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Introduccion

1.1. Motivacion

Actualmente vivimos en la sociedad de la informacién en donde la percepcién del ser humano
no se limita a su circunstancia en términos del bloque, barrio o ciudad en donde vive sino que
se puede hablar de horizontes como minimo a nivel planetario. Todo esto conlleva un flujo de
informacidn de caracter desorbitado.

En el mundo cientifico tanto flujo de informaciéon actia como un arma de doble filo. La
cantidad de informacién en la que buscar es inmensa, lo cual ayuda al investigador en su
campo. Sin embargo, el problema reside en la criba y busqueda de datos de calidad. Este
hecho se complica cuando las cantidades de informacién de las que disponemos son tan
grandes. Centrandonos en el ambito de la bioinformatica se puede observar cémo, debido a la
secuenciacién completa del Genoma Humano [1, 2] y al crecimiento explosivo de Internet,
aparecen portales Web que pretenden facilitar a los investigadores el acceso a los datos
gendmicos y a herramientas bioinformaticas. De este modo se avanza con mads velocidad en la
generacidn de conocimiento.

A pesar de la gran cantidad de tareas en la bioinformatica [3] para la mayor parte de éstas
existen herramientas que proporcionan soluciones, lo cual es una gran ventaja. Sin embargo, el
problema reside en que cada una de estas herramientas implementa su propio formato de
datos lo que incrementa el trabajo del bidlogo en el sentido de que habitualmente no ha de
hacer una sola tarea, sino que debe procesar los resultados obtenidos para ser utilizados por
otra herramienta. La mayoria de veces este traspaso de informacién se ha de hacer
manualmente.

Por otra parte cada instituto de investigacién genera resultados y los clasifica segun sus
necesidades y sus estandares, guardandolos en sus propios repositorios de informacion.
Ejemplos muy conocidos de estos almacenes de datos son OMIM [4] y Human Genome
Mutation DataBase (HGMD)[5] . Muchos de estos repositorios son de acceso libre, lo cual
produce una gran oferta de informacién aunque sin un estandar asociado de acceso e
interpretacion.

En el trabajo de Stevens et al. [6] se definen cudles son las tareas mas frecuentes en
bioinformatica concluyendo que algunas de éstas son el alineamiento de secuencias, la
busqueda de coincidencias entre ellas y la busqueda de bibliografia. Se destaca también el
descontento que existe ente los investigadores en lo que a interoperabilidad en el manejo de
datos se refiere, que es precisamente lo se ha comentado con anterioridad.

Teniendo en cuenta todos estos puntos se puede concluir que existen dos grandes problemas
dentro del marco de la bioinformatica: (1) la desestructuracidon de la informacién y (2) la
utilizacion manual de diferentes herramientas para llevar a cabo un estudio.

Centrandonos en el primer punto, el de la desestructuracion de la informacién, y llevandolo a
otros ambitos, como podria ser el de la administracién publica, podemos encontrar ciertas
similitudes. En ambos dominios nos encontramos con cantidades ingentes de datos, por
ejemplo. Es por ello que obtener informacién relevante a partir del acceso, relaciéon e
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interpretacion de dichos datos no es tarea facil. Sin embargo, en el ambito de la administracion
es frecuente la utilizacion de sistemas de informacidn para manejar y trasformar estos datos
en informacidn atil. Un ejemplo muy conocido de su uso exitoso es el relacionado con sistemas
organizacionales [7]. En consecuencia, es inevitable preguntarse el porqué del casi inexistente
uso de los sistemas de informacidn en un campo como el de la bioinformatica. Lo cierto es que
en un dambito donde las ciencias de la computacién se utilizan principalmente como mera
herramienta ad-hoc para problemas determinados o puntuales, la idea de poder obtener un
mayor beneficio a través de la utilizacién de las diversas técnicas disponibles en el campo de la
informatica ha pasado desapercibida. Es aqui donde encontramos la principal motivacion de
esta tesis de master: abordar la integracién de los sistemas de informacién dentro del campo
de la bioinformatica, especificamente en el area de la genética. Nuestra idea es describir lo que
es un GelS (Genome Information System) como un sistema de informacion disefiado
especificamente para el dmbito de la genética capaz de manejar una gran cantidad de datos
gendmicos. Una vez descrito lo que es un GelS, el segundo punto a tratar seria el de aplicarlo a
un problema determinado, en este caso el diagndstico génico a partir de la secuencia de ADN
de un individuo, mediante técnicas avanzadas de Ingenieria del Software (IS).

1.2. Planteamiento del problema

Gracias a los avances llevados en el campo de la gendmica y, en concreto, a los adelantos en la
secuenciacion del ADN, se ha llevado a cabo un aumento exponencial en la cantidad de datos
gendmicos generados por los investigadores. Muchos de estos experimentos se centran en
intentar comprender la relacién existente entre el genotipo (combinacién y configuracién de
genes de un individuo) y el fenotipo (cdmo se expresan dichos genes en una caracteristica
humana especifica) de un individuo. Como consecuencia, la creacion de bases de datos
bioldgicas y de herramientas para la explotacién de los datos producidos ha crecido
drasticamente. Sin embargo, normalmente estas herramientas y bases de datos son definidas
para una determinada drea de investigacién o un experimento concreto. Es por ello que lo
mas normal es que cuando un bidlogo quiere utilizar dicha informacidn, para llevar a cabo un
experimento, éste se encuentre con que los requisitos de las herramientas que ha de utilizar o
de las bases de datos que debe consultar no son los mismos que él necesita. Por tanto, el
investigador debe dedicar mucho tiempo y esfuerzo para llevar a cabo un simple analisis. Esto
es debido a que las herramientas bioinformaticas no se desarrollan siguiendo los principios de
la Ingenieria del Software (IS), y por tanto dichas herramientas no se encuentran alineadas con
los requisitos del usuario. Las consecuencias principales de esto son:

e Algunas de las bases de datos bioldgicas son tan sélo legibles por humanos, y por tanto
no pueden ser procesadas adecuadamente de forma automatica.

e La extraccidn de datos relevantes se complica ya que se encuentran repartidos en
diferentes bases de datos.

e La integracion y especificacién de herramientas de workflow no es trivial, ya que es
necesaria la utilizacién de diversas herramientas para llevar a cabo el analisis de los
datos.

e Lla inclusién de nuevos estudios o de nueva bibliografia en las herramientas ya
disponibles se convierte por tanto en una tarea dificil.
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Por otro lado nos encontramos con que actualmente disponemos de herramientas hardware
muy avanzadas, por ejemplo en la secuenciacién de cadenas de ADN. Cuando el proyecto del
Genoma Humano comenzd, la secuenciacion de ADN implicaba laboriosos métodos. Hoy en
dia las tecnologias de secuenciacién son mucho mas féciles, mas rapidas y sobretodo mucho
mas baratas. El doctor Julian Parkhill, director de secuenciacion en el instituto Wellcome Trust
Sanger, expone que actualmente los investigadores son capaces de, mediante la utilizacién del
nuevo hardware disponible, hacer cosas que hubieran sido inconcebibles hace dos o tres afios.
En la Tabla 1 podemos ver una comparativa de cémo el precio y el tiempo de la secuenciaciéon
ha ido disminuyendo segun el hardware ha ido evolucionando. Sin embargo, a medida que
esto sucede vemos como del mismo modo la longitud de la cadena que se lee se ve, lo cual
puede conllevar un esfuerzo mayor a la hora de ensamblar los trozos de una secuencia.

En los ultimos afios han aparecido las secuenciadoras de tercera generacidn, también
conocidas como next generation sequencing (NGS)[8], que son capaces de leer un conjunto de
bases por segundo en lugar de leer una base cada veinte minutos. Se dice que el nuevo
producto de Pacific Biosciences, PacBio, sera capaz de leer secuencias de ADN de entre 1000 y
1200 bases a grandes velocidades, lo cual es un gran avance si observamos la relacion entre los
tiempos y las longitudes de lectura de la Tabla 1.

Longitud de lectura Tiempo de ejecucion Coste

(bases) (dias por gigabase) (S por 1000 bases)
Capillary 1000 500 0,10$
454 454 2 0,02$
lllumina 75 0.5 0,001S
SOLID 50 0.5 0,001S

Tabla 1Evolucidn de los secuenciadores

De lo anterior se extrae que en lo referente al hardware, en el campo de la bioinformatica
existe una velocidad de avance gigante. Sin embargo, por lo que respecta al software parece
que esta existe una evolucién, ésta es mucho mas lenta. Es por ello que se precisa de la
generacion de nuevas herramientas software que sean capaces de lidiar con la gran cantidad
de datos que las nuevas tecnologias producen.

1.3. Objetivos

El objetivo general de esta tesis es estudiar como debe desarrollarse un sistema de
informacién dentro de un dominio tan actual y relevante como lo es la genémica. Dicho campo
es excesivamente amplio y es por ello que este trabajo se centra en el estudio del campo de la
genética, concretamente en la parte referida a las variaciones genéticas y sus efectos en el
organismo humano. Para llevar a cabo dicho estudio se desarrollara un prototipo para el
diagndstico genético mediante el cual se obtendra la problematica existente en el campo,
pudiendo estudiar las diferentes formas de solucionarla mediante técnicas de Ingenieria del
Software. Esta tesis justifica la necesidad de introducir tanto las técnicas de ingenieria del
software como las de modelado conceptual en el campo de la gendmica. De estos objetivos
generales se extraen las siguientes preguntas, que son objeto de investigacion:
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1.4.

¢éCudles son las caracteristicas diferenciadoras de un Sistema de Informacidn para el
diagndstico genético?

éCémo seleccionar qué algoritmo de alineamiento es mejor para llevar a cabo un
diagndstico genético?

¢Coémo deben localizarse las variaciones de forma precisa en una muestra de ADN?
¢Cémo deben estandarizarse las variaciones detectadas para su posterior integracion?

Soluciéon propuesta

Las contribuciones principales de esta tesis responden respectivamente a cada una de las

preguntas investigativas planteadas en el apartado de objetivos:

1.

Los Sistemas de Informacidon Gendmicos se diferencian de los Sistemas de Informacion
normales en varios puntos: (1) la necesidad de guardar datos extremadamente
grandes, como pueden ser por ejemplo cromosomas, o secuencias de ADN, (2) la gran
desestructuracion de informacién que se encuentra en este ambito, y (3) la continua
ampliacion del conocimiento del dominio, pues cada vez existen mas herramientas
que permiten llevar a cabo nuevos estudios y descubrir o redefinir conceptos. Algunos
investigadores han propuesto [9] el desarrollo de sistemas de informacién gendmicos
(GelS) para la resolucién de las cuestiones descritas en el planteamiento del problema.
En este trabajo se presenta un nuevo enfoque para el desarrollo de GelS: el uso de
modelos conceptuales que definan y organicen los datos gendmicos de manera formal.
El modelo conceptual expuesto en esta tesis ha sido resultado de la colaboracidn
interdisciplinar llevaba a cabo con bidlogos expertos en el campo y tiene como
objetivo guiar el alineamiento de los conceptos de ambos campos.

A la hora de seleccionar un algoritmo de alineamiento de secuencias se deben tener
en cuenta varios puntos: (1) el tipo de busqueda que queremos realizar, (2) si es
necesaria la obtencién rapida de resultados y (3) los formatos de salida que queremos
tratar. Uno de los principales problemas de las herramientas que proporcionan
alineamiento de secuencias es que estan disefiadas desde el punto de vista del
problema, obviando las necesidades de los bidlogos. Debido a esto, dichos algoritmos
ofrecen soluciones al problema deseado, sin embargo no son éptimos en cuanto a la
extracciéon de la informacidon que ofrecen. Existen dos categorias de alineamiento de
secuencias, la global y la local. Dependiendo de lo que se desee analizar en una
secuencia se debera optar por una categoria u otra. Un alineamiento global fuerza al
alineamiento a ocupar la longitud total de todas las secuencias introducidas, mientras
que un alineamiento local identifica regiones similares dentro de largas secuencias que
normalmente son muy divergentes entre si. Dentro de los alineamientos locales
existen algoritmos como FASTA, BLAST o BLAT que utilizan bases heuristicas
proporcionando soluciones rapidas y buenos resultados. Para lidiar con este problema
se han estudiado las diferentes herramientas de alineamiento utilizadas en el campo
del diagndstico génico identificando sus pros y sus contras, asi como ofreciendo una
solucién de cara a la implementacién de GelS.

Existen tantas fuentes diversas que contienen variaciones, que a la hora de realizar
una busqueda puntual la tarea se vuelve costosa debido a que cada fuente estd
estructurada de una manera y posee unos estandares diferentes de representacion de
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la informacion. Asi pues la desestructuracion consecuente de la informacion conlleva
un problema importante a solventar. La necesidad de un modelo conceptual global,
que unifique conceptos en este ambito, es imprescindible. Por otra parte, la
heterogeneidad en el mundo de la genédmica no se da sélo en cuanto a las fuentes de
datos de las que se disponen y la informacién disponible, sino que también nos
topamos con cambios diferentes que tienen un mismo resultado. Nos referimos a
cambios de nucledtidos que referencian a variaciones diferentes pero que tienen
como resultado una misma mutacidn, lo que denominamos, en el contexto de esta
tesis de master, como variaciones sindnimas. Esto es debido a las repeticiones
nucleotidicas en el ADN, y por tanto a la baja variabilidad en su poblacién, asi como a
las diferentes técnicas de alineamiento disponibles para la extraccidon de variaciones
genéticas. El caso de las variaciones sindnimas repercute tanto a la hora de
documentar una variacién como a la hora de buscarla, pues es posible que teniendo el
mismo resultado que alguna otra variacién documentada, la variacion que se estd
estudiando en ese momento no corresponda con ninguna variacion en el repositorio
de informacidn. Por tanto, puede que se esté o bien duplicando informacidn, debido a
la insercidn de un mismo resultado, o perdiendo informacién, no devolviendo en un
informe genético la informacién que si se dispone. Para solventar el problema de la
busqueda de variaciones en el capitulo de variaciones de este trabajo se referencia la
parte del modelo conceptual que casa con dicho punto, ofreciendo ademds una
solucidn practica al problema de las variaciones sindnimas.

En lo referente a la documentacidn de las variaciones, cada bidlogo describe las
variaciones encontradas en su estudio como cree conveniente. Esto origina una
desestructuracién en la informacion disponible, lo cual dificulta la busqueda y
extraccion de datos de diferentes fuentes. Actualmente la sociedad Human Genome
Variation Society (HGVS) ha redactado una serie de recomendaciones tanto para la
nomenclatura de variaciones como para el contenido de las bases de datos de
mutaciones. La discusién acerca del tema de la uniformidad en la manera de describir
las variaciones gendmicas data del afio 1993, en la que se publicaron dos articulos [10,
11] que abordaban dicho tema. La documentacién de variaciones a nivel genotipico o a
nivel de ADN codificantes es trivial, sin embargo la traduccion de dicha nomenclatura a
nivel proteinico es compleja. Dentro de este punto podemos encontrarnos con casos
como los frameshifts, que son variaciones que produce un cambio en la pauta de
lectura de la secuencia. Por la naturaleza de tripleta de los codones la insercién o
eliminacion de nucledtidos puede cambiar lo que serian los grupos siguientes de
codones que preceden al cambio (incluido él mismo), lo que produciria una traduccion
completamente diferente a la original. Pese a que el frameshift en general produce
que la lectura de los codones después de una mutacidon se codifique de forma
diferente, puede haber excepciones debido a la redundancia en el cddigo genético.
Ademas el coddn de parada original no se leera, pudiéndose adelantarse o atrasarse.
La proteina que se cree podria ser anormalmente larga o anormalmente corta, y lo
mas probable es que no sea funcional. Como aportacion se ha llevado a cabo un
estudio de los problemas encontrados a la hora de formalizar la descripcidon de
variaciones siguiendo las guias de HGVS, tratando también el problema de los
frameshifts, y se ofrece una implementacion practica de la traduccidon automatica de
variaciones.
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Como solucién transversal se ha implementado un prototipo para validar las soluciones
propuestas en este apartado.

1.5. Estructura de la tesina

A fin de cumplir con los objetivos descritos, la tesina se compone como se detalla a
continuacion. En primer lugar se especifica qué es un Sistema de Informacién Gendmico y se
ofrece un capitulo de antecedentes bioldgicos, necesario para entender los términos sobre los
que se discute en este trabajo. A continuacion se realiza un estado del arte de las herramientas
utilizadas para el estudio de los diagndsticos genéticos y la explotacién de datos de diferentes
fuentes de datos. El quinto punto introduce un ejemplo ilustrativo del problema planteado,
explicando las dificultades encontradas y ofreciendo una visidn real de un ejemplo de tarea
bioldgica: la creacién de un diagndstico genético. A continuacion se pasan a comentar uno a
uno los principales problemas encontrados a la hora de integrar un Sistema de Informacién
Gendmico. Los tres capitulos que van a continuacién, siguen una estructura: estudio —
problema — lecciones aprendidas. El sexto punto introduce el problema del alineamiento de
secuencias, realizando un estado del arte de las herramientas actualmente empleadas para
llevar a cabo dicha tarea. Se explica la problematica existente, ofreciendo una posible solucion,
y se determinan las lecciones aprendidas a partir de este punto. El séptimo punto comenta la
problematica relacionada con la busqueda de variaciones y mas concretamente con lo que en
este trabajo se denomina como variaciones sindnimas. En este capitulo se ofrece una solucidn
mediante la utilizacion de modelos conceptuales y se afiade un posible algoritmo para
solucionar el caso concreto de las variaciones sindnimas. Se afiade también la relacidn
existente entre genotipos y fenotipos, y como a través de los modelos conceptuales esta
asociacién puede encontrarse facilmente. Este punto finaliza mediante la explicacion de las
lecciones aprendidas en esta fase. En el capitulo octavo se habla del problema de Ila
estandarizacién de la nomenclatura a la hora de describir variaciones. Se estudia la guia actual
HGVS para este propdsito, ofreciendo una explicacion de la problematica encontrada al
ponerla en practica y a su vez se afiade un estudio sobre como solventar los problemas
encontrados, asi como las lecciones aprendidas en este apartado. En el punto noveno de esta
tesis se comenta la puesta en practica de las lecciones aprendidas en los apartados anteriores
mediante la implementacién de un prototipo. Por ultimo se detallan las contribuciones de este
trabajo, las conclusiones, publicaciones realizadas y las lineas futuras de trabajo.
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Sistemas de Informacion Genomicos

2.1. Sistemas de Informacion y Modelado Conceptual - GelS

En todo sistema de informacién es condicidn necesaria aplicar la Ingenieria del Software segun
[12]. Uno de los aspectos mas importantes de los que se encarga la Ingenieria del Software es
el del modelado conceptual de sistemas de informacidn, lo que podria denominarse como el
disefo de estos sistemas. El concepto de sistemas de informacion aparecié sobre los afos 60.
Pese a que puede considerarse un concepto bien establecido todavia es dificil ofrecer una
definicidn precisa. Segun [12] un sistema de informacidn es un sistema que colecta, almacena,
procesa y distribuye informacidn, estando dicha definicién constrefiida a los denominados
sistemas disefiados, es decir, sistemas que son diseflados y construidos por un ingeniero y
nunca por un programador. Esta definicion debe fijar también el tipo de informacién manejada
por estos sistemas, haciendo referencia dicha informacidn a un estado de un dominio, también
llamado objeto del sistema o universo del discurso.

Los componentes de los sistemas de informacidn son tema de debate. Asumiendo una vision
de base de datos se podria decir que todo sistema de informacidn se divide en una capa de
aplicacién y una base de datos (iError! No se encuentra el origen de la referencia.). La capa de

Sisterna de Informacion

Capa de aplicacion

Base de datos

X oy

llustracién 1 Componentes de un Sistema de Informacion

aplicacion se compone de interfaces que permiten a las aplicaciones y al usuario interactuar
con los datos. La base de datos es la encargada de almacenar dichos datos.

Las funciones que tiene todo sistema de informacién, segun [12] son 3: (1) memoria, (2)
informativa y (3) activa.

La funcién de memoria tiene por objetivo mantener una representacion interna del estado de
un dominio. Esto corresponderia a la base de datos o base de informacidn, pudiendo ser esta
temporal o no temporal.
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El objetivo de la funcidn informativa sin embargo radica en llevar a cabo acciones que cambien
dicho estado del dominio, pudiéndose ejecutar como peticién del usuario o de una forma
auténoma.

Por ultimo, la funcion informativa es la encargada de proporcionar a los usuarios informacion
acerca del estado del dominio. Normalmente el usuario realiza una consulta y el sistema la
responde.

De todo esto se concluye que para que cualquier sistema de informacidn funcione como debe,
se ha de tener conocimiento sobre sus componentes, su dominio y las funciones que éste debe
llevar a cabo. En el campo de los sistemas de informacidn esto es lo que se denomina esquema
conceptual, y es el producto final de todo modelo conceptual.

2.2. Qué esun GelS

Podemos definir un Sistema de Informacién Gendmico (SIGe o GelS en inglés [Genomic
Information System]) como todo aquel sistema de informacién capaz de integrar, almacenar,
editar, analizar, compartir y mostrar informacion gendmica. Esto se lleva a cabo mediante la
integracion organizada de hardware, software y datos gendmico disefiada para capturar,
almacenar, manipular, analizar y desplegar en todas sus formas dicha informacién gendmica.
Las diferencias existentes con un Sistema de Informacién normal son:

e La necesidad de almacenar datos extremadamente grandes, como lo pueden
ser las secuencias gendmicas.

e Ladesestructuracion de informacion existente en el dominio de la gendmica.

e La continua evolucién del dominio.

Todo GelS debe disponer de un sistema automadtico de extraccién y actualizacion de
informacidn de diferentes fuentes de datos. Del mismo modo, en todo GelS los métodos de
busqueda y recuperacidon de datos han de ser eficientes y faciles de usar, permitiendo la
realizacion de preguntas combinadas que de otra forma serian dificiles de ejecutar y contestar.

Todo GelS bien formado debe definir y contener la estructura basica de un gen y sus
caracteristicas con el mayor detalle posible, dentro de estos elementos caben destacar: los
alelos que lo definen, los intrones y exones de cada uno de sus transcritos, asi como las
variaciones que pueden estar asociadas a cada uno de ellos, su fenotipo asociado y la
bibliografia en la que se registraron dichas variaciones.

El punto clave en un GelS es la integraciéon de diversa informacién a un formato comun,
concordante con la estructura comentada en el parrafo anterior, valido para ser utilizado en
otros proyectos incrementando la utilidad de las bases de datos de estos sistemas de
informacién compardndola con la utilidad ofrecida por los buscadores web.

Los GelS son utiles tanto para bioinformaticos como para estudiantes que busquen relaciones
entre datos gendmicos, como por ejemplo relaciones del tipo genotipo-fenotipo, de modo que
dichos estudios se pueden llevar a cabo de manera mas sencilla.
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2.2.1. Necesidad de un esquema conceptual en un GelS

El esquema conceptual es la representacion de los requisitos informales de un sistema de
informacién en términos de una descripcidon formal y completa, pero independiente de todo
criterio de implementacién. Esta descripciéon formal se obtiene utilizando un modelo
conceptual cuyo resultado es el esquema conceptual.

El esquema conceptual siempre ha de existir en el desarrollo de sistemas de informacidn, en lo
Unico en que puede variar es en su forma [12]. Un esquema conceptual puede por ejemplo ser
mental y existir tan sélo en la mente del disefiador, o puede ser explicito. Este ultimo se
construye mediante un lenguaje de modelado como puede ser UML [13] o el modelo entidad
relacion [14].

El esquema conceptual proporciona la integracion necesaria entre los componentes del
sistema de informacidn, sin esta integracién el sistema de informacion se veria fragmentado y
el reto de mantener la consistencia del sistema se dejaria a cargo de los actores humanos.
Desafortunadamente es bien conocido que la intervencidén humana es costosa, se convierte en
una fuente continua de errores y lleva a la creacion de sistemas de baja calidad.

Tanto la modularidad como la evolucién son dos de las propiedades basicas de un sistema de
informacidn, y la existencia de un esquema conceptual subyacente a este sistema ayuda a
incrementar eficientemente su gestion. Ignorar las técnicas de modelado conceptual a la hora
de disefiar un sistema de informacién gendmico provocaria que todos los problemas, que se
producen en los sistemas de informacién convencionales, se trasladasen a este dominio.

Es por ello que en este capitulo se presenta el esquema CSHG [15, 16], comentado en el
capitulo de especificacién de requisitos mas adelante. El principal objetivo de este esquema
conceptual es el de establecer una conexién entre el campo gendmico y el dominio del
desarrollo de sistemas de informacion.

Una de las caracteristicas principales del dominio genémico es su heterogeneidad. Unificar los
conceptos principales de este campo no es una tarea sencilla. Ademas existe la complicacion
de que el conocimiento en este campo se encuentra todavia en desarrollo y sus conceptos
estan continuamente evolucionando, lo cual complica la organizacion de toda la informacidn
gendmica disponible.

Las bases de datos gendmicas se ven afectadas por el problema de la heterogeneidad. En este
campo, cada base de datos captura los conceptos segln la interpretacion y la terminologia de
un bidlogo. Sin embargo, existen diferentes definiciones para el mismo concepto; por ejemplo,
una variacién en una secuencia de ADN puede ser referenciada bajo los términos: variacion,
mutacion, polimorfismo o SNP [17]. Pese a que todos estos términos representan mas o
menos el mismo concepto, existen ligeras diferencias entre ellos. El problema de Ila
representacion heterogénea de datos puede solucionarse mediante el uso de modelos
conceptuales, como algunos trabajos proponen [18]. El desarrollo de un modelo conceptual
para representar el genoma humano es una aproximacién util para entender un dominio tan
complicado como el de la gendmica, ya que se definen conceptos precisos y se relacionan
entre si. Si en un futuro se descubren nuevos conceptos, relaciones o cambios, éstos podran
incorporarse al modelo facilmente.
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El esquema conceptual que se presenta aqui es preciso con los conceptos gendémicos y los
principios de los sistemas de informacién, ya que ha sido desarrollado por ingenieros de
software y bidlogos especializados en el campo gendmico. El esquema presentado en esta
seccion se centra en la descripcidn de variaciones gendmicas, siendo un extracto del esquema
conceptual CSHG.

* Gene 1
1
Allele
AN | 3
Allelic Variant "1 |Allelic Reference Type| 1 1.7 Certainty
-sequence (derived) - siring quence : siring K o———————
4 0.t " . 1 1.f
q
Bibliography Referance E—
|id ==pid>> Variation Phenotype
-title Hid_wvariation @ int 2
-authors -description : string
-abstract * +  pid_varation_db : string
-publication
1 Description
Bibliography DB | |
-Bibliography Name DB <<oid>> Imprecise Precise
rURL ~descriplion : sting | |-position ©int
Effect
Murtart MNeutral Polimorphism | |Unknown consegquence Insertion Deletion Indel Inversion
Feequence ; string | Fbases : int Hins_sequence : string | Fbases : int
l-repetition : int Lins_repetifion © int
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llustracion 2 Esquema conceptual para representar las variaciones

En la llustraciéon 2 se muestra el esquema conceptual propuesto. En la parte superior de la
figura se definen las clases (1) Gene y Allele. La entidad Gene modela el concepto genérico de
gen mientras que la entidad Allele representa las instancias individuales de un gen. La clase
Allele tiene dos especializaciones: Allelic Reference Type y Allelic Variant. La primera
especializacion modela la secuencia de referencia que deifene un gen universal que sera
utilizado para propdsitos comparativos. Estas secuencias de referencia son extraidas a partir
de fuentes de datos confiables como RefSeqGene. La segunda especializacion representa una
secuencia de ADN de un individuo que contendra multitud de variaciones con respecto al alelo
de referencia.
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Cada variacién encontrada a partir del proceso de comparacién llevado a cabo sobre una
secuencia, es modelada mediante la entidad Variation. Esta entidad almacena todas las
variaciones documentadas en la literatura gendmica que estan asociadas a alguna enfermedad
0 a cambios normales debidos a la naturaleza intrinseca de un individuo. A su vez, dicha
entidad tiene asignados dos grupos diferentes de especializacion. El primero corresponde a la
descripcién de la variacidon y se compone de dos especializaciones: la entidad Precise, que
definen aquellas variaciones de las que se puede representar la posicion donde ocurrieron, y la
entidad Imprecise, que hace referencia a aquellas variaciones cuya posicién no estd
especificada y de las que no tenemos detalles. Las variaciones precisas se clasifican a su vez en
cuatro entidades, dependiendo del tipo de cambio que se ha originado: a) Insertion, son
aquellas variaciones en las que ha habido una insercidn de nucledtidos con respecto a la
secuencia de referencia, b) Deletion, hace referencia a los cambios compuestos por la
eliminacion de algun nucledtido con respecto al alelo de referencia, c) Indel, son aquellas
variaciones en las que se ha producido una insercidén y a su vez una eliminacién de nucleétidos,
y d) Inversion, que vienen dadas por aquellas variaciones en las que ha habido una inversion de
posicién de nucledtidos. Un indel puede ser categorizado como un SNP si ocurre al menos en
un 1% de la poblacidn. El segundo grupo consiste en tres especializaciones: Mutant, que
representa a las variaciones que estan relacionadas con alguna enfermedad, Unknonw
Consequence, hace referencia a aquellas variaciones cuyo efecto no ha sido todavia
descubierto, y Neutral polimorphism, que son las variaciones de las que se conocen sus
consecuencias pero no estdn asociadas a ninguna enfermedad.

Una variacién especificada en nuestro esquema tiene siempre asociado un fenotipo, que estd
modelado por la entidad Phenotype (3). La entidad Certainty especifica la probabilidad de que
un fenotipo pueda mostrarse a causa de una variacidon concreta en un genotipo. En caso de
que se encuentre una asociacidn entre un genotipo y un fenotipo, es esencial saber
informacién sobre la referencia bibliografica y la base de datos original en donde el
descubrimiento fue descrito. Esta informacidon se representa a través de las entidades
Bibliography Reference y Bibliography DB respectivamente (4).

Asi pues el esquema aqui presentado mejora la descripcion del dominio, en este caso centrado
en el proceso que va desde la secuencia de ADN a las variaciones que esta secuencia pueda
tener y las implicaciones que éstas pueden tener en el fenotipo expresado a partir de ese
genotipo.
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Antecedentes bioldgicos

Dado que este trabajo se encuentra entre dos disciplinas tan diferentes como la informética y
la biologia, es innegable la necesidad de la existencia de un capitulo que aborde los temas
bioldgicos mas relevantes a la hora de conseguir una comprension completa de los temas aqui
tratados.

3.1. Gendmica

Todos los organismos estan compuestos de una o mas células, en concreto el cuerpo humano
esta formado por 10 billones de éstas. La célula es la unidad morfolédgica elemental y funcional
de los seres vivos. Las células desarrollan funciones especificas que en conjunto hacen posible
que el organismo del individuo que constituyen funcione correctamente [19]. Cada célula
posee una zona llamada nucleo en donde se almacena toda la informacién genética de un
organismo, dicha informacion se encuentra en el genoma.

El genoma (llustracion 3) se compone del conjunto completo de moléculas de ADN que
componen un organismo y su tamafio puede variar de un organismo a otro. El genoma mas
pequefio conocido de un organismo de vida libre (una bacteria) contiene alrededor de 600.000
pares de bases. El genoma humano, ese gran libro de la vida que contiene las instrucciones
gue determinan las caracteristicas fisicas y en parte psicolégicas e intelectuales del individuo,
tiene alrededor de 3 millones de bases.

Genoma ' )

Cromosoma

llustracion 3 De la célula al gen

3.1.1. ADNy cromosomas
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El material hereditario no se encuentra disperso por todo el nucleo celular sino que estd
agrupado en una macromolécula que recibe el nombre de acido desoxirribonucleico (ADN). En
el ser humano, todas sus células, contienen en el nucleo este acido en forma de 23 pares de
cromosomas que constituyen su cariotipo. Los cromosomas se agrupan por pares debido a que
el ser humano es un organismo diploide y cada uno de los cromosomas homdlogos son
provenientes de uno de los progenitores.

El ADN es el encargado de controlar todos los procesos celulares, tales como la alimentaciodn,
la reproduccién celular o la transmisién de caracteres de padres a hijos.

En el nicleo de cada célula humana, hay 46 cromosomas agrupados en 23 pares de
homdlogos. En cada cromosoma hay un nimero determinado de genes. Cada gen contiene
informacidn para sintetizar una o mas proteinas.

Cada uno de los cromosomas, estan formados por cromatina, compuesto que incluye al ADN y
proteinas histonas (llustracion 4). En su estado natural el cromosoma esta dispuesto como una
fina hebra dentro del nucleo celular. Durante la mitosis, los cromosomas pliegan dicha hebra
formando la estructura necesaria para la replicacion. En esta nueva configuracién se reconoce
una zona mas compacta que recibe el nombre de centrémero. Mediante este centromero, y
estableciendo la disposicion del mismo a lo largo de la estructura, es como se puede identificar
cada pareja de cromosomas. A las terminaciones finales de los cromosomas se les denomina
telémeros.

. X ,"'_.-- SECCHN COnden e

del cromoacma R

& L. Q¥
b - % o

< i \ .
: - ket &
? - =

T =
; - Ky
3 e [~
A i i

e = fibra de crosaling

PR < lun MR
=rpagquatados 1
H PO S la Crofmaling
o “tsdilah S iokadis”

SO

N

Croamasorma

Jir Buieli 1]
&n metalase secoion extendida dobile hilice de Dk,

] Eromoioma

llustracidén 4 Estructura cromosoma

Cada cromosoma es una Unica molécula de ADN que, a su vez, esta formado por millares de
nucledtidos. El ADN altamente plegado es lo que forma la estructura del cromosoma.

La molécula de ADN esta formada por dos largos filamentos, cada uno de ellos es una
secuencia de nucledtidos, que se enrollan entre si para dar lugar a una doble hélice parecida a
una escalera de caracol. La parte lateral o “barandilla” de la escalera estd formada por
azucares (desoxirribosa) y fosfatos y los peldafios son pares de bases. Las cuatro bases
nitrogenadas son: la adenina (A), la guanina (G), la citosina (C) y la timina (T). Para conseguir
tener esta estructura de doble hélice, la adenina se empareja siempre con la timina (A-T, T-A) y
la citosina se empareja siempre con la guanina (C-G, G-C). Ya que el esqueleto azucar-fosfato
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es siempre igual, el tipo de nucledtidos y el orden en que se disponen, denominado secuencia,
es la manera de escribir la informacidn genética con un alfabeto de 4 letras. Este hecho
permite representar el ADN de un cromosoma como una doble secuencia de caracteres
formada por estas cuatro letras A, G, C, T. Asi, cada cromosoma es un par de secuencias
complementarias de nucleétidos: la cadena con sentido o codificadora que se lee de izquierda
a derecha en direccion de 5’ a 3’; y la cadena antisentido o anticodificadora que dirige la
sintesis del ARN y se lee de derecha a izquierda, en direccién de 3’ a 5’. Como las secuencias
son complementarias, si se tiene una de las dos secuencias se puede obtener la otra.

La molécula de ADN tiene la capacidad de desdoblarse, servir como molde y dar lugar a otra
molécula idéntica, asi es como pasa la informacidn genética de padres a hijos.

3.1.2. Elgeny su estructura

Un gen es una secuencia lineal de nucleétidos de ADN, siendo ésta un fragmento de la
secuencia total, que es fundamental para una funcién especifica, pudiendo ser por ejemplo el
desarrollo o el mantenimiento de una funcién fisioldgica normal. La secuencia en que se hallan
los nucledtidos es lo que diferencia unos genes de otros.

En un cromosoma se encuentran alineados muchos genes. Cada uno ocupa una posicion
determinada en el cromosoma denominada locus. En general, se llama gen al fragmento de
ADN que lleva la informacién necesaria para la sintesis de una proteina. Es importante resaltar
que, si bien el ADN es donde se almacena la informacion genética de un organismo, las
proteinas son las que ejecutan dicha informacién ya que son las moléculas fundamentales para
todos los aspectos estructurales y de actividad celular.

Exén 1 Exén 2 Exon 3

Promotor Intrén 1

Gen (ADN) §%4™)

dl?@ﬁ )

Transcripcion

$
Transcrito primario (ARN) - _ _ -

l' Splicing
Transcrito maduro (ARNm) - -

‘ Sintesis de la proteina

Proteina ’M

llustracién 5 Estructura de un gen y fases para la sintesis de la proteina

En general, los genes son las secuencias que serdn transcritas en proteinas (llustracién 5). Los
genes poseen diferentes nimeros de nucledtidos en sus secuencias vy, por lo tanto, cada gen
debe ser localizable dentro del cromosoma al que pertenece para poder utilizar la informacion
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genética que posee. El inicio de un gen viene marcado por su promotor, que es aquella
secuencia de ADN que indica a las enzimas de transcripcién dénde se debe empezar a traducir
dicho gen. Del mismo modo, existe una secuencia de ADN que indica donde termina la
secuencia transcribible, el terminador. Una unidad de transcripcién es por tanto el conjunto
formado por un gen, su promotor y su terminador.

La informacidn genética constituye un mosaico en los que la informacién util contenida en los
exones es interrumpida por secuencias no codificantes, aparentemente inutiles, llamadas
intrones.

3.1.3. EIARN

El Acido Ribonucleico o ARN es la molécula que dirige las etapas intermedias de la sintesis de
las proteinas. Esta molécula se encarga de llevar la informacion que determina la estructura de
las proteinas. El ARN estd formado por una cadena de nucleétidos, como ocurre con el ADN,
sin embargo la molécula de azucar del ARN contiene un atomo de oxigeno y la timina (T) que
aparecia en el ADN desaparece, dejando paso a la base uracilo (U).

Existen tres tipos de ARN: (1) el ARN ribosémico (ARNr) se encuentra en los ribosomas
celulares (estructuras especializadas situadas en los puntos de sintesis de proteinas), (2) el ARN
de transferencia (ARNt) que es el encargado de llevar los aminoacidos a los ribosomas para
incorporarlos a las proteinas, y (3) el ARN mensajero (ARNm) que lleva una copia del cddigo
genético obtenida a partir de la secuencia de bases del ADN celular, especificando la secuencia
de aminodcidos de las proteinas. Los tres tipos de ARN se forman a medida que son
necesarios, utilizando como plantilla secciones determinadas del ADN celular.

3.2. Transcripcion del ADN

La transcripcion del ADN es el proceso mediante el cual se transfiere la informacidn contenida
en la secuencia del ADN hacia la secuencia de proteina utilizando diversos ARN como
intermediarios. Durante la transcripcion, las secuencias de ADN son copiadas a ARN mediante
una enzima llamada ARN-polimerasa que sintetiza un ARN mensajero manteniendo la
informacién de la secuencia del ADN. Este proceso también se llama sintesis del ARNm.

Hebra no mold
ARN polimerasa eora flo moide

\ Ribonucledtido

Hebra molde

-
Direccion de la transcipcion

llustracidn 6 Proceso de transcripcion (imagen modificada de Pearson Education)
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En el proceso de la transcripcion intervienen (1) una secuencia de ADN, que actia como
molde, (2) los ribonucleétidos trifosfato, que son las moléculas que forman el ARN (A,G,Cy U)
y (3) la ARN-polimerasa, tal y como se ve en la llustracion 6.

La transcripcién del ADN consta de varias fases:

¢ Iniciacion. La ARN-polimerasa se une a una zona determinada delante del gen que se
quiere transcribir, lo que denomindbamos como promotor. A continuacion se separan
las dos hebras del ADN, iniciandose el proceso de copia del ADN a ARNm.

e Elongacidn. Se afiaden los ribonucleétidos complementarios al ADN en sentido de 3’ a
5’. Se selecciona el ribonucledétido complementario a la base de la hebras molde.

e Terminacién. La ARN-polimerasa llega a la regidén terminadora que indica el final de la
transcripcién. Por tanto la ARN-polimerasa se separa del ARN transcrito y se cierra la
doble hélice. Una vez finaliza la transcripcion, se afiade al ARN resultante una cola de
unos 200 nucleétidos de adenina, la cola de poli-A, con lo que queda formado el ARN
precursor del ARNm o transcrito primario.

e Maduracién del ARN. En esta fase se eliminan los intrones, y se unen entre si los
exones a través de unas enzimas llamadas ARN-ligasas. Este proceso de eliminacion de
intrones y unién de exones se denomina splicing. A veces un mismo transcrito primario
o pre-ARNm puede madurar de diversas maneras, permitiendo que con un solo gen se
obtengan varias proteinas diferentes; a este fendmeno se le llama splicing alternativo.

El resultado final de la ejecucién de estas fases es la construccion de la molécula de ARNm.
Esta molécula es capaz de traspasar la membrana nuclear y viajar por el citoplasma hasta
llegar al ribosoma celular en donde participard en el proceso de traduccién o sintesis de
proteinas.

3.3. Sintesis de proteinas, traduccion del ARN.

Las proteinas estan formadas por una secuencia de aminodcidos. Los aminodcidos son
macromoléculas constituidas por un grupo amino y un grupo carboxilo. La secuencia de
aminodacidos que constituyen una proteina es importante ya que determinan la estructura
tridimensional de ésta y se determina, por tanto, su funcion.

Para que la proteina cumpla su funcién ha de ser sintetizada. Para ello, una vez el ARNm ha
madurado y alcanzado a uno de los ribosomas, esta preparado para comenzar el proceso de
traduccién del ARN o sintesis proteica. Este proceso toma como entrada el ARNm y genera
como resultado una proteina funcional.

Para llevar a cabo el proceso de traduccidn es necesaria la existencia de una correspondencia
entre los nucleétidos que constituyen el ARNm y los aminoacidos que forman una proteina.
Dicha correspondencia se conoce como cédigo genético y viene el ARNt es el encargado de
llevarla a cabo. El cddigo genético establece la correspondencia entre un aminoacido y la
tripleta de nucledtidos adyacentes que lo formaran. Esta tripleta de nucledtidos recibe el
nombre de coddn. Como consecuencia de esta correspondencia y dado que cada nucleétido
tiene cuatro posibles valores, podrian llegar a existir 64 (4°) posibles aminoacidos, sin embargo
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en las proteinas tan sélo se encuentran 20 aminoacidos diferentes (llustracion 7). Es por esto
que se dice que el cddigo genético es degenerado, ya que un mismo aminodcido puede ser
codificado por diferentes codones. Ademds, a esto hay que afadir que tres de las
combinaciones no representan un aminodacido ya que son la marca o codén de parada, que
indica donde debe parar la traduccién. El codén que representa la Metionina a su vez
representa el coddn de inicio o punto en que debe de comenzar la traduccién de la secuencia.
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llustraciéon 7 Cédigo genético, correspondencia entre codones y aminoacidos

3.4. Mutaciones y variaciones

Las células poseen una maquinaria muy sofisticada y precisa que permiten realizar copias
perfectas de una molécula de ADN, existen incluso diversos sistemas que desechan aquellas
copias que hayan sido finalizadas correctamente. No obstante, en ocasiones ocurren ciertos
fallos que son desapercibidos por dichos mecanismos de reparacion y estos cambios no son
eliminados pudiendo llegar a cambiar la informacidn que se transmite a la molécula de ARN.

El término mutacion aparecié en el afio 1901 cuando Hugo Marie de Vries lo definié como un
cambio que no se ha producido en generaciones precedentes en la informacion bioldgica. Sin
embargo, actualmente con el conocimiento del que se dispone éste término ha sido redefinido
ya que no todos los cambios producidos en la informacidn biolégica afectan igual al individuo
qgue los presenta. De hecho, los individuos de una especie no poseen exactamente el mismo
genoma y por tanto su informacién bioldgica es diferente. Es por ello que se ha definido el
término variacion como todo aquel cambio en una secuencia de ADN de un individuo con
respecto a su especie. Estas variaciones son las que proporcionan la diversidad existente entre
las diferentes especies, por ejemplo la existencia de diferentes tonos de piel en la especie
humana.
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El término mutacién se define entonces como alteraciones heredables que cambian la funcion
genética. Una variacién no tiene por qué ser una mutacion, sin embargo toda mutacién es una
variacion.

Las mutaciones pueden clasificarse, segun la alteraciéon que provocan, de tres maneras
diferentes, (1) estructurales, si la mutacidn se ha producido a nivel del cromosoma, (2) génicas,
cuando la mutacién se ha producido a nivel del gen, y (3) numéricas, cuando alteran el nimero
de cromosomas.

Las mutaciones no pueden localizarse en cualquier parte del genoma, sino que estdn
localizadas en las secuencias de los genes, ya que son éstos los que intervienen en el proceso
de sintesis de proteinas.

Dentro de las mutaciones genéticas, localizadas en el ADN, si se tiene en cuenta el cambio que
se ha producido éstas se pueden clasificar como:

e Sustituciones. En ocasiones también son Ilamadas mutaciones puntuales
Normalmente, la variacién se produce en un Unico nucleétido, reemplazandolo por otro.

e Inserciones. Son aquellas en las que una o varias bases adicionales se introducen en la
secuencia de ADN.

Deleciones o borrados. Ocurren cuando una base o varias bases de la secuencia se
eliminan.

¢ |nversiones. Cuando una seccién del cromosoma se encuentra en la secuencia de
forma invertida.

e Translocaciones. Se originan cuando un segmento de cromosoma se intercambia o se
traspasa a otro cromosoma.

Indels. Este tipo de cambio se produce cuando un segmento de la secuencia se elimina y
en su lugar se inserta una nueva cadena de nucledtidos.

Se debe indicar que en el ambito de la biologia se llama delecidn a la eliminaciéon de una o mas
bases de una secuencia, aunque en términos de castellano puro se deberia hacer referencia a
este cambio como borrado.

Normalmente cuando la variacidon ocurre dentro de un gen, tanto en las inserciones como en
los borrados, se produce un cambio en la pauta de lectura. Durante la traduccion se da la
lectura del ARNm en grupos de tres nucleétidos (coddn), por eso cuando una o dos bases se
insertan o se borran se cambia el marco de lectura, lo que se conoce en biologia como
frameshift. Este cambio en la pauta de lectura tiene como consecuencia una interpretacién
totalmente distinta de lo que codifica el ARNm y como consecuencia se origina una secuencia
de aminoacidos totalmente diferentes a los traducidos inicialmente.
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3.5. Relacion genotipo - fenotipo

Se define genotipo al conjunto de genes que presenta un individuo. Estos genes determinan en
gran parte las caracteristicas que tiene un ser vivo. Sin embargo el hecho de que un individuo
tenga un determinado gen no implica que éste vaya a expresarse, esto dependera de la
caracteristica recesiva o dominante que el gen en cuestién tenga.

Al conjunto de caracteres morfolégicos, funcionales, bioquimicos, conductuales, etc.,
presentados en individuo que se comenta en el pdrrafo anterior es a lo que se le denomina
como fenotipo. Gran parte del fenotipo es hereditario, correspondiendo a las caracteristicas
gue un ser vivo recibe de sus progenitores. Sin embargo, no todo el fenotipo es hereditario, ya
que depende en gran parte del ambiente donde el individuo vive. Por ejemplo, el que una
persona tenga una cicatriz en la cara es obviamente una caracteristica fenotipica, pero ésta no
es hereditaria.

Por tanto queda latente la relacion existente entre el genotipo que tiene un ser vivo y la forma
en que éste se expresa, su fenotipo.
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Estado del arte

Uno de los objetivos mas importantes de la bioinformatica es el de la explotacion de datos
provenientes de diversas fuentes dispares que contienen informacidn biolégica heterogénea.
La integracidn de datos es el desencadenante que permitird llevar a cabo el analisis de datos
bioinformaticos y descubrir las relaciones cientificas que pueda haber entre ellos.

Todo esto ha llevado a la creacidén de diferentes herramientas, tanto en entornos académicos
como industriales, que tratan de cubrir en mayor o menor medida estos objetivos. A
continuacion se describen algunas de ellas. Estas han sido elegidas debido a su proximidad con
el drea referida al diagndstico génico asi como, algunas de ellas, por sus aportaciones en
cuanto a las relaciones fenotipicas y la bibliografia que aportan.

4.1. Atlas

El sistema Atlas [20] es un almacén de datos bioldgicos que integra y guarda localmente
secuencias bioldgicas, interacciones moleculares, informacion de homdlogos, anotaciones
funcionales de genes, y ontologias bioldgicas. Atlas tiene como meta proporcionar tanto
acceso a la informaciéon como una infraestructura software para la investigacion en el campo
de la bioinformatica.

El sistema Atlas se basa en el modelo relacional. La informacidn almacenada acorde a un
conjunto de modelos relacionales, se gestiona a través de consultas SQL que son
implementadas mediante varias APIs (Application Programming Interface). Los métodos de
dichas librerias API son utilizados para construir un conjunto de aplicaciones, que analizan y
cargan las fuentes de datos de origen en la base de datos de Atlas.

Atlas almacena e integra localmente instancias de diversas fuentes de datos heterogéneas:
GenBank, RefSeq, UniProt, Human Protein Reference Database (HPRD), Biomolecular
Interaction Network Database (BIND), Database of Interacting Proteins (DIP), Molecular
INteractions Database (MINT), IntAct, NCBI Taxonomy, Gene Ontology (GO), Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM), LocusLink, Entrez Gene y HomoloGene. La integracién de datos se
realiza a dos niveles. En el primero, Atlas almacena los datos de tipos similares utilizando para
ello modelos de datos comunes y reforzando las relaciones entre tipos de datos. En el segundo
nivel, la integracidn se realiza mediante la combinacién de APls, ontologias y herramientas.

Con todo esto se han desarrollado herramientas que aprovechan los métodos de las APls, para
facilitar las demandas de los usuarios finales que van desde consultas sencillas de tipos de
datos hasta consultas complejas con la intencidn de relacionar interacciones moleculares entre
especies. Asi pues, Atlas estd visto para ser utilizado tanto por bidlogos como por
desarrolladores software.

El sistema Atlas estd compuesto por cinco partes importantes: (1) fuentes de datos, (2)
sistemas ontoldgicos, (3) modelos de datos relacionales, (4) APIs y, (5) aplicaciones (llustracion
8).
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llustracion 8 Arquitectura Atlas

e Los datos que se integran en el sistema, primero se descargan como archivos de datos
de los repositorios fuente (Data Source).

e Los archivos son analizados y cargados en la base de datos relaciona MySQL de Atlas
(Loaders).

e Las bases de datos de Atlas estan agrupadas por temas bioldgicos (Atlas Data Bases).

e La capa de recuperacién (Retrieval) muestra las diferentes interfaces de las bases de
datos. Los datos pueden ser explotados tanto utilizando un cliente MySQL y consultas
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SQL, como a través de los APIs y las aplicaciones implementadas en el Toolbox de
Atlas.

En lo que respecta a las APIs existen dos tipos: (1) la de carga, utilizadas tanto para la creacion
de herramientas de carga de bases de datos como para poblarlas y, (2) la de recuperacion,
cuya funcién es la de recuperar la informacién de la base de datos y serd utilizada en las
aplicaciones de explotacion de datos.

En lo referente a este proyecto, es la API de recuperacion de datos la que nos interesa ya que
es ésta la que se utiliza en las aplicaciones Toolbox de Atlas. Esta API estd programada en tres
lenguajes: C++, Perl y Java. Estd construida mediante metodologias orientadas a objetos,
empleando objetos para representar todo, desde las conexiones a la base de datos de bajo
nivel hasta las estructuras de datos mdas complicadas. El codigo fuente se ofrece bajo la licencia
GPL.

La Toolbox de Atlas es una coleccién de aplicaciones que utilizan el APl implementado en C++
para llevar a cabo la explotacién de la informacion de la base de datos. Las aplicaciones son las
herramientas basadas en linea de comandos Unix. Son aplicaciones dirigidas al usuario final y
por tanto no requieren de ningln conocimiento de programacién para su utilizacion. Dichas
aplicaciones permiten la recuperacién de una secuencia a partir de su accesion number o su
Gl, la recuperacién de secuencia de todos los organismos que se encuentren por debajo de un
nodo dado en el arbol de la taxonomia de NCBI, la recuperacion de caracteristicas a partir del
Gl o el accesion number, etc.

Atlas ofrece flexibilidad en la integracidn y explotacién de los datos. Los usuarios pueden
acceder a los datos ya sea a través de SQL, las API o aplicaciones a nivel de usuario final.
Algunas de las utilidades que ofrece el sistema Atlas son las que se describen en los siguientes
puntos.

4.1.1. Single record queries

Lo que son las consultas de registro simple. Son las consultas mas simples que se puedan
hacer. El usuario puede introducir un nimero de acceso de GenBank o RefSeq y obtener la
secuencia asociada a éste en diversos formatos: Fasta, GenBank o ASN.1. También se pueden
obtener caracteristicas con respecto a una secuencia del mismo modo.

4.1.2. Genome annotation

Ofrece herramientas para generar datos para el andlisis del genoma, asi como un modelo de
datos para el almacenamiento de las caracteristicas bioldgicas
gue se han anotado en las secuencias.

4.1.3. Inference of proteine-proteine interactions

Dadas las nuevas asociaciones de la informacion extraidas de Atlas, estas han suministran un
particular uso para el prototipo de un sistema que infiere las interacciones a través de las
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especies. Con Atlas es posible recuperar interacciones que se saben se han producido en una
especie para otra especie, mediante la integracién de grupos de datos que ocurren bajo una
consulta y mediante la utilizacién de las APls y herramientas que hacen estas consultas mucho
mas sencillas.

4.1.4. Disease-gene associations

El sistema Atlas esta siendo utilizado en este sentido, por ejemplo, para determinar genes
homdlogos en distintas especies (ortdlogos). Concretamente en los genes de la levadura que
estan implicados en enfermedades humanas. Lo que se estd infiriendo es que los genes
humanos para los cuales hay un ortdlogo en la levadura representan los genes principales que
son candidatos a ser agentes de enfermedades humanas.

4.2, SIFT

Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) [21] es un programa que predice, mediante el uso de
secuencias homdélogas, si una sustitucion de un aminodcido (AAS: Amino Acid Substitution)
afecta a la funcidn de la proteina potencialmente provocando una alteracion en el fenotipo.
SIFT se ha aplicado a las bases de datos de variaciones humanas pudiendo diferenciar, en
estudios de mutagénesis y en polimorfismos humanos, entre cambios de aminoacidos muy
deletéreos y polimorfismos neutros.

La idea en la que se basa SIFT es que un nsSNP (non-synonymous single polymorphism), que
ocurre en un determinado gen, puede causar una sustitucion en un aminoacido en la
correspondiente proteina que se produce, y por tanto afectard al fenotipo del organismo. Las
variaciones no sindnimas constituyen mds del 50% de las mutaciones conocidas que estan
involucradas en las enfermedades hereditarias en humanos.

Segln los creadores de SIFT su uso debe ser como una guia a seguir para futuros
experimentos, pero no para el uso clinico en el diagndstico de enfermedades. Sin embargo, la
habilidad de SIFT para distinguir entre sustituciones deletéreas y neutras hace que SIFT pueda
utilizarse como una herramienta de prediccion.

El funcionamiento de SIFT (llustracién 9) se basa en la toma de una secuencia de estudio y el
uso de multiples alineamientos de informacion para predecir substituciones deletéreas o
toleradas en cada una de las posiciones de la secuencia estudiada. SIFT lleva a cabo un
procedimiento por pasos que: (1) busca secuencias similares a la dada, (2) elige las secuencias
gue mas se acercan a ésta y que por tanto pueden compartir un funcionamiento similar, (3)
obtiene el alineamiento de estas secuencias elegidas, y (4) calcula probabilidades normalizadas
para todas las posibles sustituciones del alineamiento. Las posiciones cuyas probabilidades
normalizada son menores que 0.05, son catalogadas como deletéreas o malignas. Las
posiciones cuyo valor es mayor al 0.05 son predichas como toleradas. Los alineamientos y la
busqueda de secuencias parecidas se hacen mediante la utilizacion de la herramienta BLAST
[22] de NCBI en su version para proteinas.

Existen tres versiones diferentes de la herramienta SIFT:
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e SIFT Genome Tools: Herramienta de predicciones para una serie de cromosomas con
su posicion y alelos asociados.

e SIFT Batch Tools: Permite realizar predicciones para multiples proteinas y sus
sustituciones.

e SIFT Single Protein Tools: Ofrece predicciones detalladas para una Unica proteina y sus
sustituciones.

El uso de cada funcionalidad depende del tipo de analisis que se quiera llevar a cabo y del tipo
de informacién de entrada que se desee utilizar.

2. SIFT busca
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i b aiisaa secuencias relacionadas
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=FASTA header q
IRBRLAPMD
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5. SIFT hace
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llustracién 9 Algoritmo SIFT para la puntuacion de AASs

En la llustracién 10 se muestran graficamente los tres tipos y las herramientas que se
encuentran en cada uno de ellos.

A continuacién se detallan las diferentes herramientas que se encuentran dentro de las de tipo
de prediccidon de multiples proteinas.
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4.2.1. SIFT Batch Protein

Esta herramienta es utilizada cuando el usuario quiere realizar un andlisis de multiples
proteinas con predicciones de nsSNPs (non-synonymous single nucleotide polymorphism) de la
base de datos de dbSNP [23] (single nucleotide polymorphism database) o sustituciones
elegidas por él mismo.

Como entrada de datos, esta herramienta soporta una lista de identificadores de proteinas
(RefSeq o GI) y una lista opcional de sustituciones asociadas a cada una de las proteinas
referenciadas. Esta entrada puede llevarse a cabo manualmente o a través de la carga de un
fichero.

Existen dos pardmetros que se pueden manipular por el usuario. El primero es la seleccion de
las secuencias relacionadas con la proteina que SIFT obtiene a través de la busqueda realizada
por el algoritmo BLAST. Este tiene dos opciones disponibles (1) best hits, que se refiere a las
secuencias con mayor similitud y (2) all hits, opcidon que escoge los mejores 100 resultados
ordenados por su puntuacion. El segundo pardmetro es el del porcentaje de similitud, que
permite ocultar secuencias altamente parecidas a la de entradas. Su valor por defecto suele
ser del 90%.
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llustracion 10 Herramientas SIFT

El tiempo estimado de respuesta, con una lista de unas 1000 proteinas, es de 5 a 10 minutos.
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4.2.2. SIFT dbSNP

El uso de esta herramienta esta destinado al conocimiento de predicciones conocidas de SNP
qgue se encuentran en la base de datos de dbSNP. Esta herramienta tarda entre 2 y 3 minutos
en ejecutarse para una entrada de una lista de 1000 rs IDs.

4.2.3. SIFT Blink

Esta herramienta se utiliza a fin de obtener predicciones para todos los posibles AASs de
interés y para modificar pardametros como se explicaba en SIFT Batch Protein.

Esta herramienta se basa en el analisis de una sola proteina y acepta como entrada tanto el
numero Gl como el identificador RefSeq, permitiendo al usuario obtener predicciones
detalladas para la proteina que se quiere estudiar. SIFT obtiene proteinas relacionadas
mediante la utilizacion de la herramienta de NCBI BLAST Link.

4.2.4. SIFT Sequence

Esta herramienta se encarga del andlisis de una Unica secuencia proteinica que debe ser
introducida en formato FASTA. Esta herramienta consume bastante tiempo, mds de 20
minutos, debido a que requiere una busqueda BLAST para compilar un grupo de proteinas
similares. Se recomienda utilizar la herramienta anterior si se dispone del nimero Gl o el
identificador RefSeq de la proteina estudiada. Para obtener el formato FASTA de la proteina el
usuario debe acceder y buscar manualmente dicha informacidn, por ejemplo en las bases de
datos de UniProt [24] o de NCBI.

En la aplicacidn existen tres parametros que pueden ser configurados por el usuario.

e La base de datos donde buscar. Se ofrecen 3 bases de datos a elegir: UniProt
SwissProt, UniProt TrEMBL y NCBI. La segunda es la que el programa usa por defecto,
ya que es una gran base de datos de alta calidad. Pese a que utilizar una base de datos
de mayor tamafio reduciria el coste de utilizar este programa, se recomienda utilizar
bases de datos grandes como NCBI nr para asegurar la suficiente diversidad de grupos
de secuencias relacionadas.

e La mediana de conservacion de la secuencia. El rango de este valor va de 0, cuando los
20 aminodcidos se han visto en dicha posicién como variacién, y log,20 (4.32) cuando
tan sélo un aminodcido se ha encontrado en dicha posicidn. Se recomienda utilizar el
valor por defecto, 3.0, puesto que se han llevado diversos estudios llegando a este
valor de optimizacion.

e Porcentaje de similitud. Este valor ya ha sido comentado en la herramienta SIFT Batch
Protein.

4.2.5. SIFT Aligned Sequences

Esta herramienta se debe usar cuando el usuario tenga un alineamiento multiple de la
secuencia que se quiere estudiar y las secuencias homodlogas. La calidad del modelo de
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sustitucion depende de la calidad de las secuencias ortélogas relacionadas que se han
obtenido, siendo las secuencias ortdlogas aquellas que se encuentran en diferentes especies y
gue son altamente similares debido a que se han originado en un ancestro comun. Por tanto,
esta herramienta puede utilizarse por un usuario mas avanzado que quiera usar un grupo de
secuencias relacionadas que esté refinado manualmente.

Las secuencias alineadas pueden obtenerse mediante la busqueda en la base de datos de
proteinas de NCBI utilizando BLAST o mediante el uso de BLAST Link (BLink) [25], en el caso de
que se disponga del identificador de la proteina ademas de la secuencia, para obtener los
resultados BLAST pre-computados de NCBI.

Una vez que las secuencias homélogas se han recuperado ya sea por BLAST o Blink, el usuario
puede utilizar herramientas en linea tales como ClustalW2 para alinear las secuencias. La
entrada final a SIFT es una lista de secuencias en el formato multi-FASTA donde la secuencia a
analizar estara al principio del archivo seguida de las secuencias homélogas alineadas.

4.2.6. SIFT Genome

Esta herramienta, a diferencia de las demas, ofrece predicciones en base a una serie de
cromosomas con su posicion y alelos asociados. Como pardmetros de entrada, separados por
comas, se utilizan el cromosoma, las coordenadas, la orientacion y los alelos.

4.3. PolyPhen -2

La herramienta Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen-2) [26], que es libre y gratuita para
fines académicos, predice el impacto que puede causar una sustitucidon de un aminodcido en la
estructura y/o funcién de una proteina humana mediante consideraciones comparativas.

PonPhen-z prediction of functional effects of human nsSNPs

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) is a tool which predicts possible impact of an amino acid substitution on the structure and function of a human protein
using straightforward physical and comparative considerations. Please, use the form below to submit your query.

07-Dec-2010: PolyPhen-2 server has been updated to v2.0.23 and now utilizes UniProtKB/UniRef100 Release 2010_11 (02-Nov-2010) non-redundant protein
sequence database and PDB/DSSP Snapshot 09-Nov-2010 structural database (69162 structures).
Query Data
Protein identifier

Protein sequence
in FASTA format

Position
g M1ARNDCEQGHILKMFPSTWYV
ubsHtuton ) ARNDCEQGHILKMFPSTWY YV
Query description
Submit Query || Clear || Check Status

Display advanced query options

llustracién 11 Interfaz PolyPhen -2
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Dada una sustitucion de un aminoacido en una proteina, PolyPhen-2 extrae varias
caracteristicas relacionadas con la secuencia y la estructura de donde se ha producido la
sustitucidn e introduce estos datos en un clasificador probabilistico para obtener el grado de
perjuicio que supone. Esta prediccion se basa en reglas empiricas que se aplican a la
secuencia, a la informacion filogenética y estructural que caracterizan la substitucion.

PolyPhen-2 realiza un completo y automatizado proceso compuesto de varios pasos
(llustracién 12).

Input Analysis Prediction Interpretation
Sequence
MSA
MEa i .
Fhﬁpm H Profle-bansd sooms R —— '
&y m e e B g n
alignmant, ™ Idariity-basad soores :
mligrment mprovernan, el y—yer .
alignmant clusiering, Annctation
‘alignmert rafinamant MSA dapth, i3 cotont ACT_SITE 86, 110,209

Prediction confidence

30 visualization
T

Pfam domain, residus wclums o

llustracion 12 Fases proceso PolyPhen-2

En lo referente a la parte del andlisis, cabe destacar dos partes: (1) el analisis de una secuencia,
donde se identifica en qué sitio o region especifica ocurre la sustitucion y (2) el analisis de la
estructura, donde se obtienen las caracteristicas mds importantes sobre a proteina entre las
gue se escogeran Unicamente algunas de ellas como el B-facto para obtener los resultados
finales.

Para llevar a cabo el estudio PolyPhen-2 necesita (llustracidon 11) de la introduccion manual del
identificador de la proteina que se desea estudiar o la secuencia de aminoacidos que forman la
proteina en formato FASTA, la posicion donde se produce el cambio y, el cambio producido
(qué aminoacido cambia por qué otro). Opcionalmente se puede introducir una descripcion.

PolyPhen-2 predice el significado funcional de la variacion mediante un clasificador Naive
Bayes. Para ello hace uso de dos pares de conjuntos de datos con los que se entrena el
clasificador. Por una parte usa el conjunto de datos HumDiv que esta formado por los alelos
dafiinos causantes de enfermedades Mendelianas que se encuentran en la base de datos
UniProtKB junto con las diferencias entre las proteinas humanas y sus parientes mamiferos
mas cercanos. Por otra esta el conjunto HumVar, formado por las mutaciones causantes de
enfermedades humanas que se encuentran en a base de datos UniProtkKB y los nsSNPs
(nonsynonymous single-nucleotide polymorphisms) sin enfermedades dafiinas asociadas. El
clasificador Naive Bayes obtiene la probabilidad de que una mutacién sea dafiina dando una
tasa o estimacion de falsos positivos (posibilidad de que una mutacién sea clasificada como
perjudicial cuando en realidad no lo es) y verdaderos positivos (una mutacion es clasificada
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como perjudicial y lo es). Las mutaciones son catalogadas como benignas, posiblemente
dafiinas o probablemente dafinas.

Service Name: PolyPhen-2

Session ID: c8997e0080e35c19bfldf4bedb3l606eb909bcfc [ Owverwrite default

Grid Status:
Load Health Jobs: Pending Running

Idle 100% 1 0
Jobs (3 total):
Completed (2)
1D Results Errors Date/Time Delete Description
224741 View - 2010-12-07 04:55:12 O
224744 View - 2010-12-07 04:56:41 O
Pending/Running (1/0)
1D Pos. State Date/Time Delete Description

224763 1 gw  2010-12-07 05:12:45 O

(Refresh | All items with Delete boxes checked will be removed!

llustracion 13 Listado de los estudios llevados a cabo

Una vez llevado a cabo el estudio PolyPhen-2 muestra una tabla dénde se puede acceder a los
diferentes estudios llevados por el usuario, ordenados temporalmente en un listado
(llustracién 13). Esta interfaz no es demasiado intuitiva en cuanto a que es el usuario quien
debe actualizar manualmente la pagina para ver cdmo el estudio pasa del estado pendiente, al
estado activo, y de éste al estado completado. Siendo en este Ultimo donde se podrd acceder a
los resultados o a los errores obtenidos.

Una vez accedemos a la parte de los resultados, PolyPhen-2 muestra un informe donde se
indica el grado de probabilidad de ser perjudicial de cada una de las variaciones tratadas para
cada conjunto de datos (llustracion 14).

PolyPhen-2 report for P04637 S6M
Query
Protein Acc  Position AA, AA, Description
RecName: Full=Cellular tumor antigen p53; AltName: Full=Antigen NY-CO-13; AltName: Full=Phosphoprotein p53; AltName: Full=Tumor suppressor p53;

P04637 6 s
LENGTH: 393 AA
Results
[=] Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.0.23r344
HumbDiv
This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.4B0 (sensitivity: 0.87; specificity: 0.86)
0l00 ol20 0140 0/60 0180 1100
=] Humvar

llustracién 14 Resultado PolyPhen-2
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El hecho de que la herramienta proporcione una prediccidon para cada uno de los conjuntos de
datos con los que se entrena, hace dificil elegir qué diagndstico es el mas adecuado. Es por
esto que Hum-Var se usa para realizar diagnésticos de enfermedades Mendelianas que
requieren distinguir mutaciones con efectos drasticos a partir de otra variacion humana. Sin
embargo, Hum-Div se utiliza para evaluar alelos raros con una fuerte implicacién en fenotipos
complejos.

Por ultimo, se debe hacer hincapié en la diferencia que existe entre las mutaciones totalmente
penetrantes y los SNPs implicados en complejos fenotipos humanos. Las mutaciones
penetrantes son aquellas en las que la frecuencia en la que un fenotipo especifico se expresa
en los individuos con un determinado genotipo, dadas unas determinadas condiciones
ambientales, es alta. Estas son las que causan enfermedades mendelianas. No obstante, que
un SNP esté implicado en un fenotipo complejo no es condicién necesaria y suficiente para
definir dicho fenotipo, pero su efecto depende de muchos otros componentes genéticos y
ambientales. En otras palabras, los SNPs pueden afectar a los factores de riesgo de tener un
fenotipo especifico en el sentido estadistico. Asi pues, el efecto de un SNP particular sobre un
fenotipo puede ser visto sdlo como una diferencia de frecuencia entre los individuos que lo
muestran. Por lo tanto, los resultados dados por PolyPhen-2 han de ser vistos en el sentido
probabilistico y no como un diagndstico.

4.4, Alamut

Alamut es una aplicacién de software de apoyo a las decisiones desarrollada por Interactive
Biosoftware, para el diagndstico de mutaciones en la genética molecular en medicina. Es una
aplicacion cliente-servidor (llustracién 15) que integra la informacidn genética que proveniente
de diferentes fuentes para describir variantes utilizando la nomenclatura HGVS [27] y ayuda a
interpretar su condicidn patdgena.

INTERNET LIESE
Prot
C.

ESTACION DE SERVIDOR
TRABAJO
ALAMUT Pub ed

llustracion 15 Alamut, aplicacién cliente-servidor
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Alamut obtiene su informacién gendmica de Ensembl [28] y la integra con datos de otras
fuentes como UniProt, dbSNP, PubMed, y UCSC [29].

El primer paso para la utilizacion de Alamut es el de introducir el gen que se desea estudiar
(llustracién 16). Existen diferentes formas de hacerlo: Introduccién (1) del nombre del gen, (2)
del simbolo del gen, (3) de una enfermedad o (4) de cualquier otra palabra relacionada con el
gen. Una vez introducida esta informacidon se ofrece una lista de genes que podrian coincidir
con la informacién introducida, de modo que se facilite la entrada de dicho gen en el caso de,
por ejemplo, que no se conozca su nombre o se quiera estudiar el gen por el fenotipo que
ocasiona.

Alamut presenta la informacion del gen en una misma pantalla (llustracion 17) en la que se
puede encontrar la estructura del gen, su genoma, el grado de conservacién de nucleétidos
gue tiene, su transcrito, los SNPs asociados, las variaciones almacenadas en las bases de datos
asociadas que dan como resultado proteinas no funcionales, el alineamiento de multiple
proteinas.

En la parte referida a la estructura del gen se muestran los intrones y exones de éste. Siendo
representados los intrones en color amarillo y los exones en color azul. Se puede ampliar la
region que se desea estudiar para poder tener una vision mas precisa de la zona.

Una vez ampliada la regidn de interés, se observa justo debajo su secuencia de ADN y su
cadena complementaria. En la zona del transcrito se muestran en grupos de tres los
nucledtidos de la cadena de ADN que forman los aminodcidos. En esta zona podemos
seleccionar cualquier nucledtido o grupo de nucledtidos con el botdn izquierdo del ratén e
introducir manualmente la mutacién que se desee.

-31.873,809 (NCBI 36) - 88,192 bps
F1E00000  |31805000  31E10000  |31815000 (31620000 31825000  |[31830000 31535000 (31540000 (31645000 [I1ST0000  |F1895000 |FEE0000  |31GE50

—
—
re .
FlGeneselEation) J@
Type in a gene name or symbol, a disease name, or other gene-related words:
5 breast
|breast cancet|
7 .4 If wou cannot find a gene here, you can send us o FROG - B33 2533 cRI1E =3
I an email request {click the button below), 11 1 | 1} 1
9 Jeecd The reference nomenclature of human genes is available st HUGC, 2602 EZFFT 2775 Z8TA ZETE 2919 3086 G066
nd Swis - e
Email Gene Request a2 “ancal
L EGEneINET Ja\"” ™
Genes found For breast cancer () Sartby Mame (@ Sort by Relevance
9 27 637 E N ESE] Gene Brasaaitn [« 3086|
SRCA Breast cancet 1, eatly onset I
H—H-H-H-H] BRCAZ EBreast cancer Z, early onset,
EREBEZ V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, neurojglioblastoma derived oncogen..
CHEKZ CHKZ checkpoint homalag (5. pombe)
sccharnide-binding 1 TPS3 Tumar protein pS3
CYP1AL Cykochrome P450, Family 1, subfamily A, polypeptide 1
. . K¥RCCL ¥-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1
accharide-binding 3 HR. Haitless homalog {mause) _D'
ein BRCAQD—‘:’_H—H— PTEM Phosphatase and tensin homalag _‘ |_
T ATM Ataxia telangiectasia mutated
ERCCZ Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 2
¥RCC3 ¥-ray repair complementing defiective repair in Chinese hamster cells 3
1L “
T m 1 —

llustracién 16 Seleccién del gen

Este proceso de introduccién de mutaciones permite crear una base de datos de mutaciones
propias, las cuales pueden exportarse en un fichero de texto siguiendo la nomenclatura de
HGVS y por tanto importarse a otras investigaciones.
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llustracion 17 Descripcion de la interfaz de Alamut

Por otra parte, en el apartado que se encuentra debajo del relacionado con el mRNA se
encuentran accesibles los SNPs, otros polimorfismos y las variaciones que SwissProt tiene
respecto al gen que se esta estudiando. En verde se muestran los SNPs sindnimos, en amarillo
los no sinénimos. Se proporciona la opcién de ver las consecuencias que tiene dicho SNPs no
sinénimo mediante el botdn izquierdo del ratén. Para ambos tipos de SNPs es posible obtener
mas informacion detallada (llustracion 18) mediante la utilizacidén del botén derecho del raton,

teniendo asi acceso a la informacidn de NCBI mediante el link que se encuentra en el
identificador del SNP.

i

SN EHE T ﬂ1
RReport for SNP rs80358953
Source dbsSHP build 131
Yalidation none
Alleles Al
Ancestral allele Mot available

Ao freguancy mformation araiabis

@Inkeractive Biosoftware - Created by Alamut version 1.54e on 10/12/2010

=)o)

llustracion 18 Informacion detallada de SNP

Se puede observar también que existen lineas moradas subrayando ciertos aminoacidos, estas
lineas representan borrados o inserciones que se han producido en la cadena. Las letras que
estdn en color rojo representan sustituciones. Los cuadrados rojo que se encuentran debajo
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de los aminodcidos indican las variaciones de caracter patégeno que se encuentran en la base
de datos de SwissProt, pulsando en éstas con el botén derecho del ratdn se puede acceder a
dicha base de datos y obtener mas informacién.

Para afadir mutaciones en el programa se ha de seleccionar, mediante el botén derecho del
ratén, los nucledtidos de la secuencia de referencia que se verdn involucrados en dicho
cambio. Una vez seleccionados, podemos afiadir la mutacion mediante el boton derecho del
ratdn tal y como se observa en la llustracion 19. En la ventana que aparece se puede indicar de
qué tipo de mutacion se trata (substitucién, eliminacién, insercién, duplicado, indel) y
dependiendo del tipo se anadiran el rango o la posicion de la mutacion y el cambio de
nucledtidos que se haga originado. Una vez la mutacidn se guarda queda registrada en el gen
como un cuadro amarillo que se puede encontrar en la parte superior de la seccion del mRNA.
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llustracion 19 Introduccion de una mutacion

Finalizada la insercidn de la mutacidn, Alamut permite generar un informe de la variacion. En
este informe el usuario deberd indicar qué consecuencias tiene dicha variacidn, existiendo
tres o cuatro clases de consecuencias dependiendo del tipo de clasificacién utilizada. Si se
utiliza la clasificacion simple podemos diferenciar entre patégeno, no patdgenos vy
desconocidos. Si la clasificacion elegida es la CMSG-VKGL entonces se puede diferenciar entre
ciertamente no patégena, poco probable de ser patdgena, probable de ser patdgena,
ciertamente patdgena. Este Ultimo haria referencia a estudios que indican el grado de
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probabilidad que tiene una variacidon de producir un efecto patégeno. Este dato se puede
obtener mediante la utilizacién de herramientas como PolyPhen o SIFT, anteriormente
explicadas. Alamut, contiene accesos directos a estas dos herramientas a través de la ventana
del informe (llustracion 20).

[} I 1. I [ | 11 H 1 | R
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llustracion 20 Informe Alamut

Esta ventana permite introducir también informacion sobre los pacientes en los que se ha
encontrado dicha variacion, pudiendo decir desde el identificador del usuario o el de su familia
hasta el fenotipo que presenta. En esta ventana se puede a la blusqueda en Google de la
variacion. Existe un apartado para obtener la prediccion de los splicings (llustracidn 21), dicha
prediccién se observa en una ventana a parte de la cual se puede extraer un informe en
formato HTML.

Haciendo clic en el botdon Report, Alamut muestra una ventana con el informe de la variacion
en la que se cita de qué tipo es la variacién, qué efecto fenotipico produce si lo tiene, la
variacion en nomenclatura HGVS tanto a nivel genético, como a nivel de mRNA o a nivel
proteinico, las bases de datos en las que se basa el estudio, etc.

Dicho informe puede guardarse en formato HTML comunicando al usuario que aunque este
sea el formato en el que se ha guardado, el informe puede modificarse con alguna
herramienta de procesado de texto como Microsoft Word u Open Office. También se puede
copiar e imprimir directamente el informe mostrado.
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llustracidon 21 Vista Splincing

4.5. HOPE

Have yOur Protein Explained (Hope) [30] se basa en la idea que una parte considerable de las
mutaciones causantes de enfermedades humanas se encuentran en la parte codificante de las
proteinas del genoma vy, por tanto pueden afectar a la estructura y el funcionamiento de estas
proteinas provocando un efecto fenotipico.

Recolectar toda la informacién disponible que estd relacionada con las proteinas que se
quieren estudiar puede ser un reto y requiere mucho tiempo. La tarea de extraer |la
informacidn para obtener una conclusion acerca de los efectos de una mutacion es una tarea
dificil.

Actualmente, existen muchos servicios en la red que ofrecen ayuda a la investigaciéon
biomédica en la prediccidn de los efectos que pueden producir las mutaciones. Estos servicios
se nutren de la informacién que existe en diferentes fuentes, para llegar a las conclusiones
sobre la posibilidad que tiene una mutacidn de producir una enfermedad.

HOPE se nutre de las ventajas de las nuevas herramientas de la era de la e-Science [31]. El
desarrollo de servicios web facilita el uso de bases de datos y métodos externos en desarrollo
de software de uso interno (in-house). También facilita el mantenimiento del software y el
desarrollo de éste a partir del uso de la Iégica suministrada por dichos servicios web. El uso de
servicios web tiene tanto ventajas como desventajas. Las ventajas son:

e Ahorro de tiempo mediante la reutilizacidn de cédigo.
e Normalmente estan actualizados.
e Ejecucidn remota, lo que evita la sobrecarga de la maquina local.
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e Evita la necesidad de mantener el software interno.

Entre las desventajas tendriamos que el cddigo de los servicios Web no es accesible y que no
se garantiza que éstos siempre vayan a estar disponibles para su uso.

HOPE es una aplicacién web de nueva generaciéon para el andlisis automatico de mutaciones. El
desarrollo de HOPE se lleva a cabo para explicar el origen molecular de una enfermedad que
esta relacionada con un fenotipo causado por una mutacién en proteinas humanas.

HOPE se basa en la idea de e-Science llevandolo un paso mas alla, y es que la recopilacion de
datos que se lleva a cabo en dicha herramienta se hace a través de la utilizacidon de servicios
web y Distributed Annotation Systems (DAS) [32]. Los DAS se basan en un protocolo de
comunicacion usado para el intercambio de anotaciones de secuencias gendmicas o
proteinicas. La idea es que las anotaciones que se hagan no sean proporcionadas por una Unica
base de datos centralizada sino que ésta se encuentre dispersa en multiples sitios. Los
servidores DAS son sistemas cliente-servidor en los que un solo cliente integra informacién de
multiples servidores. Esto permite que una sola maquina pueda recopilar informacién sobre
anotaciones de multiples sitios web, cotejar dicha informacién, y mostrarsela al usuario en una
Unica vista.

La interfaz de la herramienta HOPE permite al usuario introducir la secuencia de proteinas que
desea estudiar. En la llustracidén 22 se muestra un ejemplo.

Project HOPE

Input

Manual

Method

About Have yOur Protein Explained

Links ®

Enter your protein sequence or accessioncode

SIENDTVCIH EDETDLLFTD QHWICLELZG QFMEEGHTQI KEDLIDLTFL EVARAQEACH GNIZNEEQLT
ATETEQNIKED FETSDTFFQT ASGEMNISVAE ESFNEIVHNFF DOQEPEELHMF SLWNSELHZDI RENEMDILSY
EETDIVEHEI LEESVEVGTG NQLVIFQGOP ERDEEIEEPT LLGFHTAZGE EVEIARKESLD EVENLFDEEE
QGTIEITSFS HOWAKTLEYR EACEDLELAC ETIEITAAPK CEEMOWSLMN DEWLVSIETY VPPELLSDNL
CROQTENLETZ ESIFLEVEVH ENVERETAKS PATCYTNQSP YEVIEWSALA FYTECSRETE VSQTSLLEAK
EWLREGIFDG QPERINTADY VOWYLYEWWS WSTIAEWDEN HLZEEQDTYL SHISSMIEWISYS YHIDEVYNDS

(<] 3]

+ Submit sequence

llustracién 22 Interfaz HOPE - Insercion secuencia proteinica

Una vez se introduce la secuencia y el programa comprueba que dicha secuencia es correcta,
el usuario debe escoger la posicion en la que se produce la mutacién y el cambio, como se
muestra en llustracion 23. En esta imagen se observa que se ha seleccionado (en color
morado) la posicién 143 donde se sefiala que existe un cambio de una treonina a una cisteina.
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Select your mutant position
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Select your target mutation

A

Alanine

I

Isoleucine

R

Arginine

C

Cysteine

K

Lysine

S

Sarine

Confirm your selection

D

Aspartic acid

L

Leucine

\'

Yaline

Glutamic acid

Methionine

Tryptophan

E

M

W

F

Phenylalanine

N

Asparagine

Y

Tyrosine

G

Glycine

P

Proline

U

Selenocysteine

H

Histidine

Glutamine

(o)

Pyrrolysine

vou've selected a mutation from Threonine to Cysteine at position 143 in your sequence.

To submit your mutation for processing click on confirm,

Confirm

Caontack: hope@crbirunl | Revision: 2974 | Build on: 2010-11-23 14:42:41

llustracidn 23 Interfaz HOPE - Seleccién de mutacion

Una vez confirmado el cambio por el usuario, el programa comienza con la construccién del
informe que mostrara en la misma pantalla. En la llustracion 24 vemos un ejemplo de dicho
informe. En éste, existen cuatro apartados claramente diferenciados:

e Método. Se explican los métodos seguidos para recoger la informacién y se ofrece
informacién sobre la proteina introducida.

e Seccidon de aminoacidos. Se muestran las estructuras esquematicas de los aminoacidos
afectados antes y después de la mutacion. Ademds se evaluara el efecto de la
mutacion en lo referente al dominio de la estructura y de los residuos mutados. Las
caracteristicas que se tratan solo seran mostradas si se dispone de informacién acerca
de ellas, en cambio siempre se muestra una pequefa conclusion basada solo en las
propiedades de los aminoacidos. En el caso de que una estructura tridimensional esté
disponible, también se mostraran ilustraciones y animaciones en el informe.

e Conservacion. En este apartado se aborda lo perjudicial que puede llegar a ser la
mutacion.

e Propiedades del
consecuencia de la mutacion.

aminoacido. Aqui se muestran las caracteristicas que son
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El informe final se centra en el efecto de las mutaciones en la estructura tridimensional.
Method
There is no structural information known for this protein, Mo solved 3D-structure or modelling template was found, Therefore,

HOPE will use annotated information from the Uniprot-database and predictions from a series of DAS-servers for mutational

analysis, More information about your protein of interest can be found in Uniprot-entry FS1587 | See the method page for more

inforrnation,
Amino acids

Yaou are interested in a mutation of a Threoning into a Cysteing on position 143,
The following two figures show the schematic structures of the original (left) and the new mutant {right} amino acid. The

backbone, which is the same for each amino acid, is coloured red. The side chain, unique for each amino acid, is coloured black,

OH SH

OH H
HzN utates into  SRACA

O | 0O
Each amino acid has its own specific size, charge and hydrophobicity-value. The original wild-type residue and newly introduced
mutant residue often differ in these properties.
The new mutant residue is smaller than the wild-type residue, The new mutant residue is more hydrophobic than the wild-type
residue,
The report will evaluate the effect of the mutation on the following features: Contacts made by the mutated residue, structural
domains in which the residue is located, modifications on this residue and known variants for this residue. & feature will only be

shown when there is information available. A short conclusion based on the amino acid properties only is always shown, In case

a 3D-structure is available you will also find irmages and animations in the report,

Conservation

The wild-type residue is not conserved at this position, Another residue type was observed more often at this position in other
homologous sequences. This means that more homologous proteins exist with that other residue type than with the wild-type
residue in your protein sequence, The other residue type is not similar to your mutant residue, Therefore, the mutation might be

damaging.
Amino acid properties
The wild-type and new mutant amino acids differ in size. The new mutant residue is smaller than the wild-type residue. The

mutation will cause an empty space in the core of the protein, The hydrophobicity of the wild-type and new mutant residue

differs, The mutation can cause loss of hydrogenbonds in the core of the protein and as a result disturb correct folding.

llustracion 24 Interfaz HOPE - Informe resultado

El cédigo, aunque libre, todavia no estd disponible y tan sélo se puede acceder a una version
de demostracién a través de la web http://www.cmbi.ru.nl/hope/input. El esquema de la

base de datos se encuentra disponible en
http://www.cmbi.ru.nl/hope/schemaspy/index.html.

Internamente HOPE hace uso de BLAST para comparar la secuencia introducida por el usuario
contra las bases de datos de UniProt y Protein Data Bank (PDB) [33]. De la busqueda contra
UniProt, se obtienen los identificadores de las proteinas y el cédigo de acceso de éstas. En
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cambio de la busqueda en PDB se obtiene la estructura de la proteina o alguna plantilla para el
modelado de homologias.

La estructura de las proteinas se analiza mediante el uso de servicios web WHAT IF [34]. Estos
servicios pueden calcular un gran rango de caracteristicas estructurales. Cuando HOPE no
puede utilizar informacion acerca de la estructura tridimensional, ofrece sus conclusiones en
base a la informacidn relacionada con la secuencia y de los resultados que han sido publicados
sobre sus variaciones y mutaciones.

En lo referente al almacenamiento de la informacidn, se crea un nuevo sistema de informacién
(SI) para cada proteina estudiada. Las caracteristicas de estas proteinas son almacenadas en el
Sl en base al residuo y puede tener uno de los siguientes cuatro tipos de datos:

e Contactos. Informacion referente a la interaccion que tiene el residuo con otra
entidad.

e Caracteristicas variables. Tipos con valor, como puede ser el angulo de torsion.

e Caracteristicas fijas. Etiqueta un residuo con una caracteristica sin valor, lo que indica
que el residuo esta localizado con un cierto dominio como puede ser el que forme
parte de una region activa.

e Variantes. Hace referencia a las mutaciones o variaciones en la secuencia conocida en

esa posicion.

La informacion se almacena fisicamente durante un mes, por si el usuario requiere
informacidén acerca de otras mutaciones en la misma molécula. Después de un mes, cada Sl es
eliminado para asegurar que los resultados obtenidos no estan basados en informacion
desactualizada. Por tanto, no existe una base de datos permanente. La informacién de HOPE,
de acuerdo con el paradigma del e-Science, esta repartida a través de internet y se combina
cada vez que se realiza una llamada.

Por lo que respecta al esquema de decision de HOPE, éste utiliza toda la informacion
recolectada que ha sido combinada con propiedades conocidas, como pueden ser el tamafio o
la carga, para predecir el efecto de la mutacién en la estructura y la funcién de la proteina. El
esquema consta de seis partes, cada una de las cuales corresponde a un parrafo del informe
que se da como resultado. Cada parte analiza el efecto de la mutacién en uno de los siguientes
aspectos del residuo:

e Contactos. Interacciones con otras moléculas o atomos.

e Dominio estructural. Cualquier parte de la proteina con un nombre especifico, vy
frecuentemente una funcién, como dominios, repeticiones, etc.

e Modificaciones. Caracteristicas que puede no afecten directamente a la estructura de
la proteina pero que pueden afectar en los procesos que se producen después de la
traduccién.

e Variantes. Polimorfismos conocidos, sitios de mutagénesis, etc.

e Conservacion. La frecuencia relativa de un tipo aminodcido en cada posicién tomada
de multiples alineamientos de secuencias.

e Propiedades de aminodacidos. Las diferencias en las propiedades conocidas entre
aminodcido conocido y el mutado.
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Otra caracteristica de HOPE es que proporciona unos rankings de informacion debido a que la
informacién que obtiene se extrae de multiples fuentes que no tienen el mismo grado de
confiabilidad. Para obtener las conclusiones HOPE hace uso de la informacién con mayor
ranking y por tanto con un mayor grado de confiabilidad.

4.6. Mutalyzer

El paguete Mutation Analyzer (Mutalyzer) [35] tiene como objetivo facilitar la interpretacion
de los efectos de las variaciones en secuencias. La piedra angular de este paquete software es
la herramienta Mutalyzer sequence variation nomenclature checker. Mutalyzer es un
programa escrito en Phyton que se basa en la web, por lo cual es de facil acceso. Mutalyzer
estd creado con la idea de que sea lo suficientemente flexible para poder permitir futuras
extensiones y puede enlazarse con Leiden Open source Variation Database (LOVD) [36].

Las descripciones de las variaciones que ofrece Mutalyzer estan basadas las recomendaciones
sobre la nomenclatura dada por HUGO-MDI/HGVS. HGVS establecié estas pautas de
nomenclatura para funcionar como un estandar.

Mutalyzer estd compuesto por varias interfaces web desarrolladas para recoger descripciones
de variaciones en secuencias en diferentes formatos. Todos los datos de entrada
proporcionados por dichas interfaces web son transformados a un mismo formato de datos y
procesados por el motor de Mutalyzer, la herramienta Mutalyzer sequence variation
nomenclature checker, que lleva a cabo la comprobacién de la nomenclatura de la variacion.
La anotacidn de la secuencia de referencia del archivo se analiza para extraer la informacion
necesaria sobre los genes, transcripciones, y proteinas.

Mutalyzer comprueba el tipo de secuencia para aplicar los sistemas de numeracion
apropiados, que determinan si la parte de la secuencia determinada por las posiciones de
inicio y fin de la variacién se encuentra en la secuencia de referencia. Si todo es correcto
entonces el programa genera el cambio, describe la variacién mediante la aplicacién de las
reglas de nomenclatura, comprueba si el nombre generado por el programa coincide con el
introducido, y devuelve la descripcidon de la variacidn correcta en diferentes formatos o un
mensaje de error describiendo cual ha sido el fallo del analisis.

A continuacién se describen las cuatro diferentes interfaces, para la comprobacién de las
descripciones de las variaciones, que conforman Mutalyzer: (1) Sequence Variant Description
Generator Input ,(2) Sequence Variant Description Checker Input, (3) SNP Converter Input v,
(4) Batch Sequence Variant Description Checker Input.

4.6.1. Sequence Variant Description Generator Input

Esta herramienta permite al usuario introducir el accesion number de la secuencia de
referencia, indicar el tipo de secuencia (Gendmica, ADN codificante, ADN no codificante, RNA,
Mitocondrial ADN, proteina o EST), el tipo de variacion y la posicion inicial y final de la
variacion (llustracion 25).
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Una vez se insertan estos datos, mutalyzer ofrece la descripcidn de la variacion siguiendo las
reglas de nomenclatura. Esta informacién se pude observar en la parte inferior de la interfaz
en forma de link, el cual enlaza la informacién obtenida con la herramienta Sequence Variant
Description Checker Input.

Mutalyzer 2.0 -5

released on 10 Dec 2010
HGVS nomenclature version 2.0
Name Generator

Reference

Reference NM_000059.3

Sequence Type .M
Gene Symbol lRcaz |

Transcript

Variant 1

Mutation Type | Deletion =]
Start Position 11
End Position 14

Deleted Sequence*

" This field is optiona

(" Add variant ) ( Clear Form )

Constructed HGVS Name - Please click the link o check with the Name Checker
NM_000058.3(BRCAZ).c.11_14del

llustracion 25 Interfaz herramienta Sequence Variant Description Generator Input

Debido a la redundancia de los codones las secuencias de tipo proteinico contienen
informacién insuficiente para permitir una traduccién inversa a ADN codificante y poder
verificar sin ambigliedad las variaciones. Es por ello que la capacidad que tiene Mutalyzer de
revisar descripciones usando referencias proteinicas es muy limitada, y por eso en su nueva
versidn esta opcion no es accesible.

4.6.2. Sequence Variant Description Checker Input

Esta herramienta sirve para poder verificar las descripciones que hemos creados sobre las
variaciones antes de publicarlas. Por tanto la informaciéon de entrada que necesita dicha
herramienta es la de la descripcidn de la variacion conforme a las reglas HGVS. Mutalyzer crea
internamente, a partir de la informacién extraida a partir de la informacién introducida por el
usuario, una descripcidn propia que compara con la introducida. En el caso de que ambas
coincidan entonces se aceptara como correcta la descripcion del usuario.
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Name checker

Please insert the mutation name using the HGVE
<Accession Number=.<version number>{<Gene symbol>):<sequence type>.<mutation>

Example: AB028906.1:c.274G=>T

NM_000059.3:c.11_l4del

i . '\I I/ . '\I
[ Submit ) { Clear field )

Mutalyzer output:

0 Errors, 0 Warnings.

Overview of the raw variants:

Raw variant 1: deletion of 238 to 241
ATATCGTAGGTARRRATGCCTATTG GATC CAAAGAGAGGCCAACATTTTTTGARA
ATATCGTAGGTAARRATGCCTATTG ---- CAAAGAGAGGCCAACATTTTTTGAR

Description relative to transcription start:
(Mot for use in LSDBs in case of protein-coding transcripts).

NM 000059.3:n.238 241del

Affected transcripts:

NM 000059.3(BRCAZ v001):c.11 l4del

Affected proteins:

NM_000059.3(BRCAZ_i001):p. (Gly4Alafs=20)

llustracion 26 Interfaz Sequence Variant Description Checker Input

En el caso de ser correcta, esta herramienta ofrece informaciéon sobre la variacion insertada.
Dicha informacién se podria dividir en tres apartados: (1) descripcion de la variacién en
diferentes formatos (llustracion 26), (2) informacion sobre los transcritos (llustracion 27) y la
proteina predicha y (3) la informacién referida al fenotipo (llustracién 28).
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Detailed information about the selected transcript and predicted protein:

Reference protein:

1
61
121
181
241
301
36l
421
481

MPIGSEERPT
LFETPQREFPS
ETEMDOADDV
SESLGREVDF
EENDRF IASV
DTSEEDSFSL
HDTDPLDSHV
QNISEEDLLD
ILAVEQAISG

FFEIFKTRCH
YHQLASTPII
SCPLLNSCLS
DMSWSS5LAT
TDSENTHQRE
CFSECRTENL
ANQEPFESGS
TENKEREEDFL
TSPVASSFQG

KEADLGPISLN
FEEQGLTLPL
ESPVVLOCTH
PPTLSSTVLI
AASHGFGETS
QEVRTSETRE
DEISEEVVPS
TSENSLPRIS
IKESIFRIRE

Protein predicted from variant coding sequence:

1 MPIAKRGQHF LEFLRHAATE QI*

Additional information about the transcript:

Exon information:

WFEELSSERAP
YQSPVYEELDE
VIPQRDESVV
VRNEEASETV
GHSFEVHSCE
EIFHEANADE
LACEWSQLTL
SLPESEKPLN
SPEETFNASF

PYNSEPREES
FELDLGRNVP
CG5LFHTPKF
FPHDITANVE
DHIGESMPRV
CEESENQVEE
SGLNGAQMEE
EETVVNERDE
SGHMTDPNFE

Mumber | Start (g.) | Stop (g.) | Start (c.) | Stop (c.) g. C.
1 1 188 =227 -40 | |Start| 228 1
2 189 284 -38 67 | Stop| 10484 | 10257
3 285 543 68 316
4 544 652 37 425
5 653 702 426 475
6 703 743 476 516
7 744 858 517 631
8 858 908 632 681
9 908 1020 682 793

10 1021 2136 794 1909
il 2137 7068 1910 6841
12 7069 7164 6842 6937

llustracion 27 Informacion transcritos y proteina

EHENNNYEFN
NSRHESLRIV
VKGRQTPKHI
SYFSNHDESL
LEDEVYETVV
KYSFVSEVEP
IPLLHISSCD
EQHLESHTDC
KETEASESGL

Mutalyzer indica el fenotipo asociado a la variacién introducida, sin embargo no ofrece una
bibliografia asociada a esta informacidon que dé un grado de corroboracién. Por el contrario
ofrece la posibilidad de descargarse la secuencia de referencia contra la que se ha contrastado

la variacién.
Legend:
Mame D Locus tag | Product Link method
BRCAZ2 v001 |NM_000059.3 exhaustion
BRCAZ2 i001 |NP_000050.2 breast cancer type 2 susceptibility protein | exhaustion
Links:

Download this reference sequence file: NiM_000059.3.gb

llustracion 28 Informacion fenotipica
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4.6.3. SNP Converter Input

dbSNP rs ID:

rs9919552

HGVS descriptions:

NG 012337.1:g9.7055C>T
NM_003002.2:c.204C>T
NT 033899.B:g.15522041C>T

llustracién 29 Traduccion rs a formato HGVS

El principal objetivo de esta herramienta es el de ayudar a los revisores con la transformacion
al formato HGVS antes de que sean introducidas en la base de datos de dbSNP. Como dato de
entrada el programa necesita el identificador rs de la variacion en dbSNP. Mutalyzer devolvera
las descripciones correspondientes en formato HGVS, como se puede ver en la llustracién 29,
tanto a nivel génico, mRNA y proteinico.

4.6.4. Batch Sequence Variant Description Checker Input

Esta herramienta fue creada para satisfacer las necesidades de los autores, revisores y
comisarios de bases de datos que han de comprobar multiples cambios en secuencias
teniendo que llevar a cabo una revisién por cada variacion, lo que conlleva por tanto a una
pérdida considerable de tiempo.

Como datos de entrada se necesita un archivo compuesto de tres columnas: accesion number
de la secuencia de referencia, el simbolo de referencia aprobado por HGNC, y la descripcién de
la variacion de la secuencia en formato HGVS. Un ejemplo del fichero de entrada seria el
siguiente:

AB026906.1(SDHD):g.7872G>T
NM_003002.1:c.3_4insG
AL449423.14(CDKN2A_v002):c.5_400del

Cada linea del documento es analizada y procesada por el mddulo principal de Mutalyzer. Los
resultados pueden ser enviados al e-mail del usuario o pueden descargarse, una vez la
ejecucién haya acabado, a través de un enlace que se proporciona en la web.

4.7. Comparativa

Las anteriores herramientas comparten ciertas caracteristicas y a su vez tienen diferencias
destacables que las hacen muy diferentes, todo esto queda resumido en la Tabla 2.

Una de las caracteristicas mas innovadoras que buscan los bidlogos en las herramientas de
diagndstico genético es la posibilidad de obtener un fenotipo asociado a las variaciones que se
encuentren en el estudio.

55



En este sentido tan sélo Mutalyzer ofrece esta opcidon ya que dada una variacion, si ésta es
expresa fenotipicamente, se asocia el fenotipo que desencadena como se puede ver en la
llustracion 28. Sin embargo, herramientas como SIFT, PolyPhen-2, Alamut o HOPE tratan
también el tema fenotipico aunque no en modo tan destacable como Mutalyzer.

Tanto HOPE como Poly-Phen2 se centran en mostrar el cambio que se produce en la estructura
de la proteina, prediciendo por consiguiente las consecuencias que se pueden desencadenar.
Por otra parte, SIFT trata este apartado desde la diferenciacién entre cambios muy deletéreos
y polimorfismos neutros. Es decir, no se especifica concretamente qué fenotipo es el asociado
al cambio aunque si trata de algin modo el resultado de dicha variacion. Por lo que respecta a
Alamut, el trato que ofrece en este aspecto, se limita a la insercion manual del fenotipo para
asociarlo asi a la variacidon escogida. Esta herramienta cuenta con una caracteristica que la
distingue del resto, y es que permite la introduccidn de informacién del paciente, algo que esta
ultimamente de moda y se conoce como la medicina personalizada. Sin embargo se deben de
tratar con mucho cuidado estos temas pues estan refiidos con las normas éticas, asunto que
cae fuera del ambito de este proyecto.

Entrando en el tema de las variaciones todas estas herramientas estan encaminadas al estudio
de las variaciones humanas, a excepcion de Atlas y Mutalyzer que abarcan otras muchas
especies. El problema de algunas de estas herramientas es que tan sélo posibilitan el estudio
de un determinado tipo de variacidon, como por ejemplo es el caso de HOPE, SIFT o PolyPhen-2
que tan soélo permiten el estudio de sustituciones.

En el diagndstico genético es imprescindible el estudio de variaciones, pero ofrecer algun tipo
de ayuda en la creacién de un informe clinico que se pueda ofrecer al doctor es una
caracteristica que incrementa el valor de la herramienta proporcionada de cara al usuario.

De las herramientas vistas en este capitulo tan sélo tres de ellas ofrecen esta opcion. HOPE es
quizas la herramienta mas especializada en la realizacidn de informes estando éstos disefiados
para ser mostrados al usuario final, en el sentido de que ofrecen campos visuales como
imagenes y animaciones ademads de la parte textual pertinente. Los informes a su vez pueden
ser almacenados por el usuario. Alamut, al igual que HOPE, permite que el bioinformatico
pueda descargar el informe generado. Sin embargo, Alamut tan sélo genera informes de las
variaciones que han sido introducidas anteriormente por el usuario, dejando asi imposibilitada
la opcidn de producir informes de las variaciones ya existentes en el sistema. Por otra parte,
PolyPhen-2 genera informes visuales y bien redactados en los que se afiade la bibliografia de
las variaciones descritas. No obstante, dicha herramienta no permite la exportar estos
informes para ser almacenados o tratados mas adelante.

La Unica herramienta que puede ser utilizada como ayuda en el diagndstico génico es Alamut.
El resto de herramientas que proporcionan un informe no proporciona la suficiente
informacién como para poder dar un diagndstico clinico. Tanto SIFT como PolyPhen-2 se basan
en modelos predictivos y por tanto no pueden ser utilizados para con fin.

En la parte tecnoldgica tanto SIFT como HOPE utilizan la herramienta BLAST para llevar a cabo
los alineamientos de secuencias. HOPE ademas se nutre de las tan de moda herramientas e-
Science, y por ejemplo recoge toda su informacidn de los repositorios web disponibles. Es por
ello que no mantiene la informacidon localmente, sino que la extrae a través de dichas
herramientas segun la consulta que se realiza. Esto tiene ciertas ventajas, sobretodo en cuanto
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al mantenimiento. Sin embargo, tal y como hemos visto, en el dominio gendmico existe una
enorme diversidad de datos, una gran redundancia de informacién e incluso ciertos términos
non consensuados. Es por ello que ofrecen un ranking de informacion para que el usuario
pueda discernir entre la informacién es de mas relevancia y la que no. Por su parte, PolyPhen-2
utiliza un clasificador probabilistico para obtener el grado de dafio de las variaciones que se
estudian.

Precisamente Alamut, que es la herramienta que ayuda al diagndstico genético, es la Unica
herramienta de pago de entre todas las estudiadas. PolyPhen-2 posee una licencia libre, y es
gratuita siempre y cuando el uso que se haga de ella sea académico. Por su parte HOPE todavia
no esta disponible, y tan sélo se puede acceder a una version de prueba a través de la web. En
lo referente al acceso a dichas herramientas Alamut tan sélo es accesible localmente, lo que
hace necesaria su instalacion en la maquina en la que se desee utilizar. Atlas, SIFT y PolyPhen-2
también son accesibles localmente, pero a su vez posibilitan un acceso a través de la web. Este
ultimo tipo de acceso es el que ofrecen también HOPE y Mutalyzer.

En cuanto a la entrada y salida de datos SIFT, PolyPhen-2 y HOPE esperan la entrada manual de
una posicion de cambio, el cambio producido y la secuencia en la que esto se ha expresado. En
el caso de HOPE y PolyPhen la secuencia a estudiar ha de ser obligatoriamente una secuencia
de aminodcidos. SIFT es un poco mas abierto en este sentido y permite también la
introduccion de otro tipo de datos como pueden ser una lista de cromosomas y alelos, cédigos
de SNPs, etc. Como salida tanto SIFT como PolyPhen-2 ofrecen una visién predictiva. Tanto
HOPE como PolyPhen-2 ofrecen como salida un informe.

Feno Especi Licencia Diag. Bibliog Tecnologia Informe Input/Output

tipo es rafia
Atlas No Varias  Libre No No sSQL, C++, No Query/
Perl, Java Informacion
SIFT Si Huma Libre No No Linux, No Posicion,
na BLAST secuencia,
Variacion/
Prediccion

PolyPhe Si Huma Libre, No Si Clasif. Si Posicion,

n na uso Bayes secuencia,
académi NAives Variacion/
co Prediccidn

Alamut Si / Huma Pago Si No Talamut Si Varias/Varias

No na HGVS
HOPE Si Huma Libre No No e-Science Si Secuencia
na cambio
Informe

Mutalyz Si Varias Uso No No BLAST No, Varias / HGVS

er libre HGVS

Tabla 2 Comparativa de las herramientas

Alamut por su parte actia de una forma mas pautada, es decir, primero precisa de la
introduccion del gen que se desea estudiar. Después es el usuario quien ha de navegar por la
aplicacion para localizar la posicién donde se produce la variacién gendmica. O introducir a
mano toda la informacidn de la variacidn que desea guardar en el sistema.
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En lo referente a la entrada de datos por parte de Mutalyzer depende totalmente de la
herramienta que se elija pudiendo ir desde una descripcién de una variacidon en formato HGVS
a un listado con el accesion number de la secuencia de referencia, el tipo de secuencia, el tipo
de variacion y las posiciones inicial y final de la variacién. Lo mismo ocurre con la salida,
depende del programa que se esté utilizando. Podemos encontrarnos con una descripcion
HGVS de una variacién como con un listado de correcciones de descripciones de variaciones en
las que se indiquen ademas de si son correctas o no, el fenotipo que tienen asociado.

La herramienta Atlas es la que mas difiere del resto, en el sentido de que actla a través de
aplicaciones que utilizan un API para llevar a cabo la explotacién de la informacién de la base
de datos. Dichas aplicaciones se basan en lineas de comando Unix.
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Ejemplo ilustrativo

Teniendo en cuenta las herramientas comentadas en el estado del arte, podemos identificar
ciertas carencias que dificultan el trabajo del investigador. El primer conflicto es claro en
cuanto a la necesidad de tener que introducir ciertos datos manualmente, en el sentido de que
por ejemplo muchas de estas herramientas, relacionadas con la interpretacidon fenotipica,
necesitan la posicion de la variacién y el cambio que se ha producido para poder iniciar su
analisis. Para poder introducir dicha informacion, es necesario un estudio previo en el que la
secuencia de ADN de la que se desea extraer la informacion sea analizada, extrayendo asi las
variaciones que se encuentren en ella. Esto conlleva diferentes pasos: (1) el andlisis de la
secuencia, (2) la identificacion de las variaciones, (3) el paso de la informaciéon de una
plataforma a otra, (4) el andlisis de las variaciones con la segunda herramienta y (5) la
busqueda bibliografica de dichas variaciones entre las multiples bases de datos disponibles a
través de la red.

Una vez se ha llevado a cabo el andlisis de variaciones es necesario que éstas queden
bibliograficamente documentadas, de este modo se garantiza la veracidad del estudio. Sin
embargo, este apartado se convierte en un segundo punto de dificultad para el bidlogo, ya
que de todas las aplicaciones anteriores tan sélo PolyPhen-2 ofrece un listado bibliografico
adjunto a las variaciones estudiadas. Por tanto, generalmente es el bidlogo quien ha de buscar
manualmente dicha informacién entre todos los repositorios de informacién esparcidos por
Internet consumiendo excesivo tiempo.

Una de las tareas mas frecuentes en el dominio de la genémica es el andlisis de secuencias
gendmicas [6]. Para realizar un estudio genético, un bidlogo ha de llevar a cabo diferentes
fases (llustracién 30). La primera (A) es la extraccidon de una muestra de ADN del paciente que
se desea estudiar y obtener su secuencia. Este proceso de secuenciacion se puede llevar a
cabo de diferentes formas, como por ejemplo mediante el método enzimatico de Sanger o
empleando cebadores fluorescentes. Una vez los secuenciadores de ADN han proporcionado
una secuencia de estudio, ésta debe ser analizada por el bidlogo y se ha de verificar que el
proceso de secuenciado ha sido ejecutado con éxito, sin errores. Dada dicha secuencia en
formato digital, el bidlogo debe identificar (B) manualmente o mediante la ayuda de algin
programa las diferencias que pueda haber entre ésta y la secuencia de referencia de la especie
estudiada. Teniendo dichas variaciones identificadas, el siguiente paso es buscar (C) en las
diferentes bases de datos accesibles en Internet cada una de las variaciones encontradas de
modo que éstas puedan ser referenciadas bibliograficamente y, a poder ser, relacionadas con
su causa fenotipica. Este paso puede conllevar bastante tiempo dependiendo de la suerte que
tenga el bidlogo en su busqueda, es decir, si la variacién que ha de buscar es encontrada en la
primera base de datos accedida el gasto de tiempo es minimo, pero si no es asi el bidlogo
debera cambiar el repositorio de busqueda en el que estd buscando hasta que la halle en
alguno. En este ultimo supuesto, la busqueda de una variacion se puede demorar horas y
teniendo en cuenta que a veces se obtiene mds de una variacion en la comparacién entre
secuencias, este proceso podria alargarse de tal modo que llegara a contabilizarse por dias.
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llustracion 30 Fases de creacion de un informe de diagndstico génico

Por ultimo, teniendo todas las variaciones encontradas referenciadas bibliograficamente, el
genetista genera (D) manualmente un informe con toda ésta informacién en el que se
documentardn todas y cada una de las variaciones encontradas en la cadena de ADN
estudiada, indicando: el cambio que se ha producido, cual o cudles pueden ser o son las
consecuencias de cada variacién, su interpretacion bioldgica y clinica, el fundamento biolégico
del estudio, el método de secuenciacién que se ha llevado a cabo y cualquier otro estudio
adicional o recomendacién que se considere oportuna. Dicho informe sera después enviado al
médico, que serd quien se encargue de realizar el diagndstico y determinar el tratamiento para
el paciente estudiado.

Durante la realizacidn de este trabajo se ha contado con la colaboracién del Instituto de
Medicina Gendmica (IMeGen), empresa biomédica especializada en el andlisis genético
aplicado al sector médico, que proporciona servicios de diagndstico genético a hospitales y
clinicas de toda Espafia. Gracias a su apoyo como expertos en el dominio, la comprension del
campo de la genética se ha podido llevar a cabo de tal modo que ingenieria del software y
genética pueden avanzar en el mismo sentido en una relacion de simbiosis. Eliminando de este
modo la brecha existente entre ambas disciplinas. El resultado de dicha colaboraciéon
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interdisciplinar es el disefio de un modelo conceptual que guia el alineamiento de conceptos
entre ambos campos. De modo que el disefio e implementacién de artefactos software que
componen un GelS se convierte en un proceso mas sencillo.

El proyecto que nos abarca comienza a partir de la definicion del esquema conceptual
Conceptual Schema of The Human Genome (CSHG) [15, 16]. Como consecuencia dos ramas de
investigacion se abren para dar paso a diferentes proyectos: (1) Creacién y carga de una base
de datos basada en HGDB [37, 38] y (2) la explotacidon de la informacidn depositada en dicha
base de datos (llustracién 31).

(\

\ -~ CSHGDB
E Carga de Datos
s A
e
\ >
BD

Explotacion de Datos

llustracién 31 Investigacion grupo Genoma

Es en esta ultima rama en donde se centraria este trabajo, en la explotacion de la base de
datos creada a partir del modelo conceptual CSHG.

Teniendo en cuenta las dificultades comentadas anteriormente, el proceso que se sigue para
realizar un diagndstico génico y la existencia de la base de datos Human Genome Data Base
(HGDB), se pretende llevar a cabo un estudio en el que se observen las dificultades intrinsecas
del dominio asi como las dificultades adquiridas por la no demasiado adecuada gestion de éste
a la hora de producir diferentes herramientas software de diagndstico genético. Como
resultado de dichas lecciones aprendidas se pretende desarrollar un prototipo para la creacion
de un informe de diagndstico génico, llevando a cabo dicho proyecto desde el punto de vista
de la ingenieria del software y los sistemas de informacién.

El caso de estudio que se aborda en este trabajo es el de la creacién de un informe genético a
partir de la busqueda de las variaciones existentes en una cadena de ADN. En este supuesto
serd el bidlogo quien indique el gen sobre el que se desea llevar a cabo el estudio e introduzca
una secuencia de ADN a analizar. Para que el estudio se realice tan sélo sera necesaria dicha
informacién. Esto evita que el bidlogo encargado del analisis deba realizar un estudio previo
para determinar las variaciones que se encuentran en la secuencia, disminuyendo por tanto el
tiempo de espera y la incomodidad de tener que introducir una a una, y a mano, las diferentes
variaciones a analizar. La disminucidn del tiempo de creaciéon de un diagndstico clinico es de
suma importancia ya que es bien sabido que la deteccién temprana de una enfermedad puede
llegar a ser determinante en el tratamiento o la eliminacién de ésta.
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Por otra parte, la fase de busqueda manual de la bibliografia que documenta las variaciones
serd excluida. Esto es debido a la existencia de HGDB. Esta base de datos contiene toda la
informacién relacionada a un gen y sus variaciones, teniendo en cuenta sus referencias
bibliograficas, fenotipos asociados, etc. Las ventajas de tener una base de datos relacional que
dispone de esta informacién son varias:

e Unificacion de los formatos en los que la informacidn se encuentra en las diferentes
fuentes de datos de Internet.

e Facilidad de llevar a cabo consultas SQL, ya sean mas o menos complicadas, debido a la
propiedad local de los datos.
e Menor tiempo de consulta de datos.

e Informacién relacionada y gestionada a partir de un modelo conceptual.

Por tanto, todas las carencias o dificultades que habian sido expuestas quedan resueltas.

Prototipo

Introducir Datos
—
Guardar Informea

llustracién 32 Funciones bioinformatico

Bioinformatico

Con la realizacion de este estudio se busca automatizar de la mayor forma posible la creacion
de un diagndstico génico. Sin embargo, tras analizar varios casos se ha llegado a la conclusidn
gue una automatizacién completa es actualmente imposible. La fase de introduccidn de datos
no es suprimible, de hecho es preferible que haya una interaccidon entre el usuario y la
aplicacion encargada de la generacién del informe. Sin embargo, cudnto menor sea el trabajo a
realizar por el usuario, mas sencilla serd la utilizacién y el aprendizaje del software. Por ahora
es imposible la eliminacion y la automatizacion del procesado preliminar de la informacion,
que es lo que comprende: (1) la extraccién de la muestra de ADN, (2) la secuenciacién del ADN,
(3) el limpiado de la secuencia y paso de un electroferograma a una secuencia de letras,
correspondiente a los aminodcidos. Estas tareas requieren de la mano de expertos, de la
experiencia que han obtenido a lo largo de afios de investigacion. Sin embargo, los pasos que
han de desempefiar una vez realizados estos primeros pueden reducirse. Asi pues, en este
trabajo se quiere estudiar la forma en la que se puede automatizar la extraccién de las
variaciones a partir de la alineacion de la secuencia de ADN estudiada. De este modo, la fase
de introduccién de datos se ve reducida en este sentido a la eleccién del gen de estudio y la
insercién de la secuencia de ADN que se quiere analizar, como se puede observar en la
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llustracion 33 . La idea es que el usuario tan sélo deba introducir dichos datos, pudiendo asi
crear un informe y guardarlo (llustracidn 32).

jpinform Prototipo GED

Elegir Gen I

Padir Sacuancia Raf

e — =

Devolver Secuencia Referancia

Mostrar Secuencia Referencia

Introducir Secuencia Analizar

—alidar

Meastrar Error

~| Solo se muestra
i |a validacian
ha dado error

T T
[ [

llustracién 33 Introduccién de datos

Para la fase de creacion el modo en el que se elabora el informe ha de ser invisible de cara al
usuario, éste tan sdlo introducira los datos de inicio y el resto de operaciones se llevaran a
cabo en segundo plano (llustracién 34). En esta fase se quiere abordar la recoleccion de la
informacidn introducida por el usuario, en la fase previa, y que ya ha sido validada.

Una vez recopilada toda la informacién el segundo paso que se ha de llevar a cabo para
generar el informe es extraer las variaciones de la secuencia de ADN que ha sido introducida
para ser estudiada. Para ello se debe realizar un alineamiento entre la secuencia de referencia
del gen y la cadena introducida. Las diferencias que se encuentren en dicho alineamiento
seran las variaciones que deberan reportarse en el informe mas tarde. Asi pues es requisito
indispensable buscar una forma de alinear ambas secuencias, ya sea mediante la utilizacion de
alguna aplicacién, el uso de algun algoritmo o la implementacién de algun otro. Este estudio se
ha llevado a cabo en este proyecto y su descripcidn se realiza en un capitulo mas adelante.
Teniendo localizadas las variaciones en la secuencia, la siguiente fase es la de la busqueda de
dichas variaciones en la base de datos HGDB. El hecho de que una variacidn se encuentre en la
base de datos implica que dicho cambio ha sido documentado y estudiado previamente, y por
tanto se puede ofrecer mucha mas informacion sobre la variacion que su simple posicion y
cambio de aminoacidos.

Las variaciones que se encuentran en la base de datos tienen asociada su posicion, el cambio
que originan, el fenotipo asociado, la base de datos de la cual se extrajo la informacion y la
bibliografia que documenta dicha variacion.
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El dltimo paso que queda para llevar a término esta fase es la compilacién de un informe en el
que se relna toda la informacién obtenida de una forma facil de entender e interpretar para el
usuario. Debe tenerse en cuenta las necesidades del bidlogo, por ejemplo, poder ofrecer la
informacién de forma redactada y no sélo de manera esquematica facilita su trabajo, con el
mismo propdsito se puede pensar en la usabilidad que brinda el ofrecer enlaces a la
documentacién asociada a la variacion encontrada asi como ofrecer la descripciéon de las
variaciones mediante el uso de algin formato estandar.

Prototipo

Recoqer Infarmacian

#USEsw
alidacidn

O

Crear Informe

Bioinformatico

Z\ Buscar Variaciones

llustracion 34 Fase de creacion del informe

Asi pues la fase de creacion del informe constaria de cuatro partes bien diferenciadas: (1)
recopilacion de la informacién, (2) fase de alineamiento, (3) fase de busqueda de las
variaciones vy, (4) fase de composicion del informe y validacion cientifica de los resultados
(llustracién 35).

La ultima fase que quedaria por especificar seria la de guardar el informe. En el dmbito de la
gendmica, al igual que en el de la medicina, es importante guardar un historico sobre los
estudios que se llevan a cabo con el propdsito no sélo de almacenar la informacion, sino de
poderla comparar a la hora de hacer diferentes estudios o revisar diagndsticos. Es por ello que
ofrecer la posibilidad de almacenar automdaticamente la informacién que se esta
representando en pantalla es sin duda un servicio necesario. Esta fase (llustracion 36) constard
principalmente de dos partes: (1) la comprobacion de los datos, ya sean del informe como de
la ruta donde el usuario desea almacenar el informe creado y, (2) la creacidn de dicho informe,
mediante la compilacién de toda la informacién mostrada en pantalla de modo que sea
plasmable en otro formato de datos sin la pérdida de informacién que pudiera suponer este
cambio de formato.
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Interfaz Erototipo BLAT GED
| Crear informe | | |
| | | |

| |

| |

Recoger informacian : :
Secuencia ADN estudio : :
Secuencia referencia : :
Alinear secuancias | |

1 |

Alineamiento |

e e |

|\ I I

Exiraer vanaciones : :

| |

T Buscar las venaciones extraidas en la BD |

| N |

[ gl

| |

| |

| |

| |

| |

Devolver la informacion de las variaciones encontradas en laB0 |

_____________ -

| |

| |

| |

Confeccionar informe : :

| |

| |

| |

Mastrar Informe : :
| |

| |

| |

| |

| |

| |

-

llustracién 35 Diagrama de secuencia de la fase de creacion del informe

| Guardar Infarme I

Pedir Destino

llustracion 36 Diagrama de secuencia para la fase de almacenamiento del informe

] -
|
|
|

Asi pues, como resumen podemos decir que a partir de la sustraccidon de los requisitos
demandados por Imegen y extraidos del estudio tanto de las herramientas expuestas en el
capitulo del estado del arte como del caso de estudio planteado, se ha podido determinar la
especificacién de requisitos que debe cubrir este trabajo. Como punto clave se ha establecido
la minimizacion del esfuerzo que debe realizar un genetista a la hora de llevar a cabo un
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diagndstico génico. Para obtener dicha disminuciéon, se debe solventar tanto los problemas
encontrados en la introduccion de datos y el uso de diferentes programas para obtenerlos,
como la traduccién a un formato estandar de las variaciones encontradas y la busqueda de
informacidn a través de internet de las variaciones encontradas. Este segundo punto es en el
gue mas hincapié ha hecho Imegen, siendo para ellos su talén de Aquiles.
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Alineamiento

Uno de los requisitos que se comentaron en el capitulo anterior es el de la disminucién del
trabajo que ha de realizar el bidlogo. Se quiere llevar a cabo un proceso en el cual la
interaccidn con el bidlogo sea minima pero produciendo una respuesta maxima por parte del
software. De este modo el bidlogo se ve liberado de la carga de trabajo que supone el tener
que llevar a cabo diferentes estudios previos para obtener las variaciones a partir del
alineamiento de una secuencia de ADN con otra de referencia.

Sin duda la obtenciéon de la muestra de ADN no podra ser automatizada por el momento. Del
mismo modo, la limpieza de la secuencia que se extraiga de esa muestra ha de realizarse de
una manera manual, bajo la mirada critica del bidlogo.

Cada gen tiene una secuencia de ADN asociada, que se denomina secuencia de referencia y
que es una secuencia consenso basada en la secuencia de varios individuos de la misma
especie. La base de datos RefSeq contiene una coleccién publica de secuencias de nucledtidos,
ya sean como ADN o ARN, y sus correspondientes productos proteicos disponibles. RefSeq fue
construida por NCBI, por lo tanto es de acceso libre y proporciona un registro Unico de cada
molécula bioldgica para organismos modelo. Para cada modelo de organismo, RefSeq tiene
como objetivo proporcionar un conjunto completo de secuencias no-redundante y bien
anotado que incluye ADN gendmico, transcritos y proteinas. RefSeq es una fundacidn de
estudios médicos, funcionales y diversos que proporciona una referencia estable para la
anotacién del genoma, la identificacion y caracterizacién de genes, la mutacion y el analisis de
polimorfismos, estudios de expresiones, y andlisis comparativo.

Para llevar a cabo la busqueda de las variaciones en una secuencia de ADN de un paciente se
debe realizar un alineamiento entre ésta y la secuencia de referencia del gen correspondiente.

En términos coloquiales, alinear dos secuencias es poner una junto a la otra de forma que se
resalten las diferencias y similitudes, pero sin cambiar el orden de los residuos. Entendiendo
como residuo las partes que no casen en la alineacién. Existen formas diversas de hacer esto,
aunque unas se prestan mds a andlisis que otras. Si por ejemplo queremos saber qué
secuencia es mas larga de dos dadas, podemos alinear simplemente el primer residuo de la
primera cadena con el primero de la segunda y asi sucesivamente. Dando como resultado algo
como lo que se muestra en la llustracién 37. De este alineamiento se puede ver facilmente
como la secuencia 2 es mas larga que la secuencia 1.

ATTTGCTA Secuencia 1
ATTGCTGTATTC Secuenecia 2

llustracion 37 Alineamiento basico

No obstante, esta informacién no suele ser la que interesa. Normalmente es mas interesante
saber si dos secuencias tienen sub-secuencias iguales en el mismo orden. En bioinformatica, el
alineamiento de secuencias se define como una forma de representar y comparar dos o mas
secuencias de ADN, ARN, o estructuras primarias proteicas para resaltar sus zonas de similitud,
pudiendo indicar relaciones funcionales o evolutivas entre los genes o proteinas consultados.

Los alineamientos de secuencias de aminoacidos proporcionan una herramienta poderosa
para comparar secuencias relacionadas, permitiendo detectar origenes evolutivos similares y
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representar una estructura comun y/o un rol catalitico. Si dos secuencias en un alineamiento
comparten un ancestro comun, las no coincidencias pueden interpretarse como mutaciones
puntuales (sustituciones), y los huecos en alguna de las dos secuencias como indels
(mutaciones de insercion o eliminado) introducidas en uno o ambos linajes en el tiempo que
transcurrio desde que divergieron. En el alineamiento de secuencias proteicas, el grado de
similitud entre los aminoacidos que ocupan una posicién concreta en la secuencia puede
interpretarse como una medida aproximada de conservacién en una regién particular, o
secuencia motivo, entre linajes. La ausencia de sustituciones, o la presencia de sustituciones
muy conservadas (la sustitucion de aminoacidos cuya cadena lateral tiene propiedades
quimicas similares) en una regidn particular de la secuencia indica que esta zona tiene
importancia estructural o funcional. Aunque las bases nucleotidicas del ADN y ARN son mas
similares entre si que con los aminoacidos, la conservacién del emparejado de bases podria
indicar papeles funcionales o estructurales similares.

Las secuencias muy cortas o muy similares pueden alinearse manualmente. Sin embargo, los
problemas mas interesantes necesitan del alineamiento de secuencias largas, muy variables y
extremadamente numerosas que no pueden ser alineadas por humanos. El conocimiento
humano se aplica principalmente en la construccion de algoritmos que producen
alineamientos de alta calidad, y también en el ajuste del resultado final para representar
patrones que son dificiles de introducir en algoritmos, especialmente en el caso de secuencias
de nucleétidos.

ALIGH calculates a global alignment of two seguences
version 2.2Zu
Please cite: Myers and Miller, CABIOS (1989) 4:11-17

silvestre 175 bp 172 aa wvs.
mutante 164 bp 162 aa
using matrix file: BLOSUM50, gap open/ext: =14/-4
85.5% identity in 172 aa overlap:; Global score: 902
10 20 30 40 50 60

silves GIREFNPBETAGLBINHMSAPIENSMVHLTPEEESAVTALWGEVNVDEVGGEALGRLLVV

matant ======= BETAGLBINAMTA---DAMVELTPEEESVVTALWGEVNVDEVGGEALCGRLLVV

10 20 30 40 50
70 80 90 100 110 120

gsilves YPWTQRFFESFGCDLSTPDAVMGNPEVEAHGEEVLCGAFSDCLAHLDNLEGTFATLSELECD

mutant WEWTQRFFESFGDLSTPDAVMGHPEVEAHCEEVLGAFSDCLAHLDNLEGTTATLSEELHCD
60 70 80 90 100 110

130 140 150 160 170
silves EKELHVDPENFRLLGNVLVCVLAEHFGEEFTPPVQARYQEVVAGVANALAHEYH

mutant KLEVDPENFARHGHNVLVCVLAHTFGEEFTPPVOARYQEYEAGVANATARQYH
120 130 140 150 160

llustracién 38 Alineamiento global

Las aproximaciones computacionales en el alineamiento de secuencias se dividen en dos
categorias: alineamiento global y alineamiento local. Calcular un alineamiento global es una
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forma de optimizacion global que “fuerza” al alineamiento a ocupar la longitud total de todas
las secuencias introducidas. Por contra, los alineamientos locales identifican regiones similares
dentro de largas secuencias que normalmente son muy divergentes entre si. A menudo se
prefieren los alineamientos locales, pero pueden ser mas dificiles de calcular ya que se afade
el desafio de identificar las regiones de mayor similitud.

Los alineamientos globales (llustracion 38) son especialmente Utiles cuando lo que se quiere es
comparar dos genes en toda su longitud o al momento de ofrecer sobre-solapamientos.

Los alineamientos globales, que intentan alinear cada residuo de cada secuencia, son mas
utiles cuando las secuencias problema iniciales son similares y aproximadamente del mismo
tamafio. Una estrategia general de alineamiento global es elalgoritmo Needleman-
Wunsch basado en programacién dindmica. Sin embargo, cuando se parte de la base de que
s6lo algunas regiones estdn conservadas es mejor usar otro método de alineamiento.
Tomando como ejemplo dos cadenas iguales introduciendo en la segunda mutaciones de
forma indiscriminada, si hacemos un alineamiento global se detectaria que hay cambios entre
ambas secuencias pero las regiones que tienen alta conservacidn no serian destacadas. Es
posible que al alinear ambas secuencias globalmente se encuentren regiones conservadas,
pero al hacer este tipo de alineamiento se ha de conservar el orden de las secuencias y esto
puede llevar a ocultar informacion.

Comparison of:

(A) ./wwwimp/.8938.1.seq unknown 98 bp = 97 aa
(B) ./wwwtmp/.8938.2.seq unknown 98 bp = 97 aa
using matrix file: BL50 (15/-5), gap-open/ext: -14/-4 E(limit) 0.05

92.7% identity in 41 aa overlap (12-52:48-8B); score: 251 E(10000): 2.B8e-19

20 30 40 50
unknow EESNEEMPLCHSTRIDCHNFINESDEILSTRARNASITACIN

50 60 70 80

100.0% identity in 37 aa overlap (52-88:15-51); score: 232 E(10000): 2.3e-17

60 70 80
unknow NENDNDEALINEARLCALMENTEESMERQEALINEAR
unknow NENDMDEALINEARLCALMEMNTEESMERQEALIMEAR
20 30 40 50

38.5% identity in 104 aa overlap (1-97:1-97); score: 135 E(10000): 1.4e-07

10 20 30 40 50
unknow SECENCIAESTEESNE---EMPLCHNSTRIDCHNFINESDEILSTRARNASITACINENDND

unknow SECENCIAESTEESNENDNDEALINEARL-CALMENTEESMERQE--—-—- ALINEAREE
10 20 30 40 50

60 70 80 90
unknow EALINEARL-CALMENTEESME---ROEALINEARGLALMENTE

unknow MPLCHSTRIDCHNFINESDEILSTRARMASITACINGLALMENTE
60 70 B8O 20

llustracién 39 Alineamiento local
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El alineamiento local (llustracién 39) permite encontrar subsecuencias que tienen una alta
similitud, entendiendo por similitud la observacién o medicidon de parecido y diferencia
independientemente del origen de ese parecido. En otras palabras, la similitud es la medida
del parecido entre dos secuencias que se puede cuantificar.

Los alineamientos locales son mas Utiles para secuencias diferenciadas en las que se sospecha
gue existen regiones muy similares o motivos de secuencias similares dentro de un contexto
mayor. El algoritmo Smith-Waterman es un método general de alineamiento local basado en
programacion dindmica. Con secuencias suficientemente similares, no existe diferencia entre
alineamientos globales y locales.

Los métodos hibridos, conocidos como semiglobales o métodos “glocales” intentan encontrar
el mejor alineamiento posible que incluya el inicio y el final de una u otra secuencia. Puede ser
especialmente util cuando la parte “aguas arriba” de una secuencia se solapa con la parte
“aguas abajo” de la otra. En este caso, ni el alineamiento global ni el local son completamente
adecuados: un alineamiento global intentara forzar a la alineacién a extenderse mas alla de la
region de solapamiento, mientras que el alineamiento local no cubrira totalmente la region
solapada.

La busqueda en las bases de datos con el objetivo de extraer secuencias homdlogas es uno de
los fundamentos para el analisis de secuencias. Se han desarrollado y aplicado diversos
métodos en paquetes de programas y servidores web para llevar a cabo este propdsito. Los
programas de busqueda en bases de datos se diferencian en la forma en la que estdn
disefiados los algoritmos que usan. Esto influye en el tiempo de ejecucién y la sensibilidad a la
hora de realizar los alineamientos. Los algoritmos de alta velocidad usan principios
simplificados para establecer la similitud entre secuencias, el tiempo en que tarda en llevarse a
cabo el alineamiento depende de la sensibilidad del algoritmo, parametro que esta
fuertemente relacionado con la longitud de la secuencia y el tamafo de la base de datos. Por
otra parte, los algoritmos basados en métodos de programacién dindmica buscan algoritmos
locales éptimos siendo en consecuencia lentos para realizar busquedas en grandes bases de
datos. Los programas que utilizan algoritmos FASTA o BLAST, por el contrario, se desarrollaron
con el objetivo de ser de alta velocidad y baja sensibilidad, ya que estan basados en estrategias
heuristicas que concentran sus esfuerzos en las regiones de la secuencia mas probablemente
relacionadas en un tiempo de ejecucién corto, ofreciendo buenos resultados. Las consultas a
través de bases de datos publicas en internet constituyen un recurso invaluable para
investigadores que estan trabajando en el campo de la bilogia molecular, quimica de proteinas,
y diagndstico molecular.

A continuacién se describen algunas de las herramientas bioinformaticas que emplean
métodos de alineamiento de secuencias.

6.1. BLAST

Es un conjunto de programas que tiene como objetivo obtener similitudes entre secuencias
alineadas. La entidad administradora de Basic Alignment Search Tool (BLAST) [22] es NCBI.
BLAST esta disefiado para explotar todas las bases de datos disponibles independientemente
de que sean proteinas o ADN. El fundamento de los algoritmos de BLAST es comparar
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secuencias creando matrices de sustitucidon generales, como por ejemplo Blosum 62 (Block
Substitution Matrix) en las que son propuestos cuales son los aminoacidos que menos difieren

y las mutaciones mas frecuentes. A partir de estas matrices se establece una puntuacidon que

indicara la similitud entre pares de secuencias. Es importante mencionar que BLAST usa un
algoritmo heuristico, lo cual quiere decir que nunca podra garantizar que la solucién devuelta
es la correcta pero si que el alineamiento devuelto es razonablemente bueno.

A continuacion se comentan las partes que componen el resultado tipico obtenido a partir de
BLAST al someter un pedazo de ADN humano que ha sido secuenciado. El resultado se divide
en tres secciones. La primera tiene informacidén general acerca de la busqueda (llustracidn

40).

ADN secuenciado

Query ID [cl|56889 Database Name nr

Description ADN secuenciado
Molecule type nucleic acid

Query Length 70 Program BLASTN 2.2.24+ pCitation

Other reports: b Search y [Te reports] [Distance tree of results

llustracion 40 Seccion 1 de los resultados

Distribution of 133 Blast Hits on the Query Sequence &

| Mouse over to see the defling, click to show alignments

Description All GenBank+EMBL+DDBI+PDB sequences (but no EST, STS,
GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)

Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 80-200

| | | | |
1 10 20 30 40 50

G uery I ———
|

llustracion 41 Alineamiento BLAST parte grafica
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La segunda seccidon contiene los lineamientos, primero en forma grafica (llustracion 41),
diferenciando por colores los porcentajes de identidades, y después en forma de letras y
espacios (llustracion 42).

> Jgi| 302313186 | gb|HM015597.1] [J Homo sapiens sonic hedgehog homolog (Drosophila) (SHH) gene,
complete cds
Length=17425

Score = 127 bits (140), Expect = 5e=27
Identities = 70/70 (100%), Gaps = 0/70 (0%)
Strand=Flus/Minus

Query 1 CTCGCTCTCTCCCTCGCTGECTGCCTCGCTCTTTCTCTTCCTATATARCCTTGCCCGCCG 60

Sbjot 4029 GCTCTCTCCCTCGCTGGCTGCCTCGCTCTTTCTCTTCCTATATARCCTTGCCCGCCG 3970

Query 61 CGGCTGCGGG 70

Sbjot 3969 CGGCTGCGGG 3960

>[jgi 172044658 [ref |NG_007504.1 [J Homo sapiens sonic hedgehog (SHH), RefsSegGene on chromosome 7
Length=16410

Score = 127 bits (140), Expect = Se-27
Identities = 70/70 (100%), Gaps = 0/70 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 TCTCTCCCTCGCTEECTGOCTCGCTCTTTCTCTTCCTATATAACCTTGOCCGCCGE 60

Sbjet 5029 CTCTCCCTCGCTEG CTTGCCCGCCG 4970

Query 61 CGGECTGOGGE 70

Sbjot 4969 CGGECTGCGGG 4960

= Jgi|34595719 | gb|A¥307424.1| Pan paniscus strain NGO5253A-Coriell scnic hedgehog (shh) gene,
promoter region and 5' UTR
Length=611

Score = 127 bits (140), Expect = 5e-27
Identities = 70/70 (100%), Gaps = 0/70 (0%)
Strand=Plus/Minus
Query 1 CTCGCTCTCTCCCTCGCTGGCTGCCTCGCTCTTTCTCTTCCTATATARCCTTGCCCGCCG 60

_ III||II||II||III|III||II||II||III||II||II||III||II||II||III|
sbijct 486 CTCTCTCCCTCGCTEECTGCCTCGCTCTTTCTCTTCCTATATARCCTTGCCCGCCGE 427
Query 61 CGGCTGCGGG 70

I LLELTLLL

sbijct 426 GGCTGCGGE 417

llustracidon 42 Alineamientos en BLAST, formato texto

La tercera seccidén contiene el listado de todas las secuencias que produjeron alineamientos
significativos junto con un valor de puntuacidn (Score) que representa el grado de similitud
entre pares de secuencias. El valor E para una determinada puntuacién indica cuantos
alineamientos esperamos que por azar alcancen un valor igual o mayor.

6.2. Clustalw

Es un programa que aplica métodos de alineamiento globales de alta velocidad para calcular
los niveles de semejanza entre secuencias. No es aconsejable utilizarlo para hacer
alineamientos de secuencias con largos sectores disimiles. Es altamente utilizado para realizar
alineamientos multiples de secuencias.

Clustal W (llustracion 43) acepta un alto rango de formatos de entrada, ofreciendo del mismo
modo diferentes formatos de salida.

Para realizar los alineamientos multiples se pasa por tres etapas. En la primera se realizan
alineamientos por pares. En la segunda etapa se crea un arbol filogenético, es decir, un arbol
que muestra las relaciones evolutivas entre varias especies que se cree poseen una
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ascendencia comun. En la dltima etapa se utiliza este arbol para llevar a cabo el alineamiento
multiple.

Los alineamientos multiples se utilizan para encontrar patrones de diagndstico para
caracterizar familias de proteinas, detectar o demostrar homologias entre secuencias, ayudar a
predecir las estructuras secundarias y terciarias de nuevas secuencias, o para sugerir
oligonucléicos para PCRs.

ClustalW2 - Multiple Sequences Alignment

ClustalW2 is a general purpose multiple sequence alignment program for DNA or proteins.

Use this tool

STEP 1 - Enter your input sequences
Enter or paste a setof [ Protein |4 | sequences in any supported format:

Or, upload a file: CSEIeccionar archivoj Mo se ha s...n archivo

STEP 2 - Set your Pairwise Alignment Options
Alignment Type: ® Slow () Fast

The default settings will fulfill the needs of most users and, for that reason, are not visible.

{Click here, if you want fo wiew or change the default seltings.)

STEP 3 - Set your Multiple Sequence Alignment Options

The default settings will fulfill the needs of most users and, for that reason, are not visible.

(Click here, if you want to view or change the default settings.)

STEP 4 - Submit your job

[ Be notified by emall (Tick this box if you want to be notified by email when the resulls are available)

llustracidn 43 Interfaz Clustal W

6.3. BLAT

BLAST-Like Alignment Tool (BLAT) [39] es un programa software desarrollado por Jim Kent en
la UCSC para la identificacién de similitudes entre secuencias de ADN y proteinas. BLAT es
mucho mas rapido, en cuanto a los alineamientos de proteinas y nucleétidos, que otras
herramientas mas antiguas como BLAST. Concretamente es 500 veces mas rdpido para
alineamientos de secuencias de ADN, y 50 veces para alineamientos de proteinas.

BLAT es similar a BLAST en varios aspectos. El programa escanea rapidamente para secuencias
relativamente cortas, y extiende esto a pares con puntuaciones altas. Sin embargo, BLAST
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difiere de BLAT en algunos aspectos significativos. Mientras que BLAST construye un indice de
la secuencia y luego escanea linealmente la base de datos, BLAT construye un indice de la base
de datos y luego escanea linealmente la secuencia, el indice tan sélo se construye una vez por
cada gen. Por otra parte, mientras que BLAST devuelve cada drea de homologia entre las dos
secuencias comparadas como alineamientos separados, BLAT las une en un alineamiento
mayor.

Human BLAT Search
BLAT Search Genome
Genome: Assembly: Query type: Sort output: Qutput type:
[ Human 4] | Feb. 2009 (GRCh37/hg13) |+ | DNA 4] [queryscore [4] | hyperlink 4]

.’. T \I If " = \I I/—\l
submit ) [ I'm feeling lucky ) [ clear

Paste in a query sequence to find its location in the the genome. Multiple sequences may be searched if
separated by lines starting with '>' followed by the sequence name.

File Upload: Rather than pasting a sequence, you can choose to upload a text file containing the
sequence.

Upload sequence: ( Seleccionar archivo ) No se ha s..n archiva [ submit file )

Only DNA sequences of 25,000 or fewer bases and protein or translated sequence of 10000 or fewer
letters will be processed. Up to 25 sequences can be submitted at the same time. The total limit for
multiple sequence submissions is 50,000 bases or 25,000 letters.

For locating PCR. primers, use In-Silico PCR for best results instead of BLAT.

llustracion 44 Interfaz web BLAT

Comparando BLAT con BLAST podemos encontrar las siguientes ventajas del primero con
respecto al segundo:

e Mayor velocidad a costa de una menor profundidad de homologia.

e Posibilidad de introducir una larga lista de consultas simultaneas en formato FASTA.
e Cinco formatos diferentes de salida

e Vinculo directo al navegador UCSC

e Detalles de alineamientos en bloques en un orden natural

e La posibilidad de lanzar el alineamiento mas tarde segun el usuario indique.

Normalmente BLAT se utiliza para buscar la ubicacion de una secuencia en el genoma o para
determinar la estructura de un exén en el RNA mensajero. BLAT puede ser accedido a través
de la web o mediante su descarga, utilizandolo asi de manera local. Este Ultimo modo de
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acceso permite modificar ciertos parametros manualmente que no podrian llevarse a cabo a
través de la interfaz web (llustracién 44).

Habiendo realizado el estudio sobre qué herramientas de alineamiento habia en el mercado y
cuales podrian ser utiles para nuestro caso, se escogio la herramienta BLAT para encontrar las
variaciones existentes en una secuencia a partir del alineamiento de ésta con su secuencia de
referencia. Una de las razones por las que se eligid dicho programa, y no otro, fue la necesidad
de llevar a cabo alineamientos locales en lugar de globales. No se pretendia obtener un
alineamiento en longitud de la cadena, sino encontrar las similitudes y por tanto las diferencias
entre las dos secuencias estudiadas. Esto es posible ya que el usuario elige de antemano la
secuencia de referencia del gen caso de estudio, por lo que la similitud entre dicha secuencia y
la introducida es muy alta.

En esta versidn del proyecto los alineamientos que se pretenden llevar a cabo son aquellos que
involucran la comparacién de dos secuencias, es por ello que se ha descartado la utilizacién de
programas de alineacidn multiple. De entre los alineadores locales con posibilidad de alinear
dos secuencias el mas conocido y utilizado en el campo de la bioinformatica es BLAST. Sin
embargo, en esta version del proyecto BLAT a sido el elegido debido a las diversas ventajas
que éste, expuestas en parrafos anteriores, muestra frente a BLAST. La velocidad de escaneo
gue BLAT ofrece para los emparejamientos relativamente cortos, su tendencia a realizar
alineamientos mayores y los diferentes formatos de salida de datos, que facilitan la extraccion
automatizada de informacidén de ellos para introducirla en fases siguientes del prototipo, han
sido las principales razones para su eleccion.

Cuando BLAST devuelve cada drea homodloga de las secuencias como alineamientos separados,
BLAT los une para hacer un alineamiento mayor. Esto se puede apreciar en la Tabla 3, en
donde se han llevado a cabo diversas alineaciones de secuencias mediante el uso de BLAT y
BLAST pudiéndose comparar los resultados ofrecidos en ambos casos. Como se puede
observar BLAT tiende a unificar los alineamientos, haciéndolos mas largos. Para nuestro
propdsito, la busqueda de variaciones para la ayuda en el diagndstico clinico, el resultado que
ofrece BLAT es mds util. Esto es porque la probabilidad de encontrar mas de una variacidn
gendmica en una secuencia de ADN es pequefia, y por tanto es preferible obtener un hueco en
lugar de varios.

El formato que se muestra en la Tabla 3 es el tipo de formato raya-espacio muy usado para
representar visualmente alineamientos, existen diferentes versiones de este formato donde se
utilizan por ejemplo dos puntos en lugar de raya, afnadiendo ademas el uso de un simbolo
nuevo que es el de un punto. En el formato aqui comentado se muestran tres lineas con
diferente informacidn, la primera y la ultima linea de caracteres corresponden a las secuencias
de nucledtidos que estan alinedndose, siendo en este caso la linea de arriba la perteneciente al
estudio y la de abajo la secuencia de referencia del gen estudiado. Siempre que hay una
correspondencia exacta de nucledtidos en una posicién se representa mediante una linea
vertical. Los espacios representan por tanto una no-correspondencia y serdn debidos a una
variacién. Si la linea inferior contiene guiones en lugar de letras querrd decir que se ha
producido una insercion en la cadena estudiada. Si por el contrario es la linea superior la que
contiene los guiones, la variacion encontrada corresponderda con una eliminaciéon de
nucledtidos en la secuencia de estudio con respecto a la secuencia de referencia. Se puede dar
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el caso de encontrar espacios en blanco en la linea central y sin embargo no tener ningun
guiodn en las otras dos lineas, esto se dara cuando se haya producido algun tipo de sustitucion
de nucledtidos o algun indel.

BLAST
Query: TAAGCCATTCTCAAGAGGCAGTCAGCCTGCAGATGTGGATCTAATGATTGACTGCCTTGT

Pt P e e e e el
Ref : TAAGCCATTCTC---A---AGTCAGCCTGCAGATGTGGATCTAATGATTGACTGCCTTGT

BLAT

Query: taagccattctcaagaggcagtcagcctgcagatgtggatctaatgattgactgecttgt
NERRRRRNRR NN RN R N RN NN NNRRR RN ARRY

Ref:  taagccattctcaag------ tcagcctgcagatgtggatctaatgattgactgecttgt

BLAST

Query: TAAGCCATTCTCAAGAGGCAGTCAGCCTGCAGATGTGGATCTAATGATTGACTGCCTTGT

PEEELLER R e e e e e ey o inennttl
Ref:  TAAGCCATTCTCAAGAGGCAGTCAGCCTGCAGATGTGGATCT-A—A-TGACTGCCTTGT

BLAT
Query :taagccattctcaagaggcagtcagcctgcagatgtggatctaatgattgactgecttgt

FEEREEEEe e e e e e e et el (ARRRNRR NN
Ref: taagccattctcaagaggcagtcagcctgcagatgtggatctaatg----actgccttgt

BLAST
Query: TAAAGCAAGTACTTACATCAATTGGGAAGATAACTAACTCTGTCATTTTCCTACTTGTTC

RN e NN NN ARy
Shjct TAAAGCAAGTACTTACATCAATTGGGAAG---A-TAACTCTGTCATTTTCCTACTTGTTC

BLAT
Query: taaagcaagtacttacatcaattgggaagataactaactctgtcattttcctacttgttc

RN NN RN NN NN NN RN (NNRRRRNNRRRRRRRRR Y
Sbjct: taaagcaagtacttacatcaattgggaagataact----ctgtcattttcctacttgttc

Tabla 3 Comparativa de alineamientos BLAT vs BLAST

BLAT posibilita la salida da datos en este formato. Sin embargo, pese que de cara al bidlogo
visualmente este formato es muy expresivo, en lo referente a la extraccion automatica de
datos no es el mas adecuado. Los formatos de salida que ofrece BLAT se comentan a
continuacion.

6.3.1. Formato AXT

Los ficheros de alineamiento axt son producidos por Blastz, una aplicacién independiente del
algoritmo BLAST especificamente disefiado para alinear dos secuencias gendmicas largas.

A continuacion (Tabla 4) se muestra un ejemplo del formato axt. En dicho ejemplo se ven los
dos primeros bloques del alineamiento que se ha llevado a cabo entre una muestra humana
con el cromosoma 19 del ratén.

Cada bloque de alineamiento en un fichero axt contiene tres lineas: una linea de resumen y
dos lineas de secuencia. Cada bloque se separa del siguiente por lineas en blanco. La linea de
resumen contiene informacidn sobre el tamafio y las posiciones cromosémicas del
alineamiento, se requieren 9 campos que se explican en la llustracidn 45.
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0chr19 3001012 3001075 chr11 70568380 70568443 - 3500
TCAGCTCATAAATCACCTCCTGCCACAAGCCTGGCCTGGTCCCAGGAGAGTGTCCAGGCTCAGA
TCTGTTCATAAACCACCTGCCATGACAAGCCTGGCCTGTTCCCAAGACAATGTCCAGGCTCAGA

1 chr19 3008279 3008357 chrll 70573976 70574054 - 3900
CACAATCTTCACATTGAGATCCTGAGTTGCTGATCAGAATGGAAGGCTGAGCTAAGATGAGCGACGAGGCAATGTCAC
CACAGTCTTCACATTGAGGTACCAAGTTGTGGATCAGAATGGAAAGCTAGGCTATGATGAGGGACAGTGCGCTGTCAC

Tabla 4 Formato axt

Fin del Inicio del
alineamiento alineamiento Hebra

0 chr19 3001012 3001075 chri1 70568380 70588443 -~ 3500

e N\

N® alineamiento  Nicio del Cromosoma Fin del Puntuacidn
alineamiento alineado alinemamiento Blastz

Cromosoma

llustracion 45 Campos de la linea de resumen

Las secuencias de lineas contienen el primer ensamblaje (linea 2) y el ensamblaje alineado
(linea 3) con inserciones. Las repeticiones se indican con letras minusculas.

6.3.2. Formato MAF

##maf version=1 scoring=humor.v4

# humorwv4 R=30 M=10 /cluster/bluearc/hgl6/bed/blastz.mm3/mafNet300/chr21.mm3.maf
/cluster/bluearc/hgl16/bed/blastz.rn3/mafNet300/chr21.rn3.maf

a score=9502.0

S hgl6.chr21 9928623 118 + 46976097
AGCTTGTCAAGTAAGCTACCTATTTAGTGCTCGGAATGAAAGGGAGTGTGTGTTGGGAGTTGGGGGACTG----
CTTGCGTGAAACATTTCTCTCTTCTGGATTTAAAAC-TTAGTCTTGGTT s mm3.chr8 107811077 114 -
128923138 AGTTTGTCTCATAAGCCACCTGTGCACTGCCAG----
AGAAAGGGAAGTGAGCTAGCAGTGAGGGCCCAG----TGTGTGTGTGTGCTTTC-
CTTCTCTGGATTTAGAACCTTGGTTTTGCTT

s rn3.chrl6 74307054 118 + 90224819 AGTTTGTCATGTCTGCTACCTGCGTTGCTAGAG----
AAAAGGGAAAGGGAGGTAGCAGTGAGGGCCTAGGAGTTTTGTTTGTTTTTITTTC-
CTTCTCTGGGTTTAAAACATTGGTTTTGCTC

a score=378.0
s hgl6.chr21l 9928803 10 + 46976097 AATAAATCTG
smm3.chr8 107811442 10 - 128923138 AATCAATTA

Tabla 5 Formato MAF

El formato Multiple Alignement Format (MAF) almacena una serie de alineamientos multiples
en un formato facil de analizar y de leer. Este formato almacena multiples alineamientos a
nivel de ADN entre genomas enteros. El formato .maf consiste en lineas, cada alineamiento se
separa con una linea en blanco. Puede contener comentarios que son reconocidos por lineas

77



gue comienzan por #, si la linea comienza por ## entonces la informacién que le sigue son
metadatos.

En la Tabla 5, se muestra un ejemplo de este formato.

6.3.3. Formato WU-BLAST

Washington University BLAST (WU-BLAST) es el formato del paquete software para la
identificacion de genes y proteinas. El formato de salida (llustracién 46) es parecido al que da
BLAST, aunque WU-BLAST muestra las secuencias de nucledtidos en mayusculas mientras que
BLAST lo hace en minusculas.

Score = 25 (48.8 bits), Expect = 1.2e-10, Sum PI(5) = 1.2e-10
Identities = 55/76 (77&), Positives = 59776 (77%), Strand = Minus / Plus

Query: 34181 CACCCCTGAGCTCCATOTCOC TOTOCACARGT TCCTGGOCTCTATCOCTCTGROOCOCTROD 34102
Shict: 50625 CALCCCTOARVTGAATCCTUACTT CACAAGTTCCTGTUTGRGGTGTCTGCTOTGA TG 50688
Query: 34100 TGACRAGTACACATAA 34086
sbjot: 50685 Tﬁllﬁ.-lufl'.-'lﬂéT-ill'.'lﬁ.klAlﬁ'lfﬁﬂ- 50700

llustracion 46 Formato WU-BLAST

6.3.4. Formato BLAST

Este formato se ha comentado en el apartado BLAST mas atras.

6.3.5. Formato PSL

En este formato la informacién se separa mediante tabulaciones, en la llustracién 47 se
muestran los elementos que lo componen y debajo de cada uno un ejemplo de qué podrian
contener. En la Tabla 6 Ejemplos PSL se muestran otros ejemplos de este formato. Este
formato ha sido el que se ha escogido para extraer la informacion del alineamiento.

Las columnas que forman la tabla son las siguientes:

Matches. Contiene el nUmero de bases que coinciden y que no estan repetidas.
MisMatches. Nimero de bases que no coinciden.
repMatches. Niumero de bases que coinciden pero son parte de las repetidas.
N’s. Nimero de ‘N’ bases.
QgapCount. Numero de inserciones en la secuencia que se estudia.
QgapBases. Niumero de bases insertadas en la secuencia estudiada.
TgapCount. Nimero de inserciones en la secuencia de referencia.
TgapBases. NUmero de bases insertadas en la secuencia de referencia.
Strand. ‘+’ 6 “-‘paraindicar la lectura de la hebra.

. Qname. Nombre de la secuencia estudiada.

. Qsize. Tamafio de la secuencia que se estudia.

. Qstart. Posicidn inicial de alineamiento en la cadena consultada.

. Qend. Posicidn final del alineamiento para la secuencia estudiada.

. Tname. Nombre de la secuencia de referencia.

. Tsize. Tamafios de la secuencia de referencia con la que se compara.

. Tstart. Posicidn inicial de alineamiento en la secuencia de referencia.

Lo NoUhWNE

[ S e S e
aunn b WNPEFEO
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17.
18.

contener huecos.

19.

la secuencia estudiada.

20.

componen la secuencia de referencia.

Tend. Posicidn final del alineamiento para la secuencia de referencia.
BlockCount. Numero de bloques en el alineamiento, cada bloque esta exento de

Qstarts. Lista separada por comas de las posiciones de partida de cada bloque en

Tstarts. Lista separada por comas de las posiciones de inicio de cada bloque que

mat | Mis- | Rep. N's 0] a T T gap | stran | Qname | Q
ch matc | match gap | gap | gap | bases d size
h cou | bas | cou
nt es nt
22710 0 0 1 2 0 0 + secuen | 2827
01 cila 03
Q Q T name Tsize | T T Blo | Block qStart | Tstarts
start | end star | end | ck sizes 5
t cou
nt
0 2827 | ref| 2827 | 0 2827 | £E337,214 | 0,883 | 0,883,337
03 NG_0090 | 01 o 364, 32,
18.1

llustracion 47 Formato PSL

track name=fishBlats description="Fish BLAT” useScore=1

599001823196 +-FS_CONTIG_48080_1 1955 171 1062 chr22 47748585 13073589
13073753 248,20, 171,1042, 34674832,34674976,

59700155155+ FS_CONTIG_26780_1 2825 2456 2577 chr22 47748585 13073626
13073747 2 21,45, 2456,2532, 34674838,34674914,
59700155155-+FS_CONTIG_26780_1 2825 2455 2576 chr22 47748585 13073627
13073748 2 45,21, 249,349, 13073627,13073727,

Tabla 6 Ejemplos PSL

De esta informacidn, dependiendo de en qué lugar se indica que hay huecos, se puede saber si
se ha producido una insercidn, una eliminacidn, o un indel cuyo nimero de nucledtidos
eliminados e insertados no sea el mismo.

La formula de la llustracion 48 permite extraer dos valores que determinaran el tipo de
variaciones que han sido encontradas.

OpcQuery =5 i numisques-1; POSICionQuery[i+1] — (tamafioBloque[i]+BlancosAcumuladosQuery))

OpcRef =5 i numsioques-11 POsicionRef[i+1] — (tamafioBloque[i]+BlancosAcumuladosRef))

llustracidon 48 Formulas de extraccion de variaciones

Las variables posicionQuery y posicionRef hacen referencia a la lista de posiciones que se da en
Qstarts y Tstarts respectivamente. La variable tamafioBloque es la lista de tamafos que tiene
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cada bloque y viene dada por el valor de BlockSizes. Por ultimo, BlancosAcumuladosQuery y
BlancosAcumuladosRef hacen referencia al nimero de huecos el cual se va incrementando en
cada pasada del bucle, es decir, si se encuentra una insercién de dos nucledtidos implica que la
cadena de referencia tendrd dos huecos y por tanto un valor de dos para la variable
BlancosAcumuladosRef.

Una vez encontrados estos valores, para cada valor de i, se ha de comprobar qué valore
contienen las variables de OpcQuery y OpcRef.

Si tenemos que OpcQuery = 0 y OpcRef# 0 entonces la variacién encontrada corresponderd a
una delecidn, es decir, a una eliminacién de nucledtidos con respecto a la cadena de
referencia.

Si en cambio encontramos que OpcQuery # 0 y OpcRef = 0, la variacidon encontrada sera una
insercién. Que es lo mismo que decir que se ha encontrado una insercidon de nucledtidos en la
secuencia estudiada con respecto a la cadena de referencia.

En el caso de que lo que se encuentre es que OpcQuery #0 y OpcRef # 0, entonces la variacion
hallada es un indel de tamafo diferente, es decir, se habra producido una eliminacion de ‘x’
nucledtidos y una insercion de ‘y’ nucleétidos en la secuencia de estudio con respecto a la
secuencia de referencia.

Si nos encontramos con algun valor en el campo MisMatches lo que se indica es que ha habido
un indel cuyo nimero de nucledtidos eliminados e insertados son iguales.

La posicién de cada cambio se obtiene de los campos Qstarts y Tstarts.

Por tanto se demuestra que la extraccidon de informacién a partir de este formato es mucho
mas sencilla en comparacién con el resto de formatos disponibles que se han comentado en
los apartados anteriores. Sin embargo, este formato posee una limitacidn a la hora de
enfrentarse a variaciones en las que se ha producido, en un lugar determinado de la secuencia,
una eliminacién y una insercion de una misma cantidad de nucledtidos. Si observamos bien la
informacidn de la que se dispone, tan sélo se muestra la existencia de este tipo de cambio sin
dar mas informacién al respecto. Existe la posibilidad de dejar este apartado aislado por el
momento y de solucionarlo en versiones posteriores al prototipo que se esta disefiando en
este proyecto y dejarlo asi documentado e indicado en el informe genético resultante. La otra
opcién es la de analizar si este tipo de cambio se ha producido en el estudio de la secuencia
que se esté llevando a cabo. De no ser asi, entonces se extraeria la informacién tal y como se
ha comentado anteriormente, ofreciendo una mayor rapidez de extraccion de informacion. Si
por el contrario ese tipo de cambio se hubiera producido, se podria extraer la informacién del
resto de variaciones del mismo modo que se ha hecho hasta ahora y después lanzar de nuevo
el programa BLAT pero obteniendo los resultados en el formato tradicional BLAST. De este
modo se recorreria el fichero buscando este tipo de variaciones. Dado que este tipo de
variaciones suelen ser SNPs nos encontramos con cambios muy pequefios, normalmente de un
nucledtido, y es por ello que ya que el formato BLAT devuelve los alineamientos por bloques se
deberian leer tan sélo aquellos bloques cuyos inicios en la secuencia estudiada y la de
referencia fueran el mismo o muy cercanos tal y como se muestra en la llustracién 49.
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ctocttcoctcacctcagoctoogeotooe 271
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tcatt aaatccatttcagatctttattgttoctcacceocattt 282631

a aaaatcata
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tcattgtaggggaaaatcatagaaatcocatttcagatctttattgttoctcaccocattt 282633

tecteccttgtgtatgtacttcccccaccocectttttttaagtaaaatgtaaattcaate 282691
III|III||III|IIIIIIIII|||III|III||IIIIIIIIIIIIII|II|||IIII|I

tocteoccttgtgtatgtactteococcacecocctttttittaagtaaaatgtaaattcaate 282693

tgctctaaga 282701

SR

tgctctaaga 282703

no valida (2° bloque)

Query: 81289

Shjct :

tttttottgtaaatttaa ttcttt?ta?gttct ttattagcecttt

T T T i e o

24495 tttttcttgtaaatttaagttectttgtagattctggatattageocttggtcagatggag 24554

81449 agattgcaaaaattttctcccattctgtaggttgectgtitcactececgatggtagtttctt B1508

|I|I| EERERRRLERRR LR L L ER e LR e L i

agattgraaaaattttetoccatteotgtaggttgectattcacte--atgatagttteott 24612

Query:

Sbjct: 24555

81509 ttgctatgcagaagetctttagtttaattagatoccatttgtcaattttggeatttgttg B1568

LELED TEELELERERREL e PR Ee e e e e e e i

ttgctgtgcagaagctctttaatttaattagatcocatttgtcaattttggettitgtta 24672

Query:

Sbict: 24613

llustracion 49 Descarte de bloques de lectura

En este proyecto se eligio realizar la segunda opcidén expuesta en el parrafo anterior, con el fin
de poder facilitar el mayor nimero de variaciones posibles en el informe génico.

6.4. Lecciones aprendidas

El estudio del dominio en el que se trabaja es imprescindible. Gracias a esto se ha aprendido
gue dependiendo de lo que se desea analizar en una secuencia se deben utilizar unas
herramientas de alineamiento u otras, no sirve cualquier herramienta de alineamiento
escogida al azar. Una vez escogida la técnica, la eleccién de la herramienta en particular es un
apartado importante y se deben sopesar los pros y los contras consecuentes de la eleccién de
cada herramienta.

La interaccion con especialistas en el campo es indispensable tanto a la hora de obtener una
guia cuando se inicie el estudio del domino, como a la hora de adquirir los requisitos que
necesita el usuario y no llevar a cabo un trabajo a ciegas sin tener en cuenta la visién del
bidlogo, lo que éste necesitard como resultado de nuestro trabajo. Por tanto, tener en mente
al usuario final es un punto inamovible. Es por ello que en este capitulo de este trabajo se ha
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obtenido la forma de facilitar y minimizar el trabajo que el usuario debe realizar para obtener
las variaciones que mas tarde deberd analizar.

De este capitulo se puede extraer que ninguna de las herramientas de alineamiento estudiadas
aqui estd pensada para obtener automaticamente y de forma sencilla la informacion que
posibilitan. Como excepcion el formato psl de BLAT ofrece de una forma mas estructurada su
informacidén, aunque no de manera completa. Todas estas herramientas estan pensadas para
facilitar al bidlogo los alineamientos realizados de forma visual y para que después éste sea el
que realice el trabajo de limpiar esta informacidn y extraer las posiciones de las variaciones y
los cambios originados. En ningin momento se han disefiado con el fin de facilitar este
apartado al bidlogo, o con una idea de poder proporcionar ambas partes: informacién visual y
datos concretos.

Actualmente no existe alguna herramienta libre que ofrezca al mismo tiempo una forma visual
de ver los alineamientos generados y a su vez una manera estructurada de representar la
informacidn que de dichos alineamientos se extrae. Esto es debido a que dichas herramientas
han sido implementadas para resolver unos problemas puntuales y no han sido disefiadas bajo
un punto de vista de un sistema de informacidn, en el que la interaccién con el usuario final es
imprescindible a la hora de saber qué es lo que el usuario espera poder hacer con lo que se le
ofrece y cual es la forma mas adecuada de ofrecérselo y facilitarselo.
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Busqueda de variaciones

Una variacion es un cambio que se produce en una secuencia de ADN como resultado de la
insercion, eliminacidon o sustitucion de uno o mas nucledtidos en dicha cadena. Las variaciones,
desde el punto de vista del efecto que conllevan, pueden ser tanto perjudiciales,
polimorfismos neutros como de efecto desconocido. Las variaciones perjudiciales son aquellos
cambios que tienen como consecuencia un efecto perjudicial en el organismo, por ejemplo el
cambio de un nucledtido que produce un aminodcido diferente teniendo como consecuencia
la pérdida de la funcionalidad que tenia la proteina de la cual formaba parte. A este tipo de
cambios se les denomina mutaciones. Por otra parte, los polimorfismos neutros son aquellos
cambios que no producen alteracion alguna. Esto es posible debido a que las secuencias
gendmicas estan formadas por tripletas de nucleétidos que pueden ser sélo de cuatro tipos:
guanina (G), citosina ©, timina (T) y adenina (A), y por tanto la variabilidad de los elementos no
es mucha. Por ejemplo, una variacién en el ultimo nucledtido del aminodacido de la alanina,
GCT, nunca generara un cambio visible ya que cualquier combinacién en esa ultima posicion
tendrd como resultado ese mismo aminodcido (tanto GCT, GCA, GCC cédmo GCG se traducen
como adenina) y por tanto no tendra un efecto apreciable, el cambio es silencioso. El resto de
variaciones se clasifican dentro del grupo de variaciones con efecto desconocido. En este
grupo se englobarian todas aquellas variaciones cuya consecuencia aln no se conoce, dentro
de éstas estarian las variaciones que se producen en el genoma a causa de la adaptacidn de las
especies al medio con el que interactlan. Estas variaciones son aquellas que, gracias a la
seleccién natural, permanecen en el organismo haciendo que las especies evolucionen.

Las variaciones pueden producirse tanto en zonas codificantes de las secuencias de ADN como
fuera de éstas. Si clasificamos las variaciones por su posicion tendriamos dos grupos, (1)
cromosOmicas, cuando la variacién afecta a partes del genoma o (2) génicas, cuando la
variacion afecta a un solo gen.

Otra forma de clasificar las variaciones encontradas seria a través de los detalles que tienen,
como son la posicion exacta y el cambio ocurrido. Si dichos detalles son desconocidos para una
variacion, ésta serd catalogada en el grupo de las variaciones imprecisas. Sin embargo, todas
aquellas variaciones cuya posicion y cambio sean conocidos se agruparan en la seccién de
variaciones precisas. Este tipo de variaciones pueden diferenciarse segin su tipologia en
cuatro grupos: (1) Inserciones, se da cuando uno o varios nucleétidos se insertan en la
secuencia de referencia, (2) borrados o deleciones, surgen de la eliminacién de uno o varios
nucledtidos con respecto a la cadena de ADN original, (3) indels, que son consecuencia de la
unién de una insercién y una delecién en una misma posicion determinada y (4) inversiones,
que se produce cuando una seccidn de ADN se invierte. Las inversiones pequefias pueden
afectar a unas pocas bases de un gen, mientras que las inversiones mas grandes afectan a
grandes regiones de cromosomas que contienen varios genes.

Todas estas posibles clasificaciones y la descripciéon de variacion quedan especificadas en la
parte del esquema conceptual CSHG que se puede ver en la llustracién 50.
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Variation
+id_variation ! int
+description @ string
-id_wariation_db : string

ﬁl Location

Effect Description
Mutant Neutral Polimorphism | | Unknown consequence Chromosomic Genic Imprecise Precise
1.7
Splicing Regulatory Missense Others Insertion Deletion Indel Inversion
lsequence : string | |-bases - int -ins_sequence : string | [bases : int
-repetition : int ins_repetition : int
-del_bases :int
Chrmﬁsomic %
Mutatidn SNP

llustracion 50 Esquema conceptual - Variaciones

Por tanto, una variacion queda determinada por su efecto, localizacion y descripcion.
Retornando al caso de estudio que nos concierne en este trabajo, la generaciéon de un
diagndstico genético, es necesario ofrecer una busqueda de variaciones eficaz y guiada por el
dominio. Gracias al esquema conceptual, que remarca los conceptos que especifican una
variacion, la generacién de una base de datos respetuosa con el dominio se ve simplificada a
una traduccion de este en un esquema entidad relacidn. La extraccion de la informacion sobre
variaciones de este repositorio resulta sencilla y rapida.

En el diagndstico genético se tiene una posicidn y un cambio, y lo que se quiere es la obtencion
de una variacién ya estudiada que concuerde con esos datos. En términos de posicidén de la
variacion que se busca es una variacidon precisa, puesto que se conocen sus atributos
concretos, y en lo referente a la descripciéon buscaremos una variacidon genética, dado que
hablamos de un diagndstico génico. Por tanto, mediante el uso de estos parametros podremos
obtener facilmente qué tipo de efecto tiene dicha variacién. El hecho de encontrar una
variacion que case con estos parametros significara que el cambio ya ha sido estudiado con
anterioridad y por tanto ya estad catalogado. Este proceso puede verse claramente en la
llustracion 51 en donde la parte del modelo que casa con la informacidn introducida en dicho
ejemplo se muestra en un color rosado, y el efecto asociado a la variacién buscada se colorea
en verde. En este caso se busca un indel que se ha producido en la posicién 132 del gen, en el
que se ha cambiado una adenina por una guanina resultando en una mutacidén con
consecuencia patogena.
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llustracion 51 Busqueda de variaciones guiada por el modelo

7.1. Variaciones sinonimas

A la hora de buscar una variacion, los métodos que se emplean para extraer la informacién
referente al cambio son varios. Como vimos en el apartado de alineamiento existen diversas
herramientas que ayudan en la extraccién de la informacién necesaria para tratar una
variacion: posicionamiento y cambio.

Cada cientifico utiliza su técnica favorita o la que cree es mas conveniente para obtener estos
datos, pero no existe un estandar a la hora de llevar a cabo esta extraccion de informacion. La
falta de un estandar tiene como resultado una especie de subjetividad a la hora de trabajar, en
el sentido de libertad a la hora de elegir una herramienta para realizar el alineamiento de
secuencias de ADN, libertad en lo referente a la especificacion de los cambios encontrados
como veremos en capitulos siguientes, etc.

En este sentido ya vimos un ejemplo en el capitulo mas atrds, concretamente el capitulo sobre
el alineamiento. En éste se ofrecia un ejemplo en el que una misma secuencia de ADN
alineada, con respecto a una misma secuencia de referencia, utilizando dos herramientas
distintas ofrecia resultados diferentes (Tabla 3). Y es que cada herramienta de alineacion sigue
un determinado algoritmo y cada uno de éstos se guia por una técnica diferente. Esto se ve
agravado debido a la redundancia genética existente en el genoma humano, y es que una
variabilidad de cuatro bases es insuficiente si se pretende no tener algln tipo de repeticién o
alguna combinacion azarosa que termine dando como resultado otro resultado distinto al
esperado.

Vedmoslo mediante un ejemplo (llustracion 52) de forma mas clara. Supongamos una
secuencia de ADN en la cual se ha insertado un nuevo conjunto de nucleétidos AGGTAT en la
posiciéon 235. Sin embargo, al realizar el alineamiento nos encontramos con una insercion
distinta, en este caso de la cadena TAGGTA en la posicidon 234. (Es esto correcto? éA qué se
debe este imprevisto? Contestar a este caso, en este ejemplo concreto, es bastante sencillo y
resulta de una combinacion de los dos factores que comentamos en el apartado anterior.
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aatatcgtaggtaaaaatgecta ------ ttggatccaaagagaggccaacatt
aatatcgtaggtaaaaatgccta TAGGTA ttggatccaaagagaggccaacatt

-,

Insercion de TAGGTA en la posicion 234

Insercion de AGGTAT en la posicion 235

aatatcgtaggtaaaaatgectat ------ tggatccaaagagaggccaacatt
aatatcgtaggtaaaaatgectat AGGTAT tggatccaaagagaggccaacatt

llustracién 52 Variaciones sinénimas

Si observamos la imagen podemos comprobar que ambos alineamientos son acertados, por
tanto la respuesta a nuestra primera pregunta seria “si, es correcto”. Simplemente, en este
caso, se ha llevado un algoritmo de alineamiento distinto. En el primer alineamiento se ha
realizado una correspondencia uno a uno de derecha a izquierda, y en el segundo
alineamiento se ha llevado el mismo tipo de alineamiento pero de izquierda a derecha. No
obstante, el hecho de que se usen diferentes técnicas de alineamiento no es condicidn
suficiente para que esto se dé. En este ejemplo se produce esta variabilidad en la respuesta
esperada debido a que la cadena insertada contiene como primer nucledtido una timina, y en
la posicion siguiente a la que se inserta también hay una timina. Como consecuencia la
posiciéon del alineamiento puede variar segun la direccidn con la que se alineen las secuencias,
dando por tanto en cada caso una secuencia insertada diferente. Esto es debido, como se
comentd anteriormente, a que sélo existen cuatro posibles valores a insertar y por tanto la
probabilidad que surja un caso como el anterior no es nada despreciable.

En este ejemplo el porqué de la diferencia encontrada es bastante simple y se puede deducir
facilmente observando ambos ejemplos, sin embargo hay casos en que la justificaciéon no es
tan evidente y es resultado de varias combinaciones o de repeticiones de grupos de
nucleétidos.

Todo esto provoca que a la hora de documentar variaciones, los bidlogos introduzcan tanto la
posicién como el cambio que ellos observen segun el resultado que su estudio especifico, dado
por una alineacion llevada a cabo con una herramienta especifica, les haya dado. Dos estudios
de una misma muestra que utilicen dos técnicas distintas, para encontrar los cambios en la
secuencia de ADN estudiada, podran dar dos resultados distintos. Y por tanto dichos estudios
serdan documentados de manera diferente, como dos cambios distintos habiendo sido en
realidad producidos por el mismo cambio en la secuencia génica.

Mirdndolo desde el punto de vista de las variaciones y no del alineamiento podriamos decir
que dos cambios diferentes, como los cambios resultantes vistos en el ejemplo anterior,
pueden generar una misma secuencia de ADN resultante. Esto es lo que denominamos
variaciones sindbnimas.

Las variaciones sindnimas conllevan un problema grande en lo que se refiere a la busqueda de
variaciones. Como se observaba en el modelo de la llustracidn 50, se precisa de una posicién
concreta para buscar una variacion. Sin embargo, debido al problema de las variaciones
sindnimas podemos encontrarnos con que la posicion que la herramienta de alineamiento
utilizada nos proporciona como resultado no corresponda con la posicién que ha sido
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documentada, pese a que la secuencia de ADN resultante sea la misma. Como consecuencia el
sistema no encontraria ninguna variacion que se ajustase a los datos proporcionados, mientras
que en realidad si existiria una variacion que casaria con los resultados. Por tanto, aunque
conceptualmente una variacidon tenga una posicion concreta, en la préctica este dato debe
tratarse teniendo en cuenta la existencia de variaciones sindnimas que pueden ser omitidas
durante el proceso de busqueda.

7.1.2. Solucion planteada

Se trata pues de estudiar los casos para los que el algoritmo de alineamiento da una posicidn
qgue no se encuentra dentro del sistema de informacién, y sin embargo otra posible alineacidn
daria otra posiciéon que llevaria a la obtencidon de un resultado positivo en la busqueda de
informacién en el GelS.

El caso en cuestion seria buscar en la base de datos una Unica variacidn, teniendo la siguiente
informacién extraida del alineamiento: el tipo de alteracidon producida (insercién, borrado o
indel), la posicion donde se produce (P) y la secuencia alterada (SA). Se conocen tanto la
secuencia de referencia (SR) como la secuencia que se compara, también llamada secuencia
muestra (SM).

A continuacidn se realiza un analisis por casos de menos a mayor grado de dificultad,
separandolos por tipo de alteracion y longitud de la cadena alterada.

Borrado de un nucleétido

e Lasecuencia borrada, SA, es igual a un nucleétido, N.
e La posicién del borrado en SR es P.

SR= N
P
SM=
P

llustracién 53 Borrado de un nucleétido
Solucioén:

1. Buscar N en la posicion P en SR.
2. Determinar las posiciones a derecha e izquierda en las que N se va repitiendo a partir
de P en SR, obteniendo la posicidn de la derecha (PD) y la de la izquierda (Pl).

SR = N'N....N.... NN

P P PD

llustracidn 54 Posiciones derecha e izquierda a la repeticion

87



3. Buscar en la base de datos una variacién precisa que sea una eliminacion de un
nucledtido N con una posicién P’ tal que PI<P’<PD.

Insercion de un nucleétido

e Lasecuencia insertada SA es igual a un Unico nucleétido N.

e La posicidn de la insercién en SR es P.

SR =
P
SM = N
P

llustracién 55 Insercion de un nucleétido

Solucion:

1. Ubicarse en la posicién P en SR.

2. Determinar las posiciones a derecha e izquierda en las que N se va repitiendo a partir
de P en SR, obteniendo la posicidn a derecha (PD) y a izquierda (PI).

SR = N'N

PP P PD
llustracién 56 Posiciones a derecha e izquierda de una insercion

3. Buscar en la base de datos una variacién precisa que sea una insercién de un
nucledtido N, con una posicién P’ tal que PI<P’<PD.

Indel de un nucleétido

e La secuencia modificada SA es igual a un Unico nucledtido N y el nucleétido por el que

se sustituye es un Unico nucleétido M.

e La posicidn de la insercién en SR es P.

SR = N
P
SM = M
P

llustraciéon 57 Indel de un nucleétido
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Solucioén:

1. En este caso no hay que hacer nada, no existe posibilidad alguna de que haya
variaciones equivalentes por repeticidn, ya que o la cadena SR tiene repeticiones de N,
y por tanto SM no tiene de M en la misma posicién, o al contrario.

2. Buscar en la base de datos una variacidn precisa, de tipo indel, de un nucleétido N por
otro M en la posicién P.

Borrado de varios nucleétidos

e Lasecuencia borrada SA es Ny,...,,N;, donde i>1.
e La posicién del borrado en SR es P.

SR = N1...Ni
P

SM =
P

llustracidn 58 Eliminacion de varios nucleétidos

Solucion:

1. Buscar SA en la posicién P en SR.
2. Determinar la posicidn a la derecha en la que se va repitiendo SA parcial o totalmente
(una o varias veces) a partir de P+i en SR, obteniendo la posicidn a la derecha PD.

SR = N1...Ni N1...NiN1...NiN1...NjN’

P P+ i PD
T=j<iy NmzN
Si j=i, entonces N1=N’

llustraciéon 59 Obtencidn de PD en el caso del borrado

3. Determinar la posicidn izquierda en la que se va repitiendo SA parcial o totalmente
(una o varias veces) a partir de P en SR, obteniendo la posicién de PI.

SR = N”N;...NiN1_..NiN1...Ni N1...Ni

Pl P
1<j<iy NpzN”
5ij=1, entonces NiZN"

llustracidon 60 Obtencidn de Pl en el caso del borrado
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4. Buscar en la base de datos una variacién precisa de en la que se haya producido una
eliminaciéon de la cadena SA con una posicién P’ tal que PI<P’<PD.
5. Aplicar el borrado de SA sobre SR en P’ y comprobar que la cadena SM’ es igual a SM.

Insercion de varios nucleétidos

e Lasecuenciainsertada SA es Ny,...,N;, donde i>1
e La posicién de la insercién en SR es P.

SR =
P

SM = Ni1...Ni
P

llustracién 61 Insercidn de varios nucleétidos
Solucion:

1. Ubicarse en la posicién P en SR.
2. Determinar la posicidn a la derecha en la que se va repitiendo SA parcial o totalmente
(una o varias veces) a partir de P en SR, obteniendo la posicion a derecha PD.

SR= N1...Ni Ni...NiN1...NiN1...NjN’

P PD
T=j<iy N £2N°
Sij=i, entonces Ni=N’

llustracidon 62 Determinar posicion derecha en el caso de la insercion

3. Determinar la posicién a la izquierda en la que se va repitiendo SA parcial o totalmente
(una o varias veces) a partir de P en SR, obteniendo la posicion a derecha PI.

SR = N"N;...NiN1...NiN1...Ni N1...Ni

| |

Pl P
1<j<iy Np#N”
Sij=1, entonces NiN"

llustracidon 63 Determinar posicion izquierda en el caso de la insercion

4. Buscar en la base de datos una variacion precisa que inserte una secuencia SA con una
posicién P’ tal que PI<SP’<PD.
5. Aplicar la insercién de SA sobre SR en P’ y comprobar que la cadena SM’ es igual a SM.
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Indel de Varios Nucledtidos:

e La secuencia modificada SA es N1, ..., Ni, donde i>1 y la secuencia sustituta SS es N1,
ey NI
e La posicidn de la insercién en SR es P.

SR = N1...Ni
P

SM = N’1...N’i
P

llustracion 64 Indel de varios nucleétidos

Solucion:

1. No hay que hacer nada, no hay posibilidad de que existan variaciones equivalentes por
repeticidn, ya que o la cadena SR tiene repeticiones (totales o una parcial) de SA (por
tanto SM no tiene de SS en la misma posicidén) o al contrario.

2. Buscar en la base de datos una variacién precisa que sea un indel en el cual se haya
eliminado la secuencia SA en la posicién P y se haya insertado, en esa misma posicién,
la secuencia SS.

7.2. Relacion genotipo - fenotipo

Una de las partes del estudio de la genética que mas llama la atencidn es la que corresponde a
la relacién gen-fenotipo. Un gen se expresa en un individuo de un determinado modo, por
ejemplo el color azul de los ojos. El hecho de que las personas seamos diferentes unas de otras
viene dado por las variaciones que se encuentran en el ADN de cada ser humano. Por tanto las
variaciones que veiamos antes se traducen en un resultado que a veces puede ser perceptible
al ojo humano, como en el caso del color del pelo, o que a veces no es tan obvio, como por
ejemplo la predisposicion a sufrir un cancer.

Esta es la razéon de la importancia de los estudios genéticos, el poder valorar qué
consecuencias puede tener una variacién en un ser humano. Es por ello que dentro del
esquema conceptual CSGH existe una parte que modela la parte fenotipica (llustraciéon 65)
relaciondndola con la parte de variaciones. De este modo es posible poder introducir dentro
del informe genético el resultado que producen los cambios que se estudian.

La entidad Variation se relaciona con la entidad Syndrome, que es la que define las
enfermedades, como por ejemplo la diabetes o la neurofibromatosis. Una enfermedad esta
caracterizada por diversos signos y sintomas que estan definidos en la clase Feature. La
entidad Value indica el valor que poseen dichas caracteristicas, en el caso de la
nurofibromatosis tendriamos como caracteristica “manchas”, y como valor “muchas”. Sin
embargo, para otros valores que sean mesurables se necesita de algo mas, es por ello que
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existe la especializacion Measurable que cuelga de Value. Esto sucede por ejemplo con la
caracteristica glucemia relacionada con el sindrome de la diabetes. En este caso la glucemia se
mide en mg/dl. La entidad Measurable no indica sélo las medidas en las que se miden las
caracteristicas, sino también el método que se ha utilizado para llevar a cabo dichas medidas.
Por ultimo, para que una variacidn esté asociada a un fenotipo es necesario tener una
publicacion cientifica como prueba de confianza. Es por ello que a esta vista del modelo se le
afade la clase Bibliography Reference, en la que se describe la publicacidon en la que fue
encontrada dicha asociacion. A su vez la entidad Bibliography DB indica en qué base de datos
se encontré esa publicacion.

Syndrome . .. Variation
Hid_syndrome @ int -id_wvariation : int
-mame ; string description : string
Héescription ; string Hid_variation_db : string

]
Category
Hid_category  int
- Fname : string
Value . Bibliography Reference
Fid_walue @ int -Hid ==oid=> - siring
Fdescription | string title : string
‘ i -authors - string

Fabstract | string
-publication : string

q

lasifi
Biblicgraphy DB lasified
-Bibliography Name DB ; strin
Measurable LURL gg"lngy 9 Feature
Fvalue : string -id_featura : int
-measune unit @ string -name : siring
-measure method : string

4]
Gy

llustracidon 65 Esquema Conceptual de la parte de Fenotipo

7.3. Lecciones aprendidas

La incorporacion de técnicas de sistemas de informacién, como el modelado conceptual, al
dominio de la gendmica ha tenido dos contribuciones fuertes en el campo del diagndstico
genético. Estos dos puntos tratan los puntos de (1) la busqueda de variaciones y (2) la relacidén
fenotipica que poseen éstas.

Hasta ahora los bidlogos podian pasarse horas delante del ordenador, buscando en diversas
fuentes de datos distribuidas por internet, hasta tener la suerte de encontrar la variacién que
estaban estudiando. El estudio del dominio y su integracidon en el mundo de los Sistemas de
Informacién posibilitan que dicha busqueda se reduzca a temporalidades de minutos. El
modelado del caso de estudio permite saber cudles son las entidades que definen el dominio y
cdmo se interrelacionan, permitiendo asi facilitar la buisqueda de informacién y obtener
resultados en un tiempo mucho menor.
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Lo mismo sucede a la hora de relacionar una variacién genotipica con su resultado fenotipico.
No todas las bases de datos disponibles incluyen una bibliografia asociada a una variacion
indicando si ésta es patdgena o no y como afecta ésta al organismo en el que se produce. Del
mismo modo, no todas las bases de datos que ofrecen informacidén de variaciones
proporcionan el fenotipo que esta asociado a éstas, y muchas de las que lo hacen lo llevan a
cabo de manera escueta y muy simplificada. Afladiendo esta parte fenotipica al modelo, tal y
como se muestra en la llustracién 65, se mejora esta forma de interactuar, pudiendo ofrecer a
los usuarios de estos GelS genotipos y fenotipos asociados de forma facil y rapida. Esto es una
gran ventaja, sobre todo de cara al estudio de los diagndsticos genéticos en los que la
velocidad con la que se puedan ofrecer a un médico o paciente a veces es determinante a la
hora de empezar a tratar una enfermedad o incluso eliminarla.

Durante este estudio se ha definido el concepto de variaciones sindnimas como todas aquellas
que, pese a ser cambios inicialmente diferentes, producen un mismo resultado. El hecho de la
existencia de este tipo de cambios dificulta la busqueda de variaciones, pues la variacidn
obtenida en cada estudio es dependiente del tipo de alineamiento que se realice. Pudiendo asi
dar una variacién diferente al cambiar el método de alineamiento empleado sin que variase la
secuencia de ADN resultante, con respecto a la obtenida en el otro alineamiento. En esta tesis
se ofrece una solucidn a la hora de tratar dicho tipo de variaciones, de modo que su busqueda
en el sistema de informacién sea satisfactoria en cualquier caso. Se deja abierta la cuestion de
si otra forma de referenciar variaciones seria mas correcta, dado que el posicionamiento
absoluto no es vélido en estos casos.

Con respecto al algoritmo presentado, como ventaja se ofrece que siempre se va a encontrar
la variacién dentro del Sistema de Informacion, siempre y cuando existe una variacién que
case con el cambio encontrado en la fase de alineamiento. Sin embargo, este proceso tiene
como desventaja un incremento en el tiempo de busqueda, asi como una mayor carga de
ejecucién debido a que es necesario realizar una fase previa para obtener los rangos de
posiciones de las variaciones sindnimas.
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Notacion de variaciones

Durante esta tesis de master se ha hablado de la heterogeneidad en la informacidn existente
en el campo de la gendmica, surgida en cierto modo por el gran impacto que han tenido
descubrimientos tales como la estructura del ADN a modo de una “doble hélice” [40] 6 la
obtencién de la primera secuencia consenso de ADN humano completa [41] y también por el
abaratamiento y la mejora de las técnicas de secuenciacién. Esto ha llevado a un incremento
exponencial en la generacidn de datos bioinformaticos. Cada instituto de investigacion genera
resultados y los clasifica segin sus necesidades y sus estandares, guardandolos en sus propios
repositorios de informacion. Ejemplos muy conocidos de estos almacenes de datos son OMIM
[42], o Human Genome Mutation DataBase (HGMD) [43]. Muchos de estos repositorios son de
acceso libre, lo cual produce una gran oferta de informacién pero sin un estandar asociado
para ser interpretada o accedida.

Centrandonos en el campo de las variaciones, el hecho de que cada instituto utilice una forma
diferente para describirlas incrementa la heterogeneidad de la que habldbamos antes y
complica tanto la labor de los bidlogos como la de los ingenieros del software. Por ejemplo, la
busqueda y extracciéon de datos de diferentes fuentes es complicada. Entre las formas
utilizadas para describir variaciones se encuentran:

e El cambio del aminoacido que habia sido deducido a partir de la sustituciéon de
nucleétidos estudiada.

e La posicidn con respecto al gen.

e la posicidn con respecto a la cadena de DNA codificante.

e Un sobrenombre basado en alguna restriccién de un sitio o incluso en el nombre del
paciente que se estaba estudiando.

Con tal variedad de nomenclaturas saber, por ejemplo, si una variacion ya ha sido estudiada se
convierte en una ardua tarea. Es por eso que en 1993 comenzaron a plantearse una serie
diferente de articulos [10, 11] en lo que se clamaba por una nomenclatura Unica, no ambigua.
Las sugerencias presentadas fueron ampliamente discutidas, modificadas y ampliadas,
convirtiéndose en las recomendaciones actuales ofrecidas por HGVS, que han sido aceptadas
en gran medida y aplicadas en todo el mundo.

8.1. HGVS

Human Genome Variation Society (HGVS) es una sociedad cuyo objetivo es el de fomentar el
descubrimiento y la caracterizacion de variaciones gendmicas. Su intencidn es la de categorizar
e identificar los cambios del genoma humano que puedan dar lugar a algin tipo de
enfermedad, para poder ayudar asi a la mejora de la salud humana. Para llevar a cabo esto es
necesario cotejar la informacion gendmica necesaria para el diagndstico molecular, la
investigacion sobre los mecanismos bdsicos y el disefio de los tratamientos de las
enfermedades humanas.

Con este fin, HGVS ha realizado una serie de recomendaciones tanto para la nomenclatura de
las variaciones, como para el contenido de las bases de datos de mutaciones. Estas
recomendaciones pretenden servir para describir variaciones en secuencias de una manera
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estable, significativa e inequivoca. Intentando por tanto poner fin a la heterogeneidad en la
descripcién de las variaciones que existe en la actualidad, tanto en documentos cientificos
como en las diferentes bases de datos.

Sin embargo, dichas recomendaciones sufren ligeras modificaciones de vez en cuando con el
propdsito de solventar pequefias inconsistencias y/o clarificar convenciones que puedan
resultar confusas. Es por ello que HGVS proporciona una lista de versionados para que de este
modo los usuarios de dicha nomenclatura puedan indicar hasta qué grado siguen la Ultima
version de las recomendaciones dadas.

El propdsito final de HGVS por tanto es el de mediante el uso de una guia de recomendaciones,
poder describir cualquier tipo de variacidn en una secuencia y ayudar, de este modo, a
conseguir la instauracion de un estandar reconocido y aceptado.

8.1.2. Recomendaciones generales

A la hora de describir una variacién, ésta debe ser descrita en el nivel mas bdasico, por ejemplo
a nivel de ADN. Las descripciones a su vez han de ir ligadas siempre a una secuencia de
referencia, tanto si es una secuencia de referencia gendmica o de ADN codificante. A efectos
practicos la secuencia de ADN codificante es mas utilizada ya que es mas facil extraer las
posiciones con respecto a un gen, pues los indices que se usan a niveles genédmicos son muy
grandes. Sin embargo, en términos tedricos la secuencia de referencia gendémica es mejor ya
que incorpora toda la informaciéon disponible, incluida la propia cadena de ADN codificante.
Segun las recomendaciones de HGVS, a la hora de reflejar en un documento varias variaciones,
éstas deben darse de una manera listada ofreciendo los resultados de manera resumida
mediante el uso de columnas separadas en las que se indique el cambio en ADN, ARN y en Ila
proteina, indicando claramente si los cambios fueron obtenidos experimentalmente o
deducidos tedricamente.

Para evitar confusiones, a la hora de describir se debe indicar sobre qué tipo de secuencia se
estd expresando el cambio. Esto se lleva a cabo afiadiendo al principio de la descripcion de la
variacion una letra para indicar el tipo. En la Tabla 7 se muestran los diferentes tipos de
descriptores que se pueden utilizar y en la llustracidon 66 se muestran las diferentes secuencias
de disponibles asi como la relacién que hay entre ellas.

Descriptor Significado

U N

g. Secuencia gendmica
“c.” Secuencia de ADN codificante
“p.” Secuencia proteinica
“r.” Secuencia de RNA
“m.” Secuencia mitocondrial

Tabla 7 Descriptores de tipo de secuencia de referencia.
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llustracion 66 Secuencias de referencia (Fuente: pagina web de HGVS)

A la hora de seleccionar las secuencias de referencia que se utilizan, se recomienda elegir

principalmente aquellas que estén en la base de datos RefSeq [44]. Asi mismo se deberd

indicar tanto el numero de acceso de la base de datos como su numero de versién. Un ejemplo

de descripcién seria NM_004006.1:c.3G>T. Esta descripcién indicaria que en el gen

NM_004006 con numero de version 1, en la secuencia de ADN codificante ha habido una

variacion en la posicion 3 en donde se ha cambiado el nucleétido de la guanina por el de la

timina.

A continuacidn se listan los simbolos de las diferentes variaciones que se pueden describir.

“u - n
[

“>" indica que se ha producido una substitucién de nucleétidos.
se utiliza para hacer referencia a un rango de residuos afectados, separando el

primer y el ultimo residuo afectado, por ejemplo c.78_80delACT.

“del” indica que se ha producido una eliminacion de nucledtidos. En el ejemplo

anterior significaria que los nucleétidos ACT de las posiciones 78, 79 y 80 han sido

eliminados con respecto a la secuencia de referencia del ADN codificante.

c.78 792 tendria como resultado una insercidén de la adenina entre los nucledtidos 78

y 79 de la secuencia de referencia

del ADN codificante.

“ins” se utiliza para hacer referencia a una insercion de nucledtidos. Por ejemplo

“dup” hace referencia a una duplicacién de algun nucleétido. En el siguiente ejemplo

c.76dupA se esta describiendo que la adenina que se encuentra en la posicidn 76 se

duplica, y ahora en lugar de tener tan sélo una adenina tendremos dos. Este tipo de

variacion podria confundirse con una insercion, pero biolégicamente hablando lo que

se hace es duplicar el nucledtido de la posicidn 76, en este caso, y no introducir un

nuevo nucleétido entre las posiciones 76 y 77. Por tanto, duplicaciones e inserciones

no son lo mismo conceptualmente hablando.
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e “inv” indica que se ha producido una inversidon de los nucleétidos indicados. Por
ejemplo c.76_78inv indicaria que los nucledtidos de este rango se han encontrado en
sentido inverso.

e “[]” representa el cambio en un alelo. Como ejemplo podriamos tener c.[762>T].

e fsindica que se ha originado un frameshift o cambio en la pauta de lectura provocado
por la variacidon que se ha producido. En el ejemplo p.Leu88AlafsX12 se ha producido
un cambio en el aminodcido nimero 88 correspondiente a la Leucina y éste se ha
transformado en una Alanina, teniendo como consecuencia un cambio en la pauta de
la lectura de la secuencia. Es por ello, que el codén de parada perteneciente a la
secuencia a variado y el nuevo coddn de parada se encuentra 12 codones después del
primer cambio del aminoacido, en este caso el codén 88.

A la hora de describir una variacién varios conceptos se han de tener en cuenta, como por
ejemplo, que la adenina de la secuencia de referencia de una ADN codificante se referenciara
como posicién 1, dado que la primera tripleta de nucleétidos en un ADN codificante siempre
es ATG, que corresponde a la metionina. Para una cadena de ADN el primer nucledtido que
haya sera el 1. Del mismo modo también es importante entender cémo se relacionan las
posiciones a nivel genético entre el nivel de ADN y el del ADN codificante, asi como la relacién
de estos con la descripcion a nivel de aminoacidos (nivel de proteinas).

En la Tabla 8 se muestra dicha correspondencia. En la columna de la izquierda se muestran las
diferentes partes del gen, comenzando por las partes cercanas a los 5’ y 3’, seguidas por el
conjunto de intrones y exones que forman el ADN. En la segunda columna se muestran los
rangos de las posiciones correspondientes a cada exdn, intrén, UTR, etc. Los UTR (Untraslated
Region) son aquellas partes del ADN que no llegaran a codificarse y por tanto no tendran
traduccién en cuanto a la posicidon proteinica. Esto ultimo es debido a que las proteinas se
forman a partir de la parte codificante del ADN y por tanto los nucleétidos que se encuentran
tanto en intrones como en los UTR no formaran parte de este proceso. En la tercera columna
se muestran los rangos de posicion para cada nucledtido con respecto a la secuencia de
referencia del ADN codificante. Se ha de resaltar que en los intrones, la posicién de los
nucledtidos se indica con referencia al nimero del exdn que le precede o le sigue dependiendo
de si dicho nucledtido estda mds cerca de un exdén u otro. Por Ultimo la tercera columna
muestra las posiciones de las proteinas, siendo la posicidn 1 la que hace referencia a la
metionina (ATG).

En lo referente a las descripciones realizadas a nivel proteinico se debe saber que lo que
describen es la consecuencia del cambio, el origen de éste reside a nivel de ADN. Este tipo de
descripcién serd raramente verificada experimentalmente, y son por tanto normalmente
deducidas tedricamente a partir de la informacién que se tiene a nivel génico. Sin embargo se
ha de ser cuidadoso en este sentido, tan sélo se debera describir el efecto a nivel proteinico y
en ningun cambio se debera introducir informacidon que se conozca a partir del cambio a nivel
DNA. Estos dos apuntes pueden parecer contradictorios, pero no lo son. Vedmoslo con el
siguiente ejemplo, la variacién c.9_10insAGT (una insercidon de tres nucledtidos: adenina,
guanina y timina, entre las posiciones 9 y 10 de la secuencia de referencia de ADN codificante).

98



Parte del gen N2 nucleétido N2 nucleétido N2 nucleétido
Sec. Referencia | Sec. Referencia Sec. Referencia
gendmica ADN codificante | proteina

5’ region 1a270 (-300a-31) -

flanqueante

Exon1 |5 UTR 271 a 300 -30a-1 -

Region 301a312 1a12 la4
codificante

Intréon 1 313 a 412 12+1 ... 12+50, -

13-50...13-1

Exén 2 413 2488 13 a 88 5a29(30)

Intrén 2 489 a 689 88+1 ... 88+100, -

89-100 ... 89-1
Exon 3 6892723 8923123 30a41
Intréon 3 724 21023 123+1 ... 123+150, -
124-150 ... 124-1
Exon 4 1024 a2 1200 124 a2 300 42 a 100
Intréon 4 1201 a 1600 300+1 ... 300+200, -
301-200... 301-1
Exon 5 Region 1601 a 1630 3012330 101 a 109
codificante
3’ UTR 1631 a 1850 *1a*220 -

3’ region 1851 a 2000 (*221 a *370) -

flanqueante

Tabla 8 Correspondencia entre los diferentes niveles (ADN, ADN codificante y proteina)

Supongamos que la secuencia que tenemos es ATGTCAAGCTCT, que traducida a nivel
proteinico es MetSerSerSer. Una vez introducimos el cambio en la secuencia obtenernos las
siguiente cadena ATGTCAAGCAGTTCT, que en este caso codifica como MetSerSerSerSer. De
este modo, a partir de la informacién a nivel genético obtenemos la nueva cadena de
aminoacidos. En este caso el cambio deberia describirse como p.Ser3dup, ya que se ha
originado un duplicado de la Serina. El error al que nos referiamos mas arriba estaria en dar a
nivel proteinico la siguiente descripcion p.Ser2_Ser3insSer, ya que sabemos que lo que se ha
originado es una insercidn de los nucledtidos AGT que componen la nueva Serina, y por tanto
no tendriamos una duplicacion sino una insercion. Debemos tener claro que no se debe
ofrecer mas informacién a nivel proteinico que lo que vemos en dicho nivel.

8.2. Traduccion

Para el estudio de la notacién de las variaciones se deben conocer conceptos como los de
exon, intrdn, ADN codificante 6 ADN, asi como la relacién existente entre ellos. Estas partes
son las que componen la parte central de la nocion de gen y han sido modeladas tal y como se
muestran en la llustracidn 67. Este esquema modela las relaciones existentes entre un geny su
transcripcién. También se ha afiadido al esquema la vista de variaciones de cara a representar
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la relacién existente entre dicha vista vy la vista de transcripcion a la hora de llevar a cabo una
descripcién en formato HGVS.

Gene Allcle PrimaryTranscript
-id_symbol <<pid=>: string 0.1 T =
id_HUGO : int 1 +  [ord_num =<pid== : shor seauence deried)
-official_name : string & -starl_position : long

-summary | string -end_position © long

-chromosome - short -fid}y-Variant  |strand : string 1 i}
-locus : string
. 1.
i} 1
-Segments * Primary Transcript Path
-ard_num ==old=>
Allelic Variant Segment —
Lsequence (derved) ; string -ord_num <<gid>> : short
-start_position © long i1 i)
land_position : lang A
-sequence [derived) : string
0.2 ElementTranscript
Ford_num <<oid=>
start_position
‘ | lend _pasition

Promoter TrasnscribedSequence Terminator RegulatorSequence rsequence (derived) : string

-Changes P l ZI:3

Variation 91

~{id}

-id_wariation : int Exon Intron

-dascription : siring

-id_wariation_db : string rstart_coding_position : int

end_coding_position - int

llustracidon 67 Esquema conceptual transcripcion

La clase PrimaryTranscript representa la copia transcrita de ADN a ARN de la secuencia
transcribible, que viene dada por la entidad TranscribedSequence. El atributo sequence de la
clase PrimaryTranscript viene derivado a partir de la clase Segment. La entidad
PrimaryTranscriptPath se incluye en el modelo para modelar las diferentes particiones del
transcrito primario. Un transcrito primario se compone de varios elementos que tienen un
orden determinado, éste orden viene determinado por el atributo ord_num de la entidad
PrimaryTranscriptPath. Los elementos de un transcrito pueden ser exones e intrones. Ambas
entidades vienen representadas por las clases Exon e Intron, respectivamente y cuelgan de la
entidad ElementTranscript. Cualquier elemento de transcripcidon vendra dado por una posicidn
de inicio y otra de fin, con respecto a la secuencia de ADN a la que pertenecen. A su vez dicha
subsecuencia viene representada por el atributo sequence que se deriva del transcrito
primario. Los exones por su parte poseen dos atributos mds que indican la posicién en la que
empiezan a codificarse y en la que termina. Esto es debido a que a la hora de producirse una
traduccién a proteinas tan sdlo se lee la parte codificante de la secuencia estudiada, y esta
viene dada por la unidn de los exones que lo componen a excepcidn de los UTRs que forman
parte del primer exdn y del ultimo exdn (llustracion 68). Los UTRs vienen determinados por las
posiciones comentadas.

Conocer esta informacién es imprescindible a la hora de poder realizar una descripcion
correcta de las variaciones extraidas mediante el uso de GelS. De este modo se dispondra en el
Sistema de Informaciéon Genético de todos los datos necesarios para llevar a cado dicha
descripcién.
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llustracién 68 Transformacion de ADN hasta ADN codificante (imagen modificada de http://www.genome.gov)

En el GelS la informacién de las variaciones se encuentra a nivel genético, y las posiciones por
tantos se encuentran expresadas por tanto en base al gen al que pertenecen.

Realizar una descripcidon de una variacidon simple de tipo insercidn, borrado o sustitucion a
nivel genético a partir de la informacién disponible es trivial. Tan sélo es seguir las pautas
dadas por HGVS. Por ejemplo para describir adecuadamente la insercién de tres nucledtidos
AAA en la posicién 5991 del gen BRCA2, sera necesario indicar el nombre de la secuencia del
gen y la versién sobre la que se estd trabajando, en este caso por ejemplo NG_012772.1.
Seguidamente se indicara el nivel en el que se describe la variacién (ADN, ARN, Proteina) y el
rango en el que se introduce. Para que la variacién se encuentre en la posicidn actual 5991, la
insercién de nucledtidos deberd hacerse entre las posiciones 5990 y 5991. Finalmente se
introducira el tipo de cambio producido, en este caso una insercion, y los nucleétidos que se
han insertado. Por tanto la wvariacibn aqui expuesta quedara descrita como
NG_012772.1:8.5590_5991insAAA.

Ya que toda la informacion estd expresada a nivel genético en el GelS propuesto, la descripcién
a nivel de ARN debera extraerse de manera derivada. Del GelS podemos obtener la secuencia
codificante compuesta por los exones sin su UTR. Teniendo las posiciones de los exones a nivel
genético podemos extraer sus posiciones a nivel ARN mediante una simple traslacion de
posiciones, que se traduce en una resta entre la posicion que se desea traducir y la posicién
inicial del comienzo de la secuencia codificante. El resto de informacion de la descripcién a
nivel de ADN no variara, tan solo cambiara el nombre de la secuencia, el cédigo de tipo, y las
posiciones. Asi pues la descripcion anterior ahora seria NM_000059.3:c.9_10insAAA. En este
apartado las variaciones intrénicas no seran traducidas, ya que no forman parte de la
secuencia que sera codificada. La Unica complicacidon existente en este apartado es aquella
referente a las variaciones que empiezan o acaban en un intrén. Para comentar este caso se
hard uso de un ejemplo, llustracion 69. En esta imagen se muestra un borrado de 24
nucledtidos respecto a la secuencia de referencia. El borrado comienza en una posicion
intrénica, en este caso la posicidon 96, y por tanto a la hora de traducirse se debe dar dicha
posicidn en base a la posicién de la secuencia codificante, en este caso la posicién 20. Es por
ello que como resultado en la descripcidn se dice que el borrado de nucledtidos comienza en la
posicién “20-3” y termina en la 24 (que es una posicidn totalmente exdnica).
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llustracidon 69 Descripcion a nivel de ARN

Sin embargo, la traduccién a nivel proteinico no es un cambio trivial. Esto es debido a su
representacién mediante aminodacidos. Los aminoacidos son el resultado de un conjunto de
tres nucledtidos, y un mismo aminodcido puede ser traducido a partir de diferentes
combinaciones de nucleédtidos. La redundancia en el cddigo genético es algo que ya se ha
comentado en capitulos anteriores. La traduccién a nivel proteinico se debe hacer desde el
nivel de ARN y una vez originados los cambios traducir tanto la secuencia de referencia como
la resultante a una secuencia de aminoacidos y comentar los cambios que se observan.

8.2.1. Algoritmo propuesto

Con toda la informacién en el GelS y todo el conocimiento adquirido se propone en este
apartado un algoritmo descrito en pseudocddigo para llevar a cabo la descripcidon de las
variaciones a nivel proteinico. A continuacidon se explican los diferentes casos posibles,
adjuntando algun ejemplo de manera visual, y ofreciendo la solucidon en pseudocédigo. Los
casos se han separado segun el tipo de variacion y si ésta producia un cambio en la pauta de
lectura o no. Para saber si un cambio produce frameshift se puede seguir el algoritmo de la
Tabla 9.

Si variacién es Borrado o Insercidn
Si no es multiplo de 3 2 Frameshift
Silo es > No es Frameshift

Si variacidn es Indel
Si la cantidad de nucledtidos eliminados no es igual a la insertada y la longitud de
alguna de las cadenas (eliminada/insertada) o ambas no es multiplo de 3 > Frameshift
Si no 2 No es frameshift (cadenas de longitud igual, cadenas de longitud diferente con
ambas cadenas multiplo de 3)

Tabla 9 Pseudocédigo para saber si se produce frameshift
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8.2.1.1. Inserciones sin frameshift

Este caso viene identificado por la insercién de un nimero multiplo de tres de nucleétidos. Al
poderse dividir entre tres la cantidad de nucledtidos introducida, no se produce ningin cambio
en la pauta de lectura y por tanto no se genera lo que se denomina frameshift.

Insercién de tres nucledtidos en el gen BRCA2 justo detrds de un codén completo

La descripcién a nivel de ADN es NG_012772.1: g.5990 5991insAAA y a nivel de ARN es
NM_000059.3:c.9_10insAAA.

A continuacidn se muestra parte de la cadena de referencia y de la mutada.

Localizacion: 236
Referencia: gaggaatatcgtaggtaaaaatgcectaat - - - ggatccaaagagaggccaaca

Muestra: gaggaatatcgtaggtaaaaatgectattAAAtggatccaaagagaggcecaaca

En rojo y en mayuscula se resaltan los nucledtidos que se insertan en la cadena mutada, en
azul los nucledtidos que esta fuera de la parte codificante del ADN.

En este caso se introduce un codén completo nuevo, justo detrds de otro coddn. Por tanto el
cambio que se produce es la introduccién del aminodcido Lisina entre los aminodacidos
Isoleucina y Glicina: NP_000050.2:p.lle3_Gly4insLys.

Insercion de tres nucleotidos en el gen BRCA2 rompiendo un codén

Resultado indel

El cambio que se produce a nivel ADN es NG_012772.1: g.5988_5989insGAC y a nivel de ADN
codificante NM_000059.3:c.7_8insGAC.

A continuacidn se muestra parte de la cadena de referencia y de la mutada.

Localizacion: 234

Referencia: atatcgtaggtaaaaatgccta- - - ttggatccaaagagaggccaacattttt
Muestra: atatcgtaggtaaaaatgcctaGACttggatccaaagagaggcecaacattttt
lle Gly

AGAlcT T|6 6 Al
Arg Leu Gly

llustracion 70 Indel en secuencia de aminoacidos

En rojo se muestran los nucleétidos que se insertan en la cadena mutada, en gris los
nucledtidos que esta fuera del DNA codificante.

En este caso se han introducido 3 nucledtidos rompiendo el coddn tres. Dicho coddn
correspondia a la Isoleucina, que por tanto no aparecerd en el aminodcido resultante y en su
lugar se producen la Arginina y la Leucina. Esto se representa como un indel, puesto que el
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aminodcido que existia desaparece y en su lugar aparece dos aminodcidos nuevos:
NP_000050.2:p.lle3delinsArgLeu tal y como se muestra en la llustracion 70.

Resultado insercion

Teniendo el cambio NG_012772.1:g.5988 5989insGAA, traducido a nivel mRNA como
NM_000059.3:c.7_8insGAA. Se muestra a continuacién parte de las cadenas de referencia y de
la mutada. Los nucledtidos que se han insertado se muestran en color rojo y en mayuscula.

NM_000059.3:c.7_8insGAA

3456789101112

GCCTATITG G A
GCCTAGAAN TGGA
llustracion 71 Insercién de 3 nucleétidos

Localizacion: 234
Referencia: ggaatatcgtaggtaaaaatgccta - - - ttggatccaaagagaggccaacatt

Mutacién: ggaatatcgtaggtaaaaatgcctaGAAttggatccaaagagaggccaacatt

Si se mira mas detenidamente se puede ver como se ha originad una insercion de los
nucledtidos GAA entre las posiciones 7 y 8 del mRNA. (llustracidn 71)

En este caso se produce una insercion de un aminoacido en lugar de producirse un indel, que
seria el caso habitual. Esto tiene lugar debido al hecho de que un aminoacido puede ser el
resultado de diferentes combinaciones de aminoacidos. Como se ve en la llustracion 72, la
rotura del codén produce dos aminoacidos, uno de los cuales es igual al inicial.

Pro lle Gly

3456789101112 AUU = lle
GICCTATTG 6 A AGA = Arg

GICCTIAGAA TTIGGA] | coT =Pro
Pro Arg lle Gly

NP_000050.2:p.lle3Arg - NP_000050.2:p.Pro2_lle3insArg

llustracidon 72 Cambio traducido a una insercion de un aminoacido
Conclusion

De este estudio se obtiene que una insercion de una cadena de nucledtidos, que no produce
frameshift, puede traducirse como una insercién o un indel. Dicha traducciéon dard como
resultado normalmente una insercién cuando esa cadena se introduzca justo detras de un
codén, dando paso a codones nuevos.

Por otra parte cuando la tripleta de nucleétidos (o el conjunto multiplo de tres) se inserte de
manera que rompa la estructura de un coddén de la secuencia de referencia, entonces el
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cambio afectard a mas de un aminoacido. En este caso normalmente se traducird como un
indel. Sin embargo, si algliin codén nuevo se traduce como el mismo aminodacido ya existente,
podra traducirse como una insercién como se ha visto en el ejemplo anterior.

En este caso el algoritmo en pseudocddigo seria el que se muestra en la Tabla 10.

Si aminodacido viejo = aminodcido nuevo 1 6 aminoacido viejo = tltimo aminoacido nuevo
Insercion
Recorrer la cadena de nucleétidos insertada, sin contar el primer
aminoacido que se forma, e indicar el cambio como una insercién a partir de
la siguiente posicion.
Sino
Indel
Recorrer la cadena de nucleétidos insertados en la nueva secuencia y obtener
la nueva cadena de aminoacidos. Indicar el aminodacido que varia y los nuevos
gue han sido insertados.

Tabla 10 Pseudocédigo para la nomenclatura de las inserciones sin frameshift

8.2.1.2. Insercion con frameshift

Insercion de cuatro nucledtidos en el gen BRCA2 (caso 1)

El cambio que se produce a nivel de ADN codificantes es NM_000059.3:c.7_8insGAAA. A
continuacién se muestra parte de la cadena de referencia y de la mutada.

Localizacion: 234
Referencia: ggaatatcgtaggtaaaaatgccta - - - - ttggatccaaagagaggccaacatt

Muestra: ggaatatcgtaggtaaaaatgcctaGAAAttggatccaaagagaggccaacatt

lle Gly Ser
ATT|GGA|[TCC

AGAAATITGGIATC
Arg Asn Trip lle

llustracidn 73 Insercion con frameshift

En este caso se indica que ha habido un cambio del aminoacido 3, la Isoleucina, por la Arginina.
En la llustracidon 73 vemos que a partir de la introduccion de esta cadena de nucledtidos, no se
produce ninguna coincidencia, y todo se ve alterado a consecuencia del cambio en la pauta de
lectura. La traduccién de la nomenclatura a nivel proteinico es NP_000050.2:p.lle3Argfs*12.
Encontrandose 12 nucledtidos mas a la derecha el nuevo coddn de parada.
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Insercion de cuatro nucleétidos en el gen BRCA2 (caso2)

El cambio que se produce a nivel de ADN codificantes es NM_000059.3:c.8 9insCAAA. A
continuacién se muestra parte de la cadena de referencia y de la mutada.

Localizacion: 235
Referencia: gaatatcgtaggtaaaaatgcctat - - - - tggatccaaagagaggccaacattt

Muestra: gaatatcgtaggtaaaaatgcctatCAAAtggatccaaagagaggccaacattt

lle Gly Ser
ATT|G GA|TCC|

BTc|aanlTTGlaAaT
lle Lys Leu Asp

llustracion 74 Insercion con frameshift, caso 2

En este cambio se ha producido un cambio del aminodcido 4, Glicina, por uno nuevo, lisina. En
este caso, como se ve en la llustracion 74, lo que sucede es que ATT y ATC se corresponden
con el mismo aminodcido, la isoleucina. Por tanto lo que se debe hacer es referenciar al
siguiente aminoacido que sea distinto. La traduccién a nivel proteinico seria pues
NP_000050.2:p.Gly4Lysfs*11. Encontrandose el nuevo coddn de parada 11 nucledtidos a la
derecha del cambio.

Conclusiones

Para las inserciones en las que se produce un cambio en la pauta de lectura lo que se ha de
hacer es (Tabla 11) comparar los aminoacidos de izquierda a derecha desde el aminoacido
donde se produjo el cambio. Si este ya no coincide con el aminodcido que estaba en la cadena
de referencia, ese sera el resultado que se ofrezca en la descripcién en formato HGVS. Si por el
contrario se produjera una coincidencia se deberan recorrer las secuencias, comparando
aminoacidos hasta llegar a uno que no coincida, y entonces se escribira ese cambio como
resultado.

Si AminodcidoViejo = AminodcidoActual <~~~
Escribir resultado
Sino

5o oooo

Comparar los siguientes aminodcidos - -

Tabla 11 Pseudocédigo para la nomenclatura de las inserciones con frameshift

8.2.1.3. Deleciodn sin frameshift

En esta opcion tan sélo hay dos casos a estudiar: (1) el estudio del borrado de un nimero
concreto de codones, es decir, de aminodacidos completos y (2) el borrado de codones
parciales. A continuacidn hay un ejemplo de cada caso.

Borrado de codones completos
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Se produce un borrado de tres nucledtidos en el gen BRCA2, NM_000059.3:c.7 9del. A
continuacién se muestra parte de la cadena de referencia y de la mutada.

Localizacion: 234
Referencia: aggaatatcgtaggtaaaaatgcctATTggatccaaagagaggccaacatttt
Muestra: aggaatatcgtaggtaaaaatgcct- - - ggatccaaagagaggccaacatttt

Este es el caso mas sencillo de codificar. La eliminacidn corresponde a un nimero concreto de
aminoacidos completos, tal y como se ve en la y por tanto la codificacidn consta tan sélo de la
traduccién de dichos nucledtidos en sus aminodcidos correspondientes, para indicar cuales
han sido eliminados. La traduccién a nivel proteinico sera NP_000050.2:p.lle3del.

Borrado de codones parciales

Met Pro lle Gly Ser

GGATCC

ATG|CCT|GGA| TCC
Met Pro Gly Ser

llustraciéon 75 Borrado de un codén

Se produce un borrado de tres nucledtidos en el gen BRCA2, NM_000059.3:c.8_10del. A
continuacion se muestra parte de la cadena de referencia y de la mutada.

Localizacion: 235
Referencia: ggaatatcgtaggtaaaaatgcctaTTGgatccaaagagaggccaacattttt
Muestra: ggaatatcgtaggtaaaaatgccta - - - gatccaaagagaggccaacattttt

En este caso, al producirse una eliminacién de nucledtidos que afecta a mas de un aminoacido
provoca que no sélo haya una eliminacidén sino que los nucleétidos restantes que no han sido
eliminados, pero que formaban parte de los aminoacidos cuyos nucledtidos han sido
eliminados, formen un nuevo aminoacido. De ahi que se represente como un indel. Se
eliminan la Isoleucina y la Glicina y se “inserta” (aparece como nueva) la Arginina.
NP_000050.2:p.lle3_Gly4delinsArg.

Met Pro lle Gly Ser

ATG|cCT|ATT]GGATCC
Tce

Met Pro Arg Ser

llustracion 76 Borrado parcial de codones

Conclusiones

Para llevar a cabo la notacidn de este tipo de variaciones lo que se debe de hacer es obtener
las posiciones que se ven afectadas por la variaciéon y mirar por qué aminoacidos se traducen.
Para asi saber si la variacion afecta a codones completos o no (Tabla 12).
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Obtener las posiciones afectadas por la variacion.
Obtener proteinas pertenecientes.

Mirar si la posicion del primer nucleétido afectado esta en la posicidon 1 del aminoacido.
Silo esta

Afecta a aminodcidos completos:

Traducir los nucledtidos a sus aminodcidos correspondientes. Delecidn.

Sino

No afecta a aminoacidos completos:

Seleccionar los nucledtidos que estan antes del primer nucleétido afectado vy
pertenecen al mismo aminoacido.

Seleccionar los nucleétidos que estan después del primer nucledtido afectado vy
pertenecen al mismo aminodcido..

Unir los nucleétidos obtenidos y traducir el aminodcido resultante, se traducird como
un indel. Tener en cuenta que si el nuevo aminodcido coincide con el primero o
el ultimo que se elimind, entonces en lugar de ser un indel, se traducird como una
delecion.

Tabla 12 Pseudocédigo para la nomenclatura de deleciones sin frameshift

8.2.1.4. Deleciones con frameshift

En el caso de los borrados de nucleétidos que producen un cambio en la pauta de lectura, el
tipo de cambio que ha de documentarse a nivel proteinico es el de substitucién. El Unico caso
especial con el que puede aparecer aqui es que el primer aminodcido que se elimine coincida
con el que se sustituye, y por tanto se deberd indicar que la substitucién ocurre en el
aminodcido siguiente, a no ser que este también coincida con el nuevo aminoacido y asi
sucesivamente. Esto se puede verse reflejado en el siguiente ejemplo.

Borrado de diez nucledtidos en el gen BRCA2, NG_012772.1:g.5986_5995del,
NG_012772.1(BRCA2):c.5 14del. A continuacidén se muestra parte de la cadena de referenciay
de la mutada.

Localizaciéon: 5986
Referencia: ggaggaatatcgtaggtaaaaatgcCTATTGGATCcaaagagaggccaaca
Muestra: ggaggaatatcgtaggtaaaaatgc---------- caaagagaggccaaca

En este caso el primer aminodcido que se elimina CCT se sustituye por el codén CCA y ambos
corresponden a la Prolina, es por ello que se hace referencia al siguiente grupo eliminado, en
este caso el de la Isoleucina, cambiandolo por la Lisina. La nomenclatura en formato HGVS de
esta variacién seria NP_000050.2(BRCA2):p.lle3Lysfs*19.
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Pro lle Gly Ser Lys Glu
iccT|aTT|cealTec|analGAc

ccalanc

Pro Lys

llustracion 77 Borrado con frameshift
Conclusion

Como conclusién podemos indicar que los borrados de nucleétidos en frameshift se codifican
como sustituciones para el caso de la nomenclatura HGVS a nivel proteinico.

Se debera (Tabla 13) ir comparando uno a uno los aminoacidos de la secuencia de referencia
con los de los aminodcidos de la secuencia consenso a partir de la posicion donde se produce
la delecion. Esta comparacién terminard cuando nos topemos con dos aminoacidos que no
coinciden. Llegados a este momento cuando podremos indicar el cambio que se ha producido.

Si AminodcidoViejo #AminodcidoActual
Escribir resultado

Sino
Comparar los siguientes aminodcidos - - -

Tabla 13 Pseudocddigo para la nomenclatura de deleciones con frameshift

8.2.1.5. Indel sin frameshift

Borrado de tres nucledtidos e insercion de seis en el gen BRCA2

Cambio representado  a nivel de mRNA  en notacion HGVS  como
NM_000059.3:c.11_13delinsAAATTT. A continuacidn se muestra parte de la cadena de
referencia y de la mutada.

Localizacion: 238
Referencia: atatcgtaggtaaaaatgcctattgGAT----- - cCaaagagaggccaaca
Muestra: atatcgtaggtaaaaatgcctattg - - - AAATTTccaaagagaggccaaca

lle Gly Ser Lys
ATT [GGA [TCC |AAA]

ATT [GAA |ATT |TCC [AAA]
lle Glu lle Ser Lys

llustracidn 78 Indel sin frameshift

En este caso como el Ultimo aminoacido afectado coincide con el Ultimo aminoacido nuevo
insertado, éste queda fuera del resultado y es por eso que tan sélo que tan sélo se indica que
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ha habido una delecién de la Glicina y en su lugar se ha insertado una Glutamina y una
Isoleucina, NP_000050.2:p.Gly4delinsGlulle.

Borrado de un coddn e insercién de dos en BRCA2

Cambio representado  a nivel de mRNA  en notacion HGVS  como
NM_000059.3:c.7_9delinsCCCCCC. A continuacion se muestra parte de la cadena de referencia

y de la mutada.

Localizaciéon: 234
Referencia: aggaatatcgtaggtaaaaatgcctATT------ ggatccaaagagaggccaac
Muestra: aggaatatcgtaggtaaaaatgcect - - -CCCCCCggatccaaagagaggecaac

Este caso es de los sencillos, se elimina un aminoacido entero y se introducen dos aminodcidos
nuevos que no coinciden ni con el que se ha eliminado ni con el siguiente a éste. Por tanto se
produce un cambio sencillo de un aminodcido por dos, una Isoleucina por dos Prolinas. Siendo
traducido en formato HGVS como NP_000050.2:p.lle3delinsProPro.

Ala lle Gly

GCC

GCC[ccc | CCC|GGA |
Ala Pro Pro Gly

llustracion 79 Indel sin frameshift 2

En el caso de los indels, a diferencia de los de borrado o insercién, se han separado los
algoritmos de resolucidn segun si se produce un cambio en la pauta de lectura o no.

Conclusién

Para obtener los aminoacidos que cambian y deben ser mostrados en la nomenclatura HGVS
se obtiene la cadena de aminodacidos afectados por la eliminaciéon de nucleétidos en la
secuencia de referencia, y la cadena de aminodacidos nueva que se origina después de la

eliminacion y la insercién de nucleétidos.

Secuencia Referencia .
|

_,<7 STOP

Secuencia Consenso .

llustracion 80 Indel sin frameshift - Paso 1
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Después de esto se ha de ir comparando la similitud entra aminoacidos tal y como se muestra
en la llustracion 80.

Cuando se encuentren dos aminodacidos que no coincidan entonces se para la iteracién y se
deberda realizar la misma comparaciéon pero esta vez comenzando desde el final hacia el
principio, habiendo eliminado de las secuencias a comparar los aminodcidos que coincidieron
en la fase previa (llustracion 81).

Secuencia Referencia .]

stop L— <>

Secuencia Consenso

llustracion 81 Indel sin frameshift - Paso 2

Después de pasar por las dos fases, en el resultado se mostraran los aminoacidos restantes, en
color rosado en la llustracién 82.

Secuencia Referencia

Secuencia Consenso

llustracion 82 Indel sin frameshift - Paso 3

En el caso de que en la cadena de aminoacidos de la secuencia de referencia no quede ningun
elemento, entonces el cambio se representa como una insercién.

Si en la cadena de aminoacidos de la secuencia consenso no queda ningln aminodcido,
entonces el cambio se representa como una delecién o borrado de aminoacidos.

En cualquier otro caso el cambio serd representado como un indel o una sustitucion, si en este
ultimo caso tan sélo se contara con un aminodcido en cada cadena.

En el caso excepcional de que no quedaran aminodacidos no coincidentes entonces se
expresaria el cambio como “p.?”.

8.2.1.6. Indel con Frameshift

Delecion de dos nucledtidos e insercidn de tres en BRCA2, caso 1

Este cambio se expresa en la nomenclatura HGVS a nivel de ADN codificante como
NM_000059.3:c.7_8delinsCCC. A continuacién se muestra parte de la cadena de referencia y
de la mutada.

Localizacion: 234
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Referencia: aggaatatcgtaggtaaaaatgcctAT - - - tggatccaaagagaggccaaca

Muestra: aggaatatcgtaggtaaaaatgcct - - CCCtggatccaaagagaggccaaca

Pro lle Gly Ser
CCT | ATT [GGA | TCC |

ccT[ccc[TGG | ATC |
Pro Pro Trp lle

llustracion 83 Indel con frameshift

Este caso es el de un indel que produce un cambio en la pauta de lectura. Al producirse un
frameshift los aminoacidos que van detras del cambio seran totalmente distintos al resto de
aminoacidos iniciales, y por tanto no tiene sentido estudiarlos. Asi pues, como la Isoleucina no
coincide con la Prolina se indica el cambio que se ha encontrado, el de una sustitucidon de
Isoleucina por Prolina en el aminodcido numero 3 con su correspondiente coddn de parada en
el aminoacido 11. El cambio en nomenclatura HGVS seria NP_000050.2:p.lle3Profs*11.

Borrado de dos nucleédtidos e insercidn de tres en el gen BRCA2, caso 2

Este cambio se expresa en la nomenclatura HGVS a nivel de ADN codificante como
NM_000059.3:c.7_8delinsATC. A continuacién se muestra parte de la cadena de referencia y

de la mutada.

Localizacion: 234

Referencia: aggaatatcgtaggtaaaaatgcctAT- - -tggatccaaagagaggccaaca

Muestra: aggaatatcgtaggtaaaaatgcct- -ATCtggatccaaagagaggccaaca
Met Pro lle Gly

ATG | CCT| ATT|GGA|

ATG | CCT| ATC | TGG |
Met Pro lle Trp

llustracidn 84 Indel con frameshift, caso especial

Este caso lo que tiene de especial es que la insercién de nucleétidos coincide con el primer
aminodcido afectado por el cambio, y por lo tanto este no se ve afectado en lo que al
significado de la proteina se refiere. Es por ello que se indica el siguiente cambio que se
encuentra, que es el de la Glicina por el Triptéfano, que en nomenclatura HGVS se describe
como NP_000050.2:p.Gly4Trpfs*10, encontrandose el nuevo codén de parada diez nucleétidos
a la derecha del cambio.

Conclusién

En estos casos el algoritmo a seguir es bastante sencillo. Lo que se debe de hacer es los mismo
que se hacia en el paso uno del algoritmo anterior (llustracion 80), en el momento en que los
aminoacidos no coincidan se debera mostrar dicho cambio como una sustitucién de esos
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aminodcidos. Esto es debido a que a partir de ese momento ninguno de los aminoacidos que le
siguen se mantendrd igual, debido al cambio en la pauta de lectura.

8.3. Lecciones aprendidas

En el caso del diagndstico genético hasta ahora cada bidlogo ofrecia una descripcion propia,
segln sus criterios, a la hora de describir las variaciones encontradas en sus estudios. Esto
conllevaba una mayor desestructuracion de los datos antes comentados. Es necesaria, por
tanto, la descripcién formalizada de las variaciones que se estudian. Actualmente se disponen
de las guias dadas por el consorcio HGVS para la nomenclatura de las variaciones. Es
imprescindible de cara al estudio de las variaciones que éstas estén bien identificadas.

Afadir en este aspecto en los GelS supone una gran ventaja a la hora de poder extraer la
informacidn de las variaciones y, obtener los datos necesarios para poder llevar a cabo una
descripcién formalizada de acuerdo a la nomenclatura HGVS.

En este capitulo se ha estudiado cdmo transformar las variaciones almacenadas en un GelS a
dicha nomenclatura HGVS. Las variaciones de tipo indel, insercién y borrado han sido
analizadas con el fin de obtener los pasos convenientes para su traduccion a los tres niveles
necesarios de descripcién: nivel ADN, nivel mRNA y nivel proteinico.

La transformacién de una descripcion de un nivel genético a un nivel de ADN codificante
resulta trivial, y tan sdlo se corresponde a un traslado de un sistema de posicionamiento a
otro. En cambio, debido a que un aminoacido puede derivarse a partir de diferentes
combinaciones de aminoacidos, la transformacion de una descripcién de un nivel de mRNA a
una descripcién a nivel proteinico no es en absoluto trivial. Es necesario un estudio mas
detenido, estudio que se ha llevado a cabo en este capitulo ofreciendo una serie de algoritmos
en pseudocddigo para poder llevar a cabo dicha transformacion.
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Prueba de conceptos

Como primer resultado del esquema conceptual CSHG, se ha creado una base de datos
gendmica (HGDB) [37, 38] para almacenar la informacidn sobre las variaciones. Dicha base de
datos es utilizada por el presente proyecto GelS. Gracias a la conceptualizacion del dominio
tanto los problemas de la heterogeneidad y la dispersidon de datos como la automatizacion de
tareas bioinformaticas, como puede ser el andlisis de secuencias genéticas, quedan resueltos.

Teniendo dichos problemas resueltos y una base de datos cargada con la informacién
necesaria, el siguiente paso a seguir para completar el estudio del GelS es el la generacion de
un artefacto software encargado de la explotacién de los datos almacenados en HGDB.

Las lecciones aprendidas, durante la elaboracién del estudio preliminar del desarrollo de un
sistema de informacidon para el diagndstico genético, se ponen en practica mediante la
implementacién de un prototipo funcional capaz de llevar a cabo un diagndstico génico a partir
de una secuencia de ADN de un paciente. La eleccion de esta funcional viene dado por el
hecho de que una de las tareas mas comunes y que mas tiempo requieren en el mundo de la
gendmica es el del analisis de secuencias genéticas, tal y como se indicé en la motivacion de
este trabajo, mas atrds indicado.

Esta herramienta se encargard de recibir dicha secuencia y proporcionar un informe que ayude
al doctor a diagnosticar una determinada enfermedad. El bioinformatico tan sdlo tendra que
introducir la muestra en el formato adecuado y revisar los resultados proporcionados por el
sistema, olvidandose asi de todo lo relacionado con el tratamiento manual de las secuencias,
de las busquedas infinitas entre la bibliografia disponible y de la traduccion de dichas
variaciones al formato HGVS. Esta automatizacion se ha podido llevar a cabo gracias a la
conceptualizacion del dominio mediante el modelo conceptual presentado en esta tesis. La
informacién sobre genes, variaciones, fenotipos y referencias bibliograficas se representa
ahora como entidades conceptuales perfectamente definidas. Gracias a esta
conceptualizacion, los problemas de la heterogeneidad y dispersién de la informacion han sido
solucionados, evitando el preprocesado manual de parte de la informacion que no es legible
por los ordenadores y garantizando asi la calidad de los datos almacenados.

9.1. Proceso de analisis

El proceso de analisis que este prototipo lleva a cabo se resume en la jError! No se encuentra
el origen de la referencia.. Algunas de las entidades del esquema conceptual se utilizan en
diferentes pasos y estdn representadas en la figura mediante cajas rectangulares blancas. El
proceso se divide en cinco diferentes pasos:

1. Introduccién de los datos. El bidlogo selecciona un gen de la lista proporcionada por la
herramienta, por ejemplo el gen BRCA2, e introduce la muestra de ADN que desea
analizar. La introduccion de la muestra puede realizarse tanto manualmente como
mediante la carga de un archivo en formato FASTA.

2. Informe de alineamiento. De acuerdo con el gen seleccionado, la herramienta localiza
la secuencia de referencia adecuada mediante el uso de la entidad Allelic Reference.
Después de esto, el proceso de alineamiento, que se comentd en el capitulo de
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Alinemiento mas atras, se lleva a cabo encontrando las variaciones existentes en la
muestra estudiada. Mediante la utilizacién del esquema conceptual, cada diferencia
descubierta se formaliza como una instancia de la entidad Variation. Esta
formalizacién, que no estd presente en otras herramientas o bases de datos
actualmente, es independiente de cualquier salida dada por una herramienta de
alineamiento y proporciona una forma Util para el intercambio de variaciones. Se
genera por tanto un informe que resuma todos los cambios mediante el uso de ésta
entidad.

' . . ™
Reporte Alinemiento h Conocimiento de

Variaciones
Reporte " GDB
iaci Varia
Muestra ADN yariaclones m
Ll [ g
Hﬁrramientea Clasificacion \ )

neamienfo A

Variaciones Precisas

Referencia Alélica

Variaciones
J \Desconomdas

taf-

/
@ ' N Conocimiento

Fenotipico K

SNP Variaciones
Variaciones mutacionales

Reporte Mutaciones ,i
Referencia

Bibliografica

Fenotipo

o v

llustracién 85 Herramienta de andlisis de mutaciones basada en CSHG

Conocimiento sobre las variaciones. Gracias al reporte generado en la fase previa, el
problema de clasificacion se simplifica. Las variaciones se localizan de acuerdo a una
secuencia de referencia ampliamente conocida y sus posiciones coinciden con los
datos almacenados en HGDB. Por tanto, para cada variacién se realiza una consulta a
HGDB para determinar si dicho cambio ha sido definido como una variacién precisa. Si
una variacion no puede encontrarse en nuestro HGDB, entonces ésta es clasificada
como desconocida. Llegados a este punto, las variaciones conocidas se clasifican segun
el determinado cambio que originan.

Conocimiento fenotipico. Las variaciones que son clasificadas como conocidas pueden
tener asociado un fenotipo. Para poder evaluar si un fenotipo estd relacionado con
una enfermedad especifica, es necesario que se proporcione una publicacién de
investigacion como prueba de confianza. Por estas razones, el esquema conceptual
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describe la referencia bibliografica que confirma el fenotipo para una determinada
variacion. En el contexto de este trabajo, las variaciones con un fenotipo patégeno son
clasificadas como mutaciones, mientras que el resto pueden ser clasificadas como SNP
0 como variaciones sin un fenotipo negativo asociado.

5. Creacidn del informe. Toda la informacion obtenida se recopila formando un informe
genético. Este informe contiene informacién sobre las variaciones encontradas:
mutaciones, variaciones cuyo fenotipo no tiene una enfermedad asignada, SNPs o
variaciones desconocidas. Para cada variacion se proporciona la siguiente informacion:
la posicién en la que fue encontrada en la secuencia estudiada, su tipo (I/nsertion,
Deletion, Indel o Inversion) y el numero de nucleétidos que han sido eliminados o
insertados, todo esto junto a su descripcidon en formato HGVS. Para aquellas
mutaciones encontradas en HGDB se aifiade también la informacidn sobre su fenotipo
asociado y su bibliografia. Por ultimo, el informe puede ser guardado como un
documento de texto.

9.2. Arquitecturay clases

En cuanto a la arquitectura seguida para llevar a cabo la implementacion del prototipo aqui
expuesto se ha optado por la eleccidn de una arquitectura multicapa. Este tipo de arquitectura
permite una separacion légica de los procesos relacionados con la presentacion de la
herramienta, el proceso interno de dicha aplicacidn, y la gestién que ésta hace de la
informacién. La aplicacién de arquitecturas N-capa proporciona un modelo a los
desarrolladores para conseguir llevar a cabo aplicaciones que sean flexibles y reutilizables. Esto
conlleva a que los desarrolladores tan sélo tengan que modificar o afiadir una capa en lugar de
tener que reescribir la aplicacidn entera de nuevo para introducir un cambio. Teniendo en
cuenta que en el dominio de la bioinformatica, y en concreto en el de la gendmica, se estan
llevando a cabo muchas investigaciones teniendo como consecuencia la creaciéon de nueva
informacién para el dominio, es importante que se facilite la forma en la que el sistema
desarrollado pueda ser mantenido, modificado o ampliado (llustracién 86).

Este prototipo ha sido implementado como una herramienta web dada la tendencia actual
utilizada por empresas como 23andme [45]. La tecnologia utilizada ha sido C# y ASP.NET.

Otro punto a tratar en este apartado es el de la traduccién a partir del modelo conceptual,
expuesto en capitulos anteriores, al modelo de clases. La llustracién 87 muestra un breve
resumen de las clases mds importantes de la herramienta de andlisis de variaciones que han
sido implementadas, asi como algunos de sus atributos y servicios. Es importante tener claro
que el objetivo de este prototipo es encontrar todas las variaciones que pertenecen a una
determinada secuencia de ADN, consecuencia directa de esta restriccién son las diferencias
existentes entre el modelo representado en anteriores capitulos y el diagrama de clases aqui
expuesto.
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La entidad Variation es la clase principal y representa las variaciones que han sido encontradas
después de haber llevado a cabo el andlisis de la secuencia de ADN. Es por ello que tan sélo se
analizaran las variaciones precisas, dejando fuera del objetivo las variaciones imprecisas. El
atributo type de esta entidad indica el tipo de variacion que se ha encontrado: insercion,
borrado, indel o sustitucion. Los servicios de esta clase estdn relacionados con el acceso y
gestion de sus propios atributos.
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llustracidn 87 Resumen del diagrama de clases
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La especializacion Mutation caracteriza aquellas variaciones que tienen asociada algun tipo de
enfermedad. Como se ha indicado a lo largo de este trabajo, para garantizar la fiabilidad de la
relacion entre una variacion y su consecuente fenotipo es necesario un articulo que lo
verifigue. Por tanto a la especializacion Mutation se le ha afiadido un atributo
bibliographicReference, en el que se guarda dicha referencia bibliografica. En lugar de afadir
una nueva clase para representar la propiedad de referencia bibliografica se ha decidido afiadir
como atributo a esta especializacidén ya que este tipo de informacidn tan sélo va a ser leida de
la base de datos como una propiedad de la mutacién y no va a ser gestionada en otro modo.
De hecho, el método setBibliographicReference es privado y tan sélo es usado para
proporcionar el valor al atributo a través del método de extraccion de informacién de la base
de datos.

La clase Phenotype representa la forma en la que se expresa una variacion de ADN. Esta clase
estd enlazada a la entidad Mutation, ya que sélo las variaciones que son de tipo mutacidn
tienen una expresion fenotipica.

Finalmente la clase Analysis es la clase que se encarga de llevar a cabo el analisis de las
secuencias y crear el reporte final, con la respectiva informacién en formato HGVS de las
variaciones encontradas y sus fenotipos asociados, que serd mostrado al bidlogo. La visibilidad
de los métodos SearchVariations, SearchMutations, AnalyzeSequence y ShowReport es privada.
El usuario, en esta fase del proyecto, sélo puede hacer uso de los servicios de creacion y
almacenamiento del reporte, responsables de llamar al resto internamente.

9.3. Analisis de secuencias

El proceso del analisis de las secuencias y extraccidon de las variaciones se hace en la clase
Analysis. De todas las herramientas estudiadas en el capitulo de Alineamiento la que escogida
para ser utilizada por el prototipo ha sido BLAT. Dicha eleccidn ha sido llevada a cabo por la
necesidad de realizar alineamientos locales en lugar de alineamientos globales, dado que las
dos secuencias que se van a alinear en este prototipo son muy similares. La velocidad de
escaneo que BLAT ofrece para los emparejamientos relativamente cortos, su tendencia a
realizar alineamientos grandes y los diferentes formatos de salida de datos han sido las
principales razones para su eleccion.

El formato de salida elegido para extraer la informacidn de los datos es el PSL, y para llevar a
cabo este proceso se utiliza la formula que se mostré en la llustracion 48 en el capitulo de
alineamiento, asi como el algoritmo mencionado también en éste. Cabe recordar que esta
forma de salida estd limitada para encontrar inserciones y borrados, y tan sélo indica la
existencia de indels. En este prototipo, en el caso de que se verifique la existencia de algun
indel, se lanza de nuevo la herramienta BLAST con otro tipo de salida para encontrar mediante
una busqueda lineal este tipo de variaciones.
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llustracion 88 Proceso de alineacion

Asi pues en este apartado se lleva a cabo, tal y como se ve en la llustracion 88, la recogida de la
informacién dada por el usuario, el gen y la secuencia de ADN. Mediante la informacion del
gen a estudiar, se extrae del Sistema de Informacién la secuencia de referencia que debera
compararse con la introducida por el usuario. Una vez obtenida, se pasa a lanzar la
herramienta BLAST y se consigue el archivo de salida PSL. Estos se analizan mediante las
técnicas explicadas anteriormente, y sus resultados pasan a formar parte de la entidad
Variation de modo que dicha informacién pueda ser manejada en procesos futuros por otro
tipo de herramientas.

9.4, Filtrado de variaciones

Una vez se tienen las variaciones formateadas segun la entidad Variation, la siguiente etapa a
seguir es la del filtrado de variaciones para escoger a cuales de ellas se les debera adjuntar una
expresion fenotipica y una referencia bibliografica que lo constate. Como se ha comentado a lo
largo de este trabajo esta busqueda tan sdlo se hard en aquellas variaciones precisas, es decir,
aquellas de las cuales se tiene su posicion concreta.
Sin embargo, antes de realizar la buUsqueda de variaciones se debe tener en cuenta la
existencia de posibles variaciones sindnimas, tal y como se observa en la llustracion 89. Por
tanto se pondrdn en practica los algoritmos explicados en el capitulo 7.1.  Variaciones
sinénimas
obteniendo de este modo para este tipo de variaciones el rango en el que debera buscarse
alguna variacidn del sistema de informacion.
Después de este paso lo que se tienen son las variaciones que se encuentran en el Sistema de
informacién clasificadas por tipo y el resto de variaciones no encontradas.
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9.5. Conocimiento fenotipico y Formato HGVS

En esta fase se tiene tan sélo en cuenta aquellas variaciones que han sido encontradas en el
Sistema de Informacidn y han sido clasificadas como precisas. De todas éstas tan sélo parar
aquellas que sean clasificadas como mutaciones (llustracién 90) serd necesario buscar si tiene
un fenotipo asociado y afiadir a éste la bibliografia necesaria para verificar dicha relacion. Esto
es posible gracias al uso del modelo conceptual CSHG mediante el cual se puede estudiar estas
correspondencias y obtener los resultados de una manera facil y rapida.
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llustracién 90 Proceso de introduccion del fenotipo y descripcion en formato de HGVS
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Por ultimo tan sélo queda recopilar toda la informacién que se ha obtenido del estudio para
formar el informe que refleje el diagndstico genético resultante. Las variaciones documentadas
en dicho informe deben haber pasado por el proceso de formateado HGVS que se describié en
el capitulo de Notacién de variaciones
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Conclusion

La aplicacion de los Sistemas de Informacidon en un dominio tan actual y relevante como lo es
el de la gendmica es poco frecuente. Desde esta perspectiva hablar del caos existente en los
datos gendmicos es algo inevitable. Existen toneladas de datos gendmicos que se encuentran a
disposicion del publico, cada uno con su correspondiente base de datos que esta definida con
un esquema concreto, un formato de datos determinado, de identificadores, etc. Por lo tanto,
la integracion de diferentes fuentes de datos se convierte en una tarea realmente complicada
gue a veces es simplemente imposible de llevar a cabo. Es necesidad urgente el realizar una
correcta gestion de esta informacion, ya que la informacion cientifica disponible, los datos
experimentales, el conocimiento sobre los productos génicos, la informacién sobre
enfermedades, y muchos mas datos relacionados con el ambito de la gendmica estan
creciendo dia tras dia y de manera desorbitada. Para comprender el conocimiento relevante
que hay detras de toda esta inmensa cantidad de datos, el modelado conceptual deberia
convertirse en la clave de los artefactos software.

La heterogeneidad de la informacion y de las estructuras de informacién en el dominio de la
gendmica es muy grande y presenta un gran impedimento a la hora de integrar y reutilizar
bases de datos gendmicas. Un esquema conceptual comun es necesario, ya que esto reduce la
redundancia de informacidon que pueda haber en bases de datos auténomas, normaliza
algunos aspectos del tratamiento de las bases de datos, como pueden ser las consultas SQL, y
facilita la participacion de la base de datos en subconjuntos, asi como la duplicacién de
relaciones y su actualizacidn dentro de un sistema de base de datos distribuido.

En esta tesis de master se propone la utilizacién de Sistemas de Informacidn en el dominio de
la genémica, y mas concretamente en el campo del diagndstico genético, de modo que los
problemas de heterogeneidad en este dominio queden resueltos.

La primera aportacion de esta tesis es la definicion formal de un GelS. Esta idea no es nueva,
sin embargo si lo es el uso de modelos conceptuales que definan y organicen los datos
gendmicos de manera formal. En esta definicién se indican las diferencias existentes entre un
Sistema de Informacién normal y un Sistemas de informacién Gendmico: (1) la necesidad de
almacenar cantidades ingentes de datos como lo son las secuencias gendmicas, (2) la
desestructuracién de la informacion existente en el campo y (3) la continua evolucién del
dominio.

Dado que el campo de la genética, al igual que el de la gendmica, son dominios muy extensos
esta tesis se ha centrado en el estudio de los diagndsticos genéticos. Gracias a este estudio
preliminar se han detectado diferentes problemas a la hora de introducir los Sistemas de
Informacién en este dominio.

La primera problematica existente viene dada por la dificultad a la hora de elegir qué
herramienta usar para llevar a cabo un alineamiento de secuencias. Esto es debido a la
cantidad de herramientas disponibles y a los criterios a los que cada una de ellas responde.
Como segunda aportacidén, en este trabajo se han descrito los tres apartados que han de
tenerse en cuenta a la hora de llevar a cabo dicha eleccion:

123



e Eltipo de busqueda que se desea realizar.
e Eltiempo disponible para la obtencién de resultados.
e Los formatos de salida ofertados.

Este ultimo concepto es el que mas problemas origina, debido a que cada herramienta
devuelve la informacién resultante del estudio llevado a cabo segln unos criterios y
estandares propios. Ademas, cabe destacar que muchas veces no se tiene en consideracion las
necesidades de los bidlogos a la hora de solventar los problemas, ya que estas herramientas
estan disefiadas desde el punto de vista del problema.

En esta tesis se ha llevado a cabo un estudio de las aplicaciones utilizadas para el andlisis
genético de secuencias, analizando sus pros y contras, asi como sus formatos de salida, y
ofreciendo una solucidn de cara a la implementacion de un GelS como tercera contribucién.

La cuarta contribucion de esta tesis es la incorporacidon de un nuevo concepto, el de variacién
sinénima. Debido a la baja variabilidad del cddigo genético y a las diferentes técnicas de
alineamiento disponibles, se puede dar el caso en que cambios de nucleétidos que
referencian a distintas variaciones tienen como resultado una misma mutacién. Esto es un
problema de ambigiliedad y no se dispone de una solucién exacta. Por tanto, a causa de la
existencia de este tipo de variaciones pueden surgir problemas de redundancia o pérdida de
informacidn. En esta tesis se ofrece una posible solucién practica a dicho problema.

En lo referente a la documentacidn de las variaciones viene existiendo un caos global, ya que
cada bidlogo las documenta segln cree correcto. Actualmente existen unas guias de uso para
realizar una nomenclatura estandar ade las variaciones, estas guias son las HGVS. Como quinta
aportacién de esta tesis de master se ofrece un estudio de dichas guias, destacando los
problemas encontrados a la hora de formalizar la descripcidon de las variaciones siguiendo
dichas reglas. Se ofrece ademas una implementacion practica de la traduccién automatica de
variaciones.

Como sexta aportacion se ha implementado, a modo de prueba de concepto, un prototipo
para llevar a cabo el informe de un diagndstico genético realizado a partir de una muestra de
ADN de un paciente. Para obtener los requisitos necesarios para llevar a cabo dicho prototipo
se ha contado con la colaboracién de la empresa IMEGEN.

Gracias a este trabajo se ha podido realizar un pdster y un articulo corto Facing the Challenges
of Genome Information Systems: a Variation Analysis Prototype, que fueron presentados en el
CAISE Forum del afio 2010 en Hammamet, Tunez. Cabe destacar que la versién extendida de
dicho articulo fue elegida entre todas las presentadas en dicha conferencia para formar parte
del libro Information Systems Evolution publicado en 2011 por la editorial Springer.

Queda pues justificada la necesidad de la introduccidon de los Sistemas de Informacion al
ambito de la gendmica, teniendo su base en el modelado conceptual. El caos de informacion
existente en dicho dmbito lleva una considerable pérdida de tiempo en la realizacién de tareas
bioldgicas. Los bidlogos invierten mucho tiempo buscando informacién entre las diferentes
fuentes de datos, cambiando el formato de la informacién encontrada para poder utilizarla en
otras herramientas, etc. En otro ambito traduciriamos tiempo por dinero, sin embargo en este
dominio el tiempo se puede traducir en vidas. La necesidad de optimizar las tareas que
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desarrollan los expertos gendmicos es indiscutible, puesto que esto puede llevar a agilizar la
creacion de una nueva vacuna o la erradicacién de alguna enfermedad.

Parte de este problema se basa en que la visién de bidlogos e ingenieros informaticos no esta
unida, y el espacio interdisciplinar existente es en algunos casos mayor del deseado. Es por ello
que el hecho de introducir el modelado conceptual en este ambito es una apuesta segura,
pues acerca ambas disciplinas y permite una colaboracién mayor y mas exitosa.

Teniendo este trabajo de base y habiendo recopilado el conocimiento necesario en el ambito
de la bioinformatica, los siguientes pasos a seguir seran la transformacion del prototipo en una
herramienta funcional que solvente los problemas expuestos y las limitaciones encontradas en
la implementacién de éste. Del mismo modo, otras ramas de investigacidn que se podran

seguir son:

e Estudio del disefio de un informe genético, generado mediante modelos, teniendo en
cuenta las necesidades del usuario. De este modo se permitiria al usuario elegir la
estructura del informe, la informacién representada, etc.

e Estudio de la estandarizacién de los informes genéticos. El uso de un estandar en este
campo podria ser muy util teniendo en cuenta su posible introduccién en el ambito de
la medicina personalizada y su relevancia actual.

e Estudio del diagndstico genético mediante alineamiento de varias secuencias de ADN.

e Estudio del diagndstico gendmico de un paciente. Dentro de éste se englobaria el
diagndstico genético que seria extraible a partir del genoma del paciente.

Como ultimo punto se debe mencionar que este trabajo ha sido la base para la realizacién de
una segunda tesis de master llevada a cabo por M2 José Villanueva, TITULO.
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ANEXO: Cddigo del prototipo

Inicio.aspx

namespace prototipo {

public partial class inicio {

/777
/777
/77
/77
/77
/777

archivo del

/77

protected global::System.Web._Ul _HtmIControls.HtmlHead Headl;

//7/
//7/
/7//
//7/
//7/
/7/7/

archivo del

}

/777

protected global::System.Web.Ul _HtmIControls.HtmIForm forml;

Inicio.aspx.cs

using
using
using
using
using
using
using
using
using
using
using
using

<summary>

Control Headl.

</summary>

<remarks>

Campo generado automaticamente.

Para modificarlo, mueva la declaracién del campo del
disefiador al archivo de coédigo subyacente.
</remarks>

<summary>

Control forml.

</summary>

<remarks>

Campo generado automaticamente.

Para modificarlo, mueva la declaracion del campo del
disefiador al archivo de coédigo subyacente.
</remarks>

System;

System.Collections;
System.Configuration;
System.Data;

System._Ling;

System.Web;
System.Web.Security;
System._Web.Ul;
System_Web._Ul _HtmlControls;
System_Web.Ul _WebControls;
System.Web .Ul .WebControls.WebParts;
System.Xml.Ling;

namespace prototipo

{

public partial class inicio : System.Web.Ul.Page

{

protected void Page Load(object sender, EventArgs e)

{
}
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Mutaciones.aspx

<@ Page Language="'C#" AutoEventWireup="true"
CodeBehind="mutaciones.aspx.cs" Inherits="prototipo.mutaciones' %>

<IDOCTYPE html PUBLIC ""-//W3C//DTD XHTML 1.0 Transitional//EN"
"http://www.w3.0org/TR/xhtml1/DTD/xhtmll-transitional .dtd">
<html xmIns="http://www.w3.0rg/1999/xhtml"">
<head i1d="Headl"™ runat="'server'>
<meta http-equiv="content-type" content="text/html; charset=utf-8"

/>
<title>Diagen</title>
<meta name="keywords' content=""" />
<meta name="description' content=""" />

<link href="Stylesheetl.css" rel="stylesheet" type=""text/css" />
</head>
<body>
<form id="forml" runat="server'>
<div class="logosFijos">

</div>
<div id="header">
<div id="logo">
<h1>
diagen</h1>
<ul>
<li><a href="inicio.aspx" accesskey="1"
title="">Home</a></li>
<li><a href="mutaciones.aspx' accesskey="2"
title="">Reports</a></li>
</ul>
<img src="images/losDoslLogos3.png" alt="Centro de
Investigacion en Métodos de Produccién de Software & Universidad
Politecnica de Valencia"/>
</div>
</div>
<div class="logosFijos"></div>
<hr />
<div i1d="page'>
<div id="bg">
<div id="content'>
<div class="post" style="padding-top: 57px;">
<h2 class="title">
Prototype</h2>
<div class="entry">
<b>Selected Gene </b>
<asp:DropDownList I1D="ddI1" runat="'server"
AutoPostBack="True">
</asp:DropDownList>
<br />
<br />
<b>Reference Sequence</b>
<br />
<asp:TextBox ID="tbSecRef" runat='"server"
Height="170px" ReadOnly="True" Width="340px"
TextMode=""MultiLine">Reference
Sequence</asp:TextBox>
<div class="botoneslLargos'>
<asp:Button ID="bMostrarSecRef"
OnClick="bMostrarSecRef _Click" runat="server" Text="View Reference
Sequence"
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CssClass="botonesLargos" />

</div>

<br />

<br />

<b>Compared Sequence</b>

<br />

<asp:TextBox ID="tbSecComp™ runat="server"
Height="170px" Width="340px" TextMode="MultiLine"

BackColor="#F1EADA">Write the sequence

that you want to compare...</asp:TextBox>

<br />

<br />

<b>Load FASTA file containing the sequence
to be compared</b>

<br />

<input id="uplTheFile" type="file"
runat="'server" lang="en" /><br />

<br />
<br />
</div>
</div>
</div>

<div i1d="sidebar'">
<div id="about-box">
<br />
<br />
<asp:Button ID="bInforme" runat="server"
CssClass=""botones" Text='"Show Report"
onClick="blInforme Click" />
<asp:Button ID="bLimpiar"” CssClass="botones"
runat="server" Text="Clean" OnClick="bLimpiar_Click"™ />
<asp:Button ID="bSave" CssClass="botones"
runat=""server" Text="Save" OnClick="bSave Click" />
<br />
<br />
<h2>
Report</h2>
<asp:Label Width="450px" 1D="1bResultado™
runat=""server''>Here the report will be showed...</asp:Label>

<br />
</div>
</div>
<div style="clear: both;">
&nbsp;</div>
</div>
</div>
<l-- end page -->
<hr />
<div id="footer">
<p>

© Version 1.0 February 2010 All rights reserved.
Centro de Métodos en
Métodos de Produccidén de Software (Universidad
Politecnica de Valencia).</p>
</div>
</form>
</body>
</html>

Mutaciones.aspx.cs
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using
using
using
using
using
using

System;
System_Collections;
System.Data;
System.Data.OracleClient;
System.Diagnostics;
System. 10;

namespace prototipo

{

public partial class mutaciones : System.Web.Ul.Page

{

bool haylnyDel = false;

ArrayList variaciones = new ArrayList();

private static string idGen;

private static int idAllele;

/// <summary>

/// Es el numero de nucledtidos del los indels encontrados
/// que tienen el mismo numero de nucleétidos eliminados e
/// insertados.

/// </summary>

private int nuclndellguales = 0O;

/// <summary>

/// Indica el numero de indels que ha encontrado en los que
/// el numero de nucledtidos eliminados es igual al numero
/// de nucleédtidos

/// </summary>

private int numindelDif = O;

protected void Page Load(object sender, EventArgs e)
{
if(!Page. IsPostBack)

//cargar el dropdownlist
ArrayList genes = ObtenerNombreGenes();

ddl1.DataSource = genes;
ddl1l.DataBind();

}

/// <summary>

/// Muestra la secuencia de referencia del gen seleccionado.

/// Por ahora tan sélo la del NF1
/// </summary>
/// <param name='sender''></param>

/// <param name="e''’></param>

protected void bMostrarSecRef Click(object sender, EventArgs

{

RecogerSecuenciaReferencia();

/// <summary>
/// Redacta el informe de lo que ha encontrado y lo muestra

por pantalla

/// </summary>
/// <param name="sender''></param>
/// <param name="e''></param>
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protected void bInforme_Click(object sender, EventArgs e)

bool esFichero = false;

{

string sample =
@"C:\\Proyectos\Publicaciones\prototipo\Documentos\Sample.txt";

//preguntar si realmente ha seleccionado un archivo:
if (null = uplTheFile.PostedFile &&
uplTheFile.PostedFile.FileName != string.Empty)
{
try
{
esFichero = true;
//Es en la propiedad "postedFile” donde se
guarda la ruta del archivo
//Con el método "SaveAs'" lo guardas en la ruta
que tu el digas
uplTheFile_PostedFile.SaveAs(sample);

catch (Exception ex)

IbResultado.Text = "Error al guardar el
archivo: <b>" +
uplTheFile_PostedFile._FileName + "</b><br>"
+ ex.ToString(Q);

}

// recoger secuencia de referencia
string secRef = RecogerSecuenciaReferencia();

// path del documento BD

string path =
@'C:\Proyectos\Publicaciones\prototipo\Documentos\DataBase.fa";

//Creamos el fichero que nos servirad como BD para el
uso del BLAT
CreateFileBD(path, secRef);

StreamWriter sw;

ifT ((thSecComp.Text.Trim() != string.Empty &&
tbSecComp.Text != "Escriba la secuencia a comparar..."™) || esFichero )

{

thSecComp.ForeColor = System.Drawing.Color.Black;
string secComp;

if(lesFichero)

{

sample = CreaFileSample();
secComp = tbSecComp.Text;

}

else

{

StreamReader(sample);

StreamReader reader = new

secComp = ;
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@"'C:\Proyectos\Publi

hay

numero
es el mismo.
Convert.Tolnt32(dato

@"C:\Proyectos\Publi

las variaciones para

variaciones, tbSecRe

siguientes

while(reader.ReadLine()!= null)
{ secComp += reader_ReadLine(); }
reader _Close();

}

string salida =
caciones\prototipo\Documentos\Salida";
// Lanzar el BLAT

BLAT(path, sample, salida, false);

// Analizar el fichero generado

// nos quedamos con la ultima linea
StreamReader sr = new StreamReader(salida);
string leido = sr.ReadLine();
sr.ReadLine();

sr.ReadLine();

sr._.ReadLine();

sr._.ReadLine();

leido = sr.ReadLine();

sr.Close();

//represnta el valor que devuelve blast
bool ok = true;

if (leido = null)
{

// mirar que tipo de cambio hay, si es que lo

string[] datos = leido.Split("\t");

#region [missmatch = INDELS de igual longitud]

if (datos[1] !'= "0")

{ // Se han encontrado indels en los que el
// de nucledtidos eliminados e insertados

nuclndellguales =
s[1D):
salida =

caciones\prototipo\Documentos\SalidaBlast";
// Lanzar BLAT en forma de BLAST
BLAT(path, sample, salida, true);

// Hay que llamar al método que nos dae

IndelSameLenght(salida, idGen, idAllele,
T.Text, secComp);// thSecComp.Text);

#endregion

/*
* 17 NUM BLOQ
* 18 TAMANo
* 19 QUERY©©°©c°e
* 20 RET
*/
// numero de bloques en los apartados

int numBloques = Convert.Tolnt32(datos[17]);
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string[] posicionesQuery =
datos[19]-Split(",");

string[] posicionesRef = datos[20].Split(",");

string[] tamanyoBloques =
datos[18].Split(",");

// variables que guardan el numero de

nucledtidos

// afectados y/o0 espacios en blanco de cada
cadena

int blancosQacc = 0;

int blancosRacc = 0;

// variables auxiliares que actuan de
acumuladores

// de los sumatorios que se deberian hacer de
las posiciones

// desde 0 a i

int auxacc =
Convert.Tolnt32(tamanyoBloques[0]);

//int auxRacc = 0;

// Recorrer los bloques para obtener qué
variaciones tenemos

// y saber sus tipos

for(int 1 = 0; 1 < numBloques-1; i++)

{
int opcQ =
Convert.Tolnt32(posicionesQuery[i+1]) - (auxacc + blancosQacc);
int opcR = Convert.Tolnt32(posicionesRef[i
+ 1]) - (auxacc + blancosRacc);

iT(opcQ == 0)
{

#region [DELECION]
if (opcR 1= 0)
{ L .
Variacion variacion = new
Variacion();
variacion.ldGen = i1dGen;
variacion.ldAllele = idAllele;

// rellenar el campo de la cadena
de referencia
if (esFichero)
variacion.CadenaQuery B
else
variacion.CadenaQuery

secComp;// tbSecComp.Text;

// rellenar el campo de la
posicion donde se produce el cambio en la secuencia de referencia

variacion.Posicion =
Convert.Tolnt32(posicionesRef[i + 1]);

// rellenar el campo de la cadena
de referencia

variacion.CadenaRef =
tbSecRef.Text;

// rellenar el campo de la cadena
de cambio

variacion.CadenaEliminada =

secRef.Substring(variacion.Posicion - 1, opcR);
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variacion.Tipo =

(int)Variacion.TipoVariacion.Deletion;

coleccion

variacion.NumBasesDel = opcR;
variacion.NumBaseslns = 0;
// anadir la variacion a la

variaciones.Add(variacion);

//aumentar el acumulador
blancosRacc += opcR;
auxacc +=

Convert.Tolnt32(tamanyoBloques[i + 1]);

#endregion

}

else

#region [INSERCION]
if (opcR == 0)

{

Variacion();

de referencia
tbSecComp.Text;

posicion donde se produce el cambio

Variacion variacion = new

variacion.ldGen = idGen;
variacion.ldAllele = idAllele;

// rellenar el campo de la cadena
variacion.CadenaQuery = secComp;//
// rellenar el campo de la

en la secuencia de referencia
variacion.Posicion =

Convert.Tolnt32(posicionesRef[i + 1]);

de referencia
tbSecRef.Text;

de cambio

// rellenar el campo de la cadena
variacion.CadenaRef =
// rellenar el campo de la cadena

variacion.Cadenalnsertada =

secComp.Substring(variacion.Posicion, opcQ);

//secComp.Substring(variacion._Posicion - 1, opcQ);

variacion.Tipo =

(int)Variacion.TipoVariacion. Insertion;

coleccion

variacion.NumBasesDel = 0;
variacion.NumBaseslIns = opcQ;
// anadir la variacion a la

variaciones.Add(variacion);

//aumentar el acumulador
blancosQacc += opcQ;
auxacc +=

Convert.Tolnt32(tamanyoBloques[i + 1]);

#endregion
#region [INDEL DIF]

else
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Variacion variacion = new
Variacion(Q);

variacion.ldGen = idGen;

variacion.ldAllele = idAllele;

// rellenar el campo de la cadena
de referencia

variacion.CadenaQuery = secComp;
// tbSecComp.Text;

// rellenar el campo de la
posicién donde se produce el cambio en la secuencia de referencia

variacion.Posicion =
Convert.Tolnt32(posicionesRef[i + 1]);

// rellenar el campo de la cadena
de referencia

variacion.CadenaRef =
tbSecRef.Text;

// rellenar el campo de la cadena
de cambio

variacion.Cadenalnsertada

secComp.Substring(variacion._Posicion - 1, opcQ);
variacion.CadenaEl iminada

secRef._Substring(variacion.Posicion - 1, opcR);
variacion.Tipo =

(int)Variacion.TipoVariacion.InDel;
variacion._.NumBasesDel OpCR;
variacion._.NumBaseslns opcQ;
// afadir la variaciéon a la

colecciodn
variaciones.Add(variacion);

//aumentar el acumulador
blancosQacc += opcQ;
blancosRacc += opcR;
auxacc +=
Convert.Tolnt32(tamanyoBloques[i + 1]);

#endregion
b
b
IbResultado.Text = ""';
// Contrastar las variaciones con la BD
if (variaciones.Count == 0)
{
it (1ok)
IbResultado.Text = "No hay ninguna
variacion. '';
3
else

IbResultado.Text =
"Se ha producido un error.
Compruebe que la secuencia introducida para ser comparada es
correcta.";
}
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}

else

{
IbResultado.Text += "Encontradas
variaciones.Count + " variaciones en el gen " +
((Variacion)variaciones[0]).1dGen + . *;
IbResultado.Text += "'<br>";

// BUSQUEDA EN BD
foreach (Variacion variacion in

{

variaciones)

string fenotipo;

//Buscar la variacion en lal base de
datos

VariacionBD(variacion);

// Si no es mutacién no necesita que
se busque un fenotipo, puesto que no tendra

// ninguno asignado...

if (variacion.ldvariation 1= -1)

{

RellenarTbResultado(variacion);

if (variacion._Efecto ==
(int)Variacion.SpecializationEffect.Mutant)
{
//Es mutacion -> hay que
encontrar su fenotipo
fenotipo =
Phenotype(variacion. ldvariation);
if (fenotipo == string.Empty)

{
fenotipo = "Mutant
variation. It doesn"t have assigned phenotype yet. ";

IbResultado.Text += " And wich

phenotype is + fenotipo + . ';

¥

else

IbResultado.Text += "
Variation type ';
switch(variacion.Efecto)

{
case
(int)Variacion.SpecializationEffect.NeutralPolomorphism:
IbResultado.Text += "
polimorphism. *';
break;

case
(int)Variacion.SpecializationEffect.UnkownConsequence:
IbResultado.Text += "

unkown consequence. '';
break;
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// Anadir las referencias si las

tiene

if (variacion.Url != string.Empty)

//T0DO: descomentar lo
comentado. Poner el titulo en lugar de la url

IbResultado.Text += "'<br>
Reference: <a href=\""" + variacion.Url + "\">" + variacion.Url +
</a>";//+ variacion.NombreUrl + "</a>";

}

IbResultado.Text += "<br>";

}

else
IbResultado.Text += "<br>

Variation not found in the database. '';
RellenarTbResultado(variacion);
3

}

/// <summary>

/// Crea el fichero que se utilizara como fichero de ejemplo

/// que se contrastara contra el fichero BD mediante el BLAT.

/// Se crea con la cadena que recoje por pantalla.
/// </summary>
/// <returns></returns>
private string CreaFileSample()
{
StreamWriter sw;
string secComp = tbSecComp.Text;
string sample =
@'C:\Proyectos\Publicaciones\prototipo\Documentos\Sample.txt";
sw = new StreamWriter(sample);
sw.WriteLine(''> sequence to compare of the "+
ddll.Selectedvalue+" gene. " );
sw.WriteLine(secComp);
sw.Close();
return sample;

}

/// <summary>

/// Crea el fichero en la ruta path que se utiliza como BD por

/// el programa BLAT con la secuencia de referencia que hay

/// en secRef. Si el fichero existe, lo elimina primero.

/// </summary>

/// <param name="path">path donde se creara el fichero BD
</param>

/// <param name="'secRef''>secuencia de referencia</param>

private void CreateFileBD(string path, string secRef)

{

// eliminar el fichero si existe
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if (File.Exists(path))

File.Delete(path);
3

// Eliminacion de ficheros viejos
Drivelnfo di =
new

Drivelnfo(@"C:\Proyectos\Publicaciones\prototipo\Documentos™™);

Directorylnfo dirInfo = new
DirectorylInfo(@"C:\Proyectos\Publicaciones\prototipo\Documentos);//
di.RootDirectory;

Filelnfo[] fileNames = dirlnfo.GetFiles('*.*");
foreach (Filelnfo fi in fileNames)

if (Fi_Name.Split(".")[0] == "DataBase™)

{
string pathFich =
@'C:\Proyectos\Publicaciones\prototipo\Documentos\"™ + fi.Name;
File_Delete(pathFich);
}

}

// creacion del fichero que funcionara como BD
StreamWriter sw = new StreamWriter(path);
sw.WriteLine(''>DataBase");
sw.WriteLine(secRef);

sw.Close();

}

/// <summary>

/// lanzamiento del BLAT

/// </summary>

/// <param name="'secRef">nombre y ruta del fichero del fichero
que contiene la secuencia de referencia</param>

/// <param name="'secSample''>nombre y ruta del fichero del
fichero que contiene la secuencia a comparar</param>

/// <param name="'salida>nombre y ruta del fichero de salida
que se creara</param>

/// <param name="blast'>true -> salida en modo BLAST , false -
> salida en modo BLAT</param>

private void BLAT(string secRef, string secSample, string
salida, bool blast)

{

Process compiler = new Process();
compiler.Startinfo.FileName = @"C:\blatSuite\blat.exe";
if(blast)

compiler._.Startinfo.Arguments = secRef + " " +

secSample + " " + salida + " -out=blast"; // C:\blatSuite\Salida";

else

compiler.Startinfo.Arguments = secRef + " " +

secSample + + salida;

compiler._Startinfo.UseShellExecute = false;
compiler.Startinfo.RedirectStandardOutput = true;
compiler.Start();

compiler._WaitForexit();

/// <summary>
/// Mostrado de los resultados por pantalla
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/// </summary>
/// <param name="'variacion'></param>
private void RellenarTbResultado(Variacion variacion)
{
if (variacion.ldvariation 1= -1)
IbResultado.Text += “'<br>Variation found. *;
IbResultado.Text += "'<br>Sequence '';
switch (variacion.Tipo)
{
case (int) Variacion.TipoVariacion.Deletion:
IbResultado.Text += "deleted ' +
variacion.CadenaEliminada + " in the position " + variacion.Posicion

+ " of the gene " + variacion.ldGen + .

Deletion type. ';

break;
case (int) Variacion.TipoVariacion.InDel:
IbResultado.Text += " inserted " +

variacion.Cadenalnsertada +
', deleted " + variacion.CadenaEliminada +
" in the position " + variacion.Posicion +
of the gene "™ + variacion.ldGen + ™. InDel type. ';
break;
case (int) Variacion.TipoVariacion.Insertion:
IbResultado.Text += "inserted " +
variacion.Cadenalnsertada + in the posistion " + variacion.Posicion

+ " of the gene " "

+ variacion.ldGen + ™.

Insertion type. ";
break;
case (int) Variacion.TipoVariacion.Inversion:
IbResultado.Text += "inversion " + " in the
position " + variacion.Posicion + " of the gene " + variacion.ldGen +

. Inversion type. ';

break;
}
if(variacion._Efecto = -1)
{
IbResultado.Text += " Expressing its effect as *;
switch (variacion.Efecto)

{

case (int)Variacion.SpecializationEffect.Mutant:
IbResultado.Text += "mutation. ';
break;
case
(int)Variacion.SpecializationEffect.NeutralPolomorphism:
IbResultado.Text += "neutral polimorphism. *;
break;
case
(int)Variacion.SpecializationEffect.UnkownConsequence:
IbResultado.Text += "unknown consequence. "';
break;

IbResultado.Text += "'<br>";

}

/// <summary>

/// devuelve un string con la secuencia de referencia
/// hay que buscar

/// </summary>
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/// <returns></returns>

pri

{

ID=hugo_v2;

from ALLELI
allref.alle

}

/77
/77
/77
/77
77/
77/

vate string RecogerSecuenciaReferencia()

// cadena de conexion

string genomadb = "Data Source=genoma.dsic.upv.es;User
Password=hugo;Unicode=True"";

OracleConnection conn = new OracleConnection(genomadb) ;

// abrir conexion
conn.Open();

// query
string sql =

"select allref.sequence, al.id_gene , al.allele_num
C_REFERENCE_TYPE allref, allele al where al.allele_num =
le_num and al.id _gene = " + ddll.Selectedvalue + "°';
OracleCommand cmd = new OracleCommand(sqgl, conn);
cmd.CommandType = CommandType.Text;

// lector
OracleDataReader dr = cmd.ExecuteReader();
dr_.Read();

// recoger el identificador de la secuencia
idGen = dr.GetString(l);

// recoger el identificador del alelo
idAllele = dr.GetInt32(2);

// recoger la secuencia leida
tbSecRef.Text = dr.GetString(0);

conn.Close();
conn._Dispose();

return tbSecRef.Text;

<summary>

rellena los campos del identificador de lal variacién
y el del tipo de efecto que tiene.

</summary>

<param name="'var''></param>

<returns></returns>

private void VariacionBD(Variacion var)

{

ID=hugo_v2;

// cadena de conexion
string genomadb = "Data Source=genoma.dsic.upv.es;User
Password=hugo;Unicode=True"';

//bool encontrado = false;
OracleConnection conn = new OracleConnection(genomadb);

// abrir conexiodn
conn.Open();
//T0D0: problema con CLOB -> preguntar a JC

string tipo = string.Empty;
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string sql = "select p.id variation,
v.specialization_effect from PRECISE p, Variation v where
v.id_allele_num_rt= """ + var.ldAllele +
"" and p.position =" + var.Posicion +
p-id_variation = v.id_variation ;

and

switch(var.Tipo)
{
case (int)Variacion.TipoVariacion.lInsertion:
tipo = "IS";
sgl += " and TYPE = *" + tipo + """ and
TO_CHAR(INS_SEQUENCE) = "' + var.Cadenalnsertada + """;
break;
case (int)Variacion.TipoVariacion.Deletion:
tipo = "DE";
sql += " and TYPE = "' + tipo + "" and NUM_BASES
+ var._.NumBasesDel/*var .CadenaCambio.Length */+ "*';
break;
case (int)Variacion.TipoVariacion.lInDel:
tipo = "ID";
sql += " and Type = + tipo +
TO_CHAR(INS_SEQUENCE) = "' + var.Cadenalnsertada +
"* and NUM_BASES = """ + var.NumBasesDel +

and

break;

case (int)Variacion.TipoVariacion.lnversion:
tipo = "IN";
break;

}

OracleCommand cmd = new OracleCommand(sql, conn);
cmd.CommandType CommandType.Text;

int idvariation -1;

string fenotipo string.Empty;

// lector

OracleDataReader dr = cmd.ExecuteReader();

try

{

dr_.Read();

idvariation = dr.GetInt32(0);
var.ldVariation = idVariation;
string efecto = dr.GetString(l);
switch(efecto)
{
case "'M":
var .Efecto =
(int)Variacion.SpecializationEffect.Mutant;
break;
case "N':
var .Efecto =
(int)Variacion.SpecializationEffect_.NeutralPolomorphism;
break;
case "'U'":
var_Efecto =
(int)Variacion.SpecializationEffect.UnkownConsequence;
break;
}

conn.Close();
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conn.Dispose();

}

catch(Exception ex )

{
conn.Close();
conn._Dispose();
// No se ha encontrado variacion en la BD
// Mirar las posibles. ..
PosiblesVariaciones(var);

}

#region[carga URL]
/// Si hemos encontrado la variacion en la BD
/// entonces buscaremos si tiene una url asociada

if (var.ldvariation 1= -1)

// cadena de conexion
string genomadbl = "Data
Source=genoma.dsic.upv.es;User ID=hugo v2;Password=hugo;Unicode=True";

//bool encontrado = false;
OracleConnection connl = new
OracleConnection(genomadbl);

// abrir conexion
connl.Open();

sql = "select b.url, bd.title from
bibliography _db_location b, bibliography reference bd " +
"where b.ID BIB REF =(select id_bib _ref from
reference_variation r where r.id_variation = "+ var.ldVariation + )"
+

“and b.id_bib_ref = bd.id_bib_ref";

OracleCommand cmdl = new OracleCommand(sql, connl);
cmdl.CommandType = CommandType.Text;
OracleDataReader drl = cmdl.ExecuteReader();

try

{

bibliografica???

//T0D0: Y si hay mas de una referencia
drl.Read();

var.Url = drl.GetString(0);

var .NombreUrl = drl.GetString(l);
connl._Close();

connl._Dispose();

catch (Exception ex)

{

connl.Close();
connl.Dispose();

}
}

//return fenotipo;
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#endregion

Web.Config

<?xml version="1.0"7?>
<configuration>
<configSections>
<sectionGroup name="'system.web.extensions"
type=""System.Web.Configuration.SystemWebExtensionsSectionGroup,
System_Web.Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
PublicKeyToken=31BF3856AD364E35">
<sectionGroup name="scripting"
type=""System.Web.Configuration.ScriptingSectionGroup,
System.Web.Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
PublicKeyToken=31BF3856AD364E35"">
<section name="'scriptResourceHandler""
type=""System.Web.Configuration.ScriptingScriptResourceHandlerSection,
System.Web.Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
PublicKeyToken=31BF3856AD364E35" requirePermission="false"
allowDefinition="MachineToApplication'/>
<sectionGroup name="webServices"
type=""System.Web.Configuration.ScriptingWebServicesSectionGroup,
System.Web.Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
PublicKeyToken=31BF3856AD364E35"">
<section name="jsonSerialization"
type=""System.Web.Configuration.ScriptingJsonSerializationSection,
System.Web.Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
Publ icKeyToken=31BF3856AD364E35" requirePermission="false"
allowDefinition="Everywhere"/>
<section name="profileService"
type=""System.Web.Configuration.ScriptingProfileServiceSection,
System_Web._Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
Publ icKeyToken=31BF3856AD364E35" requirePermission="false"
allowDefinition="MachineToApplication"/>
<section name="authenticationService"
type=""System.Web.Configuration.ScriptingAuthenticationServiceSection,
System_Web._Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
PublicKeyToken=31BF3856AD364E35" requirePermission="false"
allowDefinition="MachineToApplication'/>
<section name="roleService"
type=""System.Web.Configuration.ScriptingRoleServiceSection,
System._Web.Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
PublicKeyToken=31BF3856AD364E35" requirePermission="false"
allowDefinition="MachineToApplication'/>
</sectionGroup>
</sectionGroup>
</sectionGroup>
</configSections>
<appSettings/>
<connectionStrings/>
<system.web>
<customErrors mode="0Fff"/>

<I--
Establezca debug="true"™ en la compilaciéon para insertar
simbolos
de depuracién en la pagina compilada. Dado que este
proceso afecta al rendimiento, debe establecer este valor
como true

durante la depuracioén.
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-—>
<compilation debug="true">
<assemblies>
<add assembly="System.Core, Version=3.5.0.0,
Culture=neutral, PublicKeyToken=B77A5C561934E089"/>
<add assembly="'System.Data.DataSetExtensions,
Version=3.5.0.0, Culture=neutral, PublicKeyToken=B77A5C561934E089"/>
<add assembly="System.Web.Extensions,
Version=3.5.0.0, Culture=neutral, PublicKeyToken=31BF3856AD364E35" />
<add assembly="System.Xml_.Linqg,
Version=3.5.0.0, Culture=neutral, PublicKeyToken=B77A5C561934E089"'/>
</assemblies>
</compilation>
<l--
La secciodn <authentication> habilita la configuracion
del modo de autenticacion de seguridad utilizado por
ASP.NET para identificar a un usuario entrante.
-—>
<I--authentication mode="Windows"/-->
<anonymousldentification />
<i--
La secciodn <customErrors> habilita la configuracién de
las acciones que se deben realizar si un error no
controlado tiene lugar
durante la ejecucion de una solicitud. Especificamente,
permite a los desarrolladores configurar paginas de error
html
que se mostraran en lugar de un seguimiento de pila de
errores.

<customErrors mode="RemoteOnly"
defaultRedirect="GenericErrorPage.htm">
<error statusCode="403" redirect=""NoAccess.htm"™ />
<error statusCode="404" redirect="FileNotFound.htm" />
</customErrors>
-—>
<pages>
<controls>
<add tagPrefix=""asp" namespace="'System.Web._.UI"
assembly=""System.Web.Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
PublicKeyToken=31BF3856AD364E35" />
<add tagPrefix="asp"
namespace=""System.Web.Ul .WebControls"™ assembly="System.Web.Extensions,
Version=3.5.0.0, Culture=neutral, PublicKeyToken=31BF3856AD364E35"/>
</controls>
</pages>
<httpHandlers>
<remove verb="*" path="*_asmx'/>
<add verb="*" path="*_asmx" validate="false"
type="System.Web.Script.Services.ScriptHandlerFactory,
System.Web.Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
PublicKeyToken=31BF3856AD364E35" />
<add verb="*" path="*_AppService.axd"
validate="false"
type=""System.Web.Script.Services.ScriptHandlerFactory,
System.Web.Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
PublicKeyToken=31BF3856AD364E35" />
<add verb=""GET,HEAD" path="ScriptResource.axd"
type="'System.Web.Handlers.ScriptResourceHandler,
System.Web.Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
Publ icKkeyToken=31BF3856AD364E35" validate="false"/>
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</httpHandlers>
<httpModules>
<add name="'ScriptModule
type=""System.Web.Handlers.ScriptModule, System.Web.Extensions,
Version=3.5.0.0, Culture=neutral, PublicKeyToken=31BF3856AD364E35"/>
</httpModules>
</system.web>
<system.codedom>
<compilers>
<compiler language="'c#;cs;csharp™ extension=".cs
warningLevel="4" type="Microsoft.CSharp.CSharpCodeProvider, System,
Version=2.0.0.0, Culture=neutral, PublicKeyToken=b77a5c561934e089"'>
<providerOption name="CompilerVersion"

value="v3.5"/>
<providerOption name="WarnAstrror"
value=""false'"/>
</compiler>
</compilers>
</system.codedom>
<t--
La seccion system.webServer es necesaria para ejecutar
ASPN.NET AJAX en Internet
Information Services 7.0. No es necesaria para la version
anterior de 11S.
-——>
<system.webServer>
<validation validatelntegratedModeConfiguration="false"/>
<modules>
<remove name="'ScriptModule'/>
<add name="'ScriptModule
preCondition="managedHandler™ type="System.Web.Handlers.ScriptModule,
System.Web.Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
PublicKeyToken=31BF3856AD364E35" />
</modules>
<handlers>
<remove name="WebServiceHandlerFactory-Integrated"/>
<remove name="'ScriptHandlerFactory"/>
<remove name="'ScriptHandlerFactoryAppServices'/>
<remove name="'ScriptResource"/>
<add name="'ScriptHandlerFactory" verb="*"
path="*_asmx" preCondition="integratedMode"
type=""System.Web.Script.Services.ScriptHandlerFactory,
System.Web.Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
PublicKeyToken=31BF3856AD364E35" />
<add name="'ScriptHandlerFactoryAppServices" verb="*"
path=""*_AppService.axd" preCondition="integratedMode"
type="'System._Web.Script.Services.ScriptHandlerFactory,
System_Web.Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
PublicKeyToken=31BF3856AD364E35" />
<add name="'ScriptResource"
preCondition="integratedMode" verb="GET,HEAD"
path=""'ScriptResource.axd"
type="'System._Web.Handlers.ScriptResourceHandler,
System.Web.Extensions, Version=3.5.0.0, Culture=neutral,
PublicKeyToken=31BF3856AD364E35" />
</handlers>
</system.webServer>
<runtime>
<assemblyBinding xmIns="urn:schemas-microsoft-com:asm.v1">
<dependentAssembly>

147



<assemblyldentity name="'System.Web.Extensions"
publicKeyToken="31bf3856ad364e35"/>
<bindingRedirect oldVersion="1.0.0.0-1.1.0.0"
newVersion="3.5.0.0"/>
</dependentAssembly>
<dependentAssembly>
<assemblyldentity
name="System.Web._.Extensions.Design"
publicKeyToken="31bf3856ad364e35"/>
<bindingRedirect oldVersion="1.0.0.0-1.1.0.0"
newVersion="3.5.0.0"/>

</dependentAssembly>
</assemblyBinding>
</runtime>
</configuration>
Variacion.cs

using System;

using System.Data;

using System._Configuration;

using System.Linq;

using System.Web;

using System.Web.Security;

using System._Web._Ul;

using System.Web.Ul _HtmlControls;
using System.Web.Ul.WebControls;
using System.Web.Ul .WebControls.WebParts;
using System.Xml.Ling;

namespace prototipo

{

public class Variacion

{
private int posicion = 0;
private string idGen = string.Empty;
private int idAllele = -1;
private string cadenaQuery = string.Empty;
private string cadenaRef = string.Empty;
private string cadenalnsertada = string.Empty;
private string cadenaEliminada = string.Empty;
private int numBasesDel 0;
private int numBaseslins = 0;
private int tipo = -1;
private string url = string.Empty;
private string nombreUrl = string.Empty;
private int efecto = -1;
private int idVariation = -1;
private int idCadenaRef = -1;
private bool esSnp = false;

public enum TipoVariacion { Insertion, Deletion, InDel,
Inversion };

public enum SpecializationEffect

{
Mutant,

NeutralPolomorphism,
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UnkownConsequence

j

/// <summary>
/// Indica la posicién de la variacién en la cadena de
referencia
/// </summary>
public int Posicion
{
get { return posicion; }
set { posicion = value; }

}

/// <summary>
/// Indica el gen en el que se produce la variacion
/// </summary>
public string 1dGen
{
get { return idGen; }
set { idGen = value; }

}

/// <summary>
/// cadaena insertada por el usuario
/// </summary>
public string CadenaQuery
{
get { return cadenaQuery; }
set { cadenaQuery = value; }

}

/// <summary>
/// indica el valor que deberia tener de no haberse
/// producido ninguna variaciéon con respecto a la
/// cadena de referencia
/// </summary>
public string CadenaRef
{
get { return cadenaRef; }
set { cadenaRef = value; }

}

/// <summary>
/// Indica de qué tipo de variacidon se trata
/// insercion, delecién, inversion, indel
/// para eso estd la enumeracion TipoVariacion
/// </summary>
public int Tipo
{
get { return tipo; }
set { tipo = value; }

/// <summary>

/// Numero de bases que han sido borradas
/// </summary>

public int NumBasesDel

{

get { return numBasesDel; }
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set { numBasesDel = value; }

}

/// <summary>
/// direccion url donde esta la referencia bibliografica
/// </summary>
public string Url
{
get { return url; }
set { url = value; }

}

/// <summary>
/// nombre que se vera en la url para la referencia
bibliografica
/// </summary>
public string NombreUrl
{
get { return nombreUrl; }
set { nombreUrl = value; }

}

/// <summary>
/// Indica el efecto que tiene la variacion,
/// si es una mutacién, un polimorfismo neutro
/// o si aln no se conocen Sus consecuencias
/// </summary>
public int Efecto
{

get { return efecto; }

set { efecto = value; }

}

/// <summary>
/// Contiene el identificador de la variacion
/// en la base de datos. En la tabla Variation.
/// </summary>
public int Idvariation
{

get { return idvariation; }

set { idvariation = value; }

}

/// <summary>
/// Contiene el identificador de la cadena de
/// referencia que tiene asociada.
/// </summary>
public int IdCadenaRef
{
get { return idCadenaRef; }
set { idCadenaRef = value; }

}

/// <summary>
/// Numero de bases que han sido insertadas
/// </summary>
public int NumBaseslns
{
get { return numBaseslins; }
set { numBaseslIns = value; }
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/// <summary>

/// Indica si la variacion encontrada es un snp
/// </summary>

public bool EsSnp

{
get { return esSnp; }
set { esSnp = value; }
+
public string Cadenalnsertada
{
get { return cadenalnsertada; }
set { cadenalnsertada = value; }
}
public string CadenaEliminada
{
get { return cadenaEliminada; }
set { cadenaEliminada = value; }
}
public int IdAllele
{
get { return idAllele; }
set { idAllele = value; }
}
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