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RESUMEN

Hoy en diala comunidad investigadora estd generando un gran volumen
de datos clinicos y biolégicos procedentes de sus experimentos. Muchas de las
preguntas de investigacién podrian ser resueltas con el uso de herramientas
apropiadas para el andlisis de estos datos. Estas preguntas pueden estar rela-
cionadas con procesos bioldgicos habituales en un estudio transcriptémico en
el dmbito farmacoldgico o con rutas de senalizacion sobrerrepresentadas en

alguna enfermedad, entre otras.

Las técnicas de metaandlisis centradas en la funcionalidad permiten
combinar la informacién de diferentes estudios, con un disefio experimental

similar, para responder al tipo de preguntas mencionadas anteriormente.

En este trabajo se ha desarrollado MetaFun, una herramienta web cuyo
objetivo es proporcionar un recurso bioinformdtico a la comunidad cientifica
que permita una mejor comprension de los resultados obtenidos en la inte-

gracién de diversos estudios, con técnicas de metaandlisis.

Palabras clave: Metaanilisis, Web, Transcriptémica, Enriquecimiento funcional.

ABSTRACT

Nowadays, the research community is generating a great volume of cli-
nical and biological data from their experiments. There are a lot of questions
that could be answered with the use of the right tools for the analysis of this
data. This questions could be related to common biological processes in a par-
ticular transcriptomic study in pharmacology or overrepresented pathways in

a disease, among others.

The meta-analysis techniques by function allow the combination of in-
formation of several studies, with a similar experimental design, in order to

answer these questions above.

In this work, we introduce MezaFun, a web tool whose objective is
to allow, to every single interested researcher in the community, to use me-
ta-analysis techniques in their research aiming to a better comprehension of

their results.

Keywords: Meta-analysis, Web, Transcriptomics, Functional enrichment.
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1.
INTRODUCCION

El inmenso avance tanto tecnolégico como cientifico, asi como el abaratamiento
de los costes de los experimentos relacionados con las técnicas émicas, han conseguido

que la comunidad investigadora genere una inmensa cantidad de datos.

Con tantos datos disponibles de manera publica en los distintos repositorios
como GEO, ArrayExpress 0 TCGA, cabe plantearse la necesidad de encontrar formas
de combinar los diferentes estudios en pos de una mejor comprensién de los resulta-
dos obtenidos por cada grupo investigador. El metaandlisis es una técnica estadistica
basada en la combinacién de resultados de diversos estudios seleccionados en funcién
de distintos criterios de inclusién. Algunos ejemplos de estos criterios, en el dmbito de
la bioinformadtica pueden ser, por ejemplo, la cantidad de muestras o la calidad de los
metadatos adjuntos a los datos del estudio. Cuando los estudios han sido selecciona-
dos y analizados individualmente, se procede a realizar una integracién de la variable

de interés entre los distintos estudios.

El metaanilisis, por tanto, permite comparar las variables de interés una vez que
estdn en la misma escala, consiguiendo que sea posible tener una visién global de todos

los estudios seleccionados.

Con el fin de aprovechar todo el conocimiento posible, MezaFun lleva a cabo un
metaandlisis funcional. Este tipo de metaandlisis afiade un enfoque distinto, en lugar

de centrarse en el gen como unidad de andlisis se utiliza la funcién que lleva a cabo,

[11]
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lo que aporta puntos de vista mds robustos, dado que la combinacién de genes que

regulan la misma funcién son comparados a la vez.

MetaFun es una aplicacién web pensada no solo para realizar metaandlisis con
una aproximacién funcional, sino para llevar este tipo de estudios a todos los inves-
tigadores interesados independientemente de su formacién bioinformdtica. Ademds
estd desarrollada con la idea de que sea sencilla y guie al usuario de tal forma que tan
solo con subir sus datos de expresién normalizados y sus disefios experimentales ob-
tengan unos resultados claros e interactivos. Se cuenta también con la posibilidad de

descargar sus resultados tras el procesamiento de los datos.

Este proyecto estd pensado como un proyecto a largo plazo, al que se irdn afa-
diendo nuevas funcionalidades, las cuales se comentardn al final de esta memoria, por
lo que la escalabilidad del cédigo, el disefio del modelo de dominio asi como las diver-
sas herramientas desarrolladas para dar soporte a la aplicacién web, han sido clave en

el desarrollo del ecosistema en torno al cual MetaFun se ejecuta.

Dado que los investigadores sin formacién bioinformadtica son el usuario obje-
tivo, desde el primer momento quedé claro que seria necesario minimizar los detalles
técnicos y/o estadisticos que pedir al usuario y que debia haber explicaciones lo mds

sencillas posible de las opciones que influyan en el resultado final del metaandlisis.

Hoy en dia la alta disponibilidad de datos de toda clase hace que se necesite
una infraestructura que apoye la reutilizacién de los mismos (Wilkinson et al., 2016)
[1]. Con este fin aparecen los principios FAIR, este acrénimo hace referencia a un
conjunto de buenas practicas para la publicacién de datos cientificos. Estos principios
estipulan que los datos generados han de ser féciles de encontrar (Findable). Han de
ser accesibles, tanto los datos, como los metadatos (Accesible). También segin estos
principios han de seguir también los estidndares de la comunidad para el tipo de dato,
es decir, han de ser interoperables (Inzeroperable). Por Gltimo los datos han de ser reu-
tilizables, lo que quiere decir que han de tener una licencia clara y accesible, para que

la comunidad pueda hacer uso de ellos en otros estudios (Reusable).

MetaFun aprovecha y fomenta estos principios apoydndose en la reutilizacién de

los estudios para generar nuevo conocimiento relevante.

El desarrollo de herramientas web como Babelomics (Al-Shahrour, Minguez, Va-
querizas, Conde & Dopazo, 2005) (2], Hipathia (Hidalgo et al., 2016) [3] o MetaFun

acercan los métodos estadisticos y bioinformdticos a todos los investigadores que toda-

[12]
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via no tienen contacto directo con la bioinformatica, bien sea por falta de financiacién
en sus centros de investigacién, por falta de tiempo o por desconocimiento de lo pode-
rosas que pueden ser estas herramientas. Por tanto, uno de los objetivos principales del
desarrollo de MetaFun es la divulgacién de los andlisis bioinformdticos, en concreto
del metaandlisis funcional (Garcia-Garcia, E, 2016) [4] entre los investigadores tanto

clinicos como experimentales.

La orientacién del desarrollo hacia un publico no familiarizado con este medio,
hace que la facilidad de uso y las explicaciones sencillas de las opciones que ofrece la

herramienta, hayan sido un imperativo desde el comienzo del desarrollo.






2.
OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo consiste en el desarrollo de una herramienta
web accesible y dirigida al metaandlisis de datos émicos desde el punto de vista fun-
cional, que permita la generacién de conocimiento relevante a partir de una seleccién

de estudios biomédicos, tanto existentes, como en curso.
Para llevar a cabo este objetivo, se han definido los siguientes objetivos especificos:
1. Disefio de una interfaz amigable, sencilla y clara.

2. Fluidez en la navegacién minimizando los tiempos de carga tanto de los re-

sultados como de los datos almacenados.
3. Representacién interactiva de los resultados.

4. Resumen de la informacién resultante del metaandlisis de tal manera que se

pueda hacer una exploracién de los resultados previa a un andlisis mds pro-

fundo.

5. Descarga de todos los resultados obtenidos de forma sencilla para poder lle-

var a cabo un andlisis en detalle de los mismos.

6. Gestidn confidencial de datos tanto de usuario, como de los estudios y resul-

tados.
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7. Comunicacién segura entre cliente y servidor.
8. Diseno de una arquitectura para la solucién web robusta y escalable.

9. Desarrollo de un pipeline que permita la realizacién de metaandlisis enfocado

a la caracterizacién funcional de estudios dmicos.



3.

CONCEPTOS TEORICOS

En este apartado se proporciona una explicacién de los conceptos mds importan-

tes respecto a los andlisis que se realizan.

3.1. ANALISIS EXPLORATORIO

Durante el proceso de investigacién en cualquier campo, la recogida de datos
es uno de los puntos mds importantes, esto hace que un repaso y procesado inicial de
los datos recolectados sea vital. John W. Tukey definié este tipo de tratamiento de los
datos en 1962 como ‘procedimientos para analizar datos, técnicas para interpretar los
resultados de estos procedimientos, formas de planificar la recogida de datos para hacer mds
sencillo su andlisis, mds preciso o mds consistente, asi como toda la maquinaria y resultados

estadisticos (matemdticos) que se aplican para analizar los datos” (Tukey, ].W., 1962 ) [5].

Para la representacion gréfica de este tipo de andlisis se suelen utilizar diagramas

de caja, diagramas de puntos, histogramas y diagramas de Pareto entre otros.

En MetaFun se han elegido para el estudio de la distribucién de los datos los
diagramas de cajas y para el estudio de agrupacion, los Andlisis de Componentes Prin-

cipales (PCA) y Clustering de las muestras para cada estudio a analizar.

[17 ]
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3.1.1. DIAGRAMAS DE CAJAS O BOXPLOTS

Los Boxplots o diagramas
de cajas permiten ver la distri-
bucién de los datos asi como
su simetria en funcién de sus
cuartiles y sus valores atipicos.
Cada una de las cajas estructu-
ra la informacién de tal manera
que, en los extremos inferior y
superior de cada una se repre-
sentan el primer y tercer cuartil
respectivamente, mientras que
dentro de la caja, la linea que la
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Figura 1. Diagrama de cajas.

cruza representa la mediana o segundo cuartil. Ademds también estin representados

los valores mdximo y minimo en las lineas del diagrama, en los denominados bigotes.

En la Figura 1 se pueden observar los diagramas de cajas de las muestras del estudio

GSE10072, coloreados en funcién de sexo y condicion.

En MetaFun los boxplots se le muestran al usuario en el apartado Exploratory Analy-

sis para que pueda comprobar la variabilidad de los distintos estudios a primera vista.

3.1.2. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES O PCA

El anilisis de componen-
tes principales permite resumir
datos de alta dimensién reali-
zando una combinacién lineal
de los valores originales. En este
trabajo se realiza este andlisis ba-
saindonos en las muestras, para
ser capaces de dilucidar si la re-
presentacion de las dos primeras
componentes principales tienen
la capacidad de dividir correc-

gse75037
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Figura 2. Diagrama de puntos (PCA).

tamente las muestras en funcién de las covariables. En la Figura 2 se puede ver el

diagrama de puntos representando las dos primeras componentes principales para la

separacién de muestras por sexo y condicién del estudio GSE75037.

En MetaFun este andlisis permite al usuario comprobar la agrupacién de las

muestras en un diagrama de puntos donde cada eje (X e Y) representa una componen-

te principal diferente. Ademds cada grupo experimental estd representado de un color.

[ 18]
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3.1.3. ANALISIS DE GRUPOS O ANALISIS CLUSTER

La idea principal tras este

tipo de andlisis es la agrupacién H‘E s
de las variables, en nuestro caso

las muestras de cada estudio,

para detectar patrones comunes

de expresion. En MetaFun se ,
utilizan como complemento al e
andlisis de componentes princi- '

Clusters

a HE

HS
a ME
a Ms

10000000000000 LLLLLLLLLLLLLLLLLL 2000000000

pales y asi ayudar a los investi-
gadores en la interpretacién de
la exploracién y evaluacién de
los datos. Esto ayuda a decidir si

los datos son lo suficientemente

buenos como para que el resul-

tado final sea relevante, y que en

caso de no serlo, se pueda inter- Figura 3. Diagrama del andlisis cluster.
pretar cudl es el problema por el

que el metaandlisis funcional no
es significativo. En el caso en el que los datos sean correctos servirdn para aportar las
evidencias de que los resultados son adecuados. En la Figura 3 se ve la separacién

por sexo y condicién mediante técnicas de agrupacién de las muestras del estudio

GSE75037.

De la misma forma que los diagramas de cajas y el andlisis de componentes
principales, el andlisis clister se utiliza para mostrar al usuario otro tipo de representa-
cién de las agrupaciones de las muestras de cada estudio para que pueda comparar los
resultados del PCA con los de este andlisis. Esto es importante ya que si solo existiese
una representacion de la agrupacién de muestras las decisiones como la eliminacién de
muestras concretas podrian estar sesgadas por el método de separacién, de esta manera
realizando dos tipos de andlisis que permiten la agrupaciéon de las muestras el usuario
puede decidir si hay alguna muestra en algtn estudio que deberia ser eliminada.

3.2. DATOS OMICOS Y TECNOLOGIAS DE ALTO RENDIMIENTO

Llamamos datos 6micos a la informacién que podemos recabar de un conjunto de
elementos similares en un nivel biolégico completo (Transcriptémica, Protedmica...).

En MetaFun la tecnologia que nos proporciona la informacién es la transcrip-
témica. Esta técnica nos proporciona informacién sobre el conjunto de transcritos en
una célula y nos permiten conocer qué genes se estdn expresando en mayor o menor

medida.
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Existen principalmente dos técnicas para obtener datos transcriptémicos. Una
son los llamados microarrays, unos dispositivos basados en la sintesis de cadenas de
DNA a cuyas bases se le han anadido componentes, como la proteina verde fluores-
cente GFP que nos permiten realizar mediciones como, por ejemplo, la cantidad de
fluorescencia que emiten, y que se fijan a una superficie s6lida para que puedan ser
analizadas a través de técnicas de imagen. La otra técnica se denomina RNA-Seq, y se
utiliza para estudiar el transcriptoma de una muestra biolégica en un momento con-
creto. Se basa en la secuenciacién masiva, por lo que la forma de trabajar con los datos
resultantes estd ligada a las lecturas que se realizan. Estas se mapean contra el genoma
de referencia del organismo estudiado, obteniendo asi el nimero de veces que ha ali-

neado correctamente el transcrito de un gen.

En cada caso los datos han de ser tratados y analizados de forma distinta, ya
que, la primera técnica nos proporciona dato continuo, la cantidad de fluorescencia
detectada, mientras que la segunda nos da como resultado datos discretos, el nimero

de lecturas por transcrito de interés “contados” en la célula.

Con estos datos se pueden llevar a cabo distintos andlisis, que se explican a
continuacién, pero es vital que estos datos sean publicos y puedan ser reutilizados
por la comunidad, no solo para poder replicar los resultados sino también para llegar
a nuevas conclusiones mediante el disefio de experimentos 7 silico. Para que esto sea
posible es también necesario aportar informacidn sobre los propios datos, los llamados
metadatos. Un ejemplo claro de la necesidad de estos metadatos es la dificultad de
realizar estudios comparativos por sexo, ya que, en muchos de los estudios disponibles

en repositorios publicos no se incluye este tipo de informacién.

3.2.1. EXPRESION DIFERENCIAL

La expresién diferencial es el andlisis mds frecuente cuando hablamos de trans-
criptémica, y es el primer paso en el andlisis realizado por MetaFun. En este tipo de
andlisis lo que intentamos encontrar son diferencias significativas en la expresién de
los genes de interés entre los distintos grupos experimentales. Con los resultados del
andlisis de expresién diferencial, por tanto, conoceremos qué genes son los que estdn

infraexpresados o sobreexpresados y en qué proporcidn.

En MetaFun la expresion diferencial se realiza haciendo uso del paquete de R
Limma (Ritchie et al., 2015) [6], mediante la funcién DiffExp de MetaFunR. Limma
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es un paquete que nos permite analizar, haciendo uso de modelos lineales, los datos
obtenidos a partir tanto de microarray como de RNA-seq, desde el preprocesado de los

datos hasta el propio andlisis comparativo multiple entre los distintos RIVAs objetivo.

3.2.2. CARACTERIZACION FUNCIONAL

Una vez que se obtienen los genes resultantes de la expresién diferencial, puede
ser interesante conocer la funcién o funciones que realizan en la célula. También pue-
de ocurrir que aquellos que se encuentran diferencialmente expresados sean escasos o
nulos, esto hace que haya que ampliar el espectro de bisqueda con distintas técnicas.
La idea general detrds de la caracterizacién funcional es la asociacién de cada gen,
transcrito, proteina o producto con, por ejemplo, un proceso biolégico, una funcién
molecular especifica o una ruta de sefalizacién o metabdlica. En MetaFun, la caracte-
rizacién funcional se puede realizar bien buscando el proceso biolégico detrds de los
genes mediante Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) o bien buscando las rutas de

senalizacién en las que intervienen mediante Hipathia.

* Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)

GSEA nos permite realizar un andlisis computacional de grupos de genes en-
riquecidos funcionalmente. El resultado de este tipo de enriquecimiento fun-
cional indica cudl es la funcién bioldgica, proceso molecular o componente

celular detrds de un conjunto de genes con un patrén comtn de expresion
(Montaner & Dopazo, 2010) [7].

* Hipathia

Hipathia es un método para la computacién de las senales de transduc-
cién a lo largo de los pathways de senalizacién a partir de datos transcripté-
micos. El método estd basado en un algoritmo iterativo el cual es capaz de
computar la intensidad de la sefial que atraviesa los nodos de una red teniendo
en cuenta el nivel de expresién de cada gen y la intensidad de la senal que le
llega. También provee un nuevo enfoque al anilisis funcional permitiendo el

computo de las senales que llegan a las funciones anotadas en cada pathway

(Hidalgo et al., 2016) [3].
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3.3. METAANALISIS

El metaandlisis puede ser definido como “una revision sistemdtica de la literatura
existente acerca de un tema haciendo uso de métodos estadisticos donde la meta es sumar y

contrastar los descubrimientos de varios estudios relacionados” (Glass GV, 1976) [8].

Para llevar a cabo un metaandlisis el primer paso es realizar una exhaustiva bus-
queda de estudios referentes a nuestro tema de interés, esta parte es crucial, puesto que
una errénea seleccion de los criterios de inclusién puede sesgar los resultados. Si, por
ejemplo, se realiza un estudio de diferencias de sexo en una enfermedad, y los estudios
seleccionados estdn desbalanceados, es decir, incluyen por ejemplo un mayor niimero
de hombres que de mujeres entre sus muestras, los resultados se verdn influenciados
por la comparacién entre hombres caso y hombres control en cuyo caso las diferencias

de sexo no serfan apreciables.

Una vez que se han elegido correctamente los estudios, el siguiente paso es el
célculo de la magnitud del efecto de la variable de interés y de su variabilidad ya que
en funcién de esta tltima tendremos que elegir entre realizar el metaandlisis siguiendo

un modelo de efectos fijos o un modelo de efectos aleatorios.

* Efectos Fijos

Cuando utilizamos un modelo de efecto fijo para un metaandlisis, estamos
asumiendo que todas las diferencias que se encuentran en nuestros datos son
debidas al error de muestreo. En los metaandlisis con datos biolégicos, las di-
ferencias entre las técnicas y la variabilidad de los propios datos obtenidos por
las mismas hace que las diferencias puedan no estar relacionadas solamente

con el error de muestreo.

e Efectos Aleatorios

Cuando asumimos que las diferencias en los datos de nuestros estudios a me-
taanalizar varfan entre ellos, es decir, que cada uno de los estudios tiene un
error de muestreo distinto, aplicaremos un modelo de efectos aleatorios. Este
es el caso mds comun en los datos bioldgicos, y por tanto es el recomendado

en MetaFun.
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3.3.1. CONSIDERACIONES ACERCA DEL METAANALISIS

El metaandlisis es capaz de detectar diferencias significativas que, a partir de
uno solo de los conjuntos de datos seleccionados no seria posible. Sin embargo, hay
que tener en cuenta que los resultados del metaandlisis estdn fuertemente ligados a la
calidad de los datos de entrada. Ademis, el sesgo de publicacién puede dificultar la
busqueda de los estudios relevantes, puesto que lo resultados negativos tienden a no

ser publicados, y por tanto esto puede ser un handicap muy importante.

Las representaciones gréficas de los resultados del metaandlisis implementadas

en MetaFun, de cara al usuario son las siguientes:

3.3.2. GRAFICO DE BOSQUE O FOREST PLOT

Los gréficos de bosque son 50:0006335

uno de los métodos de presenta-

cién de resultados en los metaa- 45610072 - 020054 00

gse75037 -0.46 [-0.83, -0.09]

ndlisis. Estos representan en el

gsel9188 -0.49 [-0.85, -0.12]

eje vertical los estudios que han

sido parte del metaandlisis. En summary R ot 020

el eje horizontal tenemos el va-

lor de la variable de interés junto
con su intervalo de confianza, Figura 4. Grdfico de Bosque.

ademids el punto que representa

este valor varfa de tamafo en funcién del peso que haya tenido en el metaanilisis. En
la Figura 4 se puede ver un grafico de bosque para el término GO:0006335 en un

metaandlisis con los estudios GSE10072, GSE75037 y GSE19188.

En el caso de MetaFun la variable de interés es el Log Odds Ratio del término
representado obtenido a partir de de la caracterizacién funcional seleccionada por el

usuario.

3.3.3. (GRAFICO DE EMBUDO O FUNNEL PLOT

Los graficos de embudo también son muy utiles en la representacién de resulta-
dos provenientes de metaandlisis. Estos enfrentan el valor cuantitativo de la variable
de interés con su error estdndar, por tanto, los estudios que una vez representados
aparecen alejados horizontalmente del centro, son estudios poco precisos. En el eje
vertical, cuanto mds cerca del 0 se encuentren su error estindar serd menor. En la Fi-
gura 5 se observa un ejemplo de grafico de embudo para el término GO:0006335 en
un metaanalisis de tres estudios.

[23 ]
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En MetaFun, la variable de
interés representada en el eje X,
es el Log Odds Ratio del término
funcional representado, obteni-
do a partir de la caracterizacién
funcional seleccionada por el

usuario.
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Figura 5. Diagrama de Embucdo.




4.

METODOLOGIA Y HERRAMIENTAS

En este apartado se explican las distintas técnicas metodoldgicas que se han uti-
lizado durante el desarrollo de este proyecto tanto para la elaboracién de la aplicacién

web como de las demds partes necesarias para su correcto funcionamiento.

4.1. ASPECTOS RELEVANTES DEL DESARROLLO

A continuacién se comentardn los aspectos técnicos relevantes para el desarrollo

de MetaFun.

4.1.1. CICLO DE VIDA

Se llama ciclo de vida a la evolucién que tiene un soffware desde su disefio hasta
que deja de mantenerse. En una aplicacién web este ciclo de vida podria separarse en
Planificacién, Desarrollo, Pruebas, Lanzamiento, Monitorizacién y Mantenimiento,
tras el cual, es necesario volver al primer punto, pero esta vez para planificar el arreglo

de los fallos detectados durante las fases de Monitorizacién y/o Mantenimiento.

En este apartado se explica la fase de Planificacién que puede subdividirse en dos

fases mds, la Fase de Anilisis y la Fase de Disefo.
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4.1.1.1. Fase de andlisis

Una de las partes mds importantes cuando se realiza un proyecto de desarrollo
de software es la recoleccién de objetivos y requisitos. Por tanto una pobre recoleccién
de estos puede conllevar un alargamiento de plazos en las distintas fases, también una
mala captura de requisitos es un problema que puede repercutir de una manera sus-

tancial a lo largo del ciclo de vida en sus posteriores iteraciones.

Entre los objetivos basicos que surgen de un primer andlisis del dominio del

problema se encuentran:

— Gestidn de usuarios: El sistema tendrd que ser capaz de permitir el registro de
los usuarios asi como permitir la modificacién de manera correcta y 4gil de la

informacién personal. Todo el tratamiento de los datos ha de ser confidencial.

— Gestidn de datos: El sistema tendrd que ser capaz de permitir a los usuarios el
correcto tratamiento tanto de sus datasets como de los datasets pablicos que

utilicen para llevar a cabo sus andlisis.

— Almacenamiento de los resultados: El sistema tendrd que ser capaz de almacenar

y permitir explorar los resultados de los andlisis que el usuario realice.

Los requisitos recogidos se pueden separar en:

* Requisitos de informacién: Son aquellos referidos a la recogida de los distintos

tipos de datos.

* Requisitos de restriccién: Son aquellos referidos, por ejemplo, a las limitacio-

nes del sistema en funcién del tipo de usuario o tipo de datos.

* Requisitos no funcionales: Son aquellos que no hacen referencia a funcionali-

dades del software sino a especificaciones abstractas o de interfaz.

* Requisitos funcionales: Son aquellos referentes a las funcionalidades necesa-

rias de un software.

Requisitos de informacién:

— Usuario: La informacién recogida de cada usuario registrado serd tan solo su
direccién de correo electrénico, para enviar avisos de finalizacién de andlisis,

cambios de contrasefa y demds funcionamientos habituales.
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— Trabajo: La informacién de cada andlisis recogida es la referente a las opciones
del propio andlisis, los datasets que se utilizan, asi como sus archivos de disefio

experimental asociados.

— Datos: La informacién recogida de los datos que se utilizard para cada andlisis

s6lo deben ser accesibles por el usuario que los aporté.

Requisitos de restriccién:

— Resultados confidenciales: El sistema deberd garantizar la confidencialidad tan-

to de los andlisis como de los datasets que se suban a la plataforma.

Requisitos no funcionales:

— Facilidad de uso: 1a experiencia de uso de la aplicacién final deberd ser sencilla,
de tal manera que presente la informacién a la que se trata de acceder de ma-

nera 4gil, asi como de introducir y gestionar los datos de forma sencilla.

— Fiabilidad: El sistema ha de ser fiable principalmente con respecto a los datos

que gestionara.

— Adaptabilidad: El sistema deberd adaptarse a las resoluciones mds comunes

para garantizar la usabilidad.

Requisitos funcionales:

Identificacion de usuario: El sistema deberd ser capaz de identificar el usuario
para la correcta visualizacién de los resultados y datos que se poseen en el

servidor.

— Gestidn de archivos: El sistema deberd ser capaz de permitir la subida de archi-

vos asi como la eliminacién de los mismos.

— Lanzamiento de los andlisis: El sistema deberd ser capaz de permitir lanzar el

metaandlisis funcional a partir de los datos que seleccione el usuario.

— Visualizacion de resultados: El sistema deberd ser capaz de garantizar una cé-

moda y correcta correcta visualizacién de los resultados.

— Descarga de resultados: El sistema deberd permitir la descarga de un resumen

suficiente de los resultados generados del metaandlisis.

[27 ]
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4.1.1.2. Fase de diserio

Durante la fase de diseno se intenta concretar una solucién que permita realizar
los requisitos captados durante la fase de andlisis, tras investigar diferentes alternativas

de disefio la resultante fue la que se explica a continuacidn.

4.1.1.2.1. Diagrama de Clases/Componentes de la aplicacién Web

Figura 6. Diagrama de Clases/Componentes.

[28]
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La Figura 6 muestra el disefio del diagrama de clases de la solucién web. Dado
que el marco de trabajo elegido para el desarrollo es Angular, cada una de nuestras

clases/componentes del modelo estd subdividida en cuatro archivos fuente:

*.component.html: Contiene la vista del componente.

*.component.css: Contiene la hoja de estilos del componente.

— *.component.spec.ts: Contiene los descriptores del componente

*.component.ts: Contiene la légica de negocio del componente.

A continuacidn se explicardn tanto la funcién como los detalles més relevantes

del desarrollo de cada componente de forma individual.

Home:

Es la pdgina de inicio de la aplicacién web, en ella se puede leer la descripcién de
la misma asi como acceder a los distintos apartados a través del siguiente componente.
Menu:

Es el componente encargado de representar y gestionar la barra de acciones de la
aplicacién web, redirigiendo al usuario a la funcionalidad que desee utilizar.

Footer:

Es el componente encargado de representar la barra inferior con los logos y las
disposiciones legales y oportunas.
Documentation:

Es el componente encargado de entregar la informacién del manual de uso al
usuario. En ella se especifican los formatos necesarios para el correcto funcionamiento

de la herramienta.

SignUp:
Es el componente encargado del registro de un usuario nuevo.

[29 ]
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Logln:

Es el componente encargado de validar las credenciales de acceso de un usuario

existente.

File Browser:

Este componente se encarga de la recreacién de un navegador de archivos con-
vencional como los que se pueden ver en cualquier sistema operativo, le permite al
usuario navegar por sus datos como si estuviese trabajando en el de su ordenador.
Estd instanciado en el componente My Data, este hecho, nos permite desacoplar el
desarrollo de la funcionalidad haciendo que cualquier reimplementacién, redisefio o

correcciéon pueda ser llevada a cabo sin intervenir en la estructura de la web.

My Data:

Es el componente encargado de permitir al usuario la gestién de los datos que ha
subido a la pdgina web. Este componente contiene, ademds de las funciones necesarias
para las operaciones de subida, las de renombre y eliminacién de los datos, la cual es

una instancia del componente File Browser.

New Analysis:

Es el componente encargado de obtener los datos oportunos para el correcto lan-
zamiento del andlisis. Es el componente que contiene los primeros detalles relevantes

en su desarrollo.

La Vista estd dividida en dos bloques claros, por un lado los archivos que tiene el
usuario almacenados, y por otro las configuraciones necesarias para el funcionamiento

del metaandlisis.

Al usuario se le piden a lo largo de tres apartados distintos valores para las opcio-

nes de lanzamiento del andlisis.
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En el primero de los apartado se obtiene informacién sobre:

— Si quiere que el metaanilisis siga un modelo de efectos fijos o de efectos alea-

torios.

— Si desea la caracterizacidon funcional de sus resultados basada en GSEA o en

Hipathia.

— El organismo de referencia del que se han obtenido los datos, puesto que la

caracterizacién funcional dependerd de ello.

El segundo apartado de datos le pide al usuario que elija tanto los archivos que
quiere que sean analizados, como sus correspondientes archivos con su disefio experi-
mental. Estos archivos deben contener un listado con los nombres de las muestras en

una columna y el grupo experimental al que pertenecen en la otra.

En la interfaz grafica los archivos que serdn analizados tienen que organizarse de
tal manera que queden en el mismo orden tanto en la columna Expression Files como
en la columna Experimental Design. Esto es muy importante ya que en el orden en el
que se coloquen es en el orden en el que se analizardn durante el pipeline y por tanto,
en caso de que los datos de los nombres de las muestras de los estudios no coincidan
con el nombre de las muestras en el disenio experimental no se le permitird al usuario
elegir el contraste que desear realizar en el andlisis y por tanto no podra lanzar el me-

taanalisis.

Si el usuario ha colocado correctamente los archivos con la matriz de expresién y
su disefio experimental, se pide que elija el contraste asi como que nos informe de que
etiquetas corresponden a cada una de las partes del propio contraste. Por ejemplo si el
usuario desea llevar a cabo un metaandlisis con diferencias de género y en el archivo
con el diseno correspondiente a una de las matrices de expresién tiene identificadas
a cada una de las muestras con cuatro etiquetas posibles referentes a la enfermedad,
Adenocarcinoma_Mujer, Adenocarcinoma_Hombre, Control_Mujer y Control_Hombre,
en su seleccién deberd indicar para cada estudio cudl es Case_Female, Cas_Male, Con-

trol_Female, Control_Male, ya que puede tener distintos nombres en cada diseno.

Una vez que todos los datos estdn correctos, el botén que permite lanzar el
andlisis se habilitard y lanzard una peticién REST para la ejecucién del mismo. Mds

adelante se explicard la AP/ RESTful con detalle.

[ 31]
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My Jobs:

Es el componente en el que el usuario puede gestionar los andlisis que tiene acti-
vos, los que ya finalizaron y ver los resultados de cada uno de ellos. Este componente,
ademds, tiene embebidos varios cada uno perteneciente a un tipo de andlisis de los que
se realizan, todos ellos explicados en detalle a continuacién y que podrian dividirse en
dos tipos de componente distintos, componentes de tipo Gréfico (BoxPlot, PCAPlot,
ClusterPlot, ForestPlot y FunnelPlot) y componente de tipo Tabla (DiffExp Table, GSEA-
1able, Hipathialable y Metalable), con la excepcién del encargado de representar el

metaandlisis que posee ambos tipos de componente.

En la visualizacién del andlisis exploratorio intervienen:

BoxPlot:

Este componente se encarga de la creacién de los gréficos de cajas. Lleva a cabo
una peticién REST por estudio para obtener los datos minimos necesarios para la re-
presentacién de los mismos, recuperando, por tanto la informacién del primer y tercer

cuartil, la mediana asi como los datos correspondientes a los bigotes del grafico.

PCAPlot:

Este componente se encarga de la creacién de los grificos de puntos que re-
presentan las dos primeras componentes principales del andlisis de cada uno de los
estudios por separado. Obtiene los datos a representar a través de una peticién REST

por estudio.

ClusterPlot:

Es el componente encargado de la representacién del andlisis cluster y pide al
servidor a través de otra peticién REST la imagen generada durante el andlisis y la

coloca en la web.

[32]
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En la visualizacién de los resultados del anilisis de expresién diferencial inter-

viene:

DiffExpTable:

Este componente se encarga de la generacién de una tabla que incluye los cin-

cuenta genes con mayor expresion diferencial en cada uno de los estudios y enlaza cada
uno de ellos a través de su ENTREZID, con su descripcién en NCBI.

En la visualizacién de los resultados del enriquecimiento funcional intervienen:

GSEATable:

Es el componente encargado de la realizacién de la tabla que muestra los resul-
tados del andlisis de enriquecimiento funcional basado en GSEA para cada estudio y

enlaza cada término GO con su descripcién en la web de la Gene Ontology.

HipathiaTable:

Es el componente encargado de la realizacién de la tabla que muestra los resul-
tados del andlisis de enriquecimiento funcional basado en Hipathia para cada estudio

y enlaza cada ruta con su descripcién en KEGG.

En la representacién de los resultados del metaanilisis intervienen:

ForestPlot:

Este componente se encarga de la representacién del diagrama de bosque en el
que se representan los valores del Log Odds Ratio y la variabilidad de cada uno de los
términos GO que resultan significativos en el metaandlisis por estudios y su resumen,
asi como el peso que tienen en el resultado del andlisis cada uno de ellos. Los datos

necesarios para su representacion se obtienen mediante una peticién REST a través de

MetaApi.
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FunnelPlot:

Este componente se encarga de la representacién del diagrama de embudo per-
teneciente a cada término GO significativo resultante del metaandlisis. En este tipo
de graficos se enfrenta el Log Odds Ratio de cada estudio frente a su Standard Error asi
como una medida de variabilidad aceptable. Los datos necesarios para su representa-

cién se obtienen mediante una peticién REST a través de MetaAp:i.

MetaTable:

Este componente representa la tabla que contiene los resultados del metaanilisis,
enlaza cada término GO con su descripcién en la Gene Ontology ademds es el compo-
nente encargado de mostrar los grificos de bosque y embudo a peticién del usuario

cuando hace click en el botén de informacién de cada fila.

Ademis de los componentes explicados se ha desarrollado una clase encargada
de la realizacién de las peticiones REST, ApiUtils, que estd representada en el diagrama
en la parte superior derecha (Figura 6). La relacién de uso entre los componentes que
la utilizan y la misma no ha sido representada para una mayor legibilidad del mismo,
ya que, la mayoria de ellos la utilizan. ApiUrils funciona de manera similar a un Daza
Access Object (DAO), los componentes que la utilizan son: My Jobs, los componentes

agregados Graphsy Tables, New Analysis, MyData, SignUp y LogIn.

4.1.1.2.2. Diseno de la base de datos

La eleccién de un diseno no relacional, implementado con MongoDB [9], per-
mite una mayor eficiencia en las peticiones. Dado que la aplicacién final tendrd un
gran nimero de interacciones a través de MezaApi, la API desarrollada para este pro-
yecto, la eleccién de utilizar MySQL habria hecho que la solucién final tuviese un
peor rendimiento y una escalabilidad inferior. Por otro lado como se puede ver en
la representacién grifica de la base de datos, la tablas, aunque tienen alguna relacién

entre ellas, son muy independientes.

El disenio de la base de datos por tanto se basa en tres colecciones, Files, Jobs'y

Users como se muestra en el modelo Entidad-Relacién (Figura 7).

[ 34]
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[ User A
o id integer(10) |J
name integer(10) 1]
1 type integer(10) |
oo updatedAt integer(10) [ 7 0
! createdAt  integer(10) ,
! email integer(10) U '
: password  integer(10) :
I 1
1 '.
J?obs Files
\ _id integer(10) |J | id integer(10) |J
Thuserid Integer(10) Py User_id integer(10)
jobMame integer(10) U fileName integer(10) U
updatedAt integer(10) updatedAt integer(10)
createdAt integer(10) (‘_‘ Jobs Files h createdAt  integer(10)
functionalChar  integer(10) 4—“L£'J°bs—’d integer(10) |§O——F path integer(10)  |J
exprFiles integer(10) I Files_id  integer(10) J type integer(10)
expDesignFiles  integer(10) size integer(10)
L commandLine  integer(10) J L dataTech  integer(10) J

Figura 7. Diagrana del Modelo Entidad-Relacion.

En Files se almacenan las particularidades de los archivos que el usuario ha su-
bido a la plataforma. Es necesario saber si un archivo es una matriz de expresién, un
disefio experimental o una anotacién funcional. Es importante saberlo dado que se

tratan y presentan en la aplicacién de manera distinta.

En Jobs se almacena la informacién referente a los trabajos que lanza cada usua-

rio, con las opciones elegidas, la hora de comienzo y distinta informacién relevante.

En Users se almacena la informacién del usuario, nombre de usuario, contrasena

encriptada, correo electrénico, fecha de registro, tltimo acceso correcto, etc.

4.1.1.2.3. Disefo arquitectédnico

Al tratarse de una aplicacién web con relaciones complejas y que hace uso cons-
tante de los datos almacenados acerca de los resultados y datasets el patrén arquitec-
ténico que mejor se adapta a este propésito es el Patré6n Modelo-Vista-Controlador
(MVCQ). Este patrén separa en tres capas diferenciadas claramente las distintas necesi-

dades de la aplicacién.
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— Modelo: Es la abstraccién que contiene el modelo de dominio de la aplica-

cidn.

— Vista: Es la capa encargada de la representacién de los datos que observa el

usuario, no tiene capacidad de modificacién del modelo, pero si lo observa.

— Controlador: Contiene la légica de negocio de la aplicacién y tiene capacidad

de modificacién del modelo.

La adaptacién del patron MVC para MetaFun puede verse, simplificada, en la

Figura 8 Diagrama Arquitectdénico de la Aplicacién.

Figura 8. Diagrama Arquitecténico de la Aplicacion.

4.2. HERRAMIENTAS Y LIBRERIAS DESARROLLADAS

4.2.1. MEeTAAPI

MetaApi es la API RESTful desarrollada para la comunicacién de la aplicacién
web con el servidor que almacena los datos y ejecuta los andlisis. Estd desarrollada en
Java y haciendo uso de la libreria Jersey, esta solucién permite que sea ampliable muy

facilmente.
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MeraApi estd dividida en tres clases que contienen los métodos referentes a los
usuarios por un lado, los archivos por otro y por dltimo los trabajos que lanzan los

usuarios en la web. Esta divisién se puede observar en la Figura 9.

Figura 9. Diagrama de Clases de MetaApi.

Casi todos los componentes descritos en el apartado 4.1.3 tienen comunicacién
con el servidor a través de este desarrollo gracias a las anotaciones que nos permite

afadir la libreria Jersey para la correcta comunicacién mediante REST.
Las anotaciones ensenciales, son:

@Path: Indica la ruta relativa sobre la que se afiadira la URI para acceder a una

clase 0 método en la peticién.

@GET, @POST, @PUT, @DELETE, @HEAD: Esta anotacién hace referen-

cia a la peticion HTTP que satisface el método.

@Produces: Indica el tipo MIME que devuelve el método.

— @Consumes: Indica el tipo MIME que necesita un método como pardmetro.

[37]
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Users:

Es la clase encargada de la resolucién de las peticiones pertenecientes a los datos
de los usuarios. De su funcionamiento cabe destacar que toda la informacién con-
trovertida estd encriptada haciendo uso del algoritmo irreversible A/D5 [10], el cual
genera un codigo hexadecimal siempre de trenta y dos caracteres independientemente
de la longitud de la palabra introducida. Los métodos desarrollados en esta clase se
centran en la comunicacién con la tabla USERS de la base de datos y de llevar a cabo

las comprobaciones oportunas.

Files:

Se encarga de resolver las peticiones referentes a los archivos que han subido los
usuarios, también se encarga de gestionar los archivos que generan los andlisis en en el

servidor. En esta clase cabe sefalar el mecanismo de subida de archivos.

Cuando un usuario quieres subir un archivo al servidor, esta accién desencadena
varias acciones. Por un lado la web obtiene el archivo gracias a los mecanismos pro-
pios de los webkit, una vez que esto concluye, el archivo se transforma a BASE64, y se
envia a través de una peticién de tipo POST desde ApiUtils hasta el servidor y cuando
llega se vuelve a transformar desde BASEG4 para almacenarlo en la ruta apropiada del

sistema de archivos.

Para la descarga de archivos se hace uso del tipo MIME APPLICATION_OC-
TET_STREAM y por tanto se construye la respuesta a partir de la lectura de los archi-

vos usando un array de tipo byze.

Cuando las peticiones que recibe esta clase son de tipo GET normalmente se
necesita informacién de un archivo, esta informacién es tratada en la propia AP/ para
convertirla a formato /SON y devolvérsela a la aplicacién web para su tratamiento de

cara al usuario.

Jobs:

Se encarga de las peticiones relacionadas con la gestién de la ejecucién de los
andlisis, creacién, eliminacién y lanzamiento de los mismos. Cuando un usuario lanza
un nuevo andlisis, la aplicacién web hace una peticién que contiene los pardmetros
necesarios para la ejecucién del pipeline, y el trabajo comienza su ejecucién en el ser-

vidor.
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4.2.2. MetaFunR

MetaFunR es un derivado del paquete desarrollado por la Unidad de Bioinfor-
matica y Bioestadistica del Centro de Investigacién Principe Felipe para la realizacién
de metaandlisis funcional adaptado a las necesidades de la aplicacién web. Estd desa-

rrollado en R y se puede consultar en https://gitlab.com/metafundev/metafunr.

4.2.3. METAPIPELINE

Es el pipeline que conduce el metaandlisis. Cuando el usuario lanza el metaanali-
sis, el pipeline parsea los argumentos que han sido seleccionados, carga los datos de los

estudios que previamente el usuario habia subido y sigue los siguientes pasos:

1. Realizacién del anilisis exploratorio generando al final de proceso los datos

pertenecientes a los grficos BoxPlot, PCA y Cluster para cada estudio.

2. Realizacién del andlisis de expresién diferencial de los estudios de manera

individual.

3. Realizacién de la caracterizacién funcional elegida por el usuario, GSEA o
Hipathia, segun el organismo de referencia seleccionado, ya sea Humano,

Ratén o Rata.

4. Realizacién del metaandlisis de los resultados obtenidos a partir de la carac-
terizacién funcional de los estudios y generacién de los datos referentes a los

diagramas de bosque y de embudo.

El cédigo de MetaPipeline se puede encontrar en https://gitlab.com/metafun-

dev/metafunpipeline/blob/master/metapipe.r.

Durante el transcurso del pipeline se generan dos tipos de archivos. Por un lado
estdn los que almacenan la informacién de los resultados de cada uno de los pasos an-
teriores, por otro lado también se generan archivos que reducen los accesos a la base de
datos. Por ejemplo los cdlculos necesarios para la realizacién de los distintos diagramas
se realizan durante el pipeline, ya que como estd desarrollado en R nos permite llevar
a cabo de manera muy sencilla operaciones sobre todos los elementos de las matrices

de resultados a la vez. Esto se puede observar claramente durante el cdlculo de los

[39]
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intervalos de confianza de cada estudio utilizados en los diagramas de bosque, este
intervalo de confianza se calcula en funcién del valor del Log Odds Ratio, del limite de
significacién utilizado y del error estindar de cada estudio para cada término GO que

ha resultado significativo.

De manera similar ocurre con los diagramas de embudo, en los cuales el embudo
se dibuja a partir una recta cuya ecuacién es y = +1.96*SE + LOR [11] y que puede ser
resumida en solo tres puntos, siendo en el eje horizontal los valores inferior y superior
del intervalo calculado, y el centro el valor del LOR resumen del término, y en el eje Y

el menor valor en los extremos y 0 en el centro.

Sin embargo, cuando estamos tratando con diagramas como los de caja, que tie-
nen muchos valores por cada muestra del estudio a representar, para evitar la ralentiza-
cién de la web, toda esta informacidn se resume en los elementos bésicos del diagrama,

es decir, primer y tercer cuartil, mediana y los valores de los bigotes.

4.3. HERRAMIENTAS Y LIBRERIAS EXTERNAS

El desarrollo de este tipo de herramientas web hace necesario el uso de tecnolo-

gias de terceros, las mds importantes se comentan en este apartado.

4.3.1. ANGULAR

Angular es una plataforma y marco de trabajo o Framework para el desa-

rrollo de aplicaciones web basadas en HTML y TypeScript.

Una aplicacién desarrollada con este framework estd basada en lo que denomina
componentes, estos componentes definen las vistas, que son conjuntos de elementos
entre los que Angular puede elegir y modificar de acuerdo a la 16gica de negocio y
los datos. Ademds los componentes utilizan servicios que proveen de funcionalidades
especificas que no estdn relacionadas directamente con las vistas, por tanto, se puede
decir, que un componente, no es mds que una clase simple que implementa el patrén
Decorator y que informa a Angular de cémo han de ser tratados en ejecucién. Si son
vistas, nos permitirdn modificar el cédigo H7ML después de que haya sido renderiza-

do para mostrarse. [12]
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4.3.2. TyPESCRIPT

TypeScript [13] es un lenguaje de programacién de cédigo libre desarro-

T

cript, al que le anade tipados estdticos, y orientacién a objetos [10].

llado por microsoft. Fundamentalmente es un superconjunto de JavaS-

TypeScript ha sido utilizado como lenguaje para el desarrollo de las funcionali-
dades en MetaFun.

( 4.3.3. Java
&,
<

Lenguaje multiplataforma por excelencia, Java [14] es un lenguaje com-
pilado que se ejecuta sobre una mdquina virtual, lo que hace que los de-
sarrollos en este lenguaje sean ejecutables en cualquier sistema operativo

que ejecute una maquina virtual Java.

Java se ha utilizado en el desarrollo de MetaApi.

o Jersey 4.3.4. JERSEY

RESTful Web Services in Java. o .
VTR SeNIees Y8 Jersey [15] es una librerfa que nos permite desarrollar ser-

vicios web RESTful mediante su implementacién de JAX-
RS. Nos proporciona las herramientas bdsicas para construir nuestros servicios REST'

(POST, GET, PUT y DELETE) de manera cémoda y sencilla.

Jersey ha sido utilizado para el desarrollo de MezaApi.

4.3.5. R

R R [16] es el lenguaje y entorno para computacién estadistica por

antonomasia, nos permite tratar nuestros datos de manera matricial,

facilitandonos el manejo tanto de nuestros voluminosos datos como de
sus metadatos [13]. R ha sido utilizado para el desarrollo de MeraFunR y de MetaPi-
peline.

m 4.3.6. ProT.LY

Plot.ly [17] es una libreria multiplataforma basada en D3, que permite
plotly

la creacién de graficos interactivos y exportables. La version utilizada de

(41
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la libreria ha sido la realizada para JavaScripr que es compatible con el desarrollo de
MetaFun dado que, como se ha mencionado anteriormente, ZjpeScript es un super-

conjunto de JavaScript.

Plot.ly ha sido utilizado para generacién de los graficos de tipo caja, diagrama de

puntos para la representacién de los resultados del PCA, gréficos de bosque y grificos

de embudo.



5.

RESULTADOS

En este apartado se lleva a cabo un andlisis completo que cubre el registro inicial
en la web, la subida de datos, la ejecucién de andlisis y la obtencién de resultados, mos-
trando las diferentes opciones de la web y de su funcionamiento. Durante el apartado
5.4 y sucesivos, las explicaciones se llevan a cabo siguiendo un ejemplo de metaandlisis
de tres estudios con resultados conocidos. Es con este conjunto de datos, entre otros,
con el que se han llevado a cabo las pruebas pertinentes para asegurar que los andlisis

s€ realizan correctamente.

Todo el cédigo desarrollado durante este trabajo se puede encontrar en hteps://

gitlab.com/metafundev.

En estas pruebas se lleva a cabo un estudio de diferencias de sexo en adenocar-

cinoma de pulmén. Los datos de los estudios utilizados se pueden encontrar en GEO

con identificador GSE19188, GSE75037 y GSE10072.

5.1. PANTALLA DE INICIO

En la pantalla de inicio (Figura 10) se puede leer una breve descripcién de las
funcionalidades de la web asi como proceder o bien al registro, a la autentificaciéon del

usuario o a la documentacién.
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o MetaFun

METRFUN

OF FUNCTIONAL PROFILES

MetaFun is a web tool for the integration and functional characterization
of omic studies with meta-analysis kechniques

NewAnalysis  MyJobs Login  signup @

o

META-ANALYSIS

MetaFun v0.1

Created by
Centro de Investigacién Principe Felipe (CIPF), Valencia, Spain
2019

Figura 10. Pdgina de Inicio.

Para llevar a cabo un andlisis el usuario tiene que estar registrado en la web, para

ello deben dirigirse a la opcién Sign Up si es que no tiene cuenta o a Log In para au-

tenticarse.

5.2. REGISTRO Y AUTENTIFICACION

Apartado para la creacién
de un nuevo usuario en la he-
rramienta web (Figura 11). Los
datos necesarios para el correcto
registro en el servicio son: nom-
bre de usuario, correo electréni-

co y contrasena deseada.

Para la validacién de las
credenciales de acceso es nece-
sario credenciales (Figura 12) el
correo electrénico y la contrase-

na correcta.

[—

,,,,,,,,,,,

= MetaFun

LLLLL

Figura 12. Pdgina de Acceso.
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5.3. PAGINA DE USUARIO

Para que el usuario sea capaz de realizar los metaandlisis en MetaFun, es necesario
que tengan los datos de los estudios a analizar almacenados en su usuario (Figura 13).
Por tanto es necesario que haya un apartado en la que puedan realizar las operaciones
de subida, eliminado, renombrado y modificacién de los datos. Se ofrece también un

navegador de archivos para que el manejo de los mismos sea lo mds intuitivo posible.

Cuando un usuario nuevo entra en este apartado tendrd que anadir los datasets
que quiere analizar, y también sus disenos experimentales, para ello debera hacer click
en Upload Data, esta accién hard aparecer una ventana emergente donde se encuen-

tran las opciones de subida.

o MetaFun

MetaUser MyFiles My JobsInfo

Account Settings

< files/Adenocarcinoma/gse19188.csv

Log Out
Account Information m

Change Password
Change eMail

gse10072.csv gset9188.c5v gse32863.csv gses34s9.csv gse7s03.csv gses1089.csv

Delete Information Name: gse19188.csv
Delete All Files
Delete All Jobs Size: 21MB

Delete Account

gsen73a0.csv gseTCGA hipa.. Experimenta. Technology: MicroArray

You have uploaded 387.1
in files

MBin fil

T
UPLOAD FILES

Folder Name ADD FOLDER

Figura 13. Pdgina de Usuario.

Una vez tenemos los archivos en el servidor el usuario serd capaz de seleccionar-

los en el siguiente apartado.
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5.4. CREACION DE LOS ANALISIS

Cuando los usuarios ya tienen sus datos subidos a nuestro servidor, tendrdn que
elegir las diferentes configuraciones (Figura 14) del metaanilisis que quieren realizar.
Tendrdn que elegir el método de metaanilisis, si quieren utilizar un modelo de efecto
fijo o aleatorio, si quieren realizar la caracterizacién funcional mediante GSEA o me-
diante Hipathia, y por tltimo, si los datos con los que se llevard a cabo el metaanilisis

son de Humano, Ratén o Rata.

En nuestro caso ejemplo seleccionaremos Random Effect Model, GSEA y Homo
Sapiens.

Meta-Analisys Options

Meta-Analisys Method Functional Caracterization

@ Random effect model ® cGseEA ® Homo Sapiens
O Fixed Effect model O Hiapthia O Mus Musculus

QO Rattus Norvegicus

Figura 14. Seleccion de Opciones del Metaandlisis.

Después de seleccionar la opciones del metaandlisis tendrdn que decidir cudles
son los estudios que estardn implicados. La experiencia de usuario elegida para esta
tarea se basa en el arrastre de los estudios (Figura 15) a sus apartados correspondien-
tes, en caso de ser los ficheros de expresién irdn en el primer cajén y en caso de ser un
fichero con el disefo experimental del estudio en el segundo. Ademads, tendrin que
ordenarlos de tal manera que cada uno de los estudios quede alineado con su corres-

pondiente disefio experimental (Figura 16).

gse10072.c5v i1} Data Selection

gersmsdestse |5 Expression Files Experimental Design
gse75037des.tsv E Drag here your studies Drag here the experimental design for each study

gse75037.csv m

s

Figura 15. Seleccion de Estudios para el Metaanilisis.

146 |



METAFUN: METAANALISIS DE CARACTERIZACION FUNCIONAL

Data Selection

Expression Files Experimental Design
gse19188.csv m gse19188des_sextsv
gseTS037.cov o gse75037des_sex.tsv

gse10072.csv gse10072des_sextsv

Figura 16. Estudios Seleccionados Ordenados.

Una vez los estudios estdn correctamente relacionados, se permitird la opcién de
elegir el contraste que quieren llevar a cabo con los datos y seleccionar qué etiqueta
se corresponde con la del contraste (Figura 17). Actualmente en MetaFun es posible
realizar metaandlisis centrados tanto en un contraste Caso-Control asi como en un
contraste de diferencias de sexo [(Mujeres Enfermas - Mujeres Control) - (Hombres

Enfermos - Hombres Control)].

Cuando todos estos detalles han sido cumplimentados, solo tienen que elegir el

nombre que tendrd el estudio y lanzar el trabajo.

En este apartado tendremos que seleccionar Adenocarcinoma_Female como mu-
jer enferma, Control_Female como mujer sana, Adenocarcinoma_Male para hombre

enfermo, y Control_Male para hombre sano.

(Case Female - Control Female) - (Case Male - Control Male)

CsV File Case Female Control Female Case Male Control Male

gs5e19188.¢5v Adenocarcinoma_Female v Control_Female ¥ Adenocarcinema_Male v Control_Male
gse75037.csv Adenocarcinoma_Female v Control_Female *  Adenocarcinoma_Male ¥ Control_Male

gse10072.csv Adenocarcinoma_Female v Control_Female v Adenocarcinoma_Male v control_Male

Figura 17. Opciones de Contraste de Variables.



PABLO MALMIERCA MERLO

5.5. RESULTADOS

Cuando la ejecucién del metaandlisis ha concluido, el usuario podrd acceder a
los mismos de manera interactiva a través de la pestafia “My Jobs”. En este apartado

tendrd que seleccionar entre sus trabajos finalizados cual de ellos es el que quiere ver.

Cuando ha seleccionado uno de sus andlisis podrd ver los resultados del andlisis
exploratorio, expresién diferencial, enriquecimiento funcional y los resultados finales
del metaandlisis asi como un resumen de las opciones de lanzamiento del anilisis, y un

resumen cuantitativo del los resultados.

5.5.1. RESUMEN DEL ANALISIS

En este apartado se resumen descriptiva y cuantitativamente las caracteristicas
del andlisis (Figura 18). Se pueden ver las opciones seleccionadas para lanzar el metaa-
nalisis, el nimero de muestras de cada condicién por estudio, y en total, las estadisticas
referentes al nimero de genes y/o funciones significativas en los andlisis de expresién

diferencial, enriquecimiento funcional y el propio metaandlisis.

NUeVO analisis Results Analysis Summary  Exploratory Analysis  Differential Expression ~ GSEA  Meta-Analysis

Analysis Summary

Job Options

Name Contrast Effect Model Functional Profiling Reference Organism

Nuevo_analisis (ME-MS)-(HE-HS) Random Effect Model GSEA Homo Sapiens

Samples Description

Study Name Female Control Female SDA Male Control Male SDA Total
allEntrez_59206 3 3 8 8 22
allEntrez_52553 9 9 12 12 42
allEntrez_49376 9 7 16 16 48

allEntrez_44456 6 6 13 14 39

Differential Expression Summar

Study Name Total.genes sigTotal sigup sig.DOWN
allEntrez_59206 21627 0 0 0

allEntrez 52553 22017 0 o o

Figura 18. Resumen Cuantitativo del Andlisis.
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5.5.2. ANAL1sIS EXPLORATORIO

En este apartado se pueden ver los resultados del andlisis preliminar de los datos

de cada estudio analizados por separado (Figura 19) para comprobar su variabilidad y

la agrupacién de muestras.

SexDiff Adeno Results Analysissummary  Exploratory Analysis  Differential Expression  GSEA  Meta-Analysis

gse75037

Box Plot PCA Plot

Case Female
Control Female
Case Male
Control Male

—— Case Female .
~— Control Female 20 . . .
—— Case Male o |®

—— Control Male 10

pC2

Figura 19. Andlisis Exploratorio por Estudio.

5.5.2.1. Boxplots

Estos boxplots (Figura 20) son interactivos se puede ver cada una de las muestras
de manera individual o por grupos, ademds se ha anadido una linea que une todas
las medianas, para poder observar mejor la variabilidad de las muestras entre ellas.
También pasando el ratén por encima de cada muestra aparecen los valores referentes

a ella.
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Meta-Analysis Example Results Explorstory Analysis  Differen

Box Plots

gse19188 95675037

gse10072

Figura 20. Andlisis Exploratorio (Boxplots).

5.5.2.2. PCA

Los gréficos correspondientes al anilisis de componentes principales (Figura 21)
también son interactivos, pudiendo hacerse zoom vy aislar las muestras. Igualmente si

el puntero del ratén pasa por encima de una de las muestras, aparecerd la informacién
relativa a dicha muestra.

Meta-Analysis Example Results cporatory Anslyss  Differe GSEA Meto-Anatsis

PCA Plots

gse19183 5675037

° o
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5.5.2.3. Andlisis cluster

En este apartado se pueden ver las graficas generadas durante la ejecucién del
pipeline (Figura 22) que representan la separacion de las muestras de forma distinta al
apartado anterior para confirmar la presencia de muestras con comportamiento anéma-

lo y verificar la distribucién de las muestras en los clusters, y actuar en consideracién.

Meta-Analysis Example Results Exploratory Analysis  Differential Expression  GSEA  Meta-Analysis

Cluster Plots

gse19188 gse75037

———
o

B
iesl

ase10072

——

g
=

Figura 22. Andlisis Exploratorio (Cluster Plots).

I

5.5.2.4. Comentarios sobre el andlisis exploratorio de los estudios

A partir de los resultados del ana- gsetotss
lisis exploratorio se puede ver gracias a ) . .
la representacién de las muestras en los S o, 4 ':: . o
boxplot cémo los estudios GSE19188 “%2’ + S e,
y GSE10072 estin desbalanceados en ) L Y S
cuanto a numero de hombres y muje- @
res en los estudios. También se ve como T P

el estudio GSE10072 tiene una mayor Figura 23. PCA Estudio GSE19188.
dispersion en los datos (Figura 20).

A partir de los graficos PCA y del andlisis cluster se puede ver que las muestras
GSM475706'y GSM475780 del estudio GSE19188 (Figura 23) se han agrupado con
los controles habiendo sido etiquetadas como casos. Esto se puede ver en las Figuras
24 y 25, que muestran un zoom de la Figura 23 en las que se destacan las muestras
anteriores. Este hecho podria deberse a un error de etiquetado, pero también podrian

ser datos vélidos. Para este ejemplo de metaandlisis, no se han eliminado.
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gse19188 gse19188
“10 ® -10 ° [ J . L ®
Figura 24. Muestra GSM475706 Estudio  Figura 25. Muestra GSM 475780 Estudio
GSE19188. GSE19188.

5.5.3. EXPRESION DIFERENCIAL

En este apartado se pueden ver los cincuenta mejores resultados de la expresiéon
diferencial (Figura 26) de cada uno de los estudios por separado asi como ver el gen a
partir de su identificador ENTREZ en NCBI. Si el usuario desea todos los resultados

podrd descargar el fichero que contiene todos los datos en formato CSV.

MyData  NewAnabsis  Mylobs pols @

 MetaFun

Differentiol Expression  GSEA  Meta-Analysis

My Jobs Adenocarcinoma_SexDif Results Exploratory Analyss
Job Name status
TodoTry 0 Q = sets1an
CasecontTry o
gse75037
Adenocarcinoma_SexDif o0 . . . gse10072
Differential Expression from gse19188

Entrez 1D Gene Name togrc Pualue Adjusted P value

0.653 3746 33157e4 9.9999¢1

mily 37 member 4 0478 3655 4.5090e4 9.9999¢1

in associated protein 4-1 0836 3.497 7.6095e-4 9.9999¢1

256764 WD repeat domain 72 o051 3412 8.2567e 5.999901

106 myosin light chain 124, 0530 3432 5.397601 5.9999¢1

410101927268 0322 3.429 9.48658-4 9.9999e-1

53 sortilin related receptor 1 0924 3364 116853 9.9999e-1
DNA cross link repair 14 0,653 3356 119813 9.9999¢-1

nebulin 0.693 3341 1.258403 9.9999e-1

DN polymerase delta 2, accessory subunit

Figura 26. Resultados, Expresion diferencial.

5.5.3.1. Comentarios sobre el andlisis de expresion diferencial de los estudios

Repasando los p-valores ajustados se puede ver que no hay ningtin gen que resul-
te significativo en ninguno de los estudios. Este es uno de los casos en los que la carac-
terizacion funcional nos permitird enriquecer nuestros resultados para poder obtener

después conclusiones a partir de la funcién que desarrolla el gen en la célula.
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5.5.4. ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL

En este apartado se pueden ver los mejores resultados del enriquecimiento fun-
cional (Figura 27) de cada uno de los estudios por separado asi como ver la informa-
cidn relevante a partir del identificador del término GO en la web QuickGO del Insti-

tuto Europeo de Bioinformdtica (EBI). Si el usuario desea todos los resultados podrd

descargar el fichero que contiene todos los datos en formato CSV.

]

o MetaFun MyData  NewAnalysis  MyJobs  User

My Jobs

Adenocarcinoma_SexDif Results Exploratory Analysis  Differential Expression  GSEA  Meta-Analysis

Working Q = asersost

Finished
Gene Set Analysis from gse75037

com GOTerm Lor pualue Adjusted P value N
0.656 1.9796e-16 23331612 170
2188 67228016 73578012 26

1925 12082015 es1sdei2

77777

1436 53393¢9 1669665 16

-0.787 6.6000¢-8 1674604 53

1422 6885568 167460 7

-1540 1483866 3247903 1

-1.410 3892166 7745003 3

1116 45158e-6 8237203 2

Figura 27. Resultados, Enriquecimiento Funcional.

5.5.4.1. Comentarios sobre el andlisis de enriquecimiento funcional

Teniendo en cuenta el desbalanceo de muestras en los estudios comentado du-
rante el andlisis exploratorio, cabe esperar un sesgo que conduce a las funciones direc-
tamente relacionadas con el cdncer, es el caso por ejemplo del término GO:0003341
(cilium movement) que aparece en dos de los tres estudios con un Log Odds Ratio
importante y un p-valor ajustado muy bajo. Este término es relevante dado que se
ha demostrado que los cilios forman parte de un centro de transduccién crucial que
involucra vias de senalizacion relevantes para el desarrollo y las enfermedades como el

cancer (Higgins, Obaidi & McMorrow, 2019) [18].
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5.5.4. METAANALISIS

En este apartado el usuario podrd ver los resultados finales a nivel de funcién

genérica asi como comprobar lo relevante que es cada estudio en el metaandlisis gracias

a los gréficos de bosque y embudo (Figura 26).

 MetaFun MyDsta  NewAnalsis  Mylobs User @

My Jobs Adenocarcinoma_SexDif Results Exploratory Analysis  Differential Expression  GSEA  Meta-Analysis

Job Name Status

maCase-Control  Working Meta-Analysis Results

PO e G0 Term Name Summary LOR value Rdiusted P valve Confidence ntorust
60:0001570 vasculogenesis 3.13001 0.0000e+0 1.8000e2 [0.67,-0.16] (]

G0:0001938 positive regulation of endothelial cell proliFeration -2.8200e1 0.0000e40 1300002 [0.416, 0.148) [ ]

-8.3700e-1 0.0000e+0 2900002 1265, -0.01] X

G0:0002227

G0:0002227 G0:0002227

gse10072 4.—| 043
1

gse75037 —_—

gse19188 _— 100114, 0501

Lag 0dd Ratio (LOR)

60:0006325 chromatin organization 2200061 0.0000e+0 5.0000e3 [0.321,0.119 [ ]

60:0006334 niidleasome assesmbly 3.8400e1 0.0000¢+0 0.00002+0 [0.504, 0265 (]

Figura 28. Resultados, Metaanilisis.

5.5.4.1. Comentarios sobre los resultados del metaandlisis

En el metaanilisis se observan funciones que indican un mayor crecimiento ce-
lular en hombres, por ejemplo, el término GO:0006335 (DNA replication-dependent
nucleosome assembly) tiene un Log Odds Ratio de 0.409 y un p-valor ajustado de 0.034.
Se puede decir que esta funcidn estd sobrerrepresentada en hombres ya que la com-
paracién que se realiza es [(Mujeres Enfermas - Mujeres Sanas) - (Hombres Enfermos
- Hombres Sanos)], y por tanto todos los Log Odds Ratio positivos hardn referencia a
mujeres y los Log Odds Ratio negativos hardn referencia a una mayor expresion de la

funcién en hombres.

Este resultado es interesante, ya que esta es una de las funciones relacionadas con
el crecimiento celular lo cual ha sido previamente destacado (Pérez Diez, 1. 2019) [19]

por su sobrerrepresentacién en hombres en adenocarcinoma de pulmén.

No obstante, estos resultados podrian ser un artefacto ya que, como se ha co-

mentado a lo largo del trabajo, la seleccién de los estudios con los que se realice un
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metaandlisis ha de cumplir unos requisitos estrictos de homogeneidad en lo que a
tamafo muestral se refiere. En el caso de ejemplo, como se ha comentado durante la
explicacién del andlisis exploratorio, los estudios escogidos no estdn balanceados en
términos de sexo, y por tanto las funciones sobrerrepresentadas en hombres podrian

estar sesgando los resultados.






6.

CONCLUSIONES

A partir del proceso de desarrollo expuesto a lo largo de esta memoria se puede con-

cluir que:

1. El objetivo principal, consistente en el desarrollo de una herramienta web
accesible y enfocada en el metaanilisis de datos 6micos desde un enfoque

funcional, ha sido cumplido.

2. Lagestién de la informacién de los usuarios es confidencial, la comunicacién

cliente-servidor es segura.

3. Se resume eficientemente la informacién proporcionada por el pipeline desa-

rrollado para la realizacién del metaandlisis, y esta es ademds, descargable en

formato CSV
4. La arquitectura web es robusta y escalable.

5. Aunque la carga de la informacién es aceptablemente fluida, es posible mejo-

rar este apartado y ya se estd trabajando en ello.

6. El funcionamiento actual del apartado de manejo de datos es sencillo y co-
rrecto, aunque se estd refinando para una mejor integracion en el disefio final

de la aplicacién web.
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6.1. LINEAS FUTURAS DE TRABAJO

Como se ha comentado durante las conclusiones, ya se estd trabajando en la me-
jora de ciertos aspectos de la web. Sin embargo hay proyectadas varias funcionalidades

que serdn anadidas en cuanto sea posible.
Algunas de ellas son:

— Habilitacién de un usuario anénimo para la realizacién de metaandlisis que

no requieran mucho tiempo de cémputo.

— Interoperabilidad con repositorios de datos publicos, como GEO o ArrayEx-

press para que el usuario no tenga que subir los datos de todos los estudios.

Desarrollo de un apartado para la visualizacién completa de los datos a partir

de los resultados completos.

Generacién de informes HTML a partir de los resultados completos.

Posibilidad de incluir anotaciones funcionales (informacién gen-funcién o
cualquier otro elemento biolégico) que el propio usuario pueda generar. De
esta forma, la potencialidad de la herramienta se ampliard a otras 6micas (Pro-

tedmica, Metabolémica...).

Desarrollo de un apartado que permita generar los archivos de disefio experi-

mental desde la propia web.
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