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1. Introduccion

1.1 Motivacion personal

La eleccién de este proyecto ha supuesto un reto personal y una gran fuente de motivacién. Como
origen de tal motivacién esta la oportunidad de realizar un trabajo util que ayudara en investigaciones

cientificas.

El desarrollo del trabajo me ha aportado una gran cantidad de conocimientos tanto en el campo de
la informatica como de la biotecnologia. Algo que agradezco.

En el campo de la informatica, porque he obtenido los datos de bases de datos cientificas
internacionales que se actualizan constantemente con los Ultimos avances cientificos, he disefiado las
estructuras de datos del servidor local que se van actualizando con dicha informacién, he desarrollado el
cruce de datos que se ejecuta en tiempo real a requerimiento del usuario y he disefiado e implementado el
aplicativo web con el que se muestran los resultados y permiten al cientifico interactuar con ellos. El
presente proyecto me ha dado la oportunidad de operar con los servidores del NCBI, fuente de datos en el
campo de la biotecnologia que es un referente a nivel mundial.

Agradezco también la formacién biotecnoldgica recibida, porque me ha permitido descubrir como la
rama de la genética se aplica dentro de la medicina. En mi caso concreto trabajando con datos de
microarrays, que permiten analizar la expresion de miles de genes bajo cientos de condiciones
experimentales diferentes (falta de agua, de oxigeno, introduccion de agentes toxicos, aplicacion de

medicamentos...).

Una vez realizado el proyecto y alcanzados los objetivos marcados, los investigadores tendran a su
disposicion una aplicacion web que facilitara la investigacion génica para el estudio de todo tipo de
enfermedades y descubrir en que diferentes patologias y procesos bioldgicos estan implicados los

diferentes grupos de genes.

La aplicacion web realizada en el proyecto forma parte de una linea de investigacion para el analisis

de datos de microarrays llevada a cabo en el el Institut de Biotecnologia y de Biomedicina (IBB) de la UAB.

Me enorgullece ver como he conseguido satisfacer las necesidades presentadas, un caso real con
una aplicacién real y con gran utilidad médica, un problema no solo mio, sino de toda la comunidad
cientifica en el campo de la biotecnologia. Y esta “necesidad cientifica” la he satisfecho aplicando los
conocimientos que he adquirido en el transcurso de la carrera (mas algunos nuevos adquiridos
expresamente para el proyecto). De esta manera, puedo apreciar como lo aprendido en la universidad es

atil una vez finalizada esta etapa de mi formacion.



Comparacién de datos de expresion génica del servidor local con datos de una Base de Datos Remota

1.2 Estado del arte

La aplicaciéon desarrollada pertenece al campo de la bioinformatica. La bioinformatica esta formada
por la uniéon de la biologia molecular y la teoria de la informacién (una rama de las matematicas) aplicando
la potencia computacional de los ordenadores de hoy en dia.

La bioinformatica engloba todos los aspectos de la adquisicién, procesamiento, distribucion, analisis,
interpretacion e integracion de la informacién bioldgica. Es decir, la bioinformatica aplica las tecnologias de

la informacion a la biologia molecular asi como a otras ciencias biomédicas.

Algunos experimentos que se realizan en biologia molecular producen una gran cantidad de
informacion. La tecnologia de microarrays en concreto produce una gran cantidad de informacion sobre
expresion génica. Estos datos sobre la expresién génica es necesario analizarlos posteriormente para
extraer conocimiento util. La tecnologia de microarrays se encarga de obtener el nivel de expresion de un
numero elevado de genes (varias decenas de miles) para un gran nimero de condiciones experimentales.
Como resultado se generan matrices de datos donde las filas representan genes, las columnas las
condiciones experimentales y cada una de las celdas de la matriz, el nivel de expresion de cada gen para
cada experimento.

La informacion generada por las microarrays dependera de las condiciones experimentales
aplicadas. Es decir, dependiendo de las condiciones experimentales, la microarray nos proporciona
informacion de diferente tipo. Por ejemplo si las condiciones experimentales de la microarray son sobre el
cancer de colon, la microarray nos mostrara los niveles de expresion de los genes para el cancer de colon,
si en la microarray se estudia el efecto de fumar tabaco sobre los pulmones, la microarray nos proporcionara
el nivel de expresion de los genes del tejido pulmonar bajo estas condiciones. De esta forma las condiciones
experimentales pueden proporcionar la respuesta génica a distintos farmacos, a variaciones en las dosis, a
diferentes fases en el progreso de una enfermedad, a diferentes tipos de células, a diferentes tipos de

tejidos, al género u otras caracteristicas de los pacientes, etc.

Un procedimiento habitual en el andlisis de microarrays es agrupar las condiciones muestrales en
clusters. Esto significa agrupar una serie de condiciones muestrales porque presentan un comportamiento
similar, es decir, porque estadisticamente tienen el mismo efecto sobre la expresion de los genes (clustering
estadistico). Los clusters pueden también tener un origen no estadistico (clustering por criterios
biomédicos), por ejemplo agrupando los experimentos “manualmente” porque tengan algun atributo
bioldgico o experimental comun como los citados anteriormente[3].

Otro tipo de analisis para los datos generados por la tecnologia de microarrays es la busqueda de
genes marcadores. Los genes marcadores son los genes de una microarray que se sobreexpresan en unas
condiciones experimentales pero no en otras y por extensiéon, los genes que se sobreexpresan en unos

clusters de condiciones experimentales pero no en otros.
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El Instituto de Biotecnologia y de Biomedicina (IBB)[1] es un centro de investigacion que forma parte
de la Universidad Autdbnoma de Barcelona (UAB). En el IBB tienen una linea de investigacion para el analisis
de microarrays[4][5][6][7][8][9]. Dentro de esta linea de investigacion se ha desarrollado el servidor de

aplicaciones: http://revolutionresearch.uab.es/ [2] para el analisis de datos de microarray. En dicho servidor

se alberga la aplicacion web PCOPGene[4], que permite estudiar y analizar datos de microarrays con
diversos métodos desarrollados en el IBB. Una de las herramientas de la aplicacion PCOPGene permite
buscar los genes de la microarray con uno u otro cluster sobreexpresado o infoexpresado respecto al resto,
es decir obtener los genes marcadores para los clusters que el usuario ha requerido [5]. De esta forma el

usuario obtiene los genes marcadores para pasar a analizarlos en detalle.

El “National Center for Biotechnology Information” (NCBI)[3] es parte de la Biblioteca Nacional de
Medicina de Estados Unidos. EI NCBI es una importante fuente de informaciéon en biologia molecular. El
NCBI contiene una enorme base de datos de microarrays llamada GEO Profiles[10][11][12][13][14] que
almacena los perfiles de expresion de los genes de 2,720 microarrays y 580,049 condiciones muestrales.

GEO Profiles proporciona los perfiles de expresion de cada gen para cada microarray mediante un
grafico que muestra el nivel de expresion de dicho gen para todas las condiciones muestrales de la
microarray.

Las microarrays contenidas en la base de datos de GEO Profiles son subidas por los investigadores
que crearon la microarray. Los mismos investigadores que suben la microarray son quienes definen
manualmente los clusters con base biomédica para las condiciones muestrales de la microarray. Usando
estos clusters, GEO Profiles permite realizar consultas para obtener los genes marcadores de cada
microarray. Estos genes marcadores seran los genes que se sobrexpresen o infoexpresen en los clusters de

origen biomédico definidos por los investigadores.

Enriquecer los clusters de origen estadistico (0 no), proporcionandoles nuevos atributos y
significado seria de una utilidad médica y biolégica enorme . Este enriquecimiento es posible si
conseguimos extrapolar los atributos de los clusters biomédicos de una microarray, a los clusters de otra
microarray distinta. 4 Y Porque seria de una gran utilidad médica y bioldgica? Si los clusters de la
microarray del usuario son de origen estadistico, al proporcionarles atributos biomédicos, los usuarios
podran conocer el motivo biolégico por el que las condiciones muestrales del cluster provocan la misma
reaccion en los genes de la microarray. Si los clusters son de origen biomédico (no estadistico) se le
afiadiran nuevos atributos biomédicos de un origen totalmente distinto al de las condiciones experimentales
de la microarray. Esto es posible al extrapolarse informacion de otras microarrays de origen muy diferente.
El enriquecimiento de los clusters para la microarray del usuario en el servidor local, puede obtenerse a
partir de los clusters de origen biomédico de las microarrays del NCBI.

Por ejemplo, en el caso de que los clusters de la microarray del usuario sean de origen estadistico
y esta sea una microarray para el estudio del cancer rectal. Al comparar con otra microarray de cancer de
cuello de utero y encontrar equivalencias entre sus clusters, puede establecerse una equivalencia entre las

diferentes fases de estos tipos de cancer, lo que puede ser util para investigar si tratamientos para el cancer


http://revolutionresearch.uab.es/
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de cuello de utero podrian aplicarse al cancer rectal.

La presente es una posibilidad que no ha sido abordada hasta el momento, con lo que si se
satisface la citada necesidad en este proyecto dara lugar a una herramienta nueva y realmente util para los

investigadores.

1.3 Objetivos

El objetivo principal del trabajo es enriquecer con informacién biomédica los clusters de condiciones
muestrales de la microarray que el usuario este analizando en el servidor del IBB[1]. Se enriqueceran los
clusters de origen estadistico (o no) de la microarray del usuario a partir de cruzar los genes marcadores
para estos clusters con la base de datos de genes marcadores para clusters basados en informacion
biomédica de las microarrays del NCBI. Esta base de datos de genes marcadores se construira a partir de la
base de datos GEO[14] del NCBI[3]. La base de datos GEO permite consultas remotas para obtener los
genes marcadores de cada una de sus microarrays, para los clusters de condiciones muestrales de cada
microarray. Como se explicd en la seccion anterior estos son clusters basados en criterios biomédicos o
experimentales. Si los genes marcadores de un cluster de una microarray de GEO, es decir los genes que
se sobrexpresan en dicho cluster pero que se infoexpresan en el resto de clusters, son también genes
marcadores de un cluster que esta analizando el usuario para su microarray en el servidor local, se puede
establecer una equivalencia entre el cluster con base biomédica de la microarray del NCBI y el cluster de
origen estadistico de la microarray del usuario. De esta forma los atributos biomédicos que dan origen al
cluster de la microarray del NCBI pueden extrapolarse al cluster de la microarray del usuario, con lo que
enriqguecemos dichos clusters del usuario atribuyéndoles una informacién bioldgica extra. Si esto se realiza
de forma masiva para 2,720 microarrays (el total de microarrays de GEO), el usuario puede obtener
muchisima informacién relevante para sus clusters de muestras, con informacién que va mucho mas alla de

la informacién contenida en la microarray original que esta analizando.

Para poder alcanzar el objetivo principal del proyecto sera necesario cumplir y desarrollar los

objetivos descritos a continuacion:

» Actualizacién periédica y automatica de la base de datos local de genes marcadores:

o Extraccion y construccion de la base de datos local a partir de la informacion del NCBI.

o Actualizar de manera automatica cada cierto tiempo la informacién almacenada en la base de
datos de forma que se vayan incorporando los genes marcadores de las nuevas microarrays
subidas al servidor del NCBI.

o La actualizacion sera robusta a posibles errores o caida del servidor durante el proceso de
actualizacion.

* Calculo en tiempo real de los genes marcadores comunes entre la microarray del usuario y la base
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de datos de genes marcadores de microarrays:

o Busqueda online de los genes marcadores comunes entre la base de datos de genes

marcadores de las microarrays del NCBI y los genes marcadores de la microarray del usuario.

Los genes marcadores de la microarray del usuario habran sido calculados previamente

(mediante la herramienta NCR-PCOPGene[5]) y también de forma online, para los clusters que

el usuario haya especificado en su consulta.

o Permitir realizar el cruce restringiéndolo a microarrays con un atributo concreto (por ejemplo el

cancer de colon). Permitir realizar la busqueda de genes comunes no sélo por el nombre oficial

del gen sind por todos los nombres posibles del gen (alias del gen), asi como todos los nombres

de la proteina sintetizada por dicho gen.

o Desarrollar un algoritmo de cruce 6ptimo que permita realizar la consulta online en el menor

tiempo posible.

* Interfaz web para mostrar los resultados del cruce de los genes marcadores:

o Vista general con el listado de microarrays que comparten genes marcadores con la busqueda

del usuario para su microarray:

Proveera una lista de microarrays que comparten genes marcadores con la microarray de
interés del usuario y se mostrara informacion relevante para cada microarray listada.

La informacion relevante mostrada sera: el nombre de la microarray, el porcentaje de genes
marcadores comunes entre la microarray listada y la microarray del usuario respecto el total
de genes marcadores de la microarray del usuario (la lista de microarrays se ordenara
inicialmente por este campo), el porcentaje de genes marcadores comunes entre la
microarray listada y la microarray del usuario respecto el total de genes marcadores de la
microarray listada, el titulo y descripcion de la microarray listada. Una imagen con la

distribucion de los clusters de condiciones muestrales de la microarray listada.

o Vista detalle con el listado de genes marcadores comunes y no comunes de cada microarray

listada:

Mostrara informacion relevante sobre cada uno de los genes marcadores comunes para las
dos microarrays, como el nombre del gen y su descripcion, la separacion en términos de
expresion de los clusters para el gen marcador y la microarray del usuario (a mayor
diferencia a la hora de expresa uno u otro cluster mas marcador sera el gen) y links
referentes al gen (el grafo de correlacién del gen marcador y el resto de genes de la
microarray del usuario e informacion del gen de la base de datos Gene).

Se mostraran también imagenes previamente generadas para el gen marcador donde se
mostraran los niveles de expresion del gen para cada cluster de la microarray. Por cada gen
se mostrara una imagen para la microarray del NCBI y sus clusters, y otra imagen para la
microarray del usuario y sus clusters. Las imagenes de los genes marcadores para las
microarrays de GEO Profiles se habran generado durante el proceso de actualizacion de la
base de datos de genes marcadores y las imagenes para los genes marcadores de la

microarray del usuario se generaran en el momento de realizar la consulta, puesto que
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dependera de la distribucion de clusters que el usuario haya requerido [5].

1.4 Organizacion de la memoria

Para llevar a cabo los objetivos propuestos anteriormente he seguido la planificacion que se expone

a continuacion.

En una primera fase me dedique a adquirir los conocimientos necesarios sobre la bioinformatica y
familiarizarme con el entorno del NCBI. Tanto su interficie web como los diversos métodos para acceder a la

informacién almacenada.

Una vez comprendida la mejor manera de obtener los genes marcadores para poder construir la
base de datos de genes marcadores de microarrays. Descargué y traté la informacion. Di forma a la base de

datos local que mas tarde se actualizara de forma automatica.

La tercera fase consiste en implementar el cruce entre genes marcadores de la microarray del
usuario y la base de datos de genes marcadores de microarrays. Los genes marcadores comunes y las
microarrays a las que pertenecen se mostraran al investigador mediante la interficie web que se disefia en
la siguiente fase.

En la cuarta fase del trabajo desarrollé la aplicacién web e incorporé en el aplicativo la generacién
de imagenes que muestran la distribucion de clusters de condiciones muestrales de la microarray a lo largo
de la expresion de cada gen marcador.

Para poder generar las imagenes de la distribucién de clusters, previamente se descargaron las
microarrays del FTP que contienen los valores de expresion de los genes para cada condicién muestral.

Disefie e implemente la interficie web de manera que fuera clara e intuitiva para el usuario,
mostrando informacién extra sobre microarrays y genes marcadores para asi poder ayudar al investigador

en su estudio.

La fase final del trabajo ha sido dedicada ha realizar test de pruebas a la aplicacién web y a la

automatizacion mensual de la base de datos de genes marcadores de microarrays.

Durante cada fase del trabajo se han realizado diferentes modificaciones para mejorar la
funcionalidad, operatividad y usuabilidad del conjunto de la aplicacién con la supervisiéon y asesoramiento
del codirector Mario Huerta.

En los capitulos venideros se describe con minuciosidad el trabajo realizado. La estructura seguida

es:
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Fundamentos tedricos: Expongo los conocimientos bioldgicos y técnicos necesarios para entender
el proyecto.

Fases: Describo el trabajo desarrollado para resolver el proyecto, los problemas encontrados y la
solucioén adoptada.

Informe técnico: Describo los programas implementados y la estructura de directorios
detalladamente para facilitar su reusabilidad y adaptabilidad.

Conclusiones

Bibliografia

Resumen
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2. Fundamentos teoricos

2.1 Bioinformatica

Bioinformatica es una disciplina cientifica emergente que utiliza tecnologia de la informacién para
organizar, analizar y distribuir informacién bioldgica con la finalidad de responder preguntas complejas en
biologia. Bioinformatica es un area de investigacion multidisciplinaria, la cual puede ser ampliamente
definida como la interfase entre dos ciencias: Biologia y Computacién y esta impulsada por la incégnita del
genoma humano y la promesa de una nueva era en la cual la investigacidn genémica puede ayudar

dramaticamente a mejorar la condicion y calidad de vida humana.

Avances en la deteccion y tratamiento de enfermedades y la produccion de alimentos
genéticamente modificados son entre otros ejemplos de los beneficios mencionados mas frecuentemente.
Involucra la solucion de problemas complejos usando herramientas de sistemas y computacién. También
incluye la coleccién, organizacién, almacenamiento y recuperaciéon de la informacion biolégica que se
encuentra en base de datos.

Segun la definicién del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica "National Center for
Biotechnology Information" (NCBI por sus siglas en Inglés, 2001): "Bioinformatica es un campo de la ciencia
en el cual confluyen varias disciplinas tales como: biologia, computacién y tecnologia de la informacion. El
fin Ultimo de este campo es facilitar el descubrimiento de nuevas ideas bioldgicas asi como crear
perspectivas globales a partir de las cuales se puedan discernir principios unificadores en biologia. Al
comienzo de la "revolucién genomica", el concepto de bioinformatica se referia soélo a la creaciéon y
mantenimiento de base de datos donde se almacena informacion biolégica, tales como secuencias de
nucledtidos y aminoacidos. El desarrollo de este tipo de base de datos no solamente significaba el disefio de
la misma sino también el desarrollo de interfaces complejas donde los investigadores pudieran acceder los

datos existentes y suministrar o revisar datos.

Luego toda esa informacion debia ser combinada para formar una idea légica de las actividades
celulares normales, de tal manera que los investigadores pudieran estudiar como estas actividades se veian
alteradas en estados de una enfermedad. De alli viene el surgimiento del campo de la bioinformatica y
ahora el campo mas popular es el analisis e interpretacion de varios tipos de datos, incluyendo secuencias

de nucledtidos y aminoacidos, dominios de proteinas y estructura de proteinas.

El proceso de analizar e interpretar los datos es conocido como biocomputacién. Dentro de la

bioinformatica y la biocomputacion existen otras sub-disciplinas importantes:

El desarrollo e implementacion de herramientas que permitan el acceso, uso y manejo de varios
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tipos de informacion.

El desarrollo de nuevos algoritmos (férmulas matematicas) y estadisticos con los cuales se pueda
relacionar partes de un conjunto enorme de datos, como por ejemplo métodos para localizar un gen dentro
de una secuencia, predecir estructura o funciéon de proteinas y poder agrupar secuencias de proteinas en

familias relacionadas.

La Medicina Molecular y la Biotecnologia constituyen dos areas prioritarias cientifico tecnolégicas
como desarrollo e Innovacién Tecnoldgica. El desarrollo en ambas areas estan estrechamente relacionadas.
En ambas &areas se pretende potenciar la investigacion gendémica y postgendémica asi como de la
bioinformatica, herramienta imprescindible para el desarrollo de estas. Debido al extraordinario avance de la
genética molecular y la gendmica, la Medicina Molecular se constituye como arma estratégica del bienestar
social del futuro inmediato. Se pretende potenciar la aplicacion de las nuevas tecnologias y de los avances
genéticos para el beneficio de la salud. Dentro de las actividades financiables, existen acciones
estratégicas, de infraestructura, centros de competencia y grandes instalaciones cientificas. En esta area, la
dotacion de infraestructura se plasmara en la creacién y dotacién de unidades de referencia tecnoldgica y
centros de suministro comun, como Centros de Bioinformatica, que cubran las necesidades de la
investigacion en Medicina Molecular. En cuanto a centros de competencia, se crearan centros de
investigacion de excelencia en hospitales en los que se acercara la investigacion basica a la clinica, asi
como centros distribuidos en red para el apoyo a la secuenciacién, DNA microarrays y DNA chips,
bioinformatica, en coordinacién con la red de centros de investigacién gendémica y protedmica que se
proponen en el area de Biotecnologia. En esta area la gendmica y proteédmica se fundamenta como accion

estratégica o instrumento béasico de focalizacion de las actuaciones futuras.

Las tecnologias de la informacion jugaran un papel fundamental en la aplicacion de los desarrollos
tecnoldgicos en el campo de la genética a la practica médica como refleja la presencia de la Bioinformatica
meédica y la Telemedicina dentro de las principales lineas en patologia molecular. La aplicacion de los
conocimientos en genética molecular y las nuevas tecnologias son necesarios para el mantenimiento de la
competitividad del sistema sanitario no sélo paliativo sino preventivo. La identificacion de las causas
moleculares de las enfermedades junto con el desarrollo de la industria biotecnoldgica en general y de la
farmacéutica en particular permitirdn el desarrollo de mejores métodos de diagndstico, la identificacién de

dianas terapéuticas y desarrollo de farmacos personalizados y una mejor medicina preventiva.

2.2 Microarrays

Un chip de ADN (del inglés DNA microarrays)' es una superficie sélida a la cual se unen una serie
de fragmentos de ADN. Las superficies empleadas para fijar el ADN son muy variables y pueden ser vidrio,

plastico e incluso chips de silicio. Los arreglos de ADN son utilizadas para averiguar la expresion de genes,

1 http://es.wikipedia.org/wiki/Chip_de_ADN
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monitorizandose los niveles de miles de ellos de forma simultanea.

La técnica consiste en extraer el RNAmM de una célula buena y de otra experimental mediante
isolation RNA, una vez extraido los dos RNAm se marca cada uno de ellos con un color distinto y se
combinan los dos. Acto seguido se vierte el combinado en la superficie del chip de tal modo que cada RNAm
se unira o no a los cDNA de cada gen del chip. Finalmente, aplicando técnicas de analisis de imagenes es
posible generar una matriz de datos numeéricos, a partir de los patrones de intensidades de cada celda y
discriminando la sefial informativa de ruido que pudiera haber en segundo plano. Estos datos numéricos
corresponderan al nivel de expresion de cada gen expuesto a una serie de condiciones muestrales. Por
ejemplo, si el ARN de la célula experimental se colore6 de color rojo, los genes con un color mas cercano al

rojo tienen un nivel de expresion mas elevado en las células experimentales.

Actualmente existen diferentes bases de datos a nuestro alcance a través de internet que unifican y
facilitan toda esta informacion genética ademas de ofrecer diversas herramientas para el analisis de esta
gran cantidad de informacién. Algunas de estas bases de datos por ejemplo son las que hay en el EMBL
(European Molecular Biology Laboratory), el SIB (Swiss Institute of Bioinformatics), el EBI (European
Bioinformatics Institute) o el NCBI (National Center for Biotechnology Information). EI EBI y el NCB son los

que mas informaciéon contienen y por lo tantos los mas utilizados.

Por lo tanto las microarrays son una potente fuente de obtencion de perfiles de expresion de genes
sometidos a diferentes condiciones, identificar los patrones de los niveles de expresion sera muy util para

compararlos y poder estudiar las respuestas de los genes.

Aplicando una serie de procesos experimentales y computacionales sobre la microarray se obtiene
una matriz numérica bidimensional que consta de los genes de poblaciones distintas como individuos y de
las condiciones muestrales a las que se expusieron las células como variables en el caso que se quiera
estudiar a los genes, o a la inversa, si es que se quiere realizar un estudio comparativo de las condiciones a
que se somete(este estudio es en el que se basa el trabajo realizado). Cada uno de los valores de la matriz
representa el nivel de expresion de un determinado gen bajo una cierta condicién muestral. Es posible que
en algunos casos se produzcan errores en el proceso y se generen huecos, estos huecos tiene valor 0

dentro de la matriz.

Estas matrices son de grandes dimensiones puesto que existen una gran cantidad de genes y de

condiciones muestrales.

Dado que realizar una analisis de esta matriz de gran dimensionalidad es una tarea practicamente
imposible se hacen necesarias técnicas computacionales que permitan agrupar todos estos datos y a partir

de el agrupamiento realizar el analisis biolégico. La técnica mas utilizada es el agrupamiento o agrupacion.
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2.2.1 Agrupamiento o clustering

El objetivo de los algoritmos de agrupamiento (clustering en inglés) es , dada una matriz de
individuos y variables, encontrar un grupo (cluster) de un conjunto de individuos, de tal forma que los
clusters resultantes sean homogéneos y/o estén bien separados. El punto clave es reducir la gran cantidad
de datos caracterizandolos en grupos mas pequefios de individuos similares. Esto implica que los individuos
pertenecientes a un mismo cluster son lo mas similares posibles entre ellos, mientra que los individuos de
clusters distintos son lo mas disimilares posibles[16]. La agrupacién de los individuos se realizara de
acuerdo a la separacion entre ellos determinada por una medida de distancia dada, llamada medida de
disimilaridad, este tipo de clustering es estadistico. En cambio, cuando la agrupacion de los individuos se
realiza de acuerdo a un criterio biomédico por parte del investigador, es un tipo de clusterings por criterios

biomédicos.

2.2.2 Genes marcadores

Otra tipo de analisis de microarrays consiste en determinar aquellos genes que se sobrexpresan en
unas condiciones experimentales pero no en otras y por extension, los genes que se sobreexpresan en
unos clusters de condiciones experimentales pero no en otros. Estos genes son los llamados genes
marcadores. Los genes marcadores se caracterizan por destacar el comportamiento de la microarray,

permitiendo decidir en la comparacion con otros genes marcadores si estos pertenecen o no a la microarray.

11
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3. Fases

A continuacién se muestra una tabla comparativa entre la planificacion inicial y la planificacion final
del trabajo desarrollado:

Conocimientos previos en el ambito de la bioinformatica y del proyecto

Construccion de la base de datos local de genes marcadores de microarrays a partir de una consulta E-
Utils a GEO Profiles.

Disefio e implementacion del programa de cruce en | Disefio e implementacién del programa de cruce en
tiempo real de genes marcadores entre la microarray | tiempo real de genes marcadores entre la microarray
de interés y los genes marcadores de la base de de interés y los genes marcadores de la base de

datos de microarrays datos de microarrays. Optimizado para conseguir un
tiempo de cdmputo minimo.

Descarga mediante FTP de los valores de expresion de las microarrays y posterior tratamiento de los
genes marcadores.

Generacion de imagenes a partir de los valores de expresién de los genes marcadores tratados
anteriormente

Disefio e implementacién de la interfaz web que muestra los resultados

Insertar nuevas funcionalidades a la interfaz web

Borrado periddico de archivos temporales
producidos por la interfaz web

Automatizacién mensual de la base de datos de genes marcadores de microarrays

Como se aprecia en la tabla, la planificacion inicial resulto ser bastante acertada. Sélo ha sido
modificada por la busqueda de un algoritmo realmente 6ptimo para el cruce de genes marcadores asi como

por la incorporacion de nuevas prestaciones o funcionalidades a la aplicacién web.

Los requisitos para realizar el proyecto son:
¢ Un servidor que debe tener:
o Conexién 6ptima a Internet
o  Servidor web Apache
o Entorno PHP
o Base de datos MySQL
o Interprete Perl
o Compilador GCC
o Espacio libre en disco suficiente
* Acceso a las base de datos remotas que contengan la informacion sobre las microarrays que
necesito: genes marcadores y valores de expresion de los genes para las condiciones muestrales

de la microarray.
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3.1 Conocimientos previos en el ambito de la bioinformatica y del

proyecto

Antes de empezar ha realizar el trabajo, tuve que adquirir ciertos conocimientos sobre la
bioinformatica. Anteriormente no habia tenido la posibilidad de adentrarme en esta rama de la informatica.
También ha sido necesario familiarizarme y comprender el entorno del NCBI, lugar escogido como base de

datos remota por ser un referente a nivel mundial.

3.1.1 Adquirir conocimientos sobre la bioinformatica

Para poder realizar correctamente el trabajo es necesario aprender los conceptos fundamentales
con la intencion de comprender en su plenitud el proyecto escogido. Los conceptos adquiridos fueron en
referencia al analisis de microarrays, donde se engloba la aplicacién web implementada. Los conceptos
propiamente dichos se muestran en la anterior seccion de fundamentos tedricos. Abordando el concepto de
una microarray, que es una tabla con gran cantidad de datos que representa las condiciones muestrales
(columnas) de un experimento aplicados a genes (filas). También se explica que segun el resultado obtenido
en un experimento a un gen, este es un gen marcador o no. Quiere decir, que dicho gen resalta claramente
el comportamiento o no del experimento aplicado, a partir de sobreexpresarse sobre un cluster respecto a

los otros.

Por ello, en el trabajo realizado sélo nos interesan aquellos genes que sean genes marcadores
dentro de la microarray. Porque al ser genes representativos de una microarray o experimento, nos sirven
perfectamente en el momento de cruzar dos bases de datos de microarrays. Utilizando los genes
marcadores para desmarcar mejor el comportamiento de la microarray y por consiguiente los clusters por

los que esta formado.

Otro concepto necesario para el desarrollo del trabajo es el de cluster. Un cluster es la agrupacion
de las condiciones muestrales aplicadas a una microarray por tener un comportamiento parecido o similar,

ya sea estadistico o por criterios biomédicos.

3.1.2 Familiarizarme con el entorno del NCBI

Estando ya situado en la bioinformatica, el siguiente punto a tratar es el como y donde obtener la
informacion necesaria para construir la base de datos local. La respuesta estaba clara, del National Center
for Biotechnology Information (NCBI)[3]. EI NCBI es el Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica

de los Estados Unidos donde se almacena y constantemente se actualiza la informacion referente a la
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biologia molecular. Siendo asi una fuente importante de informaciéon para todo el mundo, ya que tienen

disponibles todas sus bases de datos de manera gratuita y muy accesible.

Teniendo claro donde obtener la informacion para construir la base de datos local, tenia que
descubrir como era la mejor manera de descargar dicha informacion. EI NCBI contiene gran cantidad de
bases de datos®. Pero la base de datos que mas me interesaba para el trabajo ha realizar es la GEO
Profiles [10][11][12][13][14]. GEO Profiles es una enorme base de datos formada por 2,710 microarrays

donde se guardan los valores de expresién de los genes.

3.1.2.1 Pagina web (GEO Profiles)

Seleccionada la base de datos del NCBI, tenia que familiarizarme, comprender y hacerme con la
seccion de GEO Profiles® de su pagina web. Para comprender la estructura y a que corresponde cada parte

pagina web, dan facilidades mediante su ayuda®*.

En la figura 3.1 se puede ver el aspecto y como esta marcada cada parte de la pagina web. Donde
tiene una entrada de texto (A), para poder introducir los requerimientos de bisqueda que se quiera realizar
dando la posibilidad de agregar diversas opciones para filtrar mejor la informaciéon que se necesita. Mas
adelante se hara hincapié sobre las opciones de filtrado. Permite configurar (B) la informacion ha mostrar
segun el formato, los elementos por cada pagina y el método de ordenacion. Por cada perfil mostrado tiene
un checkbox (C) de seleccion para profundizar mas adelante con los elementos seleccionados. Cada perfil
de expresion resultado de la busqueda (D) se muestra la Annotation, que corresponde al simbolo del gen, el
nombre completo y los alias, el Report, es la referencia de la secuencia original, y el Experiment, que es el
titulo de la microarray. En la parte E, muestra el nimero de samples (condiciones muestrales del
experimento) y diferentes links relacionados con los perfiles vecinos, cromosomas vecinos, secuencia
vecinos, relacion por homologia del gen y un ultimo link que relaciona reciprocamente con otras bases de
datos. Por cada perfil se muestra una imagen (F) representativa de los niveles de expresién del gen para las
condiciones muestrales de la microarray, asi como la divisién de clusters de la microarray. El boton de
descarga de perfiles (G) permite al usuario descargar los valores y anotaciones para cada perfil de la pagina
0 en su defecto sélo aquellos que se hayan seleccionado en el checkbox (C). En la parte H, se encuentran

los datos relacionados y caracteristicas parecidas a la parte E.

2 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/quide/all/#databases
3 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles/

4 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/info/profiles.html
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Figura 3.1: Vista general de los genes de diferentes microarrays proporcionados por una consulta a GEO
Profiles. En este caso se trata de una consulta requiriendo microarrays con sus condiciones muestrales
agrupadas en clusters basados en la edad (sin importar la especie del sujeto) y diferentes estados de una
patologia (sin importar de que tipo). (A) permite introducir los requerimientos de busqueda. (B) configurar
opciones del mostrado de resultados. (C) checkbox para seleccionar cada perfil. (D) perfil de expresion
resultado de la busqueda. (E) link relacional. (F) imagen representativa de los niveles de expresion del gen
para las condiciones muestrales de la microarray. (G) descargar los datos de perfil. (H) busqueda de datos
relacionados.

Al realizar un click sobre la imagen que aparece en la figura 3.1 seccion F, aparece la imagen de
una manera mas detallada, como se puede ver en la figura 3.2. Donde se puede apreciar mas claramente,
dando un un resumen de la microarray (l), la imagen ampliada (J) niveles de expresion del gen para las
diferentes muestras de la microarray, los clusters de naturaleza biomédica (K), los valores de expresion (L) y

cada condicién muestral (M).
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Figura 3.2: Vista detalle de la expresion del gen Cyp7b1 para las condiciones muestrales de la microarray
GDS402 que estudia el rifion de ratas diabéticas. Las agrupan en muestras de raton diabético y no
diabético, asi como en muestras de ratones de 8 semanas o 18 semanas de edad. Estos serian clusters de
muestras de origen biomédico definidos por los creadores de la microarray. (I) resumen de la microarray. (J)
niveles de expresién del gen para las diferentes muestras de la microarray. (K) clusters de origen biomédico
definidos por los autores de la microarray. (L) muestra los valores de expresion.(M) condiciones muestrales.

La imagen mostrada en la figura 3.2 permite al investigador poder observar los valores de expresion
por cada condicion muestral de la microarray y las agrupaciones de condiciones muestrales en clusters de
naturaleza biomédica (K). Por ello, considero necesario poder mostrar al usuario de mi aplicacion web una
imagen representativa de los clusters de la microarray. La imagen de mi aplicacion web en lugar de mostrar
los valores de expresién como sucede en la figura 3.2, muestro los niveles de expresion del gen para cada

cluster. Mas adelante retomaré el tema y lo explicaré con detenimiento.

3.1.2.2 Método de descarga de informacion de la base de datos de GEO

Al comprender la base de datos de GEO Profiles y que posibilidades daba su pagina web, me centré
en la manera de obtener la informacion. La informacion tendria que ser de un gran numero de genes

(cuantos mas mejor, ya que sera mas util en el momento de realizar el cruce entre genes marcadores).

El NCBI al permitir acceder a su informacion, tiene diversos modos para poder obtener sus datos.

Las opciones permitidas para el caso de la base de datos GEO Profiles son:

» Através de los links de descarga por cada microarray (DataSet).
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e Descarga por FTP.

* Un acceso programado mediante consultas Entrez Programming Utilities (E-Utils).

« A través de los links de descarga de perfiles de expresion que aparecen en la pagina web,
correspondiente a la figura 3.1, G.

* Realizando una consulta a Entrez GEO DataSets y Entrez GEO Profiles, y luego exportando el

resultado a un documento o archivo.

La opcidon escogida tiene que cumplir dos requisitos adecuados al trabajo que se va ha realizar
sobre estos datos, que son los siguientes:
» Descargar de manera automatica, es decir, mediante un programa.

* Descargar sélo genes marcadores.

La opcién que cumple los requisitos descritos es el acceso programado mediante consultas E-Utils.
Porque la opcién links de descarga por microarray, link de descarga de perfiles de expresion de la pagina
web y mediante consulta Entrez son opciones manuales que no se pueden realizar mediante un programa.
Entonces quedan dos opciones, FTP® y E-Utils®, donde FTP realiza la descarga total de la microarray causa
que no queremos para formar la base de datos y E-Utils tiene un comportamiento parecido a la pagina web
de GEO Profiles mediante consultas online. Por ello, la opcidén mas adecuada es E-Utils, aunque cabe decir
que posteriormente sera necesario utilizar la opcion FTP para poder obtener los valores de expresion de

cada gen marcador de la base de datos de genes marcadores de microarrays.

3.1.3 Construccion de consultas E-Utils necesarias

Decidida la forma de realizar la descarga de informacion, llega el momento de averiguar como se

construye y la mejor manera de obtener los datos.

E-Utils[15] es una herramienta que facilita el acceso a los datos de Entrez fuera de la interfaz web
mediante consultas y puede ser util para obtener datos a partir de una busqueda. La respuesta de la
herramienta es un archivo con formato XML’. Hay ciertos requisitos por parte del NCBI para utilizar dicha

herramienta:

* Ejecutar programas los fines de semana o entre las 21:00 y 5:00 del Este durante la semana para
una serie de mas de 100 solicitudes.

* Enviar consultas a E-Utils, no a la pagina estandar del NCBI.

5 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Ftp/

6 http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query/static/eutils_help.html

7 XML es un metalenguaje extensible de etiquetas desarrollado por el World Wide Web Consortium(W3C).
La tecnologia XML busca dar solucion al problema de expresar informacién estructurada de la manera
mas abstracta y reutilizable posible
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* No hacer mas de tres peticiones por cada segundo.

» Utilizar el parametro email y tool para el software distribuido, de manera que puedan analizar el

proyecto y ponerse en contacto si hubiese algun problema.

Cualquier incumplimiento de los requisitos del NCBI para utilizar la herramienta E-Utils provocaria

un corte de la conexion con el servidor donde se ejecuten las consultas. Por esta razén hay que tener en

cuenta las condiciones descritas en el momento de ejecutar el programa de descarga de informacion.

La consulta que se realiza esta formada por cuatro partes:

* Una parte base, comun a todas las consultas que se realizan. Porque permite el acceso a E-Utils:

http://eutils.ncbi.nim.nih.gov/entrez/eutils/ .

» Lasegunda parte determina la aplicacion ha utilizar con E-Ultils..

Opciones:

O

eSearch: a partir de una consulta de texto responde con la lista de identificadores unicos (UID)
dada una base de datos.

eSummary: a partir de una lista de UIDs responde con el resumen de ellos.

eFetch: a partir de una lista de UIDs responde con los registros.

ePost: acepta una lista de UIDs guardandolos como conjunto en el historial del servidor y
responde con la correspondiente “query key” y “web environment”. Estos valores hacen
referencia al conjunto o consulta asociada, asi el servidor recuerda el conjunto o consulta
anteriormente realizada. Las opciones también sirven para el resto de aplicaciones.

elLink: a partir de una lista de UIDs de una base de datos permite relacionar dicha lista con los
IDs correspondientes a otra base de datos de Entrez.

elnfo: proporciona el numero de registros indexados en un campo de una base de datos, la
fecha de la ultima actualizacién y los enlaces que estan disponibles con otras bases de datos de

Entrez.

« La tercera parte consiste en determinar a que base o bases de datos se realiza la consulta. EI NCBI

consta de muchas bases de datos, pero en este trabajo sélo me centro en dos: la GEO Profiles y la

Gene. Con la base de datos GEO Profiles se obtiene la lista de identificadores Unicos de GEO

Profiles(UIDs) asociados a la consulta y con la base de datos Gene se obtiene la lista de

identificadores de los genes (IDs) a partir de los UIDs.

* La ultima parte es propiamente la consulta ha realizar. Consiste en el término de entrada a la base

de datos, opciones opcionales al término, opciones opcionales a la consulta y otras opciones

obligatorias. Mas adelante se explicara en detalle las opciones para la consulta.

Sabiendo la estructura de la consulta ha realizar, tengo que decidir la forma de construir dicha

consulta. Selecciono las aplicaciones necesarias para poder descargar la informacion.

18


http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/

Comparacién de datos de expresion génica del servidor local con datos de una Base de Datos Remota

En la segunda parte de la consulta me interesa primero la aplicaciéon eSearch, porque mediante un
término introducido responde con una lista de UIDs. Cada UID corresponde con un perfil de expresién
mostrado en la pagina web. Enlazando la salida de la consulta eSearch con la entrada de eSummary.
Ademas de saber el UID de cada perfil se obtiene informacién sobre el UID. También se necesita la
aplicacion eLink, para poder averiguar el ID de la base de datos Gene a partir del UID de la base de datos

GEO Profiles. Mas adelante explico porque es necesario utilizar esta ultima aplicacion de E-Utils (eLink).

Para acabar de construir las consultas necesarias para obtener la informaciéon del NCBI, hay que
determinar en la cuarta parte de la solicitud que término se introduce y las diversas opciones adicionales

para la correcta utilizacion.

Para escoger el término adecuado, en la seccion de informacion de la pagina web de GEO Profiles®
aparece la explicacién de los campos y ejemplos de busqueda. Aparece una gran cantidad de campos
disponibles ha utilizar, pero como interesa aquellos genes mas representativos de una microarray.
Selecciono el campo “Flag Type” y “Ranked Standard Deviation”. El primero hace referencia a los perfiles
que exhiben especificamente el tipo de efectos del subconjunto. El segundo campo esta relacionado con el
percentil del rango de la desviacion estandar del perfil en comparacion con todos los otros perfiles en un
conjunto de datos.

Antes de acabar de construir la consulta para ser lanzada a E-Ultils, realizo diversas pruebas en la
pagina estandar de GEO Profiles. Utilizando el “Ranked Standard Deviation” con valores de 50,75y 100° y

utilizando el “Flag Type”, probando el ejemplo de la ayuda, con rank subset effect™.

Me doy cuenta que el resultado es muy similar, aparte del nimero de genes resultante cercano a
700 mil. Los primeros genes mostrados en la pagina web son semejantes. Al ver esta coincidencia contacté
con el staff de ayuda referente a GEO Profiles del NCBI via correo electrénico. Donde explicaba el motivo
de mi e-mail, dado dos consultas diferentes que mostraran un resultado parecido y como podria obtener una
consulta similar a la provocada cuando un usuario introduce un texto en la pagina web de GEO Profiles.

Me resolvieron la duda, en la primera parte de la pregunta contestaron que aunque fueran consultas
diferentes tenian un comportamiento similar y por ello el resultado. Referente a la segunda parte, conseguir
una salida como la suya, con ese orden no es posible. Porque los célculos referentes al efecto de un
subconjunto se realizan con un método ad-hoc. Aunque me aconsejaron que utilizase el campo “Flag Type”
con value subset effect'’, que obtendria una salida similar a la producida por la pagina web de GEO Profiles.

Al probar dicha consulta, el resultado era semejante a los dos anteriores casos. Haciendo caso a la

respuesta del e-mail, acabe escogiendo esta ultima opcién para formar mi consulta.

8 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/info/qqtutorial.html
9 Ejemplo con valor 100: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/geoprofiles?term=100[Ranked+Standard+Deviation

10 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles ?term=rank+subset+effect[Flag+Type]

11 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles ?term=value+subset+effect[Flag+Type]
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Referente a las opciones a insertar en la consulta para la primera parte de la descarga, simplemente
inserto la opcién “usehistory”. Insertando dicha opcién permite al servidor almacenar la consulta realizada.
En la respuesta de la consulta en formato XML muestra 20 UIDs del total de la lista de UIDs de la consulta y
se afade un par de campos o "claves" mencionados anteriormente “query key” y “web environment”. Como
campo obligatorio en cada consulta, el NCBI recomienda introducir el e-mail por posibles errores o uso
indebido de la herramienta E-Utils.

3.1.4 Compresion del aplicativo PCOPGene, concretamente NCR-
PCOPGene

Comprender el aplicativo PCOPGene[4], concretamente NCR-PCOPGene[5], es importante porque

es el lugar donde se integra mi aplicacion web dentro del servidor[2].

La herramienta PCOPGene es una aplicacion web para el estudio de microarrays. Hay dos
vertientes para su utilizacion. En la primera via, a partir de un grafico de genes marcadores permite
seleccionarlos con la intencién de poder estudiar dichos genes seleccionados. Dando la posibilidad de
relacionar los genes con publicaciones donde aparece el gen, permite mostrar informacion relevante sobre
el gen, etc. En la segunda via, tiene una serie de herramientas que permite analizar la microarray que
contiene los genes marcadores mencionados en la anterior via y su comportamiento, la relaciéon entre los

diferentes clusters y como se comportan, etc.

En PCOPGene hay una herramienta web llamada NCR-PCOPGene, donde recae mi interés, ya que
mi aplicacién web se enlaza con ella. La aplicacion tiene la funcionalidad de encontrar los genes
marcadores de la microarray del usuario, a partir del criterio del usuario en sobreexpresar o infoexpresar
unos clusters respecto a otros, como se puede observar en la figura 3.3.

En la figura 3.3 se determinan las condiciones de busqueda de genes marcadores utilizando como
base matematica los intervalos de confianza creados a partir de la distribucion T de Student. El nivel de
confianza define la cantidad de condiciones muestrales que deben estar dentro del intervalo, segun el
usuario determine el valor de alfa. El nivel de confianza sera 99.7%, 99.1% y 95.1% dependiendo del valor
de alfa que se selecciona en la parte inferior izquierda de la figura 3.3, con valores 0.003, 0.009 y 0.049,

respectivamente.
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Figura 3.3: PHP de seleccion de parametros de busqueda para la aplicacion NCR-PCOPGene. En el primer
apartado se ajustan los requerimientos de expresion de cada cluster respecto al valor basal 0, es decir si se
busca el cluster sobreexpresando o infoexpresando. En el segundo apartado se ajustan los requerimientos
de expresion de cada cluster respecto el resto, es decir si un cluster esta sobreexpresado, infoexpresado o
diferentemente expresado (cualquiera de las opciones anteriores) respecto a otro cluster. El parametro alfa
selecciona el nivel de confianza. El botén Launch Search lanza la busqueda de los genes marcadores para
la distribucion de clusters requerida.

El resultado obtenido de cumplir las condiciones requeridas por el usuario, muestra los genes
marcadores que cumplen dichas condiciones, como se observa en la figura 3.4. El resultado obtenido en la
figura es un ejemplo de cumplir las siguientes condiciones: sobreexpresar el clister 2, el cluster 3 sin
solapamiento del cluster 2 y sobreexpresar el cluster 4 sobre el 3.

A partir de los genes marcadores resultantes de la aplicacion NCR-PCOPGene comenzara el inicio
de mi aplicaciéon. Siendo los genes marcadores que cumplen las condiciones del usuario la entrada de mi
aplicacion, donde se comparan los genes marcadores obtenidos con la base de datos de genes marcadores

de microarrays. De esta manera ambas aplicaciones se fusionan.
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2 Genes found

%

Rank Dist 1d  Name
1 0.134132 206  B2M: beta-2-microglobulin Bl

0.132013 1226 LAMPZ: lysosomal-associated membrane protein 2 B
0.130201 307 APOAZ: zpolipoprotein A-11 —

0.122876 1227 LAMP2: lysosomal-associated membrane protein 2 —

2

3

4

5 0.118502 479 SID W 488455, Cathepsin D (lysosomal aspartyl protease) [59:AA047512, 30:AA047455] iy
[ 0.117088 314 COL3A1: collagen, type 11, alpha 1 (Ehlers-Danlos syndrome type IV, autosomal dominant) —
7 0.105115 1233 RRBPL: ribosome binding protsin 1 homolog 180kDa (dog) —_
8 0.102110 458 C200rf3: chromosome 20 open reading frame 3 —_
3 0.098408 215  PDEBA: phosphodiesterase 8A =L
10 0.091541 310  BAZ2B: bromodomain adjacent to zinc finger domain, 28 —
1 0.084273 304  CDKN2C: cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, inhibits CDK4) —_
12 0.079634 316  NR2F2: nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2 —_
13 0.059220 139 IPOB: importin 8 =L

14 0.054421 963  Protein: Thioredoxin mRNA-log iy

BB OEH OB OB OB OB B B B B BB BB

15 0.029936 209 KRTGA: keratin 64 —

15 genes

Figura 3.4: PHP que muestra el resultado de la consulta a la aplicacion NCR-PCOPGene. Lista los genes
que cumplen las condiciones requeridas por el usuario. La columna Dist muestra la distancia de separacion
entre clusters. Esta distancia entre clusters mide la separaciéon en términos de expresion de los clusters
para cada gen marcador en la microarray del usuario (a mayor diferencia a la hora de expresar uno u otro
cluster mas marcador sera el gen). La lista se ordena de mayor a menor distancia, pues los genes con
mayor distancia seran los genes que mas marcan la separacion entre los clusters. El degradado de color de
la columna Dist es proporcional al valor de la distancia entre clusters.

3.2 Construccién de la base de datos local de genes marcadores

de microarrays

En esta segunda fase del trabajo se realiza la parte del preproceso del trabajo, ya que al partir
desde cero en el proyecto, se necesita conseguir previamente la informacién. La informacion ha conseguir
consiste en los genes marcadores resultantes de realizar la consulta construida mediante E-Utils en la
seccion 3.1.3 de fases del trabajo. La informaciéon descargada a modo de genes marcadores tienen clusters
de informacién biomédica, que permiten enriquecer la informacién de clusters para la aplicacion NCR-
PCOPGene.

3.2.1 Descargar la informacion del NCBI mediante E-Utils

La primera fase de la descarga consiste en conseguir la lista de UIDs , que se realiza con eSearch
hacia la base de datos Geoprofiles. A causa de que el lenguaje de programacion utilizado en E-Utils es el
Perl™, opto por escoger Perl[19] como lenguaje ha utilizar para descargar y tratar la informacion. La consulta
final queda de la siguiente manera:

http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/esearch.fcgi?

db=geoprofiles&term=value+subset+effect[Flag+Type]&retmode=xml&usehistory=y

12 Perl es un lenguaje de programacién disefiado por Larry Wall en 1987. Perl toma caracteristicas del
lenguaje C, del lenguaje interpretado shell (sh), AWK, sed, Lisp y, en un grado inferior, de muchos otros
lenguajes de programacion.
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A partir de activar la opcion usehistory en la consulta, se pueden obtener el par de “claves”
relacionadas (anteriormente comentadas: web environment y query key) con la consulta para relacionar con
otra consulta, realizando un “pipeline””® entre ellas. De esta manera realizo una consulta sobre eSummary
sin necesidad de descargarme primero la lista de UIDs de eSearch por completo. Este proceso se permite

realizar gracias al par de “claves” de la primera consulta, asi con una descarga consigo la lista de UIDs e

informacion relevante sobre cada UID. La segunda consulta a E-Utils es:

http://eutils.ncbi.nim.nih.gov/entrez/eutils/esummary.fcgi?

El par de "claves" que hacen referencia a $web(web environment) y $key(query key), son los
valores necesarios para poder recordar al servidor la informacion requerida en la primera consulta. Los
campos retstart y retmax son el intervalo indicativo de los genes marcadores ha descargar en una consulta

del total de genes producidos por la primera consulta.

Como resultado de la descarga, se generan 1250 archivos (en formato XML). Donde cada archivo
alberga 500 genes marcadores (marcado en el intervalo comentado) y su informacion asociada. El proceso

de descarga tiene una duracién aproximada de 2 horas.

El unico problema que se podria encontrar en este método de descarga seria que la informacién
descargada no sigue ningun orden, ya que como se ha comentado anteriormente se hace con un método
ad-hoc del NCBI. Pero como los genes marcadores descargados son agrupados por la microarray a la que

pertenecen, no carece de tanta importancia el orden entre ellos.

3.2.2 Tratar la informacion descargada de los genes marcadores

En esta segunda fase, el objetivo agrupar los genes marcadores descargados (alrededor de 600 mil)

a la microarray a la que pertenece, construyendo la base de datos de genes marcadores de microarrays.

Como la informacién descargada esta en formato XML, es necesario instalar un médulo de Perl que
permita leer un XML cémodamente. Perl tiene infinidad de médulos y librerias para solucionar el problema™,
como XML::Parser, XML::LibXML, XML::Twig, XML::Simple,etc. Incluso dispone de un médulo especifico
para bioinformatica (BioPerl), pero que yo no lo utilicé. Finalmente me decidi por el médulo XML::Simple[21].

Porque como su nombre indica, es sencillo de utilizar para leer un XML. En el momento de instalarlo en el

13 Un pipeline consiste en un flujo de datos transmitido en un proceso comprendido por varias fases
secuenciales, siendo la entrada de cada una la salida de la anterior.

14 http://search.cpan.org/

23


http://search.cpan.org/
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/esummary.fcgi?db=geoprofiles&WebEnv=$web&query_key=$key&retstart=$retstart&retmax=$retmax&email=allen34@gmail.com
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/esummary.fcgi?db=geoprofiles&WebEnv=$web&query_key=$key&retstart=$retstart&retmax=$retmax&email=allen34@gmail.com
http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/esummary.fcgi?db=geoprofiles&WebEnv=$web&query_key=$key&retstart=$retstart&retmax=$retmax&email=allen34@gmail.com

Comparacién de datos de expresion génica del servidor local con datos de una Base de Datos Remota

servidor tuve algun problema. No por el modulo, que se instaldé correctamente con CPAN', sino por las
librerias asociadas al modulo. Las librerias no acababan de instalarse correctamente en el servidor por
problemas de dependencias y version de Perl en el servidor. La solucién conseguida fue instalar una version

mas antigua de la libreria, ya que inicialmente obtuve la mas reciente.

A parte de agrupar cada gen marcador a la microarray correspondiente, se obtendra su ID de la
base de datos Gene. EI ID es importante obtenerlo porque es el identificador de gen que permite relacionar
cualquier base de datos del NCBI.

Para obtener el ID, primero se consulta sobre la base de datos local “geneinfo” del servidor
implementada en MySQL" con los campos taxid(identificador de la especie) y el nombre del gen. Si esta
consulta no es satisfactoria, entonces se realiza una peticion a E-Utils mediante eLink, comentado
anteriormente. Ya que con el UID de la base de datos GEO Profiles del gen se puede obtener el ID de la

base de datos Gene, gracias a eLink".

He optado por este método para lograr el ID porque si existe dentro de la base de datos del servidor,
la respuesta es mas rapida que realizar una consulta a un servidor externo y tratar dicha informacion. Sino

no hay otra opcién de poderlo conseguir.

La manera de agrupar la informaciéon por microarray es también en formato XML, otras opciones
estudiadas fueron archivos de texto y realizar una base de datos con MySQL. La opcién de crear una base
de datos no tenia mucho sentido, ya que se construiria una tabla por cada microarray existente. Al ser un
contenido no relacional, no se aprovecharia la funcion béasica de una base de datos en MySQL,
relacionando por un o varios IDs de las tablas. La siguiente opcién, almacenar la informacién en archivos de
texto es semejante a tener la informacion en formato XML. Pero la lectura de un archivo de texto es
secuencial y se tendrian que leer linea por linea el archivo en cuestion. Provocando un aumento de tiempo
en los procesos posteriores cada vez que se necesitara realizar la lectura de un fichero de la base de datos
de genes marcadores de microarrays. Por ello, la solucidn escogida para almacenar las microarrays en
formato XML permite reducir el tiempo de lectura respecto a los archivos de texto, ya que se acceden por
tags’®.

Inicialmente creaba un archivo por microarray existente, conteniendo por cada entrada un perfil de
expresion (representado por UID). Los campos para cada perfil de expresion de la microarray son:

* Geneid, identificador de la base de datos Gene del NCBI.
» UID, identificador de la base de datos GEO Profiles del NCBI.

* GeneName, nombre del gen.

15 CPAN (Comprehensive Perl Archieve Network) es una gran coleccion de software y documentacion
PERL que, permite de un modo extremadamente sencillo la instalacion de mdédulos Perl.
16 MySQL es un sistema de gestidon de bases de datos relacional, multihilo y multiusuario.

17 EJempIo con el UID 9239179 http /leutils.ncbi. nIm nih. gov/entrez/eutlls/ellnk fcqi?

18 Un tag o etiqueta es una marca con tipo que delimita una region en los lenguajes basados en XML.
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« Title, titulo de la microarray.
*  Summary, resumen de la microarray.
* Taxid, identificador de la microarray.

* Idref, identificador del perfil en la microarray.

Contener la informacion de esta manera, no fue una buena opcion. Los campos title, summary y
taxid tienen la misma informacién en cada perfil de expresion de la microarray. De esta manera, tampoco
podia saber la cantidad de genes por microarray que almacenaba el XML. Entonces decidi dividir la
informaciéon de una microarray en dos ficheros XML, uno almacena los perfiles de expresion de la
microarray e informacién unica y el otro fichero guarda la informacién referente a la propia microarray, es
decir, el title, el summary y el taxid. Ademas de esta manera, por cada perfil de expresion guardaba mas de
un nombre del gen en el campo GeneName y decidi separar los perfiles de expresion por los nombres del
gen.

Observando los campos existentes en la informacion descargada, decidi completar la informacion
afiadiendo un par de campos mas por cada archivo de microarray. El resultado final de los datos en una
microarray es:

* Fichero XML que contiene los perfiles de expresion o genes marcadores con los campos:

o Geneid, identificador de la base de datos Gene del NCBI.

o UID, identificador de la base de datos GEO Profiles del NCBI.

o GeneName, nombre del gen.

o |dref, identificador del perfil en la microarray.

o Alias, campo nuevo que contiene otros posibles nombres del gen.

o GeneDesc, campo nuevo que describe de forma breve el gen.

*  Fichero XML que contiene informacion referente a la propia microarray, con los campos:

o Title, titulo de la microarray.

o Summary, resumen de la microarray.

o Taxld, identificador de la especie de la microarray.

o Taxon, campo nuevo que contiene el nombre de la especie.

o Count, campo nuevo que alberga la cantidad de genes marcadores del anterior fichero.

La informacion descrita permite mostrar todo lo necesario por cada microarray y cada gen marcador

en la aplicacion web realizada.

La informaciéon descargada en numeros a modo de estadistica son 630 mil perfiles descargados
divididos en 2510 microarrays. Por cada microarray hay 250 genes marcadores de media. El proceso de
agrupar la informacion y tratarla tiene una duracién aproximada de 5 horas, este tiempo es debido a la gran

transmision de datos que se realiza con ficheros.
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3.3 Calculos online

Una vez obtenidos los datos, llega el momento de realizar el programa que cruza genes marcadores

en tiempo real (online) en la aplicaciéon web.

La funcion principal es cruzar los genes marcadores de la microarray del usuario como entrada del
programa con la base de datos de genes marcadores de microarrays construida en la fase 3.2. La salida del
programa es la compatibilidad de los genes marcadores de entrada con los genes marcadores de cada una

de las microarrays de la base de datos, mostrando también cuales son los genes marcadores en comun.

El programa trata ficheros de texto, como los genes marcadores de entrada o de salida, y ficheros
en formato XML por parte de la base de datos de microarrays. Por ello se ha implementado en lenguaje C*°,
porque permite tratar comodamente el tipo de ficheros mencionados y se caracteriza por su velocidad de

ejecucioén (necesario en un programa “online”). Para poder leer un XML se utiliza la libreria libxmlI[122] de C.

El cruce entre genes marcadores se realiza a partir del nombre del gen. Para mejorar o filtrar el
resultado obtenido, el programa permite una serie de opciones de busqueda:

* Busqueda simple: compara el nombre del gen marcador de entrada con el nombre del gen de la
microarray de la base de datos. Se realiza para la totalidad de la base de datos de genes
marcadores de microarrays.

¢ Busqueda por alias: ademas de incluir la busqueda simple, también compara el hombre del gen
marcador de entrada con todos los nombres asociados al perfil de expresion de la microarray
(alias).

* Busqueda por filtro: realiza una busqueda simple o por alias, pero sélo para un conjunto de

microarrays de la base de datos de microarrays.

El proceso del programa se observa en el siguiente diagrama de flujo, figura 3.5. Donde primero se
realiza una lectura del fichero del conjunto de genes marcadores que se cruzan con los genes marcadores
de la base de datos de microarrays. Los nhombres de los genes marcadores introducidos son almacenados
en un array para poder realizar mas adelante la comparacion. Seguidamente, comienza el calculo para
encontrar compatibilidades. Este proceso es un bucle por cada elemento del listado de microarrays. Por
cada microarray se leen sus genes marcadores y por el nombre del gen se compara con el array descrito
anteriormente, teniendo en cuenta las opciones de busqueda mencionadas. Si esta activada la opcion de
alias, ademas se compara cada alias con el array de entrada. Si el resultado es positivo se escribe en el

fichero que lista las compatibilidades de microarrays y los genes marcadores en comun en otro fichero. Asi

19 C es un lenguaje de programacion creado en 1972 por Dennis M.Ritchie en los Laboratorios Bell como
evolucién del anterior lenguaje B. Es un lenguaje orientado a la implementacién de Sistemas Opertaivos,
concretamente Unix.
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sucesivamente para cada elemento del listado de microarrays.
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B microarray del »‘ Cargar microarray ‘
listado
No acierto Si
Si No
Escribir %
de acierto
Escribir genes Comparar con
comunes listado de
genes marcadores

Listado de
compatibilidad

de
microarra

marcadores
comunes de

Figura 3.5: Diagrama de flujo del comportamiento del programa para realizar el cruce entre genes
marcadores. Primero se leen los genes marcadores y el listado de microarrays de la base de datos. Por
cada microarray del listado se comparan sus genes marcadores con los genes marcadores de la consulta
sobre la microarray del usuario. Si supera el treeshold se escribe en un fichero el porcentaje de genes
marcadores comunes entre la microarray del listado y la microarray del usuario respecto el total de genes
marcadores de la microarray del usuario. Ademas, por cada comparacién que supere el treeshold se escribe
en ficheros aquellos genes marcadores comunes.

Puntualizar sobre el fichero de salida llamado listado de compatibilidad de microarrays que
almacena el porcentaje de genes marcadores comunes entre la microarray del listado y la microarray del
usuario respecto el total de genes marcadores de la microarray del usuario y también el porcentaje de genes
marcadores comunes entre la microarray listada y la microarray del usuario respecto el total de genes
marcadores de la microarray listada. Asi se puede interpretar el nivel de acierto de ambos una vez
mostrados en la interficie web.

El método para comunicar el programa con el aplicativo web, referente a los genes marcadores, son
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los ficheros de salida mediante el UID (identificador unico de GEO Profiles) y el indice del array que
almacena el conjunto de genes marcadores que son cruzados con la base de datos. El array creado en el
programa para guarda los genes marcadores de entrada tiene su homologo en la aplicacién web. Por eso,
guardando el indice del array permite posteriormente a la aplicacion web seleccionar directamente el gen

marcador.

El proceso desarrollado es un proceso final, ya que en el transcurso de la elaboracién se fue

modificando para poder optimizar el tiempo de respuesta del programa y eficacia. Las modificaciones son:

* Mejora del tiempo de respuesta del programa: Inicialmente tenia una duracién de 35 segundos en el
servidor[2], pero a causa de reducir el nimero de arrays a tratar, de rectificar los bucles de
busqueda de las microarrays y de los genes marcadores logré reducir el tiempo alrededor de una
séptima parte del tiempo inicial.

« Eliminacion de las microarrays inferiores a un 75% de acierto en el resultado: A priori introduje un
corte en el resultado. El corte consistia en mostrar como resultado aquellas microarrays superiores
al 75% de acierto en la base de datos de microarrays. Posteriormente me di cuenta que era un
porcentaje muy restrictivo observando los resultados mostrados al aplicar un test de pruebas. Por

ello considere suprimirlo.

A partir de las modificaciones aplicadas y el desarrollo descrito, se aprecia un resultado bastante

satisfactorio para un programa en tiempo real.

3.4 Aplicacion Web

La aplicacion web se ha desarrollado en un servidor diferente, llamado http://devresearch.uab.es. Es
el servidor de pruebas, donde se realizan e implementan las interficies web antes de integrarlo en el

servidor principal, http://revolutionresearch.uab.es.

3.4.1 Generacion de imagenes a partir de los valores de expresion de

los genes marcadores

En la aplicacion web, aparece una imagen por cada gen marcador que representa los niveles de
expresion del gen para cada cluster de una microarray concreta. Para poder generar dicha imagen utilicé
una herramienta implementada por un compafiero que me genera los genes marcadores de la base de
datos de microarrays y los genes marcadores de la microarray de interés por el usuario. La herramienta

genera la imagen a partir de introducir los valores de expresion de cada uno de los clisters. Con la imagen
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se puede observar los niveles de expresion del gen para cada cluster de la microarray, permitiendo ver

como se expresa cada uno de los clusters a modo de imagen.

El proceso de generacién de imagenes necesita previamente descargar del FTP? del NCBI las
microarrays existentes en la base de datos de genes marcadores de microarrays. Las microarrays del FTP
contienen los valores de expresién de todos los genes de la microarray. Por ello, una vez descargadas se
tienen que seleccionar sélo los genes que aparecen en la base de datos de genes marcadores de
microarrays.

La microarray del FTP se tiene que parsear debidamente para obtener las diversas distribuciones de
clusters que contiene, con la intencién de generar un archivo colors?' por distribucion de clusters. Un archivo

colors representa la distribucidén de clusters respecto las condiciones muestrales del experimento.

En la implementacion para parsear la microarray descargada desde el FTP tuve algunas dificultades
para generar el archivo colors. El problema consistia en realizar un cédigo preparado para la infinidad de
distribuciones de clusters que puede haber en las diferentes microarrays.

Por cada microarray puede haber diversas distribuciones de clusters, formadas por condiciones
muestrales muy dispersas dado un orden determinado. Tampoco todas las distribuciones de clusters son
una buena representacién, ya que un cluster con menos de 4 condiciones muestrales no se considera una
agrupacion valida. Pero consegui obtener el resultado esperado y de manera eficiente con una serie de

bucles y arrays que entrelazados entre si obtenia crear los archivos colors.

Seleccionados los genes, sus valores de expresion que aparecen en la microarray de la base de
datos de microarrays y construido el archivo colors para la microarray, son introducidos a un programa que
calcula la distribucion t-Student® con valores alfa de 0.009 y probabilidad del 0.991 aplicando un intervalo
de confianza® del 95%. Obteniendo como respuesta los valores de minimo (min), maximo (max) y media
(avg) de cada cluster existente por cada gen de la microarray.

El programa que calcula los valores (min, max y avg), ha sido la reutilizacién de otro programa
existente de un compafiero que se utiliza para la aplicacién web NCR-PCOPGene. El programa se encarga
de calcular la distribucion t-Student aplicando un intervalo de confianza para poder seleccionar que clusters
se sobreexpresan o infoexpresan segun el criterio del usuario que utiliza el aplicativo para una microarray,
obteniendo los genes que cumplian dichas condiciones con los clusters. Del programa original se ha
extraido el calculo referente a distribucion t-Student y intervalo de confianza, modificandolo para obtener los
valores de minimo,maximo y media de los clusters y para todo los genes de la microarray introducida. A
causa de algunos clusters formados por valores de expresion en las condiciones muestrales dispersas y que

20 _http://ftp.ncbi.nih.gov/pub/geo/DATA/SOFT/GDS/

21 Un archivo colors se representa con dos columnas. La primera columna indica el nimero de la condicion
muestral, empezando por el 1. La segunda columna es el numero del cluster que pertenece la condicién
muestral.

22 La distribucion T (de Student) es una distribuciéon de probabilidad que surge del problema de estimar la
media de una poblacion y ésta debe ser estimada a partir de los datos de una muestra.

23 Se llama intervalo de confianza a un par de niumeros entre los cuales se estima que estara cierto valor
desconocido con una determinada probabilidad de acierto.
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no se focaliza correctamente con el calculo comentado, se ha restringido el intervalo de confianza para
estos casos concretos. Estos casos se producen cuando los valores (min y max) obtenidos no reflejan
adecuadamente el intervalo de concentracidon de muestras, es decir, los valores (min y max) que
corresponden al limite inferior y superior son menores que el valor minimo de las muestras y mayores que el
valor maximo de las muestras. Entonces los valores de las muestras minimo y maximo pasan a ser los
limites del cluster, realizando y focalizando mejor el intervalo del conjunto de condiciones muestrales en un

cluster.

Elaborados los valores de una microarray, se estructuran para ser introducidos en la herramienta
que genera las imagenes que muestran los niveles de expresion del gen para cada cluster de la microarray.
Ademas la herramienta permite indicar el punto inicial, el valor basal. Otra opcién ha introducir son los
centros de las distribuciones de los clusters. Los centros corresponden a la cantidad de condiciones
muestrales agrupadas por cluster respecto al total de condiciones muestrales de la microarray. La medida
de centros tomada no conseguia resaltar claramente los centros en las distribuciones de clusters, con lo que

decidi sumar un factor de correcciéon para mejorar la interpretacion visual del usuario.

Un ejemplo de imagen es la mostrada en la figura 3.6. Donde la imagen representa la distribucion
de dos clusters a lo largo del rango de expresién de un gen. Un cluster pintado de color rojo donde se
puede apreciar una mayor dispersién de los valores dada la largura de la linea. Otro cluster pintado de color
lila que muestra una concentracion mayor de sus muestras. El cluster lila se sobreexpresa respecto al

cluster rojo.

Figura 3.6: Imagen que representa la distribuciéon de dos clusters a lo largo del rango de expresion de un
gen. Un cluster pintado de color rojo donde se puede apreciar una mayor dispersién de los valores dada la
largura de la linea. Otro cluster pintado de color lila que muestra una concentracién mayor de sus muestras.
El cluster lila se sobreexpresa respecto al cluster rojo para este gen y microarray en cuestion. En la parte
superior izquierda del imagen se puede ver el valor basal o valor O (de color verde).

3.4.2 Diseino e implementacién de la interfaz web

Una vez construida la base de datos de genes marcadores de microarrays, realizado el programa de
cruce entre genes marcadores, generado las imagenes asociadas a la base de datos de genes marcadores
de microarrays, elaboré la herramienta que relaciona lo mencionado anteriormente a modo de aplicacion
web.

El proceso de disefio e implementacion de la interfaz web contiene tres subsecciones. Consisten en

conectar dos aplicaciones, una vista general donde se muestran las microarrays compatibles y una vista
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detalle donde aparecen los genes marcadores de la microarray seleccionada.

3.4.2.1 Conexidn entre aplicaciones web

Antes de realizar la aplicacion propiamente dicha, hay que conectar la aplicacion NCR-PCOPGene
con mi aplicacién. La aplicacion NCR-PCOPGene busca los genes marcadores de la microarray del usuario
con uno u otro cluster sobreexpresado o infoexpresado respecto al resto, a peticion del usuario. Mostrando
los genes marcadores resultantes, donde modifico la pagina web en formato php? para enlazar ambas
amplicaciones.

La modificacion consiste en escribir en ficheros aquella informacion relevante para mi aplicativo e
insertar el enlace entre ambas. La informacion relevante son el listado de genes marcadores para la
distribucidon de clusters requerida por el usuario y la distancia que mide la separacién en términos de
expresion de los clusters para el gen marcador y la microarray del usuario (a mayor diferencia a la hora de
expresa uno u otro cluster mas marcador sera el gen). Como se puede observar en la figura 3.7 que
muestra la pagina web resultante del NCR-PCOPGene, donde aparece un listado de genes marcadores
para la distribucién de clusters requerida por el usuario. El listado estéd ordenado de mayor a menor segun la
distancia que mide el mejor candidato a ser gen marcador. También se aprecia como se ha incorporado el

enlace entre ambas aplicaciones continuando la linea del servidor en la parte inferior de la figura 3.7.

ii Genes found *W‘

Rank Dist Id Name
1 0.185283 962 EIF3EIP: eukaryotic translation initiation factor 3, subunit E interacting protein —_ =

2 0.182004 961 ESTs Chr.22 [486514, (IW), 52:AA043037, 39:AA042937] i 1ot i
3 0.173826 968 ETV4: ets variant gene 4 (E1A enhancer binding protein, E1AF) —_ ==
4 0.149907 966 MARCKSL1: MARCKS-like 1 i ot -
5 0.144405 963 KIAAD430: KIAAQ420 iy P-4
6 0.131102 953 HISPPD2A: histidine acid phosphatase domain containing 2A = =
7 0.130379 908 HBEL: hemoglobin, epsilon 1 o =
8 0.124758 905 PSAT1: phosphoserine aminotransferase 1 —_ -
=] 0.104588 915 HBAZ: hemoglobin, alpha 2 " -
10 0.096621 919 SID W 296310, ESTs [59:W03157, 39:N74445] i pict -3

11 0.081990 883 YARS: tyrosyl-tRNA synthetase e e

12 0.073853 912 PIBF1: progesterone immunomodulatory binding factor 1 — ==
13 0.071261 957 PIM3: pim-3 oncogene o P
14 0.065067 877 HIST1H1C: histone cluster 1, Hlc e P
15 0.0681815 952 NET1: neuroepithelial cell transforming gene 1 —_ (==

16 0.055803 955 CECRS: cat eye syndrome chromoseme region, candidate 5 —_ -

16 genes

m Use Gene Alias m Filter by : Search Gene Markers

Figura 3.7: PHP que muestra el resultado de la consulta a la aplicacion NCR-PCOPGene. Este listado
muestra los genes marcadores para la distribucion de clusters requerida por el usuario. En la parte inferior
aparece el botoén para lanzar el cruce de estos genes marcadores resultado y los genes marcadores de la
base de datos de genes marcadores de microarrays. Al lado aparecen las opciones de alias, para realizar
un cruce de genes marcadores considerando todas las posibles nomenclaturas de cada gen, y de filtrado de

24 PHP es un lenguaje de programacion interpretado, disefiado originalmente para la creacion de paginas
web dinamicas.
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microarrays por palabra clave, lo que solo compararia los genes resultado con genes marcadores para
microarrays que estudien del cancer de colon (si como palabra clave usasemos “colon cancer”).

El enlace a parte de conectar las dos aplicaciones, permite al usuario poder activar otros métodos
de busqueda explicados en la seccién 3.2.1 correspondiente al programa de calculo online. El método de
busqueda por alias, se habilita mediante un checkbox y el método de filtrado, consiste en un cuadro de texto
donde poder escribir la palabra o palabras claves para filtrar las microarrays.

La busqueda para filtrar microarrays se realiza con una busqueda de la palabra o palabras claves
introducidas en el cuadro de texto, por los campos Title y Summary de la base de datos de genes
marcadores de microarrays, con la intencién de reducir el conjunto de microarrays. Inicialmente proveé de
realizar la busqueda a partir de E-Utils, que consistia en realizar una consulta con la palabra o palabras
claves. La respuesta era una lista con los nombres de la microarrays que coincidian con dicha busqueda. El
proceso de E-Utils lo descarté por el excesivo tiempo de cdmputo que requeria para un calculo en tiempo
real. El proceso de la consulta tenia una duraciéon de 40 segundos (descargar y tratar), un resultado
excesivo. Por ello opté por la opcion de busqueda sobre la informacién de la base de datos de genes

marcadores de microarrays, ya que es mas rapido (4 segundos como maximo).

Para permitir que un usuario pudiese realizar diferentes pruebas sobre la aplicacion utilicé un
distintivo entre consulta y consulta. El distintivo es la fecha, cogiendo hora,minuto y segundo de la consulta
realizada. Asi en la posterior generacién de archivos temporales para el uso de la aplicacion web no

produce ningun problema entre consulta y consulta.

Al lanzar mi aplicacion mediante el enlace descrito se ejecuta el programa de calculo online y se
generan las imagenes de las distribuciones de clusters de condiciones muestrales correspondientes a los
genes marcadores de la microarray del usuario. Para amenizar la espera de la ejecucién de los programas
en la pagina web, se muestra un gif animado de carga de resultados como se observa en la figura 3.8.

o ¥
) .
@ LOADING @

Figura 3.8: Gif animado que se muestra mientras se realiza el cruce de genes marcadores.

La herramienta de un companero que genera la imagen de distribuciones de clusters de condiciones

muestrales de un gen, inicialmente estaba implementa en Python?. Dicha herramienta se lanzaba desde un

25 Python es un lenguaje de programacion de alto nivel cuya filosofia hace hincapié en una sintazis muy
limpia y que favorezca un codigo legible.
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programa en el servidor web (Apache®) para generar las imagenes de cada gen. Pero al lanzar un

programa en Python desde Apache no se ejecutaba dicho programa. Soluciones intentadas para resolver el

problema de ejecucion de Python desde Apache:

Intenté solucionarlo instalando el médulo correspondiente de Python (mod_python) en el servidor
web.

Comprobé los permisos del médulo de Python instalado, eran los mismo que el resto de mdédulos
instalados.

Comprobé los permisos del programa, de propietario, de grupo y de ejecucién, estaban correctos.

Comprobé el archivo de configuracion del servidor web Apache, situado en
letc/httpd/conf/httpd.conf. La ruta de carga del médulo de Python era incorrecta, la corregi.
Comprobé que estuviera habilitado los archivos .py en el servidor. Comprobé la ruta de situacion del
intérprete de Python.

En el programa forcé la ruta del intérprete de Python.

Después de intentar solucionar el problema con las posibles soluciones mencionadas, no consegui

lanzar el programa en Python desde el servidor web Apache. El compafiero que realizé la herramienta,

también intenté encontrar alguna solucién pero sin éxito. Al final el codirector decidié6 que el compariero

cambiase el programa de Python a C, lenguaje que se ejecuta perfectamente desde el servidor web.

3.4.2.2 Vista general de la interfaz web

Al finalizar la ejecucién de los programas de cruce de genes marcadores y generador de imagenes

de los genes marcadores de la microarray del usuario, se muestran los resultados obtenidos. Los resultados

se presentan en una tabla. La tabla contiene las microarrays compatibles con los genes marcadores de la

microarray del usuario.

La vista general muestra los resultados obtenidos en el programa de cruce a nivel de microarrays.

Aunque la comparacién se realiza entre genes marcadores, los genes marcadores de la base de datos

estan agrupados por microarrays. En el siguiente punto se explica la vista detalle, donde se muestran los

genes marcadores.

La tabla almacena toda la informacion relevante sobre las microarrays resultantes del cruce online.

A continuacion se describe el disefio y funcionamiento de la vista general con la ayuda de las figuras 3.9,

3.10, 3.11 y 3.12, donde se observa la estructura de la tabla y la apariencia global de la vista general.

Manteniendo la armonia del servidor y los colores caracteristicos como el lila y el azul.

26 El servidor HTTP Apache es un servidor web HTTP de cddigo abierto para plataformas Unix, Microsoft,
Macintosh y otras, que implementa el protocolo HTTP/1.1 y la nocién de sitio virtual.
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En la vista general se recoge el resultado obtenido en el programa de calculo online y la informacion

de la base de datos de microarrays, dividiendo la informacién por columnas y cada una de las microarrays

por filas.

La tabla contiene un total de 7 columnas, se puede ver mas claramente en la figura 3.9. Las

columnas de izquierda a derecha son:

GDS: El nombre de la microarray.

% user gds: El porcentaje de genes marcadores comunes entre la microarray listada y la microarray
del usuario respecto el total de genes marcadores de la microarray del usuario (la lista de
microarrays se ordenara inicialmente por este campo)

%matching gds: El porcentaje de genes marcadores comunes entre la microarray listada y la
microarray del usuario respecto el total de genes marcadores de la microarray listada

Title & Summary: El titulo de la microarray, un breve resumen sobre la microarray y las distribucion

de clusters de la microarray.

GDS Analysis: Imagen de la distribucién de clusters de la microarray, figura 3.11.

% gene markers: El porcentaje de genes marcadores de la microarray de la base de datos de

microarrays entre el total de genes de esta microarray

Link: La ultima columna lanza la vista detalle de la microarray en cuestion
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& Matching GDS found

GDS

GD&E3257

GDEdild

al5lo/3

GhE2495

U user gds Y matching gds

43.750000 0.664137
37.500000 1678571
37.500000 4.687500
37.500000 1857143
37.500000 1083333
12.500000 0.550964
12.500000 1.6BETE2

Title & Summary

Squamous lung cancer
Bxprassion profiling of squamous lung cancer biopsy spacimans and paired normal spacimens from 5 patients. Diffsrentially sxprasced ganes intsgratsd with
protein interaction maps, Results suggest that diff=rentislty express=d gznes ar= highly connect=d through protein interactions.

Subsets; 2 disesse stute, 5 individual sets,

Cigarstts smoking =ffact on lung sdenocaminoma [Homo sapians]

Analysis of differ=nt tumor stage adenccarcinoma and paired normal lung tisues of curment, former and never smokers, To date, tobacco smeking is responsible
Tor over S0% of lung cancers. Results provide insight into the melecular basis of lung carcinegenesis induced by smoking.
Subaets: 2 tigsue 3 individual 4 disesse state 2 gender ,2 other sets,

Transmigrated neutrophils in the sheeclar space of endoloxin-=xposed lung [Homo sapiens]

Analysis of neutrophils that transmigrate to the shreclsr space. Transmigration induosd By bronchoscopic instillation of voluntesrs with sndotoxin (LPS). Results
identily differznces batween pulmonary and cirulating neutrophils that cozur eady in =ndotoxin-induced lung inflammation.
Subsets: 3 cell type ,2 sgent ,18 individual sets,

Seplic neutrophil respons= to lipopolysaccharide and high mebility group box 1 prot=in [Hamo sapizrs]
Anatysis of s=plic nevtrophils treated with lipopalysacchande or high mebility group box 1 {HMGEL) protein. Neutrophils solated from patiznts with s=psis-induced

acutz lung injury (ALL). HMGEL is a lat= mediator of =ndotoxin lethality, and nevtrophils play a role in 2ndotoxe=mia- associated ALL
Subsety: 3 agent B individual sets,

Non-diseased lung tissue [Homo sapisms]

Analysis of non-diseasad lungs from 23 multi-organ donors. Upper and lower lobe peripheral sactions of the lung wers sxamined. Donors vanisd in age, ==z,
smeking histery, and =thnicity. Results provide 2 reference for microamay studies of pulmeonary diszase.
Subsets; 2 tigsue ,2 gender 3 stress 6 age 3 other sets,

MAnti-cancer agent sapphyrin PCT-2050 sffect on lung cancer cell line: dose responss [Homo sapisns]

Anatysis of A549 lung cancer celis following treatment with anti-cancer agent sappyrin PCI-2050 or transcription inhibitor actinomyzin D. Hydrophilic sapphyrins
lecalizz to tumars, genemate oxidative stress, and inhibit gene =xpression.
Subsets; 3 agent 4 dose sets,

Pulmonary adenccaminoma [Hamo sapiens]

Analysis of pulmonary adenocarinomas (AC). Carcinogen sxposure is responsible for the majority of ACs. Results compared with those obtsined from a urethans-

induozd lung tumer moded in the mouss {GDS1649), and provide insight into the conszrved pathw ays underdying the development of AC.
Subsets; 2 tigsue sety,

7 matching gds with gds-user % = 10% & 13 matching gds with gds-user % < 10%
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4730083 =¥

1005251 =
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[Show/Hide % user-gds < 10% |

Figura 3.9: PHP correspondiente a la vista general. EI PHP lista las micrarrays que comparten genes
marcadores con la microarray de interés del usuario. La primera columna muestra el identificador de la
microarray y es un link a GEO Datasets para mostrar todo lo referente a la microarray en cuestion. La
segunda columna corresponde al porcentaje de genes marcadores comunes entre la microarray listada y la
microarray del usuario respecto el total de genes marcadores de la microarray del usuario (la lista de
microarrays se ordenara inicialmente por este campo). La tercera columna muestra el porcentaje de genes
marcadores comunes entre la microarray listada y la microarray del usuario respecto el total de genes
marcadores de la microarray listada. La cuarta columna muestra el titulo y un resumen de la microarray. La
quinta columna muestra la distribucién de clusters de la microarray. La sexta columna es el porcentaje de
genes marcadores de la microarray de la base de datos por el total de genes de esta microarray. El icono de
la dltima columna lanza la vista detalle de la microarray en cuestion.
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Y usergds %o matching gds Title & Summary GDS Analysis

Sguamaus lung cancer [Heme sapiens]

Expression profiling of squamous lung cancer biopsy specimens and paired normal specimens from 3 patients. Differentially
expressed genes integrated with protein interaction maps. Results suggest that differentially expressed genes are highly
connected through protein interactions.

Subsets: 2 disease state 5 individual sets.

43.750000 0.664137

Cigarette smoking sffect on lung adenocarcinama [Heme sapiens]

Analysis of different tumor stage adenocarcinoma and paired normal lung tissues of current, former and never smokers. To
date, tobacco smoking is responsible for over 90% of lung cancers. Results provide insight into the malecular basis of lung
carcinogenesis induced by smoking.

Subsets: 2 tissue 3 individual ,4 disease state 2 gender 2 other sats.

37.500000 2.678571

Transmigrated neutrophils in the alveclar space of endotoxin-exposed lung [Home sapiens]

Analysis of neutrophils that transmigrate to the alveclar space. Transmigration induced by bronchoscopic instillation of
volunteers vith endotoxin (LPS). Results identify differences between pulmonary and circulating neutrophils that occur early
in endotoxin-induced lung inflammatizn.

Subsets: 3 cell type ,2 agent 18 individual sets.

37.300000 4,687300

Figura 3.10: Imagen ampliada de las tres primeras microarrays mostradas en la figura 3.9. Donde se aprecia
mejor el contenido de la tabla. La primera columna muestra el identificador de la microarray y es un link a
GEO Datasets para mostrar todo lo referente a la microarray en cuestion. La segunda columna corresponde
al porcentaje de genes marcadores comunes entre la microarray listada y la microarray del usuario respecto
el total de genes marcadores de la microarray del usuario (la lista de microarrays se ordenara inicialmente
por este campo). La tercera columna muestra el porcentaje de genes marcadores comunes entre la
microarray listada y la microarray del usuario respecto el total de genes marcadores de la microarray listada.
La cuarta columna muestra el titulo y resumen de la microarray. La quinta columna muestra la distribucién
de clusters de la microarray (tanto de genes como de condiciones muestrales). Esta imagen se amplia al
pasar el ratébn por encima. La sexta columna es el porcentaje de genes marcadores de la microarray de la
base de datos de microarrays entre el total de genes de esta microarray. La flecha de la dltima columna

lanza la vista detalle de la microarray en cuestion.

Las columnas descritas permiten ordenar la tabla segun el criterio del usuario, con la funciéon
tablesorter?” de Javascript® de la libreria jQuery®. Al cargar la pagina web se ordena por la segunda
columna, % user gds reflejando el porcentaje de genes marcadores de la microarray del usuario
encontrados en la microarray de la base de datos de genes marcadores de microarrays. Se permite ordenar

por el resto de columnas descritas.

Cada una de las filas o celdas de la tabla alberga una microarray compatible con los genes

27 http://tablesorter.com/docs/
28 JavaScript es un lenguaje de scripting basado en objetos, utilizado para acceder a objetos en

aplicaciones. Principalmente, se utiliza integrado en un navegador web permitiendo el desarrollo de
interfaces de usuario mejoradas y paginas web dinamicas.

29 http://jguery.com/
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marcadores de la microarray del usuario. Las filas de la tabla se muestran en dos colores para facilitar la
vision del usuario, intercalando ambos colores como una zebra. Aunque se ordene la tabla por otra columna

a la inicial, la visién de colores en zebra se mantendra gracias a la funcion tablesorter de Javascript.

Si el investigador necesitase mas informacién sobre la microarray, el nombre de la microarray
correspondiente a la columna GDS es un link®*® que abre una nueva pestafia hacia el NCBI sobre la
microarray seleccionada. También la columna GDS Analysis (figura 3.11) que corresponde a la imagen de la
microarray es un link®' hacia el NCBI para apreciar con mas claridad las distribucion de clusters de la

microarray y la concentracion de muestras.

Figura 3.11: Imagen ampliada de la distribucion de clusters de la microarray GDS1312. Correspondiente a la
imagen mostrada en la columna GDS Analysis de las figuras 3.9 y 3.10. Las filas son los genes y las
columnas las condiciones muestrales. En la figura aparece un hierarchical clustering tanto de genes como
de condiciones muestrales. Estos son unos clusters de origen estadistico. Clicando sobre la figura accedes

a una interfaz de GEO Datasets que te permite navegar por la figura gen a gen.

Para enriquecer el aspecto visual de la interfaz web, en la imagen de la microarray se ha
incorporado una funcionalidad (figura 3.11). La funcionalidad sucede con el ratdén situado encima de la
imagen y se aumenta con un efecto suave para una mejor visualizacién. El efecto pertenece a la libreria

Dojo* en JavaScript.

En figura 3.12, aparece una linea que muestra el nimero de microarrays resultantes con un
porcentaje superior al 10% y también las inferiores. Se realiza esta separacién entre las microarrays
resultantes para mostrar inicialmente aquellas microarrays superiores y si el usuario cree conveniente ver
las inferiores, darle la posibilidad de hacerlo.

El boton que permite mostrar las microarrays inferiores al 10% se encuentra en la parte inferior
derecha de la figura 3.10, llamado Show/Hide %user-gds < 10%. Como su nombre indica, muestra y oculta
las microarrays inferiores. Dicha accién se realiza también con una funcién implementada en Javascript,

teniendo en cuenta soélo las filas que corresponden a las microarrays inferiores.

30 Ejemplo para la microarray GDS3179: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GDSbrowser?acc=GDS3179

31 Ejemplo para la microarray GDS3179: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/gds/analyze/analyze.cqi?
ID=GDS3179

32 www.dojotoolkit.org/
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Anti-cancer agent sapphyrin PCI-2030 effect on lung cancer cell line: dose response [Home sapiens]

GD52499 12.500000 0.550964 Analysis of 4549 lung cancer cells following treatment with anti-cancer agent sapphyrin PCI-2050 or transcription inhibitor
actinomycin D. Hydrophilic sapphyrins localize to tumors, generate oxidative stress, and inhibit gene expression.
Subsets: 3 agent ,4 dose sets.

T
- 0.663923 =
4

P

0.839504 =

Pulmanary adenocarcinoma [Heme sapiens]

Analysis of pulmonary adenocarcinomas (AC). Carcinogen exposure is responsible for the majority of ACs. Results
compared with those obtained from a urethane-induced lung tumor model in the mouse (GDS1643), and provide insight
into the conserved pathways underlying the development of AC.

Subsets: 2 tissue sets,

GD51650 12.500000 1.886752

7 matching gds with gds-user % > 10% & 13 matching gds with gds-user % <" 10%

| Show/Hide % user-gds < 10% |

Figura 3.12: Imagen ampliada de la parte inferior de la figura 3.9. La dltima linea de la tabla indica el numero
de microarrays superiores al 10% de compatibilidad entre los genes marcadores de la microarray del
usuario y sus genes. El botén “Show/Hide % user-gds < 10%” permite mostrar o ocultar las microarrays
inferiores al 10% de compatibilidad.

Los diferentes efectos y funcionalidades aplicadas a la pagina web mediante Javascript me provoco
problemas al complementar las funciones diferentes en una misma pagina web. Cada funcién utiliza una
libreria diferente de JavaScript, por lo que hay que tener en cuenta el orden en que se ejecutan y cual de
ellas se actualizan al suceder algin evento sobre la pagina. Primero se carga con la pagina web el efecto de
aumentar la imagen y una vez cargada la informacién que contiene la pagina web a modo de tabla, se
ocultan las microarrays inferiores y finalmente se utilizan las funciones de ordenar para concluir con el
aspecto que se muestra en la figura 3.9.

Sino se carga en primera instancia el efecto de aumentar la imagen con la pagina web, provoca un
mal funcionamiento del efecto en algunos navegadores (por ejemplo, Google Chrome o Explorer) y afecta
al resto de funciones JavaScript. Al realizar alguna accién sobre la pagina produce un evento y requiere
actualizar la funcion de ordenar la informacion y realizar el zebrado en las filas, porque sino se deriva en un
mal funcionamiento del comportamiento de la funcion. Como por ejemplo, ordenar incorrectamente la

columna seleccionada o no realizar el zebrado sobre las filas.

El disefio mostrado en la figura 3.9 es el disefio final de la interfaz web. Inicialmente carecia de
algunos aspectos que se introdujeron para mejorar el aspecto informativo, funcional y visual. A continuacion
describo aquellos aspectos que inicialmente no se incorporaban en la pagina web:

* Ordenar por cualquier columna: A priori opté por mostrar la informaciéon ordenada solamente por la
segunda columna (% user gds, la ordenacion inicial en este momento), siendo una columna
estatica. Pero pensé que seria mas dinamico y de mas utilidad poder permitir al usuario poder
ordenar la informacién segun su criterio.

» Efecto de aumento de la imagen: Estimé que era un efecto atractivo visualmente para la pagina
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web, aportando mas dinamismo.

* Mostrar las microarrays inferiores al 10% de compatibilidad: Inicialmente sélo se mostraban las
microarrays con un resultado superior al 10%, pero consideré que quiza seria de curiosidad e
interés para el investigador poder ver aquellas microarrays inferiores. Dando asi mas informacion de

microarrays al usuario.

¢ Incluir la columna % gene markers: Consideré oportuno incluir mas informacion sobre las
microarrays, ya que la nueva columna muestra el porcentaje de genes marcadores de la microarray
de la base de datos de microarrays entre el total de genes de esta microarray

*  Completar la informaciéon mostrada en la columna Title & Summary: Continuando con la finalidad del
punto anterior, dar mas informacion al investigador sobre las microarrays. Opté por acompafiar el
titulo de la microarray con el nombre de la especie a la que pertenece (en cursiva) la microarray y

afiadir la distribucion de clusters (en negrita) de la microarray.

3.4.2.3 Vista detalle de la interfaz web

A partir del enlace mostrado en la ultima columna de la vista general se accede a la vista detalle. En
la vista detalle se muestran los genes marcadores comunes (0 no) entre la microarray seleccionada y los

genes marcadores de la microarray de interés.

Continuando con la estructura de la vista anterior, la informacién referente a los genes marcadores
se almacena en una tabla, siguiendo la misma linea como se observa en la figura 3.13. La tabla esta
formada por columnas que dividen la informacién ha mostrar y las filas corresponden a los genes
marcadores de la microarray.

La tabla contiene un total de 7 columnas, de izquierda a derecha son:

* Gene Name: El nombre del gen marcador y breve descripcién del gen. En el caso de los genes
marcadores comunes, muestra el nombre del gen marcador de la microarray del usuario. En los
genes marcadores no comunes, muestra el nombre del gen marcador de la base de datos.

* Matching-gds cluster distribution: La imagen de la distribucién de clusters de condiciones muestrales

de la microarray seleccionada.

* Dist: La separacién en términos de expresion de los clusters para el gen marcador y la microarray
del usuario (a mayor diferencia a la hora de expresa uno u otro cluster mas marcador sera el gen)
* user-gds cluster distribution: La imagen de la distribucién de clusters de condiciones muestrales de

la microarray del usuario.
* Correlation factor: El grado de correlaciéon del gen marcador
* Gene marker: La relacion del gen marcador con la expresion del gen.

* Gene: Informacion del gen de la base de datos Gene.
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M Matching gene markers GDS2281: Tuberous sclerosis complex hamartomas ’w‘

Gene Name matching-gds custar distribution Dist user-gds cluster distribution

GAS: GHAS compiex lozus ' 0167013

FRINL: paroiradonin 1 : e

217333 = -

0.109235 = —

2108838 = —

21: 257-containing Sk extracaiar matrix orotein | : - 2133537 - —

0.078925 __ —

DOX17: DEAD (As3-G 0084542 R =iy

= 2052483 — 410

HLi-A: major Histocom patibilty complex, class L, A ) 2053825 — i3

LA-A: major histocamastiniity complex, class L, & . T 0.050825 __ =

LE: ubkqutin 8 0.013634 I —

UE8: whigutin® 2013534 —— =1

14 &

Subsats: (Cindividuat ] (disease state | [ celltype) Show Hide missnatched genes

Figura 3.13: PHP correspondiente a la vista detalle. El listado muestra los genes marcadores de la
microarray de la base de datos seleccionada en la vista general. La primera columna corresponde al
nombre del gen marcador. La segunda columna es la distribucion de clusters a lo largo del rango de
expresion del gen marcador para la microarray de la base de datos (puede haber varias distribuciones). La
tercera columna, corresponde a la distancia de separacion en términos de expresiéon de los clusters en la
microarray del usuario para el gen marcador (a mayor distancia entre la expresion de uno u otro clister
mas marcador sera el gen). La cuarta columna muestra la distribucion de los clusters a lo largo del rango de
expresion del gen marcador en la microarray del usuario (sélo aparece en los genes marcadores comunes
entre ambas microarrays). Las tres ultimas columnas corresponden al grado de correlacion del gen
marcador y el resto de genes de la microarray del usuario y informacién del gen de la base de datos Gene
del NCBI. Notar que los clusters de la microarray del usuario y de la microarray de la base de datos no
tienen que ser los mismos, pero si un mismo gen es marcador para un cluster de una y otra microarray,
querra decir que estos clusters mantendran una equivalencia. En esta linea podran extrapolarse los
atributos del cluster biomédico de la microarray de la base de datos al cluster de la microarray del usuario.

La tabla se ordena inicialmente con la columna Dist, es la distancia de separacion en términos de
expresion de los clusters en la microarray del usuario y para el gen marcador y sélo es visible para aquellos
genes marcadores comunes entre ambas bases de datos. El degradado de color de la columna Dist indica

si las distancias son muy similares, cuanto mas degradado mas variabilidad de distancias. También se

40



Comparacién de datos de expresion génica del servidor local con datos de una Base de Datos Remota

permite al usuario ordenar por el nombre del gen, primera columna.

Las filas albergan informacion sobre el gen marcador. Las imagenes mostradas en las columnas
matching-gds cluster distribution y user-gds cluster distribution son las generadas en la seccion 3.4.1. La
primera de ellas corresponde con la distribucion de clusters del gen marcador de la base de datos de
microarrays Yy la segunda corresponde con la distribucion de clusters del gen marcador de la microarray del
usuario. En ambas imagenes se ha incorporado la funcionalidad de aumentar su tamafio con un efecto
suave, como sucedia en la vista general. Ademas de haber realizado el zebrado sobre las filas, para una

mejor visualizacion de los genes marcadores.

Si el investigador necesitase mas informacion sobre el gen marcador, el nombre del gen es un link
directo con el perfil de expresion correspondiente a ese gen marcador en la base de datos GEO Profiles del
NCBI. Las tres ultimas columnas corresponden a la correlacion de los genes de la microarray con el gen

marcador, la relacion del gen marcador con la expresién del gen y informacion del gen.

En la parte inferior de la tabla de la figura 3.14 aparece el numero de genes marcadores comunes y
el numero de genes marcadores no comunes. Al final de la figura 3.14 se puede observa la distribuciéon de
clusters de la microarray a modo de botones, permitiendo al usuario poder seleccionar la imagen de cada
una de las distribuciones de clusters. A partir de una funcion JavaScript implementada, por cada seleccion
de distribucién se va cambiando la imagen correspondiente a la segunda columna (matching-gds cluster
distribution). Un ejemplo de las diferentes distribuciones que puede tener una microarray se muestran en las
figuras 3.15, 3.16 y 3.17.

Las distribuciones de clusters son determinadas por el experimento aplicado a la microarray y la
posibilidad de agrupar condiciones muestrales con un comportamiento similar. Por eso, la cantidad de

distribuciones varia por cada microarray.

UEE: ubiguitin B 0.019634 B o
UBE: ubiquitin B ] 0.019634 =

14 genes matched & 546 genes mismatched

Subsets: | individual ” disease state ” cell type | Show/Hide missmatched genes

Figura 3.14: Imagen ampliada de la parte inferior de la figura 3.11. En la ultima linea de la tabla se
muestran el nimero de genes comunes y no comunes al cruce de los genes marcadores de la microarray

del usuario por la microarray listada.

33 Ejemplo con el gen UBC: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles?term=53195319
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También se da la posibilidad al usuario de ver los genes marcadores no comunes de la microarray
con el botén Show/Hide missmatched genes situado en la parte inferior derecha de la figura 3.12. Al realizar
la accion de mostrar los genes no comunes, se despliega la tabla con los genes marcadores restantes de la
microarray. Para estos genes marcadores no se tiene ni la informacion Dist, ni la imagen de la distribucion

de clusters de la microarray del usuario. Debido a no formar parte de la microarray del usuario.

matching-gds cluster distribution Dist user-gds cluster distribution

0.147013

0.124444

Figura 3.15: Imagen ampliada de las dos primeros genes (GNAS y NAP1L1) de la figura 3.11. La columna
matching-gds cluster distribution muestra la distribucion de clusters a lo largo del rango de expresion del
gen marcador para la microarray de la base de datos (puede haber varias distribuciones), en este caso la
distribucién corresponde a individual. La columna user-gds cluster distribution muestra la distribucién de los
clusters a lo largo del rango de expresién del gen marcador en la microarray del usuario (sélo aparece en
los genes marcadores comunes).

matching-gds cluster distribution Dist user-gds cluster distribution
0.147013
0.124444

Figura 3.16:Imagen ampliada de las dos primeros genes (GNAS y NAP1L1) de la figura 3.11. La columna
matching-gds cluster distribution muestra la distribucion de clusters a lo largo del rango de expresion del
gen marcador para la microarray de la base de datos (puede haber varias distribuciones), en este caso la
distribucién corresponde a disease state. La columna user-gds cluster distribution muestra la distribucion de
los clusters a lo largo del rango de expresién del gen marcador en la microarray del usuario (sélo aparece
en los genes marcadores comunes) .Este caso el gen no es marcador no se puede extrapolar informacion
del cluster.
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matching-gds cluster distribution Dist user-gds cluster distribution

0.147013

0.124444

Figura 3.17:Imagen ampliada de las dos primeros genes (GNAS y NAP1L1) de la figura 3.11. La columna
matching-gds cluster distribution muestra la distribucion de clusters a lo largo del rango de expresion del
gen marcador para la microarray de la base de datos (puede haber varias distribuciones), en este caso la
distribucion corresponde a cell type. La columna user-gds cluster distribution muestra la distribucién de los
clusters a lo largo del rango de expresion del gen marcador en la microarray del usuario (sélo aparece en
los genes marcadores comunes).

Observando las figuras 3.15, 3.16 y 3.17 se pueden observar como dependiendo del tipo de
agrupacion la expresion del gen marcador para la microarray varia. Esto se puede observar en la columna
matching-gds cluster distribution de las 3 figuras. En la figura 3.15 tiene una agrupacién de individual, la
figura 3.16 se agrupa segun el disease state y la figura 3.17 se agrupa segun el cell type. La columna user-
gds cluster distibution no varia, ya que corresponde a la microarray del usuario y contiene una unica

distribucion.
3.4.2.4 Borrado de archivos temporales

Finalizada la interfaz web pensé en mantener en buen estado el servidor. A lo largo del proceso de
la aplicacion web, se generan archivos temporales necesarios en la pagina web para mostrar la informacion
requerida.

Los archivos temporales generados corresponden a la salida del programa de cruce online y a la
generacion de gifs de los genes marcadores de la microarray del usuario.

Debido a la basura generada por la interfaz web decidi realizar un script programado en el cron®
para que cada 2 dias limpiase el directorio que almacena los archivos temporales en el servidor. Una vez
realizada la consulta, mostrada y trabajada por el usuario, cuando finaliza el estudio sobre la consulta los
archivos temporales dejan de ser utiles y pueden ser eliminados. Asi se mantiene en buen estado el servidor

y no se almacena informacion innecesaria.

Inicialmente el proceso de limpieza se realizaba automaticamente después de cerrar la pestana o el

navegador donde se hubiese hecho la consulta. Al cerrar la pestana del navegador se lanzaba otro php que

34 El cron es un administrador regular de procesos en segundo plano, de nominados demonios, que
ejecuta procesos a intervalos regulares
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realizaba el borrado de los archivos temporales, pero provocaba que se abriese otra pestafna vacia.
Desestimé esta opcion en consecuencia del programa en el cron, porque podria llegar a ser molesto para el
usuario que cada vez que cerrase la consulta hecha se abriese otra pestafna que posteriormente tendria que

cerrar.

3.5 Automatizacion mensual de la base de datos de genes

marcadores de microarrays

La actualizacién de la base de datos de genes marcadores de microarrays es esencial para la
aplicacién, manteniendola en buen estado y aumentando la cantidad de microarrays de la base de datos de

microarrays.

La idea de actualizar la base de datos es reutilizar en gran medida el preproceso iniciado al principio

del trabajo. Es decir, ahorrarse en lo posible la generacién de gifs para los genes marcadores.

Al almacenar los datos en ficheros XML, la primera parte del preproceso se realiza en su totalidad.
Descargando y agrupando por microarrays los genes marcadores del NCBI. Corresponde al apartado 3.2 de
fases, aprovechando los scripts necesarios. A partir de la figura 3.16 se puede observar el proceso de este
punto (corresponde a la descarga de genes marcadores y agrupar la informacion ) y el resto de la
actualizacion.

A partir de ese momento, se tiene que comprobar los nuevos datos descargados con los antiguos, y
comparar que genes marcadores son nuevos. Este proceso se corresponde con el proceso de comparar de
la figura 3.18. Para el caso de que sean nuevos, se genera su gif correspondiente. Si la microarray por
completa es nueva, se realiza por completo la generacion de imagenes (implica la necesidad de descargar
mediante el FTP, la microarray correspondiente). La generacion de gifs se realiza directamente en el actual
sistema de ficheros.

Cuando finalicé la etapa de generacion de los nuevos datos a partir de los genes marcadores, se
reemplaza la base de datos de microarrays actualizadas por la actual. Finalizando el proceso de
actualizacion con la eliminacion de la base de datos de microarrays antigua y archivos temporales creados

para la actualizacion.
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CRON:
Inicio ‘ Bimensual
;Arranque
Crash
Descarga A
de genes | P grupar
informacid
marcadores

Microarrays
actuales

Compara+¢ Microarrays
actualizadas

Generar GIF,FTP,microarry
e informacién para los
nuevos datos

\/

GIFs icroarray

Actual sistema de ficheros

Figura 3.18: Esquema de la actualizacion de la base de datos local de genes marcadores. La actualizacion
se inicia con el cron cada 2 meses. Primero se descargan los genes marcadores y se agrupan por la
microarray a la que pertenecen, construyendo la base de datos de microarrays pero completamente
actualizada. Segquidamente se comparan las microarrays actuales y las actualizadas. Por cada gen
marcador nuevo de la base de datos de microarrays actualizada se realiza la generacion de la imagen
correspondiente y se guarda en el directorio correspondiente. Las imagenes generadas se almacenan
directamente sobre el actual sistema de ficheros (el recuadro inferior de la figura).

La actualizacion se realiza bimensualmente mediante la utilizacion del cron del sistema operativo,
que ejecuta el programa de actualizacion de la base de datos de microarrays. En el cron también se
programa para el caso de apagado de la maquina en el proceso de actualizacién. Comprobando al inicio de
la maquina, si la actualizaciéon finalizé correctamente. En caso negativo, se reinicia el proceso de

actualizacion. La actualizacion tiene una duraciéon aproximada de 8 horas.
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4. Informe técnico

A continuacion describo de manera mas técnica por secciones los programas implementados y la
estructura de directorios seguida para el desarrollo de la aplicacion web. En los programas implementados
realizo una descripcion del funcionamiento, su ubicacion, cuales son los parametros de entrada y de salida y

los médulos o librerias necesarias para su utilizacion.

4.1 Estructura de directorios

Entender la estructura de directorios es basico para poder situar correctamente los programas, la

base de datos de genes marcadores de microarrays y las paginas web.

Los ficheros se dividen en dos directorios:

* Directorio /var/www/cgi-bin/gds/:
o Base de datos de genes marcadores de microarrays almacenada en el directorio “GDSs/”.
o Programa de cruce en tiempo real, lamado matching.

o Imagenes de los genes marcadores almacenados en el directorio “GIFS/”. Por cada distribucion
de clusters de la microarray hay otro subdirectorio.

o Programas y ejecutables, referentes a la actualizacién y programas online de la aplicacion
(filtro.pl y onlinegifs.pl).

o Archivos temporales se generan en el directorio “online/”. Dentro de este directorio se almacena
por el subdirectorio del id del usuario.

o Programa de borrado de archivos temporales, llamado borrar.pl

o Imagenes de las distribuciones de microarrays almacenadas en el directorio “images/”.

* Directorio /var/www/html/applic/gexp/microarray/:

o Péginas web.

4.2 Construccion de la base de datos de genes marcadores de

microarrays

La construccion de la base de datos local se realiza en 2 etapas:
» Descarga de genes marcadores a través de E-Utils.

* Agrupacion de los genes marcadores por microarrays.
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Cada etapa la he realizado con un script en Perl. Para poder utilizar ciertas funciones
implementadas en Perl se necesita incorporar al script el correspondiente médulo que contiene dichas
funciones. Los modulos basicos ya estan instalados con la instalacion de Perl en el sistema operativo.
Algunos moédulos es necesario instalarlos, una via comoda para ello es CPAN.

El modo de instalacion es bastante sencillo. Primero hay que lanzar como root el siguiente comando
para entrar la consola de CPAN:

perl -MCPAN -e shell

Una vez en la consola de CPAN, hay que instalar el médulo requerido. En mi caso, necesito un
modulo para poder leer y tratar XML, es decir, el médulo XML::Simple[21]:

cpan> install XML::Simple

Una vez hecho esto, CPAN automaticamente compilara el modulo. Si fuera necesario la instalacion
de algun otro mddulo, se repite el ultimo paso con el mddulo correspondiente. Para poder realizar consultas

MySQL en Perl se necesitan los médulos DBI 'y DBD::mysql, que también son instalados en el sistema.

Para el caso concreto del médulo XML::Simple también es necesario instalar una libreria en el
sistema operativo del servidor, que corresponde a libxml con el comando:

sudo apt-get install libxml-simple-perl

4.2.1 Descarga de genes a través de E-Utils

En esta etapa el programa se encarga de realizar una consulta (construida adecuadamente a los
requisitos), explicada en la seccién de fases 3.2, con la herramienta E-Utils del NCBI. Concretamente a la
base de datos GEO Profiles del NCBI. Con la respuesta de la primera consulta en forma de lista de
identificadores de perfiles de expresion de GEO Profiles (UID), enlazo la informacion de la primera consulta
con una segunda consulta para obtener ademas del UID, informacién sobre el perfil. Este proceso se realiza
con un bucle que va descargando archivos XML. Cada archivo XML contiene 500 genes marcadores

desordenados.
No requiere parametros de entrada. El script crea un directorio "out/" que contiene cada XML

descargado. También se crea un archivo txt para almacenar el numero de ficheros XML generados para la

posterior etapa.

4.2.2 Agrupacion de los genes marcadores por microarrays

A partir de la informacion conseguida en la etapa anterior se agrupa cada gen marcador en su
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correspondiente microarray o gds, ya que la informaciéon descargada no esta agrupada por microarray.
Ademas de seleccionar la informacién necesaria de cada perfil de expresion, se obtiene el ID de la base de

datos de Gene (GenelD). ElI GenelD se obtiene por la base de datos local geneinfo del

http://revolutionresearch.uab.es, si no esta disponible se consigue a partir de una consulta a E-Utils.

No requiere parametros de entrada, pero utiliza como entrada el archivo txt generado anteriormente
con el numero de ficheros XML y los XML generados en el directorio "out/". La salida del script se crea en el
directorio "GDSs/" donde se almacenan todos los genes marcadores agrupados en su correspondiente
microarray y un archivo txt que contiene todos los nombres de las microarrays contenidas llamado
listagds.out. Cada microarray esta formado por dos ficheros XML, uno contiene los genes marcadores y la
informacion de cada perfil de expresion y el otro fichero contiene informacion referente a la propia

microarray.

Estructura del fichero XML que contiene los genes marcadores de una microarray:

<gds>

<gen>
<geneid></geneid>
<uid></uid>
<geneName></geneName>
<alias></alias>
<geneDesc></geneDesc>
<idref></idref>

</gen>

<gen>
<geneid></geneid>
<uid></uid>
<geneName></geneName>
<alias></alias>
<geneDesc></geneDesc>
<idref></idref>

</gen>

</gds>

Estructura del fichero XML que contiene la informacion referente a la microarray:

<gds>
<taxid></taxid>
<titlee> </titlee>
<summary></summary>
<taxon></taxon>
<count></count>
</gds>
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4.3 Cruce en tiempo real

El programa compara los genes marcadores de la microarray del usuario con la base de datos de
genes marcadores de microarrays. Esta implementado en lenguaje C (compilador gcc de Linux) y para
poder analizar los ficheros XML es necesario la libreria libxmI2.

El funcionamiento del programa consiste en recorrer cada microarray de la base de datos y por cada

gen marcador que contiene compararlo con los genes marcadores de la microarray del usuario.

El programa se llama cruce.c. Para compilarlo y ejecutarlo se hace de la siguiente manera:
1. gcc -c cruce.c “xml2-config --cflags’

2. gcc -0 matching "xml2-config --libs’ cruce.o

3. ./matching ARG1 ARG2 ARG3 ARG4 ARG5 ARG6

Para poder ejecutar el ejecutable generado en el paso 2 y lanzado en el paso 3, es necesario dar

permisos de ejecucion al ejecutable matching con chmod®.

El programa tiene varios argumentos de entrada, en orden son:

* Ruta del archivo de entrada que contiene los genes marcadores de la microarray del usuario.

* Ruta del archivo de entrada que contiene la lista de nombres de microarrays de la base de datos.

* Ruta del archivo de salida que contendra una lista de microarrays resultantes con el porcentaje de
acierto respecto a los genes marcadores de la microarray del usuario y el total de genes
marcadores de la microarray de la base de datos.

* Ruta del archivo de salida que contendra los genes marcadores comunes del cruce para una
microarray. Se repetira esta ruta para cada microarray de la lista generada en el punto anterior.

* Numero entero que designa si se utiliza la busqueda por alias o no. Si se realiza es un 1, sino un 0.

* Numero entero del numero total de microarrays existentes en la lista de nombres de microarrays de
la base de datos (segundo argumento) en el caso de utilizar una busqueda filtrada por nombre (no

contiene todas las microarrays de la base de datos). En caso contrario es un 0.

La salida del programa corresponde con el argumento 3 y 4. En la ruta del argumento 3 se genera
un archivo txt con la lista de microarrays compatibles y el porcentaje de acierto de los genes marcadores de
entrada (argumento 1) sobre la base de datos de genes marcadores de microarrays. Para la ruta del
argumento 4, se generaran tantos archivos txt como microarrays existentes en archivo del argumento 3,

cada archivo se diferencia por el nombre de la microarray y contienen los genes marcadores comunes entre

35 Comando de linux que permite cambiar permisos de acceso de un archivo o directorio.
http://es.wikipedia.org/wiki/Chmod
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los genes marcadores de entrada y los genes marcadores de la microarray compatible.

4.4 Generaciéon de imagenes que representan la distribucion de

clusters

La generacién de imagenes consta de 2 programas, un programa que genera todos las imagenes
de los genes marcadores de la base de datos de microarrays y otro programa para generar de manera

online las imagenes correspondientes a los genes marcadores de la microarray de interés.

Para poder generar las imagenes correspondientes a los genes marcadores de la base de datos de
microarrays es necesario obtener los valores de expresion de cada gen marcador. Los valores de expresion
son almacenados en las microarrays del FTP del NCBI.

Entonces es necesario obtener las microarrays del FTP con el script geoftp.pl. Este script lee el
archivo listagds.out que contiene los nombre de las microarrays para descargar y mediante el médulo de

Perl Net::FTP me permite obtener las microarrays en el directorio "FTP/".

Descargadas las microarrays ya se puede comenzar con la generacién de imagenes. El script para
generar por completo las imagenes de los genes marcadores de la base de datos de microarrays se llama
generacion.pl, estd implementado en Perl. No necesita parametros de entrada, porque ya se encarga el
script de obtener los ficheros que necesita para su funcionamiento. La salida del script es un directorio
llamado "GIFS/" donde se almacenan los gifs de los genes marcadores. En el directorio "GIFS/" se generan
subdirectorios para cada distribucion de clusters de una microarray. Por ejemplo si una microarray tiene 3
distribuciones de clusters, se generan 3 directorios dentro del directorio "GIFS/" correspondientes a cada
una de las distribuciones de clusters de la microarray.

El script comienza con obtener los nombres de las microarrays de la base de datos de las
microarrays a partir del archivo creado en "GDSs/" llamado listagds.out. A partir de los nombres de las
microarrays se leen las microarrays descargadas en el directorio "FTP/" para obtener los valores de
expresion de los genes marcadores.

Por cada microarray descargada se parsea con el objetivo de obtener los valores de expresion de
los genes marcadores de la base de datos y la o las distribuciones de clusters de la microarray. Para
obtener los valores de expresion de los genes marcadores se compara cada gen de la microarray
descargada a partir de los identificadores del gen en la microarray. El identificador de la microarray (idref) se
encuentra en el XML que contiene los genes marcadores de la microarray en la base de datos de genes
marcadores de microarrays. Para obtener las distribuciones de clusters se utilizan unos arrays para
determinar cada distribucion y generar los archivos colors para cada distribuciéon. Un archivo colors esta
formado por 2 columnas, la primera determina la condicién muestral y la segunda determina el cluster al que

pertenece.
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Un ejemplo de archivo colors seria:

11
21
31
42
52
62

Donde el valor 1 representa un cluster que agrupa las condiciones muestrales 1,2,3 y el valor 2

representa otro cluster que agrupa las condiciones muestrales 4,5,6.

Una vez cumplidos los objetivos para parsear la microarray descargada se realiza una llamada al
programa gsTdeStud por cada distribucién de clusters de la microarray. El programa gsTdeStud esta
implementado en C y es una reutilizacion de otro programa existente. La entrada del programa son los
valores de expresién de los genes marcadores y un archivo colors. A partir de los datos de entrada el
programa calcula los valores minimo, media y maximo de cada cluster de todos los genes introducidos a

partir de calcular una distribucion t de student y aplicar un intervalo de confianza.

Con los valores minimo,media y maximo de todos los clusters de un gen marcador, se estructuran
en forma de lista para introducirlo en la herramienta de generacion de gif. A parte de la lista introduzco el
tamafio de la imagen (200x50), el nombre del gif, el punto medio(0) y una lista con los centros de los
clusters. Los centros de los clusters corresponden a la cantidad de condiciones muestrales existentes en un
cluster por el total de condiciones muestrales de la microarray mas un factor de correcciéon de 0,2 para
resaltar mas los centros. Este proceso se realiza por todos los genes marcadores existentes en la base de

datos de genes marcadores de microarrays y por todas las distribuciones de clusters de las microarrays.

4.5 Interficie web

La seccion de interficie web contiene las paginas webs que muestran los resultados obtenidos en el

programa de cruce Yy los scripts que permiten realizar los calculos online.

Paginas webs en orden de proceso:

* appl_classegsresults2.phtml: Pagina web que muestra los genes marcadores de la microarray del
usuario segun los criterios del usuario en sobreexpresar o infoexpresar los clusters. Pertenece a los

célculos previos y enlaza ambas aplicaciones web.
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* intermedio3.php: Comunica las variables entre ambas aplicaciones web y muestra un gif para
amenizar la espera de los calculos.

* intermedio2.php: Realiza las llamadas de los programas de cruce entre genes marcadores y
generador de gifs para los genes marcadores de la microarray del usuario obtenidos en
appl_classegsresults2.phtml.

* resultados.php: Muestra la lista de microarrays compatibles en forma de tabla.

» detalle.php: Muestra los genes marcadores comunes (o no) de la microarray seleccionada y permite

ver a modo de gif la distribucién de clusters del gen marcador.

Para poder acceder a los ficheros XML de la base de datos de microarrays se requiere de

xml2array.php, que permite leer y tratar los XML.

Scripts (en Perl) lanzados desde intermedio2.php:

« filtro.pl: Es el programa que comunica la parte web con la base de datos de microarrays. Realiza la
llamada al programa de cruce teniendo en cuenta los parametros comentados en la seccion 4.3 y
lanza la generacion de gifs mediante el programa onlinegifs.pl. Tiene 5 parametros en su llamada
con la siguiente forma:

perl fil2.pl -a ARG1 -li ARG2 -fe ARG3 -mt ARG4 -tx ARG5S
ARGH1: identifa con un 1 si esta activo el alias o 0 en caso contrario.
ARG2: id del usuario en el servidor.
ARGS3: la fecha del servidor.
ARG4: id de la microarray del usuario.
ARGS5: texto introducido para filtrar las microarrays.

» onlinegifs.pl: Es el programa que realiza la generacion de gifs de los genes marcadores de la
microarray del usuario. Tiene como parametros de entrada el id de la microarray del usuario, el id
del usuario y la fecha. A partir de los parametros de entrada el script obtiene el archivo colors y los

valores de expresion de los genes marcadores para poder generar los gifs.

4.6 Actualizacion

La actualizacion de la base de datos de microarrays se realiza cada 2 meses mediante el cron.

Permitiendo comprobar si hay nuevos genes marcadores en la base de datos GEO Profiles del NCBI.

El programa esta programado en el cron con:
00 10 */2 * bsh <ruta del archivo>
quiere decir, que el dia 10 a las 00.00 cada dos meses se ejecuta el archivo bsh especificado en la

ruta. En mi caso la ruta corresponde a: /var/www/cgi-bin/gds/act.bsh, donde se encuentra el archivo que
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iniciara la actualizacién. Este archivo lanza un script en Perl que contiene las llamadas para realizar la

actualizacion, llamado principal.pl.

El script principal.pl contiene las llamadas en orden de:

» xsrc.pl: Descarga de genes marcadores y su informacion para construir la base de datos local.

* xunion2.pl: Agrupa los genes marcadores en su correspondiente microarray. El directorio donde se
generan es "GDSsACT/".

* compararl.pl: Realiza una comparacion de la base de datos de microarrays descargada en la
actualizacion con la base de datos de microarrays actual. Consiste en comparar primero si la
microarray descargada existe en base de datos de microarrays actual, si existe se comparan cada
uno de los genes marcadores pertenecientes. Sino existe la microarray, se realiza la generacién de
gifs completa como en la seccion 4.4.

* comparar2.pl: Finaliza la comparacién con la generacién de gifs de los genes marcadores nuevos
dentro de una microarray existente en la base de datos de microarrays actual.

« perl rmv.pl: Completa la actualizacién con el renombrado de las carpetas y eliminacién de la base de

datos de microarrays antigua y de archivos temporales como los generados por el script xsrc.pl.

Comentar que los scripts xsrc.pl y xunion2.pl son muy semejantes a los descritos en la seccion 4.2,
pero con pequefas modificaciones para realizar mas comprobaciones. Los scripts comparal.pl y
compara2.pl realizan la generacién de gifs para los genes marcadores utilizando el cédigo y el mismo
sistema de directorios de la seccion 4.4, adaptado para la actualizacion ya que no hace falta realizar la
generacion de gifs para todos los genes marcadores de las microarrays. Porque si un gen marcador
descargado en la actualizacién es el mismo que en la base de datos de microarrays actual, no hace falta

volver a generar su gif correspondiente.
También hay un script llamado arranque.bsh que esta programado en el cron para el caso de

interrupcion de la actualizacion. Simplemente comprueba al iniciarse el servidor si la actualizacion se ha

realizado satisfactoriamente. En caso contrario, se iniciara de nuevo el proceso de actualizacion.

4.7 Limpieza del servidor

A causa de los archivos temporales que se generan por el cruce entre genes marcadores y
generacion de gifs online. Se necesita realizar una limpieza del servidor periédicamente. Porque sino se

acumularia basura. Por ello se utiliza el script borrar.pl programado en el cron con la sentencia:

0 0 */2 * * bsh <ruta del archivo>

53



Comparacién de datos de expresion génica del servidor local con datos de una Base de Datos Remota

quiere decir, que cada dos dias a las 00.00 se ejecuta el archivo bsh especificado en la ruta. En mi
caso la ruta corresponde a: /var/www/cgi-bin/gds/limp.bsh, donde se encuentra el archivo que iniciara la
limpieza. Este script llamara a borrar.pl para limpiar el contenido de los directorios de usuario existentes en

el directorio "online/", donde se generan los archivos temporales.
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5. Conclusiones

Los objetivos marcados han sido alcanzados con creces, tanto los principales como los secundarios.
Como resultado ahora se ofrece una nueva herramienta muy util para los investigadores en el campo de la

biologia molecular.

La aplicacion web implementada logra cumplir con el objetivo marcado de permitir el cruce de los
genes marcadores de la microarray de estudio con la base de datos de genes marcadores de microarrays.
De esta manera permitimos cruzar los genes marcadores para los clusters de origen estadistico (o no) de la
microarray que analiza el usuario con los genes marcadores para clusters de origen no estadistico de las
microarrays que hay almacenadas en la base de datos local. El resultado que se consigue es facilitar al
usuario extrapolar el conocimiento proporcionado por unas microarrays (un total de 2510 gds a las que
mensualmente se afiaden otras nuevas) a otras diferentes, concretamente la microarray de estudio del

investigador.

La creacién de la base de datos de genes marcadores de microarrays en el servidor local y su
actualizacion periddica se ha conseguido con éxito. Esta actualmente programada para actualizarse cada 2
meses con las nuevas microarrays subidas al NCBI por grupos de investigacion internacionales. Las bases
de datos locales también se actualizaran con la identificacién de los nuevos genes anteriormente
desconocidos, lo que permitira ofrecer al usuario la informacién mas actual con todo lo referente a los genes

marcadores obtenidos por el aplicativo y refinar las busquedas de genes comunes entre microarrays.

El cruce “on-line” que se realiza para buscar genes marcadores comunes entre la microarray del
usuario y la base de datos de microarrays proporciona su respuesta en un tiempo récord. Gracias a la
optimizacién de los algoritmos de cruce, el aplicativo web es fluido en la navegacion, con tiempos de espera

minimos para el usuario.

La interfaz web realizada proporciona un aplicativo altamente usable, entendible y con una alta

operativilidad, lo que facilitara su estudio a los investigadores.

Por lo tanto, todos los objetivos se han cumplido incluso proporcionando algunas funcionalidades
extras, de forma que el usuario podra recibir mas informacién util para su estudio y de una forma mas

organizada.
Finalmente comentar sobre lo gratificante que ha sido realizar este ultimo viaje en la universidad a

modo de trabajo final. Dando a luz una aplicacion web que en un futuro esperemos que pueda ayudar a

descubrir la causa y remedio de algunas patologias.
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5.1 Trabajos futuros

El proyecto desarrollado podria continuar las siguientes lineas de ampliaciéon, con el objetivo de
enriquecer con mas genes marcadores la base de datos y permitir al investigador otras vias de acceso a la

aplicacién web:

* Aumentar el niumero de genes marcadores, es decir, realizar otras consultas E-Utils a GEO Profiles
con diferentes pardmetros de busqueda para obtener mas genes marcadores. En este momento, se
realiza una consulta con el término "value subset effect", usando otros parametros se obtendrian
algunos genes marcadores distintos. Esto conseguird aumentar el numero de genes marcadores de
la base de datos de genes marcadores de microarrays, lo que facilitaria encontrar mayores

coincidencias en las busquedas.

* Permitir acceder a mi aplicacién desde otras aplicaciones, a parte de la aplicacion NCR-
PCOPGene. Es decir, realizar otros calculos para la microarray actual que obtuviese diferentes
genes marcadores como salida. Pasar entonces esos genes marcadores a mi aplicacion y asi

conocer que estan marcando esos genes marcadores.

¢ Permitir introducir manualmente aquellos genes marcadores que desee estudiar el investigador.,
Pasar entonces esos genes marcadores a mi aplicacién y asi conocer que estdn marcando esos

genes marcadores.

¢ Realizar un cruce entre los genes marcadores de todas las microarrays de la base de datos con el
objetivo de establecer equivalencias entre microarrays o con clusters de condiciones muestrales

equivalentes (dado que comparten sus genes marcadores).

¢ En la pagina web resultante de la aplicacion NCR-PCOPGene, donde se listan los genes
marcadores para la microarray del usuario mostrar las imagenes con la distribucion de clusters de

condiciones muestrales para el rango de expresion del gen marcador.
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5.2 Presupuesto

y servidor. A continuacion se presenta un cuadro con los costes del proyecto:

420

Mano de obra

El presupuesto del proyecto esta desglosado en 3 partes que son: mano de obra, software requerido

3360

Software(*):

Servidor web Apache

Entorno PHP

Gestor de bases de datos MySQL
Intérprete Perl

Compilador GCC

[cNoNoNoNe]

[cNeoNoNoNe]

—_ —_ A A

A RhON -

Servidor:

Servidor Supermicro SYS-6016T-NTRF
INTEL DP WETMERE 6C X5650 2.66G 12M 6.4GT
DDR3 1333 8GB ECC REGISTERED
HUA722020ALA330 HITACHI 2TB 7200 SATAIl 32MB
ADAPTEC RAID 5405 SATA/SAS KIT PCI-E 4 PORT INT.
3 afos de garantia
- RAID 10 con los 4 discos pero solo de 300Gb (150Gb de cada disco)
para S.O.
- RAID 5 con los 4 discos con el resto del espacio (5.2TB netros) para
datos

8000

6780

TOTAL (sin IVA)

10140€

TOTAL (SIN SERVIDOR) (sin IVA)

3360€

(*): El software utilizado es cédigo libre (open source), por lo que no tiene coste alguno.

Matizar sobre el presupuesto, que el servidor descrito corresponde al servidor que alberga el

domino http://revolutionresearch.uab.es/, donde se integra la aplicacion web. Este servidor se utiliza para

albergar todas las aplicaciones desarrolladas en la area de bioinformatica del IBB. Es un servidor potente

que cumple exageradamente las necesidades de la aplicacién desarrollada en el proyecto.

He dividido los 2 precios, porque no se ha comprado exclusivamente el servidor para mi aplicacion,

sino para toda la area de bioinformatica. El coste total sin servidor representa el presupuesto del desarrollo

de la aplicacién en el proyecto.
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Resumen

En la presente memoria se detalla con precision las diversas fases del trabajo para construir una
aplicacion web en el servidor http://revolutionresearch.uab.es que permite enriquecer los clusters de la
microarray del usuario con informacién biomédica de una base de datos remota.

Los clusters de origen estadistico (0o no) de la microarray del usuario se enriquecen a partir de
cruzar sus genes marcadores con la base de datos de genes marcadores de microarrays (base de datos
remota) con clusters basados en informacién biomédica. La base de datos de genes marcadores de

microarrays ha sido obtenida a partir de la base de datos de GEO Profiles del NCBI.

Resum

En la present memoria es detalla amb precisid les diverses fases del treball per tal de construir una
aplicaci6 web en el servidor http://revolutionresearch.uab.es que permet enriquir els clusters de la
microarray de l'usuari amb informacié biomédica de una base de dades remota.

Els clusters d'origen estadistic (o no) de la microarray de I'usuari s'enriqueixen a partir de creuar els
seus gens marcadors amb la base de dades de gens marcadors de microarrays (base de dades remota)
amb clusters basats en informaci6 biomédica. La base de dades de gens marcadors de microarrays ha sigut
obtinguda a partir de la base de dades de GEO Profiles del NCBI.

Summary

This report details various stages of the work in order to build a web application on this server
http://revolutionresearch.uab.es that allows enrich clusters in the microarray's user with biomedical
information from a remote database.

Clusters of statiscial origin (or not) of the microarray's user are enriched from the crossing of its
genes markers with the database of genes markers of microarray (remote database) with clusters based on
biomedical information. The database of genes markers of microarray has been obtained from the database
GEO Profiles in NCBI.
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