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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Hacia la medicina personalizada

El analisis de secuencias de ADN ha permitido mejorar el conocimiento que tiene el ser humano
sobre s{ mismo, a fin de comprender por qué somos tan iguales y a la vez tan diferentes.

En el ano 1990, el Human Genome Project [35] inici6 un proyecto para obtener la secuencia
completa de nucledtidos del genoma humano. Desde ese momento, prolifer6 el interés por
averiguar las relaciones que existian entre las moléculas que conforman el ADN de un individuo
(genotipo) y sus caracteristicas externas (fenotipo).

Los avances tecnologicos en secuenciacién, como la reciente llamada “Next Generation Se-
quencing” [28], han permitido obtener mdas secuencias en menor tiempo y a menor precio.
Estas nuevas tecnologias han permitido pasar de un coste de 60.000.000$/genoma, en 2006, a
1.000.000%/genoma, en 2007, hasta llegar a 640%/genoma en 2010. La prevision establece que
en 2012 secuenciar 100.000 genomas costara 500$ y, en 2014, secuenciar 1.000.000 de genomas
costard 100$ [3]|. Estos avances han supuesto un gran incremento en el ntumero de secuencias
gendmicas disponibles para el andlisis y la investigacién.

Gracias a esta explosion de datos gendémicos, el conocimiento sobre las relaciones entre genotipo
y fenotipo ha avanzado considerablemente. Por ejemplo, en el campo de la medicina, se planted
una linea de investigacién para averiguar si el hecho de poseer una caracteristica externa, conc-
retamente una enfermedad, suponia tener también un genotipo especifico. Estas investigaciones
consistian en analizar el ADN de un conjunto de personas, y observar si los que padecian la
misma enfermedad tenian una combinacién genotipica especifica que, sin embargo, no tenian
los individuos sanos. Muchas de estas investigaciones revelaron que las hipétesis iniciales iban
bien encaminadas y que sf existian combinaciones concretas en el genotipo asociadas a enfer-
medades.

Cuando se dice que una combinacién genética concreta esta asociada, o provoca, una en-
fermedad, los bidlogos se refieren a ella con el término mutacién. Una mutacién supone un

7



CAPITULO 1. INTRODUCCION 8

cambio en la secuencia de ADN que, como consecuencia, produce un cambio en la fabricacion
de proteinas. A causa de esta alteracién quimica, se produce la enfermedad.

Posteriormente a estos descubrimientos, se ha establecido una nueva metodologia para la
diagnosis de enfermedades que consiste en inferir un fenotipo utilizando la relacién genotipo-
fenotipo de manera inversa. De esta forma, se buscan mutaciones en un individuo y, posterior-
mente, los fenotipos asociados. Por eso, cuando se conoce que ciertas combinaciones genotipicas
provocan enfermedades [4, 8, 20] - tales como el céncer, la diabetes o la neurofibromatosis- es
posible alertar a un individuo que es propenso a padecerlas si se encuentran dichas combina-
ciones en su ADN.

Como consecuencia de estos hallazgos, en el campo de la farmacologia, surgi6 la siguiente
pregunta: si puede existir una relacién entre el genotipo y una enfermedad, ;es posible que
una combinacién genotipica concreta también afecte a la efectividad de un tratamiento o
una medicacién? De la misma manera que ocurrié con la diagnosis genética de enfermedades,
las investigaciones revelaron que si existia una relacién entre el genotipo de un paciente y
la efectividad de un tratamiento. Se habia descubierto que algunos tratamientos podian ser
beneficiosos, perjudiciales, o no tener ningin efecto, dependiendo del ADN de cada individuo
[17].

Con estas dos premisas, se han abierto las puertas a la medicina genética personalizada, es
decir, se plantea la posibilidad de utilizar, como complemento a la sintomologia, la informaciéon
genética de un paciente con la finalidad de realizar un diagnoéstico mas exacto. Una medicina
donde la informacion genética de los individuos se utilice para diagnosticar enfermedades de
origen genético, o para determinar, que medicamento, dosis y el momento de administracién
va a ser mas efectivo para el paciente enfermo.

Como siguiente paso, se han abierto las puertas a la medicina genémica personalizada, basada
en el andlisis de todo el genoma. Una medicina donde ya no solo se realicen analisis genéti-
cos para complementar diagnésticos de un paciente enfermo, sino que se analice el genoma
completo de los individuos, sanos o enfermos, en busca de combinaciones genotipicas que
puedan originar todo tipo de enfermedades de origen genético. Esta metodologia permitiria
reducir la necesidad de realizar algunas pruebas para el diagnostico y aumentar la efectividad
de los tratamientos. De ese modo, los tratamientos se aplicarian cuando la enfermedad atn
no se hubiera expresado o en fases tempranas de la enfermedad, en lugar de aplicarlos, con
menos posibilidades de cura, cuando la enfermedad ya estuviera avanzada. Las posibilidades
de prevenir o curar enfermedades aumentarian y se podria ahorrar tiempo, dinero y conseguir
mejoras en los tratamientos.

La medicina genética y la medicina genémica son dos formas de medicina que, aunque es-
peranzadoras, les falta mucho camino por recorrer para convertirse en una realidad. En la
actualidad, se realizan anélisis genéticos como un soporte opcional al diagnéstico, y se uti-
liza la farmacogenética para tratar un conjunto reducido de enfermedades. Los factores que
influyen en la baja aplicacién de esta metodologia son:

1. El conocimiento del genoma humano atn es muy reducido: De momento no se conocen
muchas de las asociaciones genotipo-fenotipo que aseguren la relacién causa-efecto con
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total seguridad. Por esta razon, el anélisis genético como soporte al diagnéstico se utiliza
para diagnosticar pocas enfermedades.

2. Los recursos de los que disponen los bidlogos que se dedican a analizar e investigar las
relaciones genotipo-fenotipo son limitados. Esta situacién ralentiza considerablemente,
tanto la ejecucion de los analisis genéticos de soporte al diagnoéstico, como los descubrim-
ientos de nuevas relaciones genotipo-fenotipo.

Por estos motivos, el reto que se presenta en el campo de la bioinformética es impulsar el
desarrollo de una infraestructura que de soporte a los anélisis genéticos y genémicos para
llegar a hacer de la medicina personalizada una realidad.

1.2. Motivacion

El problema actual con el que se encuentran los investigadores de medicina genética, al llevar
a cabo sus tareas, es la falta de herramientas y sistemas de informacién que les permitan
ejecutarlas de manera eficiente.

Por este motivo, aquellos que disponen de conocimientos avanzados en informatica, utilizan
bases de datos o herramientas de anélisis creadas por ellos mismos, la mayorfa de ellas, im-
plementados lejos de las buenas practicas de la ingenieria de los sistemas de informacién y del
desarrollo del software. Este soporte informatico, aunque les sirve de ayuda, no es capaz de
responder eficientemente ante tantos datos a procesar y a su gran complejidad.

Aligual que ocurre en otros dominios, se observa que existen diferentes niveles de conocimiento
entre los bidlogos y los informaticos. Los bidlogos no conocen los principios sobre los que se
deben construir los sistemas de informacién genémicos ni las herramientas software de analisis
de secuencias. Del mismo modo, los informaticos no conocen las propiedades biologicas del
ADN, ni los procesos biologicos que explican la traduccion del ADN en proteinas, ni como
estas proteinas pueden llegar a provocar una enfermedad. Por ese motivo, el desarrollo de
sistemas informaticos que cubran las expectativas de los bidlogos que las utilizan no es una
tarea trivial.

El problema reside en lo que podriamos llamar la “nube del conocimiento biolégico”. Los
bi6logos que analizan las secuencias de ADN disponen de un conocimiento del que hacen
uso diariamente pero que no saben explicar o transmitir a personas ajenas a su dominio.
En otras ocasiones, simplemente no saben identificar la metodologia que siguen para realizar
ciertas tareas o llegar a ciertas conclusiones, es decir, saben que una cosa es as{ pero no saben
explicar el porqué del procedimiento seguido.

Centrandonos en el diagnostico genético basado en la busqueda de mutaciones en secuencias
genéticas de ADN para su caracterizacion fenotipica, este problema de falta de recursos tam-
bién se manifiesta. Las herramientas y sistemas de informacién que se desarrollan, aunque son
funcionales y les ayudan en sus tareas, no consiguen cumplir completamente sus expectativas
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[25]. Esto a su vez deriva en la creacion de mas y mas herramientas a fin de cubrir los requisi-
tos que no se han cubierto inicialmente. Esta proliferaciéon de herramientas no hace mas que
agravar su situacion de descontento ya que, al final, los biélogos disponen de un gran abanico
de posibilidades y no disponen de los criterios adecuados para discernir que herramienta es la
mas adecuada para cada tarea.

Ante esta situacion, los investigadores intentan realizar el andlisis genético con las limitadas
herramientas de las que disponen, utilizando varias de ellas e incluso completando manual-
mente algunas tareas hasta obtener la ejecucion del proceso completo. Para ello, deben realizar
el flujo de datos entre varias herramientas, tarea que les consume mucho tiempo y que no siem-
pre se trata de una tarea trivial debido a la falta de formalizacién ni estandares.

Con la finalidad de conseguir una mayor efectividad en la ejecucidon de las tareas de andlisis
genético y genoémiico es necesario el desarrollo de sistemas de informacion gendmicos estruc-
turados y herramientas software capaces de explotar dichos sistemas de informacion.

1.3. Contexto

Esta tesis de master se ha desarrollado en el Centro de Investigacion en Métodos de Produccion
de Software (PROS) de la Universidad Politécnica de Valencia.

Durante los tltimos tres anos, el Centro PROS ha enfocado algunas de sus lineas de inves-
tigacion hacia el dominio de la bioinformaética. En este punto, el proyecto de investigacién
planteado, llamado Diagen , se enfocara hacia la determinacion de los mecanismos idéneos
que permitan adaptar los procesos de disefio e implementaciéon de software a las necesidades
de cualquier proyecto basado en el dominio del genoma humano. El objetivo del proyecto sera
conseguir que estos disenos sean lo méas robustos y fiables posible, a través de la aplicacion de
técnicas de Desarrollo del Software Dirigido por Modelos (DSDM) al ambito del modelado del
genoma humano.

La presente tesis de master, englobado dentro del proyecto Diagen, aborda la problemati-
ca planteada por el Instituto de Medicina Genémica IMeGen (www.imegen.es), dedicada al
analisis de variaciones gendmicas en secuencias de ADN en humanos.

IMeGen es una empresa asociada a la Universidad de Valencia dedicada a la secuenciaciéon y
analisis de ADN como soporte al diagnostico. A partir de la secuenciacion de las muestras, los
bidlogos de IMeGen, buscan indicios de que el individuo secuenciado padezca una enfermedad
de origen genético asociado a su genotipo, como puede ser el cancer de mama u ovario, fibrosis
quistica, hemofilia, etc.

En sus trabajos diarios, los bidlogos utilizan herramientas disefiadas para el andlisis de se-
cuencias genémicas: herramientas de limpieza de secuencias, herramientas de ensamblaje, her-
ramientas de alineamiento, etc. El problema con el que se encuentran es que dichas herramien-
tas no cubren sus necesidades y el anélisis de solo un gen de un individuo se convierte una tarea
dificil, manual y repetitiva, que incluso puede llegar a consumir horas o dias de su trabajo.
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Ante la necesidad de dar solucién a estos problemas, surge el proyecto de investigacién multi-
disciplinar (Diagen), donde colaboran investigadores informaticos y bitlogos.

(Proyecto Diagen A

's A
Framework Diagen

Modelo
Conceptual CS H G Herramienta"IMeGen

Médulos Carga

\J ’ J

Figura 1.1: El proyecto Diagen

El primer paso que se debe afrontar dentro del marco del proyecto de investigacion (Figura
1.1) es la formalizacién del dominio mediante la creaciéon de un modelo conceptual que cap-
ture de forma concisa los conceptos relacionados con el genoma humano [23]. En esta fase del
proyecto se ha definido y acotado los diferentes términos biolégicos, tan ambiguos y heterogé-
neos hasta el momento. Como primera aproximacion, se ha presentado una primera version del
modelo conceptual del genoma humano, denominado CSHG (Conceptual Schema of Human
Genome). Esta primera version se basa en los aspectos descriptivos del ADN; los procesos de
transcripcién de proteinas y la ocurrencia de variaciones genéticas en el ADN. Actualmente
se estd trabajando para ampliar esta versién para que incluya informacién adicional sobre los
procesos biologicos que se producen en el ADN, y més detalles acerca de los efectos combinados
de las variaciones genéticas.

El siguiente paso es el desarrollo de un sistema de informacién basado en dicho modelo con-
ceptual. Con dicho fin, se ha creado una base de datos, HGDB (Human Genome Database),
para que contenga, correctamente estructurada, la informacién genémica disponible en difer-
entes fuentes de datos dispersas y heterogéneas. Actualmente se estd trabajando en moédulos
de carga para obtener la informacién genoémica de diferentes fuentes de datos.

Como siguiente paso, el cual se aborda en la presente tesis de méster, se presenta el reto de
utilizar dicho sistema de informacién basado en el modelo conceptual del genoma humano para
la explotacion de datos gendémicos. Concretamente, se aborda el disefio de un framework de
integracién y explotacion de datos gendmicos para la deteccion de variaciones en secuencias
genéticas de ADN y su caracterizacion fenotipica. La presente tesis de méster parte del desar-
rollo inicial de un prototipo, presentado en otra tesis de master en el centro PROS, en la que se
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desarrolla una primera aproximacién al problema para identificar las dificultades del proceso y
presentar las lecciones aprendidas que sirven como base para el desarrollo de la presente tesis
de méster.

1.4. Objetivos

El objetivo general del proyecto Diagen es desarrollar de manera sistematica herramientas
software para el andlisis genético del ADN del ser humano. Para ello conseguir el objetivo
general se establecen los objetivos parciales:

= Desarrollo de un sistema de informacién genémica

= Explotacién del sistema de informacién para la extraccién de conocimiento

La presente tesis de méster se centra en el segundo objetivo parcial y tiene como meta la
deteccién y andlisis de variaciones genéticas para su posterior caracterizaciéon fenotipica en
enfermedades o en la ausencia de ellas.

El objetivo principal es la formalizacién del proceso mediante modelos conceptuales, con el fin
de desarrollar una herramienta que sea capaz de cubrir completamente el proceso de anélisis. El
objetivo perseguido es reducir la barrera computacional con la que se encuentran los biélogos
a la hora de realizar un anélisis de una secuencias genética.

Como preguntas de investigaciéon para conseguir dicho objetivo se plantean:

s Como se puede formalizar el proceso de deteccidon y andlisis de variaciones genélicas de ADN
para obtener su caracterizacion fenotipica?

Esta tesis de master aborda la formalizacién del proceso biolégico objetivo mediante modelos
conceptuales. En primer lugar se debe realizar una especificaciéon del problema con la colab-
oracién de expertos en biologia que trabajen en el anélisis de variaciones genéticas. Para ello
se presenta la especificacion textual de requisitos del problema, el diagrama del proceso de
negocio y las limitaciones encontradas en el proceso de anélisis.

En segundo lugar, se debe establecer claramente los limites entre las diferentes tareas en las
que se compone.

Por ultimo se debe realizar un anilisis de las herramientas biol6gicas disponibles para poder
determinar las razones por la cuales no se estan cubriendo las necesidades requeridas. Para
ello, se ha estudiado las caracteristicas de un conjunto de herramientas y determinado las
ventajas y desventajas de cada una de ellas.

s Como se deben desarrollar las herramientas de andlisis de variaciones para que se ajusten
totalmente a las necesidades de los bidlogos que las utilizan?
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A partir de la formalizacion del problema mediante modelos conceptuales, en esta tesis de
master se aborda el desarrollo de herramientas de analisis de manera sistemaética.

En primer lugar se debe proporcionar un framework para la integracién de herramientas bi-
olégicas que permita desarrollar herramientas a medida de las necesidades de los bidlogos.
Para ello, se desarrolla la implementacién, basada en modelos conceptuales para soportar las
fases identificadas.

En segundo lugar se debe definir una estrategia de implementacién que sea fiel a los requisitos
planteados para el desarrollo de la herramienta de andlisis de variaciones genéticas. Para ello,
presenta una estrategia de implementaciéon basada en modelos conceptuales.

De esta manera la implementacion final de la herramienta software reflejara todo el conocimien-
to adquirido y representado en los modelos conceptuales planteados. Si los modelos concep-
tuales cubren todas las necesidades que tienen los investigadores, las herramientas desarrolladas
cubriran sus expectativas.

1.5. Estructura de la tesis de master

La estructura seguida al largo de la tesis de master es la siguiente:

= Iin el Capitulo 2 se describe el proceso de negocio del analisis de variaciones genémicas
para su caracterizacion fenotipica. Se detallan formalmente las fases en las que se com-
pone el proceso y se describen los problemas a los que se enfrentan los bidlogos durante
el desarrollo de dichas fases. Ademas se ofrece una vision global de la especificacién de
requisitos del framework desarrollado, asi como la estrategia de implementacién seguida.

= En el Capitulo 3 se estudian las herramientas de anéalisis de variaciones, las tecnologias
de desarrollo que ofrecen funcionalidad relacionada con el andlisis de variaciones y los
trabajos académicos que abordan el problema de creacién de herramientas de anélisis de
variaciones gendmicas y su caracterizaciéon fenotipica.

= En los Capitulos 4, 5 y 6 se describe la formalizacién cada una de las fases abordadas del
proceso: Tratamiento, Alineamiento y Conocimiento. En cada una de ella se describen, los
problemas encontrados, las soluciones propuestas, la especificacién de requisitos concreta
y la implementacion llevada a cabo para cada fase.

= Y finalmente, en el Capitulo 7 se presentan las conclusiones del trabajo de investigacién
de la tesis de master, las publicaciones asociadas al trabajo realizado y se plantean las
nuevas lineas de trabajo futuro.



Capitulo 2

El Proceso de Negocio del Diagnoéstico
Genético

En este capitulo se describe el proceso de Negocio del Diagnéstico genético llevado a cabo
por el Instituto de Medicina Genoémica. En este proceso se explican las tareas biélogicas que
llevan a cabo para poder ofrecer un diagnéstico genético como soporte para la deteccién de
enfermedades. Asi mismo, se describen todas las tareas bidlogicas que llevan a cabo para
completar este proceso. Para una mejor comprensiéon de estas tareas se recomienda la lectura
del Glosario del Apéndice A.

La colaboracién con el Instituto de Medicina Genémica IMeGen, dentro del proyecto Diagen,
tiene como objetivo reducir el gap semantico existente entre bidlogos e informaticos para de-
sarrollar una herramienta de calidad que de soporte al diagnéstico de enfermedades genéticas.
Esta colaboracién ha consistido en:

1. Toma de contacto entre los dos grupos de colaboracién: La empresa IMeGen explica que
tipo de analisis genéticos realizan, una visién general del proceso de negocio que siguen
para llevarlos a cabo y las dificultades con las que se encuentran a la hora de desarrollar
sus procesos. Nuestro grupo explica un visiéon general de las lineas de investigacién que
se siguen en el centro PROS, y cémo los principios de los Sistemas de Informacion y el
Desarrollo Dirigido por Modelos, pueden ayudar en la resolucion de las dificultades con
las que se encuentra [IMeGen al llevar a cabo un analisis genético.

2. Profundizar en el proceso de negocio: IMeGen nos ensefia su maquinaria y sus herramien-
tas y nos explican como las utilizan para realizar un analisis genético. A partir de esta
visita elaboramos una descripcién del proceso de negocio.

3. Soluciones a las dificultades del proceso de negocio: Una vez descrito y entendido el
proceso de negocio nos explican las dificultades con las que se encuentran a la hora de
utilizar las herramientas software y las mejoras que ellos creen que se podrian realizar
para mejorar su rendimiento.

14
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4. Lineas de actuacién: Se plantean dos lineas de actuaciéon comin para solventar las difi-
cultades encontradas.

a) El desarrollo de un modelo conceptual del genoma humano, que de lugar a un
sistema de informacion de datos gendmicos diseriado bajo las buenas practicas de
la Ingenieria del Software y los Sistemas de Informacion.

b) El desarrollo de herramientas que extraigan conocimiento del sistema de infor-
macién gendémica basado en el modelo conceptual del genoma humano disenado.
Concretamente, en esta tesis de master se aborda la creacién de un framework,
que explota dicho sistema de informaciéon genémica, para llevar a cabo un andlisis
variaciones genéticas para su caracterizacién fenotipica.

A partir de todas las reuniones celebradas con IMeGen se han elaborado: 1) Diagramas BPMN
que describen el proceso de negocio del diagnostico genético; 2) Diagramas BPMN que des-
criben el proceso de negocio real guiado por las dificultades encontradas; 3) La especificacion
de requisitos que deberia cumplir una herramienta para llevar a cabo un analisis genético; y 4)
La aproximacién que se va a seguir para desarrollar la herramienta de anélisis de variaciones,
de manera que cubra sus necesidades.

2.1. El proceso de negocio del diagnéstico genético

En la actualidad, los andlisis genéticos que se realizan para la diagnosis de enfermedades
son anélisis dirigidos, ya que se utilizan Gnicamente para el soporte a un diagnéstico hecho
previamente.

El proceso del diagnéstico genético se inicia cuando un médico detecta en un paciente, en base
a la sintomologia o a su historial clinico, que puede padecer una enfermedad genética. En ese
caso, se toma una muestra de ADN del paciente y se procede a realizar el analisis.

La Figura 2.1 muestra un diagrama BPMN que describe el proceso de diagnosis de enfer-
medades. En la diagnosis de enfermedades estan involucrados tres actores: 1) El paciente que
padece o no una enfermedad; 2) El médico que realiza el diagnostico; y, en el caso de tratarse
de una enfermedad genética, 3) El laboratorio genético que comprueba dicho diagndstico.

El proceso general se inicia cuando un paciente acude a la consulta y explica sus sintomas al
médico que le atiende (t1). El médico, en base al conjunto de sintomas indicados, realiza un di-
agnostico previo basado en sus conocimientos médicos (t2). Una vez realizado este diagnostico
previo, el médico debe realizar las pruebas médicas correspondientes que le ayuden a cercio-
rarse de que dicho diagnostico es correcto. Asi mismo, el médico decide qué tipo de pruebas
va a realizar (t3): genéticas o no genéticas. En este diagrama no se muestran las enfermedades
comunes que no necesitan pruebas médicas como puede ser un resfriado, una indigestion, un
golpe leve, etc., ni las subtareas involucradas en las pruebas no genéticas por estar fuera del
marco de interés de la presente tesis de méster.
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Figura 2.1: El proceso de Diagnosis de Enfermedades

En el caso necesitar una prueba genética, el médico la solicita al laboratorio genético corre-
spondiente (t5), enviando el informe sobre el paciente e indicando su diagndstico preliminar.
El laboratorio genético, en base al informe recibido, procede a realizar un anélisis genético de
la muestra de ADN tomada por el médico (t6). Una vez realizado el analisis genético (t7),
el laboratorio envia el informe de diagnostico al médico. El médico, a partir del conjunto de
pruebas realizadas, genéticas o no genéticas, realiza el diagnostico definitivo (t8). El proceso
finaliza en este momento, es decir, cuando el paciente obtiene el diagnostico final.

El objetivo de los laboratorios genéticos es efectuar un informe de soporte al diagnéstico en
el que se detallen aquellas anomalias que se han detectado en el ADN y que les hace concluir
que un paciente es genéticamente potencial o no, a una enfermedad.
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Figura 2.2: El proceso de Analisis Genético

La Figura 2.2 muestra el diagrama BPMN asociado a las tareas que realiza el laboratorio
genético para realizar el analisis genético de una muestra de ADN. El proceso de anélisis
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se inicia cuando el laboratorio genético recibe una solicitud de anélisis. En ese momento se
procede a leer el informe de diagnostico recibido (t1) y, segin la enfermedad indicada, se
selecciona el gen a analizar (t2). Los bidlogos son capaces de elegir el gen que es necesario
analizar basdndose en su experiencia en el dominio. En el marco de esta tesis de méaster solo
se tendran en cuenta enfermedades relacionadas con un tnico gen, descartando aquellas que
implican varios genes simultdneamente. Una vez conocido el gen, se obtiene, por un lado,
la secuencia de nucledtidos de la referencia del gen seleccionado (t3) y, por otro lado, se
secuencia dicho gen a partir de la muestra de ADN del paciente. Las maquinas secuenciadoras
obtienen el electroferograma de la secuencia del paciente (t4), que se traduce a nucledtidos
(t5), formando una secuencia que representa las moléculas del ADN del paciente. Una vez
obtenidas ambas secuencias, se procede a calcular las diferencias entre ellas (t6). Después de
esta comparacion se procede a describir las diferencias encontradas como variaciones genéticas
(t7) y, posteriormente, se buscan las variaciones en distintos repositorios genémicos (t8). Con
la informacion recuperada se obtienen los fenotipos asociados a cada variacion (t9). En el
marco de esta tesis de méster, el proceso de diagnosis genética se acota teniendo en cuenta
solo la relacién directa que existe entre una variacién genética y una enfermedad, descartando
las enfermedades que estan provocadas por diversas variaciones. Por ese motivo, se describen
v se analizan las diferencias al mismo tiempo, y se descarta el analisis de la interaccién entre
ellas. Una vez obtenida la caracterizacion fenotipica de todas las variaciones, se realiza un
informe con la informacion recopilada (t10). El proceso finaliza en este momento, es decir,
cuando se ha realizado el analisis genético.

2.2. El proceso de negocio de diagnéstico genético real

Algunas de las tareas descritas en el proceso de negocio del diagnostico genético no se pueden
llevar a cabo de la manera planteada. Esto se debe a un conjunto de limitaciones tecnolégicas:

» Limitaciones de las maquinas secuenciadoras: La tecnologia actual (ano 2010)
utilizada para la secuenciaciéon genética de ADN tiene ciertas limitaciones que no estan
relacionadas con los procesos bioldgicos:

e Las méquinas secuenciadoras obtienen electroferogramas de corta longitud que se
traducen en secuencias de aproximadamente 700 nucleétidos. La cota superior entre
diferentes tecnologias se sitia en los 1000 nucledtidos.

e Las méquinas secuenciadoras obtienen electroferogramas con los extremos (inicio
y final) ilegibles e intraducibles. Como no es posible obtener los nucledtidos de
estas regiones, es necesario eliminarlas para llevar a cabo el proceso de traduccién a
nucleétidos. Esta limpieza de secuencias acorta atin més la longitud de la secuencia,
en aproximadamente 50 nucleétidos, dejando la longitud de las secuencias en 650
nucleétidos aproximadamente.

e Las méquinas secuenciadoras son sensibles al ruido, por esa razoén, es posible que
se introduzcan seniales adicionales. En la traduccion a nucleétidos pueden aparecen
nucleétidos incorrectos que no reflejan la realidad de la secuencia.
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e Las méquinas secuenciadoras no son capaces de obtener un electroferograma para
cada uno de los alelos que forman el ADN (el alelo de la madre y el alelo del
padre). Lo que se obtiene es un electroferograma que representa la suma de los
dos alelos, por lo que las senales de cada uno de ellos estdn superpuestas en un
dnico electroferograma. El problema reside cuando se observa, por ejemplo, una
posicion del electroferograma obtenido. Lo que ocurre es que en este caso no es
posible determinar qué senal corresponde a cada uno, ya que no existe una clara
separacion entre las dos secuencias. Cuando se traduce el electroferograma a nucle-
6tidos, la secuencia que se obtiene es una secuencia representativa, o consenso, de
la superposiciéon de ambos alelos. Esta limitacion dificulta el analisis de variaciones
de manera independiente para cada alelo.

= Dispersion y heterogéneidad de los Sistemas de Informaciéon: Existe gran diver-
sidad de repositorios que contienen informacion gendémica, donde cada uno de ellos sigue
sus propios criterios de estructuracién y de representaciéon de la informacién. La disper-
sion y heterogeneidad de estos repositorios obliga a abordar la obtencién de informaciéon
siguiendo diferentes metodologfas para cada una de las fuentes de datos, lo que supone:

e Obligatoriedad de conocer como y donde estd representada la informacién que se
quiere obtener.

e Recopilacion y andlisis de informacion de manera manual para cada fuente de in-
formacién.

La falta de estdndares en la manera de representar la informacién gendémica ha provo-
cado una proliferacion de diferentes formatos de representacion. Estos problemas se han
intentado solucionar invirtiendo esfuerzos en aplicaciones e interfaces web de biisqueda,
navegacion y visualizacion de informacion [28], en lugar de invertirlos en estructurar ade-
cuadamente la informacién gendémica que contienen estas fuentes de datos. Este problema
justifica la primera linea de investigacion planteada: El disefio de un modelo conceptual
del genoma humano y la creacién de un sistema de informaciéon basado en él es necesario
para la estructuracion de la informacién genémica.

Todas estas limitaciones tecnologicas influyen en el proceso de negocio. Se observa que el
proceso de negocio se ve dificultado por la adicion de tareas que pretenden solucionar estos
inconvenientes. A las tareas actuales se afiaden tareas que no deberian formar parte del proceso
de negocio, pero que, por razones tecnolégicas, deben estar presentes para poder llevar a cabo
todas las acciones requeridas. La aparicién de nuevas tareas, ha deformado el proceso de
negocio hasta el punto que existe una gran variabilidad en la metodologia que cada biélogo
sigue para llevar a cabo el anilisis genético. Debido a la falta de formalismos que describan
el proceso, las tareas no estan definidas ni acotadas de manera precisa, ni siguen un orden de
ejecucion predefinido.

El problema con el que se encuentran los laboratorios genéticos a la hora de desarrollar el
proceso de andlisis genético descrito es la falta de herramientas que les permita llevarlo a
cabo de manera eficiente. Con el objetivo de dar solucién a estas limitaciones han proliferado
una gran diversidad de herramientas. Sin embargo, aunque muchas de estas herramientas
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nuevas son funcionales, la falta de formalismos provoca que cada herramienta solucione solo
un subconjunto de los problemas. Por eso, en la actualidad existen herramientas que cubren
una tarea, herramientas que cubren solo parte de una tarea, herramientas que cubren un varias
tareas o incluso hay tareas para las que no existe ningn tipo de herramienta que la soporte.
En resumen, no existe ninguna herramienta que de solucién a todas las actividades requeridas
[25]. Este problema justifica la segunda linea de investigaciéon planteada: La elaboracion de
una herramienta que extraiga conocimiento del sistema de informacién genémica para cubrir
todo el proceso de andlisis de variaciones.

Las limitaciones mencionadas han afectado principalmente a tres conjuntos de tareas: 1) Tareas
relacionadas con la obtencién de la secuencia de nucledtidos del paciente; 2) Tareas para la
obtencion de las diferencias entre la secuencia de referencia y la secuencia del paciente; y 3)
Tareas relacionadas con el analisis de cada diferencia encontrada.

El objetivo es formalizar el proceso de analisis genético para establecer una metodologia que
indique los pasos exactos y el orden de ejecucién para llevar a cabo todas las tareas requeridas
para realizar un analisis genético.

Para formalizar este proceso se propone una definicién y acotacién de fases que agrupen
tareas de la misma naturaleza que se ejecuten de manera atémica. En otras palabras, tareas
que representen funcionalidades concretas y significativas. Como resultado, la formalizacion
propuesta queda dividida en cuatro fases:

1. Fase Tratamiento: Construccién y tratamiento de la secuencia de nucledtidos del pa-
ciente. En esta fase se abordan los problemas de las maquinas secuenciadoras (longitud
méaxima de la secuencia, ilegibilidad en los extremos y errores puntuales) que afectan a
la reconstruccién de la secuencia.

2. Fase Alineamiento: Busqueda de diferencias entre la secuencia de nucleotidos del paciente
v la secuencia de nucleotidos de referencia. En esta fase se abordan los problemas de
las méquinas secuenciadoras (separacion de alelos) que afectan a la identificacion de
variaciones genéticas en el gen del paciente.

3. Fase Conocimiento: Obtencién de la caracterizacién de un conjunto de diferencias en-
contradas. En esta fase se abordan los problemas de la heterogeneidad de los repositorios
de informacion genémica que afectan a la obtencién de la caracterizacién fenotipica de
las variaciones genéticas.

4. Fase Informe: Generacién de un informe que detalle las conclusiones obtenidas. Esta fase
queda fuera del marco de esta tesis de master.

El diagrama BPMN de la figura 2.3 muestra la metodologia a seguir una vez formalizado el
proceso de anéalisis de secuencias genémicas. Fn él se muestra la visién general del proceso
de negocio dividida en fases. El proceso de andlisis genético consistird en leer el informe de
diagnostico recibido (t1), seleccionar el gen a analizar (t2), segtn el gen seleccionado, obtener
la secuencia de referencia (t3) y la secuenciacién de la muestra del paciente (t4), realizar
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Figura 2.3: Formalizacién del proceso Andlisis Genético

el alineamiento de secuencias en busca de diferencias (t5), obtener el conocimiento de las
diferencias localizadas (t6) y generar un informe de diagnostico (t7).

De esta manera, si el proceso estd completamente definido y acotado, sera posible readaptarlo
ante cualquier mejora tecnolédgica o incluso ante la aparicién de nuevas limitaciones.

2.2.1. Fase de Tratamiento

En la fase de Tratamiento se llevan a cabo las tareas necesarias para la reconstruccién de
los nucleétidos de la secuencia de un gen del paciente al que se le est4 realizando un analisis
genético.

Debido a las limitaciones tecnolégicas de las maquinas secuenciadoras, se observa que se nece-
sitan ciertas tareas adicionales para completar el objetivo de la fase:

= Los electroferogramas obtenidos tienen longitud limitada: No se puede obtener un elec-
troferograma tinico que represente toda la secuencia del gen que se quiere secuenciar, y
por tanto, tampoco la secuencia de nucleétidos completa de un gen directamente. Para
obtener una secuencia de nucleétidos completa se realiza la secuenciacién por partes y
después se realiza la unién de todos los segmentos secuenciados. Esta limitacién anade
dos tareas adicionales: 1) Dividir la secuencia en segmentos; y 2) Ensamblar dichos seg-
mentos.

= Los extremos de los electroferogramas obtenidos son ilegibles: No es posible traducir
estés regiones a nucledtidos. Para poder obtener los nucledtidos de un electroferograma
es necesario desechar esas partes no validas para la traduccién y obtener los nucleétidos
a partir del electroferograma restante. Esta limitacion anade una tarea adicional: limpiar
cada electroferograma secuenciado.

= Fl electroferograma obtenido puede contener senales no véilidas: Estas incorrecciones
se propagan en la traduccién del electroferograma a nucleotidos. Para poder obtener
una secuencia fiable se debe comprobar la correccién de cada nucledtido de la secuencia
obtenida. Esta limitacién anade una tarea adicional: revisar la secuencia de nucledtidos.
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Figura 2.4: Tareas adicionales para obtener la Secuencia del Paciente

Concretamente, tal y como se observa en la Figura 2.4, en la obtencién de la secuencia de
nucle6tidos completa el proceso ideal estaba formado por dos tareas, pero en el proceso real se
llevan a cabo seis tareas. En primer lugar, la secuencia se divide en segmentos (t1) y para cada
uno de ellos se obtiene la secuencia de nucledtidos (t2-t5). Una vez obtenidas las secuencias de

todos los segmentos, se ensamblan para formar la secuencia de nucleétidos del gen completo
(t6).

El subproceso para obtener la secuencia de nucledtidos de un segmento esta formado por cuatro
tareas. En primer lugar, se obtiene el electroferograma del segmento (t2) y, a continuacion,
se limpian los extremos (t3), que consiste en eliminar aquellas sefiales del electroferograma
ilegibles. Una vez esta limpio el electroferograma, entonces es posible realizar la traduccién
para obtener los nucledtidos (t4). El altimo paso consiste en revisar la secuencia obtenida
nucleotido a nucledtido (t5) para corregir los posibles errores.

La aparicién de estas tareas adicionales en el proceso de negocio podrian solucionarse con la
evolucién de las tecnologias de secuenciacion.

2.2.2. Fase de Alineamiento

En la fase de Alineamiento se llevan a cabo las tareas necesarias para obtener las diferencias
que existen entre la secuencia de nucledtidos de un gen del paciente y la secuencia de referencia
del mismo gen.

Debido a las limitaciones tecnolégicas de las maquinas secuenciadoras, se observa que se nece-
sitan tareas adicionales para completar el objetivo de la fase:

= Fl electroferograma obtenido contiene sefiales de los dos alelos del gen del paciente: No
es posible obtener un electroferograma para cada alelo, y por tanto, no se puede obtener
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la secuencia de cada uno de ellos. Para realizar la obtencién de las diferencias se debe
tener en cuenta que la secuencia que se estd analizando es una secuencia consenso que
refleja los dos alelos. Esta limitacion divide en dos la tarea de obtener las diferencias de
la secuencia, es decir, se realizan dos tareas: 1) Busqueda de diferencias que ocurren en
los dos alelos a la vez; y 2) Busqueda de diferencias que ocurren tinicamente en uno de
ellos.

Obtener diferencias

™
2 entre secuencias
t1.0Obtener Diferencias
Homocigotas
™
a
(14

t2.0Obtener Diferencias
Heterocigotas

Figura 2.5: Tareas adicionales para obtener las Diferencias entre Secuencias

Concretamente, tal y como se observa en la Figura 2.5, la tarea original de obtener diferencias
entre secuencias quedara dividida en dos tareas que se realizan de manera paralela. La primera,
para obtener las diferencias homocigotas (t1), cuando existen una diferencia en los dos alelos.
La segunda, para obtener las diferencias heterocigotas (t2), cuando existe una diferencia en
uno de los dos alelos.

De la misma manera que ocurria en el proceso de negocio de Tratamiento, la aparicién de
estas tareas adicionales en el proceso de negocio podrian solucionarse con la evolucion de las
tecnologias de secuenciacion. Aunque esta solucion queda fuera de la investigacion de nuestro
dominio, en el campo de la computacién se ha investigado la posibilidad de solventarlo desde
otro punto de vista. El objetivo planteado consiste en procesar el electroferograma obtenido
para, analiticamente, identificar qué senales corresponden a cada alelo. Este problema se de-
nomina inferencia haplotipica [1], y tiene como finalidad obtener, a partir de un electrofero-
grama, dos secuencias de nucledtidos, una que represente a un alelo, y otra que represente el
otro alelo.
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2.2.3. Fase de Conocimiento

En la fase de Conocimiento se llevan a cabo las tareas necesarias para obtener la caracterizaciéon
fenotipica de una diferencia encontrada en el gen de un paciente.

Debido a las limitaciones de heterogenidad y dispersiéon de las fuentes de informacion, se
observa que se necesitan tareas adicionales para llevar a cabo el objetivo de la fase.

= Lainformacién gendmica sobre variaciones genéticas se encuentra en diferentes fuentes de
datos: No es posible realizar una tnica consulta a una fuente de datos para obtener todo
el conocimiento de una variacién. Para poder obtener todo el conocimiento es necesario
consultar diferentes fuentes de datos. Esta limitacion anade dos tareas adicionales: 1)
Seleccion del conjunto de fuentes a analizar y 2) Combinacién de todos los datos, una
vez consultadas todas las fuentes seleccionadas.

= La descripcion de una variacién genética, su localizacion y la interpretacion de los re-
sultados obtenidos es diferente para cada fuente de datos: No es posible realizar una
descripcién de la variacién y utilizarla para consultar cada fuente de datos. Tampoco
es posible establecer una metodologia de buisqueda para localizarla en todas las fuentes
ni interpretar los datos obtenidos de la misma manera en todas las fuentes. Para poder
obtener informacién sobre una variaciéon en una fuente concreta es necesario describirla
con las variables adecuadas y las coordenadas correspondientes, buscarla utilizando los
mecanismos especificos establecidos por la fuente e interpretar los datos obtenidos de
forma especifica segin la estructura de la fuente. Esta limitacion origina que las tareas
de descripcion, bisqueda y caracterizacion fenotipica se lleven a cabo cada vez, y de
manera especifica, para cada fuente seleccionada.

™ Describir Buscar Obtener
ﬁ Variaciones| |Variaciones| |fenotipos
Recuperar Conocimiento en cada Fuente
w | _t1.Seleccionar t2.Describir | | t3.Buscar | |4.Obtene t5.Combinar Conocimiento
» |Fuentes de Datos Variaciones| |Variaciones| |fenotipos Obtenido
Gendmicas
O -

Figura 2.6: Tareas adicionales para el Andlisis de Diferencias

Concretamente, tal y como muestra la Figura 2.6, las tareas originales se introducen en un
proceso iterativo, precedido de una tarea previa, y seguido de una tarea posterior. En primer
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lugar, se realiza una selecciéon de un conjunto de fuentes de datos genémicos donde se van
a buscar las variaciones genéticas (t1). En segundo lugar se recupera el conocimiento (t2-t4)
para cada fuente seleccionada. Por ultimo se combina todo el conocimiento obtenido, donde
quedaréan reflejados los fenotipos de las variaciones genéticas obtenidos de diferentes fuentes
de datos gendmicos.

La aparicién de estas tareas adicionales en el proceso de negocio podrian solucionarse con
la creacién de un sistema de informacién gendémico estructurado y homogéneo. Esta solucion
es precisamente el punto de partida de esta tesina. En el proyecto Diagen se ha disenado
el Esquema Conceptual del Genoma Humano (CSHG) y se ha creado la Base de Datos del
Genoma Humano (HGDB), un sistema de informacién basado en él. El nuevo sistema de
informacién contiene datos de distintas fuentes que han sido transformados y estructurados
en base al modelo conceptual. Gracias al HGDB, es posible la descripcién de variaciones de
manera homogénea, la biisqueda de variaciones con la misma metodologia y la caracterizacién
fenotipica de manera directa.

2.3. Especificaciéon de requisitos: Visiéon General

Con la finalidad principal de elaborar una herramienta que implemente todo el proceso de
negocio, se ha elaborado una especificacién de requisitos textual.

= Objetivo: Desarrollo de una herramienta totalmente funcional y robusta que pueda uti-
lizarse en hospitales o centros genéticos como soporte para estudios o diagnosticos de
enfermedades genéticas. En la herramienta final se podran introducir muestras de ADN
de un paciente y se obtendrd un informe mostrando las variaciones que tiene la muestra
respecto a una secuencia de referencia conocida. En el informe se diferenciaran las varia-
ciones patdgenas de las mutaciones genémicas que se ha demostrado pueden ser causantes
de una enfermedad, cada una de ellas respaldada con la bibliografia que demuestre el
diagnéstico ofrecido.

= Datos de entrada: Conjunto de electroferogramas de la regién del paciente que se quiere
analizar. Se deben de tener en cuenta:

e Las regiones que los bidlogos seleccionan para la secuenciacién pueden variar:

o Se secuencia un segmento del gen: Los biélogos saben donde esta localizada la
diferencia o diferencias potenciales que estan buscando.

o Se secuencian varios segmentos disjuntos del gen: Los biélogos no saben donde
estd localizada la diferencia o diferencias potenciales que estan buscando.

e Cada region se secuencia dos veces en direcciones opuestas: De este modo se ob-
tienen dos versiones de la misma regién, lo que permite aumentar la fiabilidad de
la secuencia de nucledtidos final.

e Una vez obtenida la secuencia de nuclettidos a partir del electroferograma, el bi6logo
revisa que es correcta. Para ello, introducira un nuevo valor en aquellos nucleétidos
que considere incorrectos.
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= Datos de salida: Informe que contiene una lista de variaciones genéticas indicando para
cada una:

e FEfecto patoldgico: Clasificacién si es una variaciéon asociada a una enfermedad o no.
o Identificador de la secuencia de referencia utilizada para comparar.

e Tipo de variacién genética: Insercion, Delecién o Indel.

e Posicion de la variacién genética en la secuencia de referencia.

e Valor original del nuclebtido o nucledtidos en dicha posicién.

e Valor del nucledtido o nucledtidos del consenso de la muestra donde se ha producido
la, variacion.

e Ex6n o exones implicados en la variacion.

e Alcance de la variacion: Si la variacion se ha producido en los dos alelos (homocigo-
sis) o solo en uno de ellos (heterocigosis).

e Expresion de la variacion encontrada segtn la nomenclatura de HGVS [12] (nomen-
clatura estdndar para la expresion de Variaciones).

e Fenotipo asociado
e Referencia bibliografica.

e Fuente bibliografica.

El informe generado debe poder guardarse en formato DOC o en PDF.

Una vez conocidos los requisitos generales de la herramienta Diagen. Se elabora el diagrama de
contexto y el diagrama de casos de uso del sistema (Figura 2.7). El sistema Diagen interactuara
con el bidlogo, que es el actor primario que interacciona con el sistema para explotar su
funcionalidad. Diagen interactuard, ademas, con el sistema de informacién genémica basado en
el modelo conceptual del genoma humano, la base de datos HGDB, que es el actor secundario
que proporciona soporte al sistema. El sistema estd compuesto tinicamente por un caso de
uso, Andlisis Genético, ya que la herramienta se ha disenado, como primera aproximacion,
Unicamente para llevar a cabo esta tarea.

> Analisis Genético

Bidlogo

HGDB

Figura 2.7: Diagrama de Contexto

Analisis Genético

El caso de uso Anilisis Genético iniciado por el bidlogo, estd incluye cinco casos de uso:
1) Seleccionar Gen, donde el bitlogo proporciona informacion; 2) Obtener Secuencias, donde



CAPITULO 2. EL PROCESO DE NEGOCIO DEL DIAGNOSTICO GENETICO 26

 Analisis Genético
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HGDB
Figura 2.8: Diagrama de Casos de Uso

tanto el bidlogo como La HGDB proporcionan informacion; 3) Obtener Diferencias; 4) Analizar
Diferencias, donde es la HGDB la que proporcionan informacion; y por tltimo, 5) Generar
Informe.

= Actores: Biologo
= Proposito: Realizar un informe de diagnostico genético a partir de una muestra de ADN.

= Resumen: El bi6logo introduce la informacién genética del paciente y obtiene un informe
donde se detalla la caracterizacion fenotipica (enfermedades) del paciente.

= Postcondiciones:Se ha generado un informe de diagnéstico.

= Casos de uso que incluye: Seleccionar Gen, Obtener Secuencia, Comparar Secuencias,
Analizar Diferencias y Generar Informe.

El caso de uso se inicia cuando el bidlogo desea realizar un anélisis:

1. El sistema pide los datos de entrada:

a) El biologo selecciona el gen que desea analizar.

b) El bidlogo introduce la informacién genética del paciente.

2. El sistema obtiene las secuencias para el analisis.
3. El sistema compara las secuencias obtenidas en busca de diferencias.
4. El sistema analiza las diferencias encontradas.

5. Ll sistema genera un informe detallado.
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> Seleccionar Gen

.. (=T *
Bidlogo i sincluges
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> Dbtener Lista Genes

Fuente datos gendmicos

Figura 2.9: Caso Uso Seleccionar Gen
Seleccionar Gen

El caso de uso Seleccionar Gen incluye el caso de uso Obtener Lista Genes (Figura 2.9), ya
que el bidlogo selecciona el gen del anélisis genético a partir de la lista proporcionada por el
sistema de informaciéon gendmica.

= Actores: Biologo
= Propésito: Elegir el identificador del gen del anélisis genético.

= Resumen: El sistema muestra una lista de genes y el bidlogo elige el gen del anéalisis que
va a realizar.

» Precondiciones: El biélogo ha indicado en el sistema que va a realizar un andlisis.
= Postcondiciones: El gen del andlisis ya esta definido y no va a cambiar.

= Casos de uso que incluye: Obtener Lista Genes

El caso de uso se inicia cuando el sistema desea conocer el gen del analisis:

1. El sistema proporciona la lista de los genes disponibles:

a) El bidlogo selecciona el gen que desea analizar

b) El biologo introduce la informaciéon genética del paciente.

2. El sistema establece el gen seleccionado como el gen del anéalisis durante todo el proceso.

Obtener Lista Genes

El caso de uso Obtener Lista Genes forma parte del caso de uso Seleccionar Gen (Figura
2.9). El sistema proporciona la lista de genes para que el bitlogo seleccione el gen del analisis
genético.
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= Actores: HGDB

= Propésito: Generar una lista de genes.

= Resumen: El sistema obtiene los genes disponibles para el andlisis y genera una lista.
= Precondiciones: El biélogo ha indicado en el sistema que va a seleccionar un gen.

= Postcondiciones: Se ha generado una lista de todos los genes disponibles.

El caso de uso se inicia cuando el sistema desea obtener una lista de genes disponibles para el
analisis:

1. El sistema consulta los genes disponibles a la HGDDB:

a) La HGDB proporciona una lista con todos los identificadores de los genes almace-
nados.

2. El sistema crea la lista de genes.

Obtener Secuencias, Obtener Diferencias y Analizar Diferencias

Estos casos de uso se detallan en profundidad en los proximos capitulos.

Obtener Informe

Este caso de uso no se detalla en el marco de esta tesis de méaster.

2.4. Implementacién: Visién General

El software a desarrollar, obtiene como entrada la secuenciacion de ADN de un paciente
obtenida por las méquinas secuenciadoras y obtiene como resultado una lista de variaciones,
cada una con su fenotipo (indicando si es una enfermedad o no), y su bibliografia asociada.

La finalidad de esta implementacion es proporcionar una herramienta funcional que cubra todo
el proceso y que descargue al biélogo de tener que preocuparse por implementaciones concretas
o por formatos de entrada y salida. La idea no es proporcionar una nueva solucion reinventan-
do todo el andlisis desde cero y obviando los buenos resultados que otras implementaciones
obtienen. Por el contrario, se debe tener en cuenta que ya existen diferentes implementaciones
que se utilizan exitosamente. Por lo tanto, para la construccién de dicha herramienta se ha
definido el framework Diagen, que se centra en dos puntos clave: 1) Integrar las herramientas
externas necesarias (alineadores, algoritmos, bases de datos, etc..) para soportar el proceso
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de diagnostico genético; y 2) Procesar la informacion que genera cada fase del diagnostico
genético e interconectarla con las siguientes fases del proceso. Este framework es una repre-
sentacion del modelo conceptual CSHG, para dar una implementacién del mismo y establecer
el vinculo formal entre las distintas herramientas a integrar. De esta forma, mediante la uti-
lizacién del framework, instanciamos la informacién de distintas herramientas en un mismo
marco conceptual.

Los mecanismos que ofrece el framework puede clasificarse en dos grupos:

1. Integracion de funcionalidad ya implementada: Existen algoritmos y herramientas soft-
ware que desarrollan funcionalidades especificas y que ofrecen resultados precisos acep-
tados por la comunidad cientifica. En este sentido el framework, ofrece los componentes
software para soportar la traduccién de la informacion de dichas herramientas al modelo
conceptual planteado.

2. Proceso de la informacion: Existe funcionalidad especifica para obtener la informacién
necesaria en el proceso del diagnéstico personalizado, que no estd implementada o que
requiere una serie de mecanismos para procesarla. El framework ofrece una serie de
funcionalidad, para refinar esta informacién y mostrarla de forma més estructurada o
conforme a estdndares establecidos.

El proceso de analisis de ADN, en el cual se basa el framework, se divide en varias fases,
ejecutadas secuencialmente, donde cada una de ellas necesita la informacion calculada por la
fase anterior para realizar su propia tarea. El flujo de datos entre fases no es una tarea trivial
debido a la incompatibilidad de formatos entre las salidas de las herramientas de cada una
de las fases y las entradas de las herramientas de las fases consecutivas. No existe ninguna
formalizaciéon ni estdndares para definir los resultados que se originan en cada fase. Por ello,
conseguir el flujo de datos entre dos fases implica desarrollar un mecanismo de traduccién de
formatos para cada par de fases interconectadas.

Formath

FormaiD

FASE 1 FASE 2

FLUJO DATOS Requiere
Varios mecanismos de
traduccion

Figura 2.10: Flujo de datos entre fases

De ese modo, para cada una de las herramientas o algoritmos incluidos en una fase, es nece-
sario implementar la traduccién para que su formato sea comprensible. En otras palabras, si
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cada una de las fases se puede ejecutar con varias herramientas, se tiene que implementar
un mecanismo de traduccion para cada par de formatos (Figura 2.10). Esta problematica es
resuelta por el framework Diagen, que se encarga de realizar la traduccién para cada una de
las herramientas o algoritmos incluidos en la siguiente fase. En esta tesis de méster se propone
que estd integracién de la informaciéon se realice de manera desacoplada, es decir, que no sea
necesario que la informacion siga de manera estricta el proceso establecido por el framework,
pudiendo integrarse en la fase que sea necesaria. A continuacion se detalla como se realiza
dicha interconexién desacoplada.

2.4.1. Interconexién de fases: El Reporte de Resultados

El intercambio de informacion entre dos fases supone que ambas comparten la misma semantica
de datos, es decir, existen conceptos comunes que se comparten en ambas. Por eso, en lugar
de invertir esfuerzos en desarrollar traductores acoplados a las herramientas o proponer un
estandar de bajo nivel, como un formato textual, se propone definir un modelo conceptual
comun entre cada par de fases interconectadas que guie el flujo de datos entre dichas fases. Un
modelo conceptual comtn que modela los conceptos que representan los resultados obtenidos
después de la ejecucion de la fase (que también representan la informacion de entrada para
la fase siguiente). A su vez el framework es una implementacion de dicho modelo conceptual,
estableciendo un formalismo comin que permite tanto la integracién como el proceso de la
informacion.

Gracias a la definicién de un modelo conceptual comuin que interconecta cada una de las fases,
ya no es necesario implementar un mecanismo de traduccién para cada par de formatos. Para
cada una de las herramientas integradas bastara con la implementacién de un mecanismo de
traduccion que exprese sus resultados en términos del modelo conceptual (Figura 2.11):

1. Integraciéon de funcionalidad ya implementada: Se implementa un mecanismo de traduc-
cion, que mediante un moédulo Input y un moédulo Output interactta con la herramienta.
La informacién de entrada expresada mediante el modelo conceptual de entrada se trans-
forma al formato especifico de la herramienta (médulo Input), y la informacién de salida
expresada en el formato especifico de salida se transforma al modelo conceptual de salida
(moédulo Output).

2. Proceso de la informacién: La funcionalidad desarrollada en el contexto de Diagen se basa
en el modelo conceptual del framework. Por esa razon no es necesario implementar ningtn
mecanismo de traduccién adicional. Es posible instanciar la informacién utilizando las
mismas clases que utiliza el framework.

Cabe destacar que utilizando esta aproximacion, cada uno de los componentes del framework
que implementa una fase, son independientes entre si. Es decir, es posible utilizar la funcional-
idad que proporciona el framework para la fase de alineamiento utilizando una herramienta
de tratamiento de muestras totalmente ajena al mismo. De esta forma, se ofrece unconjunto
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Figura 2.11: El framework Diagen

de componentes modulares que pueden ser acoplados, mediante los mecanismos de traduccién
oportunos, en otros procesos de negocio diferentes al presentado en esta tesis de maéster.

Segun las ideas introducidas, se disena un modelo conceptual para cada par de fases inter-
conectadas del proceso de andlisis de variaciones de tal forma que, en una fase representa la
salida de informaciéon y la otra representa la entrada. Sin embargo, aunque este modelo con-
ceptual es comun entre las dos fases que interconecta, expresa los conceptos que resultan de
la fase precursora. Por ese motivo cada uno de ellos se llama Reporte de Resultados o Report,
porqué ofrece un resumen de los resultados que se han obtenido después de la ejecucion de la
fase, quedando asf todos los conceptos completamente acotados y definidos. Cada Reporte de
Resultados se utiliza para guiar el flujo de datos entre fases consecutivas, flujo que se consigue
obteniendo las salidas de la fase previa y preparando las entradas para la fase siguiente.

Siguiendo esta estrategia de implementacion es sencillo agregar funcionalidad en una fase,
va que, si se trata de funcionalidad ya implementada, tnicamente es necesario implemen-
tar un mecanismo de traducciéon en términos del modelo conceptual. El inconveniente que
presentan los transformadores textuales entre herramientas, es que debe tener en cuenta la
implementacién interna de cada par de herramientas que se quiere interconectar y establecer
las relaciones conceptuales entre ambas. En el framework, sin embargo, mediante el uso del
modelo conceptual como gufa de interconexién, los transformadores implementados son trans-
formadores meramente sintacticos, ya que el modelo conceptual representa la seméntica de
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la informacién a integrar. Esta ventaja es consecuencia del hecho que el modelo conceptual
haya sido definido teniendo en cuenta, de manera exhaustiva el dominio genémico, mediante
la colaboracién con bioinforméticos y un extenso estado del arte de las herramientas que se
utilizan. Por lo tanto, se garantizé el soporte a un amplio nimero de herramientas y conceptos.
La ventaja fundamental del modelo conceptual es que no es necesario conocer el funcionamien-
to interno de cada herramienta para la implementacién de todos los transformadores, tan solo
sus resultados.



Capitulo 3

Estado del Arte

A la hora de llevar a cabo un analisis genético de ADN para obtener variaciones en la muestra
del paciente y su posterior caracterizacion fenotipica, los bidlogos utilizan y combinan un
conjunto de herramientas diferentes.

Los bidlogos afirman que, hasta el momento, no se ha desarrollado ninguna herramienta que
reciba como entrada una muestra de ADN y se obtenga como salida un informe en el que se
indiquen la lista de variaciones, las enfermedades asociadas y las referencias bibliogréaficas que
respalden las asociaciones entre genotipo-fenotipo.

En este capitulo se ha realizado una revisién de un conjunto de herramientas para la ejecucién
de analisis de secuencias de ADN. El objetivo de esta revision es comprender porqué las
herramientas analizadas no cubren las expectativas de los bidlogos que las utilizan.

Con el objetivo de desarrollar herramientas mas funcionales que las existentes, surge una nueva
iniciativa para el diseno de herramientas bioinforméticas. La idea consiste en proporcionar
implementaciones de tareas especificas del proceso de andlisis y dejar en manos del biélogo la
seleccion de tareas que quiere incluir en su herramienta. Esta funcionalidad especifica se ofrece
en forma de frameworks, kits de herramientas, librerias y también servicios web. Estos entornos
implementan tareas como por ejemplo: conversién de formatos de secuencias, algoritmos de
alineamiento, traslacién de nucleotidos a aminoécidos, etc. De esta manera, construir una
nueva herramienta consiste en integrar la funcionalidad disponible y ofrecerla al usuario en un
entorno unico.

Sin embargo, estas herramientas son resultado de proyectos en los que se limitan a integrar
funcionalidad, por lo que su aceptacion entre los bidlogos es limitada debido a que en ocasiones
estos las encuentran dificiles de instalar, configurar y extender [30].

El problema de insatisfaccion de los bidlogos con las herramientas de anélisis persiste, por lo
que diferentes trabajos en el contexto académico abordan el problema mediante la aplicacién de
los principios de la ingenieria del software. El objetivo de todas ellas es desarrollar herramientas
de calidad que se ajusten de manera precisa a los requisitos de los usuarios.

33
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3.1. Herramientas de analisis de variaciones gendmicas

Con el fin de capturar los problemas que presentan las herramientas de anéalisis de ADN se
han analizado un conjunto de herramientas de entre las mas relevantes en el dominio [26, 13]:
Sequencher [9], SeqScape |7], Mutation Surveyor [29], Codon Code Aligner [11], Polyphred [6],
InSNP [21] y la herramienta Web BLAST de NCBL

El analisis se ha llevado a cabo utilizando muestras reales del gen BRCA1 proporcionadas por
el laboratorio genético IMEGEN, a fin de proporcionar al anélisis resultados més precisos.

El objetivo de este anélisis es determinar las ventajas y desventajas que ofrece cada una de
las herramientas, asi como identificar que partes del proceso de analisis de secuencias de ADN
cubren y en qué medida proporcionan resultados adecuados. Otra caracteristica importante
a analizar es la forma en que cada una de las herramientas ofrece sus resultados para ser
facilmente integrados junto con otras herramientas.

Para cada una de las herramientas se analizan:

1. Tareas de la fase de Tratamiento:

a) Limpieza de secuencias: Comprobar si soporta la limpieza de secuencia que elimine
los segmentos de las secuencias bajo ciertos valores de calidad.

b) Edicion de secuencias: Comprobar si soporta la edicion del valor de un nucleétido
de la secuencia obtenida. Observar de qué grado de la libertad dispone un usuario
para modificar el valor (qué valores puede introducir y cuales no), asi como el efecto
que esta accién tiene en las muestras.

¢) Ensamblaje: Comprobar si soporta la identificacion de la posicién de un fragmento
de la secuenciacién respecto a la secuencia de referencia. Observar si permite limpiar
los fragmentos y ajustar parametros de configuracién con el fin de obtener resultados
mas precisos en la localizacion.

2. Tareas de la fase de Alineamiento:

a) Variaciones buscadas: Comprobar si soporta la localizacion de variaciones. Observar
que variaciones intenta localizar asf como cuales es capaz de encontrar y cuales no:
Inserciones, deleciones y sustituciones en homocigosis y en heterocigosis.

3. Tareas de la fase de Conocimiento:

a) Obtencion del fenotipo: Comprobar si soporta la identificacion del efecto de la
variacion localizada.

b) Obtencion de la bibliografia: Comprobar si soporta la busqueda bibliografica de
referencias que identifiquen la variacion y la asocien con un fenotipo concreto.

La estrategia seguida para el llevar a cabo el andlisis ha sido:
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1. Instalacién de las herramientas: Las herramientas Sequencher, SeqScape, Mutation Sur-
veyor, Codon Code Alignment y InSNP se han instalado bajo el sistema operativo Win-
dows 7. Sin embargo, la herramienta Polyphred, inicamente soportada en Linux, se ha
instalado bajo Ubuntu v8.04. La mayorfa de las herramientas analizadas solo estaban
disponibles en su version de prueba, donde la funcionalidad proporcionada era limitada
(subconjunto de la funcionalidad total).

2. Lectura de los tutoriales, guias de usuario y manuales de las herramientas: Con el fin
de entender los principios generales de las herramientas, conocer la estructuraciéon de la
interfaz que proporcionan y la funcionalidad que en principio proporcionan.

3. Ejecucién de la funcionalidad: Se utilizan las muestras proporcionadas por el laborato-
rio IMEGEN para probar toda la funcionalidad indicada en la documentacién de cada
herramienta.

a) Creacion del proyecto para el andlisis: Se importan los archivos que contienen las
muestras dentro de un proyecto comun. A continuacién se configuran los pardmetros
de analisis.

b) Recomposicion de la secuencia del paciente: A partir de los archivos proporcionados
se realiza la composicién de la secuencia del paciente mediante la secuencia de
referencia.

¢) Comparacién entre secuencias: Se realiza el alineamiento y se buscan las variaciones
entre ambas secuencias.

d) Analisis de las variaciones encontradas: Se comprueba que diagnostico ofrecen para
cada una de las variaciones que han localizado.

e) Generacion de informes: Se generael informe final y se exporta en los formatos
soportados.

4. Comparacion de resultados: Se comprueban los resultados obtenidos por cada herramien-
ta.

Una vez analizadas las herramientas se concluye que ninguna de ellas tiene soporte para
todas las fases del proceso de andlisis, ya que las herramientas Sequencher, SeqScape, Codon
Code Aligner y InSNP (esta ultima parcialmente) dan soporte a las fases de Tratamiento y
Alineamiento, y las herramientas Mutation Surveyor y Polyphred tnicamente a la fase de
Alineamiento. Sin embargo, ninguna de ellas ofrece la posibilidad de obtener el Conocimiento
de las variaciones ofreciendo el fenotipo y la bibliografia asociada a cada variacién.

Las herramientas actuales requieren soporte adicional para completar todas las actividades
de la fase de Tratamiento, ya que por ejemplo algunas carecen de soporte para la limpieza
de secuencias o la edicién de nucledtidos. Lo mismo ocurre en la fase de Alineamiento, ya
necesitan mejorar la localizacién de variaciones. Por ejemplo, la localizacién de variaciones en
heterocigosis no estd satisfactoriamente resulta en ninguna de las herramientas.

Ademis todas ellas requieren soporte adicional para llevar a cabo la fase de Conocimiento.
Algunas herramientas, una vez localizadas las variaciones, ofrecen al usuario la posiblidad de
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Sequencher SeqScape CodonCode Aligner | Mutation Surveyor Polyphred INSNP
Secuenciacion
Limpieza secuencias v v \ x x v
Edicién de nucleotidos v ) v x X x
Ensamblaje v ) \ v v X
Alineamiento
Homocigosis
Inserciones v v v \ x X
Deleciones v v v v x x
Sustituciones v v v v V (solo SNP) V (solo SNP)
Heterozygosis
Inserciones X Parcialmente Parcialmente Parcialmente x Solo posicién inicial
Deleciones X Parcialmente Parcialmente Parcialmente x Solo posicién inicial
Sustituciones ) v \ v V (solo SNP) V (solo SNP)
Conocimiento
Identificacion fenotipo X V(afiadiendo bd) X V (afiadiendo bd) x x
Identificacion bibliografia X x X X x x

Cuadro 3.1: Comparaciéon herramientas

crear una base de datos local para almacenar variaciones y sus descripciones. De esta manera
la herramienta es capaz de localizar la variacion en la base de datos local. Sin embargo, esta
solucion, ademés de no estar completamente clara en las herramientas, no es viable ya que
supone que los usuarios de las herramientas realizen la integracion de las diferentes bases de
datos de variaciones manualmente.

3.2. Entornos de desarrollo de software bioinformatico

Existen diversidad de proyectos y grupos de trabajos dedicados a la implementacion de software
v herramientas bioinformaéaticas. Estas iniciativas proveen entornos o herramientas que llevan
a cabo actividades relacionadas con el anélisis genético de ADN. Algunos de estos ejemplos
son:

BioPerl [31]: Esun framework de c6digo abierto para el desarrollo de aplicaciones en lengua-
je Perl. Proporciona objetos reusables para representar y gestionar tipos de datos biolégicos,
principalmente relacionados con las secuencias genéticas. Entre la funcionalidad més destacada
se encuentra:

= Descripcion, indexacion, transformacion y anotacion de secuencias.
= Alineamientos entre secuencias

= Soporte para busquedas en secuencias genéticas y trasformaciéon y manipulaciéon del
formato de resultados.

= Primitivas de andlisis de secuencias como por ejemplo Pattern Matching.

= Wrappers para el acceso a otras herramientas o algoritmos, como por ejemplo Blast.



CAPITULO 3. ESTADO DEL ARTE 37

Algorithm 3.1 Ejemplo BioPerl

use Bio ::DB::EMBL;
use Bio::SeqlO;

my $db= new Bio::DB::EMBL();
my $seq=%$db—>get Seq by acc("U14680);
my $seqout=new Bio::SeqlO(—format=> "genbank");
if (defined $seq){
$seqout—write seq($seq);
h

= Soporte para respresentacién 3D e informacion estructural sobre las proteinas..

El Algoritmo 3.1 muestra un ejemplo en el que se accede a la base de datos de EMBL para
recuperar una secuencia mediante el identificador “U14680). Posteriormente esta secuencia se
transforma al formato de Genebank.

BioPython [10]: Es un framework de cédigo abierto para el desarrollo de aplicaciones en
lenguaje Python. Proporciona una coleccién de aproximadamente 30 clases cuya funcionalidad
més destacada es:

= Interaccién con Blast, FastA y ClustalW de manera local o remota.
= Acceso a recursos bibliogréaficos como PubMed.
= Traduccién entre multiples formatos de bases de datos biblogicas.

= Primitivas de analisis de secuencias como por ejemplo Pattern Matching

Algorithm 3.2 Ejemplo BioPython

>>> from Bio.Seq import reverse complement, transcribe,
back transcribe, translate

>>> my string = "GCIGITATGGGTOGTTGG"

>>> reverse complement (my _string)

"OCAACGACCCATAACAGC
>>> translate (my string)
"AVMGRW

El Algoritmo 3.2 muestra como obtener el complementario de una secuencia genética (medi-
ante el método reverse complement()) y obtener la traduccién de una secuencia genética a
proteinas (mediante el método translate()).
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BioJava [18]: Es un framework de codigo abierto para el desarrollo de aplicaciones en
lenguaje Java. Proporciona métodos para el andlisis de secuencias, herramientas para la con-
version de formatos entre herramientas, librerias para la manipulacién de secuencias, etc. Para
ello, se definen un conjunto de clases tales como “Secuencia’, “Alineamiento”, “Anotaciones”,
“Alfabeto”, “Simbolo”, “BaseDatos”, etc. y un conjunto de métodos como por ejemplo: represen-
tar graficamente una secuencia, acceder a una base de datos genoémica, convertir una secuencia
de un formato a otro, traducir los resultados de una herramienta de analisis a otra, etc.

Algorithm 3.3 Ejemplo Biojava

import org.biojava.bio.symbol.x;
import org.biojava.bio.seq.x*;

public class Translate {

public static void main(String[] args) {
try {
//create a DNA SymbolList
SymbolList symLL = DNATools. createDNA (" atggccattgaatga");

symL = RNATools. transcribe (symL); //transcribe to RNA
symL = DNATools.toRNA (symL);//transcribe to RNA
symL = RNATools. translate (symL);//translate to protein

El algoritmo 3.3 muestra un ejemplo de la funcionalidad de Biojava. Mediante la importaciéon
de “org.biojava.bio.*” es posible programar una clase Translate que utiliza los objetos de bio-
java, en este caso SymbolList, para realizar la transcripcion de ADN a ARN (mediante los
metodos transcribe() y toRNA()) o para la traduccion de ADN a proteinas (mediante el méto-
do translate()).

SeqAn[14] Es un framework escrito en C++ que proporcionan estructuras de datos e im-
plementaciones de algortimos para la implementacién de herramientas bioinformaticas para el
analisis de secuencias genéticas. SeqAn proporciona tipos de datos como por ejemplo: ADN,
CodigosUIPAC, Aminoacidos, etc. y métodos como Fasta(), para convertir un fichero en for-
mato FASTA, SmithWatterman() para ejecutar una implementacion del algoritmo de alin-
eamiento, métodos para parsear un reporte obtenido por el algoritmo Blast, etc.

Existen multiples framworks, librerias y servicios web adicionales para el desarrollo de aplica-
ciones software. Como por ejemplo: NCBI C++ Toolkit [34], Sequence Class Library[33], EBI
Web Services [19] o Entrez Utilities (http://eutils.ncbi.nlm.nih.gov/) entre otros.

3.2.1. Ejemplos de herramientas

Bioclipse [30] Es un workbench (Figura 3.1) para el analisis de recursos bioldgicos y
quimicos, tales como moléculas, proteinas, secuencias, espectros, etc. Proporciona edicién,



CAPITULO 3. ESTADO DEL ARTE 39

Algorithm 3.4 Ejemplo SeqAn

#include <seqan/align.h>

using namespace seqan;

int main ()

{
Align< String<char> > ali;
appendValue (rows(ali), "aaactgtgctgcaagtc");
appendValue (rows(ali), "aaactgttgcaagtc");

localAlignment (ali , Score<int >(3,—-3,—2, —2), SmithWaterman ());

visualizacion, conversion de formatos y andlisis biologicos y quimicos. Esta escrito en Java y
permite la extension de funcionalidad mediante pluggins. Mediante la definicién de workflows
se encarga de componer funcionalidad para el analisis genético y bioquimico del ADN. Para la
gestion de secuencias (manipulacion de secuencias, conversion de ficheros, rutinas de anélisis)
utiliza el framework Biojava. Para el alineamiento de secuencias utiliza servicios Web como
por ejemplo: KAlign.

Bioclipse
71| »efauie
[ Bioclipse Navigarar £2_ = O|(= =0
= Wit FTTTLYTSLHGYFVFGPTGCNLEGFFATLG
= MyQSARproject FTTTLYTSLHGYFVFGPTGCNLEGFFATLG
i seas FTTTLYTSLHGYFVFGPTGCNLEGFFATLG
~ zf_af2_aligned fasta

= dfasta s . o
S GEIALWSLVVLAIERYVVVCKPMSNFRFGE
v GEIALWSLVVLAIERYVYVVYCKPMSNFRFGE
& Webservice Resuks GEIALWSLYVLAIERYYVVYYCKPMSNFRFGE
NHAIMGVAFTWVYMALACAARPRLVYGWSRY P
NHAIMGVAFTWVYMALACAAPPLYGWSRY | P
NHAIMGVAFTWVYMALACAAPPLYGWSRY | P
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Figura 3.1: Interfaz Bioclipse

ELXR [27] Es un software (Figura 3.2) para automatizar el proceso manual de disefio de
primers para la secuenciacion de PCR. Realiza operaciones utilizando secuencias de ARN
para la obtencién de los nuclebtidos necesarios para la secuenciaciéon de exones y sus regiones
adyacentes. La finalidad del software es obtener las secuencias necesarias para la preparacién
de la secuenciaciéon con el objetivo de realizar la deteccién de variaciones genéticas. El codigo
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fuente se ha desarrollado con el lenguaje Perl y se han utilizado varios médulos de BioPerl,
como por ejemplo el médulo CGI para el desarrollo de la aplicaciéon Web.

ELXR

Exon Locator and eXtractor for R: ing
| ELXRdb Ouew[ About | Disclaimer l Home Contact

Predicted Exon Structure from Alignment [mouse-click blocks for primer design output]

2326 bp

0i|22091451|ref[NM_019101.2| Homo sapiens apolipoprotein M (APOM), mRNA

Figura 3.2: Interfaz ELXR

Existen multiples implementaciones que utilizan los entornos de desarrollo biélogicos disponibles
para el desarrollo de herramientas de anélisis de ADN. Estas herramientas, aunque consiguen
ser funcionales, muchas de ellas son soluciones de integracién de funcionalidad, y en muchas
ocasiones en lugar de proveer nueva funcionalidad de manera intuitiva mediante interfaces
sencillas, son dificiles de instalar, de configurar y sobretodo de extender. El problema reside
en que la composicién de tareas se implementa a bajo nivel, es decir, integrando tareas muy
especificas y teniendo en cuenta aspectos de implementacion, como por ejemplo formatos de
entrada y salida.

Aquellas herramientas que consiguen solventar estas dificultades y se convierten en herramien-
tas ttiles y sencillas deben invertir muchos esfuerzos en solventar los problemas de bajo nivel
que estos entornos de desarrollo presentan, como por ejemplo la interaccion entre diferentes
herramientas o la traduccién de formatos textuales entre modulos.

3.3. Trabajos académicos que abordan el desarrollo de herramien-
tas biol6gicas mediante modelos conceptuales

Pierre: Desarrollo de interfaces de usuario bi6logicas mediante MDA [15] Pierre
es un framework para la generacién parcial de interfaces de usuario para la busqueda y nave-
gacion en repositorios de datos biolégicos (Figura 3.3) mediante una aproximacion dirigida
por modelos. Llevan a cabo la identificacién de requisitos recurrentes en las interfaces y la
adopcién de la arquitectura dirigida por modelos para soportarlos. Plantean el desarrollo de
repositorios en base a la especificacién de servicios. Pierre permite a los desarrolladores de
interfaces personalizarlas con funcionalidad adicional mediante la implementacién de servicios
como software pluggins.

Memops (The MEta-MOdel Programing System)[24]: MEMOPS es un framework
para el modelado en UML y la generacion automatica de cddigo para el desarrollo de aplica-
ciones para el almacenamiento y recuperacién de informacién bidlogica. En la Figura 3.4 se
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Welcome Browse Simple Advanced
Search Search

e-Fungi
Browse
Report File Format: [himl =]  Change Format
Layout: |mutiple Pages | = Change Layout

Sort By: [genomeName =] _Son |

Browse

genomeMName numberOfChromosomes Links
Aspergillus fumnigatus 8 Chromosomes
Candida glabrata i3 Chromosomes
Debaryomyces hansenii 7 Chromosomes
Encephalitozoon cuniculi i1 Chromosomes
Eremothecium gossypii 7 Chromosomes
Kluyveromyces lactis 6 Chromosomes
Saccharomyces cerevisiae 17 Chromosomes
Schizosaccharomyces pombe 4 Chromosomes
Yarrowia lipolytica 6 Chromosomes

Figura 3.3: Interfaz Pierre

muestra como gracias a la arquitectura Memops se puede desarrollar un modelo de datos del
domino biélogico que se quiere gestionar. Este se estructura en paquetes, y mediante la gen-
eracion automatica de codigo se elaboran APIs, para el acceso a la informacién, y esquemas,
para el almacenamiento de la informacioén.

DataModel

Program MEMOPS Domain
Developers framework Experts

Figura 3.4: Arquitectura MEMOPS

Diferentes trabajos se han aplicado utilizando modelado conceptual para el desarrollo de her-
ramientas bidlogicas. Entre ellos, encontramos trabajos que abordan el diseno de interfaces
usables para que se ajusten a las necesidades de los bidlogos y el diseno de herramientas para
la recuperacién de informacion. Estas aproximaciones consiguen buenos resultados y obtienen
interfaces usables y amigables para el usuario. Sin embargo, estos trabajos académicos unica-
mente se han dirigido hacia la navegacién y busqueda en repositorios y no en el anélisis de
datos con la finalidad de obtener conocimiento adicional, como por ejemplo, para obtener una
lista de fenotipos para el soporte al diagnostico.



Capitulo 4

Fase Tratamiento

La fase Tratamiento es la fase en la que los archivos obtenidos por las maquinas secuenciadoras
de ADN se recomponen con el fin de reconstruir una secuencia genética que pueda analizarse
mediante las diferentes herramientas bioinforméticas de anélisis genético.

En primer lugar se proporciona un conjunto de conceptos biolégicos para comprender el proceso
de secuenciacién y las tareas necesarias para la reconstruccién de la secuencia genética.

En segundo lugar se identifican los problemas encontrados a la hora de reconstruir la secuen-
cia y las soluciones que se adoptan para solventarlas. En el diseno de esta fase se abordan las
siguientes limitaciones de las maquinas secuenciadoras: 1) La corta longitud de los electrofer-
ogramas obtenidos; 2) La necesidad de limpiar los extremos de los electroferogramas; y 3) La
presencia de ruido en los electroferogramas.

En tercer lugar se plantean los diferentes casos de uso necesarios para la reconstruccion de la
secuencia genética a partir de la informacién proporcionada por los bidlogos. Esta informacién
puede provenir directamente de las maquinas secuenciadoras, por lo que se deben tener en
cuenta todas las limitaciones detectadas, o bien puede ser informacién previamente procesada.

En cuarto lugar se explica el modelo conceptual de desarrollo y su correspondencia con el
CSHG. Se presentan las entidades conceptuales y los métodos necesarios para llevar a cabo
todos los casos de uso para la reconstruccién de la secuencia genética.

Por dltimo se explica la implementacion llevada a cabo y el modelo conceptual de Reporte
de Resultados SampleTreatmentReport, utilizado para expresar los resultados de la fase de
Tratamiento de manera precisa.

4.1. Background Biolégico

En este apartado se introducen un conjunto de conceptos bioldgicos para ayudar a comprender
el proceso de secuenciacién y las limitaciones de las méquinas secuenciadoras.

42
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La Informacién Genética

Analizar el ADN de un individuo mediante el uso de herramientas software o algoritmos es
posible mediante la expresion del ADN en un formato textual. Concretamente, la cadena de
ADN se expresa mediante una cadena de caracteres, que se denomina secuencia, y cada uno de
los caracteres representan los nucledtidos del ADN del individuo. El caracter A representa la
molécula de Adenina, el caracter C representa la molécula de Citosina, el caracter G representa
la molécula de Guanina y el caracter T la molécula de Timina.

La secuenciacion

Los bidlogos seleccionan una regiéon del ADN a secuenciar y las maquinas secuenciadoras
proporcionan la representacion del ADN en forma de electroferograma. Un electroferograma es
una representacion grafica de las senales obtenidas por una técnica de secuenciacion llamada
electroforesis [5]. Un electroferograma (Figura 4.1) es una sucesion de sefiales de diferentes
colores, donde cada uno de los colores representa un tipo de molécula de ADN, Adenina,
Citosina, Guanina y Timina.

G C T T G
] d AR A ]

T G 6 C 6 C G A G C T T C TG A A A C T A G G
A J J 4 J 49 3T 3 4A A 9 AT T T d AT I 2

Figura 4.1: Electroferograma

Un electroferograma obtenido con las tecnologias de secuenciacién actuales tiene aproximada-
mente 700 nuclebtidos, con los extremos ilegibles y con algunos errores puntuales introducido
por las méquinas secuenciadoras.

La Secuencia de Referencia

Para cada gen del genoma, existe una secuencia ficticia, llamada secuencia de referencia, que
se utiliza para llevar a cabo algunas operaciones de andlisis. Esta secuencia de referencia
representa la secuencia de nucledtidos de todos los seres humanos, y se dice que es ficticia
porqué estd hecha a partir de un estudio realizado a un conjunto de individuos. Esta secuencia
de referencia se utiliza en la fase de Tratamiento como base para la reconstruccién de la
secuencia genética del individuo secuenciado.

Transcripcién del ADN y Unidad de Transcripcién

El ADN esta formado por un conjunto de genes que son regiones de nucledtidos responsables
de una funcién celular concreta. Estos genes, a su vez contienen dos tipos de regiones: exones e
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intrones. Los exones estan formados por aquellos nucle6tidos que intervienen en la creacion de
proteinas para la funcién del gen, por lo que se denominan regiones codificantes. En cambio, los
intrones estan formados por los que no tienen ningin efecto en ella, por lo que se denominan
regiones no codificantes.

El proceso de transcripcion es el proceso que transfiere la informacion codificante del ADN
para la formacion de proteinas. En el proceso de transcripcion se descartan los intrones, y los
exones se agrupan para formar lo que denominamos ARN (Figura 4.2). El ARN mensajero,
sale del nicleo celular y asi se codifican los aminoacidos que forman las proteinas responsables
de la funcién del gen.

Gen
- -

ADN [ Exon1 [ intron1 [ Exon2 [ Intron2 [ Exon3 |

Y
ARN l Exon 1 | Exon 2 | Exon 3 |

Figura 4.2: Formacion del ARN

Una unidad de transcripciéon es el conjunto de indices, respecto a la secuencia de referencia,
que indican el principio y el final de cada uno de los exones que forman el ARN.

4.2. Problemas detectados y Soluciones

A fin de proporcionar una secuencia genética que se pueda analizar en las fases siguientes
del proceso de andlisis es necesario realizar un preproceso del contenido proporcionado por
las maquinas secuenciadoras. De esta manera se consigue una secuencia genética correcta y
completa. Para ello la soluciéon que los bidlogos adoptan para cada uno de los problemas
detectados es la siguiente:

= Longitudes cortas de los electroferogramas: Las maquinas secuenciadoras no son capaces
de proporcionar un electroferograma completo, por lo que no se puede obtener una
secuencia completa de un gen en una sola iteracién de secuenciacién. Como solucién, se
propone secuenciar el ADN por segmentos y posteriormente realizar un ensamblado.

= Extremos ilegibles en los electroferogramas: Las maquinas secuenciadoras ofrecen una
senal ilegible en el electroferograma de secuenciaciéon al inicio, cuando empiezan a se-
cuenciar, y al final, cuando no son capaces de seguir con la secuenciacién. Como solucion,
se propone realizar un corte en cada extremo, desechando las partes ilegibles.

» Ruido introducido en los electroferogramas: Las méaquinas secuenciadoras no son 100 %
fiables. En ocasiones se producen interferencias o ciertas combinaciones de nucledtidos
introducen errores puntuales en la secuenciacién. Como solucién, se propone la revisiéon
manual de los nucledtidos de cada segmento secuenciado.
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4.2.1. Ensamblaje de secuencias

Debido a que no es posible secuenciar todo el genoma simultdneamente y obtener un tinico elec-
troferograma, éste se secuencia por trozos, denominados contigs o segmentos, y posteriormente
se realiza un ensamblado de todos ellos.

El proceso de secuenciacién de un segmento es un proceso costoso que se realiza manualmente.
Obtener una secuencia textual completa implica secuenciar, limpiar y corregir una gran canti-
dad de segmentos. Este es un proceso muy costo que no aporta la suficiente informaciéon como
para compensar el esfuerzo y tiempo empleado. Por esa razén, normalmente se selecciona la
region del genoma de interés y se secuencia lo necesario.

En aquellos casos en los que el objetivo de la secuenciacién es realizar un pequenio anélisis
de ADN, unicamente se secuencia lo imprescindible. Los laboratorios no necesitan conocer
el genoma completo, asi que, las regiones que se suelen seleccionar para secuenciacién son
unidades mas pequefnias del genoma: los genes o, incluso, los exones de un gen.

Para llevar a cabo los andlisis de busqueda de variaciones, como los que se consideran en el
marco de esta tesis de master, se secuencian los exones y se prescinde de los intrones. La
razén por la que se prescinde de estas regiones es porque las variaciones que ocurren en los
intrones no afectan (aunque existen excepciones) en la creacién de proteinas, y por lo tanto,
en la aparicion de enfermedades.

En resumen, se secuencian los exones, y aquellos que son méas grandes y no se pueden secuenciar
de una vez, se secuencian por segmentos y posteriormente se realiza el ensamblado. Se debe
tener en cuenta que si se ha secuenciado mas de un exén, los segmentos una vez ensamblados
se agrupan en regiones disjuntas, es decir, una por exon.

A la hora de secuenciar un exon, si este es muy largo (aproximadamente més de 600 nucle-
otidos) se divide en segmentos. Cada uno de estos segmentos se secuencia, como minimo, dos
veces. Asi se obtienen dos secuenciaciones diferentes de la secuencia que se quiere obtener.
Esto permite tener redundancia para la deteccion de fallos puntuales de secuenciacion.

En el marco de un andlisis de variaciones para el soporte al diagnéstico, se selecciona un
gen y los exones a secuenciar. Para la localizacién de los exones se utiliza una unidad de
transcripcion, que es una lista de posiciones que indican que regiones del gen son exones.
Una vez secuenciados todos los segmentos necesarios se procede a reconstruir la secuencia,
que cousiste en ensamblar los segmentos y obtener la secuencia resumen, o representativa, de
todos ellos. A la secuencia resumen obtenida se le denomina consenso.

4.2.2. Limpieza de secuencias

Debido a la introduccién de errores en los extremos de cada uno de los segmentos secuen-
ciados, es necesario realizar una limpieza de los electroferogramas obtenidos del proceso de
secuenciacion.
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Cuando todos los segmentos se secuencian con la misma méaquina secuenciadora, es posible
llevar a cabo la limpieza de una manera eficiente mediante la aplicacion de una misma con-
figuracion de limpieza. Para ello se deben establecer un conjunto de pardmetros que eliminen
aquellos conjuntos de seniales que no sean legibles y, por lo tanto, no se pueden traducir a
nucledtidos de una manera fiable.

La realizacién de la limpieza de los segmentos de manera simultdnea reduce el procesamiento
manual evitando tener que repetir el proceso para cada uno de los segmentos secuenciados.

4.2.3. Revision de secuencias

Debido a la introduccién de errores puntuales en los electroferogramas obtenidos por las
maquinas secuenciadoras, es necesario realizar una revisién de la secuencia de manera manual.
Para ello, los bi6logos observan los electroferogramas y, mediante su experiencia en el dominio,
son capaces de distinguir el valor correcto.

Con el fin de solventar algunos de estos errores de manera eficiente, el proceso de secuenciacion
de un segmento se realiza varias veces, ofreciendo redundancia, con el fin de realizar la correc-
cion de errores manera directa. Cuando un segmento se ha secuenciado varias veces, al realizar
el ensamblaje y calcular el consenso, muchas de ellas se corrigen autométicamente.

Una vez realizadas estas correcciones automaticas, los bidlogos revisan el consenso obtenido
y visualizan simultaneamente los electroferogramas secuenciados. Al revisar tnicamente el
consenso final se evitan la revisién de todos los segmentos secuenciados.

4.3. Especificacién de requisitos

En la fase de Tratamiento se plantean tres casos de usos diferentes para la obtencién de la
secuencia del paciente. Por un lado se soporta la introduccién de la secuencia de nucleétidos
completa. Este caso de uso se puede utilizar en el caso de que se resolvieran todos los problemas
de las méquinas secuenciadoras, o en el caso en el que se ha secuenciado el gen completo y se ha
realizado un preproceso de los segmentos obtenidos. Por otro lado, se soporta la introduccién
de la secuencia de nucleétidos por exones. Este caso de uso se puede utilizar en el caso en el
que se ha secuenciado diversos exones y ya se ha realizado un preproceso de los datos. Por
altimo, se soporta la introduccién de la informacién obtenida directamente de las méaquinas
secuenciadoras sin ningdin preprocesamiento.

En la fase Tratamiento se llevan a cabo todas las tareas incluidas en el caso de uso “Obtener
Secuencia del Paciente”, que esta incluido en el caso de uso “Obtener secuencias” (Figura 4.3).
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Figura 4.3: Caso de Uso “Obtener Secuencias”
Caso de Uso “Obtener Secuencia del Paciente”

El propdésito del caso de uso es obtener una secuencia genética que represente el gen selecciona-
do del paciente que se quiere analizar. Para ello se introducen sus datos genéticos y, segin
la naturaleza de estos, se llevan a cabo las tareas necesarias para recomponer la secuencia
genética objetivo de analisis.

= Actores que intervienen: El bi6logo interviene en el caso de uso para proporcionar la
entrada de datos genéticos del paciente y, cuando los datos genéticos lo requieren, tam-
bién para revisar secuencias de nucle6tidos. La HGDB proporciona informacién sobre la
secuencia de referencia.

= Precondiciones: El gen que se estd analizando ha sido seleccionado por el bidlogo y por
lo tanto es conocido en el sistema.

= Postcondiciones: Se obtiene la secuencia del gen del paciente que se quiere analizar y es
correcta porqué esté limpia, revisada y ensamblada en su correcta posicion.

= Casos de uso que lo extienden: Incluir Secuencia Completa, Incluir Exones e Incluir
Electroferogramas.

= Casos de uso que le incluye: Obtener Secuencias
En caso de uso esta formado por los siguientes pasos:

1. El bidlogo indica al sistema el gen que se ha seleccionado para el analisis.

2. El biologo selecciona como va a introducir los datos genéticos del paciente. Existen tres
opciones: 1) Incluir una secuencia completa de nucledtidos; 2) Incluir el conjunto de
exones, es decir, de subsecuencias de nucledtidos que forman el gen; y 3) Incluir los
segmentos obtenidos de las méquinas secuenciadoras.
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3. Segun la forma en la que se han introducido los datos genéticos en el paso anterior se
ejecutan un conjunto de acciones u otras. Para ello se selecciona el caso de uso corres-
pondiente.

4. El sistema devuelve al usuario la secuencia del paciente correcta y completa.

Caso de Uso “Incluir Secuencia Completa”

El propésito del caso de uso es obtener la secuencia genética del paciente a partir de la
introduccién de una secuencia de caracteres.

= Actores que intervienen: El bi6logo interviene en el caso de uso para proporcionar la
entrada de la secuencia

s Precondiciones: La entrada debe ser una cadena de caracteres o la ruta de un fichero.

= Postcondiciones: Se proporciona una secuencia genética completa y correcta a partir de
la entrada introducida.

= Caso de uso al que extiende: Obtener Secuencia Paciente

El caso de uso esta formado por los siguientes pasos:

1. El biélogo introduce los datos necesarios para introducir la secuencia.

2. El sistema lee una secuencia de caracteres introducida directamente o lee el fichero
indicado.

3. El sistema comprueba que la secuencia no contiene ningtin caracter no permitido.

4. FEl sistema devuelve dicha secuencia de caracteres como la secuencia genética de nucle-
otidos correcta y completa.

Caso de Uso “Incluir Exones”

El propésito del caso de uso es obtener la secuencia genética del paciente a partir de la
introduccién de una o varias secuencias de caracteres. Para ello, es necesario leer los caracteres
introducidos y segin su estructura diferenciar los exones que forman la secuencia.

= Actores que intervienen: El bidlogo interviene en el caso de uso para proporcionar la
entrada de exones.

= Precondiciones: El formato de entrada debe ser conocido por el sistema.
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= Postcondiciones: Se proporciona una secuencia genética completa y correcta a partir de

la entrada introducida.

= Caso de uso al que extiende: Obtener Secuencia Paciente

El caso de uso esta formado por los siguientes pasos:

AN o

El bidlogo introduce los datos necesarios para introducir los exones.

El sistema lee la entrada introducida e identifica el formato.

Fl sistema identifica los exones del gen a partir de los datos de entrada.

El sistema comprueba que la secuencia no contiene ningin caracter no permitido.

Fl sistema devuelve la secuencia genética de nucleétidos correcta y completa.

Caso de Uso “Incluir Electroferogramas”

El propésito del caso de uso es obtener la secuencia genética del paciente a partir de un
conjunto de ficheros que contengan los electroferogramas, y los nucledtidos asociados, de cada
segmento de secuenciacion. Para ello, es necesario leer los archivos, y realizar las operaciones
necesarias para identificar las partes secuenciadas del gen.

Actores que intervienen: El bidlogo interviene en el caso de uso para proporcionar la
entrada de electroferogramas asi como para revisar la secuencia de nucleétidos. La HGDB
proporciona la secuencia de referencia del gen seleccionado.

Precondiciones: El gen que se est4 analizando ha sido seleccionado por el bidlogo y, por
lo tanto, es conocido en el sistema.

Postcondiciones: Se proporciona una secuencia genética completa y correcta a partir de
la entrada introducida.

Caso de uso al que extiende: Obtener Secuencia Paciente.

El caso de uso estd formado por los siguientes pasos:

. El biodlogo introduce los datos necesarios para introducir los segmentos secuenciados.
. El sistema obtiene la secuencia de referencia del gen seleccionado.

. El sistema ensambla los segmentos de nucleétidos obtenidos contra la secuencia de re-

ferencia.

. El sistema calcula la secuencia consenso de todos los segmentos ensamblados.

. El biodlogo revisa la secuencia consenso obtenida por el sistema.

El sistema devuelve la secuencia genética de nucleétidos correcta y completa.
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Caso de Uso “Obtener Secuencia de Referencia”

El propésito del caso de uso es obtener una secuencia que represente al gen genérico que se
quiere analizar. Para ello se obtiene el conocimiento del sistema de informacién genémico.

= Actores que intervienen: La HGDB proporciona informacién sobre la secuencia de refer-
encia.

= Precondiciones: El gen que se estd analizando ha sido seleccionado por el biélogo y, por
lo tanto, es conocido en el sistema.

= Postcondiciones: Se obtiene la secuencia de referencia del gen.

= Casos de uso que lo incluyen: Obtener Secuencias e Incluir Electroferogramas.
En caso de uso esta formado por los siguientes pasos:

1. El sistema el realiza una peticién a la HGDB indicando el gen seleccionado para el
anélisis.

2. La HGDB devuelve la secuencia de referencia del gen seleccionado.

3. El sistema devuelve la secuencia de referencia.

4.4. Modelado Conceptual

La fase de Tratamiento es la responsable de reconstruir una secuencia de nucleétidos tnica a
partir de los electroferogramas obtenidos por las maquinas secuenciadoras. Nuestro objetivo
es leer los ficheros obtenidos por dichas maquinas y obtener la secuencia genética del gen del
paciente objetivo de andlisis.

En la Figura 4.4 se muestra una vista del CSHG que contiene los conceptos biolégicos in-
volucrados en la ejecucion de esta fase. En este modelo, la entidad Gene, modela el concepto
genérico de gen como regiéon de un cromosoma. Los atributos que describen todos los genes
son: id _symbol, que es un identificador alfanumérico de HGNC [32]; id  HUGO, que es el
codigo universal del gen también de HGNC; official _name, que es el nombre oficial del gen;
summary, que es una breve descripcién del gen; chromosome, que es el niimero del cromosoma
al que pertenece el gen; y locus, que es la region del cromosoma donde se encuentra el gen.

Las diferentes instancias de un gen se representan por la entidad conceptual Allelic. Los atri-
butos que describen todas las instancias de tipo Allelic son: ord _num, que es un identificador
para diferenciar las diferentes instancias; start position, que es la posicién inicial del gen
respecto al cromosoma; end _position, que es la posicién final del gen respecto al cromosoma;
strand, que indica cual de las dos hebras se ha utilizado para expresar la secuencia genética.
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Gene

-id_symbol <<oid>> : string

-id_HUGO : int

-official_name : string

-summary : string ElementTranscript

-chromosome : short ord num <<oidos

-locus : string start_position
-end_position

-sequence (derived) : string

Allele $

-ord_num <<oid>>: short|  -{id} Spliced Transcript o Exon Intron
-ord_num <<oid>>

-start_position : long P —
-sequence (derived) : string

-end_position : long

-strand : string 1 0.*
mMRNA Others RNA
Allelic Variant Allelic Reference Typ¢
-sequence (derived) : string -sequence : string

Figura 4.4: Esquema Conceptual del Genoma Humano (CSHG)

La entidad Allelic tiene dos especializaciones: Allelic Variant y Allelic Reference Type. Allelic
Variant representa la informacion del gen de un individuo. Sin embargo, cabe destacar que
esta informacién, aunque representa la informacién genética de uno o varios individuos, no
suele ir asociada a ellos en el modelo, sino que se utiliza para describir algunas propiedades
que se han observado especificamente en sus genotipos. Allelic Reference Type representa la
secuencia de referencia del gen, que a pesar de tratarse de una secuencia simbdlica, también es
una instancia especifica de un Gene y por lo tanto es de tipo Allelic. Ambas entidades tienen
el atributo sequence, que contiene los nucledtidos de la secuencia genética.

La clase Spliced Transcript modela el concepto de transcrito, es decir, como se divide un gen
y como se organiza para el proceso de transcripciéon para la producciéon de protefnas. Esta
entidad se especializa en dos entidades: mRNA, que representa al ARN mensajero que sale de
la célula y codifica una proteina, o Others RNA, que modela otras funcionalidades que puede
tener el ARN.

La entidad conceptual ElementTranscript, modela los diferentes segmentos en los que se divide
la secuencia de ADN de un gen. Estos segmentos se describen mediante los atributos: ord _num,
que es un identificador para diferenciar un segmento de otro; start position y end _position,
que indican la posicién inicia y final del segmento respecto al gen respectivamente; y sequence,
que representa la secuencia genética del segmento. Los segmentos Element Transcript son de dos
tipos: de tipo Ezon, representando aquellos segmentos que realmente se transcriben, y de tipo
Intron, representando aquellos segmentos que no se transcriben. Por esta razoén, la entidad
Spliced Transcript estd tnicamente relacionada con la entidad Ezon, pero no con la entidad
Intron. Esto significa que cada Spliced Transcript esta asociado a un conjunto de exones que
unidos forman el transcrito del gen, es decir, el atributo sequence es la concatenaciéon de todas
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las secuencias genéticas, también el atributo sequence, de dichos exones.

El modelo conceptual de esta fase estd basado en los conceptos biolégicos plasmados en esta
vista. A partir de este modelo conceptual, el objetivo es reutilizar aquellos conceptos que sirvan
para llevar a cabo las tareas necesarias para completar la fase de Tratamiento. Para ello, se
utilizan los mismos conceptos biologicos pero simplificados y adaptados a las tareas que se
quieren llevar a cabo.

Gen
-id -
-id_transcrito Referencia
+recuperarExones(entrada listaExones) -secuencia
+recuperarSegmentos(entrada listaFuentes) [ 1 1 |+recuperarSecuencia(entrada idSymbol)

+ensamblarSegmentos(salida listaExones )

+revisarExones()
¢ .
: 1
Exon Segmento

-i

num sdecuencia

-coNsenso

- - — -electroferograma

+corregirNucleotido(entrada posicion, entrada nuevoValor) _startpos

-endpos

+posicionarSegmento (entrada startpos, entrada endpos)

Figura 4.5: Modelo Conceptual Tratamiento

El modelo conceptual disenado esta formado por cuatro entidades conceptuales (Figura 4.5).
En primer lugar, la entidad Gen, que representa el gen del paciente cuyo genotipo se quiere
secuenciar. En relacion al CSHG, es la entidad Allelic Variant la entidad que modela una
instancia de un gen genérico que pertenece a un individuo. En el modelo de la fase Tratamiento,
debido a que solo hay una tnica instancia de un individuo, se pierde la especializacién y se
denomina Gene. La entidad Gene esta formada por dos atributos, id y genotipo. El atributo
id representa el identificador del gen que se utiliza en toda la comunidad cientifica, lo que en
el CSHG es el id_symbol de la entidad Gene. El atributo genotipo, es la secuencia obtenida
en el proceso de secuenciacion, es decir, los nucledtidos que forman la secuencia del gen del
paciente, lo que en CSHG es sequence en la entidad Allelic Variant.

Debido a las limitaciones tecnolégicas, el gen del paciente se secuencia por segmentos. Un
Gene estd compuesto por todos aquellos Segmentos obtenidos de la secuenciacion. Cada Seg-
mento tiene un atributo id, que es el identificador que se utiliza para diferenciarlo del resto de
Segmentos, y un atributo secuencia, que es la sucesién de nucledtidos del Segmento. Debido
a que esta consideracién se debe hacer por razones tecnolégicas, no se tiene ningin concepto

asociado al CSHG.

Para poder reconstruir el Gen del paciente a partir de los Segmentos secuenciados, es necesario
utilizar una Referencia para localizar la posicion del segmento, ya que, de lo contrario, no es
posible ordenar ni unir los segmentos. Una Referencia tiene un atributo id, que representa
el identificador de la secuencia simboélica que se utiliza en toda la comunidad cientifica, y un
atributo secuencia, que contiene la secuencia completa de nucledtidos que se supone represen-
tativa de la secuencia del Gene de todos los individuos de la misma especie, en este caso, la
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especie humana. En relacién al CSHG, la entidad Referencia representa el mismo concepto
que la clase Allelic Reference Type. Del mismo modo que ha ocurrido con la entidad Gene, en
la fase Tratamiento solo tendremos una instancia de la clase Referencia para el Gen.

Debido a las limitaciones tecnolégicas, la secuenciacién de un gen es costosa, por eso, no se
realiza de manera completa y se seleccionan tinicamente las partes del gen que son necesarias
para el andlisis. El bidlogo selecciona un transcrito del gen que quiere analizar, identificado
por el atributo id _transcrito. Este transcrito indica qué partes del gen son codificantes para la
proteina (exones), y por tanto es necesario secuenciar, y cuales se pueden descartar del anélisis.
En el CSHG este identificador del transcrito se encuentra en el atributo 4d de la relaciéon entre
Allelic v Spliced Transcript.

Una vez seleccionado el transcrito y realizada la secuenciacién basada en él, los Segmentos
obtenidos se ensamblan, utilizando la referencia. Este ensamblaje se lleva a cabo para posi-
cionar cada segmento en su lugar y poder reconstruir cada uno de los Ezones de manera or-
denada dentro del Gen. El atributo num contiene el numeral de esta ordenacion, y el atributo
consenso contiene la secuencia genética consenso a partir de todos los segmentos secuenciados
del Ezon.

Por lo tanto, los Segmentos en los que se divide el Gen que se secuencian, en realidad son
Segmentos que representan los Frones. La Referencia del gen se utiliza Unicamente para
reconstruir cada uno de los Fzones.

Para llevar a cabo la fase de Tratamiento y proporcionar la funcionalidad expresada en los casos
de uso, es necesario proveer a las clases de métodos que ejecuten la funcionalidad necesaria
(Figura 4.5).

Para llevar a cabo el caso de uso “Obtener Secuencia Paciente” es necesario crear una instancia
de la clase Gen y segun la seleccion de caso de uso por el bidlogo se pueden ejecutar los métodos:

Caso de uso: “Incluir Secuencia Completa” Para llevar a cabo este caso de uso la clase
se utiliza el constructor de la clase Gen:
1. Crear un nuevo Gen.

2. Inicializar la secuencia del gen.

Caso de uso: “Incluir Secuencia Exones” Para llevar a cabo este caso de uso se reutiliza
el método de la clase Gen Recuperar Exones:

recuperarEzones(entrada listaExones)

Este método se encarga de crear tantos exones como componentes tenga la lista de Exones
introducida por el argumento de entrada. Para este caso de uso, la lista contendrd tantos
elementos como exones se hayan secuenciado. Para cada elemento de la lista el método se
encarga de:
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1. Crear un nuevo Exon.
2. Incluir el ordinal num de acuerdo con la posicién del elemento en la lista.

3. Inicializar la secuencia consenso del Exon de acuerdo con el contenido del elemento en
la lista.

Caso de uso: “Incluir Segmentos” Para llevar a cabo este caso de uso se necesitan diversos
métodos de la clase Gen, la clase Referencia, la clase Segmento y la clase Exon. Estos métodos
se encargan de llevar a cabo cada una de las acciones requeridas para reconstruir la secuencia
genética del paciente a partir de los segmentos de nuclebtidos introducidos. Estos métodos son
los siguientes:

1. Métodos de la clase Gen: Recuperar Segmentos, Ensamblar Segmentos y Revisar Exones:
recuperarSegmentos(entrada listaFuenteSegmentos)

Este método se encarga de crear tantos segmentos como componentes tenga la lista de
fuentes de Segmentos introducida por el argumento de entrada. La lista contiene la ruta
de los ficheros que contienen los segmentos. Para cada elemento de la lista el método se
encarga:

a) Crear un nuevo Segmento.

b) Leer el fichero cuya ruta se encuentra en el contenido del elemento de la lista.

¢) Inicializar el electroferograma y la secuencia del segmento.

ensamblarSegmentos(salida listaExones)

Este método se encarga de crear de identificar cada segmento del Gen en su correcta
posicion en la secuencia de Referencia, obtener el consenso de todos los segmentos y
devolver la lista de los consensos obtenidos (que representan los exones). El método se
encarga de:

a) Alinear cada uno de los segmentos con la secuencia de referencia y posicionarlo
respecto a la ella.
b) Calcular el consenso de todos los segmentos.

¢) Crear una lista con todos los consensos disjuntos obtenidos.

revisarEzones()
Este método se encarga de mostrar al usuario el consenso de los exones para que pueda
corregir los posibles errores. El método se encarga de:

a) Mostrar valor del consenso y los electroferogramas asociados.

b) Cambiar los valores de los nucledtidos erréneos.
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2. Métodos de la clase Referencia: Recuperar Secuencia
recuperarSecuencia(entrada 1dSymbol)
Este método recupera la secuencia de referencia completa del gen indicado. El método
se encarga de:
a) Realizar una consulta a la base de datos indicando el identificador del gen.

b) Inicializar la secuencia a partir de los datos obtenidos.

3. Métodos de la clase Segmento: Limpiar Segmento, Posicionar Segmento

limpiarSegmento(entrada parametrosLimpieza)

Este método se encarga de limpiar los extremos del segmento. El método se encarga de:
a) Eliminar los nucledtidos necesarios del inicio y final del segmento de acuerdo con

los parametros de limpieza.

posicionarSegmento(entrada startpos, entrada endpos)

Este método se encarga de posicionar el segmento en su correcta posicién respecto a la

secuencia de referencia. El método se encarga de:

a) Inicializar las posiciones inicial y final del segmento.

4. Métodos de la clase Exon: Corregir Nucledtido
corregirNucleotido (entrada posicion, entrada nuevoValor)

FEste método se encarga de corregir el valor del nuclebtido que el bidlogo considera in-
correcto. El método se encarga de:

a) Inicializar el valor del caracter del consenso de la posicion indicada con el nuevo
Valor.

4.5. Implementacion

Para llevar a cabo la implementacion de esta fase se ha integrado una herramienta de edicion,
limpieza y ensamblaje de secuencias llamada Sequencher. Se ha seleccionado esta herramienta
por ser la herramienta principal de estudio y la herramienta que utilizan en el Instituto de
Medicina Genémica [MeGen. La herramienta Sequencher puede utilizarse para llevar a cabo
la reconstrucciéon de la secuencia genética de esta fase. Para ello, se seleccionan un conjun-
to de tareas que ofrece esta herramienta: ensamblaje de muestras, limpieza de muestras y
visualizacién grafica de electroferogramas para la correcciéon del consenso.

La informacion obtenida por las maquinas secuenciadoras se procesa mediante la herramienta,
Sequencher, y se implementa un traductor para transformar las salidas de Sequencher en
términos del modelo conceptual (Figura 4.6).
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)

Tratamiento

SN

Modelo Conceptua

/%

Translator SampleTreatment
Report

Sequencher

Figura 4.6: Fase Tratamiento

4.5.1. Modelo Conceptual Reporte de Resultados

Se ha disennado un modelo conceptual de Reporte de Resultados, Sample TreatmentReport, para
expresar los resultados de la fase de Tratamiento de manera precisa y para guiar el proceso de
flujo de datos.

SampleTreatmentReport
-geneld

Gen Exon

-num
-consensus

Figura 4.7: Modelo Conceptual SampleTreatmentReport

El modelo conceptual de la Figura 4.7 muestra la informacion de una secuencia genética recons-
truida. Este modelo conceptual es un vista del modelo conceptual de la fase de Tratamiento.
La entidad conceptual Sample TreatmentReport representa el reporte generado después de rea-
lizar el tratamiento o reconstruccién de la muestra de ADN del paciente, y el atributo geneld
contiene el identificador del gen de dicho tratamiento. La entidad conceptual Gen representa
el gen del paciente que se quiere analizar y el atributo id representa el identificador del gen. Un
Sample TreatmentReport debe tener uno y solo un elemento Gen, ya que la secuencia recons-
truida pertenece a un dnico gen. La entidad conceptual Ezon representa los diferentes trozos
que tienen significado en el proceso de transcripcion y que por lo tanto se han secuenciado
para realizar el anélisis. Esta entidad tiene dos atributos: num, que representa el ordinal del
exon respecto del resto, v sequence, que representa la secuencia de nucle6tidos del exén. Un
Gen puede tener miltiples elementos Ezon, pero un Fzon solo pertenece a un Gen.
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En la Figura 4.8 se muestra como se integra la herramienta Sequencher en el framework
mediante la definicién del elemento de traduccién. En este caso solo es necesario traducir la
salida del Sequencher en términos del modelo conceptual, por lo que Ginicamente se disena el
modulo Output. El SequencherOutputTranslator se encarga de establecer la relacion entre la
salida del Sequencher y el modelo conceptual SampleTreatmentReport.

Fase Tratamiento Modelo Conceptual
Salida

s T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ] r=====""""7
| Resultados 1 | |
: Sequencher I : |
I |

: Tareas \\ Sequencher ! : - |SampleTreatment| |
| | Sequencher OutputTranslator i | o Report :
| ] | |
| ] | |

Figura 4.8: Integracion de Sequencher

4.5.2. Implementacién del Modelo Conceptual Reporte de Resultados

La implementacion de la fase de Tratamiento se ha desarrollado en Java y el modelo conceptual
disennado se ha implementado de dos formas:

= Implementaciéon mediante clases Java: Esta implementacién permite el intercambio de
informacién en el contexto del framework Diagen. En este caso, el flujo de informaciéon
se consigue mediante la instanciacién de los objetos del modelo conceptual.

= Implementaciéon mediante XMLSchema: Esta implementacién permite la introducciéon
de datos y la obtencién de resultados mediante el formato XML. En este caso, se ha
utilizado la tecnologia JAXB (Java Architecture for XML bindings) [22] de manera que
se instanciando los objetos del modelo conceptual en Java se pueda crear el archivo XML
asociado. Los pasos para utilizar JAXB son los siguientes:

1. Descripcién del modelo conceptual mediante XMLSchema: Se declaran todos los
objetos, sus propiedades y los tipos y restricciones de éstos.

2. Obtener objetos Java a partir del XMLSchema: Mediante la utilidad de JAXB, xjc,
se compila el XMLSchema que da lugar al conjunto de objetos Java.

3. Definicién operaciones de transformacion: Se implementan las operaciones de mar-
shalling, que transforman los objetos Java a un archivo XML y las operaciones de
unmarshalling, para transformar un archivo XML a objetos Java.

Una vez implementada la funcionalidad y los artefactos necesarios para expresar los resultados
en términos del modelo conceptual, la fase puede ejecutarse de manera independiente. En la
figura 4.9, se puede observar un ejemplo de la salida XML que proporciona la ejecucion de la
fase de Tratamiento de manera independiente. Para ello se ha utilizado una muestra del gen
BRCAL, para la cual se han secuenciado los 22 exones del gen.
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<SampleTreatmentReport "BRCR1">
<fuery "BRCAL™>

<Excn O

<consensus>ECACTTTATGECRRRCT. ..

</Exon>

<Excn "1l

<con3ensus»GACETIGTICATTAGTTA. .

</Exon>

el

<Excn

<con3ensus»>CCCTGEAGTCGATTIGAT. .

</Exonx>
</ Cuery>
</SamplelreatmentReport>

o8

FCIGCTGAGATGEETATTICTITGAL /congensus>

LCICTACTARCAGARTTGACCTTACRA /Ccongensus

LARTTTATTCAGECTGTIGITGECTIT</ consensuss>

Figura 4.9: Ejemplo XML SampleTreatmentReport



Capitulo 5

Fase Alineamiento

La fase Alineamiento es la fase que compara la secuencia genética del paciente con la secuencia
de referencia, con el fin de obtener la lista de diferencias entre ellas. Para la deteccién de
diferencias es necesario llevar a cabo una alineacién de ambas secuencias genéticas, es decir,
alinear la cadena de texto de la secuencia objetivo con la cadena de texto de la secuencia de
referencia. Esta alineacién consiste en identificar la posicién de la referencia donde empieza la
secuencia objetivo y averiguar cémo difiere la secuencia objetivo de la secuencia de referencia.

El alineamiento entre secuencias genéticas se realiza mediante algoritmos de alineamiento
genético. Estos algoritmos, ademas de proporcionar la posicién de la referencia sobre la que
se alinea el objetivo, también se encargan de introducir desplazamientos en ambas secuencias
de manera que las cadenas de texto coincidan en mayor medida. De esta forma, revisando el
alineamiento obtenido por un algoritmo es posible obtener el conjunto de diferencias entre la
secuencia genética del individuo y la secuencia de referencia.

En este capitulo, en primer lugar, se proporciona un conjunto de conceptos bibdlogicos para
comprender el proceso de identificacion de diferencias en una secuencia de ADN. Los algoritmos
de alineamiento genético incorporan nuevas concepciones a los algoritmos de alineamiento
textuales, ya que, se tienen en cuenta las propiedades del ADN presentes en las secuencias
genéticas.

En segundo lugar, se identifican los problemas encontrados a la hora de detectar las diferencias
entre las secuencias genéticas a comparar y las soluciones que se adoptan para solventarlas.
En el diseno de esta fase se abordan las limitaciones introducidas por los algoritmos de alin-
eamiento: 1) Coste computacional de comparacion entre secuencias; y 2) Indeterminismo a la
hora de expresar una diferencia localizada. En esta fase, también se abordan las limitaciones
introducidas por las maquinas secuenciadoras: 3) El problema de expresividad que tienen los
electroferogramas al no ofrecer de manera precisa toda la informacién genética del individuo.

En tercer lugar, se plantean los diferentes casos de uso necesarios para la obtenciéon de la
lista de diferencias. Se presentan dos aproximaciones diferentes: 1) la deteccion de diferencias
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mediante la comparacion entre secuencias; y 2) La busqueda dirigida de una lista de diferencias
va localizadas.

En cuarto lugar, se explica el modelo conceptual disenado y su correspondencia con el CSHG.
Se presentan las entidades conceptuales y los métodos necesarios para llevar a cabo todos los
casos de uso para la deteccion de diferencias en una secuencia genética.

Por altimo, se explica la implementacion llevada a cabo y el modelo conceptual de Reporte de
Resultados AlignmentReport, utilizado para expresar los resultados de la fase de Alineamiento
de manera precisa.

5.1. Background biolégico

La secuencia genética y la secuencia de Referencia

Cada ser humano tiene 23 pares de cromosomas, donde cada cromosoma proviene de un pro-
genitor, es decir, para cada par de cromosomas uno es heredado del padre y otro de la madre.

Por ese motivo, la secuencia textual del ADN de un individuo representa a ambos cromosomas,
es decir, cada caracter de la secuencia representa el valor de dos nucleétidos. Una secuencia
textual representa al mismo tiempo dos secuencias, una que representa al cromosoma del
padre y otra al cromosoma de la madre. En aquellas posiciones en las que el cromosoma del
padre contiene el mismo nucleotido que el cromosoma de la madre, la representaciéon en la
secuencia viene dado por el valor del nucledtido comun: A, C, T o G. Sin embargo, cuando
el nucleétido difiere en cada cromosoma, la representacién en la secuencia debe representar
ambos valores. Para representar lag diferentes combinaciones entre los nucledtidos A, C, T
y G, existen unos codigos predeterminados por la IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry) [16], llamados codigos IUB. En la Tabla 5.1 pueden verse algunos de los
codigos determinados por la UIPAC, en este caso, los que nos interesan son los cédigos que
representan uno nucleétido y los que representan dos nucleétidos simultaneamente.

‘ Codigo ‘ Definicion H Codigo ‘ Definici6én ‘

A Adenina M AC
C Citosina, S GC
T Timina W AT
G Guanina V GAC
R AG B GTC
Y CT H ATC
K GT D GAT

Cuadro 5.1: Codigos IUB
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Los algoritmos de alineamiento genéticos

Los algoritmos de alineamiento son algoritmos de andlisis de caracteres que tienen en cuenta las
cadenas de texto a la hora de realizar el alineamiento. Concretamente, al tratarse de algoritmos
de alineamiento genéticos ademas se tienen en cuenta algunas propiedades de las secuencias
del ADN. Estas propiedades en ocasiones son necesarias para poder detectar ciertos casos que
con los algoritmos de alineamiento convencionales no es posible reconocer. Algunas de estas
propiedades son:

1. Las secuencias tienen un conjunto de caracteres definidos: Unicamente estan permitidos
los codigos TUB (caracteres A, C, T, G y los caracteres V, B, H, D, K, S, W, M, Y, R).

2. Existen caracteres (K, S, W, M, Y, R) que representan el valor de dos nucle6tidos
simultaneamente, por lo que al realizar la comparacién, se debe tener en cuenta que
si el caracter difiere del de la secuencia de referencia, existen diferentes posibilidades:
1) Ningun nucleétido coincide; 2) Un nucleétido coincide y el otro no; o 3) El valor es
ambiguo en ese punto. En este tipo de casos un algoritmo de alineamiento convencional
simplemente detecta una diferencia, pero no profundiza en su naturaleza.

Las variaciones genéticas

El concepto de variacion genética, se refiere a la diferencia que existe entre la secuencia de un
individuo y la secuencia de referencia, que se supone es una secuencia representativa del ADN
de todos los individuos.

Este tipo de cambios, pueden deberse a dos causas: 1) La variacion se hereda de un progenitor;
y 2) Se produce un error en el proceso de herencia y se introducen cambios en la copia del
Cromosoma.

Las variaciones se pueden ser de tres tipos:

= Inserciones: Se ha aniadido uno o varios nucleétidos en el ADN.
= Deleciones: Se ha eliminado uno o varios nucleotidos en el ADN.

= Indels: Se ha producido un cambio en uno o varios nucle6tidos del ADN.
Dependiendo del cromosoma en el que se produzca el cambio una variacién se clasifica en:

= Variaciones en homocigosis: Se produce la misma variacién en el cromosoma del padre
y en el cromosoma de la madre.

= Variaciones en heterocigosis: Se produce una variacién tnicamente en el cromosoma, del
padre o en el de la madre.
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5.2. Problemas Detectados y Soluciones

A fin de proporcionar una lista de diferencias que representen todos los cambios que existen
en una secuencia genética es necesario resolver los problemas computacionales, los problemas
de indeterminismo y los problemas de las méquinas secuenciadoras. Para ello se proponen las
siguientes soluciones para cada uno de los problemas:

= Problemas computacionales: Los algoritmos de alineamiento pretenden realizar btisquedas
de secuencias contra bases de datos de tamafio considerable, por lo que el coste com-
putacional y temporal se hace inviable. Lia solucién que se propone es acotar la bisqueda
de manera que se realice un alineamiento dirigido menos costoso computacionalmente.

= Problemas de indeterminismo: Los algoritmos de alineamiento ofrecen diferentes con-
clusiones acerca de las variaciones localizadas. La solucién que se propone es realizar
una busqueda dirigida mediante la caracterizacién de las variaciones mediante regiones
adyacentes.

= Superposicién de cromosomas en los electroferogramas: Se propone como soluciéon la
aproximacion de la inferencia haplotipica basada en la secuencia de referencia. Esta
aproximacién consiste en intentar derivar, a partir del electroferograma y la ocurrencia
de una variaciéon, cada uno de los cromosomas, teniendo como base la secuencia de
referencia.

5.2.1. Buasqueda acotada de variaciones: Reduccién del problema

Los algoritmos de alineamiento genético actuales localizan una secuencia de nucleétidos en
genomas completos de diferentes los organismos secuenciados (ser humano, mosca dorsophila,
etc.). Sin embargo, estos algoritmos, son muy costosos computacionalmente hablando, ya que
tardan mucho y consumen mucha memoria.

Algunas aproximaciones como el algoritmo BLAST [2], consigue reducir el coste computa-
cional utilizando bisquedas heuristicas. Sin embargo, esta aproximacién, aunque es 1til para
la ejecucidon de algunas tareas bioinformaticas, los resultados que ofrecen no son totalmente
precisos.

El caracter del analisis que se trata en esta tesis de master requiere de resultados precisos, ya
que se trata de localizar las variaciones de un individuo y ofrecer un diagnostico, hecho que
no da cabido a la ambigiiedad. El objetivo es reducir el coste computacional pero no a costa
de obtener resultados precisos.

La solucién que se propone para reducir este coste y no perder precisiéon en los resultados es
utilizar la naturaleza de los anélisis y realizar solo las busquedas estrictamente necesarias. El
anéalisis genético que se lleva a cabo en esta fase es una anélisis de una o varias secuencias
contra una secuencia de referencia. En otras palabras, se conoce la naturaleza de las consultas



CAPITULO 5. FASE ALINEAMIENTO 63

(uno o varios exones), y se conoce la secuencia contra la que se deben realizar el alineamiento
(secuencia de referencia del gen seleccionado).

Por este motivo, se ha acotado la bisqueda de varias secuencias contra varias secuencias a
una o varias secuencias pequenas a una unica secuencia. La biisqueda consiste en localizar
secuencias aproximadamente entre 200 y 5000 nucleotidos contra una secuencia que tiene
como maximo 31000 nucle6tidos. Ademaés, las secuencias a alinear siempre deben tener éxito
v solo deben tener una solucién posible, ya que cada exén secuenciado pertenece a una regiéon
de la secuencia de referencia.

Por otro lado, se acota la biisqueda ya que el alineamiento se realiza entre secuencias con una
variabilidad muy baja. En este tipo de analisis se tiene en cuenta que un ser humano tiene
una sustituciéon de un nucledtido cada 200 nucleétidos en comparaciéon con la secuencia de
referencia.

5.2.2. Busqueda dirigida variaciones: Bisqueda por regiones adyacentes

La ambigiiedad en la caracterizaciéon de variaciones es un problema presente en los diferentes
repositorios gendémicos actuales. Cuando un investigador bidlogo identifica una variaciéon y
mediante sus experimentos concluye que estd asociada a un fenotipo concreto, este indica la
posicion en la que ha localizado la variacion, el valor original que tiene la referencia y el valor
que se ha detectado que ha cambiado.

El problema reside en el hecho de que esta caracterizacion: el tipo, la posicién y el valor de la
variacion dependen del algoritmo de alineamiento utilizado para comparar con la referencia.
Como consecuencia, puede ocurrir que un bidlogo identifique una variacion (por ejemplo una
sustitucion de dos nucledtidos) y otro identifique dos variaciones (por ejemplo una deleciéon de
un nucledtido en una posicion y una insercion de un nucledtido en otra posiciéon). Cuando en
realidad, en los dos casos, es el mismo cambio en el ADN (Ver Figura 5.1).

Referencia |[AATTTGTTA
Consenso AATTGTTTA

é&@ Algoritmol [A A TT TTA
o> AATT TTA

A\ Algoritmo2 [AATT T G-TTA
@ AA-TTGTTTA

\%‘

Figura 5.1: Problemas de los algoritmos de alineamiento

La solucién que se propone para evitar este tipo de problemas en el marco de esta tesis es
caracterizar lag variaciones mediante regiones adyacentes, o flanking sequences, en lugar de
identificarlas por posicién.
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Referencia AATTTGTTA
Consenso AATTGTTTA

Sustitucion  GT
fsizquierda A AT T
fsderecha TTA

Figura 5.2: Caracterizacion por flanking sequences

Las flanking sequences son el conjunto de nucledtidos que rodean una variacién y son suficien-
temente precisos para caracterizarla. La documentaciéon de una diferencia antes era ambigua
(ejemplo 5.1), pero ahora queda acotada y no existe indeterminismo. En la Figura 5.2 la
diferencia se puede documentar univocamente mediante el tipo, Sustitucién, el valor, GT, la
fsizquierda, AATT, y la fsderecha TTA.

El problema ahora se traslada al hecho de averiguar si una flanking sequence es lo suficien-
temente precisa como para establecer una localizacién tnica en el genoma. Por lo tanto, si
una, diferencia se caracteriza por 20 nucledtidos por un extremo y 20 nucledtidos por el otro
extremo, se elimina la ambigiiedad y se asegura que no existe otra posicién en el genoma
que pueda tener las mismas regiones adyacentes. Se sabe que con 20 nucledtidos se identifica
univocamente una posicién del genoma.

Un ser humano tiene, de media, una sustitucién de un nucleétido respecto a la referencia cada
200 nucleétidos. Ya que una variacién podria ocurrir en estos 20 nucleétidos, para asegurar
que los resultados son completamente fiables, se utilizan las dos regiones adyacentes para la
localizacién. De esta manera se permite una mayor variabilidad en los 20 nucleétidos de cada
extremo.

Establecer esta metodologia de caracterizacion evita todos los problemas de identificacion de
diferencias que proporcionan los algoritmos de alineamiento. Mediante esta caracterizacién, la
busqueda de diferencias ahora se puede realizar de manera dirigida, es decir, las variaciones
que ya se conocen y estan caracterizadas se buscan en la muestra y no, a la inversa, donde se
buscan las diferencias y posteriormente se caracterizan.

Para la localizacion de diferencias se obtiene una lista de las variaciones ya caracterizadas que
se van a intentar localizar en la muestra. Cada una de ellas dispone de dos flanking sequences,
de manera que, para realizar la buisqueda, cada una de ellas se alinea contra la muestra. Una
vez localizada la region del gen se comprueba si existe una diferencia en esa posicién. Para
ello se utiliza el valor de la variacién y la otra flanking sequence.

Esta metodologia, aunque ofrece resultados precisos, no permite el descubrimiento de nuevas
diferencias, ya que, solo se buscan las variaciones que ya se conocen, y no existe forma de
localizar una variacién desconocida. En el contexto de esta tesis de méster, esta metodologia
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es viable, ya que, el soporte al diagnéstico consiste en corroborar el diagnéstico previo real-
izado por los médicos y, por lo tanto, consiste en localizar las variaciones que soporten dicho
diagnostico.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que este caso no es siempre aplicable, en cuyo caso, para
obtener todas las diferencias que existen en la muestra de un paciente, es necesario utilizar
una metodologia combinada.

5.2.3. Obtencion de las secuencias de los dos alelos del ADN : La inferencia
haplotipica

Las méaquinas secuenciadoras solamente son capaces de obtener un electroferograma que repre-
senta los dos alelos del ADN. Cuando los dos alelos son idénticos, las seniales que corresponden
a cada alelo en el electroferograma quedan solapadas porque la senal de cada uno tiene el
mismo valor. Cuando se producen variaciones en los dos alelos simultdneamente estas son
identificables en los electroferogramas.

El problema se produce cuando los alelos son diferentes, es decir, existe una variacién en
heterocigosis. Si es una sustitucion (en una posicion, un alelo tiene un valor y el otro alelo un
valor distinto), el problema se puede solventar debido a que las dos senales en ese punto son
visibles. En la Figura 5.3, se puede distinguir que el quinto nucleétido es diferente en cada
alelo, en un alelo el valor es A (color verde) y en el otro alelo el color es G (color negro).

G G A G G
G G A G G

Figura 5.3: Electroferograma sustitucion en heterocigosis

Sin embargo, este problema no se puede solventar cuando la variacién es una inserciéon o una
delecion. Cuando se produce este tipo de variaciones, se produce un desplazamiento de uno
de los alelos. En el electroferograma aparecen las senales superpuestas de los dos alelos, por lo
que no es posible distinguir qué valor corresponde a cada alelo en cada posicién, ni que cambio
se ha producido. En la Figura 5.4, se puede ver cuando se produce la variacién: la senal es
dnica hasta que aparecen dos sefiales diferentes en cada posicion.

FIEFIEETGTGEFIFIFIEFIE

[\/\/\N\AL\AWM/\N\L\/\

Figura 5.4: Electroferograma insercion/delecion en heterocigosis
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Debido a que el anélisis de ADN se realiza de manera textual, este problema también se
manifiesta. Una variacion de tipo sustitucidn en heterocigosis se expresa con un codigo de TUB,
aquél que represente los dos valores. En cambio una variacién de tipo insercién o delecién en
heterocigosis se manifiesta porque desde el momento que se produce la variacion hasta el final
del segmento secuenciado toda la secuencia se expresa con codigos IUB, dando la sensacion
de que se producen sustituciones en todo el segmento, cuando en realidad lo que ha ocurrido
es que se ha producido una tnica variacién que ha provocado todo el desplazamiento.

Con el fin de solventar estos problemas, existen aproximaciones que analizan las senales
obtenidas y aproximaciones que analizan los caracteres obtenidos a fin de obtener qué sefial
corresponde a cada alelo. Este problema se conoce, en la comunidad cientifica, como la infer-
encia haplotipica, ya que, se infiere cada uno de los alelos a partir de la sefial solapada del
electroferograma o los caracteres dobles de la secuencia obtenida.

La solucién que se propone es utilizar la aproximacion de la inferencia haplotipica basada en
la secuencia de referencia |13]. Esta aproximacion se basa en la idea de que si la variacion se
ha producido tnicamente en un alelo, el otro alelo esté alineado con la secuencia de referencia.
La aproximacién consiste en tres pasos:

1. Inferir el alelo que no ha cambiado: Mediante la referencia se obtiene la secuencia del
alelo, ya que corresponde a los valores de la referencia.

2. Inferir el alelo que ha cambiado: Mediante la secuencia de la muestra y la secuencia del
alelo previamente inferido, se obtiene la secuencia del otro alelo, ya que corresponde al
otro valor de la muestra que no corresponde al alelo inferido.

3. Obtener la variacion: Mediante el alineamiento de la secuencia inferida del alelo que ha
cambiado con la referencia.

5.3. Especificacién de Requisitos

En la fase de Alineamiento se plantean dos casos de usos para la obtencion de diferencias entre
la secuencia del paciente y la secuencia de referencia. Por un lado, se realiza la comparacion
entre secuencias, es decir, se buscan las diferencias que existen entre las dos secuencias. Este
caso de uso ademas tiene en cuenta la comparacién de secuencias en los casos en los que existe
una variacién en heterocigosis y, como consecuencia, la naturaleza de la secuencia objetivo
cambia. Por otro lado, se realiza una busqueda de diferencias a partir de una lista de varia-
ciones. Este caso de uso, también tiene en cuenta la localizacién de diferencias cuando existe
una variaciéon en heterocigosis.

En la fase Alineamiento se llevan a cabo todas las tareas incluidas en el caso de uso “Obtener
Diferencias” (ver Figura 5.5).
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Figura 5.5: Caso de Uso “Obtener Diferencias”
Caso Uso “Obtener Diferencias”

El propésito del caso de uso es obtener una lista de diferencias que representen los cambios
que se han encontrado en la secuencia objetivo respecto de la secuencia de referencia. Para
ello se introducen las dos secuencias y se selecciona la aproximacion que se quiere llevar a cabo
para construir la lista de diferencias.

= Actores que intervienen: La HGDB proporciona informacién sobre la secuencia de refer-
encia, y cuando la aproximacién lo requiera, la lista de variaciones documentadas.

= Precondiciones: El gen que se estd analizando ha sido seleccionado por el biélogo y, por
lo tanto, es conocido en el sistema. La secuencia del paciente es correcta y completa.

s Postcondiciones: Se obtiene una lista de diferencias.

= Casos de uso que lo extienden: Comparar Secuencias y Localizar Diferencias.

En caso de uso esta formado por los siguientes pasos:

1. El bidlogo indica que aproximacion quiere utilizar para obtener las diferencias. Existen
dos opciones: 1) Comparar Secuencias; y 2) Localizar Diferencias.

2. Segun la aproximaciéon o aproximaciones seleccionadas en el paso anterior se ejecuta el
caso de uso correspondiente.

3. El sistema devuelve al usuario la lista de diferencias obtenidas.
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Caso Uso “Comparar Secuencias”

El propésito del caso de uso es obtener una lista de diferencias mediante el alineamiento y
comparacion de la secuencia objetivo respecto de la secuencia de referencia.

= Precondiciones: El gen que se estd analizando ha sido seleccionado por el biélogo y, por
lo tanto, es conocido en el sistema. La secuencia del paciente es correcta y completa.

s Postcondiciones: Se obtiene una lista de diferencias.
= Caso de uso que incluye: Obtener Secuencia Referencia

= Caso de uso que lo extiende: Analizar Secuencia Heterocigosis

En caso de uso esta formado por los siguientes pasos:

1. El sistema obtiene la secuencia de referencia y la secuencia del paciente.

2. El sistema realiza un alineamiento en busca de diferencias para cada exén de la secuencia
del paciente.

3. Si se da el caso, el sistema analiza la secuencia en heterocigosis y obtiene la diferencia.

4. El sistema devuelve al usuario la lista de diferencias obtenidas.

Caso Uso “Analizar Secuencia Heterocigosis”

El proposito del caso de uso es obtener una diferencia a partir del analisis de una secuencia
donde se ha producido una variacién en heterocigosis.

= Precondiciones: La secuencia objetivo tiene una variacién en heterocigosis.
= Postcondiciones: Se obtiene una diferencia.

= Casos de uso que extiende: Comparar Secuencias y Localizar Diferencias

En caso de uso esta formado por los siguientes pasos:

1. El sistema ejecuta el algoritmo para la identificacién de la variacién en heterocigosis.

2. El sistema devuelve al usuario la diferencia obtenida.
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Caso Uso “Localizar Diferencias”

El proposito del caso de uso es obtener una lista de diferencias mediante la busqueda de una
lista de diferencias predefinidas en la secuencia del paciente.

= Precondiciones: El gen que se est4 analizando ha sido seleccionado por el bidlogo y, por
lo tanto, es conocido en el sistema. La secuencia del paciente es correcta y completa.

= Postcondiciones: Se obtiene una lista de diferencias.

= Caso de uso que incluye: Obtener Lista de Diferencias

= Caso de uso que lo extiende: Analizar Secuencia Heterocigosis
En caso de uso esta formado por los siguientes pasos:

1. Kl sistema obtiene la secuencia del paciente y la lista de diferencias a buscar.

2. El sistema busca cada diferencia de la lista mediante el alineamiento de las flanking
sequences con cada exén de la secuencia del paciente.

3. Si se da el caso, el sistema analiza la secuencia en heterocigosis y busca si alguna difer-
encia coincide con la variacién en heterocigosis.

4. FEl sistema devuelve al usuario la lista de diferencias obtenidas.

Caso de Uso “Obtener Lista de Diferencias”

El propésito del caso de uso es obtener una lista de diferencias para buscar en la secuencia del
paciente. Para ello, se obtiene el conocimiento del sistema de informaciéon gendémico.
= Actores que intervienen: La HGDB proporciona informacién sobre las diferencias.

= Precondiciones: El gen que se estd analizando ha sido seleccionado por el bidlogo y por
lo tanto es conocido en el sistema.

= Postcondiciones: Se obtiene la una lista de diferencias del gen.

= Caso de uso que lo incluye: Localizar Diferencias.
En caso de uso esta formado por los siguientes pasos:

1. El sistema el realiza una peticién a la HGDB indicando el gen seleccionado para el
analisis.
2. La HGDB devuelve el conjunto de variaciones y sus propiedades del gen seleccionado.

3. El sistema devuelve una lista de diferencias.
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5.4. Modelado Conceptual

La fase de Alineamiento es la responsable de obtener las diferencias de la secuencia genética
del paciente respecto a la secuencia de referencia.

5.4.1. Deteccidén de diferencias de la secuencia de ADN

Para llevar a cabo la detecciéon de diferencias entre dos secuencias de ADN se utilizan los
algoritmos de alineamiento que se encargan de obtener la lista de diferencias entre las dos
secuencias.

Gene N
-id_symbol <<oid>> : string e.Ie
-id HUGO : int -ord_num <<oid>> : short
official_name : string -start_position : long
-summary : string g -end_position : long
-chromosome : short -strand : string
-locus : string

Q

Allelic Variant Allelic Reference Typ¢|

-sequence (derived) : string -sequence : string

Figura 5.6: Esquema Conceptual del Genoma Humano (CSHG)

El modelo conceptual para la ejecucién del alineamiento no tiene una asociaciéon directa con
el CSHG, ya que se trata de un analisis textual con el objetivo de obtener diferencias entre
secuencias de texto. Sin embargo, al tratarse de algoritmos de alineamiento genéticos, es decir,
algoritmos que realizan una analisis de cadenas de texto que representan secuencias genéticas,
si que se extrae conocimiento del sistema de informacion gendémico. La secuencia de Referencia
que se utiliza en la comparacion es la entidad Allelic Reference Type de Gene (Figura 5.6).

Debido a la naturaleza del anélisis, el modelo conceptual mostrado en la Figura 5.7, combina
los conceptos de un alineamiento de cadenas de caracteres, con las propiedades biolégicas de las
secuencias genéticas. Por esa razoén, tanto las cadenas de texto, como las diferencias obtenidas,
adquieren propiedades de este tipo de secuencias. La entidad conceptual Alineamiento rep-
resenta la comparacion entre varias cadenas de caracteres. La Secuencia de Referencia, es la
secuencia base sobre la que se realiza la comparativa. Tiene un atributo secuencia que contiene
la cadena de caracteres que que representa el formato textual de la Secuencia de Referencia.
La entidad Secuencia Objetivo es la secuencia que quiere compararse con la Secuencia de Ref-
erencia. De la misma manera, tiene un atributo secuencia que contiene la cadena de caracteres
que representa el formato textual de la Secuencia Objetivo. La Secuencia Objetivo puede rep-
resentar una secuencia genética en la que los dos alelos estan desplazados. Si esto ocurre, en un
punto de la secuencia objetivo todos los caracteres reflejan el desplazamiento. Esta propiedad
de la secuencia objetivo se representa mediante el atributo desplazada.
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Secuencia Referencia
-secuencia
Alineamiento o +recuperarSecuencia(entrada idSymbol)
+compararSecuencias() - —
+recuperarSecuenciasObjetivo () Secuencia Objetivo
-secuencia
-desplazada
+analizarHeterocigosis()
Diferencia
-posinicial
-posFinal
-heterocigosis
Insercion Borrado Sustitucion
-cadena -longitud -cadena

Figura 5.7: Modelo Conceptual Detecciéon Diferencias

La entidad conceptual Diferencia modela como difiere una Secuencia Objetivo de la Secuencia
de Referencia. Una diferencia se expresa mediante una posicién inicial, posInicial, y una posi-
ciéon final, posFinal, que sittian la diferencia respecto a la Secuencia de Referencia. El atributo
heterocigosis representa una diferencia localizada en una Secuencia Objetivo desplazada. Una
diferencia puede ser de tres tipos: Insercién, Borrado o Sustitucién. Una Diferencia es una
Insercion cuando se han anadido uno a varios caracteres en la Secuencia Objetivo respecto a
la Secuencia de Referencia. El atributo cadena contiene el valor de los caracteres anadidos.
Una Diferencia es un Borrado cuando se han eliminado uno a varios caracteres en la Secuen-
cia Objetivo respecto a la Secuencia de Referencia. El atributo longitud contiene el numero de
caracteres eliminados. Una Diferencia es una Sustitucion cuando uno a varios caracteres han
cambiado en la Secuencia Objetivo respecto a la Secuencia de Referencia. El atributo cadena
contiene el valor de los caracteres modificados.

Para llevar a cabo la fase de alineamiento y proporcionar la funcionalidad expresada en los casos
de uso, es necesario proveer a las clases de métodos que ejecuten la funcionalidad necesaria
(Figura 5.7).

Para llevar a cabo el caso de uso “Comparar Secuencias” es necesario crear una instancia de
la clase Alineamiento y ejecutar el método compararSecuencias:

Caso Uso “Comparar Secuencias” Se crea una instancia de la Secuencia de Referencia
y se obtiene la informacion de la secuencia mediante el método recuperarSecuencia(entrada
idSymbol). A continuacion, se crean las instancias necesarias de la Secuencia Objetivo, una
por cada exon de la secuencia, mediante el método recuperarSecuenciasObjetivo(). Una vez
creadas todas las entidades necesarias para ejecutar el alineamiento, la entidad Alineamiento
proporciona el método Comparar Secuencias:
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compararSecuencias()

Este método se encarga de obtener la lista de diferencias mediante la ejecucién del algoritmo
de alineamiento y la interpretacién de sus resultados. El método se encarga de:

1. Ejecutar el algoritmo de alineamiento para cada una de las Secuencias Objetivo. Si se
trata de una secuencia desplazada, se realiza una llamada al método analizarHeterocigo-

s1s().

2. Recorrer el alineamiento e interpretar las diferencias obtenidas.

3. Crear la instancia de Diferencia que corresponda: Insercién, Borrado o Sustitucién y
proporcionar la informacién asociada.

5.4.2. Busqueda Dirigida de Diferencias de la Secuencia de ADN

Para llevar a cabo una busqueda diferencias en una secuencia de ADN a partir de una lista
de diferencias predeterminada se utilizan los algoritmos de alineamiento. Estos algoritmos
localizan las regiones adyacentes de cada diferencia en la secuencia genética del individuo.
Como resultado se obtiene un subconjunto de la lista de diferencias original, es decir, solo
aquéllas que se han localizado en la secuencia.

El modelo conceptual disefiado para la ejecuciéon de la bisqueda estd basado en una serie
de conceptos del CSHG (Figura 5.8). La busqueda dirigida de diferencias obtiene una lista
de diferencias objetivo desde el sistema de informacion gendémico. Para ello, se establece una
relacién entre el concepto de variacién gendmica, entidad conceptual Variation, y el concepto de
diferencia. De ese modo, una lista de Variations se transforma a lista de Diferencias eliminando
el componente genético e incorporando el componente textual. Asi, una Variation de tipo
Insertion, se convierte en una Diferencia de tipo Insercion, una Variation de tipo Deletion
se convierte en una Diferencia de tipo Borrado y una Variation de tipo Indel se convierte
en una Diferencia de tipo Sustitucion. Ademés se utiliza el concepto Allelic Reference Type,
que representa la Secuencia Referencia del modelo, debido a que las variaciones extraidas del
sistema genomico estan documentadas respecto a la secuencia de referencia Allelic Reference

Type.

El modelo conceptual disefiado (Figura 5.9) refleja una serie de pequefios cambios respecto al
modelo conceptual utilizado para la deteccién de diferencias. Se utilizan las mismas entidades
conceptuales, ya que se trata de la misma fase, pero se modifican una serie de atributos
que permiten definir correctamente los conceptos involucrados en la bisqueda. La entidad
Diferencia, ahora se caracteriza mediante los atributos fsderecha y fsizquierda que representan
las dos regiones de nucledtidos de la Secuencia Referencia que rodean el cambio. El atributo
encontrada indica que la diferencia se ha encontrado en alguna de las Secuencias Objetivo, y el
atributo heterocigosis que la diferencia se ha encontrado en una Secuencia Objetivo desplazada.

En este caso las Diferencias se intentan localizar en la Secuencias Objetivo mediante la ejecu-
cién del alineamiento entre las flanking sequences, fsderecha v fsizquierda, de las Diferencias
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-del_bases : int

Figura 5.8: Esquema Conceptual del Genoma Humano (CSHG)

v la secuencia de la Secuencia Objetivo. Aunque son estas dos entidades las que intervienen
en la ejecucién del alineamiento, conceptualmente, las Diferencias representan informacion
obtenida de un Alineamiento entre la Secuencia de Referencia y una Secuencia Objetivo, por
lo que el modelo conceptual no cambia.

Para llevar a cabo la fase de alineamiento y proporcionar la funcionalidad expresada en los casos
de uso, es necesario proveer a las clases de métodos que ejecuten la funcionalidad necesaria
(Figura 5.9).

Para llevar a cabo el caso de uso “Localizar Diferencias” es necesario crear una instancia de la
clase Alineamiento y ejecutar el método buscarDiferencias:

Caso Uso “Localizar Diferencias” Se crean las instancias necesarias de la Secuencia Ob-
jetivo, una por cada exén de la secuencia, mediante el método recuperarSecuenciasObjetivo()
y las instancias necesarias de Diferencias, obtenidas del sistema de informacién gendémico, me-
diante el método recuperarDiferencias(). Una vez creadas todas las entidades necesarias para
ejecutar el alineamiento, la entidad Alineamiento proporciona el método Buscar Diferencias:

buscarDiferencias()
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Figura 5.9: Modelo Conceptual Busqueda Dirigida de Diferencias

Este método obtiene la lista de diferencias que se encuentran en la secuencia objetivo mediante
la ejecucién del algoritmo de alineamiento y la interpretacion de sus resultados. El método se
encarga de:

1. Ejecutar el algoritmo de alineamiento para cada una de las Diferencias y cada una de
las Secuencias Objetivo. Si se trata de una secuencia desplazada se realiza una llamada
al método analizarHeterocigosis().

2. Si se se ha encontrado coincidencia de las flanking sequences y el tipo de Diferencia
concuerda (Insercion, Borrado o Sustitucion), la Diferencia se considera encontrada.
Si ademés la Secuencia Objetivo era una secuencia desplazada, la Diferencia estd en
heterocigosis.

5.5. Implementacién

El desarrollo de la fase se ha llevado a cabo mediante la integracién de tres herramientas
de alineamiento (Figura 5.10). En primer lugar, se ha integrado la implementacion del al-
goritmo Blast proporcionada por NCBI (BLAST), y en segundo lugar, se han integrado dos
herramientas desarrolladas en el marco del proyecto Diagen, llamadas SmithWatterman (SW)
y FlankingSequences (Flanking). Las herramientas SW y Flanking se han implementado junto
con la colaboraciéon del grupo de investigacién GryCap perteneciente a la Universidad Politéc-
nica de Valencia. El algoritmo de alineamiento debe su nombre al hecho de estar basado en el
algoritmo Smith-Watterman [36]. En la implementacion de este nuevo algoritmo se aplican las
soluciones propuestas en este capitulo para obtener mayor precisiéon en los resultados y para
la deteccion de diferencias en heterocigosis.
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Figura 5.10: Fase Alineamiento

En primer lugar, para conseguir la integracion de la herramienta BLAST, se desarrolla un
traductor que transforma la entrada expresada en términos del modelo conceptual en las
entradas de BLAST y las salidas en el contexto de Blast en términos del modelo conceptual.

En segundo lugar, para conseguir la integracion de las herramientas SW y Flanking, no es
necesario implementar ningtin traductor. La implementacién llevada a cabo utiliza el modelo
conceptual de la fase de Alineamiento, por lo que no requiere una traduccion de la entrada ni
una traduccién de la salida producida.

5.5.1. Modelo Conceptual Reporte de Resultados

Se ha disenado un modelo conceptual de Reporte de Resultados, AlignmentReport, para expre-
sar los resultados de manera precisa o, en caso de utilizarse en el contexto de otra herramienta,
para guiar el proceso de flujo de datos.

El modelo conceptual de la Figura 5.11 representa las diferencias que existen en una secuencia
genética respecto a una secuencia genética de referencia. Este modelo es una vista del modelo
conceptual de la fase Alineamiento. La entidad conceptual AlignmentReport representa el
reporte generado después de realizar el alineamiento para la obtencion de diferencias de la
muestra de ADN del paciente, y el atributo geneld contiene el identificador del gen de dicho
reporte.

En la Figura 5.12 se muestra como se integran las tres herramientas en el framework. Para
la integracion de Blast se implementando dos médulos, el modulo Output y el modulo Input.
Mediante el BlastInputTranslator se transforma la secuencia genética expresada mediante el
modelo conceptual SampleTreatmentReport. De este modo la herramienta Blast puede leer la
secuencia genética en el formato especifico de su implementacién. Mediante el BlastOutput-
Translator se transforma la salida producida por Blast en términos del modelo conceptual.
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Figura 5.11: Modelo Conceptual AlignmentReport

Para la integraciéon de SW y Flanking no es necesario implementar el médulo Input ni el
modulo Output.

5.5.2. Implementaciéon del Modelo Conceptual Reporte de Resultados

La implementacién de la fase de Alineamiento se ha desarrollado en Java y el modelo con-
ceptual, de la misma manera que el SampleTreatmentReport, se ha implementado mediante
clases Java y mediante la especificacion XMLSchema.

Una vez implementada la funcionalidad y los artefactos necesarios para expresar los resultados
en términos del modelo conceptual, la fase de Alineamiento puede ejecutarse de manera inde-
pendiente. En la Figura 5.13 se puede observar un ejemplo de la salida XML que proporciona
la ejecucitn la fase de Alineamiento de manera independiente. Para ello se ha utilizado una
muestra del gen BRCA2, en la que se han localizado 10 diferencias con respecto a la secuencia
de referencia NG _012772.1.
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Figura 5.12: Integracion de la utilidad Blast de NCBI y algoritmo de SmithWatterman

<Rlignment o d="BRCA2">

<Referencex<refsource>NG 012772.1</refsource>{/Reference>

<Consensus><refsource>Juery.txt</refaource></Consensus>

<Differences>

<Substitution endPos="5956" initizlPoz="5956"

£21="TTIGCAGRCTTIATTTIACCAR" fsr="CRATIGGRGGRATATCGTRAGG™
h iz="trus">»l</Substitution>
<Substitution endFos="2T7683" initialPos="2T76E3"
£31="AGTAMATGTCATGATTCTIGI" f=ar="GITICAATGITTARGATAGL™
1 lz="truse">»C</Substitution>
<Substitution endPos="28439" 1 Bos="28439"
1="RAAGRTCARAGRARCCTACTCT™ fsr="TIGGGITITCATACRGCTAG™
rozygosis="false" >/ Subatitution>

"GITRRCATITATIGAGCRIC™ Cfsr="GITACATICACTIGRARATIG™

heterozygosis="false"»h</Substitution>
<Substitution endFos="68772" 1 Bos="6&8772"
AGTTACARTAGRATGERACTT"™
"true">C</Substitution>
03="22113" 1 ialPos="22113"
1="CRITAGATICARATGTAGCA" fsr="RTCRAGRRGCCCITIGRGRGI™
iz="true">C</Substitution>
1dPos="52030" initialPos="52030"
£31="TTITTATGATARTATTCTAC" £ "TTTATTTIGTITCRAGGECICIG”
h zygosis="true">»C</Substitution>

</Alignment>

Figura 5.13: Ejemplo XML Alignment Report
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Fase Conocimiento

La fase Conocimiento es la fase que proporciona informacién de diferencias localizadas en
una secuencia genética, a partir de la explotacién de un sistema genémico. Para llevar a cabo
este proceso de datos es necesario caracterizar las diferencias como variaciones genéticas y
posteriormente extraer el conocimiento asociado a las variaciones. Mediante este conocimiento
se puede averiguar si la variacién ya ha sido documentada anteriormente por algtin biélogo
en el dominio. En ese caso, se conoce si la variacion tiene un efecto patologico, y se obtener
la bibliografia asociada, es decir, los articulos que hablan de la variaciéon en relacién a una
enfermedad.

En primer lugar, se proporciona un conjunto de conceptos bioldgicos para comprender que
informacién es necesaria para caracterizar una diferencia y como esta informacién se usa para
el soporte al diagnéstico.

En segundo lugar, se identifican los problemas encontrados a la hora de realizar la busqueda
de variaciones genéticas en diferentes repositorios y las soluciones que se adoptan para solven-
tarlas. En el disefio de esta fase se abordan los problemas de heterogeneidad de los sistemas
de informacion: 1) Busqueda manual en diferentes repositorios genéticos; y 2) Ambigiiedad en
la caracterizacién de variaciones genéticas.

En tercer lugar, se plantean los diferentes casos de uso necesarios para caracterizaciéon de
diferencias y, concretamente, para la localizacion de variaciones genéticas en el sistema de
informacién genémico HGDB. La localizacién de variaciones se puede realizar por posicién o
mediante regiones adyacentes.

En cuarto lugar, se explica el modelo conceptual disenado y su correspondencia con el CSHG.
Se presentan las entidades conceptuales y los métodos necesarios para llevar a cabo todos los
casos de uso planteados para la caracterizaciéon de las diferencias encontradas en la secuencia
genética de un paciente.

Por dltimo, se explica la implementacion llevada a cabo y el modelo conceptual de Reporte
de Resultados VariationKnowledge Report, utilizado para expresar los resultados de la fase de
Conocimiento de manera precisa.

78
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6.1. Background Biolé6gico

Las variaciones genéticas

Una variacion genética representa la existencia de uno o varios nucleotidos en el ADN de un
ser humano que se considera que no es compartido por todos los seres humanos.

Las variaciones genéticas se clagifican en tres tipos dependiendo de la naturaleza del cambio:

1. Inserciones: Se insertan uno o varios nucleotidos en el ADN.
2. Deleciones: Se eliminan uno o varios nucleétidos en el ADN.

3. Indels: Se modifican uno o varios nucledtidos en el ADN.

En ocasiones, estas variaciones afectan a la fabricacién de proteinas provocando un cambio.
Este cambio de proteinas puede no tener efecto, o producir un cambio significativo en el
fenotipo. Un cambio fenotipico significativo puede derivar, simplemente, una caracteristica
externa diferente, lo que explica las diferencias que tenemos todos los seres humanos entre
nosotros mismos, o incluso entre diferentes sexos y razas. Especificamente, la variaciéon se
denomina SNP si se trata de una variacion de tipo indel de un solo nucledtido y esta variacion
se dan en al menos 1% de la poblacion. Si una variacion tiene un fenotipo perjudicial para la
salud entonces se denomina mutacion.

Asociacién genotipo-fenotipo y el soporte al diagnoéstico

Los investigadores genéticos se encargan de buscar la explicaciéon de los fenotipos daninos para
los seres humanos. Para ello, investigan los genotipos de los individuos que padecen ciertas
enfermedades, cuyo origen puede ser genético.

Cuando un conjunto de individuos padecen una enfermedad genética, se estudian sus genotipos
con la finalidad de obtener resultados que respalden que un genotipo concreto esté provocando
la enfermedad de estudio. Cuando se obtienen resultados precisos, esta asociacién genotipo-
fenotipo se publica de manera que la comunidad cientifica tenga conocimiento de los des-
cubrimientos obtenidos.

De este modo, para diagnosticar una enfermedad de origen genético se buscan las variaciones
en la secuencia genética y se consultan las publicaciones de la comunidad cientifica con la
finalidad de encontrar una que informe si alguna variaciéon localizada en un paciente provoca
la enfermedad genética.
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6.2. Problemas detectados y Soluciones

Con el objetivo de mostrar una lista de variaciones genéticas, el fenotipo asociado y la bibli-
ografia asociada, es necesario resolver los problemas actuales de heterogeneidad de las fuentes
de datos gendmicos.

La solucién a este problema ha sido propuesta en el marco del proyecto Diagen. La elabo-
racién de un sistema de informacion homogéneo, basado en el esquema conceptual del genoma
humano, y la carga de datos estructurados a partir de diferentes fuentes de datos gendmicas.

Esta solucién, es capaz de solucionar los problemas de heterogeneidad planteados:

= Obligatoriedad de conocer el funcionamiento de cada fuente de manera independiente:
Se evita la necesidad de conocer multiples formas de expresar, buscar y obtener la car-
acterizacién de cada diferencia para cada fuente de datos gendémicos.

= Diversidad de formatos: Una variacién se expresa en términos del modelo conceptual.
Ya no es necesario expresar las variaciones en diferentes formatos textuales como por

ejemplo: 1000delAAA, Deletion 10001004, Del1000 _1004.

= Procesamiento manual en la caracterizacién, btisqueda y recuperacién de variaciones:
Debido a la homogeneidad del esquema conceptual estas operaciones se pueden autom-
atizar.

Sin embargo, a la hora de obtener el conocimiento del sistema de informaciéon genémico, se
observa que las fuentes gendémicas, de las cuales se ha importado los datos, arrastran errores
influenciados por los algoritmos de alineamiento, errores ya detectados en la fase anterior. El
problema reside en la caracterizacién ambigua de las variaciones, hasta ahora caracterizadas
por posicion. Si las posiciones obtenidas varfan en funcién del algoritmo de alineamiento, pero
son correctas, no es posible solucionar este problema en el contexto de la carga de datos, sino
que debe solucionarse en el contexto de la explotaciéon de datos.

Para solucionar este problema se aplica las misma solucién que en la fase anterior, utilizar
las regiones adyacentes para localizar una variacion. De ese modo, cada una de las diferencias
obtenidas en la fase de alineamiento se pueden buscar por posicién o por flanking sequences.

6.3. Especificaciéon de Requisitos

En la fase de Conocimiento se plantean los siguientes casos de uso para analizar la lista de
diferencias obtenidas en la fase de Alineamiento (Figura 6.1). El anéalisis de diferencias se
lleva a cabo mediante la caracterizacién de cada una de ellas como variaciones genéticas. Esta
caracterizacion consiste en: 1) Eexpresar las diferencias como variaciones; 2) Buscarlas en el
sistema de informacién genémica para caracterizarlas como conocidas o no conocidas; y 3)
Localizar el fenotipo y la bibliografia asociada. La busqueda de variaciones puede realizarse
de dos modos, mediante la localizacién por posicién o mediante la localizacién por similitud
de las regiones adyacentes o flanking sequences.
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Figura 6.1: Caso Uso “Analizar Diferencias”
Caso Uso “Analizar Diferencias”

El proposito del caso de uso es obtener informacién sobre una lista de diferencias. Existen
diferentes tipos de conocimiento que se puede obtener de a partir de una lista de diferencias.
En el marco de esta tesis de master, se proporciona la caracterizacion de variaciones para
obtener la informacién fenotipica que ofrezcan soporte a la deteccién de enfermedades.

= Actores que intervienen: La HGDB proporciona conocimiento sobre las variaciones. El
bi6logo proporciona informacién sobre el anélisis de las diferencias que desea realizar.

= Precondiciones: El gen que se estd analizando ha sido seleccionado por el biélogo y, por
lo tanto, es conocido en el sistema.

= Postcondiciones: Se obtiene una lista de variaciones caracterizadas fenotipicamente.

= Casos de uso que lo extienden: Caracterizacién Variaciones.

En caso de uso estd formado por los siguientes pasos:

1. FEl sistema analiza las diferencias mediante la ejecucion de la caracterizaciéon fenotipica
(En caso de existir otro tipo de andlisis, el bitlogo puede seleccionar el caso de uso).

2. El sistema devuelve la lista de variaciones caracterizadas fenotipicamente.

Caso Uso “Caracterizacion Variaciones”

El propésito del caso de uso es caracterizar cada una de las diferencias. Para ello, se obtiene
el tipo de variacién, si esta es conocida y qué fenotipo tiene asociado.
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= Actores que intervienen: La HGDB proporciona conocimiento sobre las variaciones. El
bidlogo proporciona informacién sobre el anélisis de las diferencias que desea realizar.

= Precondiciones: El gen que se estd analizando ha sido seleccionado por el biélogo y, por
lo tanto, es conocido en el sistema.

= Postcondiciones: Se obtiene una lista de variaciones caracterizadas fenotipicamente.

= Casos de uso que incluye: Busqueda Variaciones y Biisqueda Fenotipo y Bibliografia.

En caso de uso esta formado por los siguientes pasos:

1. El sistema expresa cada una de las diferencias como variaciones genéticas.
2. FEl sistema realiza la busqueda de las variaciones genéticas.
3. El sistema realiza la busqueda del fenotipo y la bibliografia de las variaciones genéticas.

4. El sistema devuelve la lista de variaciones caracterizadas fenotipicamente.

Caso Uso “Busqueda Variaciones”

El propoésito del caso de uso es caracterizar cada una de las variaciones como conocida o
desconocida segtin se hayan localizado en el sistema de informacién gendémico.

» Actores que intervienen: La HGDB proporciona conocimiento sobre las variaciones. El
biblogo proporciona informacién sobre el anélisis de las diferencias que desea realizar.

= Postcondiciones: Se obtiene una lista de variaciones localizadas.
= Caso de uso que lo incluye: Caracterizacion Variaciones.

= Casos de uso que lo extienden: Busqueda Variaciones por Posicion y Busqueda Varia-
ciones por Flanking.

En caso de uso esta formado por los siguientes pasos:

1. El bitlogo selecciona que tipo de busqueda desea realizar. Existen dos opciones: 1)
Bisqueda por posicion; y 2) Basqueda por flanking sequences.

2. FEl sistema ejecuta la bisqueda seleccionada por el bidlogo.

3. El sistema devuelve la lista de variaciones indicando cuales son conocidas.
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Caso Uso “Buscar Variaciéon por Posicion”

El proposito del caso de uso es localizar una variacién en el sistema de informacién genémico
buscandola por posicién.

= Actores que intervienen: La HGDB proporciona conocimiento sobre las variaciones.
= Postcondiciones: Se obtiene si la variacién esté en la HGDB o no.

= Casos de uso que extiende: Busqueda Variaciones.

En caso de uso esta formado por los siguientes pasos:

1. El sistema realiza una consulta a la HGDB proporcionando la informacién de una
variacion donde se incluye la posicién a buscar.

2. La HGDB responde a la consulta indicando si la variacién es conocida en el sistema o
no.

Caso Uso “Buscar Variacion por Flanking Sequences”

El proposito del caso de uso es localizar una variaciéon en el sistema de informacién genémico
buscandola por las flanking sequences.

= Actores que intervienen: La HGDB proporciona conocimiento sobre las variaciones.
= Postcondiciones: Se obtiene si la variacion esta en la HGDB o no.

= Casos de uso que extiende: Busqueda Variaciones.

En caso de uso esta formado por los siguientes pasos:

1. El sistema realiza una consulta a la HGDB proporcionando la informacién de una
variacion donde se incluye las flanking sequences a buscar, asi como el grado de similitud
que se espera encontrar.

2. La HGDB responde a la consulta indicando si la variacién es conocida en el sistema o
no.



CAPITULO 6. FASE CONOCIMIENTO 84

Caso Uso “Biisqueda Fenotipo y Bibliografia”

El proposito del caso de uso es caracterizar cada una de las variaciones mediante su fenotipo
asociado y la bibliografia que respalda la asociacién con dicho fenotipo.

= Actores que intervienen: La HGDB proporciona conocimiento sobre las variaciones.
= Postcondiciones: Se obtiene una lista de variaciones localizadas.

= Caso de uso que lo incluye: Caracterizaciéon Variaciones.
En caso de uso esta formado por los siguientes pasos:

1. El sistema realiza una consulta a la HGDB proporcionando la informacién de una
variacion.

2. La HGDB devuelve la informacién asociada a la variacion, es decir, fenotipo y bibli-
ografia.

3. El sistema devuelve la lista de variaciones con sus fenotipos y bibliografia.

6.4. Modelado Conceptual

La fase de Conocimiento es la responsable de extraer informaciéon sobre las diferencias encon-
tradas en una secuencia de ADN en modo de variaciones genéticas.

En la Figura 6.2 se muestra la vista del CSHG que contiene los conceptos bioldgicos involucra-
dos en la ejecucion de esta fase. Las entidades Gene, Allele, Alellic Variant, Spliced Transcript,
mRNA, Others RNA, ElementTranscript, Exon, Intron, Variation, Insertion, Deletion e Indel,
han sido explicadas en los capitulos anteriores. En esta vista, un Indel es de tipo SNP si es
un indel de un solo nucledtido y ademés se manifiesta en al menos 1% de la poblacion.

La entidad Phenotype modela las caracteristicas externas que se manifiestan en el ser humano.
En el marco de este proyecto, estas caracteristicas se refieren enfermedades de origen genético.
El atributo id__syndrome es un identificador del fenotipo para identificar distintas instancias
v el atributo name es una descripcion del fenotipo. La asociacién entre la aparicién de una
Variation y, como consecuencia, la mani-festacién de un Phenotype, se modela mediante la
relacién con la entidad Certaninty, que representa la certeza con la que se asegura que existe
la relacién de causa-efecto. El grado de certeza se indica mediante el atributo level.

La entidad Bibliography Reference modela cada una de las publicaciones académicas que tratan
de temas relacionados con el genoma humano, y concretamente se relaciona con la entidad
Variation si la publicacién trata sobre ella. Los atributos title, author, abstract, publication
v date representan respectivamente el titulo, la lista de autores, un pequefio resumen de la
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publicacion, el congreso, revista, libro, etc, donde se ha publicado y la fecha de publicacion.
La entidad Bibliography DB modela el banco de datos que almacena dicha publicacion.

Gene
-id_symbol <<oid>>: string
-id_HUGO : string
-official_name : string

ElementTranscript

-summary : string -ord_num <<oid>>
-chromosome : short -start_pos_|_t|on
-locus : string -end_position

-sequence (derived) : string

-Variant ? *1 é;
Allele {id}

Spliced Transcript -

® Exon Intron
-ord_num <<oid>> : short 0.* -ord_num <<oid>>
-start_position : long 1 - -sequence (derived) : string
-end_position : long

-strand : string 2

% MRNA Others RNA
Allelic Variant -Related | Allelic Reference Type
-sequence (derived) : string -sequence : string
* 1
* 1
0—'Changes -Refered *
Variation
id variation - 11.* Certainty {id} Phenotype
* -id_variation - int - -id_syndrome : int
-description : string K>——-level : string H>—nz;me - string
-id_variation_db : string _fid} 1.4 :
Bibliography Referenced
-id <<oid>>
-title ZJF I ‘
-authors - -
-abstract Insertion Deletion Indel
-publication -sequence : string -bases : int -ins_sequence : string
-date -repetition : int -ins_repetition : int
-del_bases : int
*
SQidy |1
Bibliography DB %
-Bibliography Name DB <<oid>> SNP
-URL

Figura 6.2: Esquema Conceptual del Genoma Humano

El modelado para la extraccién de conocimiento para esta fase estd basada en esta vista
del CSHG (Figura 6.3). La entidad conceptual Gene recoge todos los conceptos relacionados
con el gen del anéalisis, tanto las propiedades del concepto gen, mediante las propiedades
1dSymbol, posInicial, posFinal y longitud, como la secuencia de referencia del gen mediante el
atributo secuencia. Mientras que en el contexto del CSHG se tienen diferenciados los conceptos
Gene, Allele, Allelic Variant y Allelic Reference Type, en el contexto de Diagen en la fase
Conocimiento, tinicamente es necesario hacer una referencia al gen del andlisis, por eso, se
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Figura 6.3: Modelo Conceptual Conocimiento

realizada una simplificaciéon y agrupamiento dentro del concepto Gen. La entidad SegmentoGen
es un subelemento del Gen con un significado determinado, por ejemplo, el elemento Fzon, es
un trozo del gen que se transcribe para la produccién de proteinas. Un conjunto elementos Ezon
forman un elemento Transcrito, que es el conjunto de segmentos del gen que se transcriben.

El gen involucrado en el andlisis sirve de referencia a las variaciones caracterizadas, mode-
ladas por la entidad Variacion. Esta entidad representa cada una de las variaciones genéticas
de las cuales se va a extraer el conocimiento. Una Variacion se define mediante los atribu-
tos poslnicial, posFinal, que indican las posiciones inicial y final respecto de la secuencia de
referencia del gen, los atributos fsderecha y fsizquierda, que indican las regiones adyacentes
de la variaciéon genética y el atributo heterocigosis que indica si la variaciéon se ha producido
en uno o en los dos alelos del gen del paciente. Ademds una variacién se caracteriza medi-
ante la nomenclatura HGVS, el estdndar para la descripcién de variaciones que consiste en
HGVSGenomica, HGVSCodificante y HGV.SProteina, que describe la variacion respecto a los
nucledtidos del gen, respecto a los aminoacidos codificantes o respecto a las proteinas respec-
tivamente. Esta caracterizacion de Variacion se corresponde con la caracterizacion del CSHG
excepto por la nomenclatura de HGVS y el atributo heterocigosis. En el contexto de Diagen,
las variaciones representan alteraciones que se producen especificamente en los genes de los
pacientes a analizar, por lo que una variaciéon genética se debe caracterizar de manera que
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contemple que el cambio se puede producir en uno o en los dos alelos.

Las variaciones genéticas pueden ser de tres tipos: Insercion, Delecion e Indel, y los atributos
que los caracterizan se corresponden con el CSHG. Sin embargo, en este modelo no se especial-
iza Indel como SNP, ya que esa informaciéon no responde a una caracteristica intrinseca de la
variacién genética, sino que es una caracterizacién que un indel obtiene cuando se proporciona
conocimiento sobre él.

Cuando las instancias de Variacion se buscan en el sistema de informacién genémico, se extrae
conocimiento adicional acerca de ellas, informaciéon modelada mediante la entidad Knowledge.
El conocimiento adquirido se define mediante los atributos: phenotype, que en el contexto de
Diagen corresponde a la enfermedad que ha provocado la variacién; esSNP, si la variacion es
un indel de un nucleétido que tiene un efecto no danino y que ademas aparece en la poblacién
con una frecuencia al menos de un 1 %; certeza, que define el grado de certeza del conocimiento
adquirido sobre la variacién, y por ultimo el atributo fuente, que indica de qué fuente de datos
original se ha recopilado el conocimiento de esta informacion. En el CSHG estd informacion
se corresponde con las entidades Certainty, Phenotype vy SNP, que representan conceptos que
se asocian a las variaciones, pero que, en el contexto de Diagen, son consideradas en conjunto
como informacién adicional de la variacién.

El conocimiento adquirido sobre una variacién estd respaldado por una publicacién cientifi-
ca, modelado mediante la entidad conceptual Bibliography. En el CSHG estd informacion se
corresponde con las entidades Bibliography Reference v Bibliography DB.

Para llevar a cabo la fase de conocimiento y proporcionar la funcionalidad expresada en los
casos de uso es necesario proveer a las clases de métodos que ejecuten la funcionalidad nece-
saria.

Para llevar a cabo el caso de uso “Analizar Diferencias” es necesario crear una instancia de
Variacion para cada una de las diferencias de la lista a analizar, inicializar los atributos corres-
pondientes y ejecutar los métodos:

Caso uso “Biisqueda Variaciones” Para llevar a cabo este caso de uso se utilizan los dos
métodos Buscar Variacion de la clase Variacion.

Caso uso “Buscar Variacion por Posicién” El criterio de busqueda es la posicién
buscarVariacionPosicion()

Este método busca en el sistema de informaciéon gendémico la variaciéon mediante el criterio
posicién. Para ello se encarga de:

1. Realizar una consulta de todas las variaciones del mismo gen, tipo, cambio y posicién.

2. Devuelve cierto si encuentra, al menos, una variaciéon que cumpla los requisitos.
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Caso uso “Buscar Variacion por Flanking Sequences” El criterio de buisqueda es por
regiones adyacentes o flanking sequences

buscarVariacionFlanking(entrada porcentaje Variabilidad)

Este método se encarga de buscar en el sistema de informacién genémico la variacion mediante
el criterio flanking sequences. Para ello se encarga de:

1. Realizar una consulta de todas las variaciones del mismo gen, tipo, y cambio.

2. Para todas las variaciones recuperadas se comparan las flanking sequences y se establece
el valor de variabilidad.

3. Se devuelve cierto si se encuentra al menos una variacion cuyo porcentaje de Variabilidad
sea menor que el porcentaje de Variabilidad de entrada.

Caso uso “Busqueda Fenotipo y Bibliografia” Si la variacion se ha encontrado en el
sistema de informacién, se recupera la informaciéon asociada al fenotipo y a la bibliografia
mediante los métodos:

recuperarFenotipo()

Para cada variacién recuperada en la busqueda de una variacién se crea una instancia de
Fenotipo y una instancia de Bibliografia. Este método se encarga de buscar en el sistema de
informacién genémico la informacién relacionada con el fenotipo. Para ello se encarga de:

1. Realizar una consulta del fenotipo, certeza, caracterizacion de SNP y la fuente de datos
original.

2. Crear una instancia de Bibliografia y recuperar la bibliografia asociada mediante la
llamada al método:
recuperarBibliografia()

Para cada fenotipo recuperado la entidad Bibliografia recupera en el sistema de infor-
macién gendmico la informacién relacionada con la publicacién asociada. Para ello se
encarga de:

a) Realizar una consulta de la informacion de publicacion: titulo, autor, abstract,
publicacién, fecha y URL.

6.5. Implementacion

El desarrollo de esta fase ha consistido en realizar la explotacion de datos genémicos de dos
sistemas de informacién genémica (Figura 6.4). En primer lugar, se ha integrado el acceso
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al sistema de informacién HGDB, creado en el proyecto Diagen. En segundo lugar, se ha
integrado el acceso al sistema de informaciéon de ENSEMBL.

Para llevar a cabo la integraciéon con ENSEMBL es necesaria la creaciéon de un traductor para
que sea capaz de realizar las consultas adecuadas al sistema de informacién y devolverlas en
términos del modelo conceptual.

Para llevar a cabo la integracién del sistema de informacion genémico HGDB no es necesario
ningan traductor adicional, ya que el modelo conceptual de la fase de Conocimiento es una
vista del modelo conceptual dLa HGDB. Para la interaccién con esta base de datos se ha
disenado una capa de acceso a datos formada por los métodos siguientes:

= RetrieveGeneByld (idSymbol): Obtiene un objeto de tipo Gen a partir de la informacion
de la base de datos. Para ello recupera la informacién del gen consultandolo por nombre.
El nombre (idSymbol) debe seguir el formato de HGNC.

» RetrieveGeneByRefsource (refsource): Obtiene un objeto de tipo Gen a partir de la
informacién de la base de datos. Para ello recupera la informacién del gen consultandolo
por identificador de la referencia. El identificador (refsource) debe seguir el formato de
NCBI para identificar RefSeq.

» CheckVariationByPos(var): Busca la variacién que recibe por argumento en la base de
datos. Para ello busca por gen, por posicién por tipo de variacién y por el cambio
producido.

» CheckVariationByFlanking(var, sensibility): Busca la variacion que recibe por argumento
en la base de datos. Para ello busca por gen, por tipo de variacién, por el cambio
producido y ademés compara las regiones adyacentes para localizar la variacién. Para
las regiones adyacentes se establece un valor de variabilidad que determina si dos regiones
son lo suficientemente similares para considerar que son la misma regiéon adyacente.
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» RetrieveKnowledge(): Recupera el efecto de la variacion, mutante o snp, el fenotipo y la
certeza de dicha informacidn.

» RetrieveBibliography(): Recupera los datos de la referencia bibliografica que garantiza la
relacion entre la variacién y el fenotipo, es decir, titulo, autor, abstract, publicacién y
url.

6.5.1. Modelo Conceptual Reporte de Resultados

Se disena un modelo conceptual de Reporte de Resultados, VariationKnowledge para expresar
los resultados de manera precisa o, en caso de utilizarse en el contexto de otra herramienta,
para guiar el proceso de flujo de datos.

Reference

1 DNASequence

KnowledgeRepor [> refSource : string
-sequence : string

-geneld : string

K>
1.*
3
1

Variation

Query

-startPos : int
-endPos : int
-fsrigth : string

documentacion

Knowledge

-phenotype : string

Bibliography|

-title

0..* paper -authors
-abstract
-publication

-URL: String

-isSNP : bool
-certainty : string
-source : string

-fsleft : strin

-heterocygo%s: bool >
-HGVSGenomic 1
-HGVSCoding
-HGVSProtein

0.* 1.1

Substitution
-bases : string

Deletion
-length : int

Insertion
-bases : string

Figura 6.5: Modelo Conceptual KnowledgeReport

El modelo conceptual disenado, KnowledgeReport, representa las variaciones genéticas y su
caracterizacion fenotipica encontradas en una secuencia genética respecto a una secuencia
genética de Referencia (Figura 6.5). Este modelo es una vista del modelo conceptual de la
fase de Conocimiento. La entidad conceptual Knowledge Report representa el reporte generado
después de realizar la caracterizacion de las variaciones mediante la extraccion de conocimiento
del sistema de informacién genético, y el atributo geneld contiene el identificador del gen del
reporte generado. En este modelo conceptual se incluyen los dos elementos utilizados para el
analisis de variaciones, es decir, las secuencias genéticas DNASequence, Reference y Query.
Como resultado de la comparativa y el andlisis se ofrece la lista de variaciones Variation y en
caso de haber sido localizada, su documentacién Knowledge y el paper asociado Bibliography.
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Modelo Conceptual
Modelo Conceptual Fase Conocimiento P

Entrada

I
I
I
I
Acceso I
I
I
I
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|
| |
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| |
| |
| |
| | / HGDB \
| |
| |
| | Alignment . VariationKnowledge
| Report : Consulta Resultado I Report
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|
| |
|
|
|
|
|
|
|
|
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InputTranslator ENSEMBL OutputTranslator

Figura 6.6: Integracion Conocimiento implementado
6.5.2. Implementacién del Modelo Conceptual Reporte de Resultados

La implementacién de la fase de Conocimiento se ha desarrollado en Java y el modelo con-
ceptual, de la misma manera que el SampleTreatmentReport y el AlignmentReport, se ha
implementado mediante clases Java y mediante la especificacion XMLSchema.

Una vez implementada la funcionalidad y los artefactos necesarios para expresar los resultados
en términos del modelo conceptual, la fase de Conocimiento puede ejecutarse de manera inde-
pendiente. En la Figura 6.7 se puede observar un ejemplo de la salida XML que proporciona la
fase de Conocimiento ejecutada de manera independiente. Para ello, se ha utilizado una lista
de diferencias del Gen BRCA2 donde ser han localizado dos indels respecto a la secuencia de
referencia NG 012772.1. En la fase de conocimiento se ha obtenido que el primer indel es un
SNP (rs3752451) localizado en la base de datos de dbSNP, y el segundo indel esta asociado
con el cancer de mama y el paper que lo corrobora se titula “A common variant in BRCA2 is
associated with both breast cancer risk and prenatal viability”, indicando su url en Pubmed.
Ademés este indel se ha localizado también en dbSNP como un SNP (rs144848).
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<KnowledgeReport "BRCAZ">
<Reference "Reference_Query_1">
<refDB>NG_012772.1</reflB>
</Reference>

<Query "Consensus_Query_1">
<refFile>128-1.T¥I</refFile>
</Query>
<Variaticnsa>
<InDel "28439" "28439"
"RRGATCRRAGRRCCTRCTCT™ "TTGEEITITCATACAGCTRG™
lae">
<Change "I"xh</Change>
<Documentations>
<Documentation "dbSNE" >
<Phenotype "0">SNP</FPhenotype>
<Effect>5NP</Effect>
<Biklicgraphy>
<titlerrs3752451</title>
</Bibliography>
</Documentation>
</Documentations>
</InDelx>
<InDel "22113" "22113"
"TTGTCCTGTTITARRGCCATC" "RGTTACARTAGATGGRACTT"
"true” >
<Change "R >l /Change>
<Documentationss
<Documentation "HEMD"™ >
<Fhenoctype "l">Breast cancer, as3scclation with</Fhenctype>
<Effect>Mutant</Effect>
<Biklicgraphy>

<title> A common variant in BRCAZ is associated with both breast cancer
and prenatal wiability. </title>

<publication> CRC Department of Oncology, University of Cambridge,
Strangeways Research Laboratory, Cambridge, TE.
katie.healey@srl.cam.ac.uk </publication>

<date>2000-11-01+01:00</date>

<authora> Healey C5, Dunning &M, Teare MD, Chase D, Parker L, Burn J,
Chang-Claude J, Mannermaa A, EKataja V, Huntsman DG, Pharcah FD,
Luben RN, Easton DF, Ponder BA. </authors>

<urlxhttp://www.ncki.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieves

db=PubMed list uids=1714877l:z= dopt=Abstract</url>
</Biblicgraphy>
</Documentation>
<Documentation "dbSNE" >
<Phenotype "0">SNP</FPhenotype>
<Effect>5NP</Effect>
<Biklicgraphy>
<title>rsliddda</titles
</Bibliography>
</Documentation>
</Documentations>
</InDelx>
</WVariations>
</EKnowledgeReport>

Figura 6.7: Ejemplo XML VariationKnowledgeReport



Capitulo 7

Conclusiones, Publicaciones y Trabajo
Futuro

En esta tesis de master se ha modelado e implementado un framework, llamado Diagen, para la
integracién y explotaciéon de informacién gendémica a fin de soportar el andalisis personalizado de
secuencias de ADN. El objetivo del framework es proporcionar un marco formal para integrar
la funcionalidad necesaria para la medicina genética personalizada, de forma que sirva para el
desarrollo de aplicaciones bioinformaticas sisteméticamente.

Mediante la utilizacion del framework Diagen es posible el andlisis de una muestra de ADN de
un paciente para obtener la lista de variaciones y sus fenotipos asociados, que determinan si
el paciente es potencialmente propenso a padecer una enfermedad. Para ello se han integrado
todas las fases identificadas: Fase Tratamiento, Fase Alineamiento y Fase Conocimiento.

Actualmente, existen muchas herramientas de analisis de ADN funcionales que ofrecen resul-
tados parciales a los investigadores en genética. Sin embargo, hasta el momento no existia
una herramienta que fuera capaz de cubrir todo el proceso de anélisis de secuencias genéti-
cas de manera unificada e integrar, en una sola herramienta, toda la funcionalidad requerida
de manera transparente para el usuario. El framework desarrollado soporta todo este proceso
descargando a los usuarios de llevar a cabo manualmente la dificil tarea de conseguir el flujo de
informacién entre herramientas. También sirve como un soporte inicial para futuros desarrollos
de herramientas, dado su caracter modular.

Para realizar la identificaciéon de las fases que cubre el framework, se ha desarrollado una
descripciéon del proceso de negocio llevado a cabo por el Instituto de Medicina Gendmica
(IMeGen), empresa dedicada al andlisis de secuencias de ADN para la elaboracion de diag-
nosticos. Cada una de las fases del proceso se ha formalizado mediante la elaboraciéon de un
modelo conceptual de desarrollo. Para llevar a cabo esta formalizacién, se ha tenido en cuenta
los aspectos bidlogicos plasmados en el modelo conceptual CSHG que representa los conceptos
bidlogicos del genoma humano. Asi mismo, el flujo de informacién entre fases esta guiado por
una vista de el modelo conceptual de cada una de las fases, al cual se ha denominado Reporte
de Resultados.
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Cada una de las fases implementadas integra un conjunto de herramientas que llevan a cabo
las tareas necesarias. Para aquellas herramientas implementadas fuera del contexto del proyec-
to Diagen ha sido necesaria la implementacién de un traductor. En cambio, para la nueva
funcionalidad implementada en base al modelo conceptual de cada fase, la creacién de este
traductor no es necesaria.

Durante el analisis del proceso de negocio de IMeGen, se han observado un conjunto de prob-
lemas relacionados con las maquinas secuenciadoras, los algoritmos de alineamiento y la het-
erogeneidad de los sistemas de informacién genémicos. La nueva funcionalidad implementada
tiene como objetivo dar solucién a los problemas planteados que no han sido solucionados por
las herramientas de anélisis de ADN actuales.

La contribucién del trabajo realizado es aplicar los principios del modelado conceptual en
un entorno real, donde estos principios son generalmente obviados, como es el domino de
la biologia genémica. En consecuencia, este trabajo valida que el modelado conceptual es
atil para entender el dominio y para desarrollar software que explote, analice e interprete
informacién genémica. El desarrollo del framework Diagen proporciona resultados visibles para
esta comunidad, ya que ayuda a los investigadores en su trabajo diario a la hora de realizar
un analisis de secuencias genéticas de ADN. Por altimo destacar, que el valor del framework
Diagen no solo es fruto del trabajo realizado en esta tesis de méster sino que esta basado en
un conjunto de trabajos previos en el contexto del proyecto como son: la especificacién de
un modelo conceptual del genoma humano, la carga de datos de bases de datos gendémicas
relevantes y una primera aproximaciéon a la explotacion de datos gendmicos para obtener la
problematica a abordar.

7.1. Publicaciones

Los resultados de esta tesis de master se han publicado la conferencia internacional llamada
Bioinformatics, que forma parte de BIOSTEC (International Joint Conference on Biomedical
Engineering Systems and Technologies) celebrada en Roma (Italia) en Enero de 2011.

Villanueva M. J., Valverde F. and Pastor O.: Applying Conceptual Modeling To Alignment
Tools: One Step Towards the Automation of DNA Sequence Analisis. International Conference
on Bioinformatics Models, Methods and Algorithms (BIOINFORMATICS 2011), 2011, Rome

(Ttaly)

Ademas, se ha participado en varias publicaciones relacionadas, dentro del proyecto Diagen
desarrollado en el Centro Pros durante los tltimos dos anos.
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Pastor, O.; Levin, A. M.; Celma, M.; Casamayor, J. C.; Eraso, L. E.; Villanueva, M. J. &
Perez-Alonso, M. Enforcing Conceptual Modeling to Improve the Understanding of Human
Genome RCIS, 2010, 85-92

Martinez AM, Martin A., Villanueva M. J., Valverde F, Levin AM and Pastor O.: Facing
the Challenges of Genome Information Systems: a Variation Analysis Prototype. Caise Forum,
2010 (Poster). Hammammet (Tunisia)

Martinez AM, Martin A., Villanueva M.J., Valverde F, Levin AM and Pastor O.: Facing the
Challenges of Genome Information Systems: a Variation Analysis Prototype. Lecture Notes in
Business Information Processing, 2011, Volume 72, 222-237

7.2. Trabajo Futuro

El framework Diagen es una primera toma de contacto con el problema general a abordar. Co-
mo trabajo futuro, la primera linea de actuacion es continuar con el desarrollo del framework.
En concreto se tienen que abordar los siguientes puntos:

= Finalizar correctamente la implementacion de todas las fases planteadas: Por ejemplo
la implementacién de todos los casos de uso de la fase de secuenciacién para ofrecer un
servicio completo en el contexto del framework Diagen. También debe completarse la
fase de reporte final que actte de interfaz con el usuario final, en este caso un médico o
bidlogo.

= Afadir nueva funcionalidad bioinformética enfocada al analisis genético: la creacion de
primers para secuenciacion, la ampliacion de funcionalidad a la hora de analizar difer-
encias, la relacion de las variaciones con las rutas metabolicas (pathways) involucradas
o también el andlisis del cambio en base a la estructura de las nuevas proteinas. Esta
nueva funcionalidad biolégica implicard analizar previamente el impacto en el modelo
conceptual involucrado.

= Elaboracién de un entorno de desarrollo basado en el paradigma orientado a servicios
para la creaciéon de herramientas bioinforméticas personalizadas. Utilizando el framework
Diagen como base, se definiran servicios especializados e integrables que aborden las
tareas bioinforméticas planteadas. Estos servicios proporcionaran la misma funcionalidad
que el framework, pero sin la necesidad de conocer las peculiaridades tecnologicas del
mismo. Mediante la interconexién de estos servicios con otros existentes, ser& posible la
composiciéon de herramientas mas complejas.
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Como segunda linea de actuacion se pretende completar el soporte al diagnéstico mediante
el desarrollo de funcionalidad adicional que de el soporte al tratamiento. De esta manera se
conseguird abordar el reto de la medicina personalizada de determinar qué farmaco es el méas
adecuado para un paciente concreto. En concreto las tareas futuras a abordar son:

= Ampliacién del modelo conceptual del genoma humano, enfocada a la medicina, para
la incorporacién de farmacos y tratamientos junto con las relaciones con la informacion
genética.

= Afadir nueva funcionalidad bioinformatica para el diagnostico de tratamientos adecua-
dos basados en andlisis genéticos. Esta funcionalidad utilizara el nuevo modelo conceptual
planteado.

= Incorporar a la herramienta desarrollada, la identificacion del tratamiento méas adecuado
para el individuo asociado a su configuracién genotipica. Como tarea previa serd necesaria
la creacion de una base de conocimiento, que permita la toma de decisiones.
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Apéndice A

(Glosario

» ADN (Acido Desoxirribonucleico): Macromolécula que contiene el material genético de
una célula. Es la responsable de la creacién de protefnas responsables del desarrollo y
funcionamiento de seres vivos, asi como de la transmisiéon hereditaria.

= Cromosoma: Cada una de las estructuras en las que se divide el ADN en cada célula. El
ser humano estd formado por 23 pares de cromosomas homoélogos, donde cada uno de
ellos proviene de cada progenitor (uno de la madre y otro del padre).

= Nucleotidos: Moléculas, que unidas entre si, forman la estructura del ADN. Cada nu-
cledtido contiene una base, que puede ser de cuatro tipos: adenina (A), guanina (G),
citosina (C) o timina (T).

= Genoma: Conjunto de todo el material genético contenido en cada cromosoma. Estd
formado por la sucesion de todos los nucledtidos que forman el ADN de una célula. El
genoma humano contiene aproximadamente 3.000 millones de pares de nucleétidos.

= Gen: Subconjunto de nucleétidos del genoma responsables de la creacidon de proteinas
para el desarrollo o funcionamiento de una funcién fisiolégica especifica.

= Secuencia gendmica: Secuencia lineal de todos los nucledtidos del genoma.
= Secuencia genética: Secuencia lineal de todos los nucleétidos de un gen.
= Genotipo: Contenido del genoma de un individuo concreto.

= Fenotipo: Conjunto de caracteristicas externas que se manifiestan en un individuo con-
creto a causa de su genotipo y el ambiente.

= Secuenciacion: Métodos y técnicas bioquimicas utilizadas para obtener el genotipo de un
individuo a partir de una muestra de ADN.

= Electroferograma: Grafico de representacion del ADN. Esté formado por un conjunto de
sefiales que representan la sucesiéon de nucleotidos que forman el ADN.
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= Secuencia de referencia: Sucesion de nucledtidos ficticia que pretende representar la se-
cuencia de nucleétidos original de todos los individuos de una especie.

= Variacién: Cambio en un nucleétido de una secuencia genética o genémica de un individuo
respecto a la secuencia de referencia de su especie.

= Mutacién: Variacion que tiene un efecto en la creacién de proteinas y tiene como conse-
cuencia la aparicién de una enfermedad genética.

= Alelo: Cada uno de los valores de los nucledtidos de cada par de cromosomas del ADN
que situados en la misma posicién dentro del genotipo.

= Variacién homocigota o en homocigosis: Variacién que se produce en los dos alelos del
genotipo, es decir, que se produce en los dos cromosomas.

= Variacién heterocigota o en heterocigosis: Variacién que solo se produce en un alelo del
genotipo, es decir, que se produce en un solo cromosoma.
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Interfaz Imegen
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27883 T Y Si 0.27683T=C c.38077=C p.?
28439 A G No 0.28439A=G cA4563A=G p.? SNP rs208075
30389 G c Mo 0.30389G=C €.6513G=C p.? SNP rs206076
36228 T c Mo 0.36228T=C c.6937+2054T=C |p.? SNP rs206080
44616 A R Si 0.44616A=G CT7242A=G p.?
46320 G A Mo 0.46320G=A C7617+190G=A  |p.? SNP rs206096
52020 T Y Si 0.52030T-C C.7305+4580T>C |p.?
68772 T Y Si 0.88772T=C c.8754+2460T=C |p.?

Mo han ocurrido errores

Figura B.1: Interfaz Imegen

En la Figura B.1 se puede ver la interfaz utilizada para el anélisis de una muestra de ADN.
Mediante la pestaia Gen, se puede seleccionar el gen del andlisis. En la casilla Secuencia
se selecciona el fichero que contiene la informacién de la muestra genética. En las casillas
de Opciones se selecciona, por un lado, la herramienta de alineamiento que se desea utilizar
(Blast, SW o Flanking), y por otro lado, la estrategia de biisqueda en el sistema de informacion
genomico (Posicion o Flanking).

Se debe tener en cuenta, que como la herramienta sequencher es una herramienta comercial,
no es posible modificar su implementacién, por lo que de momento, se exportan los resultados
a un fichero y se importan en la herramienta.

Una vez seleccionado toda la informacion necesaria se hace click en el botén Analizar Secuencia
para llevar a cabo el analisis. Una vez finalizado, se muestra una tabla con los resultados: Una

102



APENDICE B. INTERFAZ IMEGEN 103

fila por cada variacién localizada y una columna indicando la informacién necesaria para
describirla. Una vez finalizado el andlisis, la tabla de resultados se puede exportar en un
formato soportado por Excel.

B.1. Codigo Fuente

org.pros.genoma.diagen.userInterface

Incluye clases Imegen.java y Analysis.java.

Analysis.java

public class Analysis {
private String idGene;
private String filePath;
private Vector<Vector> dataTable;
private Vector<String> header;

private GenomaDb genomaDb;

public Analysis ()
}

J/k—————Public Methods: Analysis */
J*x
* Fzecutes all Analysis Phases
*@param application Application used to perform the SampleTreatmentPhase
*@param alignmentAlgorithm Algorithm to perform the AlignmentPhase
* @param searchStrategy Strategy to perform the VariationKnowdlegePhase
*
public DefaultTableModel runAnalysis{SampleTreatment. Application application ,
Alignment . Algorithm alignmentAlgorithm ,Strategy searchStrategy){ //Create
report
/*PERFORM ANALYSISx /
/* File Namesx/
String fileNameSampleTreatmentXML="SampleTreatmentReport"+this.idGene+

"

.xml"

String fileNameAlignment="AlignmentAlgReport"+this.idGene+".xml";

String fileNameVariationKnowdlegeXML= "VariationKnowdlegeReport"+this.
idGene+" .xml" ;

/*1. SAMPLE TREATMENT PHASEx/

SampleTreatment sampleTreatmentPhase—new SampleTreatment (this.idGene,
application);

sampleTreatmentPhase.executeSampleTreatment (this . filePath);

SampleTreatmentReport stReport=sampleTreatmentPhase.
performResultTransformation () ;

stReport . writeSampleTreatmentReportToFile(fileNameSampleTreatmentXML) ;

/% 2. ALIGNMENTPHASFEx/

Alignment alignmentPhase=new Alignment (this.idGene, alignmentAlgorithm
,this .genomaDb) ;

alignmentPhase . performInputTransformation(stReport);

alignmentPhase.executeAlignment () ;

AlignmentReport aReport=alignmentPhase.performResultTransformation () ;
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aReport . writeAlignmentReportToFile (fileNameAlignment)

/* 3. VARIATION KNOWLEDGE PHASEx/

Knowledge variationKnowledgePhase= new Knowledge (this.idGene,
searchStrategy ,this.genomaDDb);

variationKnowledgePhase . performInputTransformation (aReport);

variationKnowledgePhase.executeVariationKnowledge () ;

VariationKnowledgeReport vkReport=variationKnowledgePhase.
performResultTransformation () ;

vkReport . writeVariationKnowdlegeReportToFile (
fileNameVariationKnowdlegeXML) ;

/*4. Fill report data tablex/

/*Report.jar codex/

/*Process VariationKnowledgeReport data and convert it into the
required formatsx/

org.pros.genoma.report.GenomaDb genomaDbAna = new org.pros.genoma.
report .GenomaDb (" sskkx") ;

ReportC rep = new ReportC();

rep.retrieveReport (fileNameVariationKnowdlegeXML ) ;

Reporter reporter = new Reporter(rep, genomaDbAna);

Vector data= reporter.createTable();

/* Visualization of the report in a Tablex/
DefaultTableModel dtm=this.fillReportData(data);

return dtm;

}
Var

x Fills the dataTable from a Vector that contains the header in the first element

* and the rows

in the next elements.

x @param data The wvector containing the data
x @return A DefaultTableModel object containing the columns and the rows.

*/

private

}
k%

DefaultTableModel fillReportData(Vector<Vector> data){
DefaultTableModel dtm=new DefaultTableModel();
this.dataTable=data;
//First element: Header
this.header=data.get (0);
data.remove(0) ;
for(String s:header){
dtm.addColumn(s) ;

//Next elements: Rows
for(Vector v:data){
dtm.addRow (v) ;

return dtm;

x Copies the data from the dataTable in a FEzcel readable format
* @param outputFileName Name of the File to save the data

*/

public void saveToExcel(String outputFileName) {

try {
PrintWriter fileOut;
fileOut = new PrintWriter (new FileWriter (outputFileName));
/*Print cabecerax/
fileOut .print (this.header.get (0));
for (String s: this.header) {
fileOut .print (s+";");
}
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fileOut . println () ;
/*Print contentx/
for (int i = 0; 1 < this.dataTable.size(); i++) {
fileOut .print (this.dataTable.get (i).get(0));
for (int j = 1; j < this.dataTable.get(i).size();
Object object = this.dataTable.get(i).get(]j);
if (object !'= null)
fileOut .print (";" + object.toString());
else
fileOut .print (";");

i+ A

}

fileOut .println ();

fileOut .close();
} catch (IOException e) {
e.printStackTrace () ;

}



Apéndice C

Implementacion Framework Diagen

C.1. Fase Tratamiento

org.pros.genoma.diagen.treatment

Incluye las clases ISampleTreatmentOperations.java, SampleTreatment.java, SampleTreatmen-
tReport.java, SampleTreatmentResult.java, SequencherOutput.java y SequencherOutputTrans-
lator.java.

SampleTreatment.java

*

/

Class that executes the SampleTreatment Phase:

Activities to execute a sample treatment: FErons Assembly and Nucleotide curation
The output of these activities is saved in a file.

A SampleTreatmentResult is created

The output data saved in a file is imported in the SampleTreatmentResult

A SampleTreatmentReport is created (to exchange data with the next phase)

The SampleTreatmentResult is translated to a SampleTreatmentReport

S TrAs W~

Steps 1—4 are performed by the public method executeSampleTreatment()
(3—4 by the private method retrieveSampleTreatmentResult())
Steps 5—6 are performed by the public method performResultTransformation ()

Q@Qauthor mariajo

* X K X K X X X X X X X X X X X

*/

public class SampleTreatment {
static public enum Application{Sequencher};
String geneld;
Application application;
SampleTreatmentResult result;
String SampleTreatmentOutputFileName;

J*x

* @param geneld Gene Identifier of the analysis
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*x @param application Application/method used to performed the sample

treatment
*/
public SampleTreatment(String geneld, Application application) {
super () ;

this.geneld = geneld;
this.application=application;

}

ok x

x FEzecutes the activities required to perform the Sample Treatment and

* creates a SampleTreatmentResult filled with the output of those activities.
*

* @param outputFileName Name of the file to save the sample treatment output
*

* %/

public void executeSampleTreatment (String outputFileName){
/x1. Code to Ezecute Sample Treatmentx/
/% As the sample treatment is performed outside the application
environment,
* it does not perform any activity. The results are already loaded on
the outputFileNamex/
this.SampleTreatmentOutputFileName=outputFileName;
/*End Code to Ezecute Sample Treatmentx/

/*2. Result operations: Creates and fills a Result with the output of
the

* previous Sample Treatmentx/

this.retrieveSampleTreatmentResult () ;

}

VT

* Translates the SampleTreatmentResult into a SampleTreatmentReport
*

* @return A SampleTreatmentReport containing sample treatment data
*/

public SampleTreatmentReport performResultTransformation (){

SampleTreatmentReport report=null;

ResultTranslator translator=null;

/% Choose application: Create the corresponding translators/
if(this.application .compareTo(Application.Sequencher)==0){

translator=mnew SequencherResultTranslator ((SequencherResult)
this.result);
Y/xelse if() for other applicationsx/

/* Transformation: Ezecute the transformationx/
report=(SampleTreatmentReport)translator.resultToReport ();
return report;

}
e Private Methods */
J#x
* Creates and fills a SampleTreatmentResult with the output of the Sample
Treatment
* erecution .
*
x %/

private void retrieveSampleTreatmentResult (){

/% Choose application: Create the corresponding Resultx/

if(this.application .compareTo( Application.Sequencher)==0){
this.result=new SequencherResult(this.geneld);
/*Result retrieval: load data from filex/
((SequencherResult)this.result).retrieveResultFromFile (this.

SampleTreatmentOutputFileName) ;
Y/xelse if() for other applicationsx/
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SampleTreatmentReport.java

108

In order

VT

x SampleTreatmentReport is a class that contains the implementation of

x the conceptual model SampleTreatmentReport.

x Actually it contains an attribute pointing the root object to the JAVA Objects

* collection of the implementation.

x The implementation of the conceptual model is performed with XMLSchema.

* to work with XML and Java it has been used the technology JAXB.

*

x This class has five methods to create, set and get the properties of

x these objects wusing this technology:

x 1. Set the identifier of the gene of the SampleTreatment data

x 2. Get the identifier of the gene of the SampleTreatment data

* 8. Set the sample sequence (query) and their decomposition in several sequenced
segments (exons)

* 4. Get the sample sequence (query).

x 5. Get the sequenced segments (exons) of the sample sequence (query).

*

x @author mariajo

*

*/

public class SampleTreatmentReport extends Report implements
[SampleTreatmentReportOperations {
private SampleTreatmentReportCM sampleCM ;

public SampleTreatmentReport () {
this .sampleCM=new SampleTreatmentReportCM () ;
}

J*x
x Sets the wvalue of the attribute
*
* @param geneld Identifier of the gene of the sample
*/
public void setGeneld(String geneld){
/*Set idGene in the SampleTreatmentReportCMx/
this .sampleCM.setIdGene (geneld);

}
Jkx
* Gets the wvalue of the attribute
object.
*
* @return geneld Identifier of the gene of the sample
*
/
public String getGeneld(){
return this.sampleCM. getIdGene () ;
}

/%

* Creates and sets the properties of a Query and its list of FEzons.

*

* @param sequence Chain of characters

* @param exons A list of strings containing the chain of characters

Ezon.

*/

public void setQueryAndExons(String sequence, List<String> exons){
/* Create SampleTreatmentReportCM data: query and ezonsx/
Query g=new Query () ;

List <Exon> eList=new ArrayList<Exon>();

idGene in the SampleTreatmentReport object.

idGene from the SampleTreatmentReport

that conform the complete Query

of each



APENDICE C. IMPLEMENTACION FRAMEWORK DIAGEN 109

/% Fill STReportCM datax/
q.setSequence (sequence); //query

for(int i=0;i<exons.size();i++){//exons
Exon e=new Exon() ;
e.setNumber (BigInteger.valueOf(i));
e.setSequence (exons.get(i));
eList .add(e);

/*Add ezons to queryx/
q.getExon().addAll(eList);

/*Set query in the SampleTreatmentReportCMx/
this .sampleCM.setQuery (q);

}
/o x

* Gets the properties of a Query.
*
* @return sequence Chain of characters that conform the complete Query
*/
public String getQuery(){
return this.sampleCM. getQuery () .getSequence();
}

public List <HashMap<ExonProperties ,Object>> getExons(){
List <HashMap<ExonProperties ,Object>> elist=new ArrayList<HashMap<
ExonProperties , Object >>();

for (Exon e:this.sampleCM.getQuery () .getExon()){

HashMap<ExonProperties ,Object > exon=new HashMap<ExonProperties
, Object >();

exon.put(ExonProperties.num,e.getNumber ().intValue());
exon.put ( ExonProperties.sequence ,e.getSequence ());
elist .add (exon);

return elist ;

}
/s x

* Writes the SampleTreatmentReport into the corresponding XML file .
* @param outputFileName
*/
public void writeSampleTreatmentReportToFile(String outputFileName){
this . writeContentToXMLFile(this .sampleCM, outputFileName);
}

SequencherOutput.java, SequencherOutputTranslator.java

public class SequencherOutput extends SampleTreatmentOutput{
String consensus;

public SequencherOutput(String geneld) {
super (geneld);
consensus="";

}
VT

x Sets the attribute consensus from a file that contains Sequencher data
* @param inputFileName Name of the Sequencher data file

*/

public void retrieveResultFromFile(String inputFileName) {

try{
InputStream queryFile—=new FileInputStream (inputFileName);
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}

BufferedReader br = new BufferedReader (new InputStreamReader
(queryFile));

/*Read lines of the file and store data on the sequence
attributex/
String aux;
while ( (aux=br.readLine () )!=null){
this.consensusf+=aux;

}
br.close();//Close file
} catch (Exception e) {
e.printStackTrace () ;
}

public class SequencherOutputTranslator extends ResultTranslator{
public SequencherOutputTranslator (SequencherOutput result){

}

J#x

*

* ¥ ¥ X ¥ %

*

*/

super(result);

Converts data of source (expressed in Sequencher format) into a
SampleTreatmentResult

Sequencher format:

Character : to indicate that a nucleotide has not been sequenced
Character N to indicate that a nucleotide has been deleted.
Character A,C,T,G,and ambiguity codes to indicate the value of a
nucleotide

@return report A SampleTreatmentReport containing the Sequencher data

public Report resultToReport () {

SampleTreatmentReport report—new SampleTreatmentReport () ;
/% 1.IDGENEx /
report .setGeneld (this.source.getGeneld());
/% 2.QUERY AND EXONSx/
/*Separate Ezons: Different pieces are separated by the character
* FEzample: 2 exons "ACA:::ACTG::" x/
String exons|[]=((SequencherOutput)this.source).getConsensus().split ("
+")5
ArrayList<String> eList—new ArrayList<String >();
for(int i=1;i<exons.length;i4+){
/*a)Remove deletions: Deletion will be detected after
alignmentx/
String seq=exons|[i].replace("N", "");
/*xb)Add string to the listx/
eList .add(seq);

2.2

}

report .setQueryAndExons ((( SequencherOutput)this.source).getConsensus()
, eList);
return report;

org.pros.genoma.diagen.treatment.xmlReport

En este paquete se incluyen todas las clases java generadas automaticamente con JAXB:
Exon.java, Query.java y SampleTreatmentReportCM.java
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C.2. Fase Alineamiento

org.pros.genoma.diagen.alignment

Incluye las clases [AlignmentReportOperations.java, Alignment.java, AlignmentInput.java, Align-
mentReport.java, AlignmentOutput.java, Exon.java, Query.java y Reference.java.

Alignment.java

/%%

x Class that ezecutes the Alignment Phase:

x 1. Receives the treated sample data from a previous phase in a
SampleTreatmentReport

2. An AlignmentInput is created

3. The SampleTreatmentReport is translated to the Alignmentinput.

4. Additional data (required to execute the alignment activities) is loaded from
the GenomaDb.

5. The Input data is exported into files with the suitable format.

6. Activities to execute an alignment: FEzecute an alignment Algorithm that compares
sequences.

* ¥

x 7. The output of these activities is saved in a file.

x 8. An AlignmentResult is created

* 9. The output data saved in a file is imported in the AlignmentResult

* 10. An AlignmentReport is created (to ezchange data with the nezt phase)
x 11. The AlignmentResult is translated to a AlignmentReport

*

x Steps 1—5 are performed by the public method performInputTransformation ()
x Steps 6—9 are performed by the public method ezecuteAlignment()

x (8—9 by the private method retrieveAlignmentResult())

x Steps 10—11 are performed by the public method performResultTransformation ()
*

*

* @author mariajo

*

*/

public class Alignment {
public enum Algorithm {BLAST, SMWT, FLANK};

private String geneld;

private Algorithm algorithm;

private GenomaDb db;

private AlignmentInput input;

private AlignmentOutput result;

private String AlignmentOutputFileName;

J#x

* @param geneld Gene Identifier of the analysis

x @param Algorithm Algorithm/method used to performed the alignment

* @param db A GenomaDb connection to obtain data required to perform the

alignment

*

public Alignment (String geneld, Algorithm algorithm , GenomaDb db) {
this.geneld=geneld;
this.algorithm=algorithm ;
this .db=db;

/% PublicMethods */
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Jkx

*
*

Translates the SampleTreatmentReport

into an Alignmentinput

* @param inputReport A SampleTreatmentReport containing treated sample data

*/

public void performInputTransformation(SampleTreatmentReport inputReport){

}
/o

InputTranslator translator=null;

/% Choose application: Create the corresponding translatorx/

if (this.algorithm.compareTo( Algorithm .BLAST)==0){

translator=mew BlastInputTranslator (inputReport ,db);

}

else if(this.algorithm.compareTo(Algorithm .SMWT)==0){
translator=new SWInputTranslator(inputReport ,db);

}

else if(this.algorithm.compareTo(Algorithm .FLANK)=

=0){

translator=new FlankingInputTranslator(inputReport ,db);

}

/* Translate report to inputx/

this.input=(AlignmentInput) translator.reportTolnput();

* Ezecutes the activities required to ezecute an alignment between
* sequences and creates an AlignmentResult filled with the output
* of those activities

*/

public void executeAlignment () {

}
VT

*
*

/*1. Input operations: Creates the files required
alignmentx/
input.writeInputToFile () ;

/2. Ezecutes alignment depending on the selected

if(algorithm .compareTo( Algorithm .BLAST)==0){
this.runBlast ();

}

else if(algorithm.compareTo(Algorithm .SMWT)==0){
this.runSmithWatterman () ;
}

else if(algorithm.compareTo(Algorithm .FLANK)==0){
this.runFlankingAlgorithm () ;

/% 3. Result operations: Creates and fills a Result
the

* alignment algorithmx/

this.retrieveAlignmentResult () ;

Translates the AlignmentResult into a AlignmentReport

* @return A AlignmentReport containing alignment data

*/

public AlignmentReport performResultTransformation () {

AlignmentReport report=null;
ResultTranslator translator=null;

to execute the

algorithmx/

with the output of

/% Choose algorithm: Create the corresponding translatorx/

if(this.algorithm.compareTo( Algorithm .BLAST)==0){

translator=new BlastResultTranslator ((BlastResult)result ,(

BlastInput) this.input);

}

else if(this.algorithm.compareTo(Algorithm .SMWT)==0){
translator=new SWResultTranslator (( SWResult) result);

}
else if(algorithm.compareTo(Algorithm .FLANK)==0){
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translator=new FlankingResultTranslator ({ FlankingResult)
result);
}
/* Transformation: Ezecute the transformationx/
report=(AlignmentReport)translator.resultToReport ();
return report;

}

/* PrivateMethods x/
J#x

* Fzecutes the algorithm BLAST of NCBI.

*

*/

private void runBlast (){/«One blast for each exonx/
this . AlignmentOutputFileName="BlastAlignmentOuput .xml";

try {
String blastPath="C:/Program_Files /NCBI/blast —2.2.234/bin/";

String referenceFile=((BlastInput)this.input).
getFileNameReference () ;

String queryFile=((BlastInput)this.input).getFileNameQuery ();
String referenceDatabase=((BlastInput)this.input).getReference
() .getldSymbol(); //Name of database is the name of the

gene

/* Create database of the reference.
x Required to ezxecute blastn.exe with the option of
ouputFormat=>5(XML)x/
String commandDatabase=blastPath+"makeblastdb_—in_"+
referenceFile+" _—dbtype_nucl_—

parse seqids_—out_ "+
referenceDatabase;

Process p=Runtime.getRuntime () .exec (commandDatabase) ;

p.waitFor () ;//Wait until creation of database

/*Execute BLAST: It performs an alignment for each exon of the
query .

* The results are expressed in XML following the NCBI dtd.x/

String command=blastPath+"blastn.exe_" +
"—db_"+referenceDatabase + "_—query_"+queryFile+"_—out

_"+this . AlignmentOutputFileName+" _—outfmt=5";
p=Runtime.getRuntime () . exec (command) ;
p.waitFor () ;//Wait until the complete ezecution

} catch (Exception e) {
e.printStackTrace () ;
}

}
J*x
* FEzecutes the algorithm Smith Watterman implemented by the GryCap
collaboration.
*
*/
private void runSmithWatterman () {
this. AlignmentOutputFileName="SWAlignmentOuput .xml" ;
try {
String referenceFile=({SWInput)input).getFileNameReference () ;
String queryFile=((SWInput)input).getFileNameQuery () ;
/*Execute SmithWattermanx/
String args2|[] =
{"./Alineador.jar" ,"—r" ,referenceFile ,"—g" ,this.geneld ,"—c",
queryFile ,"—o" ,this . AlignmentOutputFileName };
Alineador.main(args2);
} catch (Exception e) {

'
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e.printStackTrace () ;

J*x
* FEzecutes the algorithm based on flanking sequences implemented by the
GryCap collaboration.

*

*/

private void runFlankingAlgorithm (){
this. AlignmentOutputFileName="FlankingOutput .xml";
/* File where the GenomaDb variations are loaded
String wvariationsFileName=((FlankingAlglnput)input).

getFileNameVariations () ;

/* Opeations to run algorithmx/
/% ....%x///TODO call algorithm
/* Operations to run algorithmx/

/o
* Creates and fills an AlignmentResult with the output of the Alignment
* execution .
*
* k)
private void retrieveAlignmentResult (){
/*Choose algorithm: Create the corresponding Resultx/
if(algorithm .compareTo( Algorithm .BLAST)==0){
this.result=new BlastResult(this.geneld);
/*Result retrieval: load data from filex/
((BlastResult)this.result).retrieveResultFromFile (this.
AlignmentOQutputFileName) ;
}
else if(algorithm.compareTo({Algorithm .SMWT)==0){
this.result=new SWResult(this.geneld);
/*Result retrieval: load data from filex/
((SWResult)this.result).retrieveResultFromFile (this.
AlignmentOutputFileName) ;

AlignmentReport.java

/%%

x AlignmentReport is a class that contains the implementation of

x the conceptual model AlignmentReport.

x It contains an attribute pointing the root object to the JAVA Objects
x collection of the implementation.

* The implementation of the conceptual model is performed with XMLSchema. In order
x to work with XML and Java it has been used the JAXB technology

*

x This class has X methods to create, set and get the properties of

x these objects wusing this technology:

x 1./2. Set/Get the identifier of the gene of the Alignment data

x 8./4./5./6. Set/Get the reference/consensus sequence properties

x 7./8 Set/Get the wvariations of the alignment

*

x @author mariajo

*

«/

public class AlignmentReport extends Report implements IAlignmentReportOperations{
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Jkx

* @property alignmentCM a XML representation of the report wusing JAXB
*/

private AlignmentReportCM alignmentCM ;

//The constructors are declared private to force the use of the create method
private AlignmentReport(String geneld){

this.initializeReport ();

/*Set idGene in the AlignmentReportCMx/

this . alignmentCM .setGeneld (geneld);

private AlignmentReport (AlignmentReportCM ar){
this.initializeReport ();
this .alignmentCM = ar;

}

private void initializeReport (){
this . alignmentCM = new AlignmentReportCM () ;
this.alignmentCM.setVariations (new VariationList ());

}

// TODO These static methods are intended to be object factory methods from
the superclass Report

J#x
* Creates a new Alignment Report for a Gene
x @param geneld the string symbol that identifies the gene (Ezample:"BRCA2")
* @return the alignment report created
* %/
public static AlignmentReport create(String geneld) {
return new AlignmentReport(geneld);
}

J*x
* Creates a new Alignment Report from o XML representation
* @param ar an XML according to the Alignment Report XML Conceptual Model
* @return the alignment report created
* k)
public static AlignmentReport createFromAR (AlignmentReportCM ar){
return new AlignmentReport(ar);
}

J*x
* Creates an alignment Report with the wvariations stored in a database
x This report can be used as inpult to look for these specific variation in
the
* alignment phase
x @param geneld the siring symbol that identifies the gene (Ezample:"BRCA2")
* @return the alignment report created
*
/

public static AlignmentReport createFromDB(String geneld){
AlignmentReport ar = new AlignmentReport(geneld);

// TODO Connection must be created previously in the data access layer
, this

// must be changed

GenomaDb db = new MySQLGenomaDb () ;

//Retrieve the gene and wvariation from the database
Gene g = db.retrieveGeneByld(geneld);
List <PreciseVariation> gVariations = db.retrieveVariationsByGene(g);
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//Set the reference from the db info and the consensus as an external
.txt file

DnaFile dnaRef = ar.createDnaFile(g.getRefDB() ,null,null, g.getld(),
null, null);

ar.setReference (dnaRef);

//For each Precise Variation the XML equivalent is created and added
to the Alignment report
for(PreciseVariation pVar: gVariations){
String varType = pVar.getClass () .getSimpleName () ;
DnaVariation xmlVar = new DnaVariation () ;

if (varType.equals("Insertion")){
ar.transformVariationToXML (pVar,xmlVar) ;
xmlVar.setValue ((( Insertion) pVar).getInsBases());
ar.addInsVariation (xmlVar) ;

}

if (varType.equals("Indel")){
ar .transformVariationToXML (pVar ,xmlVar) ;
xmlVar.setValue (((Indel) pVar).getInsBases());
ar.addSubVariation (xmlVar) ;

}

if (varType.equals("Deletion")){
DelVariation xmlDelVar = new DelVariation ();
ar .transformVariationToXML (pVar,xmlDelVar) ;
xmlDelVar.setValue ((( Deletion) pVar).getDelBases());
BigInteger length = BigInteger.valueOf(((Deletion)

pVar) .getDelLength () );

xmlDelVar.setLength (length);
ar.addDelVaration (xmlDelVar) ;

/*Only for testing purpouses to check HGVS nomenclature

System . out. printin (pVar.getHGVSgenomic());

*/
}

return ar;

/o x

* Auxiliary method to set the common attributes of o JAXB Variation
* @param pv the Precise Variation to be transformed
* @param zmlVar the JAXB Variation object resulting from the transformation
*/
private void transformVariationToXML (PreciseVariation pv, DnaVariation xmlVar
)
xmlVar.setInitialPos (Biglnteger.valueOf(pv.getStartpos()));
xmlVar.setEndPos(Biglnteger.valueOf (pv.getEndpos()));
xmlVar.setHeterozygosis (false);
xmlVar.setFsl(pv.getFsl());
xmlVar.setFsr(pv.getFsr());

/* Public Methods */

J*x

* Creates a DnaFile JAXB object from a set of arguments

* @param arguments the different attributes that compose a DNA Variation. If
an argument

* 18 not used it must be defined as null

* @Qreturn A DnaFile containing the DNA Variation information

*/
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public DnaFile createDnaFile(String id, Biglnteger initialPos, Biglnteger
endPos,
String refDb, String refFile ,String sequence){
DnaFile dnaFile=nmew DnaFile();

if (id!=null) dnaFile.setId (id);

if (initialPos != null) dnaFile.setInitialPos(initialPos);
if (endPos != null) dnaFile.setEndPos(endPos);

if (refDb != null) dnaFile.setRefDB(refDb);

if (refFile != null) dnaFile.setRefFile(refFile);

if (sequence != null) dnaFile.setSequence(sequence);

return dnaFile;

Jkx
x Creates a file with the properties of the AlignmentReport
* @param outputFileName Name of the file
*/
public void writeAlignmentReportToFile(String outputFileName){
this . writeContentToXMLFile(this.alignmentCM, outputFileName);
}

/#+———————Result Methods: Set properties———x/

J*x
x Sets the reference of the AlignmentReport JAXBObjects
* @param reference A HashMap containing the attributes of the gene

* %/
public void setReference(DnaFile dnaRef){
this . alignmentCM . setReference (dnaRef) ;
}

J*x
x Sets the consensus of the AlignmentReport JAXBObjects
* @param consensus A HashMap containing the attributes of the gene

* k)
public void setConsensus(DnaFile dnaCons){
this.alignmentCM .setConsensus (dnaCons) ;
}

public void addInsVariation (DnaVariation insVar){
this.addVariationToList (insVar, "Ins");
}

public void addSubVariation (DnaVariation subVar){
this.addVariationToList (subVar, "Sub");
}

public void addDelVaration(DelVariation delVar){
this.addVariationToList (delVar, "Del");
}

private void addVariationToList(DnaVariation var, String type){

List <JAXBElement<? extends DnaVariation>> vlist = this.alignmentCM.
getVariations () .getInsOrDelOrSub () ;
vlist .add (new JAXBElement<DnaVariation >(new QName("", type),

DnaVariation . class ,
VariationList.class, var));
return;

}

sk x
x* Sets the wariations of the AlignmentReport JAXBObjects. This method is wused
by the BlastResult Translator
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* @param wvariations A List of HashMaps that containing the attributes of each
variation

* k)
public void setVariations (List<HashMap<VariationAttribute ,Object>> variations)
{
VariationList variationList=new VariationList ();
/*Due JAXB restrictions it can not be created a list and
set into the attribute that contains the list of wvariations.
It can be solved retrieving the list(a) and adding the new objects (b
)*/
List <JAXBElement<? extends DnaVariation>> vlist=variationList.
getInsOrDelOrSub ();//(a)
for (HashMap<VariationAttribute ,Object> v: variations){
/*Set the properties of the HashMap in a DnaVariationx/
DnaVariation variation=this.setVariation(v);
/*Add wvariation into the listx/
vlist .add (new JAXBElement<DnaVariation >(new QName("", (String)
v.get(VariationAttribute.type)), DnaVariation.class,
VariationList.class, variation
))3//(b)
this.alignmentCM.setVariations (variationList);
}
/% InputMethods: Get properties */
J*x

* Gets the gene of the AlignmentReport JAXBObjects.
* @Qreturn The identifier of the gene
* %/
public String getGeneld () {
return this.alignmentCM. getGeneld () ;
}

/%

x Gets the reference from the AlignmentReport JAXBObjects
* @return A HashMap containing the properties of the gene reference
*/
public HashMap<GeneAttribute ,Object> getReference () {
return this.getDnaFile(this.alignmentCM. getReference());
}

VT

* Gets the consensus from the AlignmentReport JAXBObjects
* @return A HashMap containing the properties of the gene consensus
*/
public HashMap<GeneAttribute ,Object> getConsensus () {
return this.getDnaFile(this.alignmentCM.getConsensus());
}

/s x
* Gets the wvariations from the AlignmentReport JAXBObjects
* @return A HashMap List containing the properties of each wvariation
*
/
public List <HashMap<VariationAttribute ,Object>> getVariations (){
List <HashMap<VariationAttribute ,Object>> variationList=new ArrayList<
HashMap<VariationAttribute ,Object >>();
List <JAXBElement<? extends DnaVariation>> vlist=this.alignmentCM.
getVariations () .getInsOrDelOrSub () ;

for (JAXBElement<? extends DnaVariation> v: vlist){//For each variation
in the wvlist
DnaVariation var=v.getValue();
/*Get the HashMap with the wvariation propertiesx/
HashMap<VariationAttribute ,Object> variation=this.getVariation
(var);
/xSet additional properties of Variationx/
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variation.put(VariationAttribute.type, v.getName().
getLocalPart ());//Type
if (v.getName().getLocalPart () .compareTo("Del")==0){//Length of
deletion
variation .put(VariationAttribute.length , ((
DelVariation)var).getLength () .intValue());

}
/+*Add HashMap to the listx/
variationList.add(variation);

}

return variationList;
}
J* Private Methods */
Jkx

* Sets a DnaVariation JAXB object from a HashMap
* @param v A HashMap that contains the wariation attributes
* @Qreturn A DnaVariation containing the variation attributes
*
/
private DnaVariation setVariation (HashMap<VariationAttribute ,Object> v){
DnaVariation variation=mew DnaVariation ();
/*Deletionx/
if ("Del".compareTo((String) v.get(VariationAttribute.type))==0){
variation=new DelVariation () ;
if(v.get(VariationAttribute.length)!=null){
({(DelVariation) variation).setLength(Biglnteger.
valueOf ((Integer)(v.get( VariationAttribute.length))
)

}

/+xSet general properties for all the types of variationx/
if(v.get(VariationAttribute.initialPos)!=null){//initialPos
variation.setInitialPos (BigInteger.valueOf((Integer)v.get(
VariationAttribute.initialPos)));

if(v.get(VariationAttribute.endPos)!=null){//endPos
variation.setEndPos(Biglnteger.valueOf({Integer)v.get(
VariationAttribute.endPos)));

if(v.get(VariationAttribute.value)!=null){//Value
variation.setValue ((String) v.get{(VariationAttribute.value));

if(v.get(VariationAttribute.heterozygous)!=null){
variation.setHeterozygosis ((Boolean) v.get(VariationAttribute.
heterozygous));

if(v.get(VariationAttribute.fsl)!=null){
t(

variation.setFsl ((String) v.get(VariationAttribute. fsl));

if(v.get(VariationAttribute. fsr)!=null){
t(

variation.setFsr ((String) v.get(VariationAttribute.fsr));

return variation;

}

/o x

* Gets a HashMap from o DnaFile JAXB object

* @param dnaFile A DnaFile that contains the Gene attributes
* @return A HashMap containing the Gene attributes

*/

private HashMap<GeneAttribute ,Object> getDnaFile(DnaFile dnaFile){
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}
ok x

HashMap<GeneAttribute ,Object> dnaProperties=new HashMap<GeneAttribute ,
Object >();

/*Get general properties for all the types of variationx/
dnaProperties.put(GeneAttribute.id, dnaFile.getId());
if(dnaFile.getInitialPos ()!=null){
dnaProperties.put(GeneAttribute.initialPos , dnaFile.
getInitialPos () .intValue());

}

if (dnaFile.getEndPos()!=null){
dnaProperties.put(GeneAttribute.endPos, dnaFile.getEndPos().

intValue () );

h

dnaProperties.put(GeneAttribute.refDb, dnaFile.getRefDB());

dnaProperties.put(GeneAttribute.refFile , dnaFile.getRefFile());

dnaProperties.put(GeneAttribute.sequence ,dnaFile.getSequence());

)

return dnaProperties;

* Gets a HashMap from a DnaVariation JAXB object
* @param dnaVar A DnaFile that contains the Gene attributes
* @Qreturn A HashMap containing the Gene attributes

*/

private HashMap<VariationAttribute ,Object> getVariation(DnaVariation dnaVar){

HashMap<VariationAttribute ,Object> variation=new HashMap<
VariationAttribute ,Object >();

/*Set general properties for all the types of variationx/

variation.put(VariationAttribute.initialPos , dnaVar.getInitialPos().
intValue () );

variation.put(VariationAttribute.endPos, dnaVar.getEndPos().intValue ()
)

variation.put(VariationAttribute.value, dnaVar.getValue());

variation .put(VariationAttribute.heterozygous, dnaVar.isHeterozygosis
()3

variation.put(VariationAttribute.fsl, dnaVar.getFsl());

variation .put(VariationAttribute.fsr , dnaVar.getFsr());

return variation;

Exon.java, Query.java, Reference.java

public class Exon {

}

private
private

int num;
String sequence;

public Exon(int num, String sequence) {

this .num = num;
this.sequence — sequence;

public class Query {
public enum queryFormat {Sequencher}

private

String sequence;

private List <Exon> exonList;

public Query (){
this.sequence="";
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this.exonList—=new ArrayList<Exon>();

}

public class Reference {
public static enum WriteFormats{FASTA,TXT};
private String idSymbol;
private String accession;
private String sequence;

public Reference(String idSymbol) {
this.idSymbol = idSymbol;

}
J* Public Methods */

/%
* Sets reference attributes from the Genoma Database:
the sequence and the accession number of NCBI.

*

*

* @param db Connection to the Genoma Database

*

*/

public void retrievelInfo (GenomaDb db){
Reference r=db.retrieveReferenceByld (this.idSymbol);
this.accession=r.accession;
this.sequence=r.sequence;

}

/o

* Saves attributes of reference into a file.

*

* @param OutputfileName Path of the file to save data
* @param format Format of the file to save data

x %/

public void toFile(String outputFileName, WriteFormats format){
if (format .compareTo( WriteFormats .FASTA)==0){

if (format .compareTo( WriteFormats . TXT)==0){
this.toTXTFile(outputFileName) ;
}

}
e PrivateMethods */
J*x
* Saves accession number and sequence of the reference following Fasta format
*
* @param outputFileName Path of the file to save data
* k)

private void toTXTFile(String outputFileName){

OutputStream referenceFile;

try {
referenceFile = new FileOutputStream (outputFileName) ;
BufferedWriter bw = new BufferedWriter (new OutputStreamWriter

(referenceFile));

/* Write sequence in TXT formatx/
bw.write{this.sequence);
bw.close () ;

} catch (Exception e) {
e.printStackTrace () ;

}
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org.pros.genoma.diagen.alignment.xmlReport

En este paquete se incluyen todas las clases java generadas automaticamente con JAXB:
DnakFile.java, DnaVariation.java, DelVariation.java, VariationList.java y AlignmentReportCM.java

org.pros.genoma.diagen.alignment.blast

Incluye las clases BlastInput.java, BlastInputTranslator.java, BlastOutput.java y BlastOut-
putTranslator.java.

BlastInput.java, BlasInputTranslator.java

public class BlastInput extends AlignmentInput{
Reference reference;

String fileNameReference;
String fileNameQuery ;

public BlastInput(String geneld) {
super (geneld);
this.reference=new Reference(geneld);
this.fileNameReference="BlastReference.fasta";
this . fileNameQuery="BlastQuery.txt";

public Reference getReference() {
return reference;

public String getFileNameReference() {
return fileNameReference;

public void setFileNameReference(String fileNameReference) {
this.fileNameReference = fileNameReference ;

public String getFileNameQuery () {
return fileNameQuery;

public void setFileNameQuery (String fileNameQuery) {
this . fileNameQuery = fileNameQuery;
}

Ve Public Methods */
J*x
* Retrieves reference information from the Genoma Db
* @param db A GenomaDb connection to the database
*
/
public void retrieveReferenceFromGenoma (GenomaDb db){
this.reference.retrievelnfo (db);
}

J*x
* Loads Reference to FASTA file and Query to TXT file. Required to ezecute
blastn . eze
* %/
public void writeInputToFile () {
try {

/*Reference to Filex/
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OutputStream referenceFile = new FileOutputStream (this.
fileNameReference);

BufferedWriter bwr = new BufferedWriter (new
OutputStreamWriter (referenceFile));

/* Write sequence in FASTA formatx/

bwr. write (">"+this.reference.getAccession ()+"\n");

bwr.write (this.reference.getSequence());

bwr. close () ;

/*Query To Filex/

OutputStream queryFile= new FileOutputStream (this.
fileNameQuery) ;

BufferedWriter bwg = new BufferedWriter (new
OutputStreamWriter (queryFile));

/* Write list of emxons into a file: It stores each ezon in a
line preceded by

*’>’fiteration_num. This concrete format is required to
erecute the alignment

x algorithm blast for each ezxon separately.x/

for (int i=0;i<this.query.getExonList().size();i++){

bwqg. write (">"+i+"\r\n"+this . query.getExon(1).
getSequence ()+"\r\n");
}

bwq. close () ;

} catch (Exception e) {
e.printStackTrace () ;

}

public class BlastInputTranslator extends InputTranslator {
GenomaDb db;

public BlastInputTranslator (SampleTreatmentReport source, GenomaDb db) {
super(source);
this .db=db;

}

/xA sampleTreatment Report is translated to a BlastInputx/
public Input reportTolnput () {
BlastInput input=mew BlastInput (((SampleTreatmentReport)this.source).
getGeneld());
/* Retrieve Referencex/
input .retrieveReferenceFromGenoma (db);
/* Retrieve query and exonsx/
//Sequence of query
input.getQuery () .setSequence (((SampleTreatmentReport)this.source).
getQuery ());
//List sequence of exons
List <Exon> exonList=new ArrayList<Exon>();
for (HashMap<ExonProperties ,Object> e: ((SampleTreatmentReport)this.
source).getExons () ){
Exon exon=new Exon((Integer)e.get(ExonProperties.num) ,(String)
e.get (ExonProperties.sequence));
exonList .add(exon);

input.getQuery () .setExonList{exonList);

return input;
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BlastOutput.java, BlastOuputTranslator.java

public class BlastOutput extends AlignmentOutput {
private BlastOutput blastOuput;
private ArrayList<Difference> differencesList

public BlastOutput(String idGene) {
super (idGene) ;
this. differencesList=new ArrayList<Difference >();

L —
*

*

* Retrieves blastAlignment from file that follows BlastNCBI dtd format
* and sets the differencelist.
*
*

@param XMLInputFileName Path of the XMLfile that contains Blast alignment
results
* %/
public void retrieveResultFromFile(String inputFileName){
this . blastOuput=(BlastOutput)this.getContentFromXMLFile (BlastOutput.
class, inputFileName, null);
/*Set BlastResult Attributesx/
this.calculateDifferenceList ();

}
J* PrivateMethods */
/o
* Calculates the differencesList from blastAlignment object:
* 1. Covers all iterations: For each iteration gets the first hit (best
match )
* and calculates the differences among the aligned reference and query.
*
* 2. After getting differences it joins the comnsecutive ones.
* %/

private void calculateDifferenceList (){
/*1. Retrieve differences from each iterations/
List<Iteration> iterations=this.blastOuput.getBlastOutputiterations().
getlteration ();
for(Iteration it: iterations){
/*xGet differences from first Hspx/
Hsp hsp=it.getIterationHits ().getHit ().get (0).getHitHsps().
getHsp (). get (0);
this. differencesList .addAll(getDifferencesFromHsps(hsp));
}
/%2. Join in one difference the differences that are consecutivex/
this.joinConsecutiveDifferences();

}
J*x
* Calculates the differences among the aligned reference and query
* from a hsp of a hit.
*
* @param hsp Hsp object of blast that contains an alignments for the
reference and the query
* @return differenceList A list containing the differences found
*
* @see Hsp from package NCBIBlastFORMAT

* %/
private List<Difference> getDifferencesFromHsps(Hsp hsp){
List <Difference> differenceList—=new ArrayList<Difference >();

/% Blast Alignment data: query, subsegment of reference and subsegment
start regarding referencex/

String query=hsp.getHspQseq() ;

String reference=hsp.getHspHseq();

int reference from=Integer.valueOf(hsp.getHspHitFrom());
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int reference shift=0; //Counter of positions that are shifted in the
reference while blast alignment

if (hsp.getHspMidline () .contains("_")){//a space in midline means a
mismatch
for (int i=0; i<reference.length();i++){ //Add I to all
positions: Here index starts in 0
char cref=reference.charAt(i);
char cquery=query.charAt(i);
int pos=reference from+i—reference shift;
if (cref!=cquery){
if(cref—'-") { //INSERTION: It is
saved the wvalue inserted in the query
differenceList .add(new Difference (pos
—1,pos, String.valueOf(cquery),
Difference .Type.Ins));
reference shift++; //Each time an
insertion appears the reference is
shifted 1 position

else if(cquery=—"-"){ //DELETION: it is saved
the value deleted from the reference
differenceList .add(new Difference (pos,
pos, String.valueOf(cref),Difference
.Type.Del));
}

else { //
SUBSTITUTION

differenceList .add(new Difference (pos,
pos, String .valueOf(cquery),
Difference .Type.Sub));

}//For

}// 11

return differenceList
}
/o
* Join the consecutive differences of Length 1 of the same type into a unique

difference.

The first difference is updated and the consecutive ones
are deleted from the differencelist.

1. Join insertions: both start in the same position

2. Join deletions and substitutions: the second one starts in the next

position the previous one ends

* %/

private void joinConsecutiveDifferences ()

for(int i=1; i<differencesList.size () ;i++){
/* Consecutive differences of same typex/
if(differencesList.get(i).getType()=—=differencesList.get(i—1).

getType () ){
/*1x/ if((differencesList.get(i).getType().compareTo(Difference.Type.

* ¥ ¥ ¥ ¥

Ins)==0 &&
differencesList.get(i).getInitialPosition ()=
differencesList.get(i—1).getInitialPosition ())
||
/% 2%/ (differencesList .get (i).getType().compareTo(Difference.Type.

Ins)!=0 /«Deletion and substitutionsx/ &&
differencesList.get(i).getInitialPosition ()=
differencesList .get (i—1).getEndPosition ()+1)

//Join (concat new base and change end
position) and remove
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differencesList .get(i—1).setBases(
differencesList .get(i—1).getBases().concat(
differencesList .get(i).getBases()));

differencesList .get (i—1).setEndPosition (
differencesList.get(i).getEndPosition());

differencesList .remove(i);

i——;//Due the deletion

}
Y//If (equal type)

)

}//For
}

public class BlastOutputTranslator extends ResultTranslator {
BlastInput input;

public BlastOutputTranslator (BlastOutput source, BlastInput input) {
super (source ) ;
this.input=input;

}

@SuppressWarnings ("unchecked")
public Report resultToReport () {
AlignmentReport report—=AlignmentReport.create (this.source.getGeneld())

)

/% Fill data from Blast output and BlastInput datax/

//Reference

String id = ((BlastOutput)this.source).getBlastOuput().
getBlastOutputQueryID () ;

String refDb = input.getReference().getAccession();

String refFile = input.getFileNameReference();

String sequence = input.getReference().getSequence();

DnaFile refDNA = report.createDnaFile(id, null, null, refDb, refFile,
sequence) ;
report.setReference (refDNA) ;

//Consensus
refFile input . getFileNameQuery () ;
sequence = input.getQuery().getSequence();

DnaFile consDNA = report.createDnaFile(null, null, null, null, refFile
, sequence);
report .setConsensus (consDNA) ;

/* Fill data from BlastResultx/
//Variations
List <HashMap<VariationAttribute ,Object>> variations=mew ArrayList<
HashMap<VariationAttribute ,Object >>();
for(Difference difference: ((BlastOutput)this.source).
getDifferencesList ()){
HashMap var=new HashMap () ;
var.put( VariationAttribute.initialPos , difference.
getInitialPosition ());
var.put(VariationAttribute.endPos, difference.getEndPosition ()
)3
var.put(VariationAttribute.value, difference.getBases());
if(difference .getType() .compareTo(Difference.Type.Ins)==0){
var.put(VariationAttribute.type, "Ins");

else if(difference.getType().compareTo(Difference.Type.Del)

—=0){

var.put(VariationAttribute.type, "Del");
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var.put (VariationAttribute.length , difference.
getLength ());

else if(difference.getType().compareTo(Difference.Type.Sub)
——0){
var.put(VariationAttribute.type, "Ind");

}

var.put(VariationAttribute.initialPos , difference.getInitialPosition ()
)

this.setVariationFlankingSequences(difference , var);
this.setVariationHeterocigosis (difference , var);
variations.add(var);

}

report.setVariations(variations);

return report;

}

private void setVariationFlankingSequences(Difference difference ,HashMap<
VariationAttribute ,Object> var){
String sequence=this.input.getReference().getSequence();
/*Set flanking sequencesx/
if(difference.getType() .compareTo(Difference.Type.Ins)==0){
var.put(VariationAttribute.fsl , sequence.substring(difference.
getInitialPosition () —20, difference.getInitialPosition()));
var.put{ VariationAttribute.fsr, sequence.substring(difference.
getEndPosition () —1,difference.getEndPosition ()+19));
Y//Falta cambiar —1
else if(difference.getType().compareTo(Difference.Type.Sub)==0 ||
difference .getType().compareTo(Difference.Type.Del)==0){
var.put(VariationAttribute.fsl , sequence.substring(difference.
getInitialPosition () —21, difference.getInitialPosition ()—1)
)3
var.put(VariationAttribute.fsr, sequence.substring(difference.
getEndPosition () ,difference .getEndPosition () +20));

}

private void setVariationHeterocigosis(Difference difference ,HashMap<
VariationAttribute ,Object> var){
String sequence=this.input.getReference ().getSequence();
if (difference .getType().compareTo(Difference.Type.Sub)==0){
/+xSet heterocygous atiribute and the value that has really changedx/
if(difference.getBases () .matches("[ATGCatgc|+")=—fFalse ){
/% Obtain both bases represented by ambiguous basex/
String bases=this.getBases(difference.getBases());
if (bases!=null){
/* Check which nucleotide is different than the
referencex/
if (bases.charAt(0)!=sequence.charAt(difference.
getInitialPosition () —1)){
var.put(VariationAttribute.value, String.
valueOf (bases.charAt(0)));
telse {
var.put(VariationAttribute.value, String.
valueOf (bases.charAt(1)));

var.put(VariationAttribute .heterozygous, true);//
Establish heterozygous to true;
telse {//TEMPORARY
var.put(VariationAttribute.value,difference.getBases()
E

var.put (VariationAttribute.heterozygous , false);

}
Y//If Heterozygous
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Y//If Substitution

VT
* Table containing ambiguous bases codes
*/
@SuppressWarnings("serial")
protected String getBases(String UIBCode) {
final HashMap<String , String> UIBTable=new HashMap<String , String >(){
{
put ( llKll R ||GT”) ;
put ( llMll s ||ACI|) ;
put ( llRll R ||AG”) ;
put(llsll s ||CGI|) ;
put ( lwl R ||AT”) ;
put ( IIYH s ||CTH) ;
}
}s
return UIBTable. get (UIBCode.toUpperCase() ) ;
}
}

org.pros.genoma.diagen.alignment.sw

Incluye las clases SWlnput.java, SWTranslator.java, SWOutput.java y SWOutputTransla-
tor.java.

SWilInput.java, SWTranslator.java

public class SWInput extends AlignmentInput {
Reference reference;

String fileNameReference;
String fileNameQuery ;

public SWilnput(String geneld) {
super (geneld);
this.reference=new Reference(geneld);
this.fileNameReference="SWReference. fasta";
this . fileNameQuery="SWQuery. txt";

}

Ve Public Methods */
J*x
* Retrieves reference information from the Genoma Db
* @param db A GenomaDb connection to the database
*
/
public void retrieveReferenceFromGenoma (GenomaDb db) {
this.reference.retrievelInfo (db);

/*Load Reference and Query to TXT file with a specific formatx/
public void writelnputToFile() {
try {
/*Reference to Filex/
OutputStream referenceFile = new FileOutputStream (this.
fileNameReference);
BufferedWriter bwr = new BufferedWriter (new
OutputStreamWriter (referenceFile));
/* Write sequencex/
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bwr.write (">"+this.reference.getAccession ()+"\n"+this.
reference .getSequence () );
bwr.close () ;

/*Query To Filex/

OutputStream queryFile= new FileOutputStream (this.
fileNameQuery) ;

BufferedWriter bwg = new BufferedWriter (new
OutputStreamWriter (queryFile));

/x Write list of exons separated by ’:’x/

for (Exon e: this.query.getExonList()){

bwq.write (":"+e.getSequence ()+":");

bwq. close () ;
} catch (Exception e) {
e.printStackTrace () ;

}

public class SWInputTranslator extends InputTranslator{
GenomaDb db;

public SWInputTranslator (Report source, GenomaDb db) {
super(source) ;
this .db=db;

}

public Input reportTolnput () {
SWilnput input=new SWInput (((SampleTreatmentReport)this.source).
getGeneld());
/+* Retrieve Referencex/
input.retrieveReferenceFromGenoma (db) ;
/* Retrieve query and ezonsx/
//Sequence of query
input.getQuery () .setSequence (((SampleTreatmentReport)this.source).
getQuery ());
//List sequence of exons
List <Exon> exonList=new ArrayList<Exon>();
for (HashMap<ExonProperties ,Object> e: ((SampleTreatmentReport)this.
source).getExons () ){
Exon exon=new Exon((Integer)e.get(ExonProperties.num),(String)
e.get (ExonProperties.sequence));
exonList .add(exon);

}

input.getQuery().setExonList(exonList);

return input;

SWOutput.java, SWOutputTranslator.java

public class SWOutput extends AlignmentOutput {
AlignmentReportCM alignmentCM ;

public SWOutput(String geneld){
super (geneld) ;
this . alignmentCM=new AlignmentReportCM () ;

}

public AlignmentReportCM getAlignmentCM () {
return alignmentCM ;
}
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Jkx

* Loads result data from a file. Assumptions: data is gathered in one file

* @param inputFileName Path of the file that contains the results of
alignment

*/

public void retrieveResultFromFile(String inputFileName) {
this.alignmentCM=(AlignmentReportCM) this.getContentFromXMLFile(
AlignmentReportCM. class , inputFileName, "AlignmentReport.xsd");

}

public class SWOutputTranslator extends ResultTranslator {

public SWOutputTranslator (SWOutput source) {
super (source ) ;
}

public Report resultToReport{) {
return AlignmentReport.createFromAR (((SWOutput) this.source).
getAlignmentCM () ) ;

org.pros.genoma.diagen.alignment.flanking

Incluye las clases FlankingInput.java, FlankingTranslator.java, FlankingOutput.java y FlankingOut-
putTranslator.java.

FlankingInput.java, FlankingTranslator.java

public class FlankingInput extends AlignmentInput{
AlignmentReportCM alignmentReportCM ;
String fileNameVariations;

public FlankingInput(String geneld) {
super (geneld) ;
this.alignmentReportCM=new AlignmentReportCM() ;
this.fileNameVariations="FlankingAlignmentReport .xml" ;

public String getFileNameVariations() {
return this.fileNameVariations;
}

VT
* Retrieves reference information from the Genoma Db
* @param db A GenomaDb connection to the database

*/

public void retrieveAligmentReportFromGenomaDb (GenomaDb db){
//1. llamada a genomaDb: db.getAllVariationsFromlId(geneld) o algo asi
//2. El método devolvera una lista de PreciseVariations?
//8. Instanciar Objetos JAXB
//Geneld
this.alignmentReportCM .setGeneld (this.getGeneld () );
/*Implementar llamadas parae cargar las variaciones de genomadb
* e introducirlas en el alignmentReport
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*

* %/
}
ok x
x Writes the AlignmentReport to a XML file
* in order to create the input of the flanking algorithm
*/

public void writelnputToFile() {

}

public class FlankinglnputTranslator extends InputTranslator{
GenomaDb db;

public FlankingInputTranslator(Report source ,GenomaDb db) {

super (source ) ;
this .db=db;

public Input reportTolInput () {

FlankingInput input=mew FlankingInput (({SampleTreatmentReport)this.

source).getGeneld());
/x Retrieve Variations from Genomax/
input .retrieveAligmentReportFromGenomaDb(db) ;

/* Retrieve query and exonsx/
//Sequence of query

input.getQuery().setSequence ((( SampleTreatmentReport)this.source).

getQuery () ) ;
//List sequence of ezons
List <Exon> exonList=new ArrayList<Exon>();

for (HashMap<ExonProperties ,Object> e: ((SampleTreatmentReport)this.

source).getExons () ){
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Exon exon=new Exon((Integer)e.get(ExonProperties.num) ,(String)

e.get (ExonProperties.sequence));
exonList .add (exon);

}

input.getQuery().setExonList(exonList);

return input;

FlankingOutput.java y FlankingOutputTranslator.java.

public class FlankingOutput extends AlignmentOutput{
AlignmentReportCM alignmentReportCM ;
public FlankingOutput(String idGene) {
super (idGene) ;
this . alignmentReportCM=new AlignmentReportCM () ;

}

public AlignmentReportCM getAlignmentReportCM () {
return this.alignmentReportCM;
}

public void retrieveResultFromFile(String inputFileName) {

this . getContentFromXMLFile (this.alignmentReportCM . getClass (),

inputFileName , null);

}

public void writeResultToFile(String outputFileName) {
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this.writeContentToXMLFile(this.alignmentReportCM ,outputFileName) ;

}

public class FlankingOutputTranslator extends ResultTranslator {

public FlankingOutputTranslator (FlankingOutput source) {
super(source) ;
// TODO Auto—generated constructor stub

public Report resultToReport () {
return AlignmentReport.createFromAR ((( FlankingOutput) this.source).
getAlignmentReportCM () ) ;

C.3. Fase Conocimiento

org.pros.genoma.diagen.knowledge

Incluye las clases Knowledge.java, Knowledgelnput.java, KnowledgeOutput, HGDBInput.java,
HGDBInputTranslator.java, HGDBOutput.java, HGDBOuputTranslator.java, Gene.java, Ex-
on.java, PreciseVariation.java, Insertion.java, Deletion.java, Indel.java, Documentation.java,
Bibliography.java, Transcript.java y Aminoacid.java.

Knowledge.java

public class Knowledge {
public static enum Strategy{POS,FLANKING,BOTH};
private String geneld;
private Input input;
private Result result;
private Strategy strategy;

private List<PreciseVariation> variations;
GenomaDb db;

public Knowledge(String geneld, Strategy strategy , GenomaDb db){
this.geneld=geneld;
this.strategy=strategy;
this .db=db;

}

e PublicMethods */
/o x
* Translates the SampleTreatmentReport into an Alignmentinput
*
* @param inputReport A SampleTreatmentReport containing treated sample data
*/
public void performInputTransformation (AlignmentReport inputReport){
InputTranslator translator=null;
translator=new HGDBInputTranslator(inputReport});
/* Translate report to inputx/
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}

this.input=(HGDBInput) translator.reportTolnput ();

public void executeVariationKnowdlege (){

}
/%

/*1. Input operations: Sets the objects required to execute the
variationKnowdlegex/
this.variations =((HGDBInput) this .input).getVariations () ;
/2. Ezecute the location depending on search strategyx/
if(strategy.compareTo(Strategy .POS)==0){
this.locateVariationsByPos () ;
}

else if(strategy.compareTo(Strategy .FLANKING)==0){
this.locateVariationsByFlanking () ;
}

else if(strategy.compareTo(Strategy .BOTH)==0){
this.locateVariationsByBoth () ;

/* Result operations: Creates and fills a Result with the output of the
* alignment algorithmx/
this.retrieveVariationKnowdlegeResult () ;

* Translates the VariationKnowdlegeResult into a VariationKnowdlegeReport

*

* @return A VariationKnowdlegeReport containing alignment data

*/

public VariationKnowdlegeReport performResultTransformation (){

VariationKnowdlegeReport report=null;
ResultTranslator translator=null;

translator—=new HGDBOutputTranslator ((HGDBOutput) result , (HGDBInput)
this.input);

/* Transformation: Ezecute the transformationx/
report=(VariationKnowdlegeReport)translator.resultToReport ();
return report;

private

Private Methods x/

void locateVariationsByPos(){

for (PreciseVariation pv:this.variations){
pv.documentVariationByPos(this .db)

}

void locateVariationsByFlanking () {

for (PreciseVariation pv:this.variations){
pv.documentVariationByFlanking (this.db);

}

void locateVariationsByBoth (){

for (PreciseVariation pv:this.variations){
pv.documentVariationByPos(this.db);
pv.documentVariationByFlanking (this.db);

)

}

void retrieveVariationKnowdlegeResult () {

this . result=new HGDBOutput(geneld);

/*Result retrieval: load data from filex/

((HGDBOutput) this . result ) .retrieveResultFromObject (variations);
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HGDBInput.java, HGDBInputTranslator.java

public class HGDBInput extends Knowdlegelnput{
private Gene reference;
private Gene consensus;
private List<PreciseVariation> variations;

public HGDBInput(String geneld) {
super (geneld);
}

}

public class HGDBInputTranslator extends InputTranslator {

public HGDBInputTranslator ( AlignmentReport source) {
super(source) ;
}

public Input reportTolnput () {
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String geneld=((AlignmentReport)this.source).getGeneld();
HGDBInput input=new HGDBInput(geneld);

/*Referencex/

HashMap<GeneAttribute ,Object> ref=((AlignmentReport)this.source).
getReference () ;

String id= (String) ref.get(GeneAttribute.id);

String sequence=(String) ref.get(GeneAttribute.sequence);

String refDb=(String) ref.get(GeneAttribute.refDb);

String filePath—=(String) ref.get(GeneAttribute.refFile);

Gene reference—new Gene(geneld, id, sequence, refDb, filePath);

input.setReference (reference);

/* Consensusx/

HashMap<GeneAttribute ,Object> cons=((AlignmentReport)this.source).
getConsensus () ;

id= (String) cons.get(GeneAttribute.id);

sequence=(String) cons.get(GeneAttribute.sequence);

refDb=(String) cons.get(GeneAttribute.refDb);

filePath=(String) cons.get(GeneAttribute.refFile);

Gene consensus—new Gene(geneld, id, sequence, refDb, filePath);

input.setConsensus (consensus);

/* VariationListx/
List <PreciseVariation> pvList=new ArrayList<PreciseVariation >();
List <HashMap<VariationAttribute ,Object>> variations=((AlignmentReport)
this.source).getVariations();
for (HashMap<VariationAttribute ,Object> variation: variations){
int startpos=(Integer)variation.get(VariationAttribute.
initialPos);
int endpos=(Integer) variation.get(VariationAttribute.endPos);
boolean heterozygous=(Boolean)variation.get(VariationAttribute
.heterozygous);
String fsl=(String) variation.get(VariationAttribute.fsl);
String fsr=(String) variation.get(VariationAttribute.fsr);
String value=(String) variation.get(VariationAttribute.value);

PreciseVariation pv=null;
if (((String)variation.get(VariationAttribute.type)).compareTo(

"Insg")==0){
pv=new Insertion (startpos ,endpos,value, reference ,fsr,
fsl);
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else if(((String)variation.get(VariationAttribute.type)).
compareTo ("Del")==0){
int length= (Integer) variation.get(VariationAttribute
.length);
pv=new Deletion (startpos ,endpos,length ,reference ,fsr,
fsl);

else if (((String)variation.get(VariationAttribute.type)).
compareTo ("Ind")==0){
pv=new Indel(startpos ,endpos,value, reference ,fsr,fsl);

//Heterozygous cannot be introduced using the constructors
because is an optional property
pv.setHeterozygous (heterozygous);
pvList.add(pv);
}

input.setVariations (pvList);

return input;

HGDBOutput.java, HGDBOuputTranslator.java

public class HGDBOutput extends KnowdlegeOutput {
List <PreciseVariation> variations;

public HGDBOutput{ String geneld) {
super (geneld) ;
}

public void retrieveResultFromObject (Object inputObject) {
this.variations=(List <PreciseVariation >) inputObject;
}

}

public class HGDBOutputTranslator extends ResultTranslator{
HGDBInput input;
public HGDBOutputTranslator (HGDBOutput source , HGDBInput input) {
super (source ) ;
this.input=input;

public Report resultToReport () {
VariationKnowdlegeReport report=mew VariationKnowdlegeReport () ;

report .setGeneld ( ((HGDBOutput) this.source).getGeneld () );

//Reference

HashMap<GeneAttribute ,Object> reference—new HashMap<GeneAttribute,
Object >();

reference .put(GeneAttribute.id , input.getReference().getld());

reference .put(GeneAttribute.refDb, input.getReference().getRefDB());

reference.put(GeneAttribute.refFile ,input.getReference().getFilePath ()

)

reference .put(GeneAttribute.sequence ,input.getReference () .getSequence
0)s

report .setReference (reference);

//Consensus

HashMap<GeneAttribute ,Object> consensus=new HashMap<GeneAttribute,
Object >();

consensus .put (GeneAttribute.id ,input.getConsensus().getld());

consensus .put (GeneAttribute.refFile ,input.getConsensus().getFilePath ()
)

consensus.put ( GeneAttribute.sequence ,input.getConsensus().getSequence

0);
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report .setConsensus (consensus) ;

//Variations

//TODO code to set wvariations and documentation with simple types

List <PreciseVariation> variations=((HGDBOutput)this.source).
getVariations ();

report .setDependentVariations(variations);

return report;

PreciseVariation.java, Insertion.java, Deletion.java, Indel.java

VT

x The PreciseVariations class Represents the attributes that have all kind of
variations

* and implements the required methods to locate them in a Genoma Database:

* 1. Searches by position: The wvariation and its synonym wvariations are searched in
the database
x by checking its gene, its POSITION, its type and the nucleotides changed.

x 2. Searches by flanking: The variation is searched in the database by checking its
gene,

x 4ts FLANKING sequences, its type and the nucleotides changed.

*

* @author mariajo

*

*/

public abstract class PreciseVariation {
protected int startpos;
protected int endpos;
protected boolean heterozygous;
protected int heterozygousFreq;//Field not filled
protected String fsr;
protected String fsl;

protected Gene refGene;
private List<Documentation> documentationList ;

public PreciseVariation (int startpos, int endpos, Gene refGene, String fsr,
String fsl) {
this.startpos = startpos;
this.endpos = endpos;
this.refGene=refGene;
this.documentationList—=new ArrayList<Documentation>();
this. fsr=fsr;
this. fsl=fsl;
}
/#+——————Methods to work with lists x/
public void addDocumentation(Documentation documentation) {
this.documentationList.add(documentation);
}

public void appendDocumentation(List<Documentation> list ){
if(list!=null){
if (this.documentationList .isEmpty () ){//New list
this.documentationList=1list ;

else{//Append new elements
this.documentationList.addAll(list);
}
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}

J* Abstract methods */
/x Different method for each kind of wariationx/

J#x

* Searches the a wvariation By its position in a GenomaDb and retrieves
* its properties, the associated phenotype and the associated documentation
* @param db Connection to GenomaDb

*/

public abstract void documentVariationByPos(GenomaDb db);
public abstract String getHGVSgenomic() ;

public abstract String getHGVScoding() ;

//public abstract String getHGVSprotein();x/

/x Public Methods */

/*Common method for all the types of PreciseVariationx/
ok x
* Searches a variation in a GenomaDb by comparing their flanking sequences
* @param db Connection to GenomaDb
*/
public void documentVariationByFlanking (GenomaDb db){
if(this. fsl!=null && this. fsr!=null){
this.appendDocumentation(db.checkVariationByFlanking (this ,new
Float (0.9)));

lelse{
String error="Error_searching_by_flanking:_Flanking_sequences_
not_included";
System.err.println (error);
}

public class Insertion extends PreciseVariation {
private String insBases;

public Insertion (int startpos, int endpos, String insBases, Gene refGene,
String fsr, String fsl) {
super (startpos , endpos, refGene,fsr, fsl);
this.insBases—insBases;

/* Public Methods */
public void documentVariationByPos(GenomaDb db) {
/*Search the wariation in HGDBx/
this.appendDocumentation(db.checkVariationByPos (this));

/% Get synonymous variations and search them on HGDBx/
List<Insertion> synonymousInsertions=this.getSynonymousInsertions() ;
for(Insertion i:synonymouslnsertions){

List <Documentation> auxList;

auxList=db.checkVariationByPos (i)}

if (auxList!=null && !auxList.isEmpty()){

this.appendDocumentation (auxList ) ;
}

}

/* Private Methods */
private List<Insertion> getSynonymousInsertions() {/*Code to calculate
synonymous insertionsk/
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List<Insertion > synonymous = new ArrayList<Insertion >();
//TODO: solve out of array index exzceptions

//Search Insertions from the left
int i = startpos;

//Auziliary DNA string with the insertion
//String insrefsequence = (refGene.getSequence().insertBases(startpos,
endpos, insBases)).toUpperCase();
String insrefsequence=(refGene.getSequence().substring (0,startpos—+1)+
insBases
+refGene.getSequence () .substring (endpos ,refGene.
getSequence () .length ())).toUpperCase () ;

// New Insertions are inserted if the last base of the Insertion is
equal

// to the base prior to the Insertion. After that i and currentlns are
move to the left.

while (insrefsequence.charAt(i) =— insrefsequence.charAt(i+insBases.

length ())){

System.out.println (insrefsequence.substring(startpos —10,
endpos+10));

Insertion newlnsertion = new Insertion(i—1,i,insrefsequence.
substring (i, i+insBases.length()),this.refGene,null,null);

synonymous .add(newInsertion) ;

==

}
//Search bases from the right of the insertion
i = endpos;

// New Insertions are inserted if the first base of the Insertion is
equal

// to the base next to the Insertion. After that i and currentins are
move to the right.

while (insrefsequence.charAt(i) = insrefsequence.charAt(i+insBases.
length ())){
i+
Insertion newlnsertion = new Insertion (i—1,i,insrefsequence.

substring (i ,i+insBases.length()),this.refGene ,null,null);
synonymous.add(newlInsertion) ;

}

return synonymous;

Documentation.java, Bibliography.java,

VxS

The Documentation class Represents the information required to describe a wvariation

that has been discovered by biologists: The associated phenotype and the
bibliography

associated and the source where this documentation is located.

*
*

* * ¥

*/

@author mariajo

public class Documentation {

public enum Effect{Mutant, SNP}
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private String phenotype;

private Bibliography bibliography;
private String certainty;

private Effect effect;

private String source;

public Documentation(String phenotype, String certainty , Effect effect, String
source) {

super () ;
this.phenotype = phenotype;
this.certainty = certainty;

this.effect—effect ;
this.source=source;

}

Yz

x The Bibliography class Represents the information about a publication.
*

x @Qauthor mariajo

*

*/

public class Bibliography {
private String publication;
private Date date;
private String authors;
private String url;
private String title;

public Bibliography (String title , String publication, Date date,
String authors, String url) {
super () ;
this.title = title;
this.publication = publication;
this.date = date;
this.authors = authors;
this.url=url;

org.pros.genoma.diagen.knowledge.xmlReport

Incluye las clases Bibliography.java, change.java, DnaFile.java, DnaVariation.java, Documen-
tation.java, DocumentationList.java, IKnowledgeReportOperations, Phenotype.java, Knowl-
edgeRerpot.java, KnowledgeReportCM.java y VariationList.java.

C.4. Acceso a Datos

org.pros.genoma.diagen.dataAccess

Incluye las clases ENSEMBL.java, HGDB.java, IHGDBDataAccess.java y OracleHGDB.java.
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HGDB.java
public abstract class GenomaDb implements IGenomaDbDataAccess{

private enum VarType {IS,DE,ID};
protected Connection connection;

FrameworkQueryOperationsmethods——x /
List <Documentation> checkVariationByPos(PreciseVariation var){
List<Documentation> list=new ArrayList<Documentation >();

/* Check the wvariation depending on the type and positionx/
RowSet rs=this.query (stringQueryByPos(var));

if(rs.isFirst ()){//Any occurrence
/* Cover all matches and search each documentationx/
for(rs.first ();rs.isAfterLast ()=—false;rs.next()){
Documentation d;
if ((d=this.retrieveDocumentation(rs.getInt ("
ID_VARIATION") ) )=—null){
String error="Error_retrieving_documentation
System.err.println (error);

}
list .add(d);

return list ;

// TODO Auto—generated catch block

public String errorGDb;
public Connection getConnection () {
return this.connection;
}
public String getError (){
return this.errorGDb;
public void clearError (){
this.errorGDb=null;
}
/*
public
try {
}
}
} catch (SQLException e) {
e.printStackTrace () ;
}
return null; //variation not found
}

/*xGet list of documentations about a wariation searching by flanking sequencesx/

public

List <Documentation> checkVariationByFlanking (PreciseVariation var,float

ensibility ){

List<Documentation> list=new ArrayList<Documentation >();

/*SQL code to query wariation by flanking sequencesx/
/*QUery variation by gene, by type and by sequence changedx/
String pvSelect = stringQuery(var);
RowSet rs=this.query(pvSelect);
try{
/x Check all variations and get those whose flanking sequence are similar
sensibility )=/
if(rs.isFirst ()){
for(rs.first ();rs.isAfterLast ()=—false;rs.next()){
/*Compare flanking sequencesx/
int fsEqual=0;
/*FLANKING LEFTx/
String fsl=rs.getString ("FLANKING LEFT");
for (int i=0;i<fsl.length () ;i++){
if (fsl.charAt(i)=var.getFsl().charAt(i)){
fsEqual++;
}
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}
/*FLANKING RIGHT%/
String fsr=rs.getString ("FLANKING RIGHT");
for (int i=0;i<fsr.length () ;i4++){
if (fsr.charAt(i)=var.getFsr().charAt(i)){
fsEqual++;
}

/*Search documentation if sensibility matchesx/
/% Equal/Total >=sensibility */
if ((float) ((float)fsEqual/(float)(fsr.length ()+fsl.length()))
>=sensibility{
Documentation d=null;
if ((d=this.retrieveDocumentation(rs.getInt ("
ID VARIATION") ) )=—null) {
String error="Error_retrieving_documentation_
of _variation_found_with_{"+
var.getFsl ()4+","+var.getFsr
O+"}";

System.err.println (error);

}
list .add(d);

}

}

}catch(Exception e){
e.printStackTrace () ;

return list ;

public Reference retrieveReferenceById(String idSymbol){

/*SQL Code: Gene, Allele and DBank infox/

String genSelect = "Select_x_From_Allele_A,_Allelic_reference type_ART,_
Allele databank ident_DB_." + "Where_id gene="" + idSymbol +"’_and_A.
ALLELE_NUM_=_ART.ALLELE NUM_and _DB.ALLELE NUM=A.ALLELE NUM";

RowSet rs = this.query(genSelect);

Reference r—null;

try {

if(rs.first ()){ //id, RefDB or accessioNumber, sequence
r=new Reference (idSymbol);
r.setSequence(rs.getString ("SEQUENCE") ) ;
r.setAccession(rs.getString ("ID_ALLELE DB"));

} catch (Exception e) {
e.printStackTrace () ;
}

return r;

public List<PreciseVariation> retrieveVariationsByGene(Gene g) {

List <PreciseVariation> list = new ArrayList<PreciseVariation >();

String varSelect = "Select_P.ID_ VARIATION, _POSITION, _TYPE, _INS SEQUENCE, _
INS REPETITION, NUM BASES, _SNP, "+ "FLANKING LEFT,_FLANKING RIGHT" + "_From.
Precise_P,_Allele _A,_Variation_V"4+ "_Where A.ID_GENE=_’"+ g.getIdSymbol() +
"7 _AND_A.ALLELE NUM_=_V.ID ALLELE NUM RT_AND_V.ID VARIATION_=_P.
ID_ VARIATION" ;

RowSet rs = this.query(varSelect);

try {
rs.beforeFirst ();
while(rs.next ()){
PreciseVariation pv = null;
int startPos = rs.getInt ("POSITION");
int numBases = rs.getInt ("NUM BASES");
int endPos = rs.getInt ("POSITION") + numBases;
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String bases = rs.getString ("INS_SEQUENCE") ;
String fsRight = rs.getString ("FLANKING RIGHT");
String fsLeft = rs.getString ("FLANKING LEFT");
if(rs.getString ("TYPE").equals("ID")){

pv = new Indel(startPos, endPos—1, bases, g, fsRight,

H
¥
else if(rs.getString("TYPE").equals("DE")){
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fsLeft)

pv = new Deletion (startPos, endPos, numBases, g, fsRight,

fsLeft);
((Deletion) pv).setDelBases(bases);
}
else if(rs.getString ("TYPE").equals("IS")){
pv = new Insertion (startPos, endPos, bases, g,
fsLeft);

}

list .add(pv);

catch (SQLException e) {
e.printStackTrace () ;

eturn list;

— e e

public Gene retrieveGeneById (String gSymbol){
Gene g=null;

String genSelect = "Select _A.ALLELE NUM, _ID ALLELE DB, _.SEQUENCEL_ "+

fsRight ,

"From_Allele _A,_Allele Databank Ident_D,_Allelic_ Reference Type_R_"+
"Where_A.ALLELE NUM_=_D.ALLELE NUM_AND_D.AILELE NUM_=_R.ALLELE NUM.

AND_" +
"A.ID_GENE=""4gSymbol+" " ;

RowSet rs = this.query(genSelect);
try {
String allele num = rs.getString ("ALLELE NUM");
String id allele = rs.getString ("ID ALLELE DB");
String sequence = rs.getString ("SEQUENCE") ;
if(rs.first ()){

g= new Gene(gSymbol,id allele ,sequence ,allele num ,null);

}
} catch (Exception e) {
e.printStackTrace () ;
}
return g;
}
/% Private methods */

private String stringQueryByPos(PreciseVariation var){ //Sequence in database case

sensitive (all in uppercase)

/*SQL code to query wvariation by type, by gene and by sequence changed

*/
String pvSelect = stringQuery (var);
/*SQL code to query variation by position alsox/
switch (getType(var)){

case IS://In case of insertion the position to check is endpos;
pvSelect += "_and_position_=_" + var.getEndpos()

break;
case DE: //In case of deletion the position to check is

break;
}

return pvSelect;

startpos;
pvSelect += "_and_position_=_" + var.getStartpos();

case ID://In case of indel the position to check is startpos;
pvSelect += "_and_position_=_" + var.getStartpos();
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private

private

}

String stringQuery(PreciseVariation var){
/*SQL code to query wvariation by type, by gene by sequence changedx/

String pvSelect = "Select_*x_from_Precise_P,_Variation_V,_allele_A";
switch(getType(var)){
case IS:

pvSelect += "_where_type_=_"1S’_and_" + "ins sequence_like_""
+((Insertion)var).getInsBases().toUpperCase()+"’";
break;
case DE:
pvSelect += "_where_type_=_'DE’_and_" + "num bases="+((
Deletion)var).getDelLength () ;
break;
case [D:
pvSelect += "_where_type_=_’ID’_and_" + "ins_ sequence_like_’"
+((Indel)var).getInsBases().toUpperCase()+"’";
break;

}

pvSelect+="_and_p.id variation_=_v.id variation_and" +

"_v.id allele num rt_=_a.allele num_and_a.id gene="" + var.getRefGene
() .getIdSymbol ()+"";

return pvSelect;

VarType getType(PreciseVariation var){
VarType type=null;
String name=var.getClass () .getName();

if (name.compareTolgnoreCase(Insertion . class.getName())==0){//Insertion
type=VarType.IS;

else if(name.compareTolgnoreCase(Deletion.class.getName())==0){//
Deletion
type=VarType.DE;

}

else {//if (name.compareTolgnoreCase(Indel. class.getName())==0){//Indel
type=VarType.ID;

}

return type;

private Documentation retrieveDocumentation(int idVariation){
Documentation documentation=null;
try{/«Code to query the effect and db source of variationx/

String effectSelect= "Select_x_from_Precise_P,_Variation_V_where_v.
id variation="+idVariation+"_and_p.id variation=v.id variation";

RowSet rsl=this.query(effectSelect);
String source="-—";
Documentation. Effect effect=Documentation. Effect.Mutant;//By default
if(rsl.isFirst ()){

if(rsl.getString ("SNP").equals("1")){//SNP

effect=Documentation. Effect .SNP;
}

source=rsl.getString ("ID DATA BANK");

/*Code to query Documentationx/

String documentationSelect= "Select_*x_from_Certainty _C,_Phenotype_P" +
"_where_c.id variation_=_" + idVariation + "_and" +
"_c.id phenotype_=_p.id phenotype";

RowSet rs2=this.query(documentationSelect);

if(rs2.isFirst()){ //Documentation found

documentation=new Documentation(rs2.getString ("NAME") ,rs2.getString ("

LEVEL CERTAINTY") ,effect ,source);
telse {/«No documentation found: Causes:
2)x/if (effect .compareTo(Documentation. Effect . Mutant)==0){// Phenotype
is not documented in original source (error)
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documentation=new Documentation ("Not_
Documented" ,"—" ,effect ,source);
String error="Error_retrieving_phenotype_of_a_
mutation_found_("+ idVariation+")";
System.err.println (error);
J/return null;

else{//Variation is a SNP (correct),
documentation—new Documentation("SNP" ,"—" effect ,source);
}
}

/xCode to query wurl. Provisional solutionx/
Bibliography biblio=null;
if (effect .compareTo(Documentation. Effect . Mutant)==0){//Mutation
/*Code to query Bibliographyx/
String bibliographySelect= "Select_x_from_Reference Variation_RV,_
Bibliography Reference_BR,_Bibliography DB _ Location BDBL" +
"_where_rv.id variation_=_" + idVariation + "_and" +
"_rv.id bib_ref_=_br.id bib_ ref"/x+ " and rv.
id _bib_ref = bdbl.id bib_ref"x/;
/% String bibliographySelect= "Select x from
Reference Variation RV, Bibliography DB Location
BDBL" +
where rv.id_wariation = " + idVariaetion + " and rv.
id _bib_ref = bdbl.id bib_ref";x/

n

RowSet rs3=this.query(bibliographySelect);
if(rs3.isFirst ()){
/*Datex/
SimpleDateFormat df= new SimpleDateFormat ("_yyyy MVM");
java.util.Date date=null;
try {
date = df.parse(rs3.getString ("DATE PUB"));
} catch (ParseException e) {
e.printStackTrace () ;
}

biblio=new Bibliography (rs3.getString ("TITLE") ,rs3.getString(
"PUBLICATION") , date, rs3.getString ("AUTHORS") ,rs3.
getString ("URL") ) ;
}

}else { //SNP
String bibliographySelect= "Select_id variation db_
from_Variation_where_id variation_=_"+ idVariation;
RowSet rs3=this.query(bibliographySelect);
if(rs3.isFirst ()){
biblio=new Bibliography ("rs"+rs3.getString ("
ID VARIATION DB") ,null,null,null,null);

}

/*Add bibliography to documentationx/
if (biblio!=null){
documentation.setBibliography (biblio);
telse{
String error="Error_retrieving_bibliography_of_a_
variation_found_("+ idVariation+")";
System.err.println(error);

}catch (SQLException e) {
e.printStackTrace () ;
}

return documentation;
public List<String> getGeneList () {

/*SQL Code: Gene, Allele and DBank infox/
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String genListSelect = "Select_id symbol_From_Gene";
RowSet rs = this.query(genListSelect);
/% Create Listx/

List<String> genes=new ArrayList<String >();
try {

for(rs.first ();rs.isAfterLast ()=—false;rs.next()){ //id, RefDB

or accesstoNumber, sequence
genes.add(rs.getString ("ID SYMBOL"));

} catch (Exception e) {
e.printStackTrace () ;
}

return genes;
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