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Pour saisir le monde aujourd’hui, nous usons d’un langage
qui fut établi pour le monde d’hier. Et la vie du passé nous
semble mieux répondre a notre nature, pour la seule
raison qu’elle répond mieux a notre langage.

Para comprender el mundo hoy, usamos un lenguaje
creado para el mundo de ayer. Y la vida del pasado parece
responder mejor a nuestra naturaleza por la sola razon
de que responde mejor a nuestro lenguaje.

Antoine de Saint-Exupéry, Tierra de hombres
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ABSTRACT

Recently, ontologies have become the fundamental informatic tool for the interoperability of
biological data. One of the most important features of ontological representation of knowledge is
the possibility of creating formal definitions that allow automatic reasoning. Reasoning in
ontologies is based on symbolic logic representation. This requires that ontological definitions
state either necessary conditions or necessary and sufficient conditions. Here we address the

difficulties of finding the necessary and sufficient conditions to define biological entities
universally and propose a manual approach to evaluate the necessity and sufficiency of biological
entities. We follow this approach to define the fundamental concepts of bacterial transcriptional
regulation. As a result, we propose precise, updated definitions that will support a logical,

consistent ontological model of bacterial transcriptional regulation.

RESUMEN

Recientemente, las ontologias se han convertido en una herramienta informatica fundamental para
posibilitar la interoperabilidad de los datos bioldgicos. Una de las caracteristicas mas importantes
de la representacion ontologica de conocimiento es la posibilidad de crear definiciones formales
que permiten el razonamiento automatico. El razonamiento en las ontologias se basa en la
representacion de conocimiento en un lenguaje légico. Esto requiere que las definiciones
establezcan las condiciones necesarias y suficientes de un concepto. En este trabajo revisamos las
dificultades de encontrar las condiciones necesarias y suficientes que definen a las entidades
bioldgicas y proponemos un enfoque humano de revision de la necesidad y suficiencia de las

definiciones de estas entidades. Aplicamos este enfoque a los conceptos fundamentales de la



regulacion transcripcional bacteriana y, como resultado, proponemos definiciones precisas y
actualizadas que servirdn de base para un modelo ontoldgico de la regulacion bacteriana

l6gicamente consistente.

INTRODUCCION

La meta ultima de este trabajo de investigacion es desarrollar una ontologia formal de la regulacion
genética bacteriana que pueda proponerse como un estandar de representacion formal del
conocimiento de la regulacion genética bacteriana. Un prerrequisito fundamental para esto es
contar con definiciones que especifiquen las condiciones necesarias y suficientes de pertenencia a
las clases de entidades a representar. Sin embargo, la biologia molecular es una ciencia
experimental y no una ciencia formal, por lo que las entidades bioldgicas moleculares no se definen
formalmente en el curso de la investigacion experimental, aunque los resultados experimentales
contribuyen a una definicién formal. Por lo tanto, el primer paso para desarrollar una ontologia es

proponer definiciones ontoldgicas con alto potencial de ser adoptadas como estandares.

Esta tesis propone una aproximacion para hacer definiciones ontologicas de las entidades
fundamentales de la regulacion transcripcional en bacterias y se bosqueja una posible

representacion ontoldgica del dominio.

En el Marco conceptual se explica lo que es una ontologia formal. Primero se expondrd muy
brevemente la definicién de Ontologia como disciplina filoséfica. Gran parte del capitulo se dedica

a exponer el conocimiento minimo necesario para entender lo que es una ontologia formal y como



deben ser las definiciones ontoldgicas. Para esto, explicaremos lo que son las condiciones
necesarias y suficientes para la definicion de una clase y veremos que la formalidad de las
ontologias es conferida por el lenguaje logico subyacente al artefacto de representacion.
Revisaremos de manera bastante breve las Logicas de Descripcion, los lenguajes logicos detras
del lenguaje ontoldgico estandar de la World Wide Web, llamado Web Ontology Language cuyo
acronimo es OWL y usaremos en lo que resta de este documento. Destacaremos el caracter
universal de las definiciones ontoldgicas y el problema epistemologico implicado por este caracter
universal en la confeccion de definiciones ontologicas en las ciencias experimentales. Dado que el
enfoque que proponemos para la construccion de definiciones ontoldgicas se basa en el método
deductivo de prueba propuesto por Karl Popper, revisaremos brevemente este método. Las tres
ultimas secciones del capitulo se dedican a exponer la aplicacion de las ontologias en la
interoperabilidad de los modelos de representacion de informaciéon y en la integracion del
conocimiento. Estas aplicaciones requieren una conceptualizacion comun para todos los usuarios,
lo que a su vez requiere una entidad de coordinacion del desarrollo de ontologias bioldgicas: la

OBO Foundry.

En el Planteamiento del problema se aborda como se han propuesto historicamente definiciones
ontoldgicas en Biologia y los problemas a los que nos enfrentamos al proponer definiciones
ontologicas en Biologia Molecular particularmente. En la seccion Método se desglosa el flujo de
trabajo para aplicar el método deductivo de prueba en la construccion de definiciones ontologicas.
En Resultados se presentan los articulos publicados, incluidos el articulo corto de congreso en el
que se explica el método propuesto; las definiciones recuperadas de la literatura para aplicar el

método propuesto, mismas que se incluyeron como material suplementario en el articulo de las



definiciones propuestas; el articulo que incluye las definiciones derivadas mediante el método
propuesto y un articulo corto de congreso en el que se esboza una ontologia de aplicacion de la
regulacion genética bacteriana. En Discusion analizaremos la idoneidad del método propuesto para
generar las definiciones; las alternativas y dificultades que se presentan en la especificacion formal
de estas definiciones usando las ldgicas de descripcidon y las consecuencias practicas que las

definiciones propuestas tienen en los esquemas de bases de datos como RegulonDB y EcoCyc.

Para exponer el proceso de formalizacién de las definiciones, se usaran varios ejemplos de
conversion de enunciados expresados en lenguaje natural a lenguajes formales. Los ejemplos que
se usan se toman tal cual de las referencias usadas para explicar el tema en cuestion, por lo que se

vera una variedad de temas representados en los mismos.

MARCO TEORICO

Ontologia

La palabra «ontologia», al igual que muchas palabras, denota distintos conceptos dependiendo del
contexto en el que se usa. Originalmente la ontologia es una disciplina filosofica. La definicion de
la disciplina filos6fica atn es debatida. Por un lado, la Ontologia es el estudio de lo que existe.
Algunos problemas ontologicos tratan de dilucidar si ciertas entidades existen o no, por ejemplo,
(existen los nimeros? Pero generalmente también se considera que la Ontologia trata de encontrar

las caracteristicas y relaciones mas generales entre las entidades que si existen!.

Si nuestras creencias implican la existencia de ciertas entidades, podemos decir que estamos

comprometidos ontolégicamente con la existencia de estas entidades. Descubrir los compromisos
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ontoldgicos de un conjunto de creencias o de la aceptacion de una teoria del mundo en particular,
es parte de la disciplina de la ontologia. Si un conjunto de enunciados que expresan mis creencias
implica 0 no que existen entidades de cierto tipo podria no ser obvio y podria incluso ser
controvertido. Los métodos formales pueden usarse para determinar qué implica qué. Las
herramientas formales hacen explicitas las ambigiliedades y las diferentes lecturas, y modelan sus

comportamientos inferenciales respectivos!.

Ontologia formal

El uso cotidiano del lenguaje es vago y nuestro nivel de pensamiento cotidiano frecuentemente es
confuso. La logica proporciona una via para usar el lenguaje y las ideas de manera precisa. Es
particularmente til el estudio de la teoria del razonamiento correcto, también conocida como la

teoria de la inferencia logica o teoria de la deduccion?.

La teoria de la inferencia logica establece una serie de reglas para derivar conclusiones a partir de

un conjunto de premisas. Estas reglas deben cumplir, entre otros, dos criterios importantes?:

Criterio 1: dado un conjunto de premisas, las reglas de derivacion logica deben permitirnos inferir

SOLO las conclusiones que siguen logicamente a las premisas?.

Criterio 2: dado un conjunto de premisas, las reglas de derivacion logica deben permitirnos inferir

TODAS las conclusiones que siguen logicamente a las premisas?.

11



Los principios de la inferencia logica se aplican universalmente en cada rama del conocimiento
sistematico. Se dice frecuentemente que la prueba crucial més importante de cualquier teoria
cientifica es su utilidad y precision para predecir fendmenos antes de que los fendémenos sean

observados. Cualquier prediccion debe aplicar los principios de la inferencia 16gica®.

Para traer precision logica a nuestro analisis de ideas, ordinariamente no es suficiente construir
inferencias validas, también es esencial tener cierta maestria en los métodos para definir de manera
exacta un concepto en términos de otros conceptos. En cualquier rama de la ciencia o las
matematicas, uno de los métodos méas poderosos para eliminar la vaguedad conceptual es aislar un
pequefio nimero de conceptos basicos del dominio en cuestion y luego definir los demas conceptos

de la disciplina en términos de un conjunto basico?.

Por otro lado, cualquier teoria cientifica puede axiomatizarse dentro de la teoria de conjuntos. La
axiomatizacién dentro de la teoria de conjuntos es un paso inicial importante para hacer su
estructura inicial exacta y explicita®. Asi, un concepto, designado por un término, es una clase o
conjunto de objetos o entidades que cumplen las propiedades de su definicion. Las propiedades
que definen un conjunto se conocen como condiciones necesarias y suficientes ya que expresan

TODAS y SOLO las propiedades que definen al conjunto.

Para explicar esquematicamente lo que son las condiciones necesarias y suficientes, analicemos el
universo finito de juguete de la imagen 1. En este universo, cada figura es una entidad y el término
A se usa para designar una clase o conjunto de entidades. ;Cudl seria una definicion precisa de la

clase A en términos de sus propiedades?

12



Imagen 1. Universo finito de juguete. El término A se ha utilizado para designar a un conjunto

de objetos.

Si definimos la clase A como los objetos que tienen relleno sélido color morado, incluiremos el

cuadrado con relleno color morado que no pertenece a la clase A, por lo que la propiedad no es

13



suficiente; ademas, excluiremos a los circulos que tienen el relleno cuadriculado, por lo que la

propiedad no es necesaria.

Si definimos la clase A como los objetos que tienen relleno de patrén cuadriculado, excluiremos a
todos los elementos que no pertenecen a la clase, por lo que la propiedad es suficiente, pero
excluiremos también a los circulos con relleno morado que si pertenecen a la clase, por lo que esta

propiedad no es necesaria.

Si definimos la clase A como los objetos que tienen forma circular, incluiremos a todos los
elementos de la clase, por lo que la propiedad es necesaria, pero incluiremos también al circulo sin

relleno, por lo que esta propiedad no es suficiente.

Si definimos la clase A como los objetos que tienen forma circular y tienen cualquier relleno,
incluiremos a TODOS los elementos de la clase y SOLO a los elementos de la clase, por lo que
las dos propiedades en conjunto representan las condiciones necesarias y suficientes para definir

la clase A.

Si especificamos las condiciones necesarias de una clase lo que estamos diciendo es «si algo es
miembro de esta clase, entonces es necesario que cumpla con estas condiciones». Con solo las
condiciones necesarias no podemos decir que «si algo cumple con estas condiciones, entonces
debe ser miembro de esta clase». Para hacer esto posible, tenemos que especificar las condiciones

necesarias y suficientes. Esto significa que las condiciones no s6lo son necesarias para que la cosa

14



sea miembro de la clase, sino que también son suficientes para determinar que cualquier individuo

(aleatorio) que las satisface debe ser miembro de la clase®.

Si especificamos las propiedades que definen los conceptos fundamentales de un dominio de
conocimiento en un lenguaje l6gico formal, el conjunto de propiedades define una teoria logica
del dominio y podemos aplicar las reglas de la inferencia 16gica sobre las mismas. Especificar las
definiciones como conjuntos de condiciones necesarias y suficientes nos permite obtener TODAS
las conclusiones logicas y SOLO las conclusiones l6gicas de nuestro modelo tedrico del dominio.
De esta forma, las herramientas formales permiten inferir los compromisos ontolégicos de un

conjunto de postulados.

Una ontologia formal es una teoria logica disefiada para capturar los modelos deseados que
corresponden a una conceptualizacion determinada y para excluir los no deseados®. Es decir, las
ontologias formales computacionales son especificaciones de las condiciones necesarias y
suficientes en un lenguaje formal de los objetos de un dominio de interés. Las condiciones
necesarias y suficientes se especifican representando los objetos y las relaciones que tienen con
otros objetos. En nuestro ejemplo de juguete, podriamos representar los objetos usando tres clases:
«forma geométricayn, «relleno» y «Ay»; las primeras dos tendrian dos subclases, «circulo» y
«cuadradoy, y «patron cuadriculado» y «so6lido morado» respectivamente; asi como los simbolos
de propiedad «tiene la forma de» y «tiene relleno». Luego decimos que para ser miembro de A es
necesario y suficiente también ser miembro de la clase circulo y estar relacionado mediante «tiene

relleno» con al menos un miembro de la clase « rellenoy.
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La ontologia ideal es aquella cuyos modelos coinciden exactamente con los previstos. Sin
embargo, lograr esto no es simple. Incluso una ontologia asi podria fallar en especificar
exactamente la conceptualizacion deseada si el vocabulario y el dominio del discurso no se eligen
adecuadamente. Esto se debe a la diferencia entre la nocion loégica de modelo y la ontologica de
un mundo posible. La primera es basicamente una combinacion de asignaciones de estructuras
relacionales abstractas (construidas sobre el dominio de discurso) a los elementos del vocabulario;

la Gltima es una combinacion de estados de cosas reales (observados) de un determinado sistema®.

El nimero de modelos posibles depende del tamafio del vocabulario y de la extension del dominio
de discurso, los cuales son elegidos de manera mas o menos arbitraria sobre la base de lo que
parece ser relevante representar. Por el contrario, el nimero de estados del mundo depende de las

variables observadas, incluso aquellas que, a primera vista, se consideran irrelevantes?.

Las logicas de descripcion detras de los lenguajes ontologicos formales

Las légicas de descripcion (DL por Description Logics) son una familia de lenguajes formales
logicos que pueden usarse para representar el conocimiento de un dominio de manera estructurada
y formalmente bien entendida. La idoneidad de las DL como lenguaje ontologico ha sido destacada
por su rol como cimiento para varios lenguajes ontologicos de la web, incluido OWL, el estandar

del consorcio de la World Wide Web°.

El nombre «ldgicas de descripciony» esta motivado por el hecho de que, por un lado, las nociones
importantes del dominio se representan a través de descripciones de conceptos, i.e., expresiones

que se construyen a partir de conceptos atomicos (predicados unarios) y roles atomicos (predicados
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binarios) usando los constructores de conceptos y roles proporcionados por la DL particular®. Por
otro lado, las DL difieren de sus predecesoras, como las redes semanticas y los frames, en que
estan equipadas con una semantica formal basada en la 16gica. Los sistemas basados en alguna
logica de descripciones proporcionan a los usuarios varias posibilidades de deducir conocimiento

implicito a partir del conocimiento representado explicitamente’.

Para asegurar el comportamiento razonable y predecible de un sistema basado en DL, los
problemas de la inferencia ldgica deben ser al menos computacionalmente decidibles y, de
preferencia, de baja complejidad. En consecuencia, el poder expresivo de las DL debe estar
restringido de manera apropiada. Por el contrario, si las restricciones impuestas son muy severas,
nociones importantes del dominio de aplicacion no pueden ser expresadas. Las DL son mas

expresivas que la logica proposicional, pero menos expresivas que la logica de primer orden.

No trataré exhaustivamente los diferentes «sabores» ni los constructores de las DL. S6lo tomaré

el ejemplo ilustrativo de los constructores tipicos incluido en la referencia 5.

Supongamos que queremos definir el concepto de «un hombre que esta casado con una médico y

tiene por lo menos cinco hijos, todos los cuales son profesores». Este concepto puede describirse

Humano M —~Mujer M 3casadoCon.Médico M (=5 tieneHijo) N YtieneHijo.Profesor
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Este descripcion usa cuatro conceptos: Humano, Mujer, Médico y Profesor, y dos roles: casadoCon
y tieneHijo. Esta descripcion también emplea los constructores booleanos de la conjuncién (M,
and o intersectionOf en OWL), que se interpreta como una interseccion de conjuntos, asi como
el constructor de la negaciéon (—R.C, not o complementOf en OWL), el constructor de la
restriccion existencial (3R.C, some o someValuesFrom en OWL), el constructor de restriccion
de valor (VR.C, only o allValuesFrom en OWL) y el constructor de restriccion numérica (>nR,

min o minCardinality en OWL). En todas las férmulas R es un rol, C un concepto y n un niimero.

Una persona, digamos Beto, pertenece a la clase 3casadoCon.Médico si y solo si existe al menos
una persona que esta casada con Beto (i.e., se relaciona con Beto mediante el rol casadoCon) y esa
persona es médico (i.e., pertenece a la clase Médico). De manera similar, Beto pertenece a la clase
(=5 tieneHijo) si y solo si tiene al menos cinco hijos, y pertenece a la clase VtieneHijo.Professor
si y solo si todos sus hijos (i.e., todos los individuos que se relacionan con Beto mediante el rol

tieneHijo) son profesores.

Ademas de este formalismo de descripcion, las DL normalmente estdn equipadas con un
formalismo terminoldgico y uno asertivo. En su forma mas simple, los axiomas terminologicos
pueden usarse para introducir nombres o términos (abreviaciones) de descripciones complejas. Por
ejemplo, podriamos introducir el nombre «Hombre feliz» para la descripcion del concepto anterior.

Para esto se usa el constructor de equivalencia (=, equivalentClass en OWL). Por ejemplo:

Hombre feliz=Humano M —~Mujer N 3casadoCon.Médico M (=5 tieneHijo) M VtieneHijo.Profesor
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Lo cual significa que la clase llamada «Hombre feliz» contiene exactamente los mismos individuos
que los de la clase formada por los individuos que cumplen con la descripcion. Es decir, la
descripcion especifica las condiciones necesarias y suficientes de pertenencia a la clase «Hombre

felizy», por lo que decimos que «Hombre feliz» es una clase definida.

Formalismos terminoldgicos mas expresivos permiten enunciados de restricciones como:

JtieneHijo.Humano E Humano,

Que expresa que solo los humanos pueden tener hijos humanos. E es el constructor «subclase de»
o subClassOf en OWL. Un conjunto de axiomas terminologicos se llama 7Box. El formalismo

asertivo se usa para establecer las propiedades de los individuos. Por ejemplo, las aserciones:

HombreFeliz(BETO), tieneHijo(BETO, MARIA)

establecen que Beto es una instancia del concepto «hombre feliz» y que Maria es uno de sus hijos.
Un conjunto de aserciones asi se llama ABox y los individuos nombrados que aparecen en las

aserciones de la ABox se llaman individuos de la ABox.

He revisado brevemente la expresividad de las logicas de descripcion ya que una ontologia formal
es un conjunto de definiciones especificadas en un lenguaje formal. En el caso de las bioontologias,
la comunidad ha adoptado OWL como lenguaje de representacion, mismo que estd soportado por
las 16gicas de descripcion. Una vez que se tienen definiciones consensuadas en lenguaje natural de

las clases a representar en la ontologia, el siguiente paso es traducirlas a este lenguaje formal
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tomando en cuenta sus limitaciones de expresividad. Ain no tengo resultados de este proceso de
traduccion, pero en la Discusion analizo algunas posibilidades y retos que dicho proceso

implicara.

Las ontologias representan enunciados universales

El hecho de que las definiciones ontologicas establecen condiciones necesarias de pertenencia a
una clase implica que los enunciados ontoldgicos estan restringidos estrictamente a enunciados
universales, es decir, afirmaciones que son verdaderas para TODAS las instancias de un
determinado tipo. Todos los enunciados que expresan que algo es normalmente, pero no
universalmente, verdadero no son ontologicos. Por ejemplo, podria ser tentador representar el
enunciado «la elefantiasis normalmente es causada por la filariasis linfatica» de la siguiente

manera®:

*Elefantiasis subClassOf ‘normalmente es causada por ' some ‘filariasis linfatica’

En la semantica de las DL del cuantificador existencial (some), esta afirmacion significa que para
cada miembro de la clase Elefantiasis (sin excepcion), existe algin miembro de la clase filariasis
linfatica. La palabra «normalmente» que es parte del nombre del rol puede ser interpretada por
humanos, pero desde el punto de vista de las DL, no tiene ninguna funcion légica en absoluto. Esto

da lugar a inferencias inesperadas. Por ejemplo, dada la siguiente afirmacion®:

‘Elefantiasis no infecciosa' subClassOf 'Elefantiasis' and not (‘causada por’ some ‘filariasis

linfatica’)
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se puede inferir 16gicamente el siguiente enunciado sin sentido®:

‘Elefantiasis no infecciosa' subClassOf ‘normalmente es causada por some ‘filariasis linfatica’

and not (‘causada por' some ‘filariasis linfatica’)

El mensaje més importante es que los axiomas ontoldgicos solo pueden expresar lo que es
verdadero para todos los miembros de la clase. Esto excluye de las ontologias a los enunciados

contingentes o probabilisticos®.

Enunciados universales en la ciencia experimental

Un cientifico, ya sea tedrico o experimental, propone enunciados, o sistemas de enunciados, y los
prueba paso a paso. Mas particularmente en el campo de las ciencias empiricas, construye
hipotesis, o sistemas de teorias, y las prueba confrontdndolas con la experiencia por observacion

y experimentacion’.

Es usual decir que una inferencia es ‘inductiva’ si pasa de enunciados singulares o particulares a
enunciados universales. Ejemplos de los primeros son los enunciados que dan cuenta de los
resultados de las observaciones o experimentos, y de los segundos son las hipdtesis y teorias.
Pero, desde el punto de vista l6gico, no se justifica la inferencia de enunciados universales a partir
de los singulares, sin importar qué tan numerosos sean estos tltimos; toda conclusion derivada de
esa manera siempre puede resultar falsa: no importa cuantas instancias de cisnes blancos podamos
haber observado, esto no justifica la conclusion de que todos los cisnes son blancos (imagen 2).

Por otro lado, estd claro que toda descripcion de una experiencia —una observacion o los
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resultados de un experimento— s6lo puede ser en primer lugar un enunciado singular y no

universal’.

4 )

N\ /

Imagen 2 El cisne negro. No importa cuantos cisnes blancos hayamos observado, eso no implica
que TODOS los cisnes son blancos. Pero la observaciéon de un solo cisne negro falsifica la

afirmacion de que TODOS los cisnes son blancos.

Método deductivo de prueba de las teorias
El proposito del método deductivo de prueba de las teorias es descubrir qué tanto las nuevas
consecuencias de una teoria pueden resistir las demandas de la practica. El procedimiento de

prueba resulta ser deductivo. Con ayuda de otros enunciados previamente aceptados, de la teoria
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se deducen algunos enunciados singulares, que podriamos llamar predicciones; especialmente
predicciones que se pueden probar o aplicar facilmente. Luego buscamos una decision respecto a
estos (y otros) enunciados derivados comparandolos con los resultados de las aplicaciones
practicas y los experimentos. Si esta decision es positiva; es decir, si las conclusiones singulares
resultan ser aceptables o verificadas, entonces la teoria por el momento ha pasado la prueba: no
hemos encontrado una razén para descartarla. Pero si la decision es negativa, o en otras palabras,
si las conclusiones han sido falsificadas, entonces su falsificacion también falsifica la teoria de la
cual se dedujeron légicamente. Los enunciados universales nunca pueden derivarse de los
enunciados singulares, pero se pueden contradecir con enunciados singulares. Consecuentemente,
es posible argumentar que, por medio de inferencias puramente deductivas (con ayuda del modus
tollens de la logica cléasica), la verdad de los enunciados singulares falsifica los enunciados

universales’.

El modus tollendo tollens es una forma de argumento valida que se basa en el hecho de que el
siguiente enunciado es una tautologia: [~Q M (P = Q)] = —P, i.e., no Q y si P entonces Q implica
no P. En otras palabras, si P implica Q y si la negacion de Q es verdadera se puede concluir que la
negacion de P es verdadera. Una tautologia es una formula bien formada que resulta verdadera
para cualquier interpretacion; es decir, para cualquier asignacion de valores de verdad que se haga

a sus formulas atOmicas.

La importancia de tener una conceptualizacion comun para varios usuarios
El valor de cualquier tipo de dato aumenta cuando puede integrarse con otros datos®. Dos personas

comparten el mismo significado de un concepto si, en presencia de los mismos estados del mundo,
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eligen los mismos objetos como instancias del concepto. Si no, tendran diferentes

conceptualizaciones, i.e., diferentes formas de interpretar sus datos sensoriales®.

Para el uso practico de las ontologias, resultd evidente rapidamente que sin al menos un minimo
compromiso ontoldgico compartido por las partes interesadas en la ontologia, los beneficios de
tener una ontologia son limitados. La razon es que la ontologia define formalmente la estructura
de un dominio bajo la limitacion de que el participe entiende los términos primitivos de la manera
apropiada. En otras palabras, la ontologia podria resultar inutil si se usa de manera contraria al
compromiso ontologico compartido. Cualquier ontologia siempre serd menos completa y formal
de lo deseable en teoria. Por eso es importante que las ontologias disefiadas para soportar la
interoperabilidad a gran escala estén bien fundamentadas, en el sentido de que las primitivas sobre

las que se basa se elijan y se axiomaticen de tal manera que sean entendidas generalmente®.

Las ontologias locales son conceptualizaciones que pueden ser parciales, que cubren sélo una parte
del dominio, o tienen una perspectiva especifica que depende del objetivo. Las ontologias de
referencia deben proporcionar conocimiento de dominio que pueda ser usado como marco comuin
para la integracion semantica de la informacion de diferentes fuentes®. La idea de estas ontologias

es que funcionen como un artefacto de referencia independiente de cualquier propdsito.

Tales ontologias independientes del proposito, en un segundo paso, se enlazan a artefactos
computacionales centrados en un propdsito como las bases de conocimiento y los sistemas de
soporte de decisiones, proporcionando interoperabilidad con otros sistemas similares®. O bien, a

partir de las ontologias de referencia se pueden derivar ontologias de aplicacién para tareas
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especificas’. Una propuesta para generar ontologias de dominio o de aplicacion a partir de
ontologias de referencia es trasladando el concepto de vista de las bases de datos relacionales a las
ontologias. Una vista es una consulta que calcula una tabla nueva a partir de tablas preexistentes.
En el caso de las ontologias, la consulta se expresa en un lenguaje de consulta para ontologias
formales y se genera un modulo. Por ejemplo, un neurocientifico podria necesitar una ontologia
de aplicacion que solo incluya la porcion de la ontologia de referencia de anatomia humana
llamada Foundational Model of Anatomy relacionada con las partes del cerebro y que simplifique
enormemente el conjunto de relaciones o roles entre estos conceptos neuroanatdmicos, por ejemplo

una partonomia simple (la jerarquia de relaciones «parte de»)!°.

El dominio de la Biologia Molecular estd marcado por la disponibilidad de grandes cantidades de
datos que pueden usarse sin restricciones para el procesamiento algoritmico. El uso de esquemas
de codificacion local implica que estos datos se acumulen de una manera que dificulta la
integracion y la investigacion. Por esta razon se ha reconocido la necesidad de estrategias de
estandarizacion prospectiva para mejorar progresivamente y alinear reciprocamente los esquemas

empleados para el manejo, descripcion y publicacion de los datos biomédicos®.

Las ciencias de la vida se caracterizan por la variacidon que existe en la realidad. Una propiedad
significativa de una ontologia de referencia biomédica, por lo tanto, debe ser su capacidad de
representar las variaciones que existen en la realidad. Las ontologias biomédicas no deben
limitarse a los modelos candnicos y deben extenderse para modelar la variacion en las entidades
del dominio®. La representacion de entidades canodnicas versus no candnicas se ha discutido en el

contexto de las ontologias de anatomia!'!2, Por ejemplo, se propone una ontologia de anatomia
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canonica en la que las manos tienen cinco dedos y una ontologia de anatomia no canonica o

patologica donde puede haber manos con polidactilia, y mapeos entre estas!!!2,

En este trabajo, tratamos de abordar el problema de la variacion en biologia molecular que hay en
un sistema «normal» o candnico. Al ser entidades moleculares cuya observacion es complicada,
su caracterizacion es parcial. Es un problema de investigacion encontrar las caracteristicas
invariantes o definitivas de tales entidades a lo largo de un nivel taxonémico, por ejemplo en el
dominio taxondémico de las bacterias. Proponemos un enfoque para generar definiciones

ontologicas usando el conocimiento del dominio disponible a la fecha.

Coordinacion del desarrollo de las ontologias biomédicas a través de la OBO foundry

La OBO Foundry (http://obofoundry.org) (OBO son las siglas en inglés para Open Biomedical

Ontologies) trata de abordar el problema de la proliferacién de ontologias como esquemas locales
de representacion y de coordinar el desarrollo de ontologias para que los compromisos ontolégicos
sean generalmente compartidos. Es un colectivo de ont6logos que aceptan voluntariamente un
conjunto de principios en evolucion para el desarrollo de ontologias. Estos principios incluyen y
extienden a los que influyeron en el éxito de Gene Ontology. Estos principios establecen que las

ontologias deben ser®:

e Abiertas: las ontologias mismas y los cuerpos de datos descritos por sus términos deben

estar disponibles para su uso sin ninguna restriccion o licencia, por lo que pueden aplicarse

en todo proposito nuevo sin ninguna restriccion.
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¢ Ortogonales: cada concepto debe estar definido en una sola ontologia de referencia. Esta
caracteristica ayuda a reducir la necesidad de decisiones arbitrarias entre términos
aparentemente equivalentes de diferentes ontologias.

e Realizadas en una sintaxis bien definida y comun: actualmente se aceptan el formato OBO
y OWL.

e Compartir un espacio comun de identificadores.

e Receptivas a modificaciones como resultado del debate de la comunidad.

e Desarrollarse mediante un esfuerzo colaborativo.

e Usar relaciones (roles) comunes definidas sin ambigiiedades.

e Proporcionar procedimientos para recibir comentarios de los usuarios y para identificar
versiones sucesivas.

e Tener un 4mbito bien delimitado y, por ortogonalidad, ningun término deberia aparecer en
mas de una ontologia. Los desarrolladores de ontologias pequefas pueden contribuir
constructivamente al crecimiento de recursos compartidos al mismo tiempo de beneficiar
a los usuarios de sus propias ontologias.

e Cada clase de la ontologia debe estar definida con definiciones aristotélicas de la forma: A
es un tipo de B que tiene la propiedad distintiva C. Por ejemplo, célula = estructura

anatomica que estd delimitada por una membrana plasmatica.

El gran grafo del conocimiento biologico
Cada ontologia de la OBO Foundry forma una estructura tedrica en forma de grafo con términos
o nodos conectados mediante aristas que representan relaciones o roles®. Para maximizar la

coordinacién entre ontologias, deben construirse términos compuestos usando términos Yy
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relaciones de otras ontologias de la OBO Foundry siempre que se pueda. Pero este enfoque
funcionard sélo si los términos resultantes no son ambiguos y la OBO Foundry ayuda a
proporcionar el rigor necesario. Las ontologias de la OBO Foundry son creadas y mantenidas por
bidlogos con conocimiento profundo de la ciencia en cuestion. La meta a largo plazo es que los
datos generados por la investigacion biomédica formen un todo tnico, consistente, que se expanda

por acumulacion y que sea tratable algoritmicamente®.

Si tenemos un modelo computacional en el que todas las propiedades (o al menos las relevantes o
las que se conocen actualmente) de los objetos de un dominio estan especificadas y si definimos
precisamente una clase podemos escribir un programa que seleccione los miembros de la clase de
manera automatica. En un modelo suficientemente exhaustivo de un dominio esto podria ayudar a
descubrir hechos que por la cantidad de informacidon procesada no son obvios para la mente
humana, a hacer evidente y explicito el conocimiento implicito en los compromisos ontolégicos
del dominio. La definicion precisa de las entidades también permite a los humanos determinar si

un objeto recientemente descubierto es una instancia del concepto definido.

PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

Definiciones ontologicas en Biologia

El é4rea de la Biologia que historicamente se ha dedicado a definir las condiciones necesarias y
suficientes de entidades bioldgicas es la Taxonomia. Describen las condiciones necesarias y
suficientes para definir clases de organismos. Esta descripcion y clasificacion jerarquica de

organismos sirve para determinar qué tipo de organismo es un ejemplar recuperado de la
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naturaleza; en otras palabras, esta descripcion ayuda a responder la pregunta ;el ejemplar

pertenece a una especie previamente descrita o se ha descubierto una nueva especie?

Los primeros taxénomos salian al campo, colectaban especimenes y armaban colecciones
biologicas, mediante las cuales podian observar directamente las caracteristicas morfologicas de
los organismos. Estas colecciones han sido la base para el desarrollo de la clasificacion de
organismos, que aunque esta sujeta a actualizaciones, ha sido bastante util, y su légica subyacente
es robusta y persistente. Las definiciones taxondémicas pueden actualizarse al considerar

informacion fisioldgica, ecologica y molecular.

Anélogamente, en Biologia Molecular, las bases de datos pueden considerarse colecciones
bioldgicas. Las colecciones bioldgicas contienen el ejemplar bioldgico en si. Algunas bases de
datos moleculares contienen una representacion «cruda» de la estructura molecular de la entidad
bioldgica en si, por ejemplo la secuencia de nucledtidos o de aminoacidos. Sin embargo, la
clasificacion que podria derivarse del andlisis «puro» de estas entidades se limitaria a
clasificaciones por similitud de secuencia, lo cual arroja muy poca luz para la comprension de los
determinantes moleculares de los fendmenos bioldgicos. Por lo que existen otras bases de datos
moleculares que intentan poner en un contexto bioldgico mas amplio los datos moleculares
estructurales. Sin embargo, estas bases de datos contienen informacion que ha sido seleccionada
de manera mas o menos arbitraria. El deposito mas completo de conocimiento molecular situado

en su contexto bioldgico continua siendo la literatura cientifica.
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Y atn sumando todas las publicaciones, la ignorancia sigue siendo mayor que el conocimiento.
Por ejemplo, para definir las condiciones necesarias y suficientes de un promotor bacteriano,
idealmente deberiamos tener la coleccion de todos los promotores de todas las bacterias que
existen. Sin embargo, a la fecha solo se conoce una fraccion de genomas bacterianos completos.
GenBank contiene las secuencias de 100305 genomas bacterianos completos (consulta hecha el 21
de agosto de 2020), mientras que se estima que existen 10'? especies bacterianas, aunque mas
recientemente se ha propuesto que una mejor estimacion se quedaria solamente en el orden de 10°

(REF 13).

Por otro lado, cuando un bidlogo experimental prueba sus hipotesis, busca refutar las explicaciones
alternativas o las consecuencias logicas del fendmeno estudiado. Por lo que el enunciado resultante
de un estudio molecular ya es una hipotesis que ha resistido la prueba de la falsificacion (hasta
ahora). Sin embargo, en el modelado ontoldgico, es necesario proponer enunciados universales de
orden superior, enunciados que tratan de hacer afirmaciones basadas en la integracion de
resultados de diversos estudios experimentales similares. Estos enunciados universales requieren
someterse a la misma prueba de falsificacion a medida que se va recopilando informacion nueva.
En otras palabras, podemos ver las definiciones ontoldgicas propuestas como hipdtesis que pueden

ser falsificadas por resultados experimentales nuevos.

En este trabajo consideraremos las caracteristicas usadas en algunas definiciones parciales,

extraidas de referencias literarias individuales, de las entidades moleculares como hipotesis que

someteremos a un proceso de falsificacion. Usaremos enunciados contenidos en la literatura para
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falsificar las hipdtesis. La suposicion subyacente es que la definicion propuesta en un articulo

puede estar falsificada por la informacion contenida en otro.

Mediante este enfoque tratamos de aumentar la objetividad en las definiciones propuestas de tal
manera que puedan ser mas facilmente aceptadas por la comunidad, dado que la aceptacion y
comprension intersubjetiva de las definiciones es un requisito para alcanzar el objetivo de la

unificacion formal de la Biologia.

OBJETIVO

Proponer definiciones ontoldgicas de promotor, factor de transcripcion, sitio de union de factor de
transcripcion, operdn, unidad de transcripcion, regulon, efector y sefial, mediante un enfoque de
falsificacion de definiciones propuestas en la literatura, usando los datos publicados en la literatura

mas reciente.

METODO

Hay dos enfoques a considerar para elaborar definiciones:

e De abajo hacia arriba: derivar una definicion intensional a partir de la definicion
extensional. Una definicion extensional es una lista exhaustiva de las instancias incluidas
en el concepto, mientras que una definicion intensional establece las caracteristicas que
deben cumplir las instancias del concepto. En este enfoque, a partir de la lista completa de

elementos que constituye una clase, observamos las propiedades distintivas que tienen en
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comun. En el ejemplo del universo finito discutido en el Marco tedrico en la seccion de
Ontologia formal se us6 este enfoque.

e De arriba hacia abajo: proponer una definicion intensional que abarcara s6lo los elementos
que cumplen con las propiedades y usarla para saber si un objeto es una instancia de la

clase o no.

El enfoque de arriba hacia abajo es un enfoque prescriptivo que tiene el riesgo de excluir instancias
que histéricamente se han considerado miembros de una clase, por lo que lo ideal seria usar el
enfoque de abajo hacia arriba. Sin embargo, no contamos con una lista exhaustiva de instancias

bien caracterizadas de cada concepto, por lo que un enfoque de abajo hacia arriba no es posible.

Proponemos adaptar el método de arriba hacia abajo con el método deductivo de prueba para
evitar la exclusion de entidades bien caracterizadas que no se ajustan a las definiciones que ya se
han propuesto en la literatura. Como se discutid previamente, la verificacion de enunciados
universales de la necesidad y suficiencia en las ciencias empiricas es imposible. Dado que no
podemos verificar las definiciones, para asegurar que estan actualizadas, proponemos un enfoque

de falsificacion'*:

» Podemos refutar la suficiencia encontrando algin objeto que tiene la propiedad P y no pertenece
a la clase que se esta definiendo.
» Podemos refutar la necesidad encontrando una instancia de la clase que se esta definiendo y no

tiene la propiedad P.
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Las hipotesis que seran falsificadas se obtendran de las siguiente manera: recuperamos algunas
definiciones de la literatura y de ontologias existentes, y a partir de estas hacemos una lista de
caracteristicas que se han usado para definir las entidades. Estas caracteristicas son las hipotesis
que se someteran al proceso de falsificacion. Se consideran hipotesis porque normalmente las
definiciones propuestas en un articulo son validas dentro del articulo, pero no se derivaron del
andlisis exhaustivo de las instancias del concepto. Los contraejemplos para falsificar las hipdtesis
se encuentran en la literatura y en el conocimiento de los expertos de dominio. Proponemos
encontrar los contragjemplos en dos fases:
1) Usar los motores de busqueda de literatura cientifica y palabras clave.
2) Organizar una discusion colectiva con expertos de dominio. En esta fase se presentan los
resultados de la fase previa y se aclara cualquier punto que no se haya podido resolver en
la fase 1. Esta fase ademas es importante para llegar a una conceptualizaciéon compartida

del dominio. Es una fase en la que se requiere llegar a definiciones consensuadas.

Las caracteristicas cuya necesidad o suficiencia no sean falsificadas formaran la nueva definicion

propuesta, que, sin embargo seguird siendo provisional y podra ser falsificada por los resultados

cientificos venideros. El método se resume en la imagen 3.
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Recuperar Obtener
definiciones propiedades

Definiciones nuevas Buscar

con propiedades no countraejemplos
falsificadas

Imagen 3 Flujo de trabajo para derivar definiciones ontologicas mediante el método de

falsificacion de propiedades especificadas en definiciones existentes.

RESULTADOS

Este trabajo doctoral genero varios resultados. Primero, se propuso un método para derivar
definiciones ontologicas a partir de las definiciones existentes en la literatura. Segundo, para
aplicar el método a los conceptos de promotor, factor de transcripcion, sitio de union del factor
de transcripcion, operdn, unidad de transcripcion, reguldn, efector y sefial se generd una
compilacion de definiciones recuperadas de la literatura para cada concepto junto con las
caracteristicas definitorias propuestas en dichas definiciones. Tercero, después de buscar los

contraejemplos y de discutir la necesidad y suficiencia de las propiedades de cada concepto con
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un panel de expertos, se propusieron definiciones actualizadas. En paralelo, se investig6 la
posibilidad de generar un modelo ontoldgico para inferir la relaciones de regulacion procaridtica
a nivel fisioldgico a partir de las relaciones de regulacion mecanisticas. A continuacion se dedica

una seccion a cada resultado.

Método de falsificacion para crear y revisar definiciones ontologicas

Hasta donde sé, el método de falsificacion no se habia propuesto previamente para derivar
definiciones ontologicas, por lo que la propuesta del método es el primer resultado de este
trabajo. Una recomendacion sobre como proceder para encontrar las caracteristicas esenciales de

una entidad bioldgica se esboza en la referencia 15 de la siguiente manera:

A la luz del conocimiento cientifico disponible, intenta imaginar la sustraccion y la variacion de
las propiedades de una entidad tipica que cae bajo el término correspondiente, revisando en cada
etapa si la variacion o sustraccion considerada provocaria que la entidad en cuestion ya no sea
instancia del concepto en cuestion. Si esa variacion o eliminacion de la propiedad de la entidad
imaginada tiene esta consecuencia, entonces es altamente probable que esa propiedad es una de
las caracteristicas esenciales de un tipo dado. De esta manera es posible imaginar sillas de
diferentes tamafos, formas, materiales y colores; sin embargo, en cuanto imaginamos una cosa
en la que es imposible que un humano normal se siente (por ejemplo, que esté hecha de un
material gelatinoso), esta claro que, cualquiera que sea la entidad imaginada, no es una silla, por
lo que la propiedad de ser algo en lo que un ser humano normal pueda sentarse es al menos una
condicion necesaria para que algo sea una silla. La solidez es en este sentido una propiedad

constante (esencial) de una silla; el color una propiedad variable.
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Aunque este procedimiento es bastante parecido al propuesto en este trabajo, nuestro método
propone un punto de partida concreto para elegir las propiedades a evaluar y una manera de
hacer preguntas especificas para saber si una propiedad no es esencial. Por ejemplo, ;se conoce
algiin promotor que no contenga un motivo? Si la respuesta es si, la propiedad de tener un
motivo no es necesaria, o jexisten sitios de unidon de la holoenzima de la polimerasa que no se
consideren promotores? Si la respuesta es si, la condicion de ser sitio de union de la polimerasa
no es suficiente para la definicién de promotor. Estas preguntas pueden responderse buscando
articulos cientificos relevantes usando palabras clave en los motores de busqueda y son una

forma mas sucinta de involucrar a los expertos de dominio.

El método de falsificacion es ampliamente usado en Matematicas para falsificar proposiciones.
Sin embargo, en Biologia y ciencias experimentales existe la posibilidad de que un resultado
publicado sea un falso positivo, por lo que no necesariamente todo resultado publicado
constituye un contraejemplo. Por esta razon, es importante involucrar a expertos que tengan la

capacidad de juzgar la precision en la aplicacion de los métodos experimentales y analiticos

mediante los que se derivan las observaciones que pueden constituir un contragjemplo, sobretodo

cuando se trata de resultados que no han sido replicados.

El método se present6 en la Conferencia Internacional de Ontologias Biomédicas 2018 y se

publico en las actas del congreso. A continuacion se anexa el acta correspondiente.
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A Falsification approach to create and check ontology
definitions

Citlalli Mejia-Almonte, Julio Collado-Vides
Computational Genomics Program
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Cuernavaca, México

Abstract— One of the most important features of ontological
representation of knowledge is the possibility of creating formal
definitions that allow automatic reasoning. Reasoning in
ontologies is based on symbolic logic representation. This
requires that ontological definitions state either necessary
conditions or necessary and sufficient conditions. Here we
propose a manual approach to review the necessity and
sufficiency of ontological definitions that can be used to analyze
the most prominent concepts of a domain.

Keywords—falsification; ontology definition; necessary and
sufficient conditions

I. INTRODUCTION

Since the publication of the Gene Ontology, Biomedical
ontologies have thrived. As a result, a growing number of
ontologies are created to represent all aspects of the biological
world. Currently there are 182 ontologies in OntoBee [1] and
716 in BioPortal [2], the OBO foundry [3] and the NCBO [4]
ontology repositories respectively. Some of these ontologies
are foundational, for they are species-independent models
aimed to be reused in or extended by species-specific
ontologies. Although categorization of ontologies into species
dependent and species independent is not straightforward if
authors have not established it in the scope description, we
found 57 species-independent, 36 taxonomically restricted (at
higher taxonomic ranges), 19 whose scope does not include
biological entities, and 63 species-specific ontologies in
OntoBee. When authors did not specify taxonomic range, this
classification was based on the next criteria: species-
independent if the ontology includes classes representing
organisms of more than one kingdom, and species-specific if
the ontology is human-centric.

This large set of computational models can provide the
means for automatic reasoning to generate mechanistic
hypothesis for the biomedical research [5]. However,
foundational, species-independent ontologies must have formal
definitions general enough to support pertinent inferences
throughout all kingdoms of life.

Here we present a manual approach to check the suitability
of necessity and sufficiency of ontological definitions for the
current state of affairs in biological sciences. This allowed us
to find out that if we consider natural language definitions of
extant foundational ontologies as necessary and sufficient
conditions, some prokaryotic instances may be left out.
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II. METHODS

Ontological primitive classes are described only by
necessary conditions, whereas defined classes are described by
necessary and sufficient conditions [6]. Necessary and
sufficient conditions are explained in terms of the conditional
logical relation. Let A be a class or concept and let P be some
property. There are many language items to refer to this [7]:

e A only if P; if A, then P; P is necessary for A; and A is
sufficient for P.

Any of these statements means that all instances of A
satisfy property P, or that for all objects of the universe, if
some satisfies P then it is an instance of A. When this logical
condition holds in both directions, that is:

e A is necessary and sufficient condition for B and B is
necessary and sufficient condition for A

We say that A means B, or A is equivalent to B. This
relation of equivalency is the one we look for to make
ontological definitions.

Necessity of P is proved by demonstrating that all instances
of A have property P. However, demonstration of necessity is
epistemologically impossible in experimental sciences, even
assuming an agent with the complete knowledge of the current
state of affairs. Thus, we took a falsification approach [8].

e We can disprove sufficiency by finding some object that
has property P and does not belong to A.

e We can disprove necessity by finding some instance of A
that does not hold property P.

Based on this, we propose the following workflow to
analyze necessity and sufficiency of proposed definitions:

e Retrieve definitions from diverse sources such as the
literature and extant ontologies.

e Based on the retrieved definitions, generate a list of the
commonly used properties to define these concepts.

e Search counter examples for definitions to discard
necessity or sufficiency of the defining properties.

August 7-10, 2018 1
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e  Keep those properties that were not falsified to generate a
new definition.

III. RESULTS

As a matter of example, we apply this approach to the
definition of bacterial promoter in the sequence ontology (SO)
[9]. The following are the two relevant definitions extracted
from this ontology in July 2018:

e Promoter: A regulatory_region composed of the TSS(s)
and binding sites for TF_complexes of the basal
transcription machinery

o Bacterial RNA-polymerase promoter: A DNA
sequence to which bacterial RNA polymerase
binds, to begin transcription.

Bacterial RNA-polymerase promoter is a subclass of
promoter. Thus, the list of properties that define a Bacterial
RNA-polymerase promoter is:

e has part some TSS

e has part some basal TF binding sites
e initiates some transcription

e binds some RNA polymerase

If we assume that basal transcription factor (TF), which is a
term most commonly used in the domain of eukaryotic gene
regulation, is equivalent to the most common sense in which
transcription factor term is used in the domain of prokaryotic
gene regulation, then "has part basal TF binding site" is not a
necessary condition, since we can find counter examples in
constitutive promoter sequences [10] that transcribe without
the need of any transcription factor, and promoters of
endosymbionts, whose reduced genome has been found to have
lost most of the regulation by means of transcription factors
[11]. On the other hand, from the biological point of view the
closest to those "basal TFs" would be sigma factors. In this
case, definition is correct and just have to be more explicitly
specified in the definition.

A. Automatic logical consistency check is not suitable to
detect these lack of generality

We are aware that logical consistency is one of the main
applications of automatic reasoning [12]. However, the
necessity of a restriction is more an issue of ontological
commitment [13] that would be dropping out some class
instances, owing to the lack of generality of definitions.

That is, if, in the first assumption scenario (i.e., basal
transcription factors are bacterial transcription factors), we
reuse the current conceptualization of SO and then create an
instance or a subclass representing a specific promoter lacking
the TF binding site constraint, either no logical inconsistency
will rise owing to the open world assumption [6] or the
reasoner will fail to infer the subsuming relation and we are
going lose track of this entity as a promoter.

1CBO 2018
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We are currently applying this approach to generate an
ontology on prokaryotic gene regulation. In the process, we are
reviewing the applicability of definitions of the existing
ontologies. This step-by-step workflow can ease up the
involvement of domain-experts in the generation of logically-
sound ontological definitions based on ontological realism.
However, we have not planned any training session to help
other groups to check their ontological definitions.

IV. LIMITATIONS

This approach can be useful to apply OBO principle of
maintenance [3]. However, as it requires huge human effort,
we believe it could be applied in a top-down approach to check
for the necessity and sufficiency of the most general or
prominent concepts of a domain.
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Las definiciones recuperadas de la literatura

Cuando hablamos sobre la regulacion génica, usamos términos que tratan de generalizar hechos
bioldgicos. Algunos de estos términos fueron propuestos inicialmente por una generacion de
cientificos quienes son considerados los precursores de la biologia molecular y que estudiaron
los genes y su expresion en sistemas particulares. En otras palabras, los términos generales se

derivaron del estudio de algunos casos particulares. Con el paso del tiempo, se ha acumulado

conocimiento nuevo y esto ha provocado que los términos se usen con significados diferentes o,

algunas veces, los hechos nuevos no caben en las definiciones originales. A continuacion se

presenta la compilacion de definiciones recuperadas de la literatura que ilustran dicha variacion.

Junto a estas, se presentan las propiedades definitorias usadas en cada una de ellas en una especie

de pseudocddigo logico. Estas propiedades se sometieron al andlisis de necesidad suficiencia

anteriormente descrito.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Table S1. Ontological definitions for “transcription unit” and “operon” and their sources.
Definitions vary in their generality and there are ambiguities between the concepts of
transcription units and operons. The most general definition is simply a set of adjacent co-
transcribed genes and this may define either, whilst more specific definitions add restrictions.
The ontological pseudocode describes the logics of the definitions. For instance, the original
definition of an operon as a “unit of coordinated expression constituted by an operator and the
group of closely linked structural genes coordinated by it, these genes corresponding to enzymes
that belong to the same sequence of biochemical reactions” implies that it defines a set of
adjacent co-transcribed genes from a single operator, and its genes are involved in a metabolic
pathway. In the same way we translated all other definitions into their logic requirements.

DEFINITION

ONTOLOGICAL PSEUDOCODE

Operon: The regulator genes that have been
identified so far present the remarkable
property of exerting a pleitropic coordinated
effect, each one governing the expression of
many closely linked structural genes that
correspond to proteins-enzymes that are
involved in the same biochemical sequence. To
explain this effect, it seems necessary to
assume the existence of a new genetic entity,
called “operator”, that: a) is adjacent to a group
of genes and it commands their activity; b) is
sensitive to the repressor produced by a
particular regulator gene... the units of
coordinated expression (operons) are
constituted by an operator and the group of
structural genes coordinated by it (Jacob,
Perrin, Sanchez, & Monod, 1960)

'set of adjacent cotranscribed genes'
and ('is regulated by' exactly 1 operator)
and ('involved in' exactly 1 'metabolic pathway')

Operon: The DNA segment whose transcription
is thus "coordinated" by a given operator may
involve one or several genes (or cistrons); it
constitutes a unit of genetic expression called
an operon(Monod et al., 1963)

DNA segment
and (‘is coordinated by’ exactly 1 operator)

Operon: The operon, as defined by Jacob &
Monad, is a unit of primary transcription
coordinated by a single operator (Maas &
Clark, 1964)

'set of adjacent cotranscribed genes'
and ('is regulated by' exactly 1 operator)

Transcription unit (TU): a contiguous DNA
region corresponding to many polypeptide
chains of related or different functions(Gilbert,
1978).

Set of adjacent co-transcribed genes
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This definition is also found with slightly
different wording but with the exact same
ontological content in the following references:
used to define TUs (X. Mao et al., 2015; Okuda
et al., 2007); used to define operon,(Bockhorst
et al., 2003; Okuda, Katayama, Kawashima, &
Goto, 2006; Pertea, Ayanbule, Smedinghoff, &
Salzberg, 2009)

Transcription unit: the complete extent of a
sequence of DNA that is transcribed to produce
a single mRNA transcript. That is, each of our
predicted TUs consists of a sequence of co-
transcribed genes along with the associated
polymerase binding site and transcription
termination signal (Bockhorst et al., 2003)

'set of adjacent cotranscribed genes'
and ('begins in' exactly 1 promoter)
and (‘'ends in' exactly 1 terminator)

Transcription unit: refers to operons according
to the original definition of Jacob and Monod,
i.e. sequences of consecutive genes that each
encode a single RNA molecule along with their
own promoters and terminators. The typical
relationship between operons and TUs is that
TUs tend to be sub-units of operons, while in
some cases, a TU may span more than one
operon (X. Mao et al., 2014)

'set of adjacent cotranscribed genes'
and ('begins in' exactly 1 promoter)
and ('ends in' exactly 1 terminator)
and ('part of' some operon')

Transcription unit: a set of one or more genes
transcribed from a single promoter. A TU may
also include regulatory protein binding sites
affecting this promoter and a terminator. Note:
A complex operon with several promoters
contains, therefore, several transcription units.
According to the definition of operon, at least
one transcription unit must include all the genes
in the operon (Santos-Zavaleta et al., 2018)

'set of adjacent cotranscribed genes'
and ('begins in' exactly 1 promoter)
and (‘ends in' exactly 1 terminator)
and ('part of' some operon')

and (‘has part' some operator)

Transcription unit: bacterial transcription unit is
defined as having one or more ORFs that are
transcribed from one promoter into a single
mRNA. Multiple transcription units can be
obtained from a single modular

unit, if it contains multiple TSSs (Cho et al.,
2009)

'set of adjacent cotranscribed genes'
and ('has part' exactly 1 'transcription start site')
and (‘'begins in' exactly 1 promoter)

Transcription unit: A TU consists of a
promoter, a transcriptional start site, a coding
region containing one or multiple genes, and a
transcription terminator. When a TU is
expressed, its gene(s) are transcribed into a
single RNA molecule(Chou et al., 2015)

'set of adjacent cotranscribed genes'

and (‘has part' exactly 1 promoter)

and (‘has part' exactly 1 'transcription start site')
and (‘has part' exactly 1 terminator)
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Operon: While the classical definition of
operons is the same as that of TUs, a common
practice in the past two decades, popularized by
operon databases such as ODB, DBTBS,
OperonDB and DOOR, has been that operons
do not overlap with each other and hence can
be derived in general based on genomic
sequence information alone(Chou et al., 2015)

'set of adjacent cotranscribed genes'

and (not (overlaps some operon))

and (‘has part' exactly 1 promoter)

and ('has part' exactly 1 'transcription start site')
and (‘has part' exactly 1 terminator)

Operon: a group of genes arranged in tandem
on the same strand of a genome sharing a
common promoter and terminator. Genes in the
same operon are transcribed together as one
messenger RNA(F. Mao, Dam, Chou, Olman,
& Xu, 2009)

The same definitions is used in DBTBS (Sierro,
Makita, Hoon, & Nakai, 2008)

'set of adjacent cotranscribed genes'
and ('is regulated by' some promoter)
and (‘has part' some terminator)

Operon: we use operons to refer to static non-
overlapping ‘transcriptional units’(X. Mao et
al., 2014)

'set of adjacent cotranscribed genes'
and (not (overlaps some 'operon'))

Transcription unit: We define transcriptome
structure as the collection of TSSs

and TTSs that together characterize
transcriptional units (mono- and polycistronic
mRNAs, tRNAs, rRNAs, and other ncRNAs)
(Koide et al., 2009)

The same definition is used in (Li, Dong, & Su,
2013) to define operon.

'set of adjacent cotranscribed genes'

and ('begins in' exactly 1 'transcription start site')
and (‘ends in' exactly 1 'transcription termination
site")

Large operon or complex operon: Under
different conditions, large operons could be
transcribed as smaller sub-operons (Li et al.,
2013)

'set of adjacent cotranscribed genes'
and (‘has part' some operon)

Operon: A group of contiguous genes
transcribed as a single (polycistronic) mRNA
from a single regulatory region (retrieved in
October 2018 from
(http://www.sequenceontology.org/browser/cur
rent_svn/term/SO:0000178)(Eilbeck et al.,
2005)

'set of adjacent cotranscribed genes'

and ('is regulated by' exactly 1 operator)
and ('is regulated by' exactly 1 promoter)
and ('is regulated by' exactly 1 terminator)

Operon: set of one or several genes and their
associated regulatory elements, which are
transcribed as a single unit. We extended the
definition in order to include the possibility of
operons with only one gene. Note: An operon
is, therefore, one or more contiguous genes

'set of adjacent cotranscribed genes'
and (‘'has part' some operator)
and (‘'has part' some promoter)
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transcribed in the same direction. Please note
that, according to this definition, an operon
must contain a promoter upstream of all genes
and a terminator downstream. It is also
relatively common to find operons with several
promoters, some of them internally located,
thus, transcribing a partial group of genes. In all
cases so far, one gene belongs to only one
operon(Santos-Zavaleta et al., 2018)

Transcription unit: sequence of nucleotides in
DNA that codes for a single RNA molecule,
along with the sequences necessary for its
transcription; normally contains a promoter, an
RNA-coding sequence, and a terminator
[https://www.nature.com/scitable/definition/tra
nscription-unit-260].

DNA region

and (codes for exactly 1 RNA molecule)
and (‘has part’ exactly 1 promoter)

and (‘has part’ exactly 1 terminator)

Transcription unit: a linear sequence of DNA
that extends from a transcription start site to a
transcription stop site(Pray, 2008)

DNA region
and (‘begins in’ exactly 1 transcription start site)
and (‘ends in’ exactly 1 transcription stop site)

Table S2. Different definitions of “promoter”.

DEFINITIONS

ONTOLOGICAL PSEUDOCODE

A sequence located between the operator
and the beginning of the operon
indispensable for operon expression
(Jacob, Ullman, & Monod, 1964)

DNA region and

(Locates after exactly 1 operator)

(Locates before exactly 1 operon start)
Indispensable for exactly operon expression

A site which serves to initiate transcription
of an operon (Epstein & Beckwith, 1968)

DNA region and
(Initiates transcription of exactly 1 operon)

In functional and molecular terms, a
promoter is a region along a DNA
template at which RNA polymerase first
"recognizes" some sequence, then "melts
out" a section of the DNA (42), forming a
tight binary complex, and then initiates an
RNA chain with ATP or GTP (29) as it
begins transcribing the template (Pribnow,
1975)

DNA region and

(is recognized by RNA polymerase)
(melts out some DNA region)

(initiates some RNA chain transcription)

Promoters contain, as an essential part, a
site for the oriented and stable attachment
of the enzyme RNA polymerase, thus
ensuring the strand- and site-specific
initiation of the mRNA chain. This
promoter DNA fragment, pDNA-I,
contains all the information necessary for

DNA region and
has part some RNA polymerase attachment site
initiates some site specific mRNA transcription
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maintaining the enzyme in the stable
promoter complex (3), and for the specific
initiation of transcription pDNA-I contains
three regions with 2-fold rotational
symmetry. These are located around
symmetry axes at positions +10, +4, and -
10 (Schaller, Gray, & Herrmann, 1975)

A DNA sequence at which RNA
polymerase binds and initiates
transcription (Golbeck et al., 2003)

DNA region and
Binds some RNA polymerase
Initiates some transcription

Promoter: A regulatory region composed
of the TSS(s) and binding sites for
TF_complexes of the basal transcription
machinery (Mungall, Batchelor, &
Eilbeck, 2011)

Bacterial RNA-polymerase promoter: A
DNA sequence to which bacterial RNA
polymerase binds, to begin transcription
(Mungall et al., 2011)

DNA region and
Has part TSS
Has part basal TF binding sites

Promoter and
Initiates some transcription
Binds some bacterial RNA polymerase

A gene promoter is a region of DNA that
initiates transcription of a particular gene

DNA region and
Initiates transcription of exactly 1 gene

(Dumontier et al., 2014)

Table S3. Definitions of transcription factor (TF) and transcription factor binding site
(TFBS). We include the definition for TF activity of the Gene Ontology (GO). We can see that
the definitions for TF vary in the kind of entity it is regarded as (any entity, a gene product, a
protein, a molecular function, or a role); the function of a TF (repressor of gene expression,
repressor of transcription, regulator of transcription, or regulator of the binding of the RNA
polymerase); and the mechanism by which TFs effect their function (by specifically binding to
DNA, by binding to a promoter, by binding to a TFBS, or by binding either to a promoter or an
enhancer). On the other hand, according to these definitions, a TFBS site is either any entity, a
genetic entity, a nucleotide region, a regulatory region, or a DNA region, whose function is
either to regulate the expression of an operon, regulate the binding of the RNA polymerase,
repress transcription, or regulate transcription; some definitions state that TFBS location must
overlap promoter or be adjacent to an operon.

DEFINITION \ ONTOLOGICAL PSEUDOCODE

Transcription factor

The product of a regulator gene that controls gene product and

the rate of information transfer from structural | (represses some gene expression) and
genes to proteins, acting as a cytoplasmic (present in the cytoplasm)

repressor, without contributing any
information to the protein themselves (Jacob
et al., 1960)
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A protein that blocks transcription from DNA
to RNA by directly binding to DNA (Ptashne,
1967)

Protein and
(Represses some transcription) and
(binds some DNA)

transcription regulator activity:

A molecular function that controls the rate,
timing and/or magnitude of transcription of
genetic information. The function of
transcriptional regulators is to modulate gene
expression at the transcription step so that they
are expressed in the right cell at the right time
and in the right amount throughout the life of
the cell and the organism. (Ashburner et al.,
2000)

DNA binding transcription factor activity:
Interacting selectively and non-covalently
with a specific DNA sequence (sometimes
referred to as a motif) within the regulatory
region of a gene in order to modulate
transcription. (Ashburner et al., 2000)

bacterial-type RNA polymerase transcription
factor activity, sequence-specific DNA
binding:

Interacting selectively and non-covalently
with a specific DNA sequence in order to
modulate transcription by bacterial-type RNA
polymerase. The transcription factor may or
may not also interact selectively with a protein
or macromolecular complex (Ashburner et al.,
2000)

Molecular function and
(regulates some transcription)

Transcription regulatory activity and
(interact specifically with some DNA)
not (binds covalently to DNA)

DNA binding transcription regulatory activity
and
(regulates some bacterial RNAP activity)

Transcription factors are a diverse group of
proteins that bind to DNA at specific promoter
or enhancer regions. They also bind to DNA-
associated proteins to initiate, stimulate,
inhibit or terminate transcription. The proteins
are often physically associated in a
preinitiation complex and contain structural
motifs (Golbeck et al., 2003)

Protein and

(regulates some transcription) and

(binds specifically to some promoter or some
enhancer or some DNA-bound protein)

Proteins that bind to promoters and either up-
or down-regulate transcription (Browning &
Busby, 2004)

Protein and
(regulates some transcription) and
(binds to some promoter)

Transcription regulator:
Protein that has transcription regulator
activity. (Beisswanger et al., 2008)

Protein and
(has function some transcription regulator)
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Transcription factor:

A transcription factor that binds to a specific
DNA sequence in order to modulate
transcription. The transcription factor may or
may not also interact selectively with a protein
(other transcription factors of cofactors) or
protein or macromolecular complex
(Beisswanger et al., 2008)

Transcription regulator and
(binds specifically to DNA motif)

Transcription factors bind to transcription
factor binding sites and modulate the binding
of RNA polymerase (Balleza et al., 2009a)

Protein and
(regulates some RNAP binding) and
(binds to some TFBS)

Transcription factor: proteins that either
promote (as an activator) or block (as a
repressor) the binding to DNA of RNA
polymerase. Proteins that bind to DNA and
control transcription of DNA to mRNA
(transcription factors) (Ison et al., 2013)

Protein and
(regulates some binding of RNAP to DNA)
(binds to DNA)

Transcription factor: A role played by a
protein that binds to specific DNA sequences,
thereby controlling the transcription of genetic
information from DNA to mRNA (Dritsou,
Topalis, Mitraka, Dialynas, & Louis, 2014)

Role and
Has agent some DNA binding protein
Regulates some transcription

A factor which affects transcription
(Borukhov, Lee, & Laptenko, 2005;
Visweswariah & Busby, 2015)

Entity and
(regulates some transcription)

Transcription factor binding site

A new genetic entity, called operator, that is
adjacent to a group of genes, commands their
activities and is sensible to repressor produced
by a particular regulator gene (Jacob et al.,
1960)

Genetic entity and
Is adjacent to some operon
Sensible to some repressor

Regulates some operon expression

Operator: specific DNA binding site with high
affinity for the repressor, which union blocks
transcription from DNA to RNA(Ptashne,
1967)

DNA region and
Has high affinity for some repressor

Represses some transcription

Operator : DNA regions specifically
recognized by repressor overlapped by RNA
polymerase binding sites (Maniatis et al.,
1975)

DNA region and
Spefically recognized by some repressor

Overlaps some RNA polymerase binding
site
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TFBS: A region of a nucleotide molecule that
binds a Transcription Factor or Transcription
Factor complex

Nucleotide molecule region and

Binds some TF or TF complex

Operator: A regulatory element of an operon
to which activators or repressors bind thereby
effecting translation of genes in that operon
(Eilbeck et al., 2005)

Regulatory region and
Binds some TF and

Regulates translation

Transcription factor-binding sites (TFBS) —
where transcription factors (TFs) bind to
modulate the binding of the RNA polymerase
(Balleza et al., 2009b)

Entity and
binds some TF
Regulates some RNAP binding

Table S4. Regulon definitions extracted from the literature and existing ontologies.
Definitions of regulons vary along four dimensions: the kind of regulatory entity (a repressor
substance, a TFBS, a TF, a SRNA, a TF set, or a regulatory signal), the kind of regulated entity (a
set of enzymes, a group of operons, or a group of genes), the kind of regulation (positive,
negative, or both), and the level of gene expression in which they are involved.

DEFINITION

ONTOLOGICAL PSEUDOCODE

A system in which the production of all
enzymes (of a metabolic pathway) can be
controlled by a single repressor substance,
this substance may consist of several entities,
but whatever nature, it acts in a unitary
fashion (Maas & Clark, 1964)

system of enzymes and
regulated by exactly one repressor substance

A group of genes, whether linked as a cluster
or not, that respond to a common regulatory
signal (Eilbeck et al., 2005)

group of genes, whether linked as a cluster or
not, that respond to a common regulatory
signal (Eilbeck et al., 2005)

A group of operons that are transcriptionally
co-regulated by the same regulatory
machinery, consisting of trans regulators
(transcription factors or simply TFs) and cis
regulatory binding elements in the promoters
of the operons they regulate. Operationally, a
regulon contains operons regulated by one
same transcription factor (Zhang, Yin, Olman,
& Xu, 2012)

group of operons and transcriptionally
regulated by exactly one TF
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Genes and operons directly co-regulated by group of operons and

the same TF (or by RNA motifs from the regulated by some (TF or riboswitch)
same structural family) (Novichkov et al.,
2013)

Maximal set of operons in a genome sharing | group of operons and
conserved cis regulatory motifs around the regulated by some regulatory motif
promoter region (TFBS) (Liu et al., 2016)

Simple regulon: a set of genes subject to set of genes and
regulation of one and only one transcription regulated by exactly one TF
factor

Complex regulon: a group of genes subject to | set of genes and

regulation by two or more regulators, where regulated by some transcription factor set
all genes are subject to the regulation of
exactly the same transcription factors.

Strict complex regulon: a set of genes subject | set of genes and

to regulation by two or more transcription (positively regulated by some transcription
factors, where the effect of each regulator factor set) or (negatively regulated by some
(activator or repressor) is the same for all the | transcription factor set)

regulated genes (Santos-Zavaleta et al., 2018)

Table S5. Definitions and ontological pseudocode for “Signal” and “Effector” retrieved
from the literature and existent ontologies.

Signal definitions vary along four kinds of properties: the origin of the signal, the kind of entity,
the effect of the signal, and the sensing mechanism. Whereas the effector definition varies only
concerning the kind of entity an effector is, and the kind of entity subject to its effects.

DEFINITION ONTOLOGICAL PSEUDOCODE

Signal

Regulatory signal: frequently a small Small molecule and

regulatory molecule like cAMP or ppGpp that | indicates some environmental change
indicates an environmental change, induces a | induces some gene expression change
cell response recognizable as the induction or
repression of particular operons, and can be
rapidly synthesized and degraded (Gottesman,
1984)

Molecular signal: a molecule originated from | Molecule and

their environment or produced by metabolism | originated in (environment or internal
to which an appropriate cellular response
must be mounted. In the majority of cases the




response is transcriptional activation of genes
whose products specifically cope with a given
molecular signal (Hoch, 2000)

metabolism)
induces some cellular response

Signalling molecules, also referred to as
autoinducers, bind to receptors on, or in, the
bacterial cell, which leads to changes in gene
expression at some threshold concentration
(Keller & Surette, 2006)

Signal: any act, structure or chemical
emission that alters the behaviour and gene
expression of other organisms which evolved
because of that effect, and that is effective
because the receiver’s response has also
evolved. (Keller & Surette, 2006)

Cue: an act, structure or chemical emission
that alters the behavior and gene expression of
other organisms. However, contrary to a
signal, it did not evolve specifically for that
effect (Keller & Surette, 20006)

Molecule and
binds to some receptor and
induces gene expression change

Entity and

emitted by some organism A and

alters gene expression of some organism B
and

organism A is different from organism B

is evolved to some specific communication

Entity and

emitted by some organism A and

alters gene expression of some organism B
and

organism A is different from organism B not
(is evolved to some specific communication)

A signal is an object that initiates a sequence
of events (SIO ontology) (Dumontier et al.,
2014)

object and
initiates some sequence of events

Signaling molecule: A molecular messenger
in which the molecule is specifically involved
in transmitting information between cells.
Such molecules are released from the cell
sending the signal, cross over the gap between
cells by diffusion, and interact with specific
receptors in another cell, triggering a response
in that cell by activating a series of enzyme
controlled reactions which lead to changes
inside the cell (CHEBI ontology) (Hastings et
al., 2016)

Molecule and

emitted by some emitting cell and

interacts specifically with some cell receptor
and

triggers a response in some receptor cell and

Effector

Compounds that bind specifically and
reversibly to an allosteric site (a site other
than the catalytic one) and do not participate
in the reaction, but bring about a discrete
reversible alteration of the molecular structure
of the protein (mostly enzymes, but possibly

Compound and

binds specifically and reversibly to some
allosteric site

induces some reversible alteration of protein
molecular structure

changes some kinetic parameter
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also genetic repressors) or allosteric
transition, which modifies the properties of
the active site, changing one or several of the
kinetic parameters which characterize the
biological activity of the protein. (Monod et
al., 1963)

Positive effectors or co-repressor (activating
the repressor and thereby blocking messenger
and protein synthesis) (Monod et al., 1963)

Negative effectors or inducer (inhibiting the
repressor and thereby inducing the synthesis
of the messenger and of the protein(s))
(Monod et al., 1963)

Effector and activates some repressor

Effector and inhibits some repressor

Allosteric effector: a ligand that elicits an
allosteric response upon binding to a target
molecule (MI ontology)
(http://purl.obolibrary.org/obo/mi.owl)

Ligand and
elicits some allosteric response

The effector (i.e., the molecule that induces a
conformational change) can be a small
molecule such as a metabolite, but in other
cases, the effector is a large molecule—
another protein or even DNA, for example. In
still other cases, the effector is an enzyme that
covalently modifies the target protein—a
kinase, for example (Ptashne & Gann, 2002)

Molecule and
induces some conformational change

A small molecule which increases (activator)
or decreases (inhibitor) the activity of an
(allosteric) enzyme by binding to the enzyme
at the regulatory site (which is different from
the substrate-binding catalytic site) (CHEBI
ontology) (Hastings et al., 2016)

Small molecule and
binds to some enzyme regulatory site
regulates some enzyme activity
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Actualizacion de las definiciones

Como resultado del andlisis de la necesidad y suficiencia de las definiciones anteriores, se
propusieron definiciones actualizadas para los conceptos de promotor, factor de transcripcion, sitio
de unidn del factor de transcripcion, operdn, unidad de transcripcion, regulon, efector y sefial. Las
definiciones fueron incluidas en la ontologia Sequence Ontology que forma parte de la OBO
Foundry. La definiciones y los contraegjemplos usados para falsificar la necesidad y la suficiencia
de las propiedades se explicaron, ilustraron y publicaron en el articulo (REF 16) que se anexa a

continuacion.

54



®e-mail: colladojulio@
gmail.com

RECOMMENDATION

‘ ") Check for updates

Redefining fundamental concepts
of transcription initiation in bacteria

Citlalli Mejia-Almonte®', Stephen J. W. Busby®?, Joseph T. Wade®?3,
Jacques van Helden®%>, Adam P. Arkin®?¢, Gary D. Stormo’, Karen Eilbeck?,

Bernhard O. Palsson@®?, James E. Galagan

19 and Julio Collado-Vides®'" 0™

Abstract | Despite enormous progress in understanding the fundamentals of bacterial gene
regulation, our knowledge remains limited when compared with the number of bacterial

genomes and regulatory systems to be discovered. Derived from a small number of initial studies,
classic definitions for concepts of gene regulation have evolved as the number of characterized
promoters has increased. Together with discoveries made using new technologies, this
knowledge has led to revised generalizations and principles. In this Expert Recommendation,

we suggest precise, updated definitions that support a logical, consistent conceptual framework
of bacterial gene regulation, focusing on transcription initiation. The resulting concepts can

be formalized by ontologies for computational modelling, laying the foundation for improved
bioinformatics tools, knowledge-based resources and scientific communication. Thus, this work
will help researchers construct better predictive models, with different formalisms, that will be

usefulin engineering, synthetic biology, microbiology and genetics.

Gene expression — the transcription of DNA into RNA and
the translation of RNA into a polypeptide chain —
and its regulation encompass a collection of genetic and
molecular programmes that underlie the major biological
capabilities of eukaryotic and prokaryotic cellular
differentiation and development. Gene expression is
regulated in response to environmental conditions,
which is critical for bacterial fitness and survival. Any
step in the gene expression pathway can be regulated,
from transcription initiation to mRNA stability and
translation. The foundations of our understanding of
gene expression regulation rely on terminology and
models derived from research in Escherichia coli
and bacteriophage \'*. These fundamental studies were
followed by decades of research in a number of regulated
bacterial systems, and more recently by studies using
high-throughput genomic methodologies and advanced
biophysical single-molecule approaches®, which have
led to discoveries that could not have been imagined
when the original concepts were proposed. Thus, some
terms have acquired meanings that differ from their
original ones. As experimental biology becomes a data
science, mainly because of the advent of genomics, com-
putational models that rigorously organize our knowl-
edge become essential. Databases and ontologies are
the two major tools that underpin the computational
representation of knowledge. Because these tools are
specified in formal language, they require definitions

at a level of detail that is beyond what is common in
communications among experts.

Here, we focus on transcription initiation, the most
studied step in the regulation of gene expression. To dis-
cuss the limitations of existing definitions that constitute
our core understanding of the regulation of transcrip-
tion initiation in bacteria, we searched the literature for
original and more recent definitions (Supplementary
Tables 1-5), as well as for examples of regulatory sys-
tems that do not conform to these definitions. A group
of experts on the regulation of transcription initiation in
bacteria organized a collective process of evaluating the
necessity and sufficiency of the different features used
to characterize the concepts involved and their relation to
other concepts. More precisely, a feature X is not suffi-
cient to define a class A if there is an object that does not
belong to A and has feature X. Conversely, if a member
of class A does not have feature X, then X is not nec-
essary to the definition of A. On the basis of an initial
draft, the authors engaged in systematic discussions, one
concept at a time, of how to better expand each concept,
until final agreement was reached. Most of the reviewed
concepts fall under the scope of the Sequence Ontology,
which aims to define the sequence features used in bio-
logical sequence annotation, and in which final defini-
tions were added or updated®. These updated definitions
are also being incorporated into RegulonDB, a database
that has curated knowledge on transcriptional regulation
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EXPERT RECOMMENDATION

Activators

Gene products that increase
transcription, indicating that
their function is to enhance
promoter activity.

Repressors

Gene products that decrease
transcription, indicating that
their function is to hamper
promoter activity.

Operator

A genetic entity adjacent to a
group of genes that regulates
their expression and is
sensitive to a repressor.

Operon
A set of adjacent
co-transcribed genes.

in E. coli’ for the past three decades and that populates
gene regulation data in EcoCyc®, a scientific database for
E. coli K-12 MG1655.

Below, we begin with a brief overview of bacterial
transcription initiation. Next, we contrast the classic con-
cepts and terms relating to bacterial transcription initia-
tion and its regulation with their current use, in light of
the current body of knowledge on transcriptional regu-
lation in E. coli” and other bacterial organisms. We aim to
construct up-to-date and precise definitions that support
a logically consistent conceptualization of gene regu-
lation. We believe that this will provide a reference for
knowledge representation, for modelling and for future
thinking about bacterial gene regulation. Indirectly,
these concepts may also influence understanding of gene
regulation frameworks beyond bacteria.

Overview of transcription initiation

The first step in transcription is the formation of the
RNA polymerase (RNAP) holoenzyme (Eo)’, a molec-
ular complex composed of the core RNAP plus a ¢
factor, which is capable of initiating gene transcription
at specific DNA positions (FIC. 12). The o factor interacts
with different promoter elements to position the Eo to
unwind the double-stranded DNA in the region of the
transcription start site (TSS), which corresponds to
the first base of the transcript®. Most bacteria rely on
different o factors to take Eo to different sets of pro-
moters in response to changes in growth conditions'.
Alternative o factors are classified into two evolution-
arily distinct families: 0> and ¢”°. The ¢°* family has a
single member, whereas ¢”° typically has several mem-
bers, whose number varies among bacterial species. For
example, 6%, 6%, 6*%, 6* and ¢”° are all members of the
0" family in E. coli''.

Eo initially binds to promoters in a closed complex
(RPc) (FIC. 1b), whereby it covers DNA from approxi-
mately -55bp to approximately +15bp relative to the
TSS (positive numbers represent bases downstream
of the TSS, whereas negative ones represent upstream
positions), according to DNA footprints'. This binding
triggers a series of conformational changes, both in the
DNA and in Eo, that create an open complex (RPo),
culminating in separation of the DNA strands from
approximately positions -11 to +3 bp (REF.”). The region
where the DNA strands are separated is often referred
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to as the ‘transcription bubble; and it includes the base
on the template strand, designated +1, that will act as
the template for the first nucleotide of the transcript'>'".
Transcription initiates with a short, unstable region
potentially subject to abortive transcription, with Eo
synthesizing short products before transitioning to a
stable elongation complex'® (FIG. 1b). The transcription
cycle then proceeds with elongation and termination
steps, which have been reviewed in detail elsewhere'®.

The role of promoter elements is primarily to inter-
act with Eo in order to dock the DNA-Eo complex that
is competent for the subsequent steps of transcription;
hence, promoter elements determine the autonomous
activity of the promoter'”. The activity of different pro-
moters varies by many orders of magnitude, ranging
from promoters that produce less than one RNA copy
per cell generation to promoters that generate tens of
thousands of RNA copies'"”.

Essentially all promoters are subject to regulation,
either indirectly, by changes in Ec concentration” or
substrate concentrations’"”, or directly, by specific regu-
lators. A subclass of regulators includes activators and
repressors, collectively known as transcription factors
(TFs), which act by binding to specific DNA targets.
Promoters prone to activation are often intrinsically
weak, owing to their low affinity for Eo, with activators
compensating for this weakness by recruiting Eo*. By
contrast, repressors prevent Eo from transcribing, often
by directly occluding the promoter or preventing some
isomerization step™.

The activity of most DNA-binding transcription
regulators is coupled to outside signals by a variety of
mechanisms that facilitate quick responses and make
gene expression sensitive to environmental changes®.
Parallel mechanisms sensitive to internal and external
changes support our molecular understanding of genetic
developmental programmes in eukaryotes””’.

Promoter

The original definition of promoter, proposed by Jacob
and Monod in 1964, is a sequence located between the
operator and the beginning of the operon that is indis-
pensable for operon initiation of gene expression®. This
definition deserves to be revised; the following discus-
sion shows that there is no well-defined sequence that
can define any promoter.

Core RNAP transcription. Although core RNAP can
transcribe single-stranded DNA in nicked regions or
from DNA ends, and although it has been shown that
RNAP can initiate transcription from double-stranded,
circular DNA”*, sites of core RNAP transcription ini-
tiation are not promoters, because they are not specific.
Thus, a promoter is not necessary for random transcrip-
tion, although it is essential for transcript initiation at
specific TSSs™.

Promoter sequence motifs. One of the most prom-
inent characteristics of promoter sequences is the
presence of Eo recognition elements. There is a long
history of promoter sequence comparisons and muta-
tions, from which the base sequence consensus motifs
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Fig. 1| Schematics of bacterial transcription initiation.
a|Bacterial RNA polymerase (RNAP) is a multisubunit
enzyme. The core RNAP is composed of five subunits: a,
(cyan bubbles), B and p’ (grey) and w (black). The core RNAP
contains the active site that catalyses the formation of the
phosphodiester bond of nascent RNA. The RNAP a subunits
interact with the upstream promoter (UP) element, which
consists of two distinct subsites located upstream of the
-35 element™. The RNAP core enzyme interacts in a
sequence-specific manner with the template-strand
positions —4 to +2, which constitute the core recognition
element (CRE) (navy blue)**. To form the holoenzyme (Eo),
RNAP is associated with a o factor. There are two structurally
and evolutionarily distinct families of o factors: ¢**

(not shown) and 6”°. The 6”-related factors contain up to
four functional domains (61-4; the spirals represent linkers
between the domains). The 62 domain recognizes and
interacts with the —10 element, and the 04 domain interacts
with the —35 element. The extended —10 element
interacts with 03; this interaction is crucial in promoters
whose —35 and —10 elements show a poor match to
consensus sequences’’. Some promoters, particularly

the ones that respond to amino acid starvation, have an
element called a discriminator (DISC), which is recognized
by and interacts with the 62 domain (conserved region 61.2;
not shown)”***”. The ¢’° factor bound to the non-template
strand captures the —10 region in an open complex and
allows the single-strand template DNA to enter the active
site. For this purpose, 6" does not need an energy source
such as ATP or GTP2%, b | The RNAP holoenzyme (R) and
promoter DNA (P) interact to form the closed complex
(RP¢). The duplex DNA around the transcription start site is
separated (represented by a ‘bubble’ in the DNA that is
bound by the Eo) in order to form the open complex (RP,,).
The initiating complex (RP,;) is formed and begins synthesis
of the RNA chain (shown as a small red line), directed by the
DNA template strand. In initiation of the synthesis of RNA,
aphosphodiester bond is formed between the initiating and
adjacent phosphodiester nucleoside triphosphates (NTPs).
The final stage of transcription initiation is elongation. In the
elongation phase, the RNA chain length increases, shown as
asolid red line. Part a adapted from REF?, CC BY 4.0 (https://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/). Part b adapted from
REF.*, Springer Nature Limited.

for —35 (REF?Y), —10 (REFS**), extended —10 (REFS**9),
—12 and —24 (REF*), as well as the discriminator”, the
core recognition element (CRE)* and the upstream pro-
moter (UP)**** elements, have been identified. Instances
of these motifs interact with the o and a subunits of
RNAP (FIC. 1a).

A variety of old and recent evidence points to the
existence of sequences that conform to the motifs
but do not support transcriptional activity, such as
the presence of promoter-like sequences involved in
transcriptional pausing’, the presence of a high density
of 6" promoter-like sequences in intragenic regions*-**
and, in some bacteria, the overrepresentation of the
-10 element in coding sequences”. Thus, the presence
of motifs is not a sufficient condition for promoter
activity.

Furthermore, the presence of a sequence in a DNA
segment matching a motif is not necessary for us
to regard a segment as a promoter. It is known that
weak promoters may lack one or several functional
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Fig. 2| Eo intrinsic recognition by a sequence is neither necessary nor sufficient
for that sequence to be a promoter. a | A schematic representing the PRE promoter,
which does not have the autonomous capability of binding RNA polymerase (RNAP)
holoenzyme (Eo). The Ec and promoter boxes are the same as in Fig. 1, except that boxes
with little similarity to the consensus sequence have no label. This promoter shows little
to no interaction with Eg in the absence of the activator cll (pink bubbles). When the cll
protein is bound to its site, which overlaps the —35 element, this compensates for the
lack of consensus of this element, thereby allowing Ec to interact at PRE and allowing
transcription of the Cl gene (brown box)*””. Because there are promoters that are not
bound autonomously by Eg, this is not a necessary feature in the definition of a promoter.
b | The 0* factor is divided into three conserved regions. Region | comprises a domain
that inhibits polymerase isomerization and initiation in the absence of activation and
that stimulates initiation in response to activation. Owing to this inhibiting element, 6>
requires an ATP-dependent activator (pink oval)’'®. Region Il is variable and is implicated
in DNA melting. Region Il (brown and green ovals) is the primary DNA-binding region
and recognizes the —12 element and —24 element, to which an inactive Eo** (beige)
binds. Transcription initiates upon binding of an ATP-dependent activator to a sequence
called an enhancer. Binding sites of Ec® from which no transcription occurs, possibly
because there is not an enhancer nearby, are not promoters. Thus, the binding of Ec

is not sufficient to define a promoter. To be a promoter, a sequence must allow Eo both
to bind and to initiate transcription.

elements, which can be compensated for by activators™.
Furthermore, there may be sites that have poor matches
to motifs but are recognized efficiently by Eo; it has been
shown that a single mutation over random 100 bp DNA
stretches can generate a promoter*®*.

Motifs

Representations of a collection
of binding sites that summarize
the binding-site characteristics.

Eo binding does not define a promoter. Ec binding sites
that drive transcription are defined as promoters. For
both families of o factors, there is evidence that Ec bind-
ing is not sufficient to define a promoter. For example,
there are sequences that conform to the motifs but do
not support transcriptional activity, such as sequences
leading to unproductive binding of Eo” (REF.*). Similarly,
it has been suggested that Eo” binds in an inactive con-
formation under salicylic acid stress, because it was
observed bound adjacent to strongly downregulated
genes™.

Eo™ can bind to promoters in a transcriptionally inac-
tive state, and its activation requires an enhancer-binding
protein (EBP)*’. Genome-wide studies have greatly
increased the number of known Ec* binding sites in
E. coli*"** and other bacteria’*'. Many of the newly
found sites are intragenic, and most of them are not con-
served in other species; thus, not all of them are likely to
be functional. Hence, the binding of Eo to a site is not
a sufficient criterion to regard that site as a promoter
(FIG. 2).

Some promoters, comprising elements that are very
different from the consensus sequence or that lack some
recognition element, cannot bind Eo alone; they require
additional factors for their function. For example,
the A phage PRE promoter has —10 and —35 elements
that differ from those in the consensus sequence, and
it requires the cII protein for Eo binding™. Therefore,
autonomous binding of Eo to a sequence — that is, with-
out the need for other molecules — is not a prerequisite
for a sequence to be a promoter (FIG. 2).

Although transcription initiation by Ec may not
lead to a functional RNA, it nevertheless requires a pro-
moter. Some promoters generate short, non-functional
transcripts 2-15bp long as a result of abortive transcrip-
tion; this phenomenon plays a role in the regulation of
transcription®. Non-functional RNAs also result from
so-called TSS-associated RNAs of around 35-50 bp
(REF*%) and other pervasively transcribed spurious
RNAs*",

Regulatory binding sites are not part of the promoter.
Some Eo binding sites require the binding of activators
in order to initiate transcription®>", which raises the
question of whether to annotate both the Eo binding site
and the required activator sites as part of the promoter.
We propose not to do so, because not all promoters
are activator-dependent, and it is thus not a necessary
feature. In cases in which the activator site overlaps
the promoter, the annotated promoter will include the
activator site; currently, RegulonDB contains at least
40 activator sites of 22 different TFs that overlap their
corresponding promoter. However, the overlapped
sequence should be annotated again, independently, as
aregulatory site (discussed below). In cases in which the
activator site does not overlap the promoter, the region
annotated as a promoter should not include the acti-
vator site. Although this promoter sequence is not com-
petent for transcription on its own, being annotated as
a promoter indicates that it is the sequence recognized
by RNAP, with the help of the activator to initiate tran-
scription. Similarly, repressor sites and overlapping
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promoters are separate entities, as the repressor sites are
not necessary for promoter activity, although they
are necessary for regulation. The existence of over-
lapping elements in DNA is a recurring theme in the
modelling of transcriptional regulation.

Transcriptional pausing

A process through which the
RNA polymerase slows down
transcription during elongation.

5'’-Rapid amplification of
cDNA ends

(5"-RACE). A method to amplify
mRNA between a defined
internal site and its initiation site.

Different o factors initiating at the same TSS define
different promoters. Overlapping promoters can initi-
ate transcripts at the same TSS®*'. For example, glmY
expression in E. coli is controlled by two overlapping
promoters, one recognized by ¢** and the other by 67
(REF"). 5"-Rapid amplification of cDNA ends (RACE) analy-
ses have shown that these promoters initiate transcrip-
tion of the glmY gene at the same position. Mutations in
the -10 element, recognized by ¢”, and in the -24 ele-
ment, recognized by ¢*, abolished the corresponding
Eo activity while leaving the activity of the second Eo
unaffected® (FIG. 3a). This finding demonstrates that
RNAP holoenzyme can use different recognition ele-
ments even when selecting the same base as the TSS.
Similarly, Eo” can initiate transcription from the
majority of 6* promoters at identical TSSs, and Eo”
transcribes 40% of 6** promoters®™.

FIGURE 3b shows the numbers of TSSs targeted by
different o factors, according to the information in
RegulonDB’. We propose that overlapping binding sites
targeted by different o factors be considered separate
promoters, even if the TSSs are the same. Certainly, such

a
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¢’ promoter
— G°* promoter —

-35 ~24 ~12 -10 1
ATTTTCTT TATITGGCACAGTTACTGCATAATA GTAACCEGTGGCTCATTC
* % % % * % %k
CATG GGG mY

b

A 1074

v

2

o

i1

8

5]

c

Q

=2

S 104

2

(7

bl

s

5]

o

3

ERTR

.8 8.8 & 8
é é & 8 é
é

o factor combination

Fig. 3| Different o factors that start transcription at the same TSS define different
promoters. a | The sequence shows overlapping 0*'- and 0’°-dependent promoters
that start glmY transcription at the same position. The =24 and —12 sequence motifs

of the 0**-dependent promoter are highlighted by green and brown boxes, respectively.
The putative —35 and —10 sequences of an overlapping o’°-dependent promoter are
boxed in purple and yellow, respectively. Asterisks indicate mutations that abolish

the activity of the corresponding promoter but do not affect the secondary promoter.

b | Relative numbers of transcription start sites (TSSs) generated by two or more

o factors according to the information in RegulonDB. Part a adapted with permission
from REE", Wiley.

cases may be subject to different regulatory inputs, and
different sequence elements will be used, according to
the nature of the o factor.

Proposed definition for promoters. In summary, pro-
moters are essential for transcription that is specific; an
instance of a sequence motif is not mandatory; autono-
mous binding of Eo is neither sufficient nor necessary;
and promoters are o factor specific. On the basis of these
considerations, we define a promoter as a DNA segment
essential for the specific initiation of transcription at a
defined location in a DNA molecule, although this
location might not be one single base. It is recognized
by a specific Eg, and this recognition is not necessarily
autonomous.

Transcription factors

In the operon model, the product of a regulator gene,
the ‘cytoplasmic repressor), acts on the operator to
affect the synthesis of a set of genes®>*. The chemical
identity and mechanism of repressors were unknown
until the lac and the A phage repressors, proteins with high
specificity to a site in the DNA, were isolated*>". Later, an
Eo binding site was found to overlap both the A repres-
sor and lac repressor operator sites, which confirmed the
mechanism for a repressor, which prevents RNAP from
binding to the promoter®”. It was assumed that gene regu-
lation was mediated solely by repressors, until genes in the
maltose and arabinose operons and in A phage were found
to be positively regulated®-"". Now, activators and repres-
sors are collectively called TFs, and their sites of action
are called transcription factor binding sites (TFBSs).

Many factors affect transcription. The term TF should
not be confused with the more general class of factors
that regulate transcription. Regulators that act on RNA,
DNA or RNAP throughout the whole transcription cycle
— including proteins, small peptides, non-coding RNAs
and a variety of small ligands — have also been referred
to as TFs'*"".

Originally, the regulators of transcription initiation
were thought to exclusively be proteins; however, there
are other kinds of molecules that regulate transcrip-
tion initiation, such as regulatory RNAs">”* and small
ligands — for example, ppGpp™*. Here, we deal only
with regulatory gene products as originally conceived
by Jacob and Monod. For instance, E. coli 6S RNA regu-
lates transcription initiation by directly binding to Eo”
and preventing its binding to the promoter, leading to
an increase in Eo® transcription’”. However, the term
TF has a traditionally well-established meaning in all
domains of life: a protein that binds to DNA in order to
regulate transcription initiation®”"-*,

A large number of protein factors that bind directly
to Eo in order to regulate transcription initiation have
been identified over the past 20 years®~**. Moreover,
some proteins that regulate transcription initiation bind
to both DNA and Eo. Thus, the criterion of mere binding to
a molecule, be it DNA or the holoenzyme, makes the
definition of a TF imprecise.

By contrast, specificity — the ability to promote or
repress the expression of a subset of genes — must be
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Global regulators
Transcription factors that
affect a large number of genes
involved in many different
functions.

a feature of any regulator of gene expression, as it is the
means for transcription to differentially respond to dif-
ferent conditions. This criterion can be used to decide
whether a regulator that binds to both the DNA and any
component of the Eo is a TE If the specificity of the regu-
lator is determined directly by the sequence of the DNA
to which it binds, then it is a TE If specificity is deter-
mined by the regulator’s interaction with Eo, then we
propose to use the term ‘Ec-centred regulatory protein’™.

To refine the TF definition, we focus on proteins that
specifically bind to DNA and regulate transcription and
ask whether they should be covered by this term.

o factors. Both TFs and o factors bind to DNA and lead
Eo to different sets of promoters in response to different
environmental conditions. For example, the synthesis
of 6 is induced during sporulation in Bacillus subtilis,
thereby enabling the transcription of the subset of genes
required during sporulation®”. Another example is E. coli
0°2, whose expression is induced under heat-shock con-
ditions; in turn, Ec* induces the expression of the heat-
shock response genes**. All o factors could be regarded
as activators, as they were initially discovered as factors
that increase transcription activity in vitro®. However,
o factors can be defined as the proteins that regulate and
are essential for specific transcription initiation while
being part of the RNAP holoenzyme®'. The features that
make o factors different from TFs are the abilities to
confer core RNAP promoter specificity, to open duplex
DNA and to facilitate template strand entry into the
RNAP active site”.

Some TFs have activities that are very similar to those
of o factors, such as forming a complex with RNAP in
solution or stabilizing the RPo. For example, in E. coli,
SoxS forms a complex with Eg, which then scans DNA
using SoxS to search for their cognate sites, called Sox
boxes”*!. Although the sequence specificity of SoxS has
been demonstrated”, it does not aid in DNA opening
and template strand entry to the active site; instead, this
TF acts by pre-recruitment of Eo. The CarD and RbpA
proteins bind to both Ec and the promoter just upstream
of the -10 element as a means to stabilize the unstable
RPo in Mycobacterium spp.”~**. As the specificity of
CarD and RbpA has not yet been shown to be deter-
mined by the DNA sequence, these are RNAP-centred
regulatory proteins® that help o stabilize the RPo.

Nucleoid-associated proteins. The consideration of TFs
and NAPs provides a perfect example of how the initial
idea of two different types of molecule, based on genetics
and function, changed with the realization that TF and
NAP functions are sometimes performed by the same
molecules”. NAPs are a group of DNA-binding proteins
that are believed to play important roles in chromosome
structure and compaction'*”'’'. Some NAPs have been
shown to function as site-specific regulators of tran-
scription initiation'*>'*-"", similarly to other TFs, as
well as acting at a distance from the target promoter
by bending the intermediate DNA; integration host
factor (IHF) is a well-known example of such a mole-
cule at 0™ promoters''>'*. Some NAPs tend to bind to
many sites with fairly low sequence specificity'"’, and

most global regulators in E. coli are NAPs”''“, As NAPs
have functions that overlap with those of TFs, for the
purposes of the definitions we propose that they not be
considered as a separate class.

Proposed definitions for TFs. A comprehensive termi-
nology to describe all types of regulatory gene product
that act on the different levels of transcription and/or
other mechanisms of gene regulation is beyond the
scope of this article; however, we outline the terminology
to designate different kinds of regulators. In the words
of Jacob and Monod, we can begin by defining the gen-
eral term ‘regulatory gene product’ as any gene product
that increases or decreases the expression of a specific
set of genes (note that gene product complexes such as
heteromultimeric TFs are included — for example, IHF
in E. coli).

We can distinguish two general kinds of regulatory
gene products: regulatory RNA and regulatory proteins.
These we can further subclassify according to the level at
which they act to regulate gene expression or according
to the specific mechanism of regulation. In particular, we
have to define the class DNA-binding regulatory protein
of transcription initiation’ as the subclass of regulatory
proteins that bind to specific DNA sequences in order to
regulate transcription initiation. This class includes both
TFs — that is, DNA-binding regulatory proteins that
bind near a promoter and affect transcript initiation at
that promoter — and o factors — that is, DNA-binding
regulatory proteins of transcription initiation that are
part of the RNAP holoenzyme and are essential for the
specific initiation of transcription. Another subclass of
regulatory proteins is ‘RNAP-centred regulatory proteins
of transcription initiation, defined as the proteins that
regulate transcription initiation by interacting with Ec
and whose specificity is not determined directly by the
recognition of specific DNA sequences.

Transcription factor binding sites

TFs bind specifically to their binding sites in order to
activate or repress adjacent promoters. Recent genome-
scale technologies capable of identifying TFBSs
anywhere in the genome, such as chromatin immuno-
precipitation followed by sequencing (ChIP-seq) or by
identification using a DNA array, or chip (ChIP-chip),
have shown that sites where TF binding has no direct
effect on transcriptional regulation are common (FIG. 4).
For instance, when analysing 12 studies of 9 different
TFs in E. coli, only ~25% of 3,973 TF-gene interactions
showed evidence of regulating local gene expression'"”.
Similar observations have been made in other bacterial
genomes, including Mycobacterium tuberculosis™''*,
Pseudomonas aeruginosa''”''%, Salmonella enterica'’,
Listeria monocytogenes'”’, Helicobacter pylori'*' and
Shigella flexneri'>. The diverse behaviour of TFs at the
genomic level raises the question: which fraction of TFs
have binding sites that are mostly only involved in tran-
scriptional regulation, and thus behave like MelR'** and
MarA'>*? Indeed, most TFs have sites that support other
functions, such as contributing to the nucleoid structure
of the genome, akin to NAPs'*, or have sites with no
apparent function.

www.nature.com/nrg

60



EXPERT RECOMMENDATION

Type of site
I TFBS without
functional assignment

[ TFRS

10°4

1024

Number of sites

R

gD S S & &
&P & =~ H S B

Transcription factor

Fig. 4 | Number of transcription factor binding sites without functional assignment
versus number of transcription factor regulatory sites in Escherichia coli. The sum

of transcription factor binding sites (TFBSs) without functional assignment (purple)

and transcription factor regulatory sites (TFRSs; yellow) represents the complete set of
TFBSs. The figure was drawn using data from published chromatin immunoprecipitation
(ChlP) experiments*®*26:120120211220 gand data from classical experiments. Only transcription
factors with non-functional sites found by high-throughput methodologies were included.
A logarithmic scale is used to help visualize the disparate numbers of sites known for Fur
and Cra versus other TFs, such as PurR.

It will be interesting to understand the different
distributions of TFBSs in non-coding versus coding
regions. For instance, two-thirds of 96 binding sites of
the regulator of iron homeostasis Fur lie in intergenic
regions'”*. Moreover, a genome-wide study of uncharac-
terized TFs in E. coli identified binding sites for 10 can-
didate TFs using ChIP-seq combined with exonuclease
treatment (ChIP-exo) and showed that only 41% of 241
sites were in regulatory regions'”’. By contrast, as an
extreme case, 70% of binding sites for RutR were found
within coding regions in E. coli, a tendency conserved
in other bacteria'*".

Additionally, a more clear distinction of the subclasses
of binding sites is emerging, owing either to the contribu-
tion of additional TFs'*>"*>'** or to the same TF working
differently in varying conditions. For example, Fur was
shown by ChIP-seq to bind to lower or higher num-
bers of TFBSs under aerobic or anaerobic conditions,
respectively'”. In another study, ChIP-seq combined
with RNA sequencing (RNA-seq) under nine physio-
logical conditions showed that nutrient levels or growth
phase affect the mechanism of action of the TF Lrp"’'.

Taken together, these studies distinguish between
sites that affect transcription and those that do not. We
thus propose that the term TFBS be defined as a DNA
site where a TF binds specifically and that the term
‘transcription factor regulatory site’ (TFRS) be defined

as a member of the subset of TFBSs that are involved in
transcription regulation (FIG. 4).

Architecture of regulatory regions. TFRSs, initially
termed ‘operator sites, were conceived as a single entity
located near a cognate regulated promoter*'**. However,
only 37% of all current promoters in RegulonDB are
regulated by a single TFRS. Certainly, the steady increase
of well-characterized regulated promoters has led to
what we now see as the rich architecture of regulatory
regions, with promoters subject to the effect of one or
several TFs binding to one or several TFRSs.

The diversity of TFRSs close to promoters became
clear as a result of studies in the early 1990s in an ini-
tial review of 107 07°-dependent and 12 ¢**-dependent
regulated promoters®. A general principle emerging
from this cohort of bacterial regulatory regions was the
requirement for a proximal site, defined as an activator
or repressor site, located in a position that enables direct
interaction of the TF with E¢”. Only 4 out of 107 ¢”°
promoters lacked a proximal TFRS site'*, a finding
that has been sustained as more promoters have been
characterized'*. In one study, only 6.9% of 6" promoters
(48 out of 692) lacked a proximal site located between
-95 and +20 relative to the TSS’. Note that promot-
ers were counted individually even if multiple promoters
coexisted in the same upstream region.

This principle does not apply to ¢**-dependent pro-
moters, the activator sites of which are more distal, with
the activator often being brought close to the promoter
by DNA looping induced by IHF binding between the
enhancer-like TF sites and the promoter'*>"*°. This dif-
ferent organization is associated with the capability of
Eo®* to form stable but inactive closed complexes and
the absolute requirement of an activator for transcript
initiation, as opposed to the Ec” holoenzyme, which is
competent to initiate transcription without activators
and forms a transient closed complex™'*’.

Regulatory modules or phrases. The collection of sites
affecting a promoter can be partitioned into groups of
sites that work together, similar to words in a sentence
that form syntactic categories. These ‘regulatory phrases’
or ‘cis-modules’** can be homotypic modules, grouping
sites for the same TF, or heterotypic modules, group-
ing sites for different TFs that work jointly in the regu-
lation of a promoter (FIC. 5). These modules constitute
the building blocks of a grammatical'*’, combinatorial
logic"**'** and of quantitative thermodynamic models of
regulated promoter transcriptional activity'!'~'**. They
are inferred in approaches that seek to understand large
amounts of gene expression data'* and aim at a combi-
natorial construction of all possible regulatory arrange-
ments in bacterial genomics. For instance, a grammatical
model was implemented with a reduced number of
rules to generate the whole collection of regulatory
architectures of 0”-regulated promoters'”.

We propose to define a bacterial TFRS module, or
TFRS phrase, as a combination of one or several TFRSs
whose bound TFs work jointly in the regulation of a pro-
moter. A bacterial TFRS collection is defined as all the
TFRSs that regulate a promoter.
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Fig. 5| Cis-regulatory architecture of the promoter deoCp2. The line represents the
deoCp2 promoter along with its transcription factor regulatory sites (TFRSs). The -35 and
-10 elements and the transcription start site (TSS; +1) are labelled, and the cis-regulatory
architecture is represented by transcription factors (TFs; bubbles), each bound to its
corresponding TFRS. a| Cooperative regulatory interaction between CRP and CytR in

the deoCp2 promoter. CytR is recruited as a co-repressor by pre-bound CRP?*", Since CytR
necessarily requires pre-bound CRP in order to repress expression of the transcription
unit downstream, these four sites form a TFRS module. b | The TFRS collection of promoter
deoCp2 is the complete set of TFRSs known to regulate the deoCp2 promoter. Although
there might be indirect regulatory interactions among DeoR, ModE, Fis, CRP and CytR, the
only direct and necessary interaction is the one between CytR and CRP?*****. The other
TFs act independently under different conditions on deoCp2, each with its own proximal
sites. Part a adapted with permission from REF.***, Elsevier.

Operon

The classic definition of an operon is the units of coor-
dinated expression constituted by an operator and the
group of structural genes coordinated by it'*?, thus
requiring an operon to have one operator. However,
multiple TFRSs organized in a module can regulate a
single promoter. Furthermore, transcriptional regula-
tion of some co-transcribed genes may be independent
of TFs. For example, the genome of Mycoplasma gen-
italium encodes a limited number of TFs, and it has
been suggested that this bacterium depends mostly on
DNA supercoiling for gene expression regulation'>'*. For
example, the -10 element along with DNA supercoiling
induced by hyperosmolar conditions have been shown
to be sufficient for the induction of expression of the
MG_149 gene'". Because some co-transcribed genes
may not be regulated by TFs, we propose that TFRSs be
considered independent of these ‘units of coordinated
expression’ and that their connections be captured by
defining their regulatory relationships.

Co-transcribed genes are not limited to one pathway.
The first operons studied were those that coordinate the
expression of genes whose products are involved in a
common pathway (that is, lactose, maltose or arabinose).
Hence, it was reasonable to expect that co-transcribed
genes of an operon would participate in the same bio-
logical pathway. However, not long after the proposal of
the operon model, an early example of co-transcribed
genes involved in different pathways was found; in
B. subtilis, the tryptophan gene cluster is expressed coor-
dinately with genes involved in histidine and tyrosine

DNA supercoiling
The writhe of DNA over the
double-stranded axis.

Monocistronic operons
Operons that encode a single
gene product

production under tryptophan-limiting conditions'**.
Comprehensive studies of the functional classes of large
numbers of transcripts in E. coli have now provided us
with numbers that underscore the diversity of functions
of many co-transcribed genes'*.

Although the operon concept was initially proposed
to account for the discovery that some units of transcrip-
tional regulation in bacteria were not single genes, it was
later extended to include monocistronic operons by Jacob
and Monod themselves'*"'*'. Thus, we consider it to be
unnecessary for an operon to have more than one gene.

Transcription units versus operons. The most general
definition for both ‘operon’ and ‘transcription unit’ is
a set of adjacent co-transcribed genes (Supplementary
Table 1), although there are ambiguities about what
distinguishes the two concepts. We think that it is bet-
ter to define transcription units as physical entities,
whereas operons are more complex conceptual entities.
At least in theory, every transcription unit in a cell can
be determined by measurement (for example, cDNA
sequencing). In the literature, there are two ways to
define transcription units: they are segments of DNA
that extend from the promoter to the terminator'*>'*,
which are included, or they are the DNA segments that
begin at a TSS and end at a transcription termination
site (TTS)"**"*° (Supplementary Table 1). The latter,
and most common, usage is equivalent to defining
transcription units as the DNA that corresponds to a
primary transcript.

A promoter can have more than one TSS, and a ter-
minator can have more than one TTS. Promoters were
found to have on average 1.6 TSSs in an integrated
genome-wide analysis of E. coli'**. If we opt to define
transcription units as the DNA sequences that begin
at a TSS and end at a TTS, we would be representing
multiple units that differ by a few nucleotides, but most
of this microvariation can be considered functionally
spurious. Studies using single-molecule fluorescence
resonance energy transfer (FRET) support a model in
which this microvariation arises from the thermody-
namics of transcription®. Thus, we prefer to think of
these units of transcription as having variable ends and
only consider the predominant ones for each promoter
or terminator (FIG. 6a).

Nonetheless, some regulatory mechanisms alter TSS
selection from a single promoter. For example, the TSSs
of the pyrC and pyrD promoters of E. coli and S. enter-
ica are shifted by nucleotide concentration®"'” (FIG. 6b).
In addition, some promoters can be primed by nano-
RNAs in a growth-phase-dependent manner, thereby
altering TSS selection'**. Regarding TTSs, it has long
been known that Rho-dependent termination is diffuse,
and elongation factors can conditionally allow bypass
of terminators, which results in multiple termination
points”""**1°" and complex patterns of expression’®~'",
To include microvariation subject to differential regu-
lation, we propose to define transcription units as
the DNA regions delimited by different nonspurious
TSS-TTS pairs (FIC. 6a,b).

A widely held distinction between transcription
units and operons is that one gene can belong to one or
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Fig. 6 | Transcription unit and operon schematic. a| When different transcription start sites (TSSs) from the same
promoter are not differentially regulated, they form a single transcription unit that is limited by, but does not include,
asingle promoter and a single terminator. b| Model for TSS switching and translational control of pyrC by CTP concentration.
pyrC encodes a pyrimidine biosynthetic enzyme in Escherichia coli and Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium. The nucleotide sequence of the E. coli pyrC promoter is shown, with the =10 region, Shine-Dalgarno (SD)
sequence and pyrC initiation (Met) codon boxed and labelled. The transcription of pyrC initiates at four adjacent sites
(asterisks) —named T6, C7, C8 and G9 — each of which produces a different transcript. Under conditions of pyrimidine
excess, the intracellular level of CTP is high, and position C7 is the dominant start site’”'*’. C7 transcripts are not translated,
because they form a stable hairpin at their 5" ends that blocks ribosome binding to the pyrC SD sequence. Under conditions
of pyrimidine limitation, the GTP level is high, which makes the G9 start site dominant. G9 transcripts do not form the
inhibitory hairpin and are readily translated””. Thus, C7 and G9 are different non-spurious TSSs from the same promoter
(pyrCp), because they originate two transcripts that are differentially translated. Thus, these are two transcription units
originating from the same promoter. ¢ | Schematic of the gadAXW complex operon. Several internal promoters and
terminators enable different sets of genes to be co-transcribed in different combinations: gadAX by the gadAp promoter;
gadX and gadXW by the gadXp promoter; and gadW by the gadWp1 and gadWp2 (not shown) promoters. Red wavy lines
represent MRNAs. These promoters are subject to regulation by different sets of TFs (not shown), so they are not all subject
to the same signals. There are at least four operons in RegulonDB with no evidence of a single polycistronic transcript that
includes all the genes of the operon. Part b from REF.?, Microbiol. Mol. Biol. Rev., 2008, 72, 266-300, https://doi.org/10.1128/
MMBR.00001-08 and adapted with permission from American Society for Microbiology.
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Transcriptional
read-through

Transcription that allows RNA
polymerase to continue
transcription beyond
termination sites.

Stimulons

Sets of genes whose products
are increased in response to
a common environmental
stimulus.

more transcription units but only to one operon. This
distinction comes from the existence of promoters
and terminators that are internal to operons. In 1967,
dis-coordinated expression of the cluster of five trypto-
phan synthesis genes of Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium was reported'®. Deletions ranging
from the operator to the second gene of the cluster sup-
pressed expression of the first two genes only. The last
three were silenced after the deletion reached the region
between the second and third genes. Deletion of the oper-
ator upstream of the five genes deregulated all of them.
These five genes were considered an operon regulated by
a single operator but subdivided into two parts, deter-
mined by promoter-like elements. Similarly, the glnALG
operon is differentially transcribed in different transcrip-
tion units depending on the nitrogen source, by means of
an internal terminator and alternative promoters'®. Now,
many systems are known in which subsets of the genes
of an operon are differentially expressed under different
conditions, due to alternative combinations of promoters
and terminators'**'*>!**1-17! This has led to the notion
that operons with internal promoters and terminators
contain several transcription units.

However, internal promoters are often differentially
regulated. Currently, 862 operons with known regu-
lation are listed in RegulonDB. Of these, 143 operons
consist of more than one transcription unit. Of the
143 multi-transcription-unit operons, 92 are differen-
tially regulated, whereby at least one pair of their constit-
uent transcription units are regulated by different TFRS
collections. Moreover, there are cases in which the genes
of an operon are not all co-transcribed. This phenome-
non is generally described as an operon containing genes
ABC with two transcription units, AB and BC (FIG. 6c).

To preserve both the notion of operons being the set
of genes in the same transcription unit and the notion of
operons being the set of genes coordinated in the maxi-
mal set of overlapping transcription units, we propose to
use the term ‘simple operon’ for the former and ‘complex
operon’ for the latter. Although some complex operons
may have genes that are not co-transcribed, there is
‘cooperation’ of their function (they use the same infra-
structure); despite the individual transcription units
being differentially regulated, there is likely a complex
functional interplay among them that makes it hard to
consider them individually.

Whereas operons are defined in terms of genes, we
think that transcription units do not necessarily bear
genes or have a function. Transcriptome analysis has
revealed the widespread production of non-canonical
transcripts”** — that is, transcripts that are non-coding
and are often antisense; such ‘pervasive transcripts’
rarely have an assigned function'’>'”*. Evolutionarily, we
should not assume that transcriptional regulation has
been selected as ‘optimal’ — that is, to express exactly the
right genes at the right moment in the right cells'”*-'7°.
Non-functional transcripts may constitute raw material
for evolution, given novel mutations. Moreover, perva-
sive transcription may have a function in itself; that is,
a basal level of pervasive transcription means that core
RNAP or o levels have to be higher, effectively buffering
their levels in the cell'”".

Co-expression may extend beyond operon limits.
Significant co-expression has been observed in regions
of 10kb and even in larger regions, which has been asso-
ciated with transcriptional read-through, supercoiling and
nearby regulons'®>'**'”%, Read-through of terminators
has been documented'””'®’, and a recent transcriptome
obtained using single-molecule long-read sequencing
has extended 34% of RegulonDB operons by at least one
additional gene'*.

Proposed definitions for operons. An operon is a set of
adjacent genes whose transcription is coordinated by
one or several mutually overlapping transcription units
that are transcribed in the same direction and share at
least one gene. A simple operon is an operon whose tran-
scription is coordinated from a single transcription unit.
A complex operon is an operon whose transcription is
coordinated through several mutually overlapping tran-
scription units that are transcribed in the same direction
and share at least one gene.

Regulon

Regulons were originally viewed as a system in which
the production of all enzymes (of a metabolic pathway)
can be controlled by a single repressor substance; this
substance may consist of several entities but, whatever
its nature, it acts in a unitary fashion'"'.

Although regulons were originally proposed by
studying the pathway of arginine biosynthesis, they
must now be defined exclusively by regulation. From
the 149 described E. coli regulons that include enzymes
that catalyse metabolic reactions, only 21% included
enzymes for a single metabolic pathway whose inputs
and outputs form a connected network'®.

What kind of regulatory entity defines a regulon? We
suggest that the regulator that defines a regulon must
be a regulatory gene product. Before this discussion,
Sequence Ontology used to refer to the regulator as the
‘regulatory signal. However, the term ‘signal’ is used to
refer to cues that are transformed into an effector that
interacts with regulators, thereby providing information
about environmental and physiological states so that
the cell can adjust gene expression levels (see below).
Although most TFs bind to one effector, there are docu-
mented cases in which TFs allosterically bind to several
metabolites — for example, tryptophan, tyrosine and
phenylalanine, in the case of TyrR'*. Conversely, small
molecules may act as effectors for more than one TE,
such as Zn*? binding to ZntR and Zur, and tryptophan to
TyrR and TrpR. Thus, regulation by an effector does not
imply regulation by a specific TE. The initial Sequence
Ontology definition of regulons corresponded to that
of stimulons'®.

On the basis of the original definition, a regulator
entity should be either one regulator that can work
independently (with one or multiple TFRSs) or any col-
lection of regulators working in unity, such as complex
heteromultimeric proteins. Currently, RegulonDB has
documented 598 transcription units regulated by more
than one TERS; of these, 477 are regulated by different
TFs. These data motivate the expansion of our notion
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of a regulon to include groups of genes subject to mul-
tiple regulators. These regulators will not be acting in
unity but will support a complex multiple input-output
regulation. Such sets of multiple regulators may be, for
instance, TFs comprising TFRS modules anchored by a
proximal site or, alternatively, the set of TFs binding the
TFRS collection (FIG. 5). How these groupings will help
map mechanisms to physiology is an open question.

Regulated entity and regulated stage of gene expression.
The regulator, the regulated entity and the level at which
gene expression is regulated are interdependent features.
The concentration of the products of genes that are tran-
scriptionally coordinated may be uneven'®, implying
that the mapping of transcription units to translation
units is complex. Most regulatory RNAs regulate gene
expression post-transcriptionally by base-pairing with
mRNA. Thus, if the regulon definition is such that it
includes RNAs as regulator entities, then the regulated
entities should include transcription units and the
transcribed coding sequences.

Proposed definition for regulons. In general, units of
gene expression are defined as transcription units or
transcribed coding sequences. A regulon is a set of units
of gene expression directly regulated by a common set
of one or more common regulatory gene products.
A simple regulon is a regulon defined by considering
one regulatory gene product, and a complex regulon
is one defined by considering the units of expression
regulated by a specified set of regulatory gene products.

Signal and effector

Effectors were originally defined as compounds that
bind specifically and reversibly to an allosteric site on
a protein and bring about a discrete reversible altera-
tion of the protein’s molecular structure that modifies
its properties, changing one or several of its kinetic
parameters'**'¢.

It is more difficult to trace the classic definition of a
signal. As we want to define the term signal in the con-
text of gene regulation, one appropriate definition to
consider is a molecule originated from the environment
or produced by metabolism to which a cellular response
must be mounted'”’.

Difference between signal and effector. The concept of
signal operates at the physiological level, whereas the
effector is critical at the mechanistic level of gene expres-
sion. The signal is the starting point of an information
flux that will use a variety of reactions and mechanisms,
ultimately reaching the regulatory machinery of cells.
Effectors provide the necessary continuity to informa-
tion flux by binding to the regulator that modifies gene
expression (FIG. 7). Originally, effectors modulated pro-
tein activity. We propose to generalize the definition of
the targets of effectors to include all kinds of regulatory
gene products. Some mRNAs have motifs to which small
molecules bind in order to modify secondary structure,
thereby regulating gene expression'*.

In this flux, an effector action has been considered
a reversible allosteric transition that changes some

chemical (kinetic or affinity) parameter of a regulatory
molecule’. The effector concept must now be extended.
Reversibility and allosteric features are no longer neces-
sary; some effector-induced changes result in proteoly-
sis, such as for E. coli LexA'*>'"*"; and covalently attached
groups that irreversibly change TFs are also considered
as making a chemical change produced by effectors.
Phosphotriester and 6-O-methylguanine DNA lesions
irreversibly methylate Cys residues of Ada protein, a TF
that induces its own expression'”. Furthermore, the acti-
vation of this TF is not due to a conformational change
but to changes in the electrostatic repulsion between the
protein and the DNA'.

Signal and effector are not disjointed concepts. An
example that fits perfectly with the 1963 definition of
effector is that of an extracellular molecule that binds
to a transmembrane sensor that reversibly modifies its
conformation. This effector also acts as a signal, because
the conformational change of the transmembrane sen-
sor triggers an intracellular cascade of protein—protein
interactions — that is, the signal transduction pathway
— that ends in the activation or inactivation of a TF,
which will in turn repress or activate the transcription
of its target genes (FIC. 7).

What kinds of entities are signals, and which are
effectors?. Some signals are not material in nature.
Environmental changes are mostly complex and elicit
a plethora of changes in metabolic fluxes that gen-
erate internal signals in the form of changes in the
concentration and ratios of metabolites'”’.

We propose to extend Ptashne’s view, that any kind
of molecule can be an effector?, to include other kinds of
entities, such as temperature and light, as they can
induce conformational changes in DNA, in proteins and
in RNA, thereby regulating gene expression. It has been
proposed that changing from a cooler environment to a
warm host triggers virulence factors in bacteria'**-'*°. For
example, in S. Typhimurium, high temperature unfolds
the autorepressor TIpA, preventing dimerization'”'**.
TlpA monomers are unable to bind to DNA. High tem-
perature can directly melt mRNA-inhibitory structures
that prevent binding of the ribosome, thereby inducing
translation initiation'””'**. As RNA melting is a con-
formational change, temperature can play the role of
effector (for example, in the induction of the heat-shock
o factors rpoH of E. coli and prfA of L. monocytogenes'™).
An example of a transcriptional regulator that is acti-
vated by light is the antirepressor AppA of Rhodobacter
sphaeroides. Light sensed through the BLUF domain
of AppA causes reduction of the affinity for DNA of
the complex it forms with the repressor PpsR, thereby
regulating expression of photosynthetic genes'***".

To take into account non-material signals and
effectors, we make use of the conceptualization of
the Basic Formal Ontology (BFO), an upper-level,
domain-independent ontology that describes the most
general classes under which domain-specific classes
can be located. The BFO partitions reality into two gen-
eral classes: continuants and occurrents. A continuant
is defined as an entity that persists, endures or contin-
ues through time while maintaining its identity. It was

NATURE REVIEWS | GENETICS

65



EXPERT RECOMMENDATION

Transporter

!

Metabolite

i~ Information flux

lg

Cytoplasm
) Metabolite
—l Effector

Metabolite
VN DNA

—

/L RNA

/N

e’

Fig. 7 | Schematic of signal and effector. A cell reacting
to the environment is represented. The rectangle
represents the cell membrane, separating cytoplasm

and the environment. A signalis represented as an
environmental molecule (yellow bubble) that elicits

a cellular response. The environmental molecule is
introduced into the cell (light red oval) through a
membrane transporter (green) and transformed by an
enzyme (purple) into another molecule (orange oval) that
plays the role of effector, by binding a transcription factor
(TF; cyan square) and modifying its ability to recognize
its DNA-binding sites. The concept of genetic sensory
response units (GENSOR units) captures all the elements,
from the signal via the effector and regulation to the final
regulated gene products, as the response’®’ (for more
information see RegulonDB Gensor Unit Groups).

defined in contrast to occurrents, which are processes or
entities that occur in time™".

Proposed definitions for signals and effectors. Signals
and effectors are any kind of continuant, where a signal
is defined as a continuant that is the first step in a flow of
information that causes a change in gene expression. An
effector is defined as a continuant that produces a change
in a molecule and modifies its activity and/or specificity.
More precisely, we propose the definition that an effector
of a gene expression regulator is an effector that acts on
aregulatory component of a genetic switch.

Conclusions

Terms that historically made sense face limitations with
new discoveries. As a consequence, ambiguities in their
use emerge, requiring that concepts be revised and
refined as natural science progresses. Problems arise
when attempting to define classes of objects that include
all and only the intended objects, given the abundance

at all levels of unusual cases. Here, we have analysed the
adequacy of the properties used to define the elements
involved in bacterial transcription initiation, consider-
ing possible extreme cases and generalizing definitions
accordingly. We envision that an additional strategy to
resolve ambiguities will be to define terms that capture
the object’s most general behaviour and to allow any
member of a class to have a different role in specific cir-
cumstances. For example, RNAP can have a repressor
role at a convergent adjacent promoter®”.

The original concepts regarding sequence features
were defined in genetic or physiological terms. The dis-
covery of a functional sequence normally was followed
by its characterization. However, sequence motifs cannot
ensure the identity of a function and not all functional
sequences are motif compliant. Motifs are not obligatory
elements in the new definitions.

Deriving universally robust functional definitions of
sequences is complicated by the fact that evolution in
bacteria happens rapidly, and many of the revealed fea-
tures might serve no biological purpose. It is likely that
some features are just pawns in the evolution game, as
evidenced by the fact that nearly all DNA segments of a
bacterial genome can be transcribed™'”>7***%_ In fact, we
suggest that the arrangement of DNA elements and regu-
latory architectures in a bacterial genome derives from
the functional and anatomical properties of RNAPs, TFs
and NAPs, which are more conserved in evolution than
DNA regulatory sequences. After analysing the different
types of concept, we can grasp some common themes.
The distinction of functional versus spurious sequences
is suggested as a guiding principle to define the level of
signal versus noise at which some sequences are to be
classed as functional elements, and some are not. Thus,
promoters can be defined if their activity can be meas-
ured, even if they transcribe a non-functional transcript.
Similarly, when defining elements, a guiding principle
to considering two entities as separate is that the entities
are subject to different regulation. We have followed
this guidance in order to describe variable TSSs or TTSs
as one element, and to prefer modelling the same TSS
transcribed by different o factors as different promot-
ers. The same is true for the same binding-site sequence
being recognized by two different TFs. Certainly, dif-
ferential regulation has to be captured in any model of
gene regulation.

A recurrent theme is that overlapping of different
DNA elements does not imply that these elements are a
single entity. For example, different promoters can over-
lap and can use the same TSS but different o factors;
similarly, activator and repressor sites can overlap a pro-
moter region. In this sense, the correspondence between
DNA and concepts is not a one-to-one relationship.

Overall, we have expanded a number of definitions
while trying to retain their essence. We are aware,
however, that different generalizations are feasible; for
instance, we here focused on transcriptional regulators
that are gene products, but they could be expanded
to include small ligands such as ppGpp, in order to
consider the ppGpp regulon.

The challenge in biology is that, experimentally, we
may understand a few cases but evolution enables a much
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larger combination of possibilities. Ideally, a corpus of
well-known cases would generate principles that would
predict the universe of all possible combinations. For
example, we can think of TFRS modules anchored at a
proximal site in 6"°-dependent promoters™'* as an initial
working hypothesis that restricts the range of possible
promoter architectures that can be validated, or corrected,

by bioengineering and synthetic approaches””. The chal-
lenge is to implement methods and strategies that will test
the validity of our current definitions, on the one hand,
and advance our quantitative and qualitative integrated
understanding of microbial gene regulation, on the other.
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Modelo ontoldgico parcial

Paralelamente al andlisis conceptual del dominio, se experimentd con la expresividad del
lenguaje ontologico OWL para representar la regulacion procaridtica con el propdsito especifico
de clasificar sistemas de genes en inducibles y reprimibles a partir de las interacciones
moleculares de regulacion directas. La ontologia resultante puede considerarse un primer esbozo
de una ontologia de aplicacion: no es una ontologia de referencia y no incluye las definiciones
propuestas finales. Esta ontologia se present6 en la 11* Conferencia Internacional sobre
Ingenieria del Conocimiento y Desarrollo de Ontologias y esta publicada en las actas del

congreso.
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Towards the Prokaryotic Regulation Ontology: An Ontological Model to
Infer Gene Regulation Physiology from Mechanisms in Bacteria

Citlalli Mej{a-Almonte®? and Julio Collado-Vides®®

Center for Genomic Science, UNAM, Av. Universidad, Cuernavaca, Mexico

Keywords: Formal Ontology, Domain Ontology, Gene Regulation, Bacteria.

Abstract: Here we present a formal ontological model that explicitly represents regulatory interactions among the main
objects involved in transcriptional regulation in bacteria. These formal relations allow the inference of gene
regulation physiology from gene regulation mechanisms. The automatically instantiated classes can be used
to assist in the mechanistic interpretation of gene expression experiments done at the physiological level, such
as RNA-seq. This is the first step to develop a more comprehensive ontology focused on prokaryotic gene
regulation. The ontology is available at https://github.com/prokaryotic-regulation-ontology

1 INTRODUCTION

Since the success shown by the Gene Ontology as
a controlled vocabulary, bio-ontologies are increas-
ingly important tools in bio-informatics. However,
little has been explored regarding formal ontological
representation in the domain of bacterial gene reg-
ulation. There are two granularity levels at which
gene regulation can be studied. At the physiological
level, transcript concentration or gene product activity
is directly measured under some condition, normally
adding or depleting certain chemicals to growth me-
dia (Burstein et al., 1965). At the mechanistic level,
the effect of specific mutations on gene expression is
studied to discover the precise regulators involved in
some system (Ptashne, 1967). At this level, the most
studied mechanisms are those of transcription initia-
tion mediated by transcription factors. These proteins
can adjust gene expression to environmental require-
ments using their two main functional domains: the
effector-binding domain that senses the environmen-
tal signal and the DNA binding domain. Transcription
factors bind to DNA in sites called transcription factor
binding sites, thereby increasing or decreasing the ac-
tivity of a promoter. Promoters are the DNA regions
where transcription of transcription units (TUs) be-
gins; TUs in turn contain one or more genes. There-
fore, the expression of a TU is regulated by regula-
tion of the promoter activity. Here, we develop an
ontological model that can infer the physiology from

https://orcid.org/0000-0002-0142-5591
5@ https://orcid.org/0000-0001-8780-7664

Mejia-Almonte, C. and Collado-Vides, J.

mechanisms of gene regulation.

The result of transcriptome analysis are sets of
genes that are either underexpressed or overexpressed
under a given condition, including the addition of
chemicals to growth media. The observation of un-
derexpression corresponds to the observation of gene
inhibition, whereas the observation of overexpres-
sion corresponds to the observation of gene induc-
tion. This means that transcriptome analysis gives us
physiological insights, rather than mechanistic ones.
The model presented here, automatically instantiates
sets of genes that are induced or repressed by some
molecule based on the mechanisms of induction or re-
pression. The final terms will encode both the physi-
ology and the mechanisms of gene regulation (see be-
low). Thus, this ontology can help in the mechanistic
interpretation of gene expression experiments that are
done at the physiological level, such as transcriptome
analysis.

No ontology explicitly states the aim of mod-
eling gene regulation in the obo-foundry reposi-
tory (Smith et al., 2007); whereas a search in bio-
portal (Noy et al., 2009; Noy et al., 2001) only re-
trieves the Gene Regulation Ontology (GRO) (Beis-
swanger et al., 2008). This ontology includes object
properties to define agents and patients of regulation,
but it focuses on the mechanistic description of gene
regulation and it does not distinguishes the two granu-
larity levels of gene regulation described in this paper.
Thus, here we develop an ontology to represent both
mechanisms and physiology of gene regulation, the
later inferred from the former.
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2 DEVELOPMENT PROCESS

We are using top-down ontology development ap-
proach (Noy et al., 2001). First, we included the most
general and important entities involved in regulation
of transcription initiation: transcription factor, tran-
scription factor binding site, promoter, transcription
unit, effector, etc. Second, we included the corre-
sponding biological relations among them. Third, we
created the classes that will be automatically instan-
tiated: TF bound to the DNA and regulated system.
Fourth, we formally defined these classes taking ad-
vantage of the biologically relations included in the
second step (figure 2). Lastly, most specific terms
have to be generated for each specific TF, TU, pro-
moter, etc. along with their relations. The model will
automatically classify these specific entities into the
defined classes (see glycolate example). RegulonDB
can be used to instantiate the ontology with knowl-
edge about Escherichia coli K-12 (Santos-Zavaleta
etal., 2018).

We are following the OBO-foundry princi-
ples. For this, we are taking advantage of the
OBO tools ROBOT (Overton et al., 2015) and
the Ontology Development Kit (https://github.com/
INCATools/ontology-development-kit). The first one
is mainly used to extract terms and modules from ex-
isting ontologies, while the later is designed for stan-
dardized ontology documentation and release of OBO
ontologies, taking care of quality control issues. We
are using the Basic Formal Ontology as upper-level
ontology. So far, we have reused terms from six OBO-
foundry ontologies: CHEBI, GO, MSO, NCIT, OGG,
and SO (Ashburner et al., 2000; de Matos et al., 2010;
Mungall et al., 2011; Sioutos et al., 2007; He et al.,
2014) The creation of new classes and axioms was
done using Protégé version 5.5. (Musen et al., 2015)

3 MODEL DESCRIPTION

In this paper, classes are written in italics and object
properties are written in bold face. Hierarchy is rep-
resented as indentation of bulleted lists.

3.1 An n-ary Relation to Represent the
Central Transcriptional Regulatory
Interaction

Figure 1 depicts the main elements involved in tran-
scriptional regulation along with the relations that
exist among them. These were ontologically repre-
sented as follows. Transcription factor (TF), TF bind-
ing site (TFBS), effector, and functional conformation

496

classes were created. Then, an n-ary relation design
pattern was used to link these four elements (Noy and
Rector, 2004). TF bound to TFBS class was cre-
ated with four properties: has binding transcription
factor, has target TFBS, is realized in functional
conformation, and has effector (Figure 1).

3.2 A Property Chain to Infer
Regulation from Anatomy

Figure 1 also depicts how the two key relations that
distinguish physiology from mechanisms of transcrip-
tional regulation were ontologically represented. The
mechanistic level describes the direct effect that a TF
bound to a TFBS has over its cognate promoter, while
the physiological level describes the effect that the
environmental condition (in our current model repre-
sented by the effector molecule) has over the expres-
sion of genes in a transcription unit. Promoter and
transcription unit classes were created. Then tran-
scription unit was related with promoter using the
property is transcribed from, whereas promoter was
related to the class TF bound to TFBS with the prop-
erty has activity regulated by. The has expression
regulated by property was created along with the fol-
lowing rule chain expressed in functional syntax (Fig-
ure 1) (Hitzler et al., 2009):
SubObjectPropertyOf (

ObjectPropertyChain( :is transcribed from

:has activity regulated by )

rhas expression regulated by

)

This rule chain represents the fact that if a TU is
transcribed from a promoter, and this promoter has its
activity regulated by a TF bound to a TFBS, then this
TF bound to a TFBS regulates the expression of the
TU.

3.3 Automatic Classification of
Regulated Systems

At the physiological level, there are only two possi-
bilities: induction or inhibition of gene expression.
At the mechanistic level, there are four possibilities.
Transcription factors bind to their cognate TFBSs and
regulate transcription only when they are in func-
tional conformation. Induction can be achieved by
activation when the binding of the effector activates
a transcription factor that increases the expression of
a TU (active conformation of TF is holo), or by de-
repression when the binding of the effector deacti-
vates a transcription factor that decreases the expres-
sion of a TU (active conformation of TF is apo). In-
hibition can be achieved by repression when the bind-
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Figure 1: An n-ary relation and a property chain to represent the central regulatory interaction.

ing of the effector activates a transcription factor that
decreases the expression of a TU (active conforma-
tion is holo), or by de-activation when the binding of
the effector deactivates a transcription factor that in-
creases the expression of a TU (active conformation
is apo) (Balderas-Martinez et al., 2013). All of these
cases describe the physiological response to the ap-
pearance of the effector. The disappearance of the ef-
fector reverses the response. We will treat these cases
later.

Therefore, to automatically classify TUs that are
induced or inhibited by an effector we have have cre-
ated the following subclasses of TF bound to TFBS
(Figure 2). Equivalent class axioms are shown.

e TF bound to TFBS in apo conformation is real-
ized in functional conformation some apo func-
tional conformation of TF

— TF-glycolate active in apo has effector some
glycolate

e TF bound to TFBS in holo conformation is real-
ized in functional conformation some holo func-
tional conformation of TF

— TF-glycolate active in holo has effector some
glycolate

The classes inducible system and inhibitable sys-
tem were created with the following subclasses.
Equivalent class axioms are shown.

e System induced by activation has expression in-
creased by some transcription factor bound to
TFBS in holo conformation

— System induced by activation by glycolate has
expression increased by some TF-glycolate
active in holo

o System induced by derepression has expression
decreased by some transcription factor bound to
TFBS in apo conformation

— System induced by derepression by glyco-
late has expression decreased by some TF-
glycolate active in apo

System inhibited by repression has expression de-
creased by some transcription factor bound to
TFBS in holo conformation

— System inhibited by repression by glycolate has

expression decreased by some TF-glycolate
active in holo
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Figure 2: Defined classes to infer physiology from mechanisms. The outer circles represent the most general classes and
inner ovals more specific classes. On the left, the hierarchy of the molecular complex TF-TFBS-effector classes is shown.
In the text, the most specific classes are named TF-glycolate active in holo and TF-glycolate active in apo; in the figure, the
terms were shortened as TF-gly due to space issues. These classes are automatically instantiated due to the n-ary relation
shown in Figure 1. On the right, the hierarchy of effector-induced or effector-repressed systems are shown. The terms were
shortened due to space issues: activation is short for system induced by activation, derepression is short for system induced
by derepression, deactivation is short for system inhibited by deactivation, and repression is short for system inhibited by
repression, whereas gly is short for system induced by activation by glycolate, system induced by derepression by glycolate,
system inhibited by deactivation by glycolate, and system inhibited by repression by glycolate, depending on the superclass.
These classes can be automatically instantiated due to the property chain shown in Figure 1.
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DISCUSION

Idoneidad del método de falsificacion
Algunas caracteristicas no se pueden seleccionar contradiciendo su necesidad o suficiencia, sino
que requieren la estandarizacion prescriptiva. En los siguientes casos no se pudo analizar la

necesidad y la suficiencia para determinar si la caracteristica era definitiva.

Invariablemente las definiciones de promotor recuperadas de la literatura requieren que sea un sitio
de unién de la polimerasa, lo cual nos indica que es una condicién necesaria. Sin embargo en
ninguna de estas definiciones se reconoce la variedad de holoenzimas dependiendo del factor
sigma, ni se especifica la cardinalidad de la relacion entre el promotor y las variedades de
holoenzima. Recientemente se han encontrado que transcritos que inician en precisamente el
mismo sitio son generados por mas de una factor sigma. Al no haber una especificacion previa de
esta caracteristica no podiamos falsificarla, sino que tuvimos que tomar una decision con base en
otros criterios. En este caso decidimos que la relacion promotor-factor sigma debe ser uno a uno,
dado que estructuralmente, las holoenzimas deben interactuar con diferentes subsitios del

promotor, ademds de que el promotor puede estar sujeto a mecanismos de regulacion distintos.

(Los factores de transcripcion (TF por transcripcion factor) son proteinas, productos génicos o
cualquier molécula? ;Actlian en el inicio, la elongacidn, la terminacién de la transcripcion o en

todo el ciclo? ;Es necesario que se unan al ADN? ;(Es suficiente que se una al ADN?

Las definiciones de TF varian en el tipo de entidad considerada como TF: proteina (en la mayoria

de los casos), producto génico o cualquier entidad. Existen reguladores transcripcionales que son
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ARN, proteinas y moléculas pequefias y se ha usado el término factor de transcripcion para
referirse a tales reguladores. Ninguna definicion especifica a qué nivel de la transcripcion debe
actuar un TF y hay reguladores de todos los niveles. Todas especifican que se debe unir a ADN;
ademas, Gene Ontology!” especifica que debe reconocer un motivo, lo cual significa que su
especificidad debe estar dada por el ADN. Pero existen proteinas que se unen a la holoenzima y
son consideradas TF por algiin autor (CarD). Si tomamos diferentes combinaciones de estas
caracteristicas, seguramente cada clase definida por una combinacion de caracteristicas no estara
vacia. En otras palabras si definimos la clase TF con las caracteristicas mas generales: cualquier
entidad, a cualquier nivel de la transcripcion que interactie con cualquiera de los componentes
moleculares basicos de la transcripcion, podriamos tener instancias que son proteinas que se unen
a ADN y que regulan la elongaciéon, ARN pequefios que se unen a ADN y que regulan la
terminacion, moléculas pequeiias que se unen a ADN y que regulan el inicio de la transcripcion,
etc. En este caso podriamos haber falsificado las caracteristicas mas especificas al encontrar una
instancia de un TF que funciona de otra manera y proponer la definicion mas general que incluiria
todo tipo de molécula actuando a cualquier nivel de la transcripcion mediante cualquier
mecanismo. Sin embargo, en este caso no usamos la falsificacion para derivar la definicion, sino
que nos apegamos a la idea que creemos que es la mas extendida: proteinas que se unen a ADN de
manera especifica y regulan el inicio de la transcripcion. Pero esto no es suficiente, dado que los
factores sigma también presentan estas caracteristicas. En esta caso lo que hicimos fue afiadir
caracteristicas para definir los factores sigma y decir que los TF no presentan estas caracteristicas

adicionales, para evitar que la clase factor sigma sea subclase de factor de transcripcion.
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La definicion de los extremos estructurales de las unidades de transcripcion (TU por transcription
unit) no se definieron mediante el método de falsificacion. Segun las definiciones recuperadas, hay
dos alternativas para definir los extremos de las TUs: 1) los pares de promotor y terminador, y 2)
los pares de sitio de inicio de la transcripcion (TSS por sus siglas en inglés) y sitio de terminacion
de la transcripcion (TTS por sus siglas en inglés). La existencia de transcritos que no se generan a

partir de un promotor!®!°

podria haber falsificado la necesidad de un promotor para la definicion
de TU. Sin embargo, consideramos necesario que la transcripcion de una TU debe iniciar en un
promotor y terminar en un terminador y excluir las regiones transcritas en ausencia de un promotor
(por el nucleo de la polimerasa sin factor sigma). Por otro lado, esté claro que también es necesario
que las TU incluyan los TSS y TTS. Por lo que un enfoque de falsificacion para la desambiguacion
de la definicién de esta entidad respecto a esta caracteristica no fue util. En lugar de eso,
propusimos por consenso de varios expertos, que los limites fisicos de las TU son los pares TSS-
TTS no espurios (que tienen un efecto en la regulacion), mientras que sus relaciones (necesarias)

con el promotor y el terminador son de regulacion, i.e., el promotor regula la seleccion del TSS y

el terminador regula la seleccion del TSS.

La distincion entre TU y operdon. La definicion mas general de ambos que se encontr6 en la
literatura es la de un conjunto de genes que se cotranscriben. Sin embargo, recientemente se han
encontrado transcritos sin funcion aparente?. El concepto de TU esta estrechamente relacionado
con el de transcrito e incluso también podria haber ambigiiedades entre ellos. Por consenso de
expertos proponemos que la TU es la region en el ADN equivalente a la del transcrito primario
generado a partir de un promotor. Entonces podemos falsificar la necesidad de contenido génico

para las TUs. Mientras que el concepto original de operdén siempre ha estado presente en la
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conciencia colectiva necesariamente como un conjunto de genes cuya expresion estd coordinada.
Por lo tanto, para desenredar las relaciones entre las definiciones de TU y operdn, primero se tuvo
que proponer una desambiguacion por consenso entre los conceptos de TU y transcrito y, con base
en esta, falsificar la necesidad de contenido génico de la TU, dejando asi la definicién de operon
en funcion de genes y la de TU en términos estructurales. Ademas, la definicién de operén se
extendié para poder considerar que varias TU que se sobrelapan forman un operoén, sin exigir

coregulacion ni cotranscripcion.

La definicion original de reguldon se especificaba en términos de una sustancia represora, la cual
podia consistir en varias entidades, pero cualquiera que sea su naturaleza actia de manera
unitaria?!. En este caso no falsificamos necesidad ni suficiencia, sino que, a la luz del conocimiento
nuevo proponemos por consenso del grupo de expertos precisar que si la entidad reguladora
compleja consiste en entidades que actian de manera unitaria como en una proteina
heteromultimérica entonces es un reguléon simple. Por otro lado, si la entidad compleja reguladora
no consiste en entidades actuando de manera unitaria, sino coordinada, como en el caso de
combinaciones de diferentes factores de transcripcion que se unen a distintos sitios que regulan a

un promotor, entonces es un regulén complejo.

Formalizacion de las definiciones en OWL

La jerarquia de tipos

Las ontologias serializadas en OWL estan constituidas por un esqueleto de relaciones «es subclase
de» (subClassOf en OWL, C en DL), también llamada jerarquia esUn (isA) o jerarquia de tipos.
Una clase A es subclase de una clase B si todos los elementos de A también son elementos de B.

Ademas de esta relacion basica, podemos afnadir cualesquier relaciones necesarias para vincular
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las clases representadas, es decir, para especificar las condiciones necesarias y suficientes (o solo

necesarias) de pertenencia a la clase.

No existe una forma tnica de modelar un dominio. La manera mas rapida de disefiar una ontologia
es pensando en una aplicacion especifica??. Sin embargo, queremos hacer una ontologia de
referencia, independiente de cualquier proposito especifico, por lo que nuestro objetivo es
desarrollar una ontologia completa y correcta. Noy y Mcguiness proponen tres enfoques para el

desarrollo de una ontologia:

1) de arriba hacia abajo: el proceso de desarrollo empieza con la definicion de los conceptos mas
generales del dominio y la subsecuente especializacion de esos conceptos;

2) de abajo hacia arriba: el proceso de desarrollo empieza con la definicion de las clases mas
especificas, las hojas de la jerarquia, seguida de la agrupacion de estas clases en conceptos cada
vez mas generales y

3) un proceso de desarrollo combinando ambos enfoques en el que primero se definen los

conceptos mas importantes del dominio y subsecuentemente se generalizan y especializan®?,

Las definiciones derivadas en este trabajo son la base para el desarrollo de la ontologia usando el

tercer enfoque y siguiendo las principios OBO mencionados en el marco conceptual.

Uno de los principios OBO indica que cada clase de la ontologia debe contar con definiciones

aristotélicas o género-diferencia de la forma: A es un tipo de B (genero) que tiene la propiedad
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distintiva C (diferencia). Definir de esta forma las clases ayuda a establecer la jerarquia. Por

ejemplo, en el articulo de Nature Reviews Genetics definimos los siguientes conceptos:

Producto génico regulador: producto génico que aumenta o disminuye la expresion de un
conjunto de genes especifico (incluidos los complejos de productos génicos como los TFs
heteromultiméricos como IFH de E. coli),

Proteina reguladora del inicio de la transcripcion de unién a ADN: proteina reguladora que se
une a secuencias especificas de ADN para regular el inicio de la transcripcion.

Factor de transcripcion: proteina reguladora del inicio de la transcripcion de uniéon a ADN que
se une cerca del promotor y afecta el inicio de la transcripcion desde ese promotor, pero no es
esencial para el inicio de la transcripcion.

Factor o: proteina reguladora del inicio de la transcripcion de uniéon a ADN que es parte de la
holoenzima de la ARN polimerasa (Ec) y es esencial para la iniciacion especifica de la
transcripcion.

Proteina reguladora del inicio de la transcripcién centrada en la E6?*: proteina reguladora de
la transcripcion que regula mediante su interaccion con Ec y cuya especificidad no estd

determinada directamente por el reconocimiento de secuencias de ADN.

De estas definiciones se puede derivar directamente la siguiente jerarquia de tipos, representada
de tal manera que la clase mas externa subsume a la clase sangrada.

Producto génico regulador
Proteina reguladora
Proteina reguladora del inicio de la transcripcién de union a ADN
Factor de transcripcion
Factor o
Proteina reguladora del inicio de la transcripcion centrada en Ec
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Podemos ver que esta jerarquia tiene huecos conceptuales evidentes. Podemos ver que las primeras
dos subclases de la proteina reguladora especializan a la misma de acuerdo con dos criterios: la
fase de regulacion y el mecanismo o interaccion molecular mediante el que regulan. Dado que
queremos tener una ontologia completa, tendremos que extender esta jerarquia de la siguiente

manera (el ejemplo es ilustrativo, mas no exhaustivo).

Producto génico regulador
Proteina reguladora
Proteina reguladora de la transcripcion
Proteina reguladora del inicio de la transcripcion
Proteina reguladora del inicio de la transcripcién de union a ADN
Factor de transcripcion
Factor o
Proteina reguladora del inicio de la transcripcion centrada en Ec
Proteina reguladora de la elongacion transcripcional
Proteina reguladora de la terminacion de la transcripcion
Proteina reguladora de la traduccion
ARN regulador

Hay que tener en cuenta que una clase debe ser subclase del género especificado en su definicion
textual, aunque €ste no constituye necesariamente la clase madre inmediata después de razonar la
ontologia**. Ademas, se recomienda que las definiciones l6gicas concuerden en sentido amplio
con las definiciones textuales [http://obofoundry.org/principles/fp-006-textual-definitions.html],
por lo que se tendrian que afiadir los simbolos de rol correspondientes (también llamados

relaciones o propiedades de objeto en OWL) a la ontologia. Por ejemplo, repasemos la definicion

de factor de transcripcion:
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Factor de transcripcion: proteina reguladora del inicio de la transcripcion de uniéon a ADN que
se une cerca del promotor y afecta el inicio de la transcripcion desde ese promotor y que no es

esencial para el inicio especifico de la transcripcion.

Para definir l6gicamente la clase factor de transcripcion tendriamos que especificar en un lenguaje
ontolédgico los simbolos de propiedad seUneA y regula, asi como la clase promotor y la clase inicio
de la transcripcion y establecer las relaciones apropiadas. En este caso, probablemente serd mejor
asociar la propiedad de proximidad al promotor a la clase sitio de union del factor de transcripcion.
También tenemos que definir las restricciones de cardinalidad de las relaciones. Lo més comun es
que las definiciones en lenguaje natural se traduzcan a restricciones existenciales (3 en DL,
someValuesFrom en OWL), i.e., existe al menos un miembro de la clase objeto con el que cada
miembro de la clase sujeto se relaciona mediante una propiedad dada. La definicion formal de TF

se veria de la siguiente manera:

factor de transcripcion = [proteina reguladora del inicio de la transcripcion de union a ADN

N 3seUneA.sitio de regulacion de factor de transcripcion]

A su vez, tendriamos:

sitio de union de factor de transcripcion = [region de ADN

M [3regula.promotor U Iregula.unidad de expresion genétical]

84



Hay que notar que representamos la parte de «afecta el inicio de la transcripcion» establecida en
la definicion textual diciendo que, para que una proteina se considere un TF, es necesario que se
conozca al menos un TFRS, que a su vez tendria una relacién directa con el promotor o con la
unidad de expresion regulada, asumiendo que esto implica que existe al menos un evento de
transcripcion en el que participa dicha proteina. Por otro lado al decir que el sitio de union es una

subclase de regién de ADN satisface la condicion de que se une a ADN de la definicion textual.

Definir el dmbito de la ontologia

Otro principio OBO especifica que la ontologia debe tener un d&mbito claramente especificado y
debe adherirse a ¢€l. El ambito de una ontologia es la extension del dominio o del contenido que
intenta cubrir. Esto evita el traslape de ontologias y la duplicacion de términos, facilita las
busquedas por parte de los usuarios de contenido especifico y permite la seleccion rapida de
ontologias de interés, al mismo tiempo de que permite la creacion de términos nuevos a través de

la combinacion de los términos existentes.

Esto significa que antes de empezar una ontologia de la regulacion genética bacteriana, debemos
estudiar las ontologias existentes para reusar los términos pertinentes. Seguiré desarrollando el
ejemplo de factor de transcripcidn para ilustrar la manera que propone la OBO foundry para reusar
e integrar las ontologias existentes. Las ontologias que actualmente contienen términos
relacionados con el concepto de factor de transcripcion son Gene Ontology (GO) y Protein
Ontology (PR). Nosotros propusimos la definicion de un concepto que incluye entidades
moleculares (proteinas) que tienen determinada funcién, mientras que GO proporciona términos y

definiciones para las funciones moleculares en si y PR para las proteinas de cualquier organismo.
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A continuacioén vemos segmentos de las jerarquias de GO y PR respectivamente relevantes para

el ejemplo que estamos desarrollando.
Gene Onotlogy

molecular function regulator
transcription regulator activity

RNA-binding transcription regulator activity

transcription antitermination factor activity, RNA binding

transcription antitermination factor activity, DNA binding

DNA-binding transcription factor activity
DNA-binding transcription factor activity, RNA polymerase II-specific
DNA-binding transcription activator activity
DNA-binding transcription repressor activity
ligand-activated transcription factor activity

transcription elongation regulator activity

sigma factor activity

anti-sigma factor antagonist activity

general transcription initiation factor activity

Protein ontology
amino acid chain
protein

integration host factor subunit alpha
integration host factor subunit alpha (Aeromonas hydrophila subsp. Hydrophila)
integration host factor subunit alpha (Escherichia coli K-12)
integration host factor subunit alpha (Pseudomonas syringae pv. tomato...)
integration host factor subunit alpha (Xanthomonas campestris pv. campestris)

integration host factor subunit beta

integration host factor subunit beta (Agrobacterium fabrum str. C58)
integration host factor subunit beta (Escherichia coli K-12)

Para cumplir el principio de definir términos nuevos con base en los términos que ya existen en
las ontologias OBO debemos encontrar la funcién molecular que sea equivalente a la definicion

que proponemos de TF. El concepto més parecido definido en GO es el siguiente:

DNA-binding transcription factor activity: Interacting selectively and non-covalently with a
specific double-stranded genomic DNA sequence (sometimes referred to as a motif) within the
regulatory region of a gene to modulate transcription. Regulatory regions include promoters

(proximal and distal) and enhancers. Genes are transcriptional units, and include bacterial operons.
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Suponiendo que la definicioén propuesta en GO efectivamente describe la funciéon molecular que
proponemos en nuestra definicion, la definicion formal de factor de transcripcion en la ontologia

de la regulacion seria:

Factor de transcripcion = [proteina M 3JtieneLaFuncionMolecular. DNA-binding transcription

factor activity]

Donde proteina es una clase definida en PR. Al importar un médulo de GO (los términos que
describen la actividad de regulacion genética) y un modulo de PR (los términos que describen
proteina bacterianas) y asociar a cada proteina de PR formalmente su respectivo término de GO
con el simbolo de relacion JtieneLaFuncionMolecular, podremos clasificar automaticamente los
TFs, es decir inferir la relacion subClassOf entre las proteinas pertinentes y la clase factor de

transcripcion.

Nuestra jerarquia de TFs podria incluso extenderse con criterios de clasificacion por especie, dado

que PR incluye esta informacion.

Creemos que las definicion de TF de GO es equivalentes a la que proponemos. Aunque GO impone
la restriccion de que la uniéon de un TF al ADN debe ser no covalente y la nuestra no, nuestra
definicion especifica que los TFs no son necesarios para el inicio de la transcripcion. Entonces,
proteinas como FimA y FimB se excluyen tanto en la definicion de GO como en la nuestra. Estas
proteinas se unen de manera especifica y covalente al ADN (no es TF segin GO) y afectan el

inicio de la transcripcion al invertir una region de ADN arriba del promotor de los genes
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involucrados en la formacion de las fimbrias, determinando asi si dichos genes se transcriben o
no?>26, Este tipo de regulacion es ON-OFF, es decir, este tipo de proteinas son necesarias para el
inicio de la transcripcion de las unidades de expresion que regulan, por lo tanto, no son TFs segun
nuestra definicion. Por otro lado, en la jerarquia de GO faltan términos para describir la actividad
molecular de, por ejemplo, los reguladores del inicio de la transcripcion que se unen a Ec en lugar

de a ADN o la actividad de regulador de la traduccion.

Entonces un paso previo a la definicion de la jerarquia, seria proponer las ediciones e inclusiones
correspondientes a GO o a cualquier ontologia existente cuyo ambito incluya entidades
involucradas en la regulacion. La razon de este principio OBO es que las ontologias existentes ya
se estan usando para anotar diferentes recursos (especialmente GO) y la duplicacion de conceptos
en diferentes ontologias locales es contrario al objetivo de unificacion de la biologia. Si una
primera aplicacion de una ontologia de referencia de la regulacion transcripcional de procariontes
es la alineacion de RegulonDB con el principio FAIR de interoperabilidad, es necesario usar los

términos de GO y de otras ontologias existentes para definir nuestras clases.

Una vez que definamos las entidades en términos de las ontologias ya existentes (o simplemente
importemos el término si ya estd definido en una ontologia existente), en la ontologia de la
regulacion podemos afiadir, ademads, las interacciones de regulacion entre entidades reguladoras y
reguladas como se muestra en el tercer articulo de la seccion de resultados y clasificar, por ejemplo
a las unidades de transcripcion y regulones como sistemas inducibles o reprimibles. Esta adicion
de relaciones seria la contribucion a la representacion explicita y estdndar de la biologia de la

regulacion bacteriana.
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Implementacion de las definiciones para verificar la consistencia logica del sistema de
definiciones

Ontolégicamente, en términos de definiciones formales, se habla de dos tipos de clases: primitivas
y definidas. Las clases primitivas son clases que sélo tienen condiciones necesarias especificadas,
mientras que las clases definidas tienen especificadas condiciones necesarias y suficientes. Los
razonadores solo pueden clasificar clases bajo las clases definidas?’. Las subclases de las

primitivas se afirman; las subclases de las clases definidas se infieren.

A continuacion hicimos una implementacion de las definiciones formales de todos los conceptos
definidos en este trabajo. El objetivo era ver si existe consistencia logica en el conjunto de
definiciones propuestas. La implementacion inicial parcial no revel6 inconsistencias logicas. Sin
embargo, en una ontologia de referencia de la regulacion, probablemente no serd necesario
implementar formalmente cada definicion propuesta, sino s6lo aquellas cuyas subclases puedan
ser calculadas automaticamente. En otras palabras, el razonamiento ontoldgico se usa para calcular

una polijerarquia a partir de una jerarquia simple.

A continuacién discutiré algunas preguntas y consideraciones que surgieron al tratar de definir

formalmente todos los conceptos analizados en este trabajo.

Aungque la definicion de unidad de transcripcion propuesta (TU) no depende del contenido génico,
tenemos que relacionar la clase TU con la clase gen porque la definicién propuesta de operdn es
un conjunto de genes cuya expresion esta coordinada al ser parte de una TU o de un conjunto de

TUs que se traslapan.
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El problema es que la condicion de contener genes no es necesaria en la definicién propuesta, ya
que consideramos que los segmentos de ADN que corresponden a transcritos primarios sin
contenido génico son TUs. Ademas, tampoco es necesario que los genes sean parte de una TU ya
que se ha definido un tipo de genes llamados genes fantasma que son regiones de ADN que alguna
vez se penso que eran genes, por ejemplo, porque un programa computacional para encontrar genes
lo identificé como tal, pero que actualmente se cree que no son genes funcionales, porque su
expresion nunca se ha observado. Este tipo de genes se mantienen en la bases de datos Ecocyc y
RegulonDB para mantener registro de su estado pasado comparado con su estado actual. Por lo
tanto, la relacion entre gen y TU no debe establecerse a nivel general, sino a nivel de genes y TU

especificos.

La definicion de sitio regulador de un factor de transcripcion propuesta es un sitio de union de
factor de transcripcion que efectivamente participa en algin evento de regulacion de la
transcripcion. En la definicion formal, la actividad reguladora del sitio se represent6 con la union
de dos alternativas: la regulacion de la actividad de un promotor o la regulacion de la expresion de
una unidad de expresion. La caracterizacion completa de un sistema de regulacion transcripcional
requiere saber el promotor involucrado, pero algunos experimentos reportan solamente la relacion

entre un TF y su sitio con la expresion de una TU o de un gen (ver mas abajo).

La definicion propuesta de efector es un continuo que produce un cambio en una molécula y
modifica su actividad y/o especificidad. Los continuos, segin se definen en Basic Formal
Ontology (BFO), son entidades que contintian o persisten a través del tiempo, incluidos (1) objetos

independientes (por ejemplo, cosas como tu y yo); (2) continuos dependientes, incluidas
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cualidades (como la temperatura o mi estatura) y funciones (como la funcion de un interruptor de
aprender y apagar la luz); y (3) las regiones espaciales que ocupan estas entidades en cualquier
momento. Tal vez sea mas facil entender la clase de los continuos como el complemento de la
clase de los ocurrentes, también llamados eventos o procesos, que ocurren o se desarrollan a lo
largo del tiempo!. Es decir los limites de una entidad tipo ocurrente estan definidos

temporalmente, mientras que los de una entidad tipo continuo no.

En el caso del concepto de efector surge el dilema de si es necesario representar el tipo de cambio
molecular del efector sobre una molécula o si simplemente afirmar que cierta entidad es un efector.
Creo que por simplicidad, dentro del &mbito de una ontologia de la regulacion genética, debemos

optar por la segunda opcion.

El concepto de efector tiene algo de representacion en una ontologia existente llamada Chemical
Entities of Biological Interest (CHEBI)?®. Esta ontologia incluye una clase llamada «efector»
definida como una molécula pequefia que aumenta (activador) o disminuye (inhibidor) la actividad
de una enzima (alostérica) al unirse al sitio de regulacién de la enzima (que es diferente del sitio
catalitico donde se une el sustrato). En dicha ontologia simplemente se relacionan algunas
moléculas (que son efectores de enzimas) mediante una relacion has_role con el término efector,

por ejemplo, acetil-CoA has_rol effector.

Sin embargo, nosotros proponemos una definicion de efector més general en el sentido de que la

molécula cuya actividad es modulada por el efector puede ser un regulador genético y proponemos
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un concepto especializado para referirnos a esta clase de efectores: efector del regulador de la

expresion génica.

Creo que es conveniente seguir la logica de CHEBI para representar a los efectores, pero de una
manera mas precisa: crear una clase efector, definida como un rol, y una clase entidad efectora,
definida como las entidades que tienen el rol de efector. Las jerarquias de estos términos se verian
algo asi:
Continuo
Rol
efector
Efector de regulador de la expresion génica
Efector de regulador de la expresion génica de E coli
Entidad efectora
Entidad efectora de regulador de la expresion génica
Entidad efectora de regulador de la expresion génica de E coli
De esta manera podemos importar un moédulo de CHEBI que incluya las moléculas que se sabe
que son efectores de reguladores de la expresion génica de E. coli curadas en RegulonDB,
asociarlas con el rol e inferir las subclases de entidad efectora. Asi tendremos un esqueleto de

primitivas que incluye dichas moléculas clasificadas por criterios quimicos y podremos inferir su

clasificacion por criterios funcionales.

Pero los efectores no s6lo son moléculas, la temperatura y la luz también son tipos de continuos

que pueden tener el rol de efector, por lo que habria que buscar dichas entidades en otras

ontologias, incluirlas en nuestra ontologia y relacionarlas con el rol de efector.
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El concepto de reguldn es un buen ejemplo de la utilidad de las clasificacion automatica y sirve
como ilustracion de un problema comun en el modelado ontolégico llamado sobrecarga de esUn.
esUn es otro simbolo de relacion usado para referirse a subClassOf o E o «tipo de». En breve, el
problema de sobrecarga de esUn se refiere a relacionar dos clases mediante la relacion subClassOf

cuando la clase hija realmente no es un tipo de la clase madre®.

En el caso de la clase regulon, la definicion es simple: conjunto de unidades de expresion reguladas
por un producto génico comun. Sin embargo, si especificamos la siguiente definiciéon en una

ontologia:

regulon de Lacl = unidad de expresion genética M JtieneExrpesionReguladaPor.Lacl

Y suponiendo que tenemos la jerarquia y las relaciones de regulacidon necesarias, es decir:

unidad de expresion genética
unidad de transcripcion
lacZYA
factor de transcripcion
Lacl
Donde:
LacZYA E “unidad de transcripcion” N JtieneExpresionReguladaPor.Lacl

se inferird la siguiente jerarquia de tipos:

regulon de Lacl
lacYZA
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Sin embargo, lacZY A es una unidad de transcripcion que por definicion no es un regulon. Esto no
quiere decir que la definicion de regulon no admita regulones que contengan una Unica unidad de
transcripcion o un Unico gen. Los regulones estdn definidos como conjuntos de unidades de
expresion y por el axioma de fundacion de la teoria de conjuntos de Zermelo-Fraenkel, un conjunto
que contiene un solo elemento no es igual a su elemento. Si denotamos a un conjunto listando sus
elementos entre corchetes, eso quiere decir que lacZYA # {lacZYA}. Extendamos el ejemplo
anterior, para ilustrar de manera practica este caso. Si incluimos al TF AlsR junto con las TUs que

regula, la jerarquia se veria asi:

unidad de expresion genética
unidad de transcripcion
lacZYA
alsRBACE 1
alsRBACE 2

rpiB

factor de transcripcion
Lacl
AlsR

Incluyendo las siguientes definiciones ademas de las previamente especificadas:

regulén de AlsR = unidad de expresion genética M JtieneExrpesionReguladaPor. AlsR
alsRBACE 1 E “unidad de transcripcion” M JtieneExrpesionReguladaPor.AlsR
alsRBACE 2 E “unidad de transcripcion” M JtieneExrpesionReguladaPor.AlsR

rpiB E “unidad de transcripcion” M JtieneExrpesionReguladaPor. AlsR

Infeririamos la siguiente jerarquia
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regulon de Lacl
lacYZA

regulon de AlsR
alsRBACE 1
alsRBACE 2

piB
Esta jerarquia no solo significa que lacZYA es un regulon de Lacl, sino también que cada TU
individual regulada por AlsR es un tipo de regulon de AlsR: alsSRBACE 1 es un regulon de AlsR,

alsRBACE 2 es un regulon de AlrsR, rpiB es un regulon de AlsR.

En realidad las unidades de transcripciéon son un miembros del regulon. Entonces, para calcular
automaticamente los miembros de un regulon a partir de las relaciones de regulacion lo adecuado

es definir la siguiente clases:

miembro de regulon de Lacl = unidad de expresion genética ItieneExrpesionReguladaPor.Lacl

miembro de regulon de AlsR = unidad de expresion genética ItieneExrpesionReguladaPor.AlsR

Para inferir correctamente la siguiente jerarquia de tipos:

miembro del regulon de Lacl
lacYZA

miembro del regulon de AlsR
alsRBACE 1
alsRBACE 2

piB
Este caso ilustra la utilidad del razonamiento automatico en el mantenimiento de la ontologia:
basta afirmar las interacciones de regulacion y el conocimiento adicional que se deriva de dichas

relaciones se calcula automaticamente. Si se descubriera que Lacl regula otra unidad de
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transcripcion, solo hay que establecer la relacion de regulacion entre Lacl y la nueva unidad de
transcripcion, y los miembros del regulon se calculan automaticamente. Esto es util en la consulta

y visualizacion de los regulones a través de la ontologia.

Necesidad de una nomenclatura

Dijimos previamente que una ontologia de referencia debe ser completa y correcta. Para la
completitud de la ontologia serd necesario establecer una nomenclatura para las clases que
representen entidades reguladoras y reguladas especificas, con nombres que sean facilmente
interpretados por humanos. Algunas de estas entidades ya estan representadas en otras ontologias.
Por ejemplo, Ontology of Genes and Genomes*® (OGG) ya incluye los ~4,500 genes de E. coli y
Protein Ontology®' (PR), las proteinas. Por otro lado, RegulonDB, ya ha adoptado ciertas
convenciones, por ejemplo, para la nomenclatura de promotores, pero para otras no. RegulonDB
representa los sitios reguladores de los TF solamente con el identificador alfanumérico unico de la
base de datos, mientras que la nomenclatura de operones es ambigua con respecto a la usada para

unidades de transcripcion.

. Qué beneficios hay en compartir conceptualizaciones?

Las ontologias se usan para mejorar la interoperabilidad entre diferentes bases de datos. Proponer
términos preferidos evita el uso de diferentes sindnimos para anotar entidades en diferentes bases
de datos, lo que facilita el tratamiento automatico de informacidon proveniente de diferentes

fuentes.

Que los términos preferidos vayan acompanados con definiciones precisas es de suma importancia

para reducir la variabilidad entre anotadores y para el uso adecuado de los datos. Un ejemplo de
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confusion de uso de datos se encuentra en la referencia *2. En los métodos de dicho articulo se lee:
para este estudio unificamos las interacciones de diferentes promotores del mismo operon. En este
caso, el usuario de la base de datos uso el concepto de operdn definido como un conjunto de genes
cotranscritos y coregulados, mientras que la base de datos contiene operones con promotores
internos diferencialmente regulados. Como mostramos en el articulo de redefinicién de conceptos,
las interacciones de promotores de un mismo operén no pueden unificarse, dado que cada promotor
puede regular diferencialmente distintos subconjuntos de genes del operon. El usuario de los datos
tenia una conceptualizacion distinta a la representada en la base de datos y esto puede haber tenido

un efecto en las conclusiones que derivo usando los datos bajo suposiciones erroneas.

Cambios en RegulonDB y EcoCyc motivados por las nuevas definiciones

Se esté trabajando en RegulonDB y EcoCyc para que cumpla con las definiciones propuestas en
este trabajo. A continuacion presento, por concepto, los cambios necesarios e indico los casos que

ya se implementaron.

Promotor

Se implementaron cambios para hacer consistente la relacion uno a uno de promotor con factor
sigma en la version actual de EcoCyc. Previo a este trabajo, esta relacion se introducia en la base
de datos segun lo reportado en el articulo del que se extraia dicha relacion, por lo que existian
promotores a los que se asignaba mas de un factor sigma y secuencias duplicadas que se registraban

como distintos promotores dado que son reconocidas por mas de un factor sigma.

Factor de transcripcion

En RegulonDB actualmente existen s6lo dos tipos de reguladores TFs y smallRNAs. El cambio

necesario para que refleje lo propuesto en el articulo seria modificar el esquema para que admita
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todo tipo de reguladores y no s6lo TFs y sRNAs. Una opcion es crear una tabla para todos los
reguladores con un atributo llamada tipo de regulador y usar los términos de la jerarquia de
regulador. Ontologicamente, podemos crear una superclase de «producto génico regulador»

llamada «regulador» que incluya también moléculas pequefias.

Sitio de unién del factor de transcripcion

Se esta adaptando la base de datos para incluir informacion derivada de experimentos de alto
rendimiento. Para incluir datos derivados de Chip-Seq, se esta haciendo la distincion entre sitios

de uniodn vy sitios de regulacion de los factores de transcripcion.

Frases o médulos de TFRS

Sera necesario hacer la distincion entre frases homotipicas y heterotipicas.

Unidad de transcripcion

Actualmente, una TU puede tener asociado mas de un terminador. Se debe adaptar de tal manera
que una TU soélo tenga asociados un promotor y un terminador; la relacioén inversa puede ser
multiple, es decir un promotor puede estar relacionado con mas de una TU y lo mismo para un

terminador.

Operon

La definicion propuesta de operon describe las entidades que ya estan representadas en
RegulonDB. Sélo habria que hacer la distincidon entre operones simples y complejos, y entre

operones complejos hacer la distincion entre corregulados y los no corregulados.
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Regulon

Actualmente en RegulonDB, los regulones simples se definen como los genes regulados por uno
y solo un TF, lo que significaria que si un gen esta regulado por mas de un TF, no seria parte de
un regulon simple. La nueva propuesta es que el reguloén simple son todos los genes regulados por

un TF sin importar si estan regulados por mas de uno.

Por otro lado, RegulonDB define regulones de ppGpp y en el articulo de redefinicion de conceptos
decimos que los regulones estan definidos por productos génicos reguladores. En la ontologia
podriamos generalizar la definicion propuesta en el articulo, diciendo que los regulones pueden
estar definidos por cualquier tipo de regulador trans. Quedaria pendiente definir qué clase de
moléculas pequenas definen un regulén o las condiciones en que una molécula pequefia define un

regulon.

Finalmente, en RegulonDB, actualmente los regulones se definen en términos de genes o de
operones. Sin embargo los regulones no deben definirse en términos de operones porque los
operones son conjuntos de TUs que podrian estar reguladas diferencialmente. Por esta razon, en el
articulos los definimos en términos de unidades de expresion, i. e., unidades de transcripcion y

genes.

Efector

Actualmente solo existen efectores que son moléculas en RegulonDB y la definicion propuesta
incluye todo tipo de continuos, como concentraciones relativas de metabolitos, luz y temperatura.
Esta extension de la definicion no parece implicar un cambio en el esquema, solo se tendrian que

usar los términos como atributos para describir el tipo de efector.
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Por otro lado, RegulonDB actualmente considera que los grupos funcionales (fostato, metilo) con
que se modifican covalentemente algunos TFs son efectores. Sin embargo, nosotros proponemos
que la modificacion covalente es un tipo de cambio ocasionado por un efector. En estos casos el
efector seria la molécula que ocasiona la fosforilacion o la metilacion. Por ejemplo en el caso de
los sistemas de dos componentes, la quinasa seria el efector del regulador de respuesta, mientras
que la fosforilacion resultante es el cambio quimico que aumenta o disminuye la actividad
reguladora del TF. Este cambio implicaria la curacion de los efectores que actualmente tienen el

atributo de tipo de interaccion covalente.

Sefal

Actualmente RegulonDB no tiene sefiales compiladas, por lo que se tendrian que curar de novo.
Para la curacion serd necesario definir de manera mas precisa la definicion propuesta en este
trabajo de lo que es una sefial interna. En este trabajo definimos sefial como el primer paso en un
flujo de informacion que ocasiona un cambio en la expresion genética, pero no precisamos lo que
es un primer paso en un flujo de informacién dentro de la célula. Si lo pensamos como una
molécula producto del metabolismo, es facil imaginar que la red de interacciones metabdlicas esta

muy conectada, lo cual dificulta la deteccion de los primeros pasos en un flujo de informacion.

Caracterizacion incompleta de las entidades

En este trabajo se especifican las propiedades necesarias y suficientes para definir las entidades
fundamentales involucradas en el inicio de la transcripcion genética. Sin embargo, muchas veces
conocer cada una de estas propiedades requiere més de un experimento. En otras palabras, muchas

veces un experimento identifica una sola propiedad y, como consecuencia, existen piezas «sueltas»
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de conocimiento. La red de regulaciéon completa se reconstruye integrando varias fuentes de

informacién.

A continuacidn se analiza como las definiciones derivadas de este trabajo se pueden desglosar en
términos de las piezas de informacion que hay actualmente en RegulonDB y de las caracteristicas
que pueden faltar y que pueden quedar desconectadas dependiendo del tipo de evidencia. Para los
conceptos de promotor, sitio de regulacion del factor de transcripcion y unidad de transcripcion se
presentan tablas que representan diferentes combinaciones de presencia y ausencia de las piezas
de informacion: el numero 1 represente presencia y el 0 ausencia. De todas las combinaciones
posibles de dichas piezas de informacidn, solo se incluyen las que existen en RegulonDB. Y para
cada combinacion de piezas de informacion se presenta una lista de evidencias que respaldan la
inclusion de la entidad con ese grado de caracterizacion en RegulonDB. Es decir, las evidencias

listadas estan asociadas al promotor, al sitio o la TU, excepto que se indique otra cosa.

Es importante notar que RegulonDB incluye una entidad llamada regulatory interaction (RI), ya
que se mencionara en el analisis de los conceptos. Esta entidad es la combinacion un TFBS, un TF
en su conformacion activa y el promotor regulado. También tiene una entidad llamada TF-gene

interaction que es la combinacion de un TF un TFBS y un gene regulado.

Promotor

Es un sitio de reconocimiento de la polimerasa especifico para un factor sigma desde el que se
inicia la transcripcion. El hecho de que es un sitio de reconocimiento de la polimerasa podria
desglosarse en dos datos recopilados por RegulonDB: una holoenzima con un factor sigma

especifico que se une en una posicion del genoma y/o que regula la expresion de una entidad; y
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por los motivos de reconocimiento (aunque en el articulo discutimos que los motivos no son
condicion necesaria ni suficiente, es informacion que recopila RegulonDB). Por otro lado, el hecho
de que una secuencia inicia la transcripcion puede desglosarse en dos piezas de informacion
recopiladas en la base de datos: los sitios de inicio de la transcripcion y la existencia de una unidad
de transcripcion asociada al promotor. En la tabla 1 estdn las combinaciones de piezas de
informacion de promotores parcialmente caracterizados que contiene actualmente la base de datos

junto con las evidencias que detectan promotores con esos grados de caracterizacion.

TSS o6 motivos TU Evidencia

1 0 0 0 RNA-seq using two enrichment strategies for primary
transcripts and consistent biological replicates

1 1 1 0 . Automated inference of promoter position

. High-throughput transcription initiation mapping

. Human inference of promoter position

. Inferred computationally without human oversight

. Inferred from expression pattern

. RNA-seq using two enrichment strategies for primary transcripts and consistent
biological replicates

. Transcription initiation mapping

1 0 1 1 . Traceable author statement

. High-throughput transcription initiation mapping

. Inferred from mutant phenotype

. Human inference of promoter position

. Transcription initiation mapping

. RNA-seq using two enrichment strategies for primary transcripts and consistent
biological replicates

. Mapping of signal intensities

0 1 0 1 . Non-traceable author statement

. Traceable author statement to experimental support
. Traceable author statement

. RNA polymerase footprinting

. Inferred from direct assay

. Human inference of promoter position

. Inferred from mutant phenotype

. Transcription initiation mapping

. Automated inference of promoter position
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. Inferred from expression pattern

0 1 0 0 . ChlP-seq
Tabla 1 Promotores parcialmente caracterizados. Cada renglon especifica una posible combinacion de piezas que caracteriza a
algunos promotores contenidos en RegulonDB.

Como se puede ver en el primer renglon de la tabla, existen metodologias que encuentran sitios de
inicio de la transcripcion sin experimentos de unidn de la polimerasa. Estos experimentos se basan
en encontrar y enriquecer transcritos primarios y usar la retrotranscriptasa para determinar el
extremo 5°. Actualmente RegulonDB considera estos sitios como promotores. Sin embargo, como
discutimos en el articulo de redefinicion de conceptos, se ha observado in vitro que el nucleo de la
polimerasa puede generar transcritos. Se sabe que los transcritos generados por el nucleo de la
polimerasa también tienen el extremo 5’ trifosfatado®®, pero también se ha calculado que la
concentracion del factor 67° es mayor a la del nucleo (core) de la polimerasa y que el nucleo de la
polimerasa se une mas firmemente al factor ¢ que a segmentos aleatorios del ADN por lo que los
ntcleos de la polimerasa libre se unen preferencialmente al factor 6’ REF 3%, Entonces, ;s posible
ignorar la transcripcion no especifica de la polimerasa nucleo in vivo? De no ser asi, no todos los
sitios de inicio de la transcripcion son parte de un promotor y deberian representarse como parte

del transcrito o como entidades independientes.

Por otro lado, experimentos como Chip-Seq pueden encontrar sitios de union de la holoenzima
especificos para un factor sigma, pero, sin una evidencia de inicio de la transcripcion, estos sitios

solo pueden considerarse sitios de union de la polimerasa y no promotores.

Ademas, experimentos de fusion con genes reporteros pueden demostrar que determinada
secuencia tiene las dos propiedades necesarias y suficientes de un promotor sin identificar el sitio

real del inicio de la transcripcion. En este caso, tendriamos un promotor parcialmente caracterizado
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al que probablemente tendriamos problemas para nombrar, si no sabemos el nombre su gen mas

cercano. Otra forma de encontrar promotores sin identificar el sitio de inicio de la transcripcion es

por medio de mutaciones que alteren la expresion de las unidades de expresion, por lo que

podriamos tener una relacion directa entre el promotor y la TU o el gen que transcribe, sin saber

el sitio de inicio de la transcripcion.

Sitio regulador del factor de transcripcion

La definicién propuesta en este trabajo para TFRS es sitio reconocido por un TF que tiene un

efecto en la expresion de una TU. Los datos de RegulonDB desglosarian esta definicion de la

siguiente manera. Para que sea un sitio, debe haber una posicion; el efecto en la expresion puede

estar evidenciado por el conocimiento de su entidad regulada y el efecto que tiene sobre la entidad

regulada. La entidad regulada puede ser un promotor, un gen o una TU.

Posicion/ TF Efecto Promotor

secuencia

Combinaciones de evidencias para diferentes grados de

regulado

caracterizacion
[A person inferred or reviewed a computer inference of sequence

function based on similarity to a consensus sequence, Automated
inference based on similarity to consensus sequences, Gene expression
analysis]

[A person inferred or reviewed a computer inference of sequence
function based on similarity to a consensus sequence, Binding of purified
proteins]

[A person inferred or reviewed a computer inference of sequence
function based on similarity to a consensus sequence, Binding of purified
proteins, Gene expression analysis]

[A person inferred or reviewed a computer inference of sequence
function based on similarity to a consensus sequence, Binding of purified
proteins, Gene expression analysis, Site mutation]

[Automated inference based on similarity to consensus sequences']
[Binding of purified proteins, Gene expression analysis]

(La evidencia es de la Rl y no hay evidencia para estos sitios)

Computational prediction
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. [A person inferred or reviewed a computer inference of sequence function
based on similarity to a consensus sequence, Binding of purified proteins],

. [A person inferred or reviewed a computer inference of sequence function
based on similarity to a consensus sequence, Binding of purified proteins, Gene
expression analysis'],

. [A person inferred or reviewed a computer inference of sequence function
based on similarity to a consensus sequence, Gene expression analysis'],

. [Automated inference based on similarity to consensus sequences, Binding of
purified proteins, Gene expression analysis],

. [Automated inference based on similarity to consensus sequences, Gene
expression analysis],

. [Automated inference based on similarity to consensus sequences, Gene
expression analysis, Inferred from mutant phenotype],

. [Binding of cellular extracts, Binding of purified proteins, Gene expression
analysis],

. [Binding of cellular extracts, Gene expression analysis],

. [Binding of cellular extracts, Non-traceable author statement],

. [Binding of purified proteins, Gene expression analysis],

. [Binding of purified proteins, Gene expression analysis, Inferred from genetic
interaction],

. [Binding of purified proteins, Gene expression analysis,

. cross validation (GEA/GS)',

. genomic SELEX],

. [Binding of purified proteins, Inferred from direct assay],

. [Gene expression analysis, Inferred computationally without human
oversight],

. [Gene expression analysis, Inferred from expression pattern],

. [Gene expression analysis, Inferred from mutant phenotype],

. [Gene expression analysis, Site mutation],

. [Gene expression analysis, Traceable author statement],

. [Gene expression analysis, cross validation(GEA/GS), genomic SELEX]

(Las evidencias son de la Rl y no hay evidencia para estos sitios)

Posicion/

efecto

Gen

. [Gene expression analysis, Binding of purified proteins]

(La evidencia es de la Rl y no hay evidencia para estos sitios)

Combinaciones de evidencias para diferentes grados de

secuencia

regulado

caracterizacion
. [A person inferred or reviewed a computer inference of sequence

function based on similarity to a consensus sequence, Gene expression
analysis]

. [Automated inference based on similarity to consensus sequences, Gene
expression analysis]

. [Binding of purified proteins]

. [Binding of purified proteins, Gene expression analysis]
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. [Binding of purified proteins, Gene expression analysis, Inferred from
Biological aspect from Ancestor]

. [Binding of purified proteins, Gene expression analysis, Inferred from
genetic interaction]

. [Binding of purified proteins, Gene expression analysis, genomic SELEX]

. [Gene expression analysis]

0 1 0 1 . Automated inference based on similarity to consensus sequences

Tabla 2. Sitios de regulacion de factor de transcripcion parcialmente caracterizados. Cada renglon especifica una posible
combinacion de piezas que caracteriza a algunos TFRS contenidos en RegulonDB junto con la combinacion de evidencias que
respaldan cada grado de caracterizacion.

Factor de transcripcion

La definicion propuesta de factor de transcripcion es una proteina que se une a ADN para regular
promotores especificos. La especificidad estd dada por el reconocimiento de secuencias en el
ADN. Las piezas de informacion incluidas en RegulonDB que cuentan para esta definicion son: la
participacion de la proteina en una interaccion de regulacion y las coordenadas de union al ADN.
Todos los TFs incluidos en RegulonDB tienen tanto una secuencia de unién como una interaccion
de regulacion. Sin embargo, como se menciond previamente, las interacciones de regulacion
pueden estar parcialmente caracterizadas. Cuando no se conoce el promotor, se relaciona al TF y

su sitio directamente con un gen o una TU.

Unidad de transcripcion

La definicién propuesta de unidad de transcripcién es una regién de ADN delimitada por pares
TSS-TTS diferentes no espurios; su transcripcion inicia en un solo promotor y termina en un solo
terminador. Actualmente, RegulonDB no especifica sitios de terminacion de la transcripcion

explicitamente.
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Promotor TSS Terminador Evidencia

1 1 Automated inference that a single-gene directon is a
transcription unit
Boundaries of transcription experimentally identified
Cross validation(LTED/PM)
Inferred by a human based on computational evidence
Inferred by curator
Inferred computationally without human oversight
Inferred from expression pattern
Inferred through co-regulation
Length of transcript experimentally determined
Polar mutation
Products of adjacent genes in the same biological process
Traceable author statement

1 0 Automated inference that a single-gene directon is a
transcription unit
Boundaries of transcription experimentally identified
Cross validation(LTED/PM)
Inferred by a human based on computational evidence
Inferred by curator
Inferred computationally without human oversight
Inferred from Biological aspect from Ancestor
Inferred from direct assay
Inferred from expression pattern
Inferred from mutant phenotype
Inferred through co-regulation
Length of transcript experimentally determined
Non-traceable author statement
Polar mutation
Products of adjacent genes in the same biological process
Traceable author statement
Traceable author statement to experimental support

1 1 Products of adjacent genes in the same biological process
Inferred by a human based on computational evidence
Boundaries of transcription experimentally identified

1 0 Automated inference that a single-gene directon is a

transcription unit

Boundaries of transcription experimentally identified
Inferred by a human based on computational evidence
Inferred by curator

Inferred computationally without human oversight
Inferred through co-regulation

Length of transcript experimentally determined
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Polar mutation
Products of adjacent genes in the same biological process

0 1 1 Automated inference that a single-gene directon is a
transcription unit
Boundaries of transcription experimentally identified
Inferred by a human based on computational evidence
Inferred by curator
Inferred computationally without human oversight
Inferred from expression pattern
Inferred through co-regulation
Length of transcript experimentally determined
Polar mutation
Products of adjacent genes in the same biological process
0 0 1 Automated inference that a single-gene directon is a
transcription unit
Boundaries of transcription experimentally identified
Inferred by curator
Inferred computationally without human oversight
Inferred through co-regulation
Length of transcript experimentally determined
0 0 0 Author hypothesis

Automated inference that a single-gene directon is a
transcription unit

Boundaries of transcription experimentally identified
Ccross validation(LTED/PM)

Inferred by a human based on computational evidence
Inferred by curator

Inferred computationally without human oversight
Inferred from expression pattern

Inferred from mutant phenotype

Inferred through co-regulation

Length of transcript experimentally determined

No biological data available

Non-traceable author statement

Polar mutation

Products of adjacent genes in the same biological process

Tabla 4. Diferentes grados de caracterizacion de las unidades de transcripcion incluidas en RegulonDB. LTED son las siglas de
Length of Transcript Experimentally Determined y PM son las siglas de Polar Mutation.

Operon, regulon, efector y sefial

La definicion de operon propuesta es un conjunto de genes cuya expresion esta coordinada por

una o varias TUs traslapadas en la misma direccion. Este concepto requiere muy poco analisis
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independiente, dado que depende del concepto de TU que se analizé previamente. Para satisfacer
la definicidn, basta con tener conjuntos de TUs que contengan genes. Actualmente, RegulonDB

solo representa unidades de transcripcion que si contienen genes.

De manera similar, el concepto de regulon depende de entidades analizadas previamente: conjunto
de unidades de expresion genética reguladas directamente por un conjunto comun de uno o mas
productos génicos reguladores. Actualmente RegulonDB sdlo representa informacion sobre el
inicio de la transcripcion, por lo que los regulones estarian compuestos por unidades de
transcripcion reguladas por factores de transcripcion comunes y por ppGpp. Entonces el regulon

hereda las carencias de informacion de las entidades que lo definen.

Finalmente, todos los efectores que contiene RegulonDB actualmente estdn completamente
caracterizados, ya que simplemente son moléculas que se sabe que modifican la conformacion de

los factores de transcripcion.

¢Como tratar estas piezas de informacion ontolégicamente?

El razonamiento en OWL opera bajo el supuesto del mundo abierto. Esto significa que no podemos
suponer que algo no existe hasta que se establece explicitamente que no existe. En otras palabras,
que no se haya indicado que algo es verdadero no implica que sea falso, sino que se supone que el
conocimiento no se ha afiadido a la base de conocimiento®. El supuesto del mundo abierto hace
que OWL sea adecuado para manejar conocimiento incompleto, como es el caso del conocimiento

bioldgico y el conocimiento cientifico en general.
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Sin embargo, no podemos ignorar el hecho de que el supuesto del mundo abierto contradice las
expectativas de muchos usuarios de los sistemas de informacion y debemos ser pragmaticos y tener
cuidado de no confundir a los usuarios. La suposicion del mundo abierto es dafiina cuando se
desvia gravemente de las expectativas de uso. Debe haber una suposicion de cobertura razonable.
Hay que incluir toda la informacioén que un usuario razonable espera encontrar dado el ambito de

la ontologia®.

Mientras que el supuesto del mundo abierto se asume en cualquier informacion curada, también
ayuda pensar en términos de un contrato implicito predominante entre el proveedor de informacion
y el consumidor de informacidn: proporcionar informaciéon lo més completa posible. De lo
contrario, habria que documentar claramente los sesgos y suposiciones hechos al momento de

recopilar y representar la informacion en la ontologia®>.

Valdria la pena explorar la posibilidad de documentar ontoldégicamente estos huecos de
informacion clasificando las entidades de acuerdo al grado de caracterizacion, con la ventaja de

que esta clasificacion se haria automaticamente.

CONCLUSION

En este trabajo, se aplico un enfoque de falsificacion para la revision de definiciones de entidades
biologicas en cuanto a la necesidad y suficiencia de las caracteristicas usadas en dichas
definiciones. El enfoque fue aplicable en algunos casos, pero en otros se tuvo que recurrir a la
estandarizacion del término por consenso de un grupo de expertos usando ya sea criterios

biologicos o de generalidad del uso del término en cuestion. También se discutieron los pasos
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subsiguientes para la implementacion de las definiciones en una ontologia y se mencionan algunos
de los efectos que la redefinicion de los conceptos basicos de la regulacion transcripcional tendra

en el esquema de RegulonDB y de EcoCyc.
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