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1. Introduccidn

1.1 Motivacién personal

En los dltimos afios la informética, y mas concretamente la bioinformatica, se ha ido
introduciendo en campos como la biologia o la medicina. Hoy en dia, muchos de los grandes
avances cientificos que se realizan en algunos de estos campos se consiguen en parte
gracias a la ayuda que proporcionan las técnicas y herramientas que produce la

bioinforméatica para la investigacion cientifica.

Una fuente de motivacion para la eleccion de este proyecto, y probablemente la mas
importante, ha sido el poder aplicar mis conocimientos para ayudar en investigaciones
cientificas en la biologia o en la biomedicina, tratando temas tan importantes como la cura o
tratamiento de enfermedades que pueden ayudar a mejorar la calidad de vida de los seres
humanos. Por esta razén, en el momento de eleccion del proyecto senti que podia ser una
buena oportunidad para realizar una aplicacion de utilidad, de manera que una vez realizado
el proyecto los investigadores dispondrian de una herramienta que les facilitase su

investigacion en el estudio de los procesos bioldgicos y las enfermedades.

En segundo lugar, pensé que era una buena oportunidad para realizar un proyecto de
una aplicacion real y en un centro de investigacién real, simulando de esta manera
situaciones en las que me pueda encontrar en el futuro, algo que es una oportunidad

realmente Unica hasta ahora.

Por otra parte, el proyecto me permitia adquirir conocimientos en el dmbito de la
bioinformatica y la biotecnologia, unas disciplinas que actualmente se encuentran en
crecimiento, por lo que los conocimientos adquiridos en mi proyecto pueden ser importantes
para mi futuro. Ademas, me ha permitido poner en practica los conocimientos que he ido

adquiriendo durante la carrera ademas de aprender nuevos.

El proyecto se ha realizado en el Institut de Biotecnologia y de Biomedicina(IBB)[1] de la

Universidad Autbnoma de Barcelona, formando parte de su linea de investigacion de



andlisis de microarrays. Al finalizar el proyecto he tenido la satisfaccion de ver como he
podido alcanzar todos los objetivos iniciales.

1.2 Estado del arte

Este proyecto esta situado en el &mbito de la bioinforméatica, una disciplina cientifica que
incluye varios campos como la biologia, la computacion y las tecnologias de la informacion.
La bioinformatica se dedica al estudio de los fendmenos biolégicos desde un punto de vista
computacional, como puede ser el alineamiento de secuencias, la prediccion de genes, el

estudio de la expresion génica, entre otros.

Concretamente, el actual proyecto estd centrado en ofrecer herramientas a los
investigadores para estudiar el comportamiento de la expresion de genes bajo diferentes
condiciones experimentales. Los genes al expresarse sintetizan las diferentes proteinas.
Son estas proteinas sintetizadas las que realizan las diferentes funciones de la célula. Por
esta razon, al expresarse los genes determinan el estado celular y modificando esta
expresion génica, se puede provocar un cambio celular. Esto es muy importante, ya que
estos cambios celulares pueden provocar el llevar a una persona de la salud a la
enfermedad o al contrario. Por lo tanto, el estudio de la expresién de los genes nos puede
ayudar a entender las causas de ciertas enfermedades, 0 a encontrar una posible cura, de
manera que puede ayudar a salvar muchas vidas o a mejorar la calidad de vida de las

personas que padecen estas enfermedades.

Este estudio de la expresion génica se puede realizar mediante la tecnologia de
microarrays. La tecnologia de microarrays nos permite observar el nivel de expresion de un
nimero grande de genes bajo un nimero de circunstancias diferentes. De esta manera,
permiten estudiar el comportamiento de los mismos genes en diversas condiciones. Los
datos generados por las microarrays se pueden ver como una inmensa matriz, donde las
filas representan cada uno de los genes analizados, las columnas cada una de las
condiciones experimentales a las que han sido sometidos los genes, y finalmente los valores

de la matriz seran los niveles de expresion de cada gen bajo cada condicién experimental.

Dependiendo de las condiciones experimentales, la microarray nos proporciona
informacion de diferente tipo. Las condiciones experimentales pueden ser la respuesta
génica a distintos farmacos, a variaciones de dosis, a diferentes fases en el progreso de una

enfermedad, etc. Por ejemplo si las condiciones experimentales de la microarray son sobre
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el cancer de piel, la microarray nos mostrara los niveles de expresion de los genes para el

cancer de piel.

Las matrices resultantes de utilizar la tecnologia de microarrays contienen una gran
cantidad de informacion (miles de genes por cientos de condiciones experimentales), por lo
gue es necesario realizar analisis automaticos para extraer informacion util para el
investigador. En el servidor del IBB revolutionresearch.uab.es[2] se realizan algunos de
estos analisis[3][4][5][6][7][8], como el agrupamiento o clustering de las condiciones
muestrales, un grafo con las relaciones entre genes o la clasificacion de las relaciones no
lineales entre pares genes. Estos analisis son los que proporcionan informacién realmente

atil a los investigadores.

En el servidor existe una base de datos de microarrays, asi como las herramientas de
andlisis y la interfaz web para gestionarlas. Actualmente, estas microarrays han de ser
obtenidas y subidas al servidor por los usuarios. El servidor también dispone de una base de
datos de genes marcadores de microarrays. Los genes marcadores de microarrays son
aquellos genes que se sobreexpresan en unas condiciones experimentales pero no en otras.
Gracias a una aplicacién del servidor se permite cruzar los genes marcadores de una
microarray del usuario con los genes marcadores de esta base de datos, de manera que el
usuario puede ver los genes marcadores que tiene en comun con otras microarrays y

extrapolar informacion de otras microarrays de origen muy diferente.

Un problema actual en el servidor es que para obtener nuevas microarrays que generen
cientificos de todo el mundo, el usuario es el encargado de buscar y subir esas microarrays.
Esto produce que la cantidad de microarrays, y como consecuencia informacién, se reduzca
ampliamente, ya que aparte de buscar las microarrays, el usuario tiene que ocuparse de
introducirlas en un formato aceptado por el servidor. Por esta razon, es importante obtener
microarrays de manera automatizada y que se dispongan en el servidor las Ultimas
microarrays publicadas en todo el mundo. Por suerte, en Internet existen bases de datos

gue centralizan esta informacién y que se permiten el acceso a esta de manera gratuita.

El NCBI(National Center for Biotechnology Information)[9] que forma parte de la
Biblioteca Nacional de Medicina de Estados Unidos, contiene numerosas bases de datos
con informacién bioldégica. Una de estas bases de datos es GEO (Gene Expression
Omnibus) Datasets[10][11], donde se publican las ultimas microarrays en el panorama
internacional. Esta base de datos fue creada en el 2000 y actualmente contiene mas de

20.000 microarrays. Sin embargo, no todas las microarrays son de la misma utilidad. En la
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base de datos GEO Datasets podemos encontrar desde microarrays con 2 condiciones
experimentales hasta microarrays con 202. Cuantas mas condiciones experimentales a las
gue se han sometido los genes tenga la microarray mas andlisis se podran realizar y mas
informacién se podra obtener, ademas, estas microarrays nos describen con mayor robustez
y exactitud los diferentes cambios que se suceden en el fenbmeno que estd siendo
estudiado en la microarray. Por lo tanto, obtener las microarrays con un nimero elevado de

condiciones experimentales sera especialmente (til para los investigadores.

1.3 Objetivos

El objetivo principal del proyecto es ampliar la base de datos local de microarrays a partir
de las microarrays con un gran nimero de condiciones experimentales publicadas en el
panorama internacional(microarrays publicas de gran tamafio), de manera que esta se vaya
actualizando periédicamente para mantener la base de datos con las Ultimas microarrays
publicadas, y permitir asi, utilizar las aplicaciones web del servidor para el andlisis de estas

microarrays. De esta manera, al final del proyecto los usuarios de la aplicacién web veran

gue la informacién disponible se ha ampliado sustancialmente, ya que dispondran de todas

las microarrays publicas de gran tamarfio para realizar experimentos.

Para conseguir el objetivo principal del proyecto, este se ha dividido en dos:
e Actualizacion periddica y automéatica de la base de datos local de microarrays:

o Obtener las nuevas microarrays de gran tamafio del NCBI.

o Descargar y parsear los ficheros de las microarrays para que se
adecuen al formato de las microarrays del servidor local. Tanto datos,
como genes y condiciones experimentales.

o Subir a la base de datos local las microarrays descargadas y
parseadas.

o Realizar la actualizacion de manera que si los genes de la microarray
cambian de nombre, estos puedan ser actualizados por el robot
actualizador de nombres de genes que actualmente hay en el
servidor.

o La actualizacion ha de ser robusta a posibles errores o0 a la caida del
servidor durante el proceso.

o Eliminacion de directorios y ficheros temporales que no son necesarios

tras finalizar el proceso de actualizacion.
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o Realizar la actualizacion de manera periddica y sincronizada con el
robot de actualizacion de genes marcadores de microarrays que existe

actualmente en el servidor.

e Interfaz web para gestionar las nuevas microarrays:

o Adaptar la aplicacibn web para que las operaciones que se hacian

anteriormente con las microarrays subidas por los usuarios se puedan
realizar también con las microarrays subidas por la actualizaciéon
automatica.

o Crear Interffaz web que permita a los usuarios realizar busquedas de
las microarrays publicas de gran tamafio insertando el tema de la
microarray y/o la especie sobre la que se realizaron los experimentos.

o Mantener un listado de las microarrays publicas favoritas que el
usuario considera de interés, de manera que le permitira un acceso

rapido a ellas.

Tras realizar el proyecto se proporcionara a los investigadores que trabajan con la
aplicacion la posibilidad de trabajar con microarrays con un gran niumero de condiciones

experimentales descargadas automéaticamente del NCBI.

1.4 Organizacién de la memoria

En este apartado expondré la planificacién que he seguido para llevar a cabo los

objetivos propuestos y la estructura que seguira la memoria del trabajo.

En el siguiente apartado de la memoria, expondré los fundamentos tedricos

necesarios para comprender los conceptos con los que he trabajado en el proyecto.

Tras esto, pasaré a explicar las distintas fases llevadas a cabo durante el proyecto.
Estas fases han sido las siguientes:
e Adquirir los conocimientos necesarios sobre la bioinformAtica y el ambito del
proyecto. Esta primera fase incluye adquirir los conocimientos de varios tipos:
o Adquirir conocimientos necesarios sobre la bioinforméatica.

o Adquirir conocimientos necesarios sobre la aplicacion web y las bases de

datos del servidor local.

o Adquirir conocimientos necesarios sobre el entorno del NCBI.
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e Crear robot de descarga de microarrays de gran tamafio del NCBI. Esta fase
incluye todo el proceso realizado para crear la base de datos con las microarrays
de gran tamafio del NCBI. Se divide en las siguientes sub-fases:

o ldentificar las microarrays a descargar.

o Descargar las microarrays.

o Parsear ficheros de las microarrays.

o Subir microarrays a la base de datos local.

o Control de errores y recuperacion tras caida del servidor en el proceso de
actualizacion.

o Eliminaciéon de directorios y ficheros temporales que no son necesarios
tras finalizar el proceso de actualizacion.

e Sincronizacién con el robot de genes marcadores y programacion periddica de
ambos robots. En esta fase se explica el funcionamiento del robot de genes
marcadores y como se ha conseguido la sincronizacion y la programacion
periddica de ambos robots.

e Aplicacién web. Esta fase incluye las nuevas interfaces creadas para la basqueda
de microarrays de gran tamafio y para mostrar una lista de microarrays publicas
favoritas para cada usuario. También incluye las modificaciones que se han

realizado en la aplicacion web para que funcionen todos los analisis y

operaciones de gestidn de estas microarrays.

Una vez expuestas las distintas fases del trabajo, se expondra el Informe técnico.
Esta seccién incluye la descripcion de todos los programas implementados, descripcion de
ficheros y bases de datos, y las estructuras de directorios utilizadas para facilitar la

reusabilidad en posteriores implementaciones.
En el pendltimo apartado explicaré las conclusiones tras realizar el proyecto,
detallando qué objetivos se han cumplido y las impresiones personales. Asi como el trabajo

futuro.

Finalmente, se podra encontrar la bibliografia utilizada durante la realizacién del proyecto.
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2. Fundamentos tedricos

2.1 Bioinformatica

La Biologia computacional o bioinformatica es la ciencia dedicada al estudio de
fendmenos bioldgicos desde un punto de vista computacional. Es un area de investigacion
multidisciplinaria, la cual puede ser ampliamente definida como la interfase entre dos
ciencias: Biologia y Computacion. De esta manera tiene el objetivo de ofrecer métodos
robustos para la comprension, simulacién y prediccion de comportamientos bioldgicos
observados en los seres vivos, asi como organizar, analizar y distribuir informacién
biolégica, con el fin de responder preguntas complejas en biologia. Esta impulsada por la
incégnita del genoma humano y la esperanza en que la investigacion genémica puede

ayudar a mejorar la condicion y calidad de vida de los humanos.

Algunos de los beneficios que puede aportar la bioinformatica son avances en la
deteccién y tratamiento de enfermedades o la produccion de alimentos genéticamente
modificados. Combinada con las nuevas técnicas de biotecnologia, la bioinformatica permite
identificar genes y proteinas causantes de enfermedades o de mecanismos de resistencia a

antibioticos, de otra forma complicados a detectar.

Segun la definicion del NCBI, la bioinformatica es un campo de la ciencia en el cual
confluyen varias disciplinas tales como la biologia, la computacién y la tecnologia de la
informacién. El fin dltimo de este campo es facilitar el descubrimiento de nuevas ideas
bioldgicas asi como crear perspectivas globales a partir de las cuales se puedan discernir
principios unificadores en la biologia. La bioinformatica emplea una amplia gama de técnicas
computacionales, como el disefio de bases de datos y data mining, la prediccion de la

estructura y funcién de proteinas, la busqueda de genes, entre otros.

En sus inicios, el concepto de bioinformatica se referia s6lo a la creacién y
mantenimiento de base de datos donde se almacena informacion bioldgica. El desarrollo de
este tipo de base de datos implicaba también el desarrollo de interfaces complejas donde los

investigadores pudieran acceder a los datos i analizarlos.

Posteriormente toda esa informacion debia ser combinada para formar una idea légica

de las actividades celulares en estados normales, de tal manera que los investigadores
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pudieran estudiar como estas actividades se veian alteradas en estados de una
enfermedad. De alli viene el surgimiento del campo de la bioinformética y ahora el campo
mas popular es el analisis e interpretacion de varios tipos de datos.

El proceso de analizar e interpretar estos datos es conocido como biocomputacion y se
puede dividir en otras dos sub-disciplinas. Por una parte, podemos considerar el desarrollo e
implementacion de herramientas que permitan el acceso, uso y manejo de varios tipos de
informacion. Por otra parte, el desarrollo de algoritmos y estadisticos con los cuales se
puede relacionar partes de un conjunto enorme de datos, como por ejemplo métodos para
localizar un gen dentro de una secuencia 0 métodos para agrupar secuencias de proteinas

en familias relacionadas.

La Medicina Molecular y la Biotecnologia constituyen dos areas prioritarias cientifico
tecnolégicas como desarrollo e Innovacion Tecnoldgica. El desarrollo de ambas esta
estrechamente relacionado. En las dos se pretende potenciar la investigacion gendémica y
postgendmica asi como de la bioinformatica, herramienta imprescindible para el desarrollo
de estas, ya que el numero y la complejidad de los datos aumentan a un ritmo mas alto que
la capacidad de los ordenadores que los haran procesar, por lo que se hace necesario un
desarrollo tedrico y practico en el entorno de las herramientas bioinformaticas. Debido al
extraordinario avance de la genética molecular y la gendémica, la Medicina Molecular se
constituye como arma estratégica del bienestar social del futuro inmediato. Se pretende
potenciar la aplicacion de las nuevas tecnologias y de los avances genéticos para el

beneficio de la salud.

Las tecnologias de la informacién tendran un papel fundamental en la aplicacién de los
desarrollos tecnolégicos en el campo de la genética a la practica médica. La aplicacion de
los conocimientos en genética molecular y las nuevas tecnologias son necesarios para el
mantenimiento de la competitividad del sistema sanitario no sélo paliativo sino preventivo. La
identificacion de las causas moleculares de las enfermedades junto con el desarrollo de la
industria biotecnol6gica en general y de la farmacéutica en particular permitiran el desarrollo
de mejores métodos de diagndéstico, la identificacién de dianas terapéuticas y desarrollo de

farmacos personalizados y una mejor medicina preventiva.
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2.2 Microarrays

Un chip de ADN(del inglés DNA microarrays)® es una superficie sélida a la cual se unen
una serie de fragmentos de ADN. Las superficies empleadas para fijar el ADN son muy
variables y pueden ser vidrio, plastico e incluso chips de silicio. Los arreglos de ADN son
utilizados para averiguar la expresion de genes, monitorizandose los niveles de miles de

ellos de forma simultanea.

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

células experimentales.

Por lo tanto, las microarrays son una potente fuente de obtencién de perfiles de
expresion de genes sometidos a diferentes condiciones. ldentificar los patrones de los
niveles de expresion sera muy util para compararlos y poder estudiar las respuestas de los

genes.

Aplicando una serie de procesos experimentales y computacionales sobre la microarray
se obtiene una matriz numérica bidimensional que consta de los genes de poblaciones
distintas como individuos y de las condiciones experimentales a las que se expusieron las
células como variables en el caso que se quiera estudiar a los genes, 0 a la inversa, si es
gue se quiere realizar un estudio comparativo de las condiciones a que se somete. Cada
uno de los valores de la matriz representa el nivel de expresion de un determinado gen bajo
una cierta condicion experimental. Es posible que en algunos casos se produzcan errores en

el proceso y se generen huecos.

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

genes y de condiciones experimentales. En la figura 2.1 se puede observar el modelo de
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representacion de las microarrays. Cada fila de la microarray representa un gen, el cual
debe ser indicado. Cada columna de la microarray representa una condicion
experimental de la microarray, cuyo nombre también debe ser indicado. Los valores de

la matriz son los niveles de expresion de los genes para las condiciones experimentales.

Samples SAMPLE
ANNOTATION

GEME EXPRESSIOM
DATA MATRIX

Genes

™

Gene expression levels

GEMNE
ANNOTATION

Figura 2.1 Microarray
Modelo de representacion de las microarrays. Cada fila representa un gen, de los
cuales se tiene que anotar su nombre. Cada columna representa una condicion
experimental, cuyo nombre debe anotarse también. Los valores de la matriz son los

niveles de expresion de los genes para las condiciones experimentales.

Dado que realizar un analisis de estas matrices de grandes dimensiones es una tarea
practicamente imposible, se hace necesarias técnicas computacionales que permitan

analizar todos estos datos y entonces realizar el analisis bioldgico.

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

informacién contienen y por lo tanto los mas utilizados.
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2.2.1 Analisis de microarrays

Como se ha comentado, analizar la matriz de la microarray directamente no es una
opcidn viable, por lo que la técnica consiste en utilizar algoritmos o técnicas con esta matriz
de manera que posteriormente lo que se analizard seran los resultados de estos algoritmos

y no la matriz entera.

Uno de las técnicas utilizadas consiste en emplear algoritmos de agrupamiento
(clustering en inglés) a las microarrays. Estos algoritmos consisten en encontrar un
grupo(cluster) de un conjunto de individuos de tal forma que los clUsteres resultantes sean
homogéneos y/o estén bien separados. El punto clave es reducir la gran cantidad es reducir
la cantidad de datos caracterizandolos en grupos mas pequefios de individuos similares.
Esto implica que los individuos pertenecientes a un mismo clister son lo mas similares
posibles entre ello, mientras que los individuos de clusteres distintos son lo mas disimilares

posibles.

Otra técnica utilizada consiste en observar la relacién de expresion entre genes. Esto
consiste en analizar si dos genes tienen dependencia observando que ocurre con sus
niveles de expresion a medida que varian los niveles de expresiéon del otro. En la figura 2.2
se puede observar un ejemplo de relaciébn entre genes. En el eje horizontal podemos
observar los valores de expresion del gen ZER1 y en el eje vertical los valores del gen
RETSAT. Podemos observar que a medida que sube el nivel de expresion del gen ZER1
también se aumenta el nivel de expresién del gen RETSAT. La captura de pantalla ha sido

sacada de la aplicacion web del servidor revolutionresearch.uab.es[2]
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Figura 2.2 Ejemplo de una relacion entre expresiones de genes realizado con la

aplicaciéon web del servidor revolutionrsearch.uab.es[2]

Ejemplo de gréafica de relacion de expresion entre genes. En el eje horizontal
podemos observar los valores de expresion del gen ZER1 y en el eje vertical los valores
del gen RETSAT. Podemos observar que a medida que sube el nivel de expresion del

gen ZER1 también se aumenta el nivel de expresion del gen RETSAT.

Otro tipo de andlisis que se realiza en las microarrays consiste en identificar aquellos
genes que se sobreexpresan en unas condiciones experimentales pero no en otras, y por
extension, los genes que se sobreexpresan en unos clusteres de condiciones
experimentales pero no en otros. Estos genes son llamados genes marcadores. Los genes

marcadores se caracterizan por destacar el comportamiento de la microarray.
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Estas y otro tipo de técnicas son utilizadas para analizar las microarrays y sacar
informacién en ellas. Estas herramientas de analisis estan disponibles para los usuarios en
el servidor revolutionresearch.uab.es[2][3][4][5][6][7][8].

2.3 NCBIl y base de datos GEO

La base de datos GEO del NCBI contiene gran cantidad de microarrays publicas y
perfiles de expresion de los genes de las microarrays que son subidas por investigadores de
todo el mundo. En esta base de datos también hay disponibles herramientas de analisis de

las microarrays.

En la figura 2.3 podemos ver una de estas herramientas. Podemos ver la agrupacion
en clusters de distintos genes y condiciones experimentales de la microarray. En la izquierda
podemos observar las agrupaciones de los genes, y en la parte superior las agrupaciones
de las condiciones experimentales. El color verde indica que los genes tienen un nivel bajo
de expresion, mientras que el color lila indica que los genes tienen un nivel alto de

expresion.

Figura 2.3 Imagen de los clusters de una microarray realizada en el NCBI
Podemos ver la agrupacion en clusters de distintos genes y condiciones experimentales de
la microarray. En la izquierda podemos observar las agrupaciones de los genes, y en la

parte superior las agrupaciones de las condiciones experimentales. El color verde indica que
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los genes tienen un nivel bajo de expresion, mientras que el color lila indica que los genes

tienen un nivel alto de expresion.

En la figura 2.4 podemos ver otra de estas herramientas de andlisis. Esta herramienta
nos permite buscar los genes marcadores de una microarray, asi como ver su nivel de
expresion en la microarray en sus diferentes condiciones experimentales. En este caso se
ha podido encontrar como el gen zgc:73230 es un gen marcador de la microarray GDS3719
y en la imagen podemos ver como el gen tiene un nivel alto de expresion en condiciones

Ovol morphant y un nivel bajo de expresion en condiciones de control.

GDS3719 /4 Dr581.41_at £ zge: 73230

3000 100%
= " "
1] T— i s e e e e e 75
=] ‘ B
1 :
i 8 i ol i 5
ElE 5|55 5
L ELE LA L e L
L] =] Cix] Lin] (=] (2]
5 5 o (L] (L] (3
genotypevariation I cotrol Ovol marphant
= count

= percentile rank within the sample

Figura 2.3 Imagen del perfil de expresién de un gen marcador de una microarray de
la herramienta de analisis del NCBI
Esta herramienta nos permite buscar los genes marcadores de una microarray, asi
como ver su nivel de expresiéon en la microarray en sus diferentes condiciones
experimentales. En este caso se ha podido encontrar como el gen zgc:73230 es un gen
marcador de la microarray GDS3719 y en la imagen podemos ver como el gen tiene un
nivel alto de expresién en condiciones Ovol morphant y un nivel bajo de expresion en

condiciones de control.

3. Fases

A continuacion, se muestra una comparativa entre la planificacion inicial y la planificacion

final llevaba a cabo durante el trabajo:
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Planificacién inicial Planificacién final

Adquirir conocimientos sobre la bioinformatica y el &mbito del proyecto

Crear robot de descarga de microarrays de | Crear robot de descarga de microarrays de

gran tamafo del NCBI. gran tamaio del NCBI.

- ldentificar las microarrays a - Identificar las microarrays a
descargar. descargar.

- Descargar las microarrays. - Descargar las microarrays.

- Parsear las microarrays. - Parsear las microarrays.

- Subir microarrays a la base de - Subir microarrays a la base de
datos local. datos local.

- Eliminacion de directorios y ficheros - Eliminacion de directorios y ficheros
temporales que no son necesarios temporales que no son necesarios
tras finalizar el proceso de tras finalizar el proceso de
actualizacion. actualizacion.

- Controlo de errores y recuperacion - Controlo de errores y recuperacion
tras la caida del servidor en el tras la caida del servidor en el
proceso de actualizacion. proceso de actualizacion

- Crear tabla con la informacion de
los codigos y nombres de las
especies dado que no estaba
creada para las microarrays subidas
por el usuario.

- Cambios en el robot actualizador de
nombres de genes para adaptarlo a

las nuevas microarrays

Sincronizacién con el robot de genes marcadores y programacion periddica de ambos

robots.

Crear interfaces web para la busqueda de microarrays publicas de gran tamafo en el
servidor local y para gestionar la lista de microarrays publicas favoritas de cada usuario.
Realizar las modificaciones necesarias para que funcionen todos los analisis y

operaciones con las microarrays publicas de gran tamafio.

Los planificaciéon inicial resultdé ser bastante acertada y tan solo se han producido
cambios a la hora de crear el robot de descarga de microarrays de gran tamafio del NCBI,

donde se ha afiadido la fase de descargar los cédigos y nombres de las especies y una fase
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para adaptar el robot actualizador de nombres de genes para adaptarlo a las nuevas

microarrays.

3.1 Adquirir conocimientos sobre la bioinformatica y el ambito

del proyecto

Antes de empezar a realizar el proyecto, tuve que realizar una etapa de adquisicién de
los conocimientos que me permitiesen desarrollar el proyecto con éxito. Estos conocimientos
han sido basicamente sobre la bioinformatica, sobre la aplicaciéon y bases de datos que
actualmente hay en el servidor revolutionresearch y sobre el entorno del NCBI, lugar

escogido como fuente de microarrays que descargaremos.

3.1.1 Adquirir conocimientos sobre la bioinformatica

El primer paso en la adquisicion de conocimientos fue adentrarse en el mundo de la
bioinformatica, por lo cual tuve que aprender los conceptos fundamentales con la intencion
de comprender en su plenitud el proyecto escogido. Los conceptos adquiridos fueron en
referencia a la bioinformatica en general y al analisis de microarrays. Primero adquiri
conocimientos generales de la bioinformatica. A continuacion me centré en el concepto de la
microarray en si, y posteriormente, aprendi algunos de los analisis que se pueden hacer
sobre las microarrays para que se pueda obtener informacién Gtil de ellas. Estos conceptos

se muestran en la seccion anterior llamada fundamentos teoéricos.

3.1.2 Adquirir conocimientos necesarios sobre la aplicacion web

y las bases de datos del servidor local

Comprender la aplicacion web asi como entender su funcionamiento interno y las bases

de datos que utiliza es importante y un trabajo previo que hay que realizar, ya que es el

lugar donde se integra mi trabajo.

La aplicacion web es una herramienta para el estudio de microarrays. En esta

herramienta, los usuarios pueden subir y compartir microarrays. Cada usuario puede
acceder a las microarrays que €l ha subido o que alguien ha compartido con ellos. Una vez

un usuario puede acceder a una microarray este puede acceder a los andlisis que se han
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hecho en el servidor con esa microarray, ademas de poder realizar sus propios

experimentos o ver sus genes.

Internamente, esta aplicacion gestiona la informacién de los usuarios, microarrays,
genes, etc. a partir de la base de datos de microarrays local. En la figura 3.1 podemos ver el

disefo de esta base de datos.

Aplicacion Web

sections v| SOUIES = downloads ]
# sct_PK INTEGER(1 1) _J T src_PK INTEGER(11} el 0 # dwn_PK INTEGER(11)
% set_SpanishiName: VARCHAR(D Rel_01 % src_Type: VARCHAR(SD) =2 % dwn_Source_FK: INTEGER(11) (FK)
% sct_EnglishName: VARCHAR{S0) —07 % src_Mame: VARCHAR(ZOO) 40*0 dwn_Date: DATE
@ sci_lmage: VARCHAR(S0) @ sre_Section: INTEGER(11) (FK) < dwn_Referrer_IP: VARCHAR(TE)
I3 sct Pk I3 sre_PK |3 dwn_PK
P st PK F =rc_PK @ dwn_PK
experiments e
personalize_texp - @ exp_pk INTEGER(11)
% pers_id: INTEGER{(11) Rel_0€ applicants = @ exp_applicant_FK: INTEGER(TT) (FK)
@ pers_applicant_fk INTEGER(11) (FK) = ¥ app_PK: INTEGER(1 1) @ exp_date: BIGINT(15)
% pers_selection: VARCHAR(SD) Q & app_center VARCHAR(355) < EXD_U\SEIHN"E TEXT
@ pers_name: TEXT @ app_city. VARCHAR(100) @ exp_descriptian: TEXT
& app_country VARCHAR(I 0) @ @ vig: DOUBLE
& app_department VARCHAR(255) @ o varres DOUBLE
view - [ % exp_f DOUBLE
§ vie_pk INTEGER(11) Relf |9 anh_emall VARCHAR(IAS) o |o exp_variablel: vARCHAR (5D
& vie_datecreation: BIGINT(15) # anp_p: VARCHAR( 9) e |G o verianlez: VARCHAR(ED)
& vie_dateradification: BIGINT(15) [|® np_performederperiments: INTEGER(S) & exp_variable3: VARCHAR (50)
= @ app_performedmicroarrays: INTEGER(9) =
< vie_applicant_fk INTEGER(11] (FK) & app_blacKlist SETE0"1) < exp_variabled: VARCHAR(50)
@ wie_microarray_id: INTEGER(11) (FK) — & exp_variables: YARCHAR(50)
@ vie_ids: TEXT @ exp_variabled: YARCHAR(S0)
< vie_name; TEXT Rel_0: < exp_variahle?: VARCHAR(50)
% wie_discipline: TERT % exp_vwariabled: VARCHAR(S0)
% vie_description: TEXT Rel_07 % exp_depth: INTEGER(11)
& exp_npans: INTEGER(11)
Rel_0¢ & exp_ch FLOAT
genes = % exp_cd; FLOAT
# gen_pk: INTEGER(11) % exp_properresult SET{0M Y
@ gen_applicant_flc INTEGER(11) (FiQ % exp_representative: SET(D,1Y
. = @ gen_matrix_pk INTEGER{11) (FK) & exp_normalize: SETC0'M Y
glcroarrays. % gen_name_matri; TEXT & exp_elim: TEXT
micra_pk INTEGER(11) % gen_pos: INTEGER(11) -
Rel 0t exp_inputfilename; VARCHAR{100)
@ micro_applicant_fk INTEGER(11) (FK) - % gen_users: TEXT & exp_outputilename: VARCHAR( 00)
@ micro_datecreation: BIGINT(14) | =
% micro_daternadification: BIGINT(15) @ exp_inpuinames: VARCHAR(1 00)
& rmicra_name: TEXT < exp_inputcalors: VARCHAR(100)

% micra_description: TERT

% micro_users: VARCHAR(255)

@ micro_insamples: VARCHAR(100)
% micro_ingenes: WARCHAR(100)
% micro_innames: WARCHAR(100)

Figura 3.1 Disefio de la base de datos de microarrays.

Esta base de datos es utilizada para gestionar las microarrays subidas al servidor

Las tablas sections, sources y downloads no estan relacionadas con la aplicacion que he

de desarrollar. A continuacion, vamos a ver en qué consiste cada una de las demas tablas:

e Applicants: Contiene toda la informacion sobre los usuarios que utilizan la
aplicacion.

e Personalize_texp: se ocupa de guardar las preferencias de variables que
tiene cada usuario a la hora de visualizar las tablas de experimentos en la
aplicacion. Por lo tanto, esta vinculada con la tabla Applicants, ya que por
cada una de las preferencias guardaremos al usuario que le pertenece.

e Experiments: Esta tabla se encargara de almacenar todos los datos de los

experimentos que realice cualquier usuario. Esta relacionada con la tabla
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Applicants, ya que por cada experimento guardaremos el usuario que lo ha
realizado.

e Microarrays: esta tabla se encargara de almacenar todas las microarrays que
hayan sido subidas por cualquier usuario. Estd vinculada con la tabla
Applicants ya que por cada microarray guardamos el usuario que la ha subido
mediante el campo micro_applicant_fk. También se puede destacar el campo
micro_users, en el cual se guardan los usuarios que tienen acceso a la
microarray. Ademas, recientemente se afiadié el campo micro_tax_id, el cual
almacena la especie de la microarray.

e View: se encarga de guardar las vistas creadas por el usuario. Esta vinculada
con las tablas Applicants i Microarrays, ya que guarda el usuario y la
microarray a la que pertenece la vista.

e Genes: se ocupa de guardar todos los genes de las microarrays que estén
dadas de alta. Por cada microarray, guardaremos todos sus genes. Esta
vinculada con la tabla applicants, ya que en el campo gen_applicant fk
almacenamos el usuario que ha subido la microarray que contiene el gen. En
el campo gen_users tenemos todos los usuarios que pueden acceder a los
genes. También esta vinculada con la tabla de microarrays ya se guarda a

que microarray pertenece cada gen.

Ademds cada microarray tendrd asociada una tabla Experiments especifica. En esta
tabla es donde se guardaran los datos y resultados de los experimentos realizados a partir

de los datos de esa microarray.

Esta base de datos sirve para gestionar las microarrays, sin embargo, los datos
numéricos de las microarrays son guardados en ficheros aparte. Entender como estan
representadas las micrarrays en el servidor es una parte crucial para poder desarrollar el
trabajo. Como se ha explicado en la seccién de fundamentos tedricos, una microarray esta
formada por genes, condiciones experimentales y los valores de expresién de los genes

para estas condiciones. En el servidor, una microarray esta dividida en tres ficheros.

En primer lugar, tenemos el fichero con los nombres de genes actualizados(genes). En
este fichero se guarda todos los nombres de genes de la microarray, cada uno en una linea
del fichero. A continuacién, tenemos el fichero con los nombres de las condiciones
experimentales(snames). En este fichero tenemos los nombres de todas las condiciones
experimentales de la microarray, cada una separada en una linea del fichero. Finalmente,

tenemos el fichero con los valores de expresion(samples), donde tenemos los valores de
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expresion de los genes para cada condicion experimental. Estos ficheros deben de estar
ordenados de manera que concuerden los valores de expresion con los genes y las
condiciones experimentales. De esta manera, en el fichero con valores de
expresion(samples), cada linea representara los valores de expresion de un gen, cuyo
nombre estarda en esa misma linea en el fichero de los nombres de genes. Para separar los

valores de expresion de diferentes condiciones experimentales se usan tabulaciones.

Los genes no tienen siempre un nombre especifico, si no que a veces tienen un codigo
de secuencia o un nombre alfa-numérico llamado cdédigo Unigene asignado hasta la
definicion definitiva de uno. Mientras que estos cédigos de secuencia o Unigene no vuelven
a cambiar, es posible que si que lo haga el nombre del gen. Por esta razén, en las
microarrays distinguiremos dos ficheros de genes: el fichero con los nombres de
genes(genesorig) y el fichero con los nombres de genes actualizados(genes). El fichero
genesorig contiene los cédigos de secuencia o Unigene del gen (si se conocen). El fichero
con los nombres de genes actualizados(genes) contiene los nombres definitivos del gen.
Entonces, la idea es generar el fichero con los nombres de genes actualizados(genes) a
partir del fichero con los nombres de genes(genesorig). En el servidor local existe

actualmente un robot que hace esta funcion, el robot actualizador de nombres de gen. Este

=24 -


http://revolutionresearch.uab.es/

robot mantiene actualizada una base de datos con la correspondencia de cédigos de
secuencia y Unigene con los nombres de gen. Entonces, a partir del fichero con los nombres
de los genes(genesorig) y de esta base de datos, el robot genera el fichero con los nombres
de los genes actualizados(genes) que contiene los hombres de cada gen en ese momento.
De esta manera, si un gen inicialmente no se le habia asignado un nombre, en cuanto le sea
asignado el robot actualizador de nombres de gen se encargara de actualizarlo, de igual
manera que si cierto gen cambia de nombre, el robot dejara su nuevo nombre en el fichero
con los nombres de los genes actualizados(genes). El objetivo serd por lo tanto que al
descargar las microarrays del NCBI los ficheros con los nombres de los genes(genesorig)
gueden en el formato adecuado para que posteriormente el robot actualizador de nombres

de gen pueda actualizar los nombres de los genes.

Otro robot importante para mi trabajo en el servidor es un robot encargado de mantener
actualizada una base de datos de genes marcadores. Este robot se encarga de descargar
los genes marcadores de las microarrays del NCBI, agrupandolos por la microarray a la que
pertenecen. En este caso, se debera sincronizar el robot de descarga de genes marcadores
para que se ejecute secuencialmente con mi actualizaciéon de la base de datos de

microarrays y de manera que no tengan ningun directorio o fichero en comun.

3.1.3 Adquirir conocimientos necesarios sobre el entorno NCBI

Como se ha comentado anteriormente, como fuente de datos de microarrays utilizaré el
National Center for Biotechnology Information (NCBI). El motivo de utilizar el NCBI es
porque es una de las mayores fuentes de informacién biotecnolégica del mundo y
constantemente se actualiza, ademas tienen disponibles todas sus bases de datos de

manera gratuita y muy accesible.

El NCBI contiene diversas bases de datos?. En mi trabajo me interesa especialmente la
base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) Datasets®. Esta base de datos esta
formada por una gran cantidad de microarrays, accesibles de diferentes maneras y en
diferentes formatos, ademas de incluir imégenes4 analisis de clusters realizados. Mas

adelante analizaré diferentes formatos y métodos de descarga de las microarrays.
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3.1.3.1 Pagina web (GEO Datasets)

El primer paso que realicé para entender los datos con los que tenia que trabajar fue
familiarizarme con la pagina web de la base de datos. La misma pagina web proporciona
ayuda5. En la figura 3.2 se puede ver el aspecto de la pagina web. Tenemos disponible
una entrada de texto (A) la cual nos permite hacer busquedas por palabras clave o
frases. En esta busqueda se pueden usar varios términos, como palabras clave, el tipo
de datos, o los autores. Se permite configurar(B) el formato de visualizacion, el nimero
de elementos por pagina y el método de ordenaciéon. Por cada uno de los resultados(C)
de la buasqueda muestra el tipo de datos de que se trata. Estos pueden ser
Datasets(GDS), Serie(GSE), Platform(GPL) o Samples(GSM). Mas adelante
profundizaré mas en estos tipos de datos. También aparece el identificador de los datos,
el titulo y la especie. A continuacion (D) aparece una breve descripcion del conjunto de
datos, el tipo de datos, si aparecen subconjuntos dentro del conjunto de datos y el
numero de condiciones experimentales. En la parte derecha(E) de cada resultado de la
busqueda encontramos links hacia otras bases de datos. Mas a la derecha(F) aun
tenemos la opcién de filtrar la basqueda segun el tipo de datos. Por cada conjunto de
datos también tenemos una imagen de los clusters(G). Clicando sobre la imagen
podemos verla en mayor tamafio. Finalmente tenemos la opcion de buscar datos

relacionados en otras bases de datos(H) .
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Figura 3.2 Aplicacion web GEO Datasets del NCBI

Tenemos la opcién de hacer una busqueda insertando palabras clave o frases en la
caja de texto(A). Podemos cambiar las opciones de visualizacion de la basqueda(B). Por

cada resultado de la busqueda(C) podemos ver su tipo de datos, titulo y especie.
También se muestra(D) otra informacion como la descripcion o el nimero de condiciones
experimentales, asi como links a otras bases de datos(E). Tenemos la opcion de filtrar la

busqueda segun el tipo de datos(F). Se hos muestra una imagen de los clusters

realizados en los andlisis del NCBI(G). Finalmente esta la opcion de hacer la busqueda

de datos relacionados en otras bases de datos(H).

Si clicamos uno de los resultados de la busqueda aparece en el navegador la
informacién de ese conjunto de datos. Podremaos ver una imagen como la de la figura
3.3. Podemos observar informacién sobre el conjunto de datos(l), como el titulo o la
descripcion. Podemos ver de nuevo la imagen de los clusters(J). También se nos
muestra diversas opciones de descarga del conjunto de datos. En la parte inferior(L)

tenemos informacién sobre las herramientas de analisis que proporciona el NCBI.
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Figura 3.3 Ejemplo de Dataset Record de la base de datos GEO Datasets del NCBI

Se puede observar informacién sobre el conjunto de datos(l), una imagen de los

clusters(J), las diversas opciones para descargar el conjunto de datos(K) y herramientas

de analisis del NCBI(L).

3.1.3.2 Analizar los formatos y los métodos de descarga de las

microarrays

Una vez comprendido el funcionamiento de la pagina web de la base de datos GEO

datasets, el siguiente paso es conocer como podré descargar la informacion, asi como los

tipos de datos disponibles.

Como hemos visto en la anterior seccién, en la base de datos GEO Datasets nos

podemos encontrar con diferentes tipos de datos:

¢ Platform(GPL): Estos registros se componen de una breve descripcién de la

microarray y una tabla de datos por cada condicién experimental de la

microarray. En la figura 3.4 se puede observar mas detalladamente el

formato de las GPL. Al inicio podemos encontrar informacién de la

microarray, como el titulo, la especie o las muestras que contiene. A

continuacion tenemos informacion acerca de los genes de los cuales se ha

obtenido los valores de expresion. Posteriormente, por cada muestra

encontramos los valores de expresion de los genes. Una de las razones que
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dificulta el tratamiento de estos registros es que no en todas aparece la

misma informacion sobre los genes.

Informacion microarray I

I Informacion genes

Valores de expresion de los
genes en la muestra 1

Valores de expresion de los
genes en la muestra n

Figura 3.4 Formato de una Platform(GPL) de la base de datos GEO Datasets
del NCBI
En primer lugar tenemos informacion descriptiva sobre la microarray. A
continuacion aparece informacién sobre los genes de la microarray.
Finalmente, tenemos los valores de expresion para cada una de las

condiciones experimentales de la microarray.

e Samples(GSM): Estos registros describen una condicibn experimental y
incluyen los valores de expresibn de los genes en esa condicion
experimental. Este tipo de datos no me sera de mucha utilidad ya que
simplemente son condiciones experimentales sueltas con sus valores de
expresion.

e Series(GSE): Estos registros contienen los valores de expresion de una serie
de muestras relacionadas y una descripcion sobre el estudio. Tienen un
formato muy similar a las GPL y al igual que ellas, no siempre aparece la
misma informacién de los genes.

e Datasets(GDS): Estos registros, a diferencia de los anteriores, son creados
por el NCBI a partir de los anteriores. Los datasets representan una
coleccién de muestras biolégicas y estadisticas comparables. Los datos
estdn normalizados y son la base para las herramientas de analisis de la
base de datos. Por otra parte hay varios formatos de descarga de los
ficheros de las GDS. Por una parte, tenemos el DataSets SOFT file. En la

figura 3.5 podemos ver el formato de este tipo de ficheros. Vemos que en la
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parte superior aparece informacion sobre la microarray y sobre las muestras
que esta contiene. A continuacion, tenemos los valores de expresion para

cada gen para cada una de las muestras.

Informacion microarray
Informacion de las muestras

Ids. de las muestras

Valores de expresion

Figura 3.5 Formato de un DataSets(GDS) SOFT file de la base de datos
GEO Datasets del NCBI
En el fichero GDS SOFT tenemos en la parte superior la informacion sobre la
microarray. A continuacién tenemos informacion sobre las muestras.
Finalmente tenemos todos los valores de expresion para cada gen y para

cada muestra.

Los GDS SOFT pueden descargarse mediante los links que aparecen en la
pagina web o por FTP. Por otra parte, podemos descargar otro tipo de
archivo de la GDS que tan solo incluye los identificadores de genes, los
identificadores de muestras y los valores de expresion. Ademas, en este tipo
de archivo los genes vienen ordenados segun los analisis de los clusters

realizados en el NCBI, lo que puede suponer una gran ventaja a la hora de
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analizar la microarray. Este tipo de ficheros(A partir de ahora GDS clustering)
puede descargarse mediante HTTP®. Finalmente, disponemos del fichero
llamado DataSet full SOFT file(a partir de ahora GDS Full). Como se puede
ver en la figura 3.6 los GDS Full contienen un formato muy similar a los
DataSet SOFT file. La diferencia, es que este ultimo contiene informacion
adicional, como puede ser los cédigos los cédigos de secuencia de los genes
o los cédigos Unigene, lo cual nos podra ser especialmente util a la hora de
adaptar nuestros ficheros con los nombres de genes(genesorig) para futuras
actualizaciones. En este caso, cabe destacar que aungue en algunos genes
nos encontramos que cierta informacion esta vacia, la cabecera siempre es
la misma. Este formato también puede ser descargado mediante los links de

la pagina web o por FTP.

Informacién microarray
Informacion de las muestras
Cabecera datos gen

valores Informacion
de adicional
de los
genes

expresion

Figura 3.6 Formato de una GDS Full de la base de datos GEO Datasets del
NCBI

Al inicio tenemos informacion de la microarray, seguida posteriormente de

informacién de las muestras de la microarray. A continuacién tenemos una

tabla con los identificadores de los genes, sus valores de expresién y datos

adicionales de cada gen de la microarray.

De todos los formatos que hemos visto, el Gnico que nos puede servir son los GDS.
Concretamente, hemos visto que en las GDS Full aparece una amplia informacion de los
genes, por lo que nos podran ser muy utiles a la hora de formar los ficheros con los nombres
de genes. También hemos observado que se pueden obtener unos ficheros de las GDS en
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qgue los genes estan ordenados por el andlisis de los clusters realizado por el NCBI(GDS
Clustering), lo cual puede ser de ayuda para los investigadores. Aunque los GDS Clustering
tan solo contienen un identificador del gen dentro de la microarray, si hacemos uso de los
dos podemos llegar a obtener los genes ordenados ademas de obtener toda la informacién
necesaria del gen obtenida en el fichero GDS Full.

3.1.3.3 E-Utils

E-Utils es una herramienta que facilita el acceso a los datos del NCBI fuera de la interfaz

web mediante consultas, lo cual puede ser Util para obtener datos a partir de una busqueda.

Para acceder a la herramienta, se construye una URL y se envia a los servidores del
NCBI. En los servidores se procesa la consulta y se envia la respuesta en formato XML.
Esta URL esta formada por cuatro partes:

e Una primera parte, la cual es comdn a todas las consultas y permite el acceso

a Eutils: http://eutils.ncbi.nlm.nih.qov/entrez/eutils.

e La segunda parte determina la aplicacion a utilizar con E-Utils. Puede ser
cualquiera de las siguientes:

o eSearch: a partir de una consulta responda con la lista de
identificadores Unicos(UID) dada una base de datos.

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

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

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

o elnfo: proporciona el nUmero de registros indexados en un campo de
una base de datos, la fecha de la Ultima actualizacién y los enlaces
gue estan disponibles con otras bases de datos.

e En la tercera parte se indica a que base o bases de datos se realiza la

consulta.
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e En la Ultima parte se introducen las condiciones de la busqueda. Consiste en
el término de entrada a la base de datos, opciones opcionales al término,
opciones opcionales a la consulta y otras opciones obligatorias. Por ejemplo,
en esta parte de la consulta se podria indicar que se quieren recuperar
microarrays que contengan un numero de condiciones experimentales mayor
a 70.

Hay que tener en cuenta, que para no sobrecargar los servidores, el NCBI imponen
una serie de condiciones para utilizar la herramienta E-Utils. Estas condiciones son:
e Ejecutar programas los fines de semana o entre las 21:00 y 5:00 del Este
durante la semana para una serie de mas de 100 solicitudes.
e No hacer mas de tres peticiones por cada segundo.
e Utilizar el parametro email y tool para el software distribuido, de manera que
puedan analizar el proyecto y ponerse en contacto si hubiese algin problema.
En caso de que no se cumpla alguna de estas condiciones, puede producirse un corte en la

conexion con los servidores.

3.2 Crear robot de descarga de microarrays publicas de gran
tamafio del NCBI.

Una vez adquiridos los conocimientos necesarios para poder realizar el proyecto, inicié la
fase de crear el robot de descarga de microarrays publicas de gran tamafio del NCBI. La
idea es descargar periodicamente las microarrays del NCBI que contienen 70 o mas
condiciones experimentales aprovechando la base de datos y programas expuestos en las

secciones anteriores. Para ello, programé un robot que se encarga de la actualizacion.

Para afrontar el problema, este lo dividi en varias partes. Primero, traté de resolver la
manera de saber que microarrays debo descargar. Estas microarrays son aquellas que
contienen 70 o mas condiciones experimentales y que son nuevas desde nuestra Ultima
actualizacién. Posteriormente traté de encontrar el mejor método de descarga de las
microarrays. A continuacién hay que parsear los ficheros de las microarrays descargados de
manera que se generen ficheros que se adecuen al formato de las microarrays del servidor y
se obtenga la informacion necesaria de la microarray. Una vez generados los ficheros habra
gue subir a la base de datos las microarrays descargadas. Finalmente, también sera

necesario un método que haga que el robot sea robusto a posibles errores a mitad de la
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actualizaciéon, asi como un procedimiento para borrar todos los archivos y directorios

temporales creados.

En la figura 3.7 podemos ver un diagrama del proceso de actualizacion de las
microarrays del NCBI. Cuando se inicia la ejecucion el primer proceso que se realiza es el
de obtener las microarrays a descargar. Este proceso ha de generar un fichero con los
identificadores Unicos del NCBI de las microarrays que se tendran que descargar. A
continuacion, se ejecuta el proceso de descargar los ficheros de microarrays. Este proceso
utilizara el fichero con los identificadores unicos del NCBI de las microarrays que se han de
descargar generado en la etapa anterior. Una vez acabado, se tendran en el servidor los
ficheros de las microarrays del NCBI que necesitamos y pasaremos a la siguiente etapa. En
esta, parsearemos los ficheros descargados, de manera que generaremos los ficheros con
los valores de expresion(samples), con los nombres de las condiciones
experimentales(snames), con los hombres de genes actualizados(genes) y con los nombres
de genes(genesorig) en el formato adecuado para el servidor. También se insertaran en la
base de datos local los registros de la microarray. Esta etapa se realiza una vez por cada
microarray. Finalmente se realiza un proceso para eliminar todos los ficheros y directorios

temporales que ya no necesitamos.

Inicio

!

Obtener Ids. Microarray
a descargar

v

Descargar Ficheros
Microarrays

Listado de
MICroarrays

Ficheros
microarrays
MNCEI
Y
Parsear ficheros 3 .samples snames
Microarray
ED Insertar Microarray
Microarrays en BD
l .genesorig .genes
Eliminar ficheros y
directorios temporales

v

Fin
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Figura 3.7 Diagrama proceso actualizacion base de datos de microarrays publicas de gran
tamano del NCBI
En la primera etapa se obtienen los identificadores de las microarrays a descargar y se
escriben en el fichero con los identificadores Unicos del NCBI de las microarrays a
descargar. Este fichero es utilizado por la siguiente etapa, donde se descargan los ficheros
de las microarrays, dejando en el servidor los ficheros de las microarrays que necesitamos.
Tras esto se procede a la etapa de parsear los ficheros de la microarray, donde se generan
los ficheros con los valores de expresién(samples), con los nombres de las condiciones
experimentales(snames), con los nombres de genes actualizados(genes) y con los nombres
de genes(genesorig) en el formato adecuado para el servidor. También se suben los
registros a la base de datos local. Finalmente, se eliminan los ficheros y directorios

temporales que se han creado.

En las siguientes secciones, se explicaré mas detalladamente cémo he realizado

cada una de las etapas.

Por otra parte, todo el proceso ha sido implementado en Perl[12]. EI motivo de la
eleccion ha sido porque contiene funciones que facilitan parsear ficheros, ademas que
permite realizar consultas E-Utils facilmente, algo que como veremos en la siguiente seccién
sera necesario. A pesar de no ser tan rapido como otros lenguajes como el C, esto no es

realmente importante ya que al no ser un programa online no es tan necesaria la velocidad.

3.2.1 Identificar las nuevas microarrays publicas de gran
tamafio a descargar del NCBI

Para actualizar la base de datos, lo primero en lo que me centro es en como puedo
obtener las microarrays que se han de descargar. Las microarrays a descargar seran
aquellas que contienen 70 o mas condiciones experimentales que son nuevas desde la
Gltima actualizacion realizada, y ademas, que son del tipo Datasets(GDS), que como hemos
visto en la seccion 3.1.3.2 son los que nos permitiran obtener la informacién necesaria para
ser analizadas en el servidor web. En el NCBI, los DataSets (GDS) contienen un
identificador Unico. El objetivo por lo tanto sera obtener estos identificadores Unicos de las

GDS del NCBI que se han de descargar al servidor local.
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Una manera para obtener los identificadores de las microarrays es realizar una
consulta E-Utils. De esta manera en la consulta podremos realizar el filtro para obtener solo
los identificadores de las microarrays que necesitamos descargar.

Las primera condicién en que pienso sobre las microarrays a descargar, es que ha
de tener 70 o més condiciones experimentales. Para ello construyo la siguiente consulta:

http://eutils.ncbi.nim.nih.gov/entrez/eutils/esearch.fcqi?db=gds&term=70:5000[Numb

er+of+Samples]&retmax=5000

La aplicacion utilizada es esearch. La parte db=gds de consulta se indica que se realizara
sobre la base de datos Geo Datasets. A continuacién, en el término, indicamos que
gueremos aquellas muestras desde 70 a 5000 condiciones experimentales. El tope de 5000
se ha introducido ya que es un numero muy superior al maximo de condiciones
experimentales que tiene una microarray del NCBI y por lo tanto no quedara ninguna
microarray con un namero superior. La Ultima parte indica que se recuperaran hasta 5000
identificadores en esta consulta. Esto se introduce porque por defecto se recuperan hasta 20
identificadores, lo cual podria suponer realizar mas de una consulta, mientras que de esta
manera nos aseguramos que en una sola consulta obtendremos todas los identificadores. El
problema de esta consulta es que no indicamos el tipo de conjunto de datos que queremos,
por lo que nos puede devolver identificadores de GPL o GSE. Por este motivo, modifiqué la
consulta quedando de esta manera:

http://eutils.ncbi.nim.nih.gov/entrez/eutils/esearch.fcqi?db=gds&term=70:5000[Numb

er+of+Samples]gds[Entry+Typel]&retmax=5000

En este caso, mediante la opcion Entry Type filtramos los identificadores a aquellos que solo
sean Datasets(GDS).

Una vez obtenidos los identificadores de las microarrays con 70 o mas condiciones
experimentales y que sean del tipo GDS, faltaba ocuparse de cdémo distinguiria que
microarrays ya se poseen en la base de datos de anteriores actualizaciones y cuales no. La
primera opcidn que pensé fue en guardar la fecha de la dltima actualizacion en nuestro
servidor en un fichero y posteriormente, al hacer las actualizaciones, introducir esta fecha en
la consulta E-Utils como opcion de Update Date de E-Utils. Al final, descarté esta opcién
debido a que la fecha de las microarrays en E-Utils podia no coincidir con la fecha de subida
de los archivos de las microarrays en el NCBI. La solucién que adopté finalmente fue crear
un campo nuevo en la tabla microarrays de la base de datos para guardar los identificadores
de las microarrays en el NCBI. Este campo se llama micro_gds_id y en aquellas microarrays

gue no sean del NCBI valdra NULL. De esta manera a la hora de descargar podemos hacer
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la comprobacion si ya tenemos la microarray buscando el identificador en el campo
micro_gds_id. Esta opcion ademas nos proporcionara una ventaja a la hora de implementar

la aplicacion web, ya que nos permitird distinguir facilmente entre las microarrays subidas

por los usuarios y las que son del NCBI, ademés de poder usar estos identificadores para
usar links al NCBI. Por lo tanto, nos proporcionara una mayor operatividad web.

El resultado de la consulta E-Utils es un XML que contiene los identificadores
encontrados segun la consulta. Para obtener estos identificadores es necesario parsear el

XML que nos devuelve la consulta.

Tras realizar la consulta deberemos hacer consultas locales a nuestra base de datos
para saber que microarrays ya tenemos y cudles no. En la figura 3.8 vemos como queda
finalmente esta etapa. Inicialmente hacemos la consulta E-Utils para obtener las microarrays
con 70 o mas condiciones experimentales y que sean del tipo GDS. Se obtiene un XML
como respuesta. Parseando este XML obtenemos los identificadores de las microarrays del
NCBI con 70 o mas condiciones experimentales. Con estos identificadores hacemos
consultas a la tabla de microarrays y obtenemos los identificadores de las microarrays
anteriores que no tenemos y que deberemos descargar. Estos identificadores se escribiran

en un fichero de identificadores Unicos del NCBI de las microarrays a descargar.

Consulta E-Utils

XML respuesta

Parsear XML

|dentificadores
microarrays NCBI
==70 muestras

Consulta BD Local

Identificadores
microarrays NCBI
==T70 muestras y

ne estan en la BD Local
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Figura 3.8 Esquema proceso de obtencién de los identificadores Unicos de las microarrays a
descargar del NCBI
Inicialmente hacemos la consulta E-Utils para obtener las microarrays con 70 o mas
condiciones experimentales y que sean del tipo GDS. Se obtiene un XML como respuesta.
Este XML se parsea obteniendo las microarrays del NCBI con 70 o mas condiciones
experimentales. Con estos identificadores hacemos consultas a la tabla de microarrays y
obtenemos los identificadores de las microarrays anteriores que no tenemos y que

deberemos descargar.

3.2.2 Descargar los ficheros de las microarrays nuevas del
NCBI al servidor

Esta etapa se encarga de descargar los ficheros necesarios de las microarrays del
NCBI. Como se ha visto en la seccién 3.1.2.2 los ficheros escogidos seran los siguientes:

- Ficheros GDS Full para obtener toda la informacion de los genes que permita
posteriormente realizar la actualizacion de nombres de gen.

- Ficheros GDS Clustering para obtener los genes, sus valores de expresion y las
condiciones experimentales segun el orden en que aparecen en los analisis de
clusters realizados en el NCBI.

Los primeros pueden ser descargados por FTP mientras que los segundos se pueden

descargar por HTTP.

Para saber que microarrays hay que descargar se leera el fichero de identificadores

Unicos del NCBI de las microarrays a descargar generado en la etapa anterior.

3.2.3 Parsear los ficheros de las microarrays descargadas
obteniendo la informacion que describe la microarray y generando
los ficheros con los nombres de las condiciones
experimentales(snames), con los valores de expresion(samples),
con los nombres de genes(genesorig) y con los nombres de genes

actualizados(genes)
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Una vez tenemos los ficheros de las microarrays, ya podemos procesar a parsearlos

con el fin de obtener los ficheros de las microarrays en el formato en el que los tenemos en

el servidor local.

En la figura 3.9 podemos ver un esquema general del proceso. Lo primero que se

hace es parsear el fichero GDS Full. Al hacer este parsing generamos lo siguiente:

Fichero con la informacién descriptiva de la microarray(Info microarray en la figura).
Es fichero con la informacion de la microarray que necesitamos, como el titulo y la
descripcion de la microarray.

Fichero con los identificadores de los genes en la microarray y la informacion de los
genes sin el orden de los clusters del NCBI(genes sin orden en la figura). Un fichero
en el que tenemos una lista donde cada elemento es un identificador del gen en la
microarray y toda la informacion necesaria del gen. En este fichero los genes estan
ordenados segun el orden del archivo GDS Full.

Fichero con las condiciones experimentales de la microarray sin el orden de los
clusters del NCBI(cond. sin orden en la figura). Tendremos una lista donde cada
elemento es el identificador de la condicién muestral y su descripcion. En este fichero

las condiciones experimentales estan en el orden del archivo GDS Full.

Posteriormente, se utilizan los ficheros de GDS Clustering, y los de genes y condiciones

experimentales creadas anteriormente para generar los ficheros con los valores de

expresion(samples), con los nombres de las condiciones experimentales (snames) y con los

nombres de genes(genesorig). Una vez obtenido el fichero con los nombres de

genes(genesorig) se crea el fichero con los nombres de genes actualizados (genes). Aunque

en este proceso ya se crean los ficheros de la microarray, aqui aun no han sido movidos al

directorio real de la microarray.
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Figura 3.9 Esquema del parsing de los ficheros de las microarrays descargadas
Primero parseamos la GDS Full, para obtener la informacion de la microarray,de los genesy
de las condiciones experimentales que necesitamos, creando un fichero con la informacion
descriptiva de la microarray, un fichero con los identificadores de los genes en la microarray
y la informacion de los genes sin el orden de los clusters del NCBI, y otro fichero con las
condiciones experimentales de la microarray sin el orden de los clusteres del NCBI. A
continuacion, a partir de estos ficheros y del GDS Clustering, generamos los ficheros con los

valores de expresion(samples), con los nombres de genes(genesorig) y con los nombres de
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las condiciones experimentales(snames). Finalmente, a partir del fichero con los nombres de

gen(genesorig) generamos el fichero con los nombres de gen actualizados (genes).

3.2.3.1 Parsear la informacién que describe la microarray

A la hora parsear el fichero GDS Full se ha de obtener la informacion que describe la
microarray. Esta informacion se puede obtener de la parte superior del fichero GDS Full. La
informacion que se obtiene es el titulo de la microarray, su descripcién, la especie, el
identificador de la microarray en el NCBI y el nimero de muestras. Todos estos campos son

faciles de obtener parseando, a excepcion de la especie.

Aunqgue en la microarray tenemos el nombre de la especie el problema viene dado
porque en la base de datos local almacenamos el cddigo de la especie y no el nombre. En la
base de datos local, no tenemos ninguna tabla con la informacion de los cddigos de las
especie, aunque con el nombre de la especie obtenido en la GDS Full, podriamos obtener
su codigo con una consulta E-Utils. Sin embargo, pensando que en el futuro en la
implementacion web se tenia pensado afadir la opcidén de hacer basquedas de microarrays
por especie decidi analizar mejor la situacion. Si obteniamos el cédigo de la especie
haciendo una consulta E-Utils guardariamos el cddigo de la especie en la microarray.
Entonces al no disponer en la base de datos local ninguna relacién entre cédigos y nombres,
cuando un usuario introduce una busqueda por especie se deberia de transformar la
especie que ha introducido el usuario a cédigo. Este codigo podria ser nuevamente obtenido
por una consulta E-Utils’. El problema surge al hacer el listado de las microarrays que se
han encontrado. Al mostrar el resultado de las busquedas, se desea mostrar entre otra
informacién el nombre de la especie de la microarray, tanto si la busqueda se ha hecho por
especie o se ha hecho por palabra clave. En la tabla de microarrays sélo aparece el codigo
de la microarray, y por lo tanto, si queremos mostrar microarrays con y hay especies
distintas se deberian de realizar varias consultas E-Utils. Estas consultas, al hacerse
seguidas, tendrian muchas probabilidades de no cumplir una de las normas del NCBI, que
es no hacer mas de 3 consultas E-Utils por segundo. Esto podria producir que se cortase la

conexion.
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Tras hacer esta observacion decidi que la mejor idea era mantener una tabla en la
base de datos con la relacion del cédigo de la especie con su hombre. La decision que tomé
fue crear inicialmente una tabla con dos campos, uno para los cédigos de las especies y otro
para los nombres. Esta tabla se crearia en un programa de actualizacién de base de datos
de especies antes e independientemente de la actualizacion de microarrays. Para crear esta
tabla, se hace la descarga desde el FTP del NCBI del archivo taxdmp.zips. Este es un
archivo comprimido. Al descomprimirlo utilizaré el archivo names.dmp. En este archivo, por
cada especie, tenemos el cédigo de la especie y su nombre, entre otra informacién. El
programa recorrera este archivo insertando en la tabla todas las especies, de esta forma,

tendremos todos los cédigos de las especies.

Volviendo al parsing de los ficheros, al tener en la base de datos local una tabla con
los codigos y nombres de cada especie, en lugar de consultar el cédigo de la especie por E-
Utils se hara una consulta a la base de datos local. En caso de que la especie no encontrase
el cddigo en la base de datos local porque es nueva se haria una consulta E-Utils, y se

insertaria la nueva especie en la base de datos local.

Aunqgue el programa de actualizacién de base de datos de especies sblo se ejecuta
una vez, este esta preparado para que se ejecute peribdicamente si se necesitase mantener
todas las especies actualizadas, ya que tras finalizar cada nueva ejecucién guarda en la
base de datos local todas las especies existentes en el NCBI. La razén por la que no se ha
programado el robot para que se actualice periodicamente es porqué el ritmo que aparecen
nuevas especies, y aparece luego nueva informacién génica sobre estas nuevas especies
es muy lento, ya que la informacion génica que se investiga es sobre las especies ya

conocidas.

Por otra parte, las condiciones experimentales de una microarray se pueden dividir
en varias clases. Cada clase, agrupa condiciones experimentales de cierto tipo. Por ejemplo,
en una microarray, se pueden agrupar en una clase las condiciones experimentales que son
del tipo “en estado de enfermedad” y en otra clase las condiciones experimentales que son
del tipo “en estado de salud”. Esta informacién esta disponible en los ficheros GDS Full de
las microarrays. Para los investigadores, podria ser til realizar busquedas introduciendo el
tipo de condicibn experimental que desea. Sin embargo, en las descripciones de las
microarrays ya aparece esta informacion, por lo que no ha sido necesario afiadir informacion

adicional en la base de datos local.
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3.2.3.2 Parsear las condiciones experimentales de la

microarray

Tras obtener toda la informacién de la microarray, se pasa a obtener todas las
condiciones experimentales de la microarray. Se creara un fichero en que tengamos los
identificadores de las muestras y su descripcion separados por puntos. Hay que destacar
gue los nombres de las muestras no tienen realmente tanta importancia ya que muchas

veces se trabaja mas con clusters.

3.2.3.3 Parsear los genes de la microarray de manera que
posteriormente se puedan actualizar por el robot actualizador de

nombres de gen

Una vez parseadas las condiciones experimentales, se pasa a parsear los genes que
aparecen en la GDS Full. La idea es guardar la informacion del gen, de manera que
posteriormente el robot actualizador de nombres de gen pueda actualizar los nombres de los
genes de la gds si cambian. Por lo tanto, para realizar esta parte he tenido que fijarme como

funciona actualizador de nombres de gen.

Este robot lee el fichero con los hombres de genes(genesorig) y a partir de él crea el
fichero con los nombres de genes actualizados(genes). Para esto, se tiene una base de
datos de informacién de genes en la base de datos local en la que podemos destacar las
tablas que aparecen en la figura 3.10. En primer lugar, podemos ver la tabla gene_info. En
esta tabla podemos destacar el campo GenelD, que contiene un identificador del gen en el
NCBI, el Symbol, que contiene el simbolo del gen del NCBI(Gene Symbol en el NCBI) y
Description, que contiene la descripcion del gen(Gene Title en el NCBI). A continuacién
tenemos la tabla unigene. En esta tabla tenemos dos campos, el UniGene_cluster, que
contiene el codigo Unigene de un gen, y el GenelD, que contiene el cédigo del gen para ese
cbdigo Unigene. Los cédigos Unigene son unos cédigos del NCBI que se asignan a los
genes cuando todavia no han sido identificadas las funciones. Por lo tanto, es posible que
exista un cédigo Unigene de un gen el cual todavia no tiene GenelD, simbolo y descripcion,
o0 incluso que de un codigo Unigene del que tengamos GenelD, simbolo y descripcién estos
cambien. Por lo tanto, con el cédigo Unigene nos servird para obtener el GenelD, Symbol y
Description de un gen. La dltima tabla, la tabla sequences, contiene los campos

UniGene_cluster y sequence. El Unigene_cluster contiene el codigo Unigene de un gen, el
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mismo que en la tabla Unigene_cluster. EI campo Sequence contiene un cédigo de
seqlencia de un gen. Si tenemos un cédigo de secuencia de un gen, podremos obtener el
codigo Unigene del gen. Con este cddigo Unigene podremos obtener el codigo GenelD, y

con este Ultimo podremos tener la informacion del gen.

gene_info unigene Sequences
°Tax_1d cUniGene cluster M——]°UniGene_cluster
°GenelD 4—]GenelD @Seguence
oSymbol
°Description

Figura 3.10 Tablas relevantes de la base de datos local de informacion de genes
En la tabla gene_info contenemos la informacién sobre el gen. En la tabla unigene tenemos
la relacion entre los codigos de los genes y los cédigos Unigene. En la tabla sequences

tenemos la relacion entre los cédigos unigene y los codigos de secuencia.

Todas estas tablas son actualizadas periédicamente por un robot. Al actualizar las
tablas, el robot accede a todos los ficheros con los nombres de genes(genesorig) de las
microarrays. En estos ficheros mira si tenemos cddigos unigene o cddigos de secuencia en
cada gen, y a partir de ellos, hace consultas en la base de datos local y deja el simbolo y la
descripcion del gen en el fichero con los nombres de los genes actualizados(genes). En
caso de no encontrar informacion en la base de datos en algun gen, deja en el fichero con
los nombres de los genes actualizados(genes) la misma informacién que aparece en el

fichero genesorig.

Un ejemplo de cédigo de gen es el “Hs.2231”. La primera parte indica la especie del
gen, en este caso “Hs” indica “Homo sapiens”. La segunda parte es un codigo que distingue
los genes de una misma especie. Este codigo es detectado por el robot mediante una
expresion regular, que detecta en la primera parte un cddigo alfanumérico, un punto a
continuacion, y finalmente un cédigo numérico. Cuando detecta el codigo de secuencia lo
busca en la tabla unigene. Si encuentra un GenelD para este codigo Unigene lo buscara en
la tabla gene_info y obtendra el simbolo y la descripcion, que es lo que se escribira en el

fichero con los nombres actualizados (genes).

Un ejemplo de codigos de secuencia tal como se guardan en el fichero con los
nombres de genes(genesorig) es el “[5:NM_003144, 3':NM_003145]". En este caso,
realmente tenemos dos codigos de secuencia, el NM_003144 y el NM_003145, ya que un
mismo gen puede tener dos codigos de secuencia. Podria ocurrir el caso de que tan solo

tuviésemos un codigo de secuencia y este podria estar en el 5 0 en el 3. El robot detecta
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estos codigos de secuencia mediante una expresién regular, detectando el 5, un posible
cédigo a continuacion, el 3’ y otro posible codigo a continuacion. Tras detectar estos
codigos, se queda con el codigo o los codigos de secuencia y los busca en la tabla
sequences. Si encuentra alguno, obtiene el UniGene_cluster y lo busca en la tabla unigene.
Si en esta tabla obtenemos el GenelD, este lo buscaremos en la tabla gene_info para
encontrar el simbolo y la descripcién del gen. Por otra parte, aunque el 5’ y el 3’ tienen un
significado bioldgico, a efectos del programa no tiene influencia que cddigo aparece en uno
y cual en otro, ya que primero realizara la busqueda en la base de datos de un cédigo y si

no lo encuentra buscara el otro.

Una vez entendido el funcionamiento del robot que actualiza los nombres de gen,
tuve claro que la informacién que tenia que obtener de los genes eran los codigos Unigene,
los de secuencia, los simbolos del gen y su descripcién. Observando los campos que
aparecen en las GDS Full, observo que los que pueden ser de interés son los siguientes:

- Gene title: contiene la descripcion del gen.
- Gene symbol: contiene el simbolo del gen.
- Unigene ID: contiene el cédigo unigene del gen.
- GenBank Accession: contiene el cédigo de secuencia del gen.
Es importante saber que no para todos los genes aparece esta informacion. Para cada gen,

el criterio para saber qué datos coger es el siguiente:

Si no aparece ni Gene symbol ni GenBankAccesssion ni Unigene
No se coge el gen
Sino
Si aparece el GenBankAccession
Si aparece el Gene title y el Gene symbol

Guardamos el Gene symbol, el Gene Title y el GenBankAccession

Sino
Guardamos el GenBankAccession
Fin si
Sino
Si aparece el Unigene ID
Guardamos el Unigene 1D
Sino
Guardamos el Gene symbol y el Gene Title
Fin si
Fin si
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Fin si

De esta manera, siempre que tengamos en un gen el cédigo de secuencia o Unigene
se podrd ir actualizando con el robot. En caso de no tener estos codigos se guardan el
simbolo y la descripcion si se tiene. En caso de no tener informacion para poder identificar el
gen, no se cogerd ese gen. Existe otro caso en el que no se coge los genes de la
microarray. En algunas de las microarrays puede haber unos genes denominados de
control. Estos genes tienen unos valores de expresion que no estan normalizados, por la
cual cosa no seran utiles para los analisis. Para detectar estos genes se mira el identificador
de los genes en esa microarray. Estos siempre empiezan por “AFFX”, por lo tanto, cuando

se detecta que un identificador empieza de esta manera no se coge el gen.

Cada vez que guardamos un gen, en la misma linea guardamos también el
identificador del gen en esa microarray, el cual podemos encontrar también en el archivo
GDS Full. Como estos identificadores aparecen también en el fichero GDS Clustering, este

identificador servira para ordenar los genes segun el fichero GDS Clustering.

3.2.3.4 Generar los ficheros con los valores de
expresion(samples), con los nombres de condiciones

experimentales(snames) y con los nombres de genes(genesoriq)

Cuando ya hemos parseado el GDS Full, ya podremos generar los ficheros con los
valores de  expresion(samples), con los nombres de las condiciones
experimentales(snames) y con los nombres de genes(genesorig). Para ello utilizaremos los
siguintes ficheros generados en la fase anterior:

- Fichero con los identificadores de los genes en la microarray y la informacién de los

genes sin el orden de los clusters del NCBI.

- Fichero con las condiciones experimentales de la microarray sin el orden de los

clusters del NCBI

Ademas también se utilizara el GDS Clustering que hemos descargado del NCBI.

El primer paso sera crear el fichero con los nombres de las condiciones
experimentales(snames). En la primera linea del fichero GDS Clustering encontramos todos
los identificadores de las condiciones experimentales segun el orden de los andlisis de

clustering realizados. Lo que haremos es leer uno a uno estos identificadores. Cada
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identificador, lo buscaremos en el fichero con las condiciones experimentales de la

microarray sin el orden de los clusters del NCBI que hemos creado a partir del GDS Full. De

esta manera, podremos encontrar por cada identificador su descripcion, y podremos escribir

en un fichero todas las condiciones segun el orden del fichero GDS Clustering. Este fichero

gue escribimos sera el fichero con los nombres de las condiciones experimentales(snames)

de la microarray.

A continuacion, en el fichero GDS Clustering tenemos todos los identificadores de los

genes de la microarray y sus valores de expresion. Por cada linea haremos lo siguiente:

Buscaremos el identificador del gen en el fichero con los identificadores de los genes
en la microarray y la informacion de los genes sin el orden de los clusters del NCBI,
donde tenemos el identificador del gen en la microarray y la informacién de ese gen.
Si encontramos el identificador, copiaremos la informacién del gen en el fichero que
contendra los nombres de genes(genesorig), segun el orden del fichero GDS
Clustering.

Si hemos encontrado el identificador del gen, pasamos a guardar los valores de
expresion, que se encuentran a continuacibn de cada gen del fichero GDS
Clustering. Estos valores de expresion vienen separados por tabuladores que es
como se guardan también en el fichero con los valores de expresion(samples). Por lo
tanto, podremos guardarlos tal cual como nos los encontramos en el fichero GDS
Clustering, a excepcion de aquellos valores nulos. Los valores nulos en el archivo
GDS Clustering son representados mediante la cadena “nan”, mientras que en los
ficheros con los valores de expresion(samples) se representa con tres espacios
vacios. Por lo tanto, habra que comprobar si tenemos algun valor “nan”, y si es asi,

substituirlo por tres espacios.

Una vez llegamos al final del fichero GDS Clustering ya habremos creado los ficheros

con los valores de expresion(samples), con los nombres de genes(genesorig) y con los

nombres de las condiciones experimentales(snames) con el orden de los analisis de clusters

realizados en el NCBI.
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3.2.3.5 Generar los ficheros con los nombres de genes

actualizados(genes)

Cuando ya hemos terminado de parsear los ficheros GDS Full y GDS Clustering, lo
que haremos sera crear el fichero con los nombres de los genes actualizados(genes) a partir
del fichero con los nombres de los genes(genesorig). Lo que hice fue utilizar una parte del
robot que actualiza los nombres de los genes, concretamente la parte en que se genera el
fichero genes a partir del fichero genesorig.

Como he explicado anteriormente, el robot actualizador de nombres de gen mira si
en el fichero con los nombres de los genes(genesorig) tenemos cddigos Unigene o cédigos
de secuencia mediante expresiones regulares. Sin embargo, el programa estaba realizado
de una manera que no me interesaba. El primer paso que se hacia, era comprobar si en los
10 primeros genes encontraba algun cédigo de secuencia o algun cédigo Unigene. Si
encontraba un cédigo de secuencia, consideraba que en el fichero con los nombres de los
genes(genesorig) solo habria codigos de secuencia, entonces hacia el recorrido del fichero
buscando tan solo cddigos de secuencia. Si encontraba un cédigo Unigene, consideraba
gue en el fichero solo habria cédigos Unigene, entonces hacia el recorrido del fichero
buscando tan solo cddigos Unigene. En caso de no encontrar ningin cdodigo en los 10
primeros, dejaba el fichero con los nombres de los genes actualizados(genes) igual que el
fichero con los nombres de los genes(genesorig). Por lo tanto, de esta manera, consideraba
gue en un fichero con los hombres de los genes(genesorig) solo habria codigos de un tipo.
Esto no interesaba, ya que en una GDS Full del NCBI nos podriamos encontrar microarrays
en las que hubiese tanto codigos de secuencia como Unigene. Por lo tanto cambié esta
parte del programa para que buscase en cada linea del fichero con los nhombres de los
genes(genesorig) si tenemos un codigo de secuencia o tenemos un codigo Unigene, de esta
manera, podremos tener cédigos de distintos tipos en un mismo fichero con los nombres de

los genes(genesorig).
Esta parte cambiada la modifiqué para que el robot que actualiza los nombres de los

genes funcionase de esta manera y a la vez la utilicé para generar el fichero con los

nombres de genes actualizados(genes) en el momento de parsear los ficheros.
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3.2.4 Subir las microarrays a la base de datos local

Una vez tenemos los ficheros generados y toda la informacion de la microarray,
pasaremos a introducir los registros de la microarray en la base de datos local de

microarrays y a mover los ficheros de la microarray a los directorios correspondientes.

En la figura 3.11 podemos ver un diagrama de flujo del proceso de subida de las
microarrays a la base de datos local. Como se puede observar, principalmente se realizan
operaciones sobre la base de datos de microarrays. En primer lugar, se inserta el registro de
la microarray en la tabla de microarrays. A continuacion, se insertan los registros de todos
los genes de la microarray en la tabla de genes. Posteriormente, se realiza un update sobre
la tabla de los usuarios de la aplicacion(tabla applicants), concretamente sobre el usuario
gue sube la microarray, para indicar que tiene acceso a una microarray mas. El siguiente
paso es crear una tabla para los experimentos(tabla experiments) para la microarray que se
estd subiendo. Finalmente, se mueven los ficheros al directorio de la microarray

correspondiente. Este proceso se realiza para todas las microarrays

Insert Tabla Microarrays

*_

Inserts Tabla Genes

L —

Update Tabla Applicants

L——

Create Tabla Experiments

y

Mowver ficheros

Figura 3.11Diagrama de flujo de la parte subir microarrays a la base de datos
Inicialmente, se inserta el registro de la microarray en la tabla de microarrays. A
continuacion, se insertan todos los genes de la microarray en la tabla de genes.

Posteriormente, se realiza un Update en la tabla applicants para indicar que el usuario que

sube la microarray tiene acceso a una microarray mas. El siguiente paso es crear una tabla
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experiments para la microarray que se esté subiendo. Finalmente movemos todos los

ficheros de la microarray a su directorio correspondiente.

Uno de los asuntos previamente a tratar era que usuario se utilizaria para subir las
microarrays. Este usuario, tendria que ser uno que no perteneciese a ningun usuario real

para que no interfiriese en la aplicacién web. Los usuarios son almacenados en la tabla

applicants. El campo que identifica Gnicamente a un usuario es el campo app_PK, que es un
valor numérico y es la clave primaria de la tabla. En principio pensé en utilizar un usuario
con el valor app_PK igual a cero el cual aun no habia sido creado. Posteriormente, se pensé
en utilizar el usuario con el valor app_PK igual a uno que aunque estaba creado, este no
pertenecia a un usuario real si no a uno de pruebas que ya no era de uso. Al final, opté por
la opcién de usar el usuario con el valor app_PK uno, ya que si se migrase la aplicacion a
otro servidor con otra base de datos podria dar problemas al poner una clave primaria a

cero. De esta manera, augmenta la portabilidad entre servidores.

Al insertar la informacion en la tabla de microarrays se inserta la siguiente
informacion:

- El identificador de la microarray en la base de datos en el campo micro_pk. Este
identificador sera el nimero siguiente al de la Ultima microarray que se ha insertado.

- El usuario que ha subido la microarray en el campo micro_applicant_fk. Como hemos
comentado, este sera el usuario 1.

- La fecha de creacion de la microarray en los campos micro_datecreation y
micro_datemodification. Esta fecha la obtenemos del fichero GDS Full en la etapa
parsear ficheros.

- El titulo de la microarray en el campo micro_name y la descripcién en el campo
micro_description. Esta informacién la obtenemos del fichero GDS Full en la etapa
parsear ficheros.

- Los usuarios que tienen acceso a la microarray en el campo micro_users.
Inicialmente, solo ser& el usuario 1.

- El nombre del fichero con los valores de expresién(samples) en el campo
micro_insamples, el nombre del fichero con los nombres de genes
actualizados(genes) en el campo micro_ingenes y el nombre del fichero de nombres
con los nombres de las condiciones experimentales(snames) en el campo
micro_innames. Estos nombres seran el identificador de la microarray seguido de un
punto y el tipo de fichero que es.

- El codigo de la especie en el campo micro_tax_id. Este codigo se ha obtenido en la

etapa parsear ficheros.
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- Elidentificador de la microarray en el campo micro_gds_id.
- El nimero de condiciones experimentales en la microarray. Para esto se ha creado
un nuevo campo llamado micro_number_samples. Esto permitird mostrar el numero

de condiciones experimentales cuando listemos las microarrays en la interfaz web.

El titulo, la descripcion, la fecha y la especie se leen del fichero con la informacion
descriptiva de la microarray que se crea durante la etapa de parsear ficheros.

Tras insertar los datos en la tabla de microarrays, se recorren todos los genes del fichero
con los nombres de genes actualizados(genes) y se van insertando en la tabla de genes. La
informacion que se introduce en la tabla es la siguiente:

- El identificador del gen en la tabla en el campo gen_pk. Este identificador se obtiene

suméandole a uno al identificador del Gltimo gen introducido.

- El usuario que ha introducido el gen en el campo gen_applicant_fk. En este caso, es
el mismo de la microarray, es decir, el usuario 1.

- El identificador de la microarray a la que pertenece el gen en el campo
gen_matrix_pk.

- El nombre del gen en el campo gen_name_matrix. Como nombre se introduce toda
la informacion que aparece en el fichero con los nombres de genes
actualizados(genes).

- La posicién namerica del gen en la microarray en el campo gen_pos.

- Los usuarios que pueden acceder al gen, en el campos gen_users. En este caso,

sera el usuario 1.

Inicialmente, contemplé la posibilidad de realizar cambios en la tabla de genes. Estos
cambios incluian compartir los mismos registros para los genes que apareciesen en varias
microarrays, guardando las microarrays y las posiciones en gue se encuentran en cada uno
de ellos. Finalmente, al ver que el nUmero de genes no crecia excesivamente, opté por dejar

la tabla tal como estaba.
En el siguiente paso, se actualiza la tabla applicants. Concretamente, lo que se hace es

sumar uno al campo app_performedmciroarrays. Este campo indica el nimero de

microarrays que tiene acceso el usuario.
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Es necesario también crear una tabla Experiments para la nueva microarray, debido que
en estas tablas se guardaran los experimentos realizados por los usuarios para cada

microarray.

Finalmente se mueven los ficheros de las microarrays, es decir, los ficheros con los
nombres de los genes actualizados(genes), con los nombres de genes(genesorig), con los
nombres de las condiciones experimentales(snames) y con los valores de
expresion(samples) a su directorio correspondiente de la microarray. Este directorio es un
directorio donde estan las mismas microarrays que suben los usuarios. Se ha optado por

poner las microarrays en este mismo directorio ya que la aplicacion web y las herramientas

de analisis acceden a este directorio para encontrar las microarrays. De esta manera, no se

han de cambiar para que busquen las microarrays en dos carpetas diferentes.

3.2.5 Control de errores y recuperacion tras caida del servidor en

el proceso de actualizacion

Debido a que durante la actualizacién se podria producir una caida del servidor y
producir que la base de datos quedase en un estado incorrecto, es necesario realizar un
proceso que compruebe y arregle si es necesario el estado de la base de datos local tras

una caida del servidor.

Este proceso de comprobar y arreglar el estado de la base de datos local se realizara
en el momento de arrancar el servidor, de esta manera se hara tras haberse producido una
caida del servidor. Este proceso sélo comprobara y arreglara cualquier problema en la base
de datos, pero no seguird con la ejecucion del robot, si no toda la parte que no se haya
actualizado se hara en la siguiente actualizacion programada. Al inicio, pensé también en
hacer la comprobacion cada vez que se ejecutaba la actualizacion, pero de esta manera
durante el transcurso entre la caida del servidor y la préxima actualizacién los usuarios
podrian a llegar a acceder a microarrays que no estan correctamente subidas, por lo tanto,

me decanté por realizar la comprobacion tras arrancar el servidor.

El primer paso del programa de comprobacién de errores sera detectar si la base de
datos esta en estado correcto. Para eso, se hara una consulta a la base de datos para saber
cual es la ultima microarray que contiene el campo el campo micro_gds_id diferente de nulo.

Es decir, consultamos cual es la ultima microarray que ha subido a la base de datos el
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proceso de actualizacion. Una vez tenemos el identificador de esta microarray, se
comprueba si en el directorio de la microarray estan sus 4 ficheros, es decir, los ficheros con
los nombres de genes actualizados (genes), los ficheros con los nombres de
genes(genersorig), con los valores de expresién(samples) y con los nombres de condiciones

experimentales(snames).

En caso de que estén todos, es que la Ultima microarray se subié correctamente, por
lo tanto no deberemos arreglar nada. Las microarrays que no se han subido en esa
actualizacion se subieran en la siguiente ya que como se ha comentado en la seccién 3.2.1
en la etapa de obtener los identificadores de las microarrays obtendremos los identificadores

gue no tenemos en la base de datos y cumplan las condiciones necesarias.

En caso de que falte algun fichero, quiere decir que la Gltima microarray no se subi6
correctamente, ya que nos habremos quedado en algun paso intermedio entre el paso de
insertar la microarray en la tabla de microarrays y mover los ficheros al directorio
correspondiente. En este caso, el programa realizara lo siguiente:

- Eliminara, si se ha creado, el directorio de la microarray y todos sus ficheros.
- Eliminara, si se ha creado, la tabla de experiments de esa microarray.
- Eliminara todos los registros de genes que se encuentren para esa microarray.

- Eliminara el registro de esa microarray en la tabla de microarrays.

3.2.6 Eliminacién de los directorios y ficheros temporales que no

son necesarios tras finalizar el proceso de actualizacion

Durante cada actualizacién de la base de datos se generan ficheros y directorios
temporales. Para no ocupar memoria del servidor de manera innecesaria, estos ficheros y

directorios se eliminaran tras haber realizado toda la actualizacion.

3.3 Sincronizacion con el robot de genes marcadores y

programacion periodica de ambos robots

Tras haber creado el robot de actualizacién de microarrays publicas de gran tamafio,
el objetivo es que este robot y el robot de actualizacién de genes marcadores que hay en el
servidor se ejecuten periédicamente de manera sincronizada, es decir, que se ejecuten

secuencialmente y de manera que sus sistemas de directorios no se solapen.
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3.3.1 Comprension del funcionamiento del robot de genes
marcadores y sincronizacion con el robot de actualizacion de

microarrays

Para sincronizar el robot de descarga de genes marcadores con el de descarga de
microarrays publicas de gran tamafio tuve que entender el funcionamiento del robot de
descarga de genes marcadores, asi como comprobar que el robot se ejecutaba
correctamente y generaba todos los ficheros bien. En esta etapa de comprobacién me

encontré un problema.

El robot de descarga de genes marcadores accede a la de datos GEO Profiles[13]
del NCBI para obtener los genes marcadores, y a la base de datos GEO Datasets para
descargar las microarrays y obtener los valores de expresion de los genes marcadores.
Estos valores de expresion se utilizan para generar imagenes de los genes marcadores. El
problema encontrado es que hay microarrays que son eliminadas de la base de datos GEO
Datasets’, sin embargo, los genes marcadores no son eliminados de la base de datos GEO
Profiles’®. Esto produce que en casos como este, se generen los ficheros de los genes
marcadores, pero que posteriormente, al intentar generar las imagenes, al bajarse por el

FTP la microarray esta no se encuentre, provocando que el programa se aborte.

Para solucionar el problema se modificé el robot, haciendo que si no se encuentra la
microarray en la base de datos GEO Datsets salte el paso de generar las imagenes de ese

gen marcador siga con el siguiente sin abortar la ejecucion.

A la hora de realizar la sincronizacion, el robot encargado de actualizar las
microarrays se ejecuta en un directorio interior al robot de genes marcadores, por lo tanto,

no existiran problemas a la hora de evitar el solapamiento de directorios.

3.3.2 Programacién peridédica de la ejecucidon de los robots

La programacion periddica de ambos robots es necesaria para mantener las dltimas

microarrays y genes marcadores que son subidos en los servidores del NCBI.
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Para programar la ejecucion periédica de los robots se ha utilizado el Cron de Linux.
El Cron es en programa que permite a usuarios de Linux/Unix ejecutar autométicamente

comandos o scripts a una hora o fecha especifica y de manera periddica si se desea.

Por lo tanto, se utilicé el Cron para programar las ejecuciones de ambos robots cada
tres meses, ejecutandose el dia uno del mes a las 00:00. 2 meses serian suficientes para
ejecutar ambos robots pero se ha extendido a 3 para que se ejecute conjunto un robot de

actualizacion de las bases de datos.

El Cron también permite programar ejecuciones en el momento de arranque del
servidor. Esta opcion la utilicé a la hora de programar las comprobaciones de si ha habido
una caida del servidor en el momento de las actualizaciones. De esta forma, al iniciarse el
servidor se ejecutara primero la comprobaciéon de errores y recuperacion del robot de
descarga de microarrays publicas de gran tamafo. Si ha habido algun error mientras se
ejecutaba este, se solucionara dejando la base de datos en buen estado, mientras que si no
ha habido ningun problema realizara la comprobacion sin modificar nada. Una vez ejecutada
la comprobacion del robot de descarga de microarrays se realiza la comprobacién de errores
del robot de genes marcadores. En este caso se comprueba si la actualizacién ha acabado
correctamente y si no es asi limpia los restos y vuelve a ejecutar toda la actualizacion. Esto
se puede realizar de esta manera ya que el robot de genes marcadores, al contrario que el

de descarga de microarrays publicas de gran tamafo, no afecta a la base de datos.

Tras la primera ejecucién de los robots el tiempo de ejecucién de cada uno es el
siguiente:
- El robot de descarga de microarrays publicas de gran tamafio aproximadamente esta
6 horas en ejecucién para descargar 89 microarrays.
- El robot de descarga de genes marcadores esta aproximadamente 10 horas en

ejecucion.

3.4 Aplicacion web

Una vez creada y actualizada la base de datos de microarrays pasé a crear y adaptar

la aplicacién web para poder gestionar las nuevas microarrays. Esta etapa la dividi en dos:

- Crear nueva interfaz para la busqueda y acceso de microarrays publicas de gran

tamanfo.
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- Realizar todos los cambios necesarios para que la aplicacion web actual funcione

con las microarrays publicas de gran tamafio de la misma manera que funcionan

actualmente con las microarrays subidas por los usuarios.

En los siguientes puntos veremos cémo he realizado estas dos etapas.

3.4.1 Crear nueva interfaz para la busqueda de microarrays

Al tener disponibles una gran cantidad de microarrays, se hace necesario afiadir una

interfaz para facilitar la busqueda y el acceso a ellas.

Actualmente los usuarios tienen disponible una lista donde aparecen las microarrays
subidas por los usuarios a las que tienen acceso. La idea, es realizar otra lista donde
aparezcan las microarrays publicas de gran tamafo del NCBI que el usuario ha decidido
afadir en su lista, es decir, una lista de microarrays publicas favoritas del usuario. Para
ellos, se les proporcionara un sistema de busqueda para que puedan encontrar las
microarrays que desean investigar.

Tras realizar la implementacion se puede ver las listas de microarrays que aparecen
en la figura 3.12. En la parte superior podemos ver una lista donde aparece una microarray.
Esta lista es la que actualmente ya tenia la aplicacion y aparecen las microarrays subidas
por los usuarios a las que tiene acceso el usuario. A continuacion, podemos ver una lista de
dos microarrays. Esta es la lista de microarrays publicas favoritas que he afiadido para
poder acceder a las microarrays publicas de gran tamafio que el robot de actualizacion de
microarrays descarga. En la lista aparecen las microarrays que el usuario ha decidido
afiadirse para realizar analisis. Para poder buscar las microarrays en la parte inferior se
dispone de la opcién de busqueda. Esta busqueda se puede realizar introduciendo la
especie de la microarray(taxonomy), introduciendo una palabra clave(topic), o ambas a la
vez. Si no se introduce ninguna de las microarrays entonces se nos muestrearan todas las

microarrays que ha descargado el robot.
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M PcoPGene :: 'Gene-relationship centric’ Microarray Analysis Nﬁ"

Microarrays

-

Big Datasets

Microarrays

-

-

Date creation Date modification Name Description

01-05-2005 01-09-2005 at_matrix 1416 genes. 160 substances. Normalized from 60 #® ‘!}

celular lines
New microarray datal

Date creation Taxonomy Name Description

Analysis of brain striata of C57BL/6] animals treated for up to 8
hours with cocaine, ethancl, heroin, methamphetamine,
Addictive drugs effect on brain morphine, or nicotine. Results provide insight into the lI}
striatum: time course molecular mechanisms underlying addiction to different classes
of drugs of abuse.

24-06-2010 Mus musculus

Number samples: 108
Analysis of estrogen receptor (ER) alpha negative ERbeta-
positive breast cancer tumors from patients treated with
tamoxifen for 2 years. Unlike ERalpha-negative ERbeta- l}
negative breast cancers, ERalpha-negative ERbeta-positive !
cancers respond favorably to tamoxifen treatment.
Number samples: 88

Taxonomy : Topic:

ERalpha-negative ERbeta-
10-09-2009 Homo sapiens positive breast carcinoma
response to tamoxifen

Figura 3.12 Listados de microarrays<<mas ifno>>. Incluye la lista de microarrays subidas

por los usuarios a las que el usuario tiene acceso y la lista de microarrays publicas favoritas.

En la parte superior aparece el listado de microarrays subidas por los usuarios. A

continuacion, aparece el listado de microarrays publicas favoritas del usuario, es decir, las

descargadas por el robot y que el usuario ha decidido afiadir en la lista. En la parte inferior

tenemos la herramienta de busqueda de microarrays.

Los campos que aparecen en la lista de microarrays publicas favoritas son los

siguientes:

Microarrays: Aparece un link que al clicar entramos dentro de la microarray para
poder realizar analisis.

Date creation: Aparece la fecha de creacion de la microarray. Esta es la fecha de
subida de la microarray en la base de datos del NCBI.

Taxonomy: Aparece el nombre de la especie de la microarray.

Name: Aparece el titulo de la microarray.

Description: Aparece la descripcion y el nimero de condiciones experimentales de la
microarray.

En la ultima posiciéon disponemos de un icono que clicandola nos permite eliminar la
microarray de la lista. Al hacer la eliminacién lo Gnico que hacemos es que el usuario
no tenga acceso, pero no eliminamos la microarray de la base de datos, ni los
experimentos que ha realizado el usuario con esa microarray. De esta forma, si el
usuario desea volver a analizar la microarray conservard todos los analisis

realizados.
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Respecto a la lista de microarrays subidas por los usuarios no se ha afiadido el campo
Date Modification y el boton de editar la microarray. La razén es que al ser microarrays

externas no tiene sentido editarlas y modificarlas ya que los datos vienen del NCBI.

Para mostrar el listado de microarrays publicas favoritas se realiza una consulta SQL
para traer aquellas microarrays que tienen el campo micro_gds_id diferente a null y que el
usuario esta en el campo micro_users. Se ha protegido la aplicacién para que no se pueda
entrar con el usuario 1, ya que de esta manera tendria acceso a todas las microarrays, ya

gue es el que sube las microarrays.

Al pulsar el boton Search se nos muestra una pantalla como la que podemos ver en
la figura 3.13. En este ejemplo, tenemos el resultado de la busqueda tras introducir breast
cancer como palabra clave. Tenemos dos listados. El primero, titulado GDS found, se nos
muestran todas las microarrays que se han encontrado con las condiciones de busqueda
introducidas y que el usuario no las tiene afiadidas en su lista de microarrays favoritas. En
esta lista el usuario puede afadir la microarray que le interesa a su lista pulsando sobre el
boton que aparece en la parte derecha en forma de flecha de la microarray que desea. El
segundo listado, titulado como GDS found in user list se nos muestran todas las microarrays
gue se han encontrado con las condiciones de busqueda insertadas y que el usuario ya las
tiene incluidas en su lista de microarrays publicas favoritas. En esta lista, como el usuario ya

tiene las microarrays afiadidas no se incluye la opcién de afiadir.

22 GDS found

GDS 1d Date Taxonomy Title & Summary GDS Analysis Add
—

Letrozole effect on breast cancer tumors

GDS3116 12-12-2008 Homo sapiens Analysis qf brEast_cancEr tumors following treatment with letrozole for 14-_days. The aromatase |nh\h|tnr_ >
e letrozole is an anti-estrogen drug used to treat postmenopausal women with breast cancer. Results provide
insight inte the molecular mechanism of action of letrozole in breast cancer.

Mumber samples: 116

Breast cancer cell lines response to chemotherapeutic drugs: time course -~
- ey - Analysis of 4 breast cell lines treated for up to 36 hrs with the chemotherapeutic agents 5-flusrouracil

Ehs1627 ERFIERALLE R TEE (5FW), doxorubicin (DOX), or etoposide (ETOP), a drug mechanistically similar to DOX. Expression profiles =
for DOX- and 5FU-treated cells were used to successfully predict the response to ETOP.
Number samples: 83

1
5% GDS found in user list
GDSs 1d Date Taxonomy Title & Summary GDS Analysis

ERalpha-neqative ERbeta-positive breast carcinoma response to tamoxifen

Analysis of estrogen receptor (ER) alpha negative ERbeta-positive breast cancer tumors from patients treated
with tamoxifen for 2 years. Unlike ERalpha-negative ERbeta-negative breast cancers, ERalpha-negative ERbeta- il
positive cancers respond favorably to tamoxifen treatment.
Number samples: 88

6052827 10-09-2009 Homo sapiens

<< Back

Figura 3.13 Resultado de busqueda de microarrays con la palabra clave “breast

cancer”,

- 58 -



Se puede observar dos listas. En la primera aparecen las microarrays que cumplen
las condiciones de busqueda y que el usuario aun no ha afiadido en su lista de microarrays
publicas favoritas. En la segunda lista aparecen las microarrays que cumplen las
condiciones de busqueda y que el usuario ya posee en su lista de microarrays publicas

favoritas.

Los campos que aparecen en las listas de microarrays encontradas son los
siguientes:

- GDS ID: Aparece el identificador de la microarray en el NCBI. Este identificador hace
de link de la informacién de la microarray en el NCBI.

- Date: Aparece la fecha de subida de la microarray en el NCBI.

- Taxonomy: Aparece la especie de la microarray.

- Title & Summary: Aparece el titulo, la descripciébn y el nimero de condiciones
experimentales de la microarray.

- GDS Analysis: Aparece una imagen donde podemos apreciar los clusters de la
microarray en el analisis que se ha hecho en el NCBI. Clicando sobre la imagen nos
lleva al sitio web donde podremos ver la imagen en mayor tamafio.

- Add: Solo aparece en la lista de microarrays que no posee el usuario en su lista de
microarrays publicas favoritas. Aparece un botén que al clicarlo afiadimos la

microarray a la lista de microarrays publicas favoritas.

Para buscar las microarrays que cumplen las condiciones que ha insertado el usuario se
realiza una consulta SQL utilizando los campos micro_tax id, micro_name vy
micro_description de la tabla microarrays. Para buscar la especie, se busca previamente el
cbdigo de la especie en la tabla taxonomy. Una vez se ha obtenido el cédigo, se busca en el
campo micro_tax_id de la tabla de microarrays. Para buscar la palabra clave introducida por
el usuario se busca que aparezca en los campos micro_name o micro_description de la
tabla microarrays. En la blsqueda por palabra clave se busca la palabra tal cual como la
introduce el usuario. Es decir, si el usuario introduce “breast cancer”, se buscara en los
campos micro_name y micro_description el texto “breast cancer’, en lugar de buscar
“breast” y “cancer” por separado. Esto se realiza de esta manera porque ofrece una mayor
precision a la hora de realizar una blisqueda. Ademas, no existe una cantidad excesiva de
microarrays como para hacer basquedas por mas de una palabra separada, y en caso de
gue se deseara hacer, se podria introducir una palabra y posteriormente usar el buscador

del navegador para encontrar lo que realmente se desea.
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Cuando un usuario clica sobre el botdn de afiadir-se las microarrays esta sera afiadida a
su lista de microarrays publicas favoritas. Internamente, se afiade el cédigo del usuario al

campo micro_users de la microarray afadida.

Inicialmente, a la hora de tratar en como distinguir las microarrays que ya poseia el
usuario en su lista de microarrays publicas favoritas pensé en realizar una sola lista y
deshabilitar el botén de afiadir las microarrays en aquellas que el usuario ya las posee en su
lista de microarrays publicas favoritas. Posteriormente, pensé en la opcion de afiadir dos
listas, una con las microarrays que no tiene el usuario en su lista de microarrays publicas
favoritas y otra con las que ya posee. Mientras que en la primera opcion, habia que
comprobar para cada microarray que cumplia las condiciones de busqueda si el usuario
estaba en el campo micro_users, en la segunda se puede realizar 2 consultas SQL, una
recuperando aquellas microarrays que cumplen las condiciones y que el usuario ya posee, y
otra recuperando aquellas microarray que cumplen las condiciones y el usuario no posee en
su lista de microarrays publicas favoritas. Ademas, introduciendo dos listas se aprecia de
manera rapida las microarrays que ya tiene el usuario en su lista de microarrays publicas

favoritas y las que no. Por estas razones, decidi implementar la segunda opcién.

No se ha incluido la opcion de ordenar las microarrays encontradas por sus campos. La
razon, es que las microarrays aparecen ordenadas segun su fecha, las microarrays mas
nuevas aparecen en las primeras opciones y por otros campos no tenia mucho sentido
hacer la ordenacion, a excepcion de realizar una agrupacion por especie, pero esto ya se

permite realizar mediante una busqueda por especie.

Si se ha incluido la paginacion de los resultados de la busqueda, ya que en busquedas
dénde pueda aparecer un numero considerable de microarrays podria ser necesario
desplazar demasiado la pagina hacia abajo. Por esta razén, aparecen un maximo de 25

microarrays por pagina.

3.4.2 Modificaciones en la aplicacion web para que funcione
correctamente con las microarrays publicas de gran tamafo del
NCBI

Para que la aplicacion web funcione correctamente, realicé varios cambios para que

se adaptase a las nuevas microarrays. Para ello, realicé todo tipo de pruebas y

comprobando dénde podia haber problemas.
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En primer lugar, observé que tras haber insertado las nuevas microarrays publicas de
gran tamafo podrian ocurrir problemas en la lista de microarrays subidas por los usuarios
gue aparece en la figura 3.12. La razén es que para mostrar esta lista, simplemente se
realizaba una busqueda SQL de las microarrays a las que tiene acceso el usuario, por lo
tanto, si un usuario se afiadia una microarray publicas de gran tamafio también apareceria
en esta lista de microarrays subidas por los usuarios a parte de su lista de microarrays
publicas favoritas. Para ello, modifiqué la sentencia SQL de manera que considerase

también que el campo micro_gds_id de las microarrays fuese null.

Un problema mas complicado de arreglar ocurrié a la hora de probar de realizar
experimentos con las relaciones entre las expresiones de genes de las microarrays. Esta
opcion, esta al entrar dentro de una microarray. Lo que se realiza, es mostrar un gréafico con
la relacion entre los genes de la microarray escogidos, como se ha visto en la figura 2.2. El
problema que ocurria es que para algunas microarrays el experimento no se realizaba,

mostrando la pantalla de la aplicacion web en blanco sin mostrar ningun error. Tras hacer

varias pruebas, observé que el problema solo ocurria para las microarrays que tenian mayor
tamafno. Finalmente descubri que el problema se producia que en una parte del cédigo se
leia todo el fichero con los valores de expresion(samples) de la microarray, lo que provocaba
gue se pasase el limite de memoria que permitia el PHP en el servidor. Observando el
cbdigo comprobé que realmente no era necesario hacer la lectura de todo el fichero con los
valores de expresidn(samples), sino que simplemente era necesario leer los valores de
expresion de los genes que se habia escogido para realizar el experimento de relacién entre
genes. Tras realizar los cambios, comprobé que ahora si los experimentos se realizaban

también para las microarrays de mayor tamafio correctamente.

A la hora de realizar las relaciones entre las expresiones de genes también se
mostraba la opcion para normalizar los datos. Al probar esta opcién observé que esta no
funcionaba. Esto es debido a que el programa que se encargaba de realizar la hormalizacion
en las relaciones entre genes no estaba realizado para hacerlo entre genes de una misma
microarray. Por esta razén, eliminé la opcién de normalizar tanto en las microarrays publicas
de gran tamafio descargadas por el robot, como para las microarrays subidas por los

usuarios, ya gue en ninguna de las dos funcionaba.

También han sido necesarios realizar cambios en la subida manual de microarrays.
Cuando un usuario sube una microarray manualmente, se comprobaba que el fichero con

los valores de expresion(samples) no estubiese ya en el servidor, ya que si ya tenemos un
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fichero con los valores de expresion(samples) igual quiere decir que ya tenemos la
microarray en el servidor. Cuando ocurre esto, simplemente se le da acceso al usuario a la
microarray y a sus genes y no se vuelve a subir, lo que facilita que se ahorre espacio en
estos casos. El problema surgié que para comprobar los ficheros con los valores de
expresion(samples) estos se cargaban en memoria con el cédigo php, y al igual que pasaba
con la creacion de experimentos, cuando se cargaba un fichero con los valores de
expresion(samples) muy grande, se excedia el limite de la memoria permitida por el php,
provocando que se parara la ejecucion y no se pudiesen subir microarrays. En este caso
cambié la forma de comprobar los archivos. En vez de cargar el fichero con los valores de
expresion(samples) en memoria desde el php, realicé llamadas a los comandos Linux cmp y

stat para comprobar los archivos. De esta manera se solucion6 este problema.

En la misma subida de microarrays manualmente hice otra modificacion. Como afiadi un
campo para introducir el nUmero de condiciones experimentales de la microarray decidi que
en el momento de subir las microarrays manualmente se llenara este campo con el nimero

de condiciones experimentales de la microaray en lugar de dejarlo a null.

4. Informe técnico

En este apartado se describirda de forma técnica los todos los programas
implementados en las diferentes fases del proyecto y la estructura de directorios que se

utiliza.

4.1 Estructura de directorios

La estructura de directorios que sigue el proyecto es la siguiente:

- Directorio /var/www/cgi-bin/gds/BigData: En este directorio se encuentra todos los
programas utilizados por el robot de descarga de microarrays publicas de gran
tamafo del NCBI. Internamente, también posee los siguientes directorios temporales
gue utiliza el robot:

o tmp: Se guardan datos temporales, como los XML devueltos en las consultas
E-Utils, o el listado de microarrays que se ha de descargar.

o FTP: Se guardan los archivos descargados de las microarrays del NCBI.
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o MicroarraysFiles: Se guardan los archivos parseados de las microarrays. Los
archivos de genes, genesorig, samples y snames se dejan en este directorio
antes de ser movidos al directorio /var/www/cgi-bin/pcop/microarray.

En este directorio también se encuentra el programa de descarga de la base de
datos de especies del NCBI. Este programa utiliza un directorio interno llamado
Taxonomy, donde se guardan los archivos temporales necesarios para descargar la
base de datos de especies.

Directorio /var/www/cgi-bin/gds: En este directorio se encuentra todos los programas
utilizados por el robot de descarga de genes marcadores. Internamente, posee los
siguientes directorios:

o GDSs: Se guardan los archivos que contienen los datos de los genes
marcadores, agrupados por las microarrays a las que pertenecen.

o GIFS: Se guardan las imagenes generadas de los genes marcadores que

posteriormente utiliza la aplicacion web.

o FTP: Se guardan los archivos de las microarrays descargados del NCBI que
se utilizan para obtener los valores de expresion de los genes marcadores.
También encontramos el de archivos de llamada a los robots.
Directorio /var/www/html/applic/gexp: En este directorio se encuentra toda la
aplicacion web del servidor. En el directorio interior microarray se encuentran todos

los programas que se utilizan en la aplicacién web para el analisis de microarrays.

Directorio /var/www/cgi-bin/pcop/microarray: En este directorio se encuentran todas
las microarrays del servidor. Por cada microarray tenemos un subdirectorio donde se
guardan sus archivos. Estos archivos de las microarrays son los de samples, genes,
genesorig y snames, y ademas, otros archivos utilizados para experimentos de las

microarrays.

4.2 Programas utilizados para crear el robot de descarga de

microarrays publicas de gran tamafno del NCBI

Para crear el robot de descarga de microarrays del NCBI se han implementado

varios programas en Perl. Cada uno de estos programas representa una fase de las que

hemos podido ver en el apartado 3.2. El programa que lanza el robot se llama

RobotActualizacionMicroarrays.pl. Este programa hace las siguientes llamadas:

ObtenerIDMicroarrays.pl: Este programa se encarga de realizar la consulta E-Utils

para obtener los identificadores Unicos del NCBI de las microarrays que tengan 70
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muestras 0 mas. Se parsea el XML devuelto creando un fichero donde aparecen los
identificadores obtenidos. Posteriormente se hace la consulta a la base de datos
local, concretamente a la tabla de microarrays para saber que identificadores son los
gue no tenemos y debemos descargar. Se crea un fichero llamado microarrays.txt
con estos ultimos identificadores y se guarda en el directorio tmp. El fichero
“microarrays.txt” contiene un identificador por linea del fichero.
DescargarMicroarraysFTP.pl: Este programa lee el fichero con los identificadores de
las microarrays microarrays.txt, y por cada identificador descarga del NCBI los
ficheros GDS Full y GDS Clustering. Los ficheros descargados los guarda ene |
directorio FTP.

GenerarFicherosMicroarrays.pl: Este programa es el encargado de realizar todo el
proceso mostrado en la figura 3.9. Por cada microarray leida del fichero
microarrays.txt obtiene toda la informacion general de la microarray, los nombres
necesarios de los genes, las condiciones muéstrales, y los valores de expresion. De
esta manera, inicialmente y considerando que IDMicroarray es el identificador de la
microarray en el NCBI se crean los siguientes ficheros en el directorio
MicroarraysFiles:

o El fichero IDMicroarray.genesorig, donde cada linea contiene el identificador
del gen en la microarray y la informacion del gen, separados por una
tabulacién y ordenados segun el fichero GDS Full.

o El fichero IDMicroarray.snames, que contiene la siguiente estructura el
identificador de la muestra en la microarray y la descripcién de la muestra,
separados por dos puntos y ordenados segun el fichero GDS Full.

o El fichero llamado DatosMicroarrayTemp.txt que contiene el titulo, la
descripcion, el codigo de la especie, el identificador de la microarray en el
NCBI, la fecha de publicacién y el nimero de condiciones experimentales de
la microarray. Para obtener la especie se consulta la tabla taxonomy y si no
se encuentra se realiza una consulta por E-Utils.

Una vez se obtienen estos ficheros, usandolos conjuntamente con el GDS Clustering
se obtienen los siguientes ficheros en el directorio MicroarraysFiles:

o El fichero IDMicroarray.Samplesordenados, que contiene los valores de
expresion de los genes segun el orden del fichero GDS Clustering.

o Elfichero IDMicroarray.Genesordenados, que contienen la informacion de los
genes segun el orden del fichero GDS Clustering.

o El fichero IDMicroarray.Snamesordenados, que contiene los nombres de las

muestras segun el orden del fichero GDS Clustering.
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Una vez se obtienen estos ficheros, se hacen los siguientes cambios de nombres en
los ficheros en el directorio MicroarraysFiles:

o El fichero IDMicroarray.Samplesordenados pasa a ser el fichero
IDMicroarray.samples

o El fichero IDMicroarray.Genesordenados pasa a ser el fichero
IDMicroarray.genesorig.

o El fichero IDMicroarray.Snamesordenados pasa a ser el fichero
IDMicroarray.snames.

Por lo tanto, en este punto ya tenemos los ficheros gensorig, snames y samples
segun el orden del fichero GDS Clustering. Para generar el fichero genes a partir del
fichero genesorig el programa GenerarFicherosMicroArrays.pl hace llama al siguiente
programa:

o CrearFicheroGenes2.pl: Este programa genera el fichero genes, pasandole
como argumento un fichero genesorig en el directorio MicroarrayFiles. De
esta manera en el fichero genes apareceran los nombres de los genes
actualizados. Para actualizar los hombres, se acceden a las tablas sequence,

unigene y gene_info de la base de datos local.

Finalmente, por cada microarray se realiza la llamada:

o SubirMicroarraysBD.pl: Este programa recibe como pardmetro los nombres
de los ficheros samples, genes y snames y sube a la base de datos local la
microarray introduciendo los datos de la microarray en la tabla microarrays,
los datos de los genes en la tabla genes, y suma uno al campo
app_performedmicroarrays de la tabla applicants. Los datos que describen la
microarray los lee del archivo DatosMicroarrayTemp.txt. También renombra
con el identificador que tendra la microarray en el servidor local y se encarga
de mover los ficheros de la microarray al direcotrio /var/www/cgi-
bin/pcop/microarray.

- LimpiezaArchivos.pl: Este programa se encarga de eliminar todos los ficheros y
directorios creados en la actualizacién que ya no se volveran a utilizar. Elimina los
directorios FTP, MicroarraysFiles y tmp y todos los ficheros que se encuentran

dentro.

A parte de estos programas, el robot de descarga de microarrays también tiene un
programa Perl, llamado “ComprobacionCrashRobotBigData.pl” que se ejecuta al ponerse en
marcha el servidor. Este programa comprueba que no se haya dejado algun error en una

actualizacion por culpa de una caida del servidor. En caso de que detecte algun error,
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soluciona los problemas tal como se ha explicado en la seccién 3.2.5. Para detectar si ha
habido algun error, recupera el identificador de la ultima microarray subida, y comprueba si
se han subido todos sus ficheros al directorio /var/www/cgi-bin/pcop/microarray.

Por otra parte tenemos el programa “RobotTaxonomy.pl” que es el encargado de crear la
tabla taxonomy de la base de datos local y descargar todos los datos actuales del NCBI
respecto a las especies. Para descargar todas los nombres y cédigos de las especies,
realiza la descarga por FTP del fichero taxdmp.zip que se encuentra en el directorio
Taxonomy del FTP del NCBI. El fichero se descarga en el directorio temporal Taxonomy y
se descomprime. Una vez se descomprime se utiliza el fichero names.dmp. Este fichero en
cada linea tiene una especie y por cada especie aparece diversa informacion por el caracter
‘I'. La informacién que se obtiene es el cédigo de la especie y el nombre cientifico de la
especie(scientific name). Estos se insertan en la tabla taxonomy de la base de datos local y
no vez recorrido todo el fichero names.dmp se elimina. Si se desease mantener actualizada
totalmente la tabla taxonomy con las nuevas especies del NCBI, se podria programar la
ejecucion del programa RobotTaxonomy.pl con el Cron, ya que cada vez que se ejecute

dejara en la base de datos local todas las especies que en ese momento existen en el NCBI.

En los programas Perl, para utilizar algunas funciones es necesario afiadir ciertos
modulos. Uno de los modulos que debi utilizar, el modulo Date::Format, me encontré que no
estaba instalado en el servidor. Para instalarlo, utilicé la consola de CPAN que permite
instalar médulos facilmente. Para ello, primero se lanza como root el siguiente comando
para entrar en la consola de CPAN:

Perl -MCPAN —e Shell

Una vez dentro de la consola de CPAN, se instala el médulo requerido de la siguiente
manera:

cpan> install Date::Format

Una vez instalado, el médulo ya se podra usar en los programas Perl.

4.3 Modificaciones realizadas en la base de datos local

Durante el proyecto ha sido necesario crear una nueva tabla, afiadir nuevos campos en

la tabla de microarrays y realizar alguna modificacion en la base de datos local.
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En la seccién fases, se ha comentado que el usuario que subiria las microarrays
durante la ejecucion del robot de descarga de microarrays publicas de gran tamafio seria el
usuario con el campo app_PK igual a 1. Inicialmente, ya existia un usuario con el campo
app_PK igual a 1, pero este era de pruebas. Antes de la primera ejecucién del robot lo que
hice poner los campos app_performedexperiments y app_performedmicroarrays a O.
Ademas comprobé que en las tablas experiments, genes, microarrays y view no apareciese

el usuario 1 en ninguin campo.

La Unica tabla afadida ha sido la tabla taxonomy, que contiene los cddigos y los

nombres de las especies. Esta tabla tiene los siguientes campos:

Tabla taxonomy

Campo Tipo Nulo | Predeterminado Descripcion
tax_id varchar(10) No Cddigo de la especie
tax_ScientificName | varchar(255) Si Null Nombre cientifico de la
especie

Por otra parte, los siguientes dos campos a la tabla de microarrays:

Tabla microarrays

Campo Tipo | Nulo | Predeterminado Descripcion
micro_gds_id int(12) | Si Null Identificador de la microarray
en el NCBI
micro_number_samples | int(12) | Si Null Numero de condiciones

experimentales de la

microarray

4.4 Programas utilizados por el robot de descarga de genes
marcadores y la sincronizacion y programacion periodica con el

robot de descarga de microarrays publicas de gran tamafio

El robot de descarga de genes marcadores se ejecuta mediante la llamada al
programa Perl principal.pl situado en el directorio /var/www/cgi-bin/gds. El robot de genes

marcadores guarda los datos de los genes marcadores en el directorio GDSs. En este
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directorio guarda tanto ficheros XML con los genes marcadores de las microarrays como
ficheros XML con informacion de las microarrays.
La estructura de los ficheros XML que contienen los genes marcadores de una
microarray es la siguiente:
<gds>
<gen>
<geneid></geneid>
<uid></uid>
<geneName></geneName>
<alias></alias>
<geneDesc></geneDesc>
<idref></idref>
</gen>
<gen>
<geneid></geneid>
<uid></uid>
<geneName></geneName>
<alias></alias>
<geneDesc></geneDesc>
<idref></idref>

</gen>

</gds>
Todos estos genes marcadores pertenecen a la misma microarray. El identificador de
la microarray aparece en el hombre del fichero y es el identificador de la microarray en el
NCBI. Por otra parte, la estructura de los ficheros XML que contienen la informacién
referente a las microarrays es:
<gds>
<taxid></taxid>
<titlee></titlee>
<summary></summary>
<taxon></taxon>
<count></count>

</gds>

El robot de genes marcadores también genera imagenes del os perfiles de expresion

de los genes marcadores. Estas imagenes son almacenadas en el directorio GIFS.
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Finalmente también se guardan los archivos de las microarrays descargados del NCBI en el
directorio FTP.

En el directorio /var/www/cgi-bin/gds también podemos encontrar el programa bash
CronRobots.bsh. Este programa realiza la llamada de los dos robots. Primero, hace la
llamada al robot de descarga de microarrays publicas de gran tamafio. Una vez ha finaliza la
ejecucion de este robot, realiza la llamada al robot de descarga de genes marcadores.

La llamada del fichero CronRobots.bsh se realiza cada dos meses mediante el Cron.
Para programar la ejecucion con el Cron se ha modificado el fichero crontab del directorio
etc/. Este fichero contiene las ejecuciones que se programan para que se ejecuten en cierto
momento. Para afiadir la programacion de ejecucioén, se ha afiadido la siguiente linea al final
del fichero:

0 0 1 */2* * root /bin/bash /var/www/cgi-bin/gds/CronRobots.bsh

Los tres primeros nameros indican minuto, hora y dia de ejecucién respectivamente.
La ejecucién se programa para que se hagan los dia 1 de mes a las 00:00. El cuarto
pardmetro indica el mes que se ha de ejecutar. Al escribir */2* indicamos que se ejecute
cada dos meses. El quinto parAmetro es el dia de la semana en que se ha de producir la
ejecucion. En este caso, como realmente no importa en qué dia de la semana se ejecute, se
escribe un asterisco que indica que se puede ejecutar cualquier dia. El sexto parametro
indica el usuario que realiza la ejecucion, en este caso sera el usuario root. Finalmente, el
séptimo y ultimo pardmetro es la orden a ejecutar. En este caso, ejecutamos el archivo
CronRobots.bsh, que realizara las llamadas de los robots. Por lo tanto, tras introducir esta

linea en el fichero, se ejecutardn ambos robots cada dos meses.

Para controlar si no hay errores en las ejecuciones de los robots se ha creado el
fichero LlamadasCrashRobots.bsh, que también se encuentra en el directorio /var/www/cgi-
bin/gds. Este programa realiza la llamada al programa ComprobacionCrashRobotBigData.pl,
gue comprueba los errores durante la actualizacion de microarrays publicas de gran tamafio,
y al programa act.arranke.pl que realiza la comprobacion de errores del robot de descarga
de genes marcadores. Este archivo también se ejecuta mediante el Cron, pero en este caso,
al iniciarse el servidor. Esto se realiza afiadiendo la siguiente linea al fichero crontab:

@reboot root /bin/bash /var/www/cgi-bin/gds/LlamadasCrashRobots.bsh

En este caso, estamos indicando que al iniciarse la maquina se ejecuta el archivo

LlamadasCrashRobots.bsh.
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4.5 Programas utilizados en la aplicacion web

A la hora de crear las nuevas interfaces web y adaptar el actual aplicativo web para las

nuevas microarrays se han creado y modificado distintos programas. Para estos programas
se ha usado PHP[14] y HTML[15].

Para afadir la lista de microarrays publicas favoritas de gran tamafio y la blisqueda se

han utilizado los siguientes programas del directorio /var/www/html/applic/gexp/microarray:

listapplic.phtml: este programa mostraba el listado de microarrays a las que tiene el
acceso el usuario. Se ha modificado para que se muestre otro listado mas, con las
microarrays favoritas de gran tamafo del usuario. Este programa tiene los siguientes
parametros:

o applicantID: es el identificador del usuario que accede a la aplicacion.

o cad_micro: contiene los identificadores de las microarrays que se han de
mostrar en la lista de microarrays que tiene acceso el usuario. Se calculan
accediendo a la base de datos local en el programa redirection.php que se
accede antes de entrar en listapplic.phtml.

o fi1, col, order: son parametros utilizados para la ordenacion del listado de
microarrays a las que tiene acceso el usuario.

o gestor: indica si se esta utilizando la aplicacion de gestién de microarrays o la
aplicacion de gestion de experimentos.

searchGDS.php: este programa se ha creado para realizar y mostrar la blusqueda de
las microarrays puUblicas de gran tamafio. Muestra dos listados, uno con las
microarrays que el usuario no tiene en su lista de microarrays publicas favoritas y
otro con las que ya posee. Permite afadir las microarrays que no posee en el listado
de microarrays publicas favoritas. Los pardmetros del programa son:

o applicantlD: usuario que esta usando la aplicacion.

o topic: es texto que ha introducido el usuario para la busqueda. Este texto se
busca en los campos micro_name y micro_description de la tabla de
microarrays.

o taxonomy: es el nombre de la especie que ha introducido el usuario. Este
nombre se busca en la tabla taxonomy y se obtiene el coédigo
correspondiente. El codigo obtenido se busca en la tabla de microarrays en el

campo micro_tax_id.
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Tras crear estas interfaces, se han modificado los siguienes programas:

redirection.php: en este programa se hace la consulta de las microarrays a las que
tiene acceso el usuario para posteriormente pasarlas por parametro al programa
listapplic.phptml. Se ha modificado para que en la consulta no se recuperen
microarrays descargadas del NCBI. Este programa tiene como parametros:
o applicantlD: es el cédigo del usuario que ha accedido a la aplicacion.
o gestor: indica si se esta utilizando la aplicacién de gestion de microarrays o la
aplicacion de gestion de experimentos.
newmatrix.php: este programa se utiliza cuando los usuarios suben microarrays
manualmente. Se ha adaptado para que funcione correctamente, evitando los
problemas de exceso de memoria al comprobar con las microarrays existentes, y se
ha afiadido la insercion en la base de datos del nimero de muestras de la microarray
subida. Este programa utiliza los ficheros samples, snames y genes que ha
introducido el usuario para subir la microarray ademas del parametro applicantID que
permite saber que usuario esta subiendo la microarray.
experimentform.phtml y appl_experimentform.php: este programa es el utilizado para
mostrar el formulario antes de realizar un experimento de relaciones entre genes de
una microarray. Se ha modificado para no permitir la opcion de normalizar. Este
programa tiene los siguientes parametros:
o cad_gen: contiene los identificadores de los genes sobre los cuales se hacen
los experimentos.
o gestor: indica si se esta utilizando la aplicacion de gestién de microarrays o la
aplicacion de gestion de experimentos.
o id_matrix: es el identificador de la microarray sobre la cual se hace el
experimento.
o hame_matrix: es el nombre de la microarray sobre la cual se hace el
experimento.
o id_view: es el identificador de la vista sobre la cual se realiza el experimento.
o name_view: es el nombre de la vista sobre la cual se realiza el experimento.
newexperiment.php y appl_newexperiment.php: este programa se utilizada a la hora
de realizar un experimento de relaciones entre genes de una microarray. Se ha
modificado para que no se produzcan errores a la hora de realizar el experimento
con microarrays muy grandes, ya que se producia un exceso de carga de memoria.
Este fichero contiene los siguientes pardmetros:
o cad_gen: contiene los identificadores de los genes sobre los cuales se hacen

los experimentos.
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gestor: indica si se esta utilizando la aplicacién de gestién de microarrays o la
aplicacion de gestion de experimentos.

id_matrix: es el identificador de la microarray sobre la cual se hace el
experimento.

name_matrix: es el nombre de la microarray sobre la cual se hace el
experimento.

id_view: es el identificador de la vista sobre la cual se realiza el experimento.

name_view: es el nombre de la vista sobre la cual se realiza el experimento.

Los ultimos programas pertenecen directorio /var/www/html/applic/gexp/microarray, a

excepcion

del programa redirection.php, que se encuentra en el directorio

Ivariwww/html/applic/gexp/.

5. Conclusiones

Tras realizar todas las fases programadas puedo decir que todos los objetivos del trabajo

han sido alcanzados satisfactoriamente. A continuacién, expongo la situacién actual de los

objetivos propuestos al inicio del proyecto.

e Objetivos relacionados con la actualizacion periddica y automética de la base de

datos local de microarrays:

o

o

o

o

Se obtienen microarrays de gran tamarfio publicadas en la base de datos GEO
Datasets del NCBI. Estas microarrays contienen un minimo de 70
condiciones experimentales.

Se descargan y se parsean los ficheros de las microarrays del NCBI de
manera que se adaptan al formato de las microarrays del servidor local, tanto
los datos de los valores de expresién como los nombres de los genes.

Las nuevas microarrays se insertan en la base de datos una vez han sido
descargadas y parseadas.

La actualizacion se realiza de manera que si los genes de las microarrays
cambian de nombre, estos seran actualizados por el robot actualizador de
nombres, de manera que los nombres de los genes estaran siempre

actualizados.
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o

o

La actualizacién es robusta a posibles errores o0 a la caida del servidor. Si se
cae el servidor, se lanza un proceso que comprueba si la base de datos ha
guedado en mal estado. En ese caso se soluciona dejando la base de datos
en correcto estado y se dejan las microarrays que han quedado pendientes
para la siguiente actualizacion.

La actualizacion se realiza de manera periodica y sincronizada con el robot de
actualizacién de genes marcadores de microarrays. Cada dos meses, se
produce la actualizacién. Primero se realiza la actualizacion de microarrays
publicas de gran tamafio, y una vez finalizado, se produce la actualizacion de

genes marcadores.

o Objetivos relacionados con la interfaz web para gestionar las nuevas microarrays:

o

o

o

o

Se ha adaptado la aplicacion web actual. Las operaciones que anteriormente

se realizaban con las microarrays subidas por los usuarios ahora se pueden
realizar también con las nuevas microarrays descargadas del NCBI
automaticamente. De esta manera, se pueden realizar andlisis para un gran
numero de microarrays publicas de gran tamafio.

Se ha creado una interfaz _web para poder realizar busquedas de las
microarrays publicas insertando el tema de la microarray y/o la especie para
la que se realizaron los experimentos. De esta manera, el usuario puede
buscar las microarrays segun sus preferencias.

Se ha creado un listado dinamico con las microarrays publicas que el usuario
considera de interés. De esta manera, el usuario puede acceder a ellas de
manera rapida.

La interfaz web se ha realizado de manera que el usuario puede acceder a
sus operaciones de manera comoda y sencilla maximizando la operabilidad,

la usabilidad, la comprension, la atraccion, y la facilidad cognoscitiva.

Por lo tanto, todos los objetivos iniciales han sido cumplidos y al final los

patologias.

investigadores dispondran de una aplicacion donde podran realizar diferentes analisis con
todas las microarrays publicas de gran tamafio. Estos analisis de microarrays de gran

tamafo pueden ayudar a los investigadores a encontrar causas 0 tratamientos de

Para facilitar el uso a los investigadores, esta aplicacion proporciona un aplicativo

altamente usable, entendible y con un alta operativilidad. Ademas, la base de datos y la
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aplicacion web estan disefiadas con un alto grado de portabilidad, de manera que podrian

migrarse a otros servidores sin muchas dificultades.

5.1 Impresiones personales

Personalmente, puedo decir que he disfrutado durante la realizacion del proyecto y me
siento satisfecho con el trabajo que he realizado. Ademas, este ha sido de gran utilidad para
mi formacion, permitiéndome ganar experiencia en la elaboracion de proyectos y en otros
campos.

Cuando tengo que pensar en la parte mas complicada del proyecto me viene a la mente
los primeros pasos cuando tuve que hacer el esfuerzo de entender los tipos de datos con los
que trabajaria, ya que las microarrays, los genes, los diversos cddigos que estos pueden
tener, etc. han sido conceptos muy técnicos y muy nuevos para mi. A pesar de la dificultad,
logré entender todos los conceptos y superar las distintas fases del proyecto, todo esto
trabajando con datos reales, algo que lo ha convertido en una experiencia de enorme
utilidad. Esta utilidad viene por el hecho de que hasta el momento en la universidad
principalmente habia trabajado con datos no reales adaptados a las practicas que he debido
realizar en mis afios de formacién, mientras que en esta ocasion, he tenido que ser yo
mismo el que ha adaptado los programas a los datos con los que tenia que trabajar.

Ademads, esto ha supuesto el crear una aplicacién preparada para un uso real.

Durante el proyecto, he realizado la planificacion y la organizacion junto con el director
del proyecto Mario Huerta. Entre ambos, hemos ido planificando las diferentes fases del

proyecto hasta conseguir llegar al objetivo final.

En el proyecto he podido poner en practica mis propias capacidades que he ido
adquiriendo durante la formacion universitaria. He podido utilizar todos mis conocimientos de
base de datos aprendidos, tanto a nivel de disefio como a nivel de programacion(SQL). He
aprovechado mis conocimientos y habilidades a la hora de crear algoritmos y utilizar
lenguajes de programacion. También he tenido la oportunidad de ampliar mis conocimientos
en programacion web. Finalmente, me ha servido para adquirir nuevos conocimientos mas
alla de la informéatica, ya que me ha permitido entrar en el &mbito de la bioinformatica y la

biotecnologia.

Creo que el trabajo realizado ha sido muy bueno y he ido superando los problemas que

han surgido de manera adecuada. Los resultados de la aplicacion final son muy buenos,
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permitiendo de esta manera una herramienta fiable a los investigadores, por lo tanto, puedo
decir que el trabajo realizado ha sido util tanto para mi, como para el centro para el que he
realizado el trabajo, el IBB, pero deberia de ser Gtil también para la comunidad cientifica
internacional, asi como para la sociedad, y por ultimo para la humanidad si logra

conseguirse algun avance en la investigacion médica gracias al trabajo realizado.

5.2 Trabajos futuros

Una vez finalizado el trabajo se abre la posibilidad de realizar nuevos proyectos para

ampliar o mejorar la utilidad de la aplicacién web.

El principal proyecto que se podria realizar en el futuro seria aprovechar el preproceso
gue se realiza en el servidor local con las microarrays subidas por los usuarios para realizar
andlisis mas profundos de las microarrays publicas de gran tamafio. Este preproceso
permite agrupar clusters en las microarrays, mostrar un grafo de las interacciones entre los
genes de una microarray, mostrar el factor de correlacion de los genes de la microarray con
los deméas genes de la mismo microarray, entre otros. De esta forma, los investigadores
obtendrian mayor informacion atil de las microarrays y les permitiria tener mas informacion

para investigar enfermedades.

Este preproceso se deberia lanzar para las microarrays publicas de gran tamafio, pero a
la vez deberia de permitir que se lanzase el preproceso para las microarrays que se suben
manualmente. El problema es que el preproceso de una microarray muy grande puede
tardar semanas o incluso hasta un mes, por lo tanto, se deberia de gestionar la ejecucion de

este preproceso.
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Resumen

El IBB ha desarrollado un servidor de aplicaciones: http://revolutionresearch.uab.es para el

andlisis de microarrays. Estas microarrays las obtienen y las suben a la base de datos local

los usuarios de la aplicacion.

En la presente memoria se detalla el proceso realizado para automatizar la subida de
microarrays publicas a la base de datos local. Estas microarrays se obtendran del NCBI. El
proceso de descarga de microarrays se realizara cada dos meses y estara sincronizado con

un proceso de descarga de genes marcadores de microarrays del NCBI.

En la memoria también se describen las fases realizadas para crear la interfaz web para
gestionar estas microarrays publicas y las modificaciones realizadas sobre el aplicativo web
para permitir realizar analisis con estas microarrays.

Resum

El IBB ha desenvolupat un servidor d’aplicacions: hitp://revolutionresearch.uab.es per

'analisi de microarrays. Aquestes microarrays les obtenen y les pugen a la base de dades

local els usuaris de 'aplicacié.

En la present memoria es detalla el procés realitzat para automatitzar la pujada de
microarrays publiques a la base de dades local. Aguestes microarrays s’obtindran del NCBI.
El procés de descarrega de microarrays es realitzara cada dos mesos y estara sincronitzat

amb un procés de descarrega de gens marcadors de microarrays del NCBI.

A la memoria també es descriuen las fases realitzades per crear la interficie web para
gestionar aquestes microarrays publiques y las modificacions realitzades sobre I'aplicatiu
web per permetre realitzar analisis amb aquestes microarrays.

Summary

The IBB center has developed a application server: http://revolutionresearch.uab.es to

analyze the microarrays. These microarrays are obtained and uploaded to the local database

by the application users.
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This report details the process undertaken in order to automate the public microarrays
upload to the local database. These microarrays will obtain from the NCBI. The download
process will perform every two months and will be synchronized with a download process of
gene markers of the NCBI.

The report also describes the steps taken to create the web interface to manage these public

microarrays and the changes made on the web application to allow these microarray
analysis.
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