: ferramentas para
visualizagdo e edi¢do de genomas, ferramentas para administragdo de anotagdes em
experimentos, uso de ontologias da area das ciéncias bioldgicas, um conjunto de
procedimentos padrdes para tratamento de dados bioldgicos, € um esquema relacional
chamado CHADO, que possui um mddulo que lida com dados de experimentos de
expressdo génica com microarranjos, também chamado de RAD, e um mddulo para
armazenamento de ontologias. Projetos gendmicos de algumas espécies estdo

associados a0 GMOD, como € o caso do projeto da mosca de fruta e do camundongo.

A abordagem mais tradicional para a etapa de analise de dados € o uso de
programas estatisticos, como o sistema R (R, 2006), o Bioconductor
(BIOCONDUCTOR, 2006), ou mesmo rotinas mais simples desenvolvidos, por
exemplo, no MatLab (MATHWORKS, 2006), na linguagem perl (PERL, 2003) ou
numa forma mais sofisticada da mesma, o BioPerl (BIOPERL, 2006), que inclui pacotes
de fungdes para aplicagdes bioldgicas. Entretanto, caracteristicas como a enorme
quantidade de dados a analisar, a existéncia de diversas variaveis a serem consideradas e
a natureza comparativa (quantificagdo de uma substincia em diferentes condigGes)
sugerem a utilizagdo de técnicas como data mining (PIATETSKY-SHAPIRO e
TAMAYO, 2003), (BARRETT e EDGAR, 2006) e data warehousing (GUERIN
MARQUET et al., 2007; KIRSTEN, DO et al., 2004). A utilizagdo de algoritmos de que
envolvem aprendizado de maquina é outra abordagem comum em diferentes etapas do
experimento, a partir do pré-processamento de dados (RUBINSTEIN, MCAULIFFE et
al., 2003).

2.5 — Integragao de dados experimentais

Um outro grupo de trabalhos se foca na integragdo de dados dos experimentos,
até retomando alguns aspectos mencionados anteriormente. Um dos principais desafios
dos sistemas gerenciais de experimentos com microarranjo € permitir a exploragéo,
analise e interpretago dados de expressdo génica associados as anotagdes sobre os
genes ¢ as amostras (BRAZMA, HINGAMP et al.,, 2001). Dentro de um mesmo

experimento, sdo 3 os principais grupos a serem tratados: anotagdes das amostras,
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anotagdes dos genes e medidas de expressfio génica. Entretanto, considerando-se que
dados oriundos de experimentos distintos, é necessdrio também o armazenamento de
dados a respeito de execu¢fio de cada experimento (protocolos, algoritmos, etc) para
possibilitar, de alguma maneira, que tais dados sejam normalizados e se torne possivel

uma andlise comparativa entre eles.

(JARVINEN, HAUTANIEMI et al., 2004) apresenta algumas dificuldades para
a integracdo de dados de experimentos diferentes com o objetivo de comparagdo entre
eles. Dentre elas, foram destacadas: erros na obtengfio dos oligonucleotideos que
representam os genes, gerando seqiiéncias erradas, em arranjos customizados
(impressos nos proprios laboratorios); dificuldade de encontrar correlagdo entre genes
iguais em experimentos diferentes, devido ao uso de identificadores distintos; cDna e
oligonucleotideos hibridizam ao mRNA de maneiras diferentes (ja& que os
oligonucleotideos tem capacidade de identificar melhor seus alvos), o que pode gerar
quantificagdo de mRNA diferente para a mesma amostra em arranjos de diferentes
plataforma; outros fatores podem resultar em variagdes na quantifica¢do, como
diferengas no protocolo de hibridizagdo ou mesmo diferengas fisicas dos tipos de
arranjos. Dadas essas dificuldades, conclui-se que a comparagdo entre experimentos é

complicada e normalmente néo confidvel, se ndo forem realizados os devidos ajustes.

(MARKOWITZ, CAMPBELL et al., 2003), retomando alguns desse pontos
mencionados, apresenta os principais desafios para se obter dados confiavelmente

comparaveis e originados de experimentos distintos.

Primeiramente € destacada a importdncia do uso de padronizagdes de
terminologias nas anotagdes dos experimentos. As anotagdes sobre genes e amostras
representam grande dificuldade na integracfio inter-experimentos devido a falta de
padrédo de terminologia. O MIAME, o Gene Ontology e 0 SNOMED (SNOMED, 2006)

sflo citados como esforgos no sentido de facilitar essa integragéo.

Outro ponto abordado ¢ o fato de a variagdo de alguns aspectos entre
experimentos ndo permitir a ado¢do de um método eficiente para normaliza¢do de
dados. Como exemplos sdo citados: o uso de versGes diferentes de arranjos, com
diferentes dominios de genes; utilizagdo de conjuntos diferente de algoritmos, que

geram dados em diferentes etapas, como escaneamento da imagem e quantificagfo de
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mRNA. Nesse caso, a solugdo indicada ¢ re-gerar os dados, a partir da re-execugéo dos
procedimentos, bioldgicos e computacionais, utilizando as versdes mais recentes dos
arranjos ou dos algoritmos. Hé outras fontes de variabilidade de dados, como diferencas
entre amostras, processos para obter e armazenar amostras € ajustes de equipamentos,
por exemplo. Esses dados podem ser normalizados através de métodos estatisticos,
como mostrado em (HOAGLIN, MOSTELLER et al., 1983). Pode-se concluir entfio
que a disponibilidade de dados ¢ meta-dados do experimento é essencial que possam ser

tratados e se tornarem comparaveis.

Finalmente, a abordagem de data warehousing ¢ apontada como uma boa
solugdio para sistemas como esse que precisam integrar dados originados de fontes
diversas, que necessitam de validagio e limpeza de dados e que dependem também de

robustez e desempenho, devido a grande quantidade de dados tratados.

No proprio (MARKOWITZ, CAMPBELL et al., 2003), ¢ apresentado o Gene
Express, um sistema utilizado para gerenciar dados de expressdo génica gerados com a
utilizagdio da plataforma Affymetrix GeneChip (DAVID JLOCKHART, HELIN DONG
et al., 1996). Esse sistema integra dados de genes e amostras, ¢ suas anotagdes, vindos
de diferentes fontes de dados, tanto publicas quanto privadas, em um formato padro,
utilizando uma abordagem de data warehousing. Além disso, ele também utiliza o
SNOMED como forma de padronizar e inter-relacionar os termos utilizados nas
anotagdes. A adogdo de uma plataforma principal, a padronizagdo de formatagdo através
da abordagem DW e o uso de vocabulario controlado, através do SNOMED foram os
~meios com os quais o Gene Express conta para facilitar a integragfio e comparagéo de

dados inter-experimentos.

2.6 — Workflows cientificos

Nesta segdio, primeiramente vamos definir alguns conceitos relacionados a
workflows. Em seguida, vamos apresentar as particularidades dos workflows cientificos
e mostrar alguns trabalhos nos quais essa abordagem € aplicada a experimentos

biologicos.

Em empresas, hd normalmente um conjunto de atividades realizadas numa
determinada seqii€ncia, repetidas vezes, para alcangar, ou contribuir com, o objetivo do

negocio. Essas atividades compdem o chamado processo do negécio. O termo workflow
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se refere a automagéio dessas atividades, onde documentos, informagdes e tarefas sdo
passadas entre os participantes do processo, regidos por diretivas chamadas regras de
negocio. Workflows podem ser manualmente organizados, mas na pratica a maioria
dessas atividades € apoiada ou automatizada por sistemas de informagdo
(HOLLINGSWORTH, 1995). Um processo de negdécio pode variar muito de
complexidade, um ciclo completo pode durar de minutos a dias. Os sistemas utilizados
para automatizar essas atividades podem ser implementados de diversas maneiras,
utilizando diferentes tecnologias de computagdo € comunicagdo, operando em
ambientes que podem estar contidos em um rede local, em uma rede entre empresas,
que pode ser até mesmo a Internet, como ocorre no caso da utilizagdo de servigos Web

(W3C, 2006).

Em relag8o ao escopo computacional, podemos definir um workflow como uma
colecdio de atividades organizadas para acompanhar algum processo de negocio. As
atividades ou tarefas sdo os componentes de software independentes que implementam
alguma funcionalidade e sdo executadas por um ou mais sistemas de softwares.
Exemplos de atividades incluem executar um programa, transformar um arquivo ou
atualizar um banco de dados. Além disso, um workflow define a ordem de execugdo
dessas atividades ou as condigbes em que essas atividades serdo executadas e a sua
eventual sincronizagfo. Os dados de entrada e saida das atividades (variaveis) sdo

definidos como o fluxo de dados do workflow (SANTOS, 2004).

Um sistema de geréncia de workflows (WIMS - Workflow Management
Systems) € aquele que prové automagdio do processo de negdcio através do
gerenciamento da seqii€ncia de atividades e pela execugdo da mesma, ou seja, a
invoca¢do dos recursos humanos ou computacionais adequados associados a cada
atividade do processo. Além disso, ele deve permitir a modelagem do workflow e ser
capaz monitorar sua execu¢do (HOLLINGSWORTH, 1995). Existem varios WIMSs
disponiveis comercialmente, como o Lotus Workflow (IBM, 2006), o MS Message
. Queuing (MICROSOFT, 2006) € o Oracle Workflow (ORACLE, 2006).

Os experimentos cientificos constituem-se de um conjunto de atividades
experimentais repetitivas e interdependentes, executadas em uma ordem determinada e
que representam uma unidade de trabalho. Assim, eles podem ser vistos como um

workflow. Entretanto, por se tratar de uma aplicagfo cientifica, que exige alto poder
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computacional, utilizada para validar descobertas na forma de algum modelo cientifico
e aplicadas a um dominio de conhecimento especifico, trata-se entdio de um workflow

cientifico (SANTOS, 2004).

Os experimentos cientificos sfio fortemente baseados em investigacio
experimental, acimulos de evidéncias e assimilagdo de resultados. As atividades de
andlise ndo sdo, a principio, determinadas. Elas vdio sendo realizadas muitas vezes sob
demanda, conforme vdo sendo divulgados os resultados de etapas anteriores. Além
disso, pode ser necessdrio se executar o workflow, ou parte dele, com o objetivo de se
comparar resultados ou melhora-los. Devido a essas caracteristicas, pode-se destacar

algumas particularidades dos workflows cientificos (CAVALCANTI, 2003):

o Nio sdo previsiveis, pois muitas vezes sua atividades serfio definidas durante sua

execucdo;

e sio mutaveis, pois podem ter suas atividades alteradas conforme necessidades

que podem surgir durante uma determinada execug¢do do experimento;

e devem ser reusdveis, para permitir sua re-execu¢cdo com mudanga de pardmetros

e dados de entrada;

e devem permitir re-execugbes parciais, também no contexto da analise

investigativa de dados.

Além disso, todas as execugdes e re-execugbes de workflow, mesmo as
consideradas mal-sucedidas, devem ser registradas, inclusive pardmetros ¢ dados de
entrada, intermediarios e resultados, pois constituem recursos cientificos uteis. A
chamada proveniéncia de dados, ou seja, os meios pelos quais os dados foram obtidos,
como por exemplo, que programa foi utilizado e quais foram os dados de entrada e
pardmetros, ¢ um indicativo da validade e qualidade dos dados (BUNEMAN,
KHANNA et al., 2001).

O myGrid (MYGRID, 2006) é um ambiente de grade computacional de alto
nivel para aplica¢des de bioinformatica, que permite a integracfio de servigos web para a
composi¢do de workflows cientificos. O myGrid utiliza ontologias para descrever,

descobrir e compor servigos em um ambiente de experimentos cientificos. O Taverna
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(TAVERNA, 2006) ¢ o componente do myGrid para criagdo e execugio de workflows
baseados no uso de servigos web. A definigdo do workflow € feita com o uso de uma
linguagem chamada Simplified Conceptual Workflow Language (SCUFL), porém o

sistema € capaz de gerar e exibir uma representagéo visual do workflow.

O Kepler (LUDASCHER, ALTINTAS et al., 2005) é um sistema que permite ao
usudrio a criagdo de modelos cientificos executaveis, através da composigio de outros
aplicativos, utilizando uma representagéo visual do processo experimental, ou seja, do
workflow cientifico. Ele se baseia no uso de componentes visuais para representar as
atividades do workflow e o seqiienciamento das mesmas, no que diz respeito a parte de
analise de dados do experimento. Os componentes que representam as atividades
encapsulam chamadas a sistemas locais ou web services, acessam bancos de dados ou
arquivos, remotos ou locais, ou ainda acessam repositorios publicos de dados cientificos

de areas diversas como biologia e geociéncias.

O Genomic Analysis Resources for Sequence Annotation (GARSA) (DAVILA,
LORENZINI et al., 2005) ¢ um ambiente web que objetiva facilitar a analise, integragio
¢ apresentacdo de informacdes gendmicas através da instanciagdo de um workflow, ou
Dipeline como ¢ chamado no meio cientifico das ci€ncias biologicas. Esse pipeline é
rodado através da execugéo integrada de vérios sistemas de analise gendmica, tratando,
de forma transparente ao usuario, a conversdo dos dados que transitam de um sistema
para o oufro. Um banco de dados relacional ¢ utilizado para armazenamento de
pardmetros e dados de entrada e saida. Os sistemas integrados no GARSA cobrem todo
o experimento in silico de seqii€ncias gendmicas, incluindo etapas como a carga de
dados de repositérios publicos, como o GenBank, e o alinhamento de seqiiéncias

utilizando-se o0 BLAST.

2.7 - Comparativo de trabalhos relacionados

Nessa segdo faremos uma andlise comparativa entre os trabalhos que
consideramos mais representativos nas areas em que se focam. O RAD-SA
(MANDUCHI, GRANT et al., 2004) e o Array Express (MARKOWITZ, CAMPBELL
et al., 2003) foram selecionados como sistemas especializados para gerenciar dados de
experimentos com microarranjo. O myGrid (MYGRID, 2006) e o Kepler (KEPLER,

2006) sfo dois importantes sistemas de geréncia de workflows focados em aplicagSes
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cientificas. O GARSA (DAVILA, LORENZINI et al., 2005) representa a insténcia de
um workflow para experimentos in silico de analise gendOmica, tema diretamente
relacionado a esta dissertagdo, ja que experimentos com microarranjos podem

complementar as andlises de dados genomicos.

Analisamos um conjunto de caracteristicas que identificamos como essenciais
(requisitos) a um sistema de geréncia de experimentos com microarranjos. Dividimos
essas caracteristicas em dois grupos, um relacionado & manutengdo de dados e
metadados do experimento e outro que se relaciona ao acompanhamento de execugéo do
processo experimental. A disponibilidade de metadados nesse tipo de experimento &
bastante relevante pois através deles tem-se uma idéia da qualidade dos dados e também
se provém informac¢Ges de como o experimento foi executado, permitindo a sua re-
execug¢do. O outro grupo de requisitos objetiva automatizar o acompanhamento e
execugdo do experimento, reduzindo a inser¢do de erros no processo, facilitando a
passagem da grande quantidade de dados entre as etapas e possibilitando a re-execugio
do experimento de forma padronizada. Os requisitos sdo listados a seguir, os quatro
primeiros sdo os requisitos relacionados a suporte de dados e outros quatro sfo

relacionados a geréncia do processo:

e Atendimento as especificagbes do MIAME: verificamos se os sistemas
permitem o armazenamento de todos os requisitos especificados pelo MIAME
(MIAME, 2005). Esse critério € aplicavel apenas aos sistemas proprios para

experimentos com microarranjos;

o Estruturagio de dados: verificamos se o sistema estrutura de alguma forma os
dados e metadados dos experimentos, como, por exemplo, utilizando um

esquema relacional,

e Uso de Ontologia: verificamos se alguma ontologia ¢ utilizada em algum nivel

(dados ou metadados, por exemplo);

e Manuten¢do de dados de experimentos in vitro: verificamos se os sistemas
possuem funcionalidades para registrar ou analisar operag¢des realizadas e dados
gerados ou utilizados nas atividades in vitro do experimento. Informagdes sobre
essas etapas sdo relevantes pois permitem a reprodugdo do experimento e podém

ser usadas para se avaliar se dois experimentos sd0 comparaveis.
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Integragio de varios sistemas: verificamos se cada sistema funciona por si so,
tentando abranger as varias etapas do experimento, ou se ele integra outros
aplicativos, de modo a permitir a utilizagio de outros sistemas, mais
especializados ou conceituados, de forma integrada, em etapas diversas do

experimento;

Proveniéncia de dados: verificamos se os sistemas registram informagdes sobre
como os dados utilizados no sistema foram produzidos, como especifica¢do de

protocolos experimentais e pardmetros utilizados na execugfo de sistemas;

Execug¢iio e re-execugio de workflow: verificamos se os sistemas permitem,
apos a execugdo completa de um workflow, reusa-lo, ou seja, executd-lo

novamente com alteragdo de pardmetros ou dados de entrada;

Execuciio parcial de workflow: verificamos se € possivel iniciar a execugdo de
um workflow em uma etapa nfo inicial, utilizando dados intermediarios

armazenados, e a interrupgdo da execucdo deste workflow antes da etapa final;

Tabela 1: Comparagéo entre trabalhos relacionados

RAD-SA Array Express myGrid Kepler | GARSA

Suporte ao MIAME Sim Nao N/A N/A N/A

< GUS (RAD) | Proprietario | Proprietario | Nao | 225629
Estruturac¢io de dados no GUS

MGED . x =

Uso de Ontologia Ontology SNOMED Sim Nao Nao
Manutencio a dados
de experimentos in Sim Sim Nao Nao Nao
vitro
Integragdo de varios Nao Nao sim Sim Sim
sistemas
Proveniéncia de dados Sim N&o Sim Néo N&o
Execugdo e re-execugio NZo N&o Sim sim Sim
de workflow
Execugfio parcial de Nao N&o Sim Sim Sim
workflow

Considerando-se as duas grandes categorias de projetos, ou seja, sistemas para

experimentos com microarranjo e sistemas que utilizam a abordagem de workflow,

podemos ver que 0s quesitos que caracterizam a segunda categoria sdo exatamente

aqueles que se encontram entre as principais caracteristicas dos sistemas de geréncia de
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workflow, ou seja, a possibilidade de executd-lo e re-executd-lo, parcial ou
integralmente; e a integragdo de diferentes aplicativos. No Kepler e no myGrid, a re-
execugdo parcial de workflow ¢ feita de maneira indireta através do uso de
subworkflows, ou seja, nio € possivel executar parcialmente um workflow contido em
um diagrama, mas € possivel encapsular partes do mesmo em outro workflow e executa-
lo separadamente. No GARSA, a execugfio parcial é possivel pois é o usuario que
determina qual sistema e em que ordem ele sera executados. Nos trés sistemas, as
atividades do workflow sdo executadas por outros aplicativos, cabendo ao sistema o
gerenciamento da execugdo desses aplicativos. No grupo dos experimentos para
microarranjos, essas caracteristicas nfio estfio presentes, mas outro quesito € exclusivo a
ele, que ¢ a manutengfo de dados de experimentos in vitro, no caso do RAD-SA através
do subesquema RAD do GUS. No caso do outro grupo, depende muito mais do usudrio
o armazenamento desses dados, através de adaptagdes do sistema, como por exemplo,
inclusdo de aplicativos que buscariam mais dados do experimento de alguma fonte
remota. Também era de se esperar que o quesito de atendimento as especificagdes do
MIAME fosse presente nos dois sistemas do primeiro grupo, porém o RAD-Express

optou por selecionar um grupo de dados que considerou mais relevante ao experimento.

RAD-SA e o Array Express fazem uso de ontologia no nivel de descricéo de
dados do experimento, mais especificamente nas anota¢des dos mesmos. O myGrid
utiliza ontologia em vdrios niveis, inclusive na especifica¢do do workflow, que pode ser
usada, por exemplo, na busca por sistemas alternativos para execu¢do de uma

determinada atividade.

Em relagdo a estruturagdo de dados, podemos dizer que o Kepler ndo a possui na
medida em que ndo armazena dados de forma embutida, mas sim prové acesso a fontes
externas, como arquivos ¢ bancos de dados, locais ou remotos. Ou seja, apesar de ndo
possuir uma estrutura de armazenamento nativa, ele nos da a flexibilidade de usar a
estrutura que desejarmos. O GARSA utiliza em esquema relacional aberto e atualmente
o grupo responsavel por ele estuda a migragio para o GUS. O RAD-SA, como ja foi
dito, utiliza o subesquema RAD do GUS e os demais utilizam um esquema proprietario

de dados para armazena-los.

Dizemos que a proveniéncia de dados estd presente no sistema quando 0 mesmo

armazena os parAmetros de execugfio das atividades e/ou dados de especificagio de
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protocolos de algumas etapas do experimento. Usualmente € o esquema de
armazenamento de dados que deve prover essa caracteristica, como € o caso do

GUS/RAD e da estrutura de armazenamento do myGrid.

2.8 — Consideracoes finais

Neste capitulo pudemos entender do que se trata o experimento com
microarranjos e sua importincia nas pesquisas de terapias e tratamentos genéticos.
Vimos também que os desafios gerados a partir do desenvolvimento deste tipo de

experimento sdo proporcionais as suas potencialidades.

Neste contexto, analisamos como vem evoluindo o apoio computacional a este
tipo de experimento, mostrando os trabalhos que tratam os diversos elementos relativos
a ele. A padronizagédo do experimento foi tratada no aspecto do contetido através do
MIAME. No aspecto da estruturagdo de dados, foram elaborados esquemas relacionais
como o0 GUS e o CHADO. Em relagio a terminologia, o uso de ontologias, como o
MGED Ontology, busca a utilizagéo de um vocabulario controlado. Os bancos publicos
de experimentos foram responsaveis pela disponibilizagdo de experimentos e resultados
4 comunidade cientifica, apesar de ndio necessariamente adotarem todos essas
padronizagdes citadas. Em relago a analise de dados gerados, mostramos algumas
abordagens utilizadas e verificamos também que mais de uma pode, e deve, ser utilizada

para produzir resultados significativos.

Vimos também que a realiza¢do do experimento se compde de diversas etapas,
que podem ser realizadas utilizando-se diversos algoritmos, protocolos e aplicativos
independentes. Atualmente, em grande parte dos casos, esta composi¢do de programas ¢
feita manualmente pelos bidlogos, que executam um programa apos o outro. Os dados
gerados sdo analisados individualmente, e conforme o resultado da andlise, o bidlogo
escolhe o proximo programa do fluxo de execugiio, copia € converte os dados anteriores
para a nova execugfo (pois normalmente os formatos utilizados pelos programas ndo
sdo compativeis) e assim déd continuidade ao seu experimento. Essa abordagem, além de
trabalhosa, ¢ bastante suscetivel a erros, devido @ manipulagdo manual de dados, ¢ tira o
foco do bidlogo no experimento, fazendo com que ele tenha que cuidar de detalhes de
instalacdo e utilizagio de diversos aplicativos. Além disso, as informagdes sobre a

execugdo do experimento ndo sfo registradas, perdendo-se assim também parte da
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experiéncia que seria acumulada com a realizagdo do experimento. Assim, a
composi¢do eficiente de atividades ¢ um ponto critico a ser tratado, nfo s6 em

experimentos com microarranjos, mas em experimentos cientificos em geral.

A questdo da integragdo de dados também se torna critica, ja que a principio, um
experimento ¢ modelado e executado de modo a se comparar os dados produzidos
somente na sua execugdo. Mas a possibilidade de comparagdo de dados produzidos em
experimentos distintos pode trazer resultados bem mais significativos, caso esses
experimentos estejam estudando um grupo comum de genes. Assim, percebemos a real
necessidade de armazenar e integrar ndo so os dados dos experimentos, mas também as
informagGes sobre a execugdo dos mesmos, a fim de termos meios de tornar esses dados

comparaveis.

Considerando as solugdes ja existentes e as pendéncias de apoio computacional
a execugdo do experimento, vislumbramos a modelagem do experimento como a
instanciagdo de um workflow cientifico para suprir parte significativa dessas
necessidades. A necessidade de uma composigéo eficiente de aplicativos para tratar das
atividades do experimento € de uma melhor proveniéncia de dados séo os fatores que
mais incentivaram a ado¢fo da abordagem de um workflow. As funcionalidades dos
sistemas que compdem o workflow podem vir a preencher os demais requisitos deste
tipo de experimento, como a manuten¢io dos dados das atividades ir vifro. O uso de
padrdes (MIAME e Gene Ontology, por exemplo), também € uma tendéncia nessa

modelagem, ja que os mesmos facilitam a colaboragéo entre grupos de pesquisas.

No préximo capitulo apresentaremos uma arquitetura de um workflow especifico
para experimentos com microarranjos, fazendo uso de padrdes reconhecidos pela
comunidade cientifica, como MIAME e o GUS; utilizando sistemas ja& consagrados
neste tipo de experimento, como o sistema R, para desenvolvimento de rotinas de
analise de dados; e experimentando o Kepler como sistema de execugfo do workflow

deste experimento.
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Capitulo 3 — Geréncia do Processo Experimental com

Microarranjos

No capitulo anterior, além de entendermos do que se tratam os experimentos
com microarranjos € analisarmos as diversas tecnologias computacionais aplicadas
sobre eles, discutimos também as principais caréncias de apoio computacional a este
tipo de experimento. Vimos que a integragfo das etapas experimentais é um fator critico
para o sucesso dos experimentos com microarranjos € também que a modelagem deste
experimento como a instanciagio de um workflow cientifico pode tratar, além do
problema da integracdo de etapas, diversos aspectos que s@o relevantes a este processo

experimental.

Relembramos aqui que o objetivo desta dissertacfio € apoiar os experimentos
com microarranjos no sentido de facilitar a composi¢&o de processos e dados, o registro
de atividades e monitoragdo dos experimentos. Para tanto, visamos sistematizar as
atividades que fazem parte do processo experimental e desenvolver um ambiente para
geréncia e execucdo de um workflow cientifico especializado nesse tipo de experimento.
Assim, neste capitulo proporemos uma arquitetura que modela o desenvolvimento deste
ambiente ¢ que contempla todo o processo experimental com microarranjos, desde o
planejamento do mesmo até o resultado das andlises de dados a serem divulgados para a
comunidade cientifica, além de permitir o gerenciamento sobre a execugéo das etapas

dos processos.

Inicialmente, nas se¢des 3.1 e 3.2, modelaremos as principais atividades do
experimento que sdo realizadas com a utilizag8o de algum programa de computador,
analisando os aspectos do processo experimental que demonstram a necessidade do
gerenciamento integrado de suas etapas. Em seguida, na segfo 3.3, vamos apresentar a
arquitetura WFlex para um ambiente de integragfio das atividades computacionais do
experimento, além de explicar os modulos que a compdem. Finalmente, na secfio 3.4

faremos algumas consideragdes a respeito da arquitetura proposta.
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3.1 — Atividades computacionais do processo experimental

Nesta se¢do, vamos mostrar quais as principais ferramentas computacionais
utilizadas em um ambiente regular de experimentos bioldgicos, focando naquelas
utilizadas especialmente em experimentos com microarranjos. Ou seja, faremos uma
modelagem do processo experimental do ponto de vista dos sistemas computacionais

utilizados.

Figura 5:  Workflow simplificado do processo experimental

A figura 5 d4 uma visdo geral das principais atividades computacionais
realizadas nos experimentos com microarranjos, comeg¢ando pela impressdo do arranjo
até as analises sobre os dados produzidos. Nas proximas subsegdes, detalharemos essas
atividades, dentre outras que também fazem parte do processo, € mostrando os dados

que sdo passados de uma para outra.

3.1.1 — Anotagoes experimentais

Primeiramente, os bidlogos planejam o experimento, documentando o objetivo
do mesmo, relacionando os genes a serem estudados ¢ descrevendo as condi¢des do
ambiente onde as amostras a serem analisadas sc¢ desenvolveram. Em seguida, sdo
realizadas as atividades experimentais em bancada de laboratério, como cultivo das
amostras, extragdo do RNA total das mesmas e o preparo das solugdes contendo as
seqiiéncias genéticas representativas dos genes a serem estudados. A observagdo da
execugdo dessas atividades pode gerar mais anota¢des para o experimento. Até esse
ponto, utilizam-se programas de computador de maneira acessoria. Editores de texto e
planilhas de dados sfio utilizados para fazer anotagdes sobre o procedimento
experimental e relacionar listas de seqiiéncias genéticas. E comum também que os
bidlogos realizem pesquisas através da Internet, em repositorios publicos de dados
genéticos, por informagdes relacionadas aos objetds de estudo (genes e biomateriais
especialmente). Todas essas anotagdes tém grande importincia na interpretagdo dos

resultados do experimento e por isso sfo requisitos do MIAME, adotados pelos
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principais veiculos de publicagdo de estudos cientificos das areas biomédicas. Por isso,

de uma forma ou de outra, sdo anotadas para futuras referéncias.

3.1.2 — Sistemas para controle de equipamentos

As proximas atividades constituem-se da manipulagdo de programas que
confrolam o funcionamento de dois equipamentos usados especificamente nos
experimentos com microarranjo. Nesta etapa, os programas de computador ja no
acessorios a realizagdo do experimento, mas sim um intermediario na realiza¢do da
tarefa. A interacio com esses equipamentos ¢ feita através de um sistema pois os
pardmetros de entrada sdo relativamente complexos para serem feitos diretamente no
equipamento, além de ser necessario por vezes, testar e ajustar tais pardmetros. Esses
sistemas podem também gerar relatdrios de execugdo da tarefa, que podem vir a fazer
parte da documentagfio do experimento. A utilizagdo desses sistemas ¢ parte integrante
do experimento propriamente dito e os dados utilizados por eles (e neles gerados) estdo

diretamente relacionados ao resultado do experimento.

O primeiro desses equipamentos € a impressora de microarranjos, que € um robd
(spotter) que mergulha uma matriz configuravel de agulhas nas solu¢des contendo os
oligonucleotideos ou cDNA representativos dos genes. O programa que controla esse
equipamento permite ao usuario informar o desenho do microarranjo, ou seja, como a
matriz de genes ficard organizada na ldmina. O usudrio pode informar o ntmero de
agulhas que serfio utilizadas e sua disposicdo espacial, se havera repeticdes de pontos
impressos e dados sobre a impressdo propriamente dita, como tempo de contato das
agulhas com a lamina e duragio de enxdgiie das agulhas na lavagem das mesmas. Esses
pardmetros influenciam na qualidade do arranjo que serd obtido. O aplicativo gera um
arquivo de registro informando alguns pardmetros utilizados, dados sobre a disposicéo
das seqiiéncias genéticas na placa de solugdes € a coordenada de cada ponto onde tal

seqiiéncia foi impressa no arranjo.

O segundo equipamento € um scanner que faz uma leitura “colorida” do arranjo
ap0s o processo de hibridagdo. O scanner faz uma leitura a laser do microarranjo
hibridizado e envia ao sistema que o controla duas imagens referentes a fluorescéncia
emitidas por cada amostra, ou seja, por cada um dos canais do arranjo. As imagens t€ém
cores diferentes para cada um desses canais, normalmente verde e vermelho. O bidlogo

pode alterar pardmetros da leitura, como intensidade do laser, ou da imagem ja
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digitalizada, alterando propriedades como o contraste, para obter imagens mais nitidas.
Também € possivel a combinagfio das duas imagens, obtendo-se uma terceira, que
contém pontos nas duas cores originais e pontos na cor obtida com a combinagdo dessas

duas cores.

Figura 6: Impressora de Microarranjos

Na proxima fase € feita a utilizagdo de um programa para analisar as imagens
obtidas pelo scanner para quantificar o RNA existente nas amostras. Primeiramente o
aplicativo deve identificar as areas da figura que representam os pontos impressos e
seleciona-las — todo o resto sera considerado fundo. Esse passo normalmente exige
interagdo com o usudrio, que marca alguns pontos de referéncia para orientar o
programa na localizagdo dos demais. Apds identificar a 4rea de cada ponto, o sistema
mede a intensidade dos pixels contidos nela. Lembrando que a intensidade do pixel
representa uma quantidade de RNA, ja que os mesmos foram marcados com substincias
fluorescentes, e quanto maior a quantidade de RNA, maior a fluorescéncia e mais
intenso o ponto. Ou seja, € feita a quantificagdo de RNA das amostras analisadas. As
principais medidas calculadas sdo a média, a mediana e o desvio padrdo da intensidade
dos pixels contidos na regido de cada um dos pontos de cada canal do arranjo, além

também de serem obtidas as mesmas medidas para a cor de fundo da ldmina do arranjo.

Entre a impressdo do microarranjo e sua leitura a laser pelo scanner, ha o
procedimento laboratorial de hibridizagdo das amostras com o microarranjo, que

também deve ser anotado e documentado.
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3.1.3 — Sistemas de analise de dados

A partir desse ponto, as tarefas passam a ser exclusivamente computacionais. Os
dados obtidos na quantificagdo sdo a matéria-prima principal para toda a etapa de
analise de dados. As ferramentas computacionais utilizadas s3o diversas, como

mostrado na se¢do 2.4.

Neste ponto, em alguns casos onde ha bioinformatas, € utilizada a abordagem de
composi¢iio de chamadas de aplicativos através principalmente de rotinas em Perl
(PERL, 2003) ou BioPerl (BIOPERL, 2006). Essa composi¢do automatica de
aplicativos € vidvel para se realizar procedimentos basicos de analise, ou quando se ha
seqiiéncias bem definidas de aplicagGes para se realizar uma determinada parte do
estudo. Entretanto a andlise exploratoria exige composigdes dindmicas de aplicagdes e o
que acaba por ocorrer € que mais de uma rotina ¢ criada para diferentes partes da analise

ou, 0 mais comum, as aplica¢des sdo executadas isoladamente.

O resultado dessa etapa € a produgdo de diversas tabelas e graficos, que sdo
analisadas para que sejam elaboradas as conclusGes do experimento, € possivelmente
serd utilizada como base em outros experimentos, com microarranjos € também de

outros tipos.

3.1.4 — Publicagao de resultados

Finalmente, na etapa de publicacdo de resultados, todas as anotagdes sobre os
procedimentos experimentais e os dados obtidos até a etapa de quantificagdo devem ser
compilados e formatados para envio a algum repositério publico de experimentos com
microarranjos. Normalmente o envio desses dados ¢ feito através de uma pégina simples
na Internet onde o bidlogo faz a carga de um arquivo contendo os dados requisitados.
Porém esse arquivo deve estar em um formato aceito pelo repositorio e € de
responsabilidade do pesquisador preparar tal arquivo. No sitio desses repositorios estdo
disponibilizados os modelos para esses arquivo, como em (EMBL, 2007b); ou
aplicagdes, web ou locais, que permitem o cadastro dos dados para posterior envio

diretamente ao repositorio (EMBL, 2007a).
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3.2 — Problemas correntes no processo experimental

Na se¢do anterior, vimos que diferentes ferramentas computacionais sfo
utilizadas em diferentes niveis no processo do experimento, porém apoiando as etapas
do mesmo de forma isolada. Nesta se¢fo veremos que prejuizos t€ém o experimento
quando ndo h4a uma forma automatizada de acompanhamento de experimentos

complexos como aqueles que utilizam microarranjo.

Os experimentos com microarranjo, assim como outros experimentos
bioldgicos, sdo compostos por uma série de atividades experimentais, tanto em wet-lab
(in vitro) quanto em laboratérios computacionais (in silico). Ha um processo
experimental, caracterizado por um workflow cientifico, que muitas vezes nfo €
explicitamente percebido pelo pesquisador. Essa falta de percep¢éo, associada ao apoio
computacional inadequado, ou mesmo ausente em determinados pontos, podem causar
problemas que afetam o resultado do experimento, além de torna-lo mais lento e
custoso. A utiliza¢do de ferramentas computacionais adequadas ao acompanhamento da

execugdo do experimento deve torna-lo mais eficaz e menos suscetivel a erros.

O problema mais usual na execugéo do processo experimental € a maneira como
os aplicativos que executam algumas etapas do experimento sdo utilizados. Atualmente,
em grande parte dos casos, a composi¢do de programas que compde as atividades in
silico é feita manualmente pelos bidlogos, que executam um programa apds o outro. Os
dados gerados sdo analisados individualmente, € conforme o resultado da andlise, o
bidlogo escolhe o proximo programa do fluxo de execucdo, copia e converte os dados
anteriores para a nova execu¢do (pois normalmente os foﬁnatos utilizados pelos
programas ndo sdo compativeis) e assim da continuidade ao seu experimento. Muitas
vezes, os bidlogos utilizam alguma linguagem de programacéo de script como Per!
(PERL, 2003) para auxiliar na tarefa de composigdes de programas, copias e conversdo
de dados, mas esta abordagem além de ser trabalhosa, possui grande dependéncia do
ambiente (sistema operacional, localizag¢do dos programas e dados, direitos de execugéo
sobre arquivos e diretorios), grande dificuldade de construgio (criag8o e manutengio da
defini¢do do workflow, descoberta do programa correto a ser utilizado), além de grande
dificuldade de utilizagdo (defini¢do dos pardmetros de uso, utilizagdo simultinea por

muitos usuarios, grande quantidade de execugdes, portabilidade para outros ambientes)
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(SANTOS, 2004). Ou seja, cada programa € executado de maneira isolada ¢ sem

integragfio automatizada entre eles.

Associada a esta abordagem manual de composigédo de programas esta a falta de
acompanhamento do processo, que faz com que ndo seja possivel rastrear a ocorréncia
de sucesso ou eventuais erros e dificulta a re-execugfo de partes do processo, ou mesmo
de todo ele. Ou seja, a auséncia de registro das execugdes de programas leva a perda da
experiéncia sobre os experimentos. Assim podemos dizer que a proveniéncia de dados
fica severamente prejudicada. Além disso, a ocorréncia de algum erro em alguma etapa
(como o etiquetamento errado de algum gene ou alteracdo acidental de pardmetros de
entrada de algum sistema) pode se propagar pelo resto do experimento, e serd bastante

complicado rastrear a origem desse erro de modo a corrigi-lo no ponto correto.

Outra atividade rotineira em na realizagdo de experimentos bioldgicos sdo as
anotacdes feitas a respeito dos procedimentos experimentais, como os protocolos
utilizados nas diversas etapas e os biomateriais utilizados. Essas anota¢es s#o
normalmente feitas em formato de texto livre, em arquivos isolados e sem seguir regras
rigidas para estruturagdo do texto ou utilizar termos de forma padronizada para
descrever procedimentos e biomateriais. Informagdes armazenadas dessa maneira sdo
dificeis de serem associadas as outras etapas do experimento de forma manual e mesmo
de forma automatizada. Comparagdes de resultados originados de experimentos
distintos também tém grande dependéncia da analise dessas anotagdes. E se estas foram
feitas de maneira muito distinta, pode se tornar inviavel um estudo comparativo entre

elas.

Deve-se notar que ¢ da natureza desse tipo de experimento lidar com uma
quantidade muito grande de dados (referentes normalmente a milhares de genes), o que
torna ainda mais complexas as tarefas de manipulagéo e rastreamento de dados de forma
manual. Também se torna complicado quando ha necessidade de ligar esses dados as
anotag3es feitas sobre eles, quando esses grupos de dados estdo armazenados em locais
(arquivos) isolados. Isso ocorre, por exemplo, quando se obtém uma lista de genes
quantizados em um microarranjo e se deseja verificar anotagdes sobre algum gene. As
informag8es sobre esse gene possivelmente estardo disponiveis na Infernet, em algum
arquivo da rede de computadores do laboratério ou mesmo na propria maquina que o

bidlogo esta utilizando. Mas € dele a responsabilidade de saber onde se encontra a
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informacdo e de recuperé-la. Para uma quantidade muito grande de genes, é um trabalho

dispendioso e improdutivo.

Todas essas praticas citadas podem introduzir ruidos no experimento que podem
prejudicar de maneira significativa os resultados do experimento. Também devemos
considerar que o reaproveitamento de dados, a re-execugdo de experimentos, ou
elaboragio de novos, t€m um custo bem menor se apoiadas por um gerenciador
automatico de processos experimentais. E desejavel, entfo, a utilizacdo de um sistema
gerencial de experimentos com microarranjos que seja capaz de acompanhar a execugio
de tarefas do processo experimental, integrando dados oriundos de diferentes etapas de
um mesmo experimento, e também de experimentos diversos. Apesar dos diversos
ambientes ja propostos para workflows cientificos, e até para bioinformatica, o apoio aos
experimentos com microarranjos possui requisitos especificos. Um deles, por exemplo,

¢ a necessidade de monitoragéo das atividades in vitro.

3.3 — Arquitetura WFlex

Nesta secdo vamos propor a arquitetura WFlex (acronimo para Workflow de
Expressdo Génica) para desenvolvimento de um sistema de geréncia de um workflow de
experimentos com a utilizagdo de microarranjos. Este sistema serd responséavel pela
instanciago do workflow, ou seja, ele terd a fun¢fo de realizar a execugio das
atividades computacionais que compdem este workflow. Esta arquitetura foi elaborada
de modo a tratar os problemas levantados na se¢do anterior ¢ atender aos requisitos
relacionados na se¢do 2.7. Ela visa integrar, de forma automatizada, os programas
utilizados em todo o processo, assim como os dados trafegados entre eles.

Especializagao/
Generalizagdo

Yocabulatio
Controlado £

Figura7: Arquitetura WFlex
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O principal médulo da arquitetura € o gerenciador de atividades do processo
experimental, responsavel pelas chamadas dos aplicativos relativos as atividades in vitro
e as in silico (composto usualmente por programas estatisticos), e pelo registro de
execu¢do dos mesmos. Esse gerenciador possui uma interface com os sistemas
controladores da impressora e do equipamento leitor de microarranjos, além de uma
interface grafica com o usudrio que permite entrada de anotagdes do experimento. O
modulo de ontologia tem como finalidade padronizar termos e expressdes utilizados nas
anotagbes dos experimentos, além de possibilitar operagdes de generalizagio e
especializagdio sobre os termos utilizados, baseado na hierarquia entre eles. Um banco
de dados centralizado e unico sera utilizado para armazenar os diversos niveis de dados
do experimento. O modulo de data warehouse vai permitir uma visdo resumida dos
resultados gerados pelo experimento com a utilizagdo da arquitetura proposta. Esses

modulos serdio mais detalhados nas proximas subseg¢des.

Serfio utilizados, associados a arquitetura, diversos aplicativos especializados na
execugdo das etapas do experimento, ja que a intengdo nio € ‘reinventar a roda’ mas sim
organizar ¢ automatizar a execugfio de aplicativos que j4 realizam muito bem as tarefas
que compdem o processo. Essa abordagem ¢ bem ao que se refere o conceito de

workflow.

3.3.1 - O gerenciador de atividades do processo

Este componente tem como fungfdo controlar a execugdo das atividades
computacionais do processo. E responsavel por registrar a execugdo dessas atividades e

prover mecanismos para repetir seqii€ncias de atividades pré-definidas ou ja executadas,

permitindo mudangas de pardmetros de entrada.

Figura 8: Modelo de classes para registro de execugéo de workflow

A figura 8 representa 0 modelo de classes sobre o qual sera realizado o controle
de execugdo das atividades do processo. Ele é baseado em um modelo de classes
estendido ao do GUS, o GUSH, descrito em (SILVA, 2006). A classe ‘Workflow’ vai
armazenar dados sobre uma instincia do workflow ou parte dele, ou seja, um conjunto

de atividades do processo realizadas, que pode ser o ciclo parcial ou completo do
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experimento. ‘Servigo’ é qualquer aplicativo executado que represente uma atividade do
processo experimental. ‘Passo’ indica a ordem de execugfo de ‘Servigos’ em uma
instdncia do “Workflow’. ‘ParAmetro’ representa a lista de dados utilizados como
entrada de um ‘Servigo’. Nela ficaram armazenados os nomes e os valores dos

pardmetros utilizados.

Sempre que iniciada uma seqliéncia de atividades, o gerenciador deve registrar
uma nova instincia de ‘Workflow’. Cada aplicativo executado deve provocar o registro
de um ‘Passo’ do ‘Workflow’ e também o cadastro do servi¢o executado, assim como
os pardmetros utilizados e seus valores. Para re-execug¢do de workflows, o gerenciador
consulta no modelo que passos devem ser executados, mas permite ao usuario a escolha

de outro conjunto de dados como parametro de entrada.

3.3.2 — Interfaces com usuarios, equipamentos e outros sistemas

Nos experimento in vifro, a interface com os equipamentos utilizados nos
experimentos (impressora € scanner de microarranjos), € feita principalmente através de
leitura de arquivos de registro de execug@io que esses equipamentos geram, € que
normalmente informam tanto pardmetros de entrada quanto os dados produzidos como
saida. O sistema que controla a impressora, por exemplo, gera um /log que além de
informar os dados do ‘design’ do arranjo, lista a correspondéncia das seqiiéncias
genéticas na placa de solu¢Ges com as coordenadas dos pontos onde essas seqii€éncias

foram impressas.

Interfaces com o usuario so através de formularios para que ele possa cadastrar
dados e anotagdes dos experimentos. Elas existem para que o usudrio cadastre somente
informagdes que nfo podem ser capturadas diretamente pelo sistema através de leitura
de arquivos ou consulta a dados no banco. Assim, diminui-se a probabilidade de

inser¢do de inconsisténcias na base de dados.

A intera¢do com os sistemas utilizados nas etapas de experimentacdo in silico,
especialmente os estatisticos, sdo feitas diretamente do gerenciador de processos
diretamente com tais sistemas. A partir da etapa de quantizagdio, todos os dados
necessarios para andlises se encontram registrados no banco, ndo havendo mais
necessidade de leitura de arquivos. Assim, cabe ao usudrio decidir que andlises seréo

feitas e a0 modulo gerenciador, executar os aplicativos que realizam essas analises,
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cuidando da recuperagéio dos devidos dados no banco, além de registrar essa execugfio

de aplicativos.

3.3.3 — Base de dados

Esse modulo se constitui de um banco de dados unico e centralizado, estruturado
para armazenar os diversos niveis de dados utilizados ¢ gerados no experimento. Sera
instanciado seguindo o esquema relacional do GUS, sendo que nesta dissertagfo

utilizaremos principalmente o sub-esquema RAD.

Os tipos de dados que o banco de dados sera capaz de armazenar sdo os

seguintes:

e dados obtidos no experimento, como a expressdo os genes analisados e dados

sobre os biomateriais utilizados;

e dados sobre a execugfio in vitro, como os protocolos de extragdo de RNA e

hibridizagdo dos genes com as amostras;

e dados sobre execugdo in silico, como os sistemas utilizados para andlise dos

dados obtidos, assim como parametros de entrada e dados de saida;

e ontologias, que incluem termos que representam diversas propriedades do
experimento, de biomateriais e de protocolos utilizados, além dos dominios de

valores para essas propriedades;

e ¢ no mais alto nivel, dados sobre a execugfo (e re-execucgdo) do workflow (ou
parte dele), utilizando uma extensfio do esquema GUS baseado no GUS+
(SILVA, 2006).

Lembrando que os dados trafegados entre as etapas também serfio armazenados

no Banco, o que nos dard uma vis#o historica dos mesmos dados.

3.3.4 — Médulo de Ontologia

Ontologia ¢ uma especificagdo formal e declarativa de termos de um dominio €
dos relacionamentos entre eles (GRUBER, 1993). Uma ontologia define um vocabulario
comum para pesquisadores que precisam compartilhar informag¢des de um dominio

especifico. As ontologias incluem um vocabuldrio padriio, o relacionamento desses
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termos entre si, além da defini¢do de cada termo do relacionamento existente entre elés.
O uso de ontologia nos experimentos com microarranjo facilita a integra¢fio entre
experimentos distintos uma vez que ela representa uma forma padronizada de
comunicagdo de conhecimento a respeito de um dominio. A ontologia pode relacionar
termos sindnimos e evitar o uso de termos diferentes para descrever a mesma coisa. E
mesmo que termos em diferentes niveis de informagfo tenham sido utilizados para
descrever algum aspecto em experimentos diferente, ¢ possivel adaptar uma
comparagiio desse aspecto entre os experimento se a ontologia descrever o
relacionamento entre tais termos. Por exemplo, se numa determinada analise foram
utilizadas células de um anfibio, e em outra, células de um rato, € a ontologia descrever
que: rato € uma instdncia de mamifero; anfibios e mamiferos sfo instancias de classes
de animais, pode-se visualizar uma comparagdo entres um anfibio e um mamifero. Ou

seja, os dados comparados foram elevados ao mesmo nivel de informag&o.

Este médulo tem como objetivo disponibilizar uma ontologia de um dominio
biologico para prover dominios de valores padronizados para diversas propriedades dos
experimentos com microarranjo. Apesar de muitas anotagdes permitirem descrigdo em
texto livre, varias delas possuem um conjunto determinado de valores possiveis. E esse
conjunto pode estar contido na ontologia. Assim ¢ assegurado que essas propriedades
terdo valores aplicaveis e expressos de forma padronizada. A ontologia também prové a
descrigdo do significado tanto das propriedades quanto dos valores do seu dominio.
Esses dominios estardio disponiveis ao usudrio quando ele estiver fazendo as diversas

anotagdes que devem ser feitas no decorrer do experimento.

Aproveitando o relacionamento entre termos e a descri¢do dos mesmos, essa
ontologia também poderd ser utilizada em operagdes de agrupamento de valores de
expressdo génica baseado em relacionamentos hierdrquicos entre os termos, utilizando
as chamadas opera¢Ges de generalizagio e especializagdo de dados. Tais operagdes

serfio feitas pelo médulo de data warehouse, como explicaremos a seguir.

3.3.5 — Médulo de data warehouse

Nesse modulo, sera aplicada a abordagem de data warehousing e OLAP sobre
os dados obtidos nos experimentos. Os data warehouses sdo utilizados para se obter
uma visdo integrada e centralizada dos dados mais relevantes, em um ambiente onde

eles estejam diretamente acessiveis e haja funcionalidades para analises dos mesmo a
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um bom desempenho (KIRSTEN, DO et al., 2004). Em pesquisas com microarranjos,
os dados mais relevantes sdo as medidas de expressdo dos genes e os fatores que
influenciam a varia¢fio da expressdo génica, como a idade do organismo, seu ambiente

de desenvolvimento ou a presen¢a de determinada doenga ou substéncia.

A abordagem OLAP (On-line Analytical Processing) (JARKE, LENZERINI et
al., 2003) refere-se ao conjunto de processos para criagfo, geréncia e manipulagfo de
dados multidimensionais para analise e visualizagfo pelo usuario em busca de uma
maior compreensio destes dados. A natureza analitica dos experimentos de expressdo
génica com microarranjos sugere fortemente essa abordagem ja que o objetivo é analisar
a variag@io de uma medida, a de expressdo génica, sob diferentes aspectos. Neste tipo de
experimento, a utilizagdo de OLAP pode oferecer uma visdo geral e resumida dos
valores de expressdo dos genes obtidos em experimentos diversos, onde as dimensdes
seriam esses fatores que acabamos de citar, capazes de alterar o valor dessa expressgo.
As navegacdes hierarquicas entre dimensdes, tipicas de sistemas OLAP, podem ser
conseguidas através de consulta ao modulo de ontologia que fornece informagdes sobre
o relacionamento entre esses fatores que serfio utilizados como dimensdo. Ou seja,
podem-se aplicar operagdes de generalizagfio e especializagfio sobre os dados para se

obter diferentes niveis de abstra¢fo para andlise dos mesmos.

A etapa de extragfio e limpeza de dados € facilitada pois eles se originardo de um
repositorio onde ja foram tratados, tanto pela utilizagiio de ontologias no cadastro de
dados, quanto pela etapa de normalizagdo das expressdes quantizadas, fazendo com que
eles estejam praticamente prontos para serem migrados para o repositdrio a parte que

sera criado para implantago do data warehouse.

3.4 - Consideracoes Finais

A arquitetura foi elaborada com o objetivo de cumprir a lista de requisitos
identificados no capitulo anterior. Além disso, ela possui os componentes necessarios
para verificar se dados de diferentes experimentos sfo comparaveis ou para tornar tais
dados comparaveis através de ajustes dos mesmos, ou a repeti¢do de procedimentos,

utilizando-se pardmetros diferentes dos originais.

O atendimento as especificagdes do MIAME é provido pelo esquema relacional

escolhido para ser instanciado no banco de dados, o sud-esquema RNA Abundance
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Database (RAD) do Genomics Unified Schema (GUS). Logicamente as interfaces com
0 usudrio ou com outros sistemas permitem a captacio de todos os dados relacionados

na lista de requisitos do MIAME.

O uso de ontologia foi contemplado em duas partes da arquitetura: uso de
vocabulario controlado no cadastro de dados do experimento; e para se realizar

operagOes de especializagdo e generalizagfio em etapas envolvendo analise de dados.

A estruturagdio de dados ocorre nos diversos niveis de dados e metadados, ja que
eles sdo armazenados de acordo com um esquema de dados relacional, portanto,
estruturado. O armazenamento desses diferentes niveis de informag#o citados é o que
faz com que a proveni€ncia de dados também seja um aspecto contemplado nessa

arquitetura.

A manutengfio de dados de experimentos in vitro € possivel uma vez que o
esquema relacional utilizado contempla o armazenamento tanto de dados quanto de

metadados dos processos laboratoriais.

O gerenciador de processos permite a execugfo € re-execucdo de workflows que
representam parte do ciclo de atividades ou todo ele. Sendo assim, podemos dizer que
os requisitos de Execugdo e re-execugdo de workflow, além da execugdo parcial séo

atendidos.

A integracio automatizada de varios sistemas €, no final das contas, o grande
objetivo do desenvolvimento dessa arquitetura. Esse aspecto serd contemplado atraves
principalmente da automatizagfio na passagem de pafémetros entres os sistemas € na
chamada de execug@o dos mesmos. Como € o modulo controlador de execugfo que trata
essa integragdo de sistemas, ele que detém o controle sobre dados e pardmetros de
entrada e saida dos aplicativos, facilitando assim o gerenciamento de proveniéncia de

dados, e tirando do usuario a responsabilidade sobre 0 mesmo.

A arquitetura prevé bastante interagio com o usudrio, ja que deve permitir o
acompanhamento das atividades enquanto elas sdo realizadas, principalmente as etapas
laboratoriais (carga de lista de genes, cadastro das informag:ﬁeé sobre os protocolos
experimentais), mas somente nos pontos necessdrio para evitar inser¢do de ruido no

fluxo do experimento. E em relagdio a parte de analise de dados, deve haver interagfo
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com o bidlogo por se tratar de analise exploratoria, onde o pesquisador deve poder
alterar a seqiiéncia de andlises de acordo com os resultados que vdo sendo obtidos
durante a execucdo do experimento. Mas essa iteragdo deve ser restrita a escolha de

aplicativos a serem utilizados, nfio deve ser para formatag@o de dados de entrada.

A arquitetura permite a integracio de diferentes experimentos uma vez que
procura padronizar tanto a estruturagdo quanto o contetido dos dados. A utilizagéo de
padrdes como o MIAME e GUS, associada a possibilidade de re-execugéo de partes do
workflow a ao armazenamento de metadados, facilitam o estabelecimento de
comparagdes entre experimentos distintos, até mesmo realizados em diferentes tipos de
pesquisa. Isto ocorre porque havera informagdo suficiente para se verificar se os dados
em questdo sdo comparaveis, e se ndo forem, por terem sido obtidos, por exemplo, com
a utilizagio de protocolos muito diferentes, haverd a possibilidade de se repetir
procedimentos, tantos bioldgicos quanto computacionais, para transforma-los em dados

comparaveis.

No proximo capitulo explicaremos como foi implementado um protdtipo
utilizando a arquitetura Wflex, assim como o ambiente experimental onde ele foi

implantado.
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Capitulo 4 — Aplicacdo em um ambiente real

Neste capitulo vamos apresentar um prototipo desenvolvido utilizando a
arquitetura proposta no capitulo anterior. Na se¢fio 4.1, vamos explicar como o
prototipo foi implementado e as tecnologias utilizadas. Na segdo 4.2, falaremos sobre o
ambiente real de experimentos onde o protdtipo foi implementado e como se d4 a
utilizacfio desta ferramenta pelos bidlogos. Finalmente, na segfo 4.3, faremos algumas

consideragdes sobre a construgéo e uso deste protdtipo.

4.1 — Implementacgao do protétipo

A construgdo desse prototipo foi um trabalho de composicio de varios
aplicativos. O médulo gerenciador de processo foi construido como uma aplicagdo Java.
O GUS/RAD foi instanciando em um Sistema Gerenciador de Banco de Dados (SGBD)
PostgreSQL versdo 8.2. A versdo do GUS utilizada foi a 3.5, e foi obtida a partir de
cdpia de um banco de um laboratério da FIOCRUZ, onde ele vem sendo utilizado para
estudo de anotagbes gendmicas. O sistema utilizado para modelagem e execugdo de
workflow foi o Kepler versdo 1.0 beta3. O sistema R versfio 2.4.0 foi utilizado para a

construgio de rotinas de andlises estatisticas para a etapa in silico experimento.

Optamos pelo uso de interface web para acesso ao sistema. Assim, ele fica
disponivel, sem necessidade de instalagdo local, a partir dos diversos computadores

utilizados durante a execugéo do experimento.

Optamos por utilizar o Kepler como a maquina de execu¢io de workflows do
sistema pois ele ¢ um ambiente capaz de executar as analises de dados pertinentes aos
experimentos com microarranjos, principalmente pela sua facil integragio com o
sistema R. De fato ele foi utilizado para gerar os sub-workflows das possiveis analises
que podem ser feitas sobre os dados obtidos a partir da quantizagio dos genes.
Entretanto um aplicativo em Java foi desenvolvido para fazer o papel do modulo
gerenciador de processo, ou seja, ele gerencia a execugdo desse workflow elaborado no
Kepler (faz a chamada do workflow e registra sua execugfo). Esse modulo também ¢é

responsavel, caso requisitado pelo usuario, por consultar na base de dados uma
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determinada sequiéncia de atividades e executd-las na mesma ordem, fazendo as

chamadas aos sub-workflows corretos, na ordem correta.

Diversos dados foram carregados a partir da MGED Ontology para o banco de
dados. A utilizagdio deles, como ja foi dito, é para prover vocabuldrio controlado nas
telas de cadastro, € para que seja possivel realizar operagdes de generalizagio e

especializacio nas dimensdes no mddulo de data warehouse.

4.1.1 — Interagdo com o usuario

A tela principal do sistema é uma interface web e foi dividida em duas éreas
principais. Do lado esquerdo, esta a lista de atividades que fazem parte do experimento.
Uma seta-indica qual atividade estd sendo realizada ou revisada no momento. Na éarea
maior, do lado direito, estdo os dados do atividade em questdo. Nessa area, aparece ou
uma tela de cadastro para os dados dessa atividade, ou somente os dados ja
armazenados relativos a esta atividade. Assim, esta segunda tela surge sempre apés a
conclusdo de um cadastro ou quando o usuério clica em uma atividade ja realizada.

Nas telas de cadastro deste protétipo, além dos campos livres de texto, ha
propriedades que possuem dominio de valores especificados na ontologia (MGED
Ontology), sendo possivel consultar a lista desses valores nas caixas de selecdo, e
escolher um deles. Além disso, as definigdes tanto das propriedades quanto dos valores
do seu dominio ficam disponiveis para consulta, através de um botdo de ajuda. E se o
caso for aplicavel, a tela pode exibir um campo para fazer carga de arquivos que
contenham valores a serem cadastrados, como € o caso dos sistemas de controle do

spotter e do scanner que geram arquivos de registros com dados de entrada e saida.
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features where smgle stranded DA PCR product is spotted on the array.

¢ spofted_ss_oligo_features: The TechnologyType of the FeatureGroup is spotted single stranded
oligonucleotides (of any length) on the substrate.

Arquive VSM:

Figura9: Cadastro de dados com apoio de Ontologia

Na Figura 9, podemos ver tré€s propriedades do arranjo que tem lista de possiveis
valores na MGED Ontology, além de uma tela com a lista de defini¢des para os valores
de uma das propriedades, e também a defini¢o da prépria propriedade. Também ha
campos para se fazer a cOpia de dois arquivos locais para o servidor do sistema
(upload). O primeiro desses arquivos € a lista de genes a serem impressos na ldmina; e
no segundo estdo contidas informagdes do desenho do arranjo na 14mina, gerado pelo
sistema que controla a impressora de arranjos. Também podemos observar na area
lateral da esquerda a lista das atividades do experimento. Uma seta indica que ‘design
de Arranjos’ € a tarefa atualmente sendo realizada. Os resultados produzidos nas tarefas
anteriores a atual podem ser visualizados através dos links sobre os nomes das etapas.

As etapas posteriores s6 podem ser executadas na ordem das atividades.

A Figura 10 mostra a tela exibida apés a etapa da quantizagfo de dados.
Podemos notar que ela também exibe varios dados do design do arranjo, mas que sdo,de
certa forma, relacionados & quantizagdo. O nome dos genes possui um link para as
anotagBes desse gene armazenadas no repositorio publico de seqiiéncias genéticas

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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4.1.2 - O gerenciador de processo
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rotocol_description

hardware_description
oftware_description

modification_date
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Figura 10: Lista de genes e quantificagfio dos RNAs correspondentes

O gerenciador de processo foi implementado de modo a registrar qualquer
execugdo de sistemas durante o processo experimental. Ao se visualizar os dados de
uma etapa, podemos também visualizar os dados de sua execugdio: quando a mesma
ocorreu, em que ordem foi executada e se foi executada mais de uma vez. Isso

possibilita o rastreamento das atividades do experimento e a identificagfio de praticas

probtocol_param_id
protocol_id

name

value
modification_date

Figura 11: Esquema estendido para registro de execugfo de atividades

A figura 11 mostra como o modelo de classes da figura 8 foi mapeado para o
esquema relacional utilizado. Foi necessaria a criagio de apenas duas tabelas novas no
esquema do GUS, para representar uma execugfo de ‘Workflow’ e os passos (‘Steps’)
dessa execugdo. Para registrar os sistemas utilizados (e seus pardmetros de entrada)

nesses passos aproveitamos duas tabelas do sub-esquema RAD (‘Protocol’ e



‘ProtocolParam’), j4 que a primeira possui atributos que permitem indicar que o

protocolo na verdade foi realizado por um sistema, com alguns dados de entrada.

Para fazer a composigédo e orquestragio dos sistemas que realizam as tarefas do
workflow, utilizamos a interface grafica do Kepler (KEPLER, 2006) para montar varios
sub-workflows do processo experimental. O Kepler armazena a defini¢do de workflows
em um arquivo XML na linguagem MoML (LEE e NEUENDORFFER, 2000). Quando
o usudrio requisita a execugdo das tarefas representadas por este workflow, o
gerenciador de processo faz a chamada para execugdo do mesmo sem utilizar a interface
grafica (o que ndo poderia ser feito de maneira automética), mas utiliza a maquina de
execugdo de Workflow do Ptolomy (EKER, JANNECK et al., 2003) para executar o
workflow definido em MoML. Essa maquina de execu¢fio € uma aplica¢do Java sem
interface grafica e € a mesma utilizada pela interface grafica do Kepler para executar
workflows. Antes da execucdo do workflow definido pelo XML, o gerenciador de
processo abre esse arquivo para fornecer os pardmetros de entrada. O préprio sub-
workflow € responsavel por recuperar dados de entradas do banco e 14 armazena-los.

Mas € o proprio gerenciador do processo que registra a execugdo do workflow.

Mesmo utilizando nos sub-workflows chamadas a poucos aplicativos ou rotinas
(as vezes a somente um), o uso do Kepler se justifica pelas facilidades que ele oferece
para recuperagdo e manipulagdo de dados, para passagem de pardmetros, para chamadas
a execucdo de aplicagbes e também pela representagdo visual do workflow. Isto

facilitou bastante também os testes de execugdo de aplicativos em seqii€ncia.

A figura 12 ¢ representacdo grafica de um workflow no Kepler que envolve
atividades desde o desenho do microarranjo na lamina até a etapa de quantizagio. Para
a execucdo deste workflow, os dados bésicos do design do arranjo ja devem estar
cadastrados. Esse workflow faz a leitura de trés arquivos, um com a lista de genes a
serem impressos € a posi¢do dos mesmos nas placas com solugdes; no segundo estdo
contidas informag¢des do design do arranjo na ldmina, gerado pelo sistema que controla
a impressora de arranjos. O terceiro arquivo contém dados da quantizagdo dos dois

canais da lamina.
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Figura 12: Representagdo visual de workflow no Kepler

4.1.3 — O esquema relacional

Utilizamos o sub-esquema do GUS chamado RNA Abundance Database (RAD)
e também algumas tabelas de outros sub-esquemas que sdo usadas de forma
compartilhada. Para dar uma idéia do mapeamento dos dados do experimento no
esquema, vamos utilizar como exemplo um pedago do esquema instanciado, mostrado a
seguir.

A figura 13 mostra um pedago do sub-esquema RAD. Essa parte,
especificamente, contempla as principais tabelas responsaveis pelo armazenamento de
dados e procedimentos de etapas bem caracteristicas do experimento, que vdo da

preparagio da lamina até a quantizagfo da imagem da ldmina hibridizada.
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assay_id quantification_date
protocol_id oto i
channel_id
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Figura 13: Parte do sub-esquema RAD

Segundo a MGED Ontology (WHETZEL, PARKINSON et al., 2006), um
experimento € caracterizado por uma série de ensaios experimentais realizados com um
proposito comum. No caso dos microarranjos, um ensaio € representado por uma
hibridizagfo, ou seja, um experimento com microarranjo é caracterizado por uma série
de hibridizagbes com o proposito de determinar a influéncia de uma determinada
condigdo sobre a expressdo génica da célula. No esquema da Figura 13, a tabela ‘Study’
contempla dados de experimentos enquanto a tabela ‘Assay’, os dados de um ensaio
experimental, incluindo o protocolo de hibridizagdio da lamina, ja que € este o evento
que caracteriza o ensaio. A tabela ‘StudyAssay’ relaciona os ensaios experimentais de

um experimento.

Acompanhando a ordem cronoldgica dos eventos, temos a tabela ‘ ArrayDesign’
com os dados do desenho do arranjo na l4mina. Um conjunto de trés tabelas contempla
os dados dos pontos impressos na ldmina e das seqiiéncias genéticas contidas na placas
de solugdes: um registro de ‘SpotFamily’ representa o conjunto de pontos impressos a
partir do mesmo pogo de uma das placas de solugdes, ou seja, é o grupo de replicatas de
um ponto impresso. Por esse motivo, ele contempla os dados de um pogo, assim como
sua localizagdo na placa de solugBes de genes. Assim varios ‘Spots’ podem fazer parte

de uma mesma ‘SpotFamily’, porém, cada um deles tem localiza¢#o distinta na lamina.
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Um ‘ShortOligo’ representa a seqiiéncia genética contida em cada pogo de cada placa,

h& uma para cada ‘SpotFamily’.

Um outro grupo de tabelas contempla os dados da digitalizagdo da imagem do
arranjo hibridizado com as amostras e os dados da quantizagdo desta imagem. Uma
aquisi¢do de imagem (tabela ‘Acquisition’) s6 pode pertencer a um ensaio, entretanto
um ensaio gera mais de uma aquisigéo, ja que uma imagem ¢é gerada para cada canal
(RNAS referentes a cada amostra) da ldmina. Cada aquisi¢dio entdo € quantificada
(‘Quantification’) e o valor associado a cada ‘Spot’ da ldmina & registrado em

‘QuantArrayElementResult’.

Podemos notar também a presenga das tabelas ‘Protocol’ e ‘ProtocolParam’, que
nessa parte do esquema, registra os protocolos de preparo do ensaio, desenho do arranjo,
hibridizag#o, aquisi¢do de imagem e quantifica¢fo. De maneira geral, essas duas tabelas
servem para armazenar de maneira estruturada metadados dos procedimentos que n#o
possuem locais especificos para armazenamento no restante do esquema. Essas tabelas
possuem campos para armazenar tanto o nome da propriedade quanto seu valor, assim

como o tipo do dado.

Na figura 13, podemos ver também como as ontologias sfo armazenadas neste
esquema de dados. Chaves estrangeiras de varias tabelas se referem a registros de
‘OntologyEntry” (como € o caso de ‘technology type id’ em ‘ArrayDesign’ e
‘protocol_type id’ em ‘Protocol’). Os valores possiveis para esses campos sdo registros
encontrados na MGED Onfology. Como os termos dessa ontologia t€ém relacionamentos
onde um € subclasse ou instdncia do outro, o esquema de armazenamento no banco se
da simplesmente através de auto-relacionamento dos termos da ontologia, onde um

termo € pai do outro.

4.1.4 — Uso de Ontologias

O MGED Ontology descreve uma ontologia especializada para termos utilizados
em anotagOes de experimentos com microarranjos. A organiza¢do da ontologia €
baseada em uma hierarquia de classes, e no mais baixo nivel dessa hierarquia, algumas
classes possuem insténcias de valores. I esse nivel de instincias que fornece dominios
de valores para algumas propriedades do experimento. Todos os niveis da hierarquia

possuem defini¢do para os termos.
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Figura 10: Lista de genes e quantificagio dos RNAs correspondentes

4.1.2 — O gerenciador de processo

O gerenciador de processo foi implementado de modo a registrar qualquer

execugdo de sistemas durante o processo experimental. Ao se visualizar os dados de

uma etapa, podemos também visualizar os dados de sua execugfio: quando a mesma

ocorreu, em que ordem foi executada e se foi executada mais de uma vez. Isso

possibilita o rastreamento das atividades do experimento e a identificagdo de praticas

boas e ruins.

Figura 11:

protocol_id
protocol_type_id
software_type_id
hardware_type id

name
pratoco!_description
hardware_description
software_description
modification_date

probocol_param_id
protocol_id

medification_date

Esquema estendido para registro de execugfo de atividades

A figura 11 mostra como o modelo de classes da figura 8 foi mapeado para o

esquema relacional utilizado. Foi necessaria a criagdo de apenas duas tabelas novas no

esquema do GUS, para representar uma execucdo de ‘Workflow’ e os passos (‘Steps’)

dessa execugdio. Para registrar os sistemas utilizados (e scus pardmetros de entrada)

nesses passos aproveitamos duas tabelas do sub-esquema RAD (‘Protocol’ e
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‘ProtocolParam’), jA que a primeira possui atributos que permitem indicar que o

protocolo na verdade foi realizado por um sistema, com alguns dados de entrada.

Para fazer a composi¢fo e orquestragdo dos sistemas que realizam as tarefas do
workflow, utilizamos a interface grafica do Kepler (KEPLER, 2006) para montar varios
sub-workflows do processo experimental. O Kepler armazena a defini¢do de workflows
em um arquivo XML na linguagem MoML (LEE e NEUENDORFFER, 2000). Quando
o usudrio requisita a execugfio das tarefas representadas por este workflow, o
gerenciador de processo faz a chamada para execugdo do mesmo sem utilizar a interface
grafica (o que ndo poderia ser feito de maneira automatica), mas utiliza a maquina de
execugdo de Workflow do Ptolomy (EKER, JANNECK et al., 2003) para executar o
workflow definido em MoML. Essa méaquina de execuc¢fio € uma aplicagdo Java sem
interface grafica e ¢ a mesma utilizada pela interface grafica do Kepler para executar
workflows. Antes da execu¢do do workflow definido pelo XML, o gerenciador de
processo abre esse arquivo para fornecer os pardmetros de entrada. O proprio sub-
workflow é responsavel por recuperar dados de entradas do banco e la armazena-los.

Mas € o proprio gerenciador do processo que registra a execugdo do workflow.

Mesmo utilizando nos sub-workflows chamadas a poucos aplicativos ou rotinas
-(as vezes a somente um), o uso do Kepler se justifica pelas facilidades que ele oferece
para recuperagdo ¢ manipulagfo de dados, para passagem de pardmetros, para chamadas
a execugdo de aplicagdes e também pela representagdo visual do workflow. Isto

facilitou bastante também os testes de execucdo de aplicativos em seqiiéncia.

A figura 12 ¢é representagfo grafica de um workflow no Kepler que envolve
atividades desde o desenho do microarranjo na lamina até a etapa de quantizagfo. Para
a execugdo deste workflow, os dados basicos do design do arranjo ja devem estar
cadastrados. Esse workflow faz a leitura de trés arquivos, um com a lista de genes a
serem impressos € a posi¢do dos mesmos nas placas com solugdes; no segundo estfio
contidas informagdes do design do arranjo na ldmina, gerado pelo sistema que controla
a impressora de arranjos. O terceiro arquivo contém dados da quantizagdo dos dois

canais da ldmina.
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Figura 12: Representagéio visual de workflow no Kepler

4.1.3 - O esquema relacional

Utilizamos o sub-esquema do GUS chamado RNA Abundance Database (RAD)
e também algumas tabelas de outros sub-esquemas que sio usadas de forma
compartilhada. Para dar uma idéia do mapeamento dos dados do experimento no
esquema, vamos utilizar como exemplo um pedago do esquema instanciado, mostrado a
seguir.

A figura 13 mostra um pedago do sub-esquema RAD. Essa parte,
especificamente, contempla as principais tabelas responsaveis pelo armazenamento de
dados e procedimentos de etapas bem caracteristicas do experimento, que vdo da

preparagdo da lamina até a quantizagio da imagem da ldmina hibridizada.
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Figura 13: Parte do sub-esquema RAD

Segundo a MGED Ontology (WHETZEL, PARKINSON et al.,, 2006), um
experimento € caracterizado por uma série de ensaios experimentais realizados com um
propésito comum. No caso dos microarranjos, um ensaio ¢ representado por uma
hibridizac¢fo, ou seja, um experimento com microarranjo € caracterizado por uma série
de hibridiza¢cbes com o proposito de determinar a influéncia de uma determinada
condi¢do sobre a expressdo génica da célula. No esquema da Figura 13, a tabela ‘Study’
contempla dados de experimentos enquanto a tabela ‘Assay’, os dados de um ensaio
experimental, incluindo o protocolo de hibridizagéo da ldmina, ja que € este o evento
que caracteriza o ensaio. A tabela ‘StudyAssay’ relaciona os ensaios experimentais de

um experimento.

Acompanhando a ordem cronolégica dos eventos, temos a tabela ‘ArrayDesign’
com os dados do desenho do arranjo na l&mina. Um conjunto de trés tabelas contempla
os dados dos pontos impressos na ldmina e das seqiiéncias genéticas contidas na placas
de solug¢bes: um registro de ‘SpotFamily’ representa o conjunto de pontos impressos a
partir do mesmo pogo de uma das placas de solugdes, ou seja, € o grupo de replicatas de
um ponto impresso. Por esse motivo, ele contempla os dados de um pogo, assim como
sua localiza¢@io na placa de solugdes de genes. Assim vérios ‘Spots’ podem fazer parte

de uma mesma ‘SpotFamily’, porém, cada um deles tem localizagéo distinta na ldmina.
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Um ‘ShortOligo’ representa a seqiiéncia genética contida em cada pogo de cada placa,

hé uma para cada ‘SpotFamily’.

Um outro grupo de tabelas contempla os dados da digitalizagdio da imagem do
arranjo hibridizado com as amostras ¢ os dados da quantiza¢io desta imagem. Uma
aquisi¢iio de imagem (tabela ‘Acquisition’) s6 pode pertencer a um ensaio, entretanto
um ensaio gera mais de uma aquisi¢do, ja que uma imagem € gerada para cada canal
(RNAS referentes a cada amostra) da lamina. Cada aquisi¢8o entdo € quantificada
(‘Quantification’) e o valor associado a cada ‘Spot’ da l4mina € registrado em

‘QuantArrayElementResult’.

Podemos notar também a presenca das tabelas ‘Protocol’ e ‘ProtocolParam’, que
nessa parte do esquema, registra os protocolos de preparo do ensaio, desenho do arranjo,
hibridizag¢do, aquisi¢dio de imagem e quantifica¢fo. De maneira geral, essas duas tabelas
servem para armazenar de maneira estruturada metadados dos procedimentos que nfio
possuem locais especificos para armazenamento no restante do esquema. Essas tabelas
possuem campos para armazenar tanto o nome da propriedade quanto seu valor, assim

como o tipo do dado.

Na figura 13, podemos ver também como as ontologias sdo armazenadas neste
esquema de dados. Chaves estrangeiras de varias tabelas se referem a registros de
‘OntologyEntry” (como € o caso de ‘technology type id> em ‘ArrayDesign’ e
‘protocol_type id’ em ‘Protocol’). Os valores possiveis para esses campos sdo registros
encontrados na MGED Ontology. Como os termos dessa ontologia tém relacionamentos
onde um € subclasse ou instincia do outro, o esquema de armazenamento no banco se
da simplesmente através de auto-relacionamento dos termos da ontologia, onde um

termo € pai do outro.

4.1.4 - Uso de Ontologias

O MGED Ontology descreve uma ontologia especializada para termos utilizados
em anotacdes de experimentos com microarranjos. A organizagio da ontologia é
baseada em uma hierarquia de classes, ¢ no mais baixo nivel dessa hierarquia, algumas
classes possuem instincias de valores. E esse nivel de instincias que fornece dominios
de valores para algumas propriedades do experimento. Todos os niveis da hierarquia

possuem defini¢do para os termos.
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Figura 14: Parte do MGED Ontology

As ontologias utilizadas pelo prototipo devem ser previamente carregadas para o
banco de dados a partir dos dados capturados no sitio do MGED Ontology. Se valores
de propriedades que ndc constam na ontologia forem utilizados pelo usudrio, tais
valores serdo adicionados a ontologia pelo sistema. Entretanto o sistema nfo prevé a
inser¢do de novas propriedades. Caso isto seja necessario, elas podem ser cadastradas

como pardmetros de protocolos.

Na segdo anterior foi mostrado como as ontologias foram mapeadas no
subesquema RAD. A Figura 14 mostra o esquema de uma parte da MGED Ontology,

detalhando a parte de descrigdo da ldmina do microarranjo.

58



4.1.5 — Esquema estrela do data warehouse

Elaboramos um esquema estrela para o modulo de dataware house para que
pudéssemos utilizar a abordagem OLAP na analise dos dados quantificados dos genes.
Como ja foi explicado, a hierarquia de classes fornecida pela MGED Ontology pode ser
aproveitada nesse modulo para operagdes de generalizagio e especializagdo, que nesse
contexto sdo chamadas de drill-up e drill-down. A MGED Ontology ainda ndo possui
classes que contemplam todas as dimensdes escolhidas neste esquema, portanto tais
operagdes s6 podem ser utilizadas de forma bem restrita. A figura 15 ilustra este

esquema.

aff})metrix_id

s
Valor_expresso
gene_id
grupo_gene_id
organismo._id
condicao_id
arranjo_id

d

Tipo
Fabricante
Num_linhas
Mbin_colunas

d
Descricdo

Figura 15: Esquema estrela do DW

4.2 — O ambiente de producao

O ambiente real de experimentos com microarranjos onde foi implantando o
prototipo desenvolvido nessa dissertagio é um dos laboratério do departamento de
Micobacteriose da Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) do Rio de Janeiro.
Esse laboratorio foi criado para comportar a aquisi¢io da impressora e do scanner de
microarranjos e € utilizado especialmente para a realizagfo deste tipo de experimento. A
FIOCRUZ € a ftinica instituigdo de pesquisa no Rio de Janeiro que possui estes

equipamentos. Alguns de seus pesquisadores ja fizeram intercAmbio em outras
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institui¢des de ensino, no Brasil e no exterior, para adquirir experiéncia com uso de

microarranjos. Outros estdo tendo os primeiros contatos com este tipo de experimento.

Este laboratério € dividido em trés ambientes. O primeiro deles € onde se
localiza o equipamento responsavel pela hibridiza¢do das l&minas com microarranjos
com as amostras de RNA. Neles também €& possivel realizar algumas atividades
experimentais de bancada (wet lab). Em‘ um outro ambiente, fica o scanner de
microarranjos € um computador com o sistema que o controla. No terceiro ambiente,
mais isolado, por necessitar de controle de umidade, fica a impressora (spotter) de
microarranjos, além de um computador com o sistema que o controla. Algumas
atividades que ndo sfo especificas para o experimento com microarranjos, como cultivo

de amostrar e extragdo de RNA, sfo feitas em outros laboratorios.

A realizag@o deste tipo de experimento nesse local € relativamente recente.
Durante um grande periodo a maior parte do trabalho realizado foi no sentido de
calibrar os equipamentos e ajustar protocolos para se comegassem a obter l&minas de
microarranjos de qualidades. Até entdo, o processamento dos dados obtidos era feito de
forma bastante manual. Os Unicos sistemas utilizados eram aqueles destinados ao
controle do spotter e do scanner de microarranjos, além daquele para quantificar a
imagem gerada pelo scanner. Os dados gerados nesses sistemas eram visualizados
através de planilhas de dados e eventualmente a jungdo entre dois ou mais arquivos,
como, por exemplo, a associa¢do de lista de genes com os locais onde foram impressos
na l4mina, era feita manualmente. Foram feitas algumas andlises basica com o uso de
planilhas de dados, porém devido & imensa quantidade de dados, era muito complicada
a realizag@io de andlises mais complexas. Em relagfo as etapas in vitro, os protocolos
vinham sendo anotados e arquivados em documentos de texto comuns, e tiveram (e
ainda t€m) muita utilidade para se rastrear os melhores pardmetros para execugédo dos
procedimentos laboratoriais, ou seja, para se fazer ajustes desses pardmetros de forma a

se obter melhores produtos experimentais.

O servidor Web e o SGBD foram instalados em uma das maquinas do
laboratério de microarranjo. A implantagio deste prototipo esta sendo feita em etapas,
se adaptando as necessidades dos pesquisadores da FIOCRUZ, ja qﬁe mesmo para eles
o processo completo do experimento ainda néo esta totalmente estabelecido. A parte de

analise de dados, por exemplo, ainda estd em fase inicial de elaboragéo.

60



4.3 - Consideragoes sobre a utilizagdo do protétipo

A implantagfio de protdtipo proporcionou algumas contribuigdes basicas para o
ambiente experimental. O primeiro grande impacto da implantagfio desse prototipo foi a
elimina¢do de processamento manual de uma grande quantidade de dados, que é um
trabalho muito dispendiosos e sujeito a erros. Foi possivel, assim, a visualiza¢gdo mais
rapida dos dados obtidos a partir dos microarranjos ¢ a verificagdo, também mais rapida,
da consisténcia dos mesmos. Outra mudanca estrutural basica foi a introdugio de uma
estrutura de organizagdo dos dados, que previne situa¢Bes, ndo muito dificeis de
ocorrerem, de dificuldade de localizagdo de dados importantes para o experimento,
como lista de genes que foram impressos no arranjo, devido ao fato de nem sempre

haver local padréo para depodsito desses arquivos.

Contribuigdes mais avangadas ocorrerio com © aumento do nimero de
experimentos realizados. Serd possivel perceber melhor as potencialidades da
arquitetura proposta, pois sera mais facil a realizagcdo de estudos comparativos entre
experimentos diferentes, seja pela maior facilidade para se resgatar dados de diferentes
experimentos, € em meio a um grande nimero de dados, ou seja pelos procedimentos
padronizados € metadados disponiveis, que torna possivel a comparagfo desses dados

de alguma maneira.

O protétipo propicia uma certa flexibilidade para os bidlogos executarem
workflows externamente ao sistema, através da interface grafica do Kepler, utilizando os
proprios workflows elaborados para o sistema, ou estendendo as funcionalidades dele. O
sistema R, integrado ao Kepler, agregar varias funcionalidades, como acesso ao banco
de dados (que eventualmente pode ser util), fungdes para manipulagdo de dados e
arquivos, gerac¢io de graficos e exibi¢do de imagens. Os dados podem ser recuperados
do banco de dados ou dos arquivos originais desses dados, que também foram
armazenados. Perde-se a funcionalidade de registro de execug¢d@o, mas se ganha na a
flexibilidade de usar uma interface grafica de modelagem e execugéo de workflows para

elaborar e executar seqliéncias de analises ndo previstas pelo sistema.

Houve algumas dificuldades na implementagio desse protdtipo. A primeira
delas foi com o uso de um componente do Kepler que faz acesso aos dados no SGBD. O

componente ndo funcionou devido ao (imenso) tamanho do esquema do GUS. Isso
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compromete o funcionamento do sistema ja que o sistema precisa fazer acesso ao banco
de dados em todas as etapas. Essa questio foi resolvida com acesso ao banco de dados
através de rotinas elaboradas no Sistema R, usando driver ODBC. A arquitetura do
protdtipo foi um pouco prejudicada pois o acesso ao SGBD ficou embutido em rotinas

que realizam outras atividades do workflow.

Também houve dificuldade para mapear os dados nas tabelas pertinentes no sub-
esquema RAD do GUS, apesar da documentagéo existente no GUS Schema Browser
(http://www.gusdb.org/documentation.php), houve incerteza no uso de alguns campos e
até mesmo de algumas tabelas. Faz parte do GUS todo um ferramental para carregar
dados de repositorios pablicos para o seu esquema relacional, e sdo essas ferramentas
constituem a principal funcionalidade do GUS. Talvez por isso ndo tenha sido dado o
devido tratamento a esta questio do mapeamento manual de dados nas tabelas do

esquema.
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Capitulo 5 — Conclusdes

As pesquisas na area de genética t€ém crescido enormemente nos ultimos 10 anos
e a quantidade de dados gerados a partir dela tem aumentado exponencialmente. Dentro
dessa area, hd um especial interesse nos estudos a respeito das fungdes dos genes. A
técnica de microarranjos permite o estudo de centenas ou milhares de genes ao mesmo
tempo, sendo possivel verificar a variagdo da expressdo génica das células dada uma

mudanga no ambiente celular.

Os experimentos com microarranjos Sf0 compostos, assim como outros
experimentos biologicos, por uma série de atividades experimentais. Entretanto, a
composi¢io dessas atividades nem sempre € vista como um processo que deve ser
tratado de forma integrada. Usualmente sdo realizadas de maneira isolada e sem
integracdo automatizada entre elas. Assim, dificulta-se a monitoragdo e
acompanhamento deste processo. Outro problema € a falta de padronizagdo, tanto de
conteido quanto de estrutura, nas anotagdes do experimento, o que dificulta bastante a

realizag@io de estudos comparativos entre experimentos diversos.

Tem havido uma evolugdo de apoio computacional que para este tipo de
experimento. Vimos propostas de padrdes para contetido de dados, através do uso de
ontologias, e para estruturagdo dos mesmos, com o uso de um esquema relacional
padrdo difundido na comunidade cientifica. Analisamos também sistemas para defini¢éo
e execugdo de workflow cientifico capazes de modelar muito bem experimentos in
silico; e também sistemas especializados para gerenciar dados de experimentos com
microarranjos. Entretanto nenhum deles representava uma solugdo completa para
gerenciar todo o processo experimental com microarranjos, com a modelagem do

mesmo como uma instincia de um workflow cientifico.

Nesta dissertagdio visamos sistematizar as atividades que fazem parte do
processo experimental com microarranjos e desenvolver um ambiente para geréncia e
execugdo de um workflow cientifico especializado nesse tipo de experimento. Para isso,
propomos uma arquitetura para desenvolvimento de um sistema de geréncia de

experimentos com microarranjos ¢ desenvolvemos um protdtipo baseado nessa
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arquitetura. Esse prototipo foi implantado em um ambiente real de experimentos, na

FIOCRUZ do Rio de Janeiro.

Nossa solugfo atende a uma série de requisitos para gerenciamento de
experimentos com microarranjos. O principal deles € de ter a funcionalidade de
maquina de execugdo de workflow para o processo de experimento com microarranjo,
que faz a composi¢do de diferentes aplicativos e que também realiza o registro de
execugdo dos mesmos. Outros requisitos atendidos sdo a padronizagdo e estruturagdo
dos dados relativos ao experimento, obtidos com o uso do esquema GUS/RAD, que
atende as especificagdes do MIAME para experimentos com microarranjos, associado
ao uso de uma ontologia especializada para anotagSes deste tipo de experimento. Por
fim, o registro das atividades executadas permite ao pesquisador monitorar o fluxo dos
dados e rastrear, por exemplo, a origem de uma inconsisténcia caso a mesma s6 tenham
sido identificada em uma etapa mais avangada do experimento. O requisito de
proveniéncia de dados € atendido através da combinag¢fo desse monitoramento de dados

com o registro de metadados do experimento, também possibilitado pelo nosso sistema.

Podemos dizer que nossa arquitetura tem uma abordagem de composi¢do de
outras solugdes existentes que atendem parcialmente aos requisitos do experimento.
Associamos uma maquina de execugdo de workflows ao uso de ontologia e de um
esquema relacional padrdo para atender o conjunto completo de tais requisitos. Néo foi
criado nenhum aplicativo para realizar alguma etapa do experimento, mas o uso desses

aplicativos foi, de alguma forma, intermediado pelo nosso sistema.

A principal vantagem desta arquitetura em relago a outras abordagens de
workflow cientifico ¢ que ela é direcionada especificamente a microarranjos, o que
permite um tratamento dirigido especificamente a este tipo de experimento. Lidamos,
por exemplo, com uma ontologia e um esquema relacional especializados para

experimentos com microarranjos.

Houve também uma preocupagdo na utilizagdio de padrSes abertos aceitos na
comunidade cientifica, para que os dados gerenciados pelo nosso sistema fossem mais

facilmente compartilhados e comparados com dados de outros experimentos.

O protdtipo implementado introduziu funcionalidades basicas no ambiente de

produgdio, onde a interagdio entre as etapas do experimento era feita de forma bem
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manual (nfo automatizada). A infrodugfio de uma estrutura de organizagio e a
automatizagiio da manipulagfio de dados que séo passados de um aplicativo para outro
sdo funcionalidades simples mas que agilizam o processo experimental e diminuem a

incidéncia de erros.

Funcionalidades mais avangadas serfdo percebidas quando o numero de
experimentos registrados for grande o suficiente para se realizar estudos interessantes
com cruzamento de dados de experimentos distintos do ambiente de produgdo da
FIOCRUZ, que ainda comega a explorar as potencialidades deste tipo de experimento.
Porém, de imediato, j& se percebeu a possibilidade de utilizagdo dos workflows
elaborados para serem executados pelo sistema, diretamente na interface grafica do
Kepler. Perde-se a funcionalidade do registro de execugdo, mas se ganha na
flexibilidade do uso do Kepler, associado a um sistema estatistico, para estender ou

altera o escopo do workflow e realizar anélises ndo previstas inicialmente pelo sistema.

O Kepler se mostrou um ambiente de definig¢do e execugdo de workflows pratico
e eficiente. O uso de uma interface grafica, com funcionalidades integradas para
manipula¢io de arquivos, acesso a banco de dados e criagdo e visualizagdo de graficos,
além da representacdo visual da cadeia de tarefas, faciliton enormemente a elaboragéo
de workflows. Além disso, o fato de a defini¢do do workflow poder ser destacada da
interface grafica foi de grande utilidade, j4 que precisamos executar esse workflow de

forma automatica pelo gerenciador de processos, sem o uso de interface grafica.

Dentre as contribuigdes desta dissertagio, podemos destacar a elabora¢do de
workflows que realizam andlises de dados obtidos no experimento, € que podem ser
utilizados (e estendidos) na interface grafica do Kepler de forma independente do

protdtipo construido.

Outra contribui¢io foi a defini¢do de uma série de requisitos para sistemas de
gerenciamento de experimentos com microarranjos, identificados a partir das
necessidades e objetivos do experimento. Analisando diversos estudos que envolvem
esta tecnologia e percebemos a forte de necessidade de integragio de experimentos
diversos de forma a se possibilitar estudos comparativos, e também devido a natureza
comparativa deste tipo de experimento. A necessidade de integragfo entre etapas em um

mesmo experimento também se mostrou evidente, devido principalmente a grande
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quantidade de dados trafegados entre elas. A maioria dos requisitos é motivada por

essas necessidades de integragfo.

Também contribuimos com a elaboragdo de um esquema estrela para uma visio
multidimensional da expressiio génica, onde algumas das dimensdes sdo os fatores que
determinam a variagio de expressio génica. Essa visdo resumida das expressGes
génicas, agrupada de acordo com os fatores que influenciaram seus valores, atende bem

aos objetivos de estudos comparativos dos experimentos com microarranjo.

Entretanto, a principal contribuicio deste trabalho é promover aumento
significativo no grau de integra¢dio entre experimentos diversos, permitindo andlises e
comparagdes entre experimentos realizados de forma independente, mas que possuem
intersecdes nos objetos de estudo (normalmente os genes analisados). Essa integra¢fo a
um ambiente maior, ao adotar um modelo de dados tnico, no caso o GUS, permite que
o0s experimentos em microarranjo ndo fiquem isolados das demais atividades de analise
gendmica e anotagdes. Resultados adicionais obtidos através desse tipo de analise
cruzada sdo bastante promissores, pois ddo uma visdo ainda mais ampla sobre o

comportamento genético.

Esse desenvolvimento faz parte de um ambiente maior, o BioWebDB

(www.biowebdb.org), que visa gerenciar dados e workflows cientificos em

bioinformatica para promover interoperabilidade entre diferentes fontes de dados
gendmicos e ferramentas de andlises de tais dados, baseado no uso de ontologias,

computagéo distribuida e algoritmos de inteligéncia artificial.

Um possivel trabalho futuro seria a possibilidade de se criar novos workflows no
Kepler ¢ tornd-los acessivel, sem grandes esforcos de programacgdo, pelo sistema
gerenciador do experimento. Como existe a possibilidade de o pesquisador utilizar
isoladamente os workflows do sistema na interface grafica do Kepler, ele pode estender
as analises feitas pelo mesmo e acabar por criar um novo workflow, com um novo
padrdo de andlises, que deseje incluir no sistema para que seja executado e gerenciado
por ele. Porém, na estrutura atual do sistema, € exigido um certo esforgo de
programag#o para alterar o codigo-fonte do sistema. A nova funcionalidade poderia se
constituir de uma interface para cadastrar o novo workflow e definir a origem dos dados

de entrada e o destino dos dados produzidos para o apds a execugdo do workflow.
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Outro trabalho complementar a este seria 0 desenvolvimento de componentes no
Kepler especializados em armazenamento e recuperagdo de dados do esquema
relacional GUS, uma vez que os sistemas de estatisticas normalmente ndo 1€éem dados
vindos de uma base de dados, mas sim de um arquivo. Assim, 0 acesso ao banco de
dados ficaria encapsulado em um componente, € nfio misturado a outros procedimentos

como esta sendo feito atualmente.
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Anexo A — The MIAME Checklist

The purpose of this checklist is to guide authors, journal editors and referees in
helping them to ensure that the data supporting published results based on microarray
experiments are made publicly available in a format that enables unambiguous
interpretation of the data and potential verification of the conclusions (see [1]). For
more detail regarding the rationale of MIAME see {2]. MGED strongly recommends
that the data is made publicly available through one of the public repositories for
microarray data (see [3]).

Experiment Design:

The goal of the experiment — one line maximum (e.g., the title from the
related publication)

A brief description of the experiment (e.g., the abstract from the related
publication)

Keywords, for example, time course, cell type comparison, array CGH (the
use of MGED ontology terms is recommended).

Experimental factors - the parameters or conditions tested, such as time,
dose, or genetic variation (the use of MGED ontology terms is
recommended).

Experimental design - relationships between samples, treatments, extracts,
labeling, and arrays (e.g., a diagram or table).

Quality control steps taken (e.g., replicates or dye swaps).

Links to the publication, any supplemental websites or database accession
numbers.

Samples used, extract preparation and labelling:

The origin of each biological sample (e.g., name of the organism, the
provider of the sample) and its characteristics (e.g., gender, age,
developmental stage, strain, or disease state).

Manipulation of biological samples and protocols used (e.g., growth
conditions, treatments, separation techniques).

Experimental factor value for each experimental factor, for each sample
(e.g., ‘time = 30 min’ for a sample in a time course experiment).

Technical protocols for preparing the hybridization extract (e.g., the RNA or
DNA extraction and purification protocol), and labeling.

External controls (spikes), if used.

Hybridization procedures and parameters:

The protocol and conditions used for hybridization, blocking and washing,
including any post-processing steps such as staining

Measurement data and specifications:

Data
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O

The raw data, i.e. scanner or imager and feature extraction output
(providing the images is optional). The data should be related to the
respective array designs (typically each row of the imager output should
be related to a feature on the array — see Array Designs).

The normalized and summarized data, i.c., set of quantifications from
several arrays upon which the authors base their conclusions (for gene
expression experiments also known as gene expression data matrix and
may consist of averaged normalized log ratios). The data should be
related to the respective array designs (typically each row of the
summarized data will be related to one biological annotation, such as a
gene name).

Data extraction and processing protocols,

O

Image scanning hardware and software, and processing procedures and
parameters.

Normalization, transformation and data selection procedures and
parameters.

Array Design:

General array design, including the platform type (whether the array is a
spotted glass array, an iz situ synthesized array, etc.); surface and coating
specifications and spotting protocols used (for custom made arrays), or
product identifiers (the name or make, catalogue reference numbers) for
commercially available arrays.

Array feature and reporter annotation, normally represented as a table (for
instance see Tables 1, 2 below), including

o}

O

For each feature (spot) on the array, its location on the array (e.g.,
metacolumn, metarow, column, row) and the reporter present in the
location (note that the same reporter may be present on several features).
For each reporter unambiguous characteristics of the reporter molecule,
including

= Reporter role — control or measurement

= The sequence for oligonucleotide based reporters

= The source, preparation and database accession number for long

(e.g., cDNA or PCR product based) reporters

*  Primers for PCR product based reporters
Appropriate biological annotation for each reporter, for instance a gene
identifier or name (note that different reporters can have the same
biological annotation)

Principal array organism(s)
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Table 1. Oligonucleotide array description file example:

Feathre Reporter
Reporter ID | Biosequence | Sequence | DDBJ/ Reporter Control Type,
Coordinates on Array (user Type EMBL/ Usage
defined) Genbank
Oligo ID
Meta | Meta
Col | Row Col [Row a - .
1 1 1 1 Cy3Cy5 Oligo QAN\AAAMAAA _ Control Positive JC001_01] Labeled. — _
oligo
1 1 2 1 | M00868_01 Oligo ég%gg?g”ﬂ D83002 | Experimental _ 1C002_01| Gene ALK LocusiD 11682
4 6 | 10 | 8 |M00264_01 Oligo  [ATEISSSTTeA| D3002 | Experimental _ |coo2_01) Gene ALK LocusID 11682
11| 8 | M02404_01|  Oligo  [AGLGGCGAGEA| L11065 | Experimental — [CA49_01] Gene | OPRK1 TocusiD 18387
6 12 8 [ M03172_01 Oligo 2%@10_:@%5\% U34891 | Experimental _ C450_01 Gene KLRA9 LocusID 16640

Table 2. cDNA array description file example:

Feature Reporter
X Reporter ID |Biosequ{Clone IDj DDBJ/ Reporter | Control
Coordinates on Array (user defined) | ence EMBL/ Usage Type
Meta | Meta HGMP Ref Type | Genbank
Col | Row Col | Row . : ; S o
1 1 1 1 370503 cDNA | IMAGE | R17905 | Experimental _ c1 Gene FNTA Locus!D2339
clone 32017
1 1 2 1 370504 ¢DNA | IMAGE | BC005866 | Experimental - c2 Gene MLH1 LocusiD 4292
clone 12962831
1 1 3 1 370505 Genomic| Cosmid | 140416 Control Positive - - _ _
clone 9H11
4 8 24 12 380696 cDNA | IMAGE |BC028215| Experimental _ C285 Gene PTEN LocusID 5728
clone [5214483
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