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@Resumen:

Sistema y método de detecciéon de variantes
genéticas estructurales.

Método, sistema y programa de ordenador para la
deteccion de variantes estructurales, que permite su
aplicacién en distintos escenarios incluida la
secuenciacion dirigida empleando métodos de
captura (incluyendo exomas o paneles). La invencion
puede implementarse mediante hilos paralelos y
facilita un buen rendimiento independiente del tamafio
de la region de interés o la cantidad de resultados. El
método comprende caracterizar (230) cada muestra
determinando un género en funcién de una cobertura
cromosémica diferencial; calcular una covariabilidad
experimental a través de una o méas matrices de
correlaciones; seleccionar (406) al menos una
estructura de control mediante clusterizacion (404)
iterativa; establecer (213) unos puntos de trabajo en
funcion de unas variaciones respecto a las estructuras
de control; y detectar (240) las variantes genéticas
estructurales en los puntos de trabajo determinados.
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DESCRIPCION

Sistema y método de deteccion de variantes genéticas estructurales.

Objeto de la invencidn

La presente invencion se refiere al sector sanitario y biotecnoldgico, y mas concretamente, a
un meétodo y sistema para la deteccion, evaluacion y exploracion de variantes genéticas

estructurales.

Antecedentes de la invencion

La informaciéon genética esta codificada como una sucesion de nucledtidos. EI genoma
contiene genes que codifican proteinas especificas y regula distintas funciones del
organismo. La informacién genética es especifica de cada organismo, de modo que las
distintas variaciones condicionan las diferentes condiciones fisioldgicas del mismo. Mdltiples
enfermedades estan asociadas a variantes genéticas con efectos deletéreos o mutaciones.
Si bien muchas variantes consisten en alteraciones de unos pocos nucleétidos otras
involucran rangos que pueden ir de decenas a miles de estos, ya sea en forma de inversion
de secuencias, reubicacion en posiciones diferentes, supresion o duplicacion de las mismas.
A las variantes que involucran un numero elevado de posiciones se las denomina variantes
estructurales y en particular, cuando suponen un aumento o disminucién del numero de
copias de una determinada secuencia, se denominan variantes de numero de copias (CNV,
del inglés ‘copy number variants’). Puesto que dichas variantes estructurales se han descrito
frecuentemente asociadas a consecuencias adversas para la salud, resulta critico

desarrollar técnicas para su deteccion y analisis.

Desde la aparicion del método de secuenciacion Sanger en 1977, los cientificos tuvieron la
capacidad de secuenciar acidos nucleicos de manera reproducible y fiable. Una década
después Applied Biosystems introdujo el AB370, primer instrumento automatico de
secuenciacion basado en la electroforesis capilar que se convirtié en la principal herramienta
para completar el proyecto del genoma Humano, la obtencion de una secuencia genética
consenso para el homo Sapiens. Desde esta primera etapa en el siglo XXI han emergido

nuevas tecnologias de secuenciacion (NGS, del inglés 'next generation sequencing') que
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han alcanzado la potencia necesaria para secuenciar rapidamente cantidades inmensas de
secuencias geneticas a bajo coste realizando para ello millones de reacciones de
secuenciacion en paralelo al mismo tiempo. Debido al elevado volumen de informacion
generado por los métodos NGS, actualmente la mayor complejidad se ha desplazado desde

los procesos de secuenciacion a los procesos de analisis mediante computadoras.

Los métodos NGS actualmente afianzados en el mercado, incluyendo la tecnologia lider,
lllumina, requieren de una preparacion de muestras que comprende la amplificacidon
(obtencién de secuencias clonicas a las de la muestra original) y fragmentacion, para asi
disponer de una coleccion de secuencias, relativamente cortas, que cubren las secuencias
originales y que se secuenciaran en paralelo en el instrumento NGS. Una vez resueltos los
nucleotidos de cada fragmento (o de una parte de los mismos), se dispone de un conjunto
de lecturas (también denominadas habitualmente por su nombre en inglés ‘reads’) que
proveen la informacion de la secuencia de un tramo del material genético de la muestra de
partida. En el caso de que la secuenciacion provea pares lecturas que resuelvan cada uno
de los extremos de un fragmento (pudiendo quedar la parte central sin secuenciar) se habla
de secuenciacion de pares de extremos (también denominada habitualmente por su nombre
en inglés ‘pair-end’). Un nucledtido en la posicion p de la secuencia de referencia habra sido
secuenciado por todas aquellas lecturas que cubran dicha posicion p. Se dice entonces que
p tiene una cobertura X igual al numero de veces que ha sido leida o equivalentemente el

numero de lecturas que la cubren.

La secuenciacién puede dirigirse a toda la muestra o limitarse a determinado material
genético de la misma. La seleccion del material genético puede realizarse mediante la
amplificacion selectiva de regiones genéticas de interés (“amplicones”) o bien recuperando
fragmentos del material de partida que contienen secuencias especificas (“técnicas de
captura”). Tanto la secuenciacion de exomas (WES, del inglés ‘Whole Exome Sequencing’)
como los paneles son aplicaciones de la secuenciacion selectiva. La secuenciacion de
genomas (WGS, del inglés ‘Whole Genome Sequencing’ es un caso de secuenciacién no

selectiva.

Dada la prevalencia de las técnicas NGS en el ambito industrial y clinico, a la par de la

importancia que cobra la determinacion de variantes estructurales, en los ultimos afios se
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han desarrollado distintos métodos para dicha determinacién a partir de las lecturas
producto de la secuenciaciéon NGS. Los distintos enfoques pueden resumirse en cuatro
categorias principales, incluyéndose asimismo combinaciones de las mismas. Todas ellas
requieren un proceso de alineamiento de los reads contra una secuencia consenso
conocida, asociada al material genético original, con el fin de conocer qué parte de la
secuencia original esta cubriendo cada read (p.e. el consenso puede ser la secuencia de
referencia del genoma humano). Los métodos de la primera categoria (denominados
habitualmente por su nombre en inglés ‘read-pair’) analizan la orientacion y distancia entre
las dos secuencias laterales de un fragmento (trabajan sobre secuenciacién ‘pair-end’). La
segunda categoria agrupa métodos (denominados habitualmente por su nombre en inglés
‘split-read”) que examinan lecturas que contienen secuencias que no se dan en la secuencia
de referencia directamente sino que son combinaciones de secuencias distantes. El tercer
grupo de métodos (denominados habitualmente por su nombre en inglés ‘read count’) lo
componen aquellos que comparan el numero de reads que cubren determinada region de la
secuencia consenso en relacion a otras areas en condiciones analogas (de la misma
muestra o de otras muestras control) para detectar regiones diferenciales asociadas a una
variacion relativa en la cantidad del material de partida (p.ej. existencia de deleciones que
incluyan dichas secuencias) o variaciones en la propia secuencia de la muestra en dichas
posiciones haciendo imposible encontrar una correspondencia con la referencia. Finalmente
otros métodos tratan de reconstruir a partir de las lecturas la secuencia completa (no
fragmentada) de partida para posteriormente compararla con la secuencia de referencia

detectando asi variaciones estructurales.

El enfoque tradicional para identificar variantes estructurales emplea técnicas citogenéticas
como cariotipado o fluorescencia hibridacién in situ (FISH, del inglés “fluorescence in situ
hibridation”). En 2003 aparecen los arrays de comparacion de hibridacion genémica (CGH,
del inglés “comparative genomic hybridation”) y las metodologias de arrays de polimorfismo
de nucledtido-unico (SNPs arrays, del inglés “single-nucleotide polymorphism arrays”). Con
el asentamiento de la tecnologia NGS las distintas estrategias de deteccion han permitido
superar algunas limitaciones. Se parte de datos orientados a un uso mas general y se
alcanza una mayor resolucion, precision y capacidad para detectar nuevas variantes
estructurales. A pesar de los avances, los resultados obtenidos con los distintos métodos
siguen variando y resultando poco fiables, por lo que no existe un estandar universal, o una

solucion satisfactoria o conjunto de herramientas de uso generalizado.
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La secuenciacion dirigida se ha asentado como manera coste-efectiva para interrogar
regiones de interés de un conjunto grande de muestras, especialmente en la practica clinica
para el estudio de paneles de genes relacionados con enfermedades bajo evaluacion.
Aunque la secuenciacion de paneles de genes hoy en dia aporta la mayoria de los estudios
realizados, mayormente en la practica clinica, practicamente la totalidad de las propuestas
de analisis de variantes estructurales para NGS no soportan este tipo de disefo para el
analisis. Asimismo, el reducido tamafo, la dispersion y naturaleza discontinua de las
regiones de interés para la secuenciacion dirigida impone muchas dificultades para aplicar

los métodos de deteccion de variantes estructurales sobre los datos.

Los métodos basados en pair-end o Split-read son incapaces de detectar variantes
estructurales en el contexto de secuenciacién dirigida salvo que las regiones limitrofes a los
extremos de las variantes estructurales estén cubiertas por zonas de interés, lo cual resulta
poco habitual. La discontinuidad de las regiones de interés también hace que los métodos
basados en ensamblado no funcionen. En este contexto, los enfoques basados en read-
count o coberturas, o una combinacion con otros, son los mas adecuados hasta la fecha.
Aun asi, incluso los métodos basados en read-count tienen dificultades cuando no han sido
disefiados especificamente para contemplar esta realidad discontinua, ya que aquellos que
se han implementado para secuenciacion de genoma completo asumen condiciones como
la distribucion normal de la cobertura o la continuidad del espacio de busqueda que no son

ciertas en secuenciacion dirigida.

Los pocos métodos existentes aplicables al contexto de la secuenciacion dirigida no tienen
una alta precision, necesitando en la practica que uno o varios exones se vean afectados
por completo. Tanto la tasa de falsos positivos como negativos es elevada y sin posibilidad
de interpretacion de los resultados, por lo que no es posible el control en profundidad de los
especialistas para la mejora de los resultados. Algunas de las caracteristicas que

contribuyen a esta realidad son:

- La seleccion de modelos matematicos para las sefales de los datos poco
ajustados resultado del desconocimiento de las variables implicadas en las
sefiales respuesta analizadas (sea read-count, cobertura u otras) y fruto también
de la simplificacién de la informacién en parte al no considerar informacion

relativa la preparacion y el contexto biolégico.
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Las metodologia para la seleccién de controles de cara a modelar las sefales,
estan orientadas a datos de secuenciacion de genoma completo o exoma pero no
de paneles. Incluso en las condiciones ideales, los métodos de seleccién y los
modelos no contemplan las variables necesarias, como por ejemplo los efectos
de la fragmentacion de las muestras o las caracteristicas de las regiones
bioldgicas.

Las regiones con alta homologia, pseudogenes y el efecto de variantes genéticas
especialmente en dichas regiones genera asignaciones incorrectas sistematicas
de reads a regiones cromosomicas, que se traducen en alteraciones en la sefal
en forma de ganancias y pérdidas que son detectadas como variantes
estructurales. La falta de control de estas circunstancias en los modelos para su
posible revision hace muy dificil identificar estas situaciones. Ademas estas
alteraciones introducen sesgos en los modelos matematicos y no son controladas
adecuadamente en la seleccion de controles para la construccion de los modelos.
Las propuestas resultan muy sensibles a los efectos provocados por la
divergencia de las muestras y la variabilidad experimental algo especialmente
problematico en la secuenciacion de paneles. Dichos efectos son considerados
simplemente como ruido no explicable.

Los intentos de correccion de bias que afectan a la distribuciéon de la sefal de
analisis a lo largo de las regiones cromosomicas no han conseguido eliminar los
sesgos.

Las estrategias de busqueda y deteccion de CNVs son muy dependientes de
ciertos parametros fijados experimentalmente con un conjunto de datos que no
resulta reproducible en la practica, frecuentemente son fijados directamente por
el usuario, sucede esto por ejemplo con la eleccién de ventanas de célculo o
bins.

Cuando existe una valoracion de la credibilidad o calidad con que se ha
detectado una variante estructural se valora en funcion del modelo matematico,
sin realizar test adicionales considerando informacion complementaria y sin
incorporar la informacion necesaria sobre el contexto en el que se ha encontrado
la variante de cara a una segunda valoracién en profundidad del especialista.

Las transformaciones que se realizan sobre los datos o sefales de cara a su
modelizacion y presentacion cuando esta disponible algun tipo de grafico hacen
que se pierda la traza de relacion sefal-caracteristica bioldgica, ocultando la

causalidad.
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Las propuestas actuales ademas de tener las limitaciones que se han presentado entre

otras, no se integran bien con la practica clinica y como resultado:

- Procuran una alta especificidad sacrificando la sensibilidad, pues no contemplan
el proceso desde una perspectiva general, donde se debe primar en una primera
fase la sensibilidad, pues la herramienta constituye un soporte cuyos resultados
seran evaluados y confirmados posteriormente por los expertos ya que se cuenta
con mucha informacién suplementaria, tanto de tipo biolégico como clinico. Los
limites de deteccion son problematicos y hay un gran riesgo de perder eventos.

- Existen restricciones importantes en la eleccion de controles, por ejemplo en
cuanto a la inclusion de familiares o la deteccion de CNVs polimorficos.

- No hay la posibilidad de explorar los resultados contemplando informacién
individualizada de cada caso-muestra, se pierde la trazabilidad. No se
proporcionan filtros aplicables de manera individual a posteriori o tratamientos

especificos segun las circunstancias del estudio.

En definitiva, sigue existiendo en el estado de la técnica la necesidad de una herramienta de
deteccion de variantes genéticas fiable y capaz de soportar secuenciacion de paneles, que
facilite asimismo la gestion y explotacion para el andlisis integral de los resultados

obtenidos.

Descripcion de la invencién

La presente invencion soluciona todos los problemas mencionados mediante una técnica de
determinacion de variantes genéticas de perspectiva global, aplicable a diversos escenarios
entre los que se encuentra (de manera no limitativa) el de la genética médica y la

secuenciacion por paneles.

En un primer aspecto de la invencién, se presenta un método de deteccién de variantes
genéticas estructurales a partir de datos de secuenciacion, preferentemente procedentes de
sistemas NGS, pero que en determinadas realizaciones pueden ser obtenidos mediante
cualquier otra tecnologia de secuenciacion conocida en el estado de la técnica. El método

comprende los siguientes pasos para cada muestra:

— Determinar un género de la muestra en funcion de, al menos, una cobertura
cromosomica diferencial del cromosoma X. Preferentemente, dicha determinacion de

género se realiza mediante comparacion de cobertura en el cromosoma X y los
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cromosomas autosémicos, si bien pueden implementarse otros métodos de
determinacion de género conocidos en el estado de la técnica. Esta estrategia
permite realizar una determinacién de género robusta ante muestras de baja calidad
0 mal secuenciadas.

Calcular, a partir de los datos de secuenciacion, al menos una matriz de
correlaciones que representa la covariabilidad experimental de la pluralidad de
muestras. Preferentemente, se calculan dos matrices de correlaciones. La primera
matriz de correlaciones esta preferentemente basada en perfil de cobertura, pero
puede no obstante basarse en un rango de posiciones, un numero de lecturas
mapeadas, una meétrica derivada de una regidn cromosomica, o cualquier
combinacion de las anteriores. La segunda matriz de correlaciones esta
preferentemente basada en la distribucion del tamafo de fragmentos secuenciados,
con o sin incluir adaptadores y otros fragmentos de longitud conocida, pero puede no
obstante basarse en separacion de lecturas en lecturas pareja-final de parejas de
extremos, o cualquier otra métrica de tamafios conocida en el estado de la técnica.
Seleccionar al menos una estructura de control mediante clusterizacion iterativa. La
divisién en clusteres se realiza preferentemente de manera iterativa hasta alcanzar
un resultado convergente, y mas preferentemente, se basa en la aplicacion de un
algoritmo kmeans, si bien otras realizaciones de la invencion pueden comprender
otros algoritmos de clusterizacion conocidos en el estado de la técnica.

Establecer unos puntos de trabajo (o "working points") en funcién de la variabilidad y
los valores de referencia de la estructura de control (es decir, del sustituto de
modelo) y de las muestras de estudio. Preferentemente la determinacién de puntos
de trabajo se hace sobre posiciones con cobertura superando un umbral, sin que
esto excluya la posibilidad de trabajar con rangos en lugar de posiciones o métricas
alternativas a la cobertura como un numero de reads mapeados. También
preferentemente se estudian dichas caracteristicas considerando el contexto local,
es decir, la informacion de las posiciones proximas. Dichos puntos de trabajo
representan posiciones donde el modelo captura adecuadamente los efectos de las
potenciales variantes estructurales, eliminando posibles sesgos. Preferentemente,
los puntos de trabajo se establecen en funcién de las variaciones respecto a un valor
de referencia. Mas preferentemente, dicho valor de referencia es una media,
mediana u otra medidas de tendencia central, calculada sobre la cobertura, contaje
de lecturas (o "reads"), o cualquier otra métrica derivada de dichas variables.

También preferentemente, la variacion se calcula mediante el rango intercuartilico, la
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varianza, la desviacion tipica u otras medidas de variacion respecto a dicho valor de
referencia.

Preferentemente, normalizar los datos en funcién del género determinado para cada
muestra, eliminando asi sesgos de enriquecimiento. Preferentemente, los datos se
normalizan empleando la cobertura total en las regiones autosémicas, si bien puede
emplearse uno o mas rangos determinados. Alternativamente, los datos pueden
normalizarse mediante un valor de lecturas alineadas.

Detectar las variantes genéticas estructurales en los puntos de trabajo establecidos,
en funcion de las desviaciones respecto a las estructuras de control en los puntos de
trabajo determinados. Preferentemente, este paso comprende ademas asignar un
valor indicativo de un grado confianza a cada variante estructural detectada, en
funcion de, al menos, la desviacion respecto a la estructura de control y la region
cromosémica donde se situa variantes genéticas estructurales. También
preferentemente, este paso comprende agrupar multiples variantes estructurales
detectadas en una unica, en funcién de, al menos, la desviacion respecto a la
estructura de control y la regién cromosdémica donde se situa variantes genéticas

estructurales.

También preferentemente, cribar los resultados en funcién al menos de un factor
como los ratios (numero de copias) caracteristicos de las variantes estructurales a
detectar, informacion sobre zonas codificantes o paneles u otras anotaciones sobre
las regiones afectadas por los rangos alterados detectados. También
preferentemente, los resultados se pueden cribar | en funciéon de la informacién
proporcionada por la estructura del alineamiento de la muestra de estudio, con la
posibilidad de analizar eventos asociados a técnicas de “split-read”, tales como la
busqueda de “puntos de ruptura” (habitualmente citados por el correspondiente

término inglés “breakpoints.

Preferentemente, el método comprende almacenar los resultados obtenidos siguiendo una
codificacion que permite acceso aleatorio y que comprende, al menos, los siguientes

campos:

Una cabecera (1812) con una seccion de tamafo invariable (1807) y una seccion de

tamano variable (1808). La seccion de tamafio invariable (1807) comprende
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informacion del tamafio de datos, mientras que la seccidén de tamafio variable (1808)
comprende informacion de sefializaciéon de metadatos;

— Un cuerpo (1813) que comprende bloques de igual tamafio con informacion de
coordenada cromosomica, sefal de referencia (1803) reescalada y sefiales
reescaladas (1804, 1805, 1806) asociadas a cada muestra.

— Una cola (1814) que comprende informacion de localizacion.

También preferentemente, el método comprende acceder a los resultados mediante un
acceso aleatorio, facilitado por la codificacion descrita, y que permite la visualizacion fluida
de los resultados independientemente del tamario total de archivo. En particular el método

de acceso comprende:

— Acceder a la cabecera.
— Obtener metadatos de los resultados.
— Obtener informacién asociada a cada punto a representar accediendo al cuerpo

(1813) y recuperando bloques de informacién de tamafio constante.

En un segundo aspecto de la invencion se presenta un sistema de deteccién de variantes
genéticas estructurales, que comprende unos medios de deteccion que implementan los
pasos de cualquier implementacion del método del primer aspecto de la invencion. Los
medios de deteccion almacenan los resultados generados (es decir, las variantes genéticas
detectadas, informacion vinculada a la mismas, pudiendo incorporar informacién sobre las
estructuras de control asi como metainformacion sobre los propios datos incluidos) en unos
medios de almacenamiento de datos, a los que a su vez acceden unos medios de
exploracion. Dichos medios de exploracion sirven de interfaz con el usuario o con otros
sistemas, obteniendo los datos que se necesitan visualizar o transmitir en cada momento.
Dependiendo de la implementacién particular del sistema, los medios de deteccién, medios
de almacenamiento y medios de exploracion pueden estar integrados en un mismo
dispositivo o estar implementados en multiples dispositivos conectados por cualquier
conexion alambrica o inalambrica conocida en el estado de la técnica. En una opcién de
implementacion, los medios de almacenamiento y medios de exploracion pueden estar
integrados en un mismo archivo informatico independiente generado por los medios de

deteccion, utilizable desde un sistema externo, ya sea local o remoto.

10



10

15

20

25

30

ES 2711163 Al

Finalmente, en un tercer aspecto de la invencién se presenta un programa de ordenador que
comprende medios de codigo de programa de ordenador adaptados para implementar el
método descrito, al ejecutarse en un procesador digital de la sefial, un circuito integrado
especifico de la aplicacién, un microprocesador, un microcontrolador o cualquier otra forma
de hardware programable. Noétese que cualquier opcion preferente e implementacion
particular del dispositivo y sistema de la invencidn puede ser aplicado al método y al

programa de ordenador de la invencion, y viceversa.

El método, sistema y programa de ordenador de la invencion permiten por lo tanto detectar
variantes genéticas de manera fiable y eficiente, compatible con secuenciacion de paneles,
y facilitando asimismo la gestidon y explotacion para el analisis integral de los resultados
obtenidos. La organizacion de los datos permite asimismo independizar la carga
computacional del tamafio de los mismos, agilizando dicho coémputo y permitiendo su

visualizacién mediante acceso aleatorio a los resultados a tiempo constante.

Descripcion de las figuras

Con objeto de ayudar a una mejor comprension de las caracteristicas de la invencion de
acuerdo con un ejemplo preferente de realizacion practica de la misma, y para
complementar esta descripcidn, se acompafian como parte integrante de la misma las

siguientes figuras, cuyo caracter es ilustrativo y no limitativo:

Las figura 1A y 1B muestran esquematicamente los elementos principales de sendas

realizaciones preferentes del sistema de la invencion

La figura 2 presenta un diagrama de flujo de los pasos realizados por el subsistema de

deteccidn, de acuerdo con una realizacion preferente del método de la presente invencion.

La figura 3 es un diagrama de flujo del proceso de asignacion de sexo, de acuerdo con una

realizacion preferente del método de la presente invencion.

La figura 4 ejemplifica un diagrama de flujo del proceso de asignacion de conjuntos de
muestras de control a cada muestra de estudio, de acuerdo con una realizacién preferente

del método de la presente invencion.

La figura 5 ilustra un diagrama de flujo del calculo de la matriz de correlacion en base al
perfil de coberturas, de acuerdo con una realizacion preferente del método de la presente

invencion.
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La figura 6 presenta un diagrama de flujo del procedimiento de division en clusteres de las
muestras y la asignacién de muestras control para cada muestra de estudio a partir de los
datos de correlacion en base a cobertura y fragmentacién, de acuerdo con una realizaciéon

preferente del método de la presente invencion.

La figura 7 es un diagrama de flujo del proceso de construccion del modelo de referencia
vinculado a cada conjunto de muestras de control, para un conjunto de regiones de interés
asignadas a un bloque de trabajo, de acuerdo con una realizacién preferente del método de

la presente invencion.

La figura 8 ejemplifica un diagrama de flujo para establecer si una posicidon de una regién de
interés pertenece a los puntos de trabajo para el modelo asociado a un conjunto de

referencia, de acuerdo con una realizacion preferente del método de la presente invencion.

La figura 9 ilustra un diagrama de flujo del estudio del comportamiento de una sefial de
cobertura frente al modelo de referencia que le corresponde (algoritmo de busqueda), de

acuerdo con una realizacion preferente del método de la presente invencion.

La figura 10 presenta un diagrama de flujo de procesado de un rango outlier, de acuerdo con

una realizacion preferente del método de la presente invencion.

La figura 11 es un diagrama de flujo de ajuste de los limites del outlier, de acuerdo con una

realizacion preferente del método de la presente invencion.

La figura 12 ejemplifica un diagrama de flujo del proceso de caracterizacion de un outlier, de

acuerdo con una realizacion preferente del método de la presente invencion.

La figura 13 ilustra un diagrama de flujo para ampliacion del limite inferior del intervalo, de

acuerdo con una realizacion preferente del método de la presente invencion.

La figura 14 presenta un diagrama de flujo para determinar si un outlier puede reflejar un
una variante estructural, de acuerdo con una realizacion preferente del método de la

presente invencion.

La figura 15 es un diagrama de flujo de deteccién y valoracion de puntos de ruptura
(“breakpoints”) compatibles con una variante estructural, de acuerdo con una realizacion

preferente del método de la presente invencion.

La figura 16 ejemplifica un diagrama de flujo de calculo y registro de una puntuacion que
refleja el grado de confianza en que efectivamente el comportamiento de las senales para el
CNV candidato refleja una variante estructural subyacente, de acuerdo con una realizaciéon

preferente del método de la presente invencion.
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La figura 17 ilustra un diagrama de flujo de fusion de CNVs, de acuerdo con una realizacion

preferente del método de la presente invencion.

La figura 18 presenta una realizacion preferente de la codificacién con la que los medios de

exploracién almacenan la informacién en los medios de almacenamiento de datos.

La figura 19 ilustra un diagrama de flujo de generacion de flujo de datos, de acuerdo con una

realizacion preferente del método de la presente invencion.

Realizacidon preferente de la invencion

En este texto, el término "comprende" y sus derivaciones (como "comprendiendo”, etc.) no
deben entenderse en un sentido excluyente, es decir, estos términos no deben interpretarse
como excluyentes de la posibilidad de que lo que se describe y define pueda incluir mas
elementos, etapas, etc. Asimismo, las descripciones de funciones y elementos conocidos en

el estado del arte pueden haber sido omitidos por claridad y concision

Notese que las realizaciones preferentes de la invencién han sido descritas para el caso de
informacion extraida mediante técnicas NGS, pero puede ser aplicada de manera general a
cualquier otra técnica de analisis genético conocida en el estado de la técnica. Asimismo, las
realizaciones preferentes han sido descritas utilizando nombres especificos de ficheros y
variables para facilitar la comprensién de la invencion, pero que en ningun caso limitan su
alcance tal y como ha sido reivindicado, pudiendo implementarse la invencién con cualquier
otra organizacion o nomenclatura de datos, ficheros y/o bases de datos que permita
implementar el proceso descrito. De la misma manera, el experto en la materia podra
entender que pueden introducirse modificaciones en el orden y/o distribucién de los pasos
descritos, asi como en las funciones matematicas particulares implementadas, dentro de

dicho alcance tal y como ha sido reivindicado.

La figura 1A presenta esquematicamente los elementos de una primera realizacion
preferente de la invencion, que comprende un subsistema de deteccion (101) y anotacion
(también denominado medios de deteccion), un subsistema contenedor de datos (102)
(también denominado medios de almacenamiento de datos), y un subsistema de exploracion
(103) (también denominado medios de exploracion). El subsistema de deteccion (100)
detecta las variantes genéticas estructurales y codifica la informacion resultante de manera

estructurada en el subsistema contenedor de datos (102). A su vez, el subsistema de
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exploracién (103) actua de interfaz con el usuario, recibiendo sus comandos y mostrando la

informacion correspondiente almacenada en el subsistema contenedor de datos (102).

Si bien el formato de la informacion almacenada en el subsistema contenedor de datos (102)
puede variar entre implementaciones, el flujo de bytes para todo el intervalo de exploracion
asociado a cada CNV candidato comprende preferentemente los siguientes metadatos: las
posiciones incluidas segun la resolucion de exportacion configurada en el subsistema de
deteccion y anotacion, asi como la sefal de referencia y de cada muestra para dichas
posiciones. Para un determinado intervalo de exploracion, el flujo de bytes esta formado por
una sucesion de bloques de igual tamafio que depende del numero de muestras. Cada
bloque contiene informacién asociada a una posicibn cromosomica, preferentemente
indicando en sus digitos superiores de la coordenada cromosomica (la parte entera del
resultado de dividir dicha coordenada entre 10000), los 5 digitos menos significativos de
dicha coordenada (el resto de la division de la coordenada entre 10000), la sefial de
referencia segun el modelo para dicha posicién reescalada a la senal de la muestra de
estudio para dicha posicion, y las sefiales reescaladas asociadas a dicha posicién para cada

una de las muestras consideradas en el estudio.

Todos los metadatos de un flujo de datos asociados a un CNV candidato se proveen
directamente al subsistema de exploracion (102), sin necesidad de examinar todos los datos
del contenedor. Una vez localizado un flujo de datos, el sistema de exploracion (102) solicita
bloques de datos asociados a coordenadas concretas, los cuales se proveen mediante un

acceso aleatorio, es decir sin necesidad de acceder al resto de bloques del flujo.

Noétese que los bloques principales del sistema pueden implementarse siguiendo diversas
configuraciones alternativas, independientes de la técnica de deteccion implementada en el
subsistema de deteccion (101). Por ejemplo, la figura 1B presenta un ejemplo en el que el
subsistema de deteccién (101) se configura para generar un resultado que integra el
subsistema contenedor de datos (102) y el subsistema de exploracion (103) en un unico
fichero. De la misma manera, el subsistema de deteccion (101), el subsistema contenedor
de datos (102) y el subsistema de exploracion (103) pueden estar integrados en un mismo
equipo, estar implementados en diversos equipos conectados mediante cualquier
subsistema de comunicaciones alambricas o inaldmbricas conocidas en el estado de la

técnica, o comprender cualquier medio adicional de procesado, almacenaje de datos,
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interaccion con el usuario, etc conocidos de manera general en el estado de la técnica. Por
ejemplo, el subsistema de exploracion (103) puede comprender un visor propio, o bien
medios de comunicacion que suministran una interfaz grafica a un explorador web. De
acuerdo con otras alternativas, el subsistema de exploracion (103) puede ser una aplicacion
cliente de un servidor de la informacion del subsistema contenedor de datos (102); o bien el
subsistema de exploracion (103) y el subsistema contenedor de datos (102) pueden estar
integrados en unico resultado autonomo, que actua como proveedor de datos para el
subsistema de exploracién (103) embebido en el propio resultado, de manera que el usuario

puede explorar los resultados fuera de linea con un navegador.

La figura 2 presenta esquematicamente los pasos realizados por el subsistema de deteccion
(101), de acuerdo con una realizacion preferente del método de la invencién. Una vez
inicializado (200), los pasos pueden agruparse en leer (210) los parametros de configuracion
para el proceso de deteccidon, procesar (220) la informacién e inicializar el proceso,
caracterizar (230) las muestras y asignar modelos de referencia, detectar y caracterizar
(240) CNVs y generar (250) resultados. El paso de leer (210) los parametros de
configuracion engloba la configuracion e inicializacion del proceso propiamente dicho y la
estructuracion del trabajo a realizar, comprendiendo a su vez los siguientes pasos: cargar
(211) los parametros de procesado (que denominaremos configuracién del analisis),
determinar (212) qué muestras se van a analizar y donde localizar sus datos NGS para el
analisis, establecer (213) los intervalos cromosémicos sobre los que se desea realizar el
proceso de detecciéon de CNVs (que denominaremos region de interés o ROI, del inglés
“region of interest”) y obtener (214) las anotaciones vinculadas a dicha region de interés asi

como informacion contextual.

La informacion de configuracion del sistema puede proveerse mediante un fichero de
configuracion, sin que esto excluya hacerlo mediante una interfaz de usuario para tal fin con
campos para fijar los parametros deseados. El listado de muestras, asi como la localizacién
de los datos NGS vinculados, puede suministrarse de igual manera, también la region de
interés o las anotaciones. Como caso particular no excluyente, y debido a su popularidad, la
region de interés puede especificarse en formato .bed, al igual que las distintas anotaciones
cromosomicas (también se da soporte entre otros a ficheros .gff u otros formatos como el
empleado por el USCS, Universidad California Santa Cruz debido a su popularidad en el

ambito de la bioinformatica).
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Los datos NGS basicos para el analisis, relacionados con las muestras, consisten
tipicamente en un fichero de alineamientos (denominado bam) por muestra. Dicho fichero es
un estandar que puede obtenerse alineando los reads generados durante la secuenciacion
empleando diversos programas, estando el proceso de obtencion de los bam ampliamente
descrito en el estado de la técnica. Una vez secuenciadas las muestras, basta con
configurar la ejecucion de un flujo de datos o cadena de ejecucion (también denominado

“pipeline”) previo al proceso de deteccion de CNVs para contar con dichos datos.

La region de interés suministrada al sistema de exploracion y anotacion consta de uno o
mas intervalos cromosémicos, para los que se especifica: cromosoma, posicion
cromosomica de inicio del intervalo, posicion cromosomica de fin del intervalo y dos
etiquetas. La primera etiqueta da nombre a una serie de regiones relacionadas (por ejemplo
puede ser el nombre de un gen), la segunda, al combinarse con la primera, identifica
univocamente a la region (por ejemplo el numero de regién contigua codificante asociada al
gen). Otras implementaciones pueden comprender niveles de identificacion alternativos y/o
adicionales. Durante la carga de la regién de interés, aquellos rangos que se solapan son
fusionados en rangos nuevos que los comprenden, manteniendo un registro de las regiones
originales. Un parametro de configuracion establece un numero de pares de bases
adicionales a los intervalos subministrados al subsistema y que se incorporan a la regién de
interés (se afiaden por los extremos de los intervalos). Cuando tras dicha adiccion los
intervalos lleguen a ser contiguos o solaparse, se fusionan en uno nuevo, conservando
también el registro de sus regiones originales. Los intervalos fusionados resultantes se
ordenan segun el cromosoma que ocupan y sus coordenadas iniciales. Al final del proceso
se tiene una lista de intervalos RO/ = {R; ... R,}. Para cada elemento R; de la lista de
intervalos, se tiene: un nombre (identificador), un grupo o categoria, un cromosoma,
posiciones cromosomicas inicial y final del intervalo que abarca, una lista de coordenadas
iniciales de cada uno de los intervalos (no repetidos) iniciales fusionados y una lista de igual

modo con las coordenadas finales correspondientes.

Las anotaciones estan referidas a posiciones o rangos cromosomicos, indicando de manera
equivalente a la region de interés: cromosoma, posiciones cromosomicas inicial y final, y tipo
de anotacion de que se trata. Dichas anotaciones incluyen las regiones exoénicas (en

coordenadas cromosomicas), tanto las regiones codificantes como las no traducidas o UTRs
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(del inglés Untraslated Regions de los transcritos a considerar y que abarcan la regién de

interés.

A continuacion, el paso de procesar (220) la informacion e inicializar el proceso comprende
generar (221) un plan de ejecucion y preparar la carga de trabajo de cara a su
paralelizacion. El subsistema de deteccion (101) de CNVs divide el trabajo en bloques que
se pueden ejecutar en paralelo. Se estudia el numero de bases que abarca la region de
interés y se divide en bloques que son asignados a multiples ramas de trabajo, configuradas
en forma de hilos, subprocesos, etc. Cada rama trabaja secuencialmente sobre los bloques
que le son asignados, siendo cada bloque un conjunto de intervalos de ROI de manera que
todos los intervalos pertenecientes a un mismo grupo (por ejemplo, al mismo cromosoma)
estan contenidos en un unico bloque. La asignacion de bloques a las ramas se realiza de
manera que la diferencia en pares de bases (pb) entre los bloques es minima. El tamafio de
los bloques esta controlado por un parametro del sistema que define los pb por iteracion y
que denominaremos Cfg.pbPerlteration, de forma que intervalos de un nuevo gen no seran
asignados a un bloque de trabajo si previamente dicho bloque ya rebasa el numero de pares
de bases establecido por dicho parametro. Este modelo de trabajo optimiza los recursos
disponibles manteniendo la maxima informacion de contexto (ej. genes contiguos) durante el

procesado de los datos.

Previamente a la busqueda de CNVs el subsistema de deteccion y anotacion, se deben
modelar las muestras de estudio. El paso de caracterizar (230) las muestras y asignar
modelos de referencia comprende asignar (231) perfiles de coberturas, sexo y variantes; y
asignar (232) conjuntos de referencia (muestras de control) para cada muestra. Este
proceso conlleva la caracterizacion de las muestras, y la asignacion de conjuntos de
muestras control, para cada muestra de estudio a partir del cual se genera un modelo de
control. Para cada muestra se registra: identificador de la muestra, placa de secuenciacion,
carril dentro la placa (conocido habitualmente por el término en inglés ‘lane”) e indice
asignado a la muestra, fichero de alineamiento asociado, fichero de variantes (por ejemplo,
un fichero .vcf) asociado. Durante la caracterizacion de las muestras se registran también: el
total de cobertura en las regiones de interés (en ROI), los cromosomas autosémicos, el
cromosoma X y el cromosoma Y; el sexo asociado (hombre, mujer); el listado de variantes
vinculadas indicando: cromosoma, posicidon cromosomica, frecuencia de alelo alternativo y

calidad. La obtencion de coberturas puede realizarse de acuerdo con lo conocido de manera
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general en el estado de la técnica, como por ejemplo a partir de informes de cobertura fruto
de un pipeline de analisis ejecutado previamente (ej. pipeline de deteccidon de variantes no
estructurales), mediante la ejecucion de un programa externo, o empleando un cédigo para

requerir dicha informacion a partir de los ficheros bam.

Tras caracterizar (230) las muestras y asignar modelos de referencia, el método comprende
ejecutar (241) el proceso de deteccion y anotacion, y generar (251) los resultados

correspondientes, antes de su finalizacién (260).

10 Lafigura 3 muestra con mayor detalle el proceso de asignacion de sexo implementado en el
paso de caracterizar (230) las muestras y asignar modelos de referencia. La asignacion de
sexo se basa en la proporcion diferenciada que presentan hombres y mujeres en cuanto a
cobertura en el cromosoma X frente a los cromosomas autosémicos. Los pasos de dicho

protocolo tras su inicio son los siguientes:

15 1) Calcular (302) las coberturas totales en la regién de interés ROI para cada una de las

muestras, en el cromosoma Xy en los cromosomas autosomicos

RX = {reROI/crom(r)=X}, RA={reROI/crom(r) ¢ {X,Y}}

pfin(r)
Cx ={Cxq ... Cxy/ Cx; = Z Z cob(p,M;) }
r € RX p=pini(r)

pfin(r)
Ca={Ca, .. Ca,/ Ca; = Z Z cob(p,M;) }
r € RAp=pini(r)

donde:

20 crom(r) es una funcidon que devuelve el cromosoma sobre el que se localiza una

region de interés r.
RX representa el conjunto de regiones de interés localizadas sobre el cromosoma X.

RA representa el conjunto de regiones de interés localizadas sobre los cromosomas

autosomicos (es decir todos excluyendo el cromosoma X'y el cromosoma Y).

25 M representa el conjunto de muestras de estudio. M; a la muestra “i” en estudio.
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cob(p,m) es una funciéon que devuelve la cobertura en la posicion p para la muestra

m

pini(r) y pfin(r) son funciones que dada una regién r perteneciente al conjunto de
regiones de interés ROI devuelven respectivamente la posicion de inicio de dicha

5 region y la posicion final.

Cy es el conjunto de coberturas totales en el cromosoma X para cada una de las
muestras. Cada elemento de conjunto (Cx;) es la cobertura total en el cromosoma
X para la muestra “i” en estudio calculada como la suma de las coberturas en
cada posicién abarcada por cada una de las regiones de interés localizadas sobre

10 el cromosoma X para la muestra “i”.

Ca es el conjunto de coberturas totales en los cromosomas autosémicos (todos con

excepcion del cromosoma X y el cromosoma Y) para cada una de las muestras.

Cada elemento de conjunto (Ca)) es la cobertura total en los cromosomas

autosémicos para la muestra “i” en estudio calculada como la suma de las

15 coberturas en cada posicion abarcada por cada una de las regiones de interés

“wrn

localizadas sobre algun cromosoma autosomico para la muestra “i”.

2) Calcular (303) para cada muestra los ratios de cobertura en X frente a los
cromosomas autosomicos y ordenarlos
n
Cx]-
Cr={Cry .. Cr/Cr; < Cryy1 A Crj € —_—

Ca;
j=1 7

20 donde:

Cx; es la cobertura total en el cromosoma X para la muestra “j”.

“wrn

Ca; es la cobertura total en los cromosomas autosémicos para la muestra “j”.

Cr;es el ratio para la muestra “” entre la cobertura total en el cromosoma X'y en los

cromosomas autosomicos para dicha muestra.

25 Cr es el conjunto de ratios de coberturas totales asociados a las distintas muestras

de estudios ordenados de menor a mayor.
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3) Tomar (304) una pareja de elementos de Cr que no haya sido explorada previamente,
y tomar (305) el valor inferior como representante del ratio asociado a hombres y el
superior como representante del asociado a mujeres. Si es la primera pareja que se

toma, inicializar valores de representacion previos a -1.

P={(Cr,Cr))/ j> i ACr, € Cr ACrj € Cr}

y = Cry, = Crj, Ty =1y = —1

donde:

P es el conjunto de posibles parejas, formado por todos los posibles posibles pares
de ratios de coberturas totales distintos (sin importar el orden de los dos

términos) de las distintas muestras. Cr; es el ratio para la muestra “j” entre la
cobertura total en el cromosoma X y en los cromosomas autosomicos para dicha

muestra.

ry es una variable que representa el ratio de referencia para hombres, que sera
recalculada en las distintas iteraciones del método. r'y es el valor que tomaba ry

en la iteracion previa a la actual (o -1 en el caso de la primera iteracion),

ry es una variable que representa el ratio de referencia para mujeres, que sera
recalculada en las distintas iteraciones del método. r'y es el valor que tomaba ry

en la iteracion previa a la actual (o -1 en el caso de la primera iteracion),

4)  Dividir (306) los ratios en pertenecientes a hombres o mujeres. Si la distancia de un
ratio al valor de referencia para hombres es menor que la distancia respecto del de

referencia para mujeres tomarlo como hombre, en otro caso como mujer.

H={Cr; / [Cri—1yl < |Cri —rul}

M={Cr;/ |Cry—ry4l = |Cr; —1yl}

donde:
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Cr; es el ratio para la muestra “” entre la cobertura total en el cromosoma X'y en los

cromosomas autosomicos para dicha muestra.
ry es una variable que representa el ratio de referencia para hombres.
rv €s una variable que representa el ratio de referencia para mujeres.
H es el conjunto de ratios de cobertura mas préximos a ry,

M es el conjunto de ratios de cobertura mas préximos a ry 0 a la misma distancia que

I'H.

Eliminar (307) los ratios atipicos asignados a los grupos. En el cluster de hombres
seran atipicos aquellos valores para los cuales, al dividir el valor minimo en el grupo
de mujeres entre dichos valores, el resultado es superior a 3 unidades. En el cluster de
mujeres seran atipicos, aquellos valores que, al dividirlos por el valor maximo en el

grupo de hombres, sean superiores a 3 unidades.

Hoo={Cry/ Cry eH A 2280 <

3}

Ti

Cri

Mok :{CTi/ CTL' EM A max (1)

< 3}

donde:

Cr; es el ratio para la muestra “” entre la cobertura total en el cromosoma X'y en los

cromosomas autosomicos para dicha muestra.

min(X),max(X) son funciones que devuelven el elemento con menor valor y mayor

valor de un conjunto X respectivamente.

Hq. es el conjunto de ratios pertenecientes a H tal que la distancia entre el menor
valor en My ellos es inferior a 3 veces el valor de dichos ratios. Los elementos

de H representan valores validos en H (quedando excluidos valores atipicos).

M, es el conjunto de ratios pertenecientes a M tal que la distancia entre el mayor
valor en H y ellos es inferior a 3 veces el valor dicho valor maximo en H. Los
elementos de My representan valores validos en M (quedando excluidos valores

atipicos).
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Si alguno de los conjuntos, tras sacar los valores atipicos, es vacio y quedan parejas
de valores por explorar volver al paso 3, tomando una nueva pareja. Si no quedan
parejas por explorar, asignar (308) sexo desconocido a cada muestra concluyendo

(309) el protocolo.

En el caso de que los conjuntos de valores para hombres y mujeres sin valores
atipicos no son vacios, recalcular (310) los valores representantes para cada grupo
como el promedio de dichos conjuntos. Asimismo, los valores actuales pasan a

tomarse como valores previos.

Ty =Ty, Ty =Ty, Tu=Hox ,Tm = Mo

donde:

ry es una variable que representa el ratio de referencia para hombres, que sera
recalculada en las distintas iteraciones del método. r'y es el valor que tomaba ry

en la iteracion previa a la actual (o -1 en el caso de la primera iteracion),

ry es una variable que representa el ratio de referencia para mujeres, que sera
recalculada en las distintas iteraciones del método. r'y es el valor que tomaba ry

en la iteracion previa a la actual (o -1 en el caso de la primera iteracion),

H,, v M, representan el valor promedio de los elementos pertenecientes al conjunto

Hoky al conjunto My, respectivamente.

Si los valores recalculados coinciden con los previos:
a. Si el cociente entre el ratio representativo de mujeres y el de hombres
esta dentro del intervalo [1.8, 2.2], dividir (311) las muestras en base a la
proximidad de los ratios asociados a los valores de referencia para

hombres y mujeres.
H={Cr;/ ICry—ry4l < |Cry—1yl}
M={Cry/ |Cry—1y4l = |Cr;—1yl}

donde:
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Cr; es el ratio para la muestra “” entre la cobertura total en el cromosoma X'y en los

cromosomas autosomicos para dicha muestra.
ry es una variable que representa el ratio de referencia para hombres.
rv €s una variable que representa el ratio de referencia para mujeres.

H es el conjunto de ratios de cobertura mas proximos a ry considerados ratios

pertenecientes a muestras de sexo masculino.

M es el conjunto de ratios de cobertura mas préximos a ry 0 a la misma distancia que

ry, considerados ratios pertenecientes a muestras de sexo femenino.

b. Si el cociente no esta dentro del intervalo [1.8, 2.2]: si quedan parejas
volver al paso 3 tomando (304) una nueva pareja; en caso contrario,
asignar (308) sexo desconocido a cada muestra concluyendo (309) el

protocolo.

Nétese que el sexo registrado es en funcion del numero de copias del cromosoma X, y
permite corregir el desbalance natural para dicho cromosoma entre ambos sexos a la hora
de comparar las sefiales vinculadas a las muestras en dichos cromosomas. Una muestra sin
sefal en el cromosoma X se tomara como Hombre y una muestra con 2 o mas copias del
cromosoma X se tomara como mujer (independientemente de que el sexo fenotipico sea de

hombre —ej. sindrome de Klinefelter —XXY- ).

La figura 4 muestra el proceso de asignacion de conjuntos de muestras de control a cada
muestra de estudio, realizado mediante clustering iterativo sobre las muestras de analisis
(hasta alcanzar una condicion de parada para determinar los grupos finales. El
procedimiento comienza (401) tomando (402) las regiones de interés normalizadas RO/,
ordenadas por cromosoma Yy posicion inicial. Se calcula (403) una primera matriz de
correlaciones (MRC) para el conjunto de muestras analizadas en base a su perfil de
cobertura y se calcula (404) una segunda matriz de correlaciones (MRT) para el conjunto de
muestras analizadas en base a la distribucion del tamafio de los fragmentos alineados
asociados a cada muestra. Para cada muestra bajo estudio (Mg) se dividen (405) en
clusteres las muestras en base al par de valores de correlacion de cobertura y

fragmentacion (R = {Ri / R = (RC.gRT.g )}, donde R es el conjunto de pares de valores
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posibles tal que cada par representa la correlacion segun la matriz MRC y MRT de la
muestra i con la muestra de estudio (g)). Notese que la muestra bajo analisis consigo misma
es el par (1,1). Realizando el proceso de clustering iterativo que se describe mas adelante
se selecciona (406) un conjunto de muestras de control, que denominaremos M.set. Cuando
el proceso se ha realizado iterativamente para todas las muestras bajo estudio se finaliza

(407) este proceso.

La figura 5 muestra con mayor detalle el paso de calcular (403) la matriz de correlacion en
base al perfil de coberturas. El procedimiento comienza (501) cargando (502) las regiones
de interés normalizadas, el numero de sitios de muestreo de cobertura deseados para
calcular las correlaciones en base a al perfil de cobertura y las muestras de estudio. A
continuacion se calcula (503) el tamafio en pares de bases de la regiéon de interés (PBR)

como:
PBR = Y1 (pfin(R;) — pini(R;) + 1).
donde:
PRB es el tamafio en pares de bases de la region e interés.

pini(r) y pfin(r) son funciones que dada una regién r perteneciente al conjunto de
regiones de interés ROI devuelven respectivamente la posicion de inicio de dicha

region y la posicion final.

También se calcula un intervalo de muestreo (IM) igual a la parte entera del cociente entre
PBR vy el parametro de configuracion que indica el numero de sitios de muestreo deseados
(Cfg.MUESTREO) para realizar la correlacion de las muestras en base a la cobertura IM :=
foor(PBR/Cfg.MUESTREO, donde la funcion floor devuelve la parte entera de un numero).
En caso de que el cociente sea inferior a uno, se tomara como intervalo de muestreo 1. Con
esta informacion se construye la lista de posiciones cromosdmicas para las que se calculan
la cobertura en cada muestra y sobre las que se calculan la matriz de correlaciones. Para
cada uno de los intervalos R; contenidos en ROI se calcula (505) el numero de sitios a

muestrear (np), parte entera del cociente entre el tamafo del intervalo R;en pares de bases

7 ) . Si para R; np es 0, se calcula

y el intervalo de muestreo np =

(506) la posiciébn cromosomica intermedia del intervalo R; como p = posinicial(R;) +

flOOT (pfinal(R))—-pi+1)

. y se afade a la lista de posiciones de muestreo las posiciones en el
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intervalo [p-3,p+3] para el cromosoma vinculado a R;. Si para R, np es mayor que 0, se
anade (507) a la lista las posiciones en el intervalo: [pini(R;) + (np-i) — 3, pini(R;) + (np-i) + 3]
variando el valor para i en 1 desde 0 hasta np y para el cromosoma vinculado a R;. Una vez
obtenida la lista de posiciones cromosémicas a muestrear, se obtiene (508) la cobertura en

dichas posiciones para cada una de las muestras de estudio.

Para cada una de las muestras m se calcula (509) el conjunto de tasas de variacion para

NCpy p—med(NCMp)
iqr(NCMy)

cada una de las posiciones de muestreo como D ={ / p € SM}, donde

NCm,p es la cobertura obtenida para la muestra m en la posicion p dividida entre el total de
cobertura para dicha muestra en los cromosomas autosémicos, y NCMp es el conjunto de
valores NCm,p para cada muestra m del conjunto total de muestras (M). Considerando & =
med(D) donde med representa la mediana, € = iqr (D) donde iqr representa el rango
intercuartilico, se calcula la tasa de correlacibn de cada muestra con las demas
considerando las coberturas para aquellas posiciones en SM tales que Dm,p < & + ¢,

conformandose de esta manera la matriz correlaciones.

Para al céalculo de la matriz de correlacion en base al perfil de fragmentacién de las
muestras, se procesan los ficheros de alineamiento para cada muestra, registrando para
cada una de ellas, el numero de fragmentos alineados de un determinado tamafo. Dicho
tamafo se corresponde con el dato que consta en los propios ficheros de alineamiento.
Obtenidas las frecuencias por tamafio de fragmento, para cada muestra se calcula la matriz

de correlacion de dichas frecuencias para las muestras de analisis.

La figura 6 muestra en detalle el procedimiento de division en clusteres de las muestras y la
asignacion de muestras control para cada muestra de estudio a partir de los datos de
correlacion en base a cobertura y fragmentacion. El proceso se inicia (601) tomando (602) el
numero minimo de muestras de control para una muestra dada (Cfg.SMIN), M={ M, ... M, }
como las muestras analizadas, Mg = M; como la muestra de estudio, y R = {R; / R; = (RC..
eRT.e )} como los pares de correlaciones (RC,RT) de cada muestra con la de estudio. A
continuacion se calcula (603) la distancia euclidea de cada par R; respecto al que

corresponde a la muestra de estudio. Para la muestra i la distancia euclidea es entonces

JRC; — D + (RT,—; — 1)2.
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donde:

RCie es el coeficiente de correlacion en cuanto al perfil de cobertura segun los
puntos de muestreo correspondientes entre la muestra i y la muestra de estudio
(). En la implementacién preferente el coeficiente de correlacion es el

coeficiente de correlaciéon pearson.

RT.g es el coeficiente de correlacion en cuanto al perfil de fragmentacion entre la
muestra i y la muestra de estudio (g). En la implementacion preferente el

coeficiente de correlacién es el coeficiente de correlacién pearson.

Empezando por dos clusteres (604), se aplica un algoritmo de agrupamiento, como por
ejemplo kmeans, para agrupar (605) las muestras en base a los datos de correlacion de
fragmentacion y cobertura. Se inicializan los centroides a los valores de correlacion
correspondientes a los k pares con menor distancia euclidea respecto del (1,1) sin incluir
este par, y se aplica la misma estrategia incrementando en uno de cada vez el numero de
clusteres hasta que el par (1,1) correspondiente con la muestra objeto de estudio sea el
unico miembro del cluster al que ha sido asignado al hacer la particion en k clusteres. Se
toma k-1 como el numero de clusteres ideal. Si en la iteracién con el numero de clusteres
ideal el cluster asignado a la muestra de estudio tiene un numero de miembros superior al
namero de muestras de control minimo configurado en el subsistema (por defecto dos
muestras), se registran como muestras de control para la muestra de estudio las muestras
cuyos correspondientes pares de correlacion han sido asignados al mismo grupo que el de
la muestra de control (sin incluir a la propia muestra de estudio como control). En caso de
que el niumero de miembros en la iteracién k-1 no supere el minimo configurado, se reporta
(606) una excepcién que alerta esta situacion y recupera la iteracion con el numero de
clusteres mas proximo a k-1 que contenga un numero miembros superior al requerido para
el cluster correspondiente a la muestra de estudio. El resto de muestras de dicho grupo se
toma (607) como controles para la muestra de estudio y se finaliza el proceso (608). Notese
que otras técnicas de clusterizacion en bases as sus perfiles de cobertura y fragmentacion

pueden ser utilizadas alternativamente.

Tras la caracterizacion y modelado de las muestras, cada rama de ejecucion, en paralelo,
lleva a cabo secuencialmente el proceso de deteccién y anotacion de CNVs para cada uno

de los bloques de trabajo que le corresponde. Este proceso consta de dos fases:
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a) Generacion de modelos de referencia para la comparacion de sefiales asociadas a
las muestras.

b) Para cada muestra, estudio del comportamiento de la sefial de cobertura asociada
para detectar desviaciones respecto al modelo de referencia; registro de los
intervalos afectados, caracterizandolos y seleccionando entre ellos aquellos
candidatos a estar afectados por variantes estructurales; valoracion de dicha
afectacion y recompilado de la informacion relevante para la generacion de

resultados.

La figura 7 muestra el proceso de construccién del modelo de referencia vinculado a cada
conjunto de muestras de control S; para un conjunto de regiones de interés Ry ... R,

asignadas a un bloque de trabajo. El proceso se inicia (701) cargando (702) las siguientes

variables :

ROI = { Ry, Ry, ..., Rr } : Regiones de la iteracion ordenadas por cromosoma y posicion
inicial.

M={M;, M, ..., My }: Conjunto de muestras de estudio.

B = { Bi/ B; = bam(M)) }: Conjunto de alineamientos para las muestras, B; es el alineamiento

para la muestra i.

S={S4, S, ..., Ss}: Conjunto de conjuntos de muestras de control (conjuntos de referencia)

distintos asignados durante el procedimiento correspondiente ya descrito.

RC , RNC : Matrices de cobertura cruda y cobertura normalizada respectivamente (m x

posiciones(R;)) por region.

RRF, RUP, RDW, RVAR : Matrices asociadas a la estructura de control o modelo (s x
posiciones(R:.)), respectivamente: Cobertura normalizada de referencia para el modelo,
limite superior para considerar una cobertura normal (no atipica) segun el modelo, limite
inferior para considerar una cobertura normal segun el modelo, variabilidad asociada al

modelo. s es el numero de conjuntos de control generados.
r: region activa, inicializada a 1.

r: NUmMero de regiones

A continuacion se realizan los siguientes pasos:

1. Para cada muestra m:
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a. Para cada posicion cromomosomica p en el intervalo correspondiente a la
primera region R;, obtener (702) la cobertura para cada muestra de
estudio consultando el alineamiento (fichero bam) correspondiente (B,).
Registrar dichas coberturas vinculadas a muestra, posicién y region como

coberturas crudas.

RCr= CM Xpos(Rr) / Cm‘p = getCOV (Bm,p)

donde:

getCov(Bm,p) es una funcion que devuelve la cobertura en la posicién

p de acuerdo al alineamiento Bm.

RC; = Cu x pos(ry) €S Una matriz con tantas filas como muestras de
estudio y tantas columnas como posiciones tenga una region r

donde cada valor Cm, se calcula como getCov(Bm,p).

b. Normalizar (703) las coberturas crudas. La cobertura normalizada para
una posicién y muestra de estudio se calcula dividiendo la cobertura cruda
entre la cobertura total en las regiones autosémicas de interés para dicha
muestra y adicionalmente entre 2 cuando la region a la que pertenece la
posiciébn se localiza en uno de los cromosomas sexuales y el sexo
asociado a la muestra es mujer. Registrar dichas coberturas vinculadas a

muestra, posicion y region como coberturas normalizadas.

RNCr= NCM x pos(Rr) /NCm,p = Cm'p

cobAutosomal(Mp,) * ¢

¢=2 si sexo(Mp) = Mujer A crom(R;) € {X,Y}

¢=1 otro caso.

donde:
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RNC, = NCu x pos(ry €S Una matriz con tantas filas como muestras de
estudio y tantas columnas como posiciones tenga una region r

cuyos valores son las correspondiente coberturas normalizadas.
Cnm,p representa la cobertura cruda en la posicion p para la muestra m.

cobAutosomal(m) es una funcion que devuelve la cobertura total en los
cromosomas autosomicos y la region de interés para la muestra

m.

sexo(m) es una funcion que devuelve el sexo asociado a una muestra

m.

crom(r) es una funcidon que devuelve el cromosoma asociado a la

funcionr.

¢ es un factor de correccion del nimero de copias diferenciales para X
en hombres y mujeres, toma valor dos en el caso de regiones
sobre el cromosoma X cuando el género de la muestra bajo

calculo es mujer, en otro caso vale 1.

Para cada conjunto de referencia S; generar (705) los datos asociados a su modelo:

a. Vinculado a posicién y region se calcula y registra:

i. La sefal de referencia (cobertura normalizada) para el
modelo. La senal de referencia para una posicion dada es
la mediana de las coberturas normalizadas asociadas a
dicha posiciéon (una por cada muestra de estudio). No
obstante, otras realizaciones podrian trabajar con otros

parametros estadisticos como media, media truncada, etc.

RRFr= Rstpos(Rr) / RFs,p = med( { NCm‘p/ Mm (S Ss} )

donde:

RRC; = FR;s x posrn €S UNa matriz con tantas filas como conjuntos de
referencia y tantas columnas como posiciones tenga una region r,
para una fila asociada al conjunto de referencia s, los valores de

las columnas se corresponden con la mediana de las coberturas
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normalizadas de las muestras pertenecientes a s para cada una

de las posiciones de la region r.

med(X) representa la mediana de los valores del conjunto X.

ii. Limite superior de variacion tipica de la sefial de referencia,
calculado como el valor que determina el primer cuartil de
los valores asociados a las coberturas normalizadas para
una posicion dada. No obstante, otras realizaciones
podrian trabajar con otros parametros estadisticos como

desviacion tipica, varianza, etc.

RUPr= UPSXPOS(RI’) / Ups,p = Q1( { NCm‘p/ Mm S Ss})

donde:

RRC, = UPs « posiry €S Una matriz con tantas filas como conjuntos de
referencia y tantas columnas como posiciones tenga una region r,
para una fila asociada al conjunto de referencia s, los valores de
las columnas se corresponden con la mediana de las coberturas
normalizadas de las muestras pertenecientes a s para cada una

de las posiciones de la region r.

Q1(X) representa el primer cuartil de los valores del conjunto X.

iii. Limite inferior de variacion tipica de la sefal de referencia,
calculado como el valor que determina el tercer cuartil de
los valores asociados a las coberturas normalizadas para

una posicién dada.

RDWr= Dstpos(Rr) / DWs,p = Q3( { NCm,P/ Mm € SS} )
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RDW, = DW;  posrn €S UNa matriz con tantas filas como conjuntos de

referencia y tantas columnas como posiciones tenga una region r,

para una fila asociada al conjunto de referencia s, los valores de

las columnas se corresponden con la el tercer cuartil de las

coberturas normalizadas de las muestras pertenecientes a s para

cada una de las posiciones de la region r.

Q3(X) representa el tercer cuartil de los valores del conjunto X.

Variacion tipica de la sefal de referencia para una posicion
calculada como el rango intercuartilico de los valores
asociados a las coberturas normalizadas para dicha

posicion.

RVRr= VRS x pos(Rr) / VRs,p =U Ps x pos(Rr) = DWS x pos(Rr)

donde:

RVR: = VRs x posrn €S UNa matriz con tantas filas como conjuntos de

referencia y tantas columnas como posiciones tenga una region r,

para una fila asociada al conjunto de referencia s, los valores de

las columnas se corresponden con rango intercuartilico de las

coberturas normalizadas de las muestras pertenecientes a s para

cada una de las posiciones de la region r.

Si la posicion pertenece a las posiciones de trabajo, se
registran (706) puntos de trabajo (también citados como
working points) vinculados al modelo, es decir las sefiales
en dicha region cumplen los criterios necesarios para
considerar su medida satisfactoria para el procedimiento de

deteccion.
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3. Repetir los pasos anteriores para cada una de las regiones incluidas en el bloque de
trabajo, registrando los datos de cada modelo para cada posicion de cada region.

Cuando se finalizan dichas regiones (r=R), el proceso finaliza.

La figura 8 presenta el proceso para establecer si una posicion p de una regién de interés R
pertenece a los puntos de trabajo para el modelo asociado a un conjunto de referencia S;. La
determinacion de puntos de trabajo supone una estrategia de seleccion de posiciones de
analisis de las sefiales, para controlar el efecto de la variabilidad experimental y ciertos
artefactos que se producen por el disefio y la tecnologia empleada. Una posicion se
considera un punto de trabajo si cumple ciertas condiciones, algunas de las cuales conllevan
el estudio de su contexto cromosdmico local. El rango de posiciones incluidas en el contexto
cromosomico local esta determinado por una ventana de posiciones prefijada
(denominaremos a esta variable Cfg.WPwindow). El proceso se inicia (801) cargando (802)

las siguientes variables:
M={M;, M, ..., My }: Muestras de estudio.

MS = {M;/ M; € S} controles para el modelo S.

R=[p1...pn], S : Regidon que abarca una sucesiéon de posiciones p;...p, Y muestras control

para el modelo para el que se calculan los Puntos de trabajo.

RF, VR : Vectores modelo de cobertura normalizada de referencia y variacion para la region

Ry el modelo S.

WP: Puntos de trabajo asociados a la regién Ry el modelo S.
WP se inicializa a 0 y p se inicializa a 1.

A continuacion se ejecutan los siguientes pasos

1. Para un modelo, se calcula (803) el promedio de los factores de correccion de

cobertura (fc) para la normalizacion de las muestras de control:

_ Zy:’lsl cobAuto(MS;).@

fc S|

¢=2 si sexo(MS;) = Mujer A crom(R;) € {X,Y}

¢=1 en otro caso.
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donde:

MS = Es el conjunto de muestras que forman el conjunto de referencia
Si. SM;representa la muestra i incluida en dicho conjunto y |[MS| es

el cardinal del mismo (numero de muestras incluidas en este).

cobAutosomal(m) es una funcion que devuelve la cobertura total en los
cromosomas autosomicos y la region de interés para la muestra

m.

sexo(m) es una funcion que devuelve el sexo asociado a una muestra

m.

crom(r) es una funcidon que devuelve el cromosoma asociado a la

funcionr.

¢ es un factor de correccién del nimero de copias diferenciales para X
en hombres y mujeres, toma valor dos en el caso de regiones
sobre el cromosoma X cuando el género de la muestra bajo

calculo es mujer, en otro caso vale 1.

Si el tamafio en pares de bases de la regién en estudio es igual o inferior al

determinado por el parametro de configuracion Cfg.WPwindow, toda posicién de la
region es considerada local para otra de la misma:

a. Obtener (804) las tasas de variacion de sefal asociadas al modelo en la

region, considerando unicamente los valores correspondientes a

posiciones “bien medidas”. Por posiciones “bien medidas’ se entiende

aquellas posiciones que pertenecen a los intervalos de interés originales

registrados para la regién R y para los que la cobertura normalizada de

referencia para el modelo multiplicada por fc (el factor de correccion

promedio) es igual o superior a la cobertura limite establecida por el

parametro de configuracion Cfg.WPmincover (por defecto 50). La tasa de

variacion para una posicion viene determinada por el cociente entre la

variacion y la sefial de referencia asociadas al modelo para dicha

posicion.

Tasas Variaciony = {%/ (RF; * fc 2 cfg.WPmcb) A (pi € U R.icore;)}
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donde:

R.icorej son las regiones originalmente seleccionadas como target
para el analisis asociadas a una regién de estudio que a partir de

ellas el método ha generado. UR.icore; representa el conjunto

(unién) de todas estas regiones.

“wrn

pi representa una posicién dada “i” incluida en la region en estudio.
RF;es el valor de referencia para el modelo en la posicion “i”
VR es el la variacion asociada al modelo para la posicion “i”

TasasVariacion,, = Es el conjunto de cocientes de la variacion entre el
valor de referencia (es decir las tasas de variacion) para el modelo

calculados para las posiciones “i” que cumplen las condiciones

citadas.

b. Registrar (805) como puntos de trabajo aquellas posiciones “bien
medidas” de la region, cuya tasa de variacion es inferior al promedio
calculado sobre el conjunto TasasVariaciony definido anteriormente mas
la desviacidn estandar calculada también para TasasVariacion, Yy
multiplicada por un factor (establecido con Cfg.WPstringence, por defecto
2), siempre y cuando exista mas de una posicion “bien medida” en la

region, sino ninguna posicion se considerara “punto de trabajo”.

WP si TV, <TV,, + o(TV,) . cfg. WPstringence

donde:

TV, representa la tasa de variacion asociada a un modelo de

referencia para la posicién p.

TV, es una abreviatura de la TasaVariacion. definida anteriormente.

TV, representa la media del conjunto de tasas de variacion ok
calculadas para la region en estudio, a(TV,;) representa la

desviacion tipica para dicho conjunto.
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WP es el conjunto de puntos de trabajo para la region y modelo en

estudio.
3. Si el tamafio de la region es superior a Cfg.WPwindow.
5 a. Calcular (806) la tasa de variacion inicial limite lim;,q como el promedio de

las tasas de variacion vinculadas a las posiciones “bien medidas” entre
las primeras Cfg.WPwindow posiciones de la region + la desviacion tipica
por el coeficiente establecido en Cfg.WPstringence. En caso de que no
existan dos o mas posiciones “bien medidas” entre las primeras

10 posiciones, se tomara lim;,q como O.

limizqg = TVok—izq + 0(TVok-izq) -cfg. WPstringence, limijq= 0 si TVqizq= @

donde:

15 TVoizqrepresenta el conjunto de Tasas de Variaciong calculadas
unicamente considerando las primeras cfgWPwindow posiciones
de la region en estudio. TV,x_;,, representa el promedio de

dichas tasas y o (TV,i-iz4) la desviacion tipica.

limi,q es el valor limite para la tasa de variacion de una posicion
20 localizada entre las cfg.WPwindow primeras de la region en
estudio para que sea considerada un punto de trabajo o (WP,

working point).

b. Calcular la tasa de variacion final limite limg, como el promedio de las
25 tasas de variacién vinculadas a las posiciones “bien medidas” entre las
ultimas Cfg.WPwindow posiciones de la region + la desviacion tipica por
el coeficiente establecido en Cfg.WPstringence. En caso de que no
existan dos o mas posiciones “bien medidas” entre las ultimas posiciones,
se tomara lim;, como 0.
30

limger = TVoi—der + 0(TVyor_ger) -cfg. WPstringence, limge,= 0 Si TV okger= @
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donde:

TVoqerrepresenta el conjunto de Tasas de Variacidon, calculadas

unicamente considerando las ultimas cfgWPwindow posiciones de

la regidn en estudio. TV, _q4. representa el promedio de dichas

tasas y a(TV,,_a4er) la desviacion tipica.

limi,q es el valor limite para la tasa de variacion de una posicion
localizada entre las cfg.WPwindow ultimas de la regién en estudio
para que sea considerada un punto de trabajo o (WP, working

point).

Tomar como WP aquellas posiciones “bien medidas” de entre las primeras
ceil(Cfg.WPwindow/2) posiciones de la region cuya tasa de variacion es
inferior a lim,q, donde la funcidon ceil(x) redondea al numero entero
superior o igual a x mas pequeio posible.
Tomar como WP aquellas posiciones “bien medidas” de entre las ultimas
ceil(Cfg.WPwindow/2) posiciones de la region cuya tasa de variacion es
inferior a limyer.
Para cada posicion intermedia p de la region [no incluida entre las
primeras  ceil(Cfg.WPwindow/2) ni ultimas ceil(Cfg.WPwindow/2)
posiciones de la region]:
i.  Calcular la tasa de variacion limite para la posicion p lim,.
Lim, se calcula tomando las posiciones “bien medidas” en
el intervalo [p- Cfg.WPwindow/2, p + Cfg.WPwindow/2],
cuando este conjunto sean dos o mas posiciones lim, es el
promedio de las tasas de variacion vinculadas a dichas
posiciones mas la desviacién tipica multiplicada por
Cfg.WPstringence, en otro caso es 0.
i. Incorporar (807) la posicion p como “punto de trabajo”

cuando su tasa de variacion es inferior a lim,,.

limy = TVog—p + 0(TVyk—p) - cfg. WPstringence, lim,=0si TV, = @

36



10

15

20

25

30

ES 2711163 Al

donde:

TV representa el conjunto de Tasas de Variaciong calculadas
unicamente considerando las posiciones en el rango [p-

Cfg.WPwindow/2, p + Cfg.WPwindow/2] de la regién en estudio.

TV,-p representa el promedio de dichas tasas y o(TV,x-,) la

desviacion tipica.

lim, es el valor limite para la tasa de variacion de una posicion
localizada dentro del rango [p- Cfg.WPwindow/2 , p +
Cfg.WPwindow/2] de la region en estudio para que sea

considerada un punto de trabajo o (WP, working point).

El proceso finaliza (808) cuando se verifica p=n, donde n es el numero de posiciones de la

region en estudio.

La figura 9 presenta el estudio, para cada muestra, del comportamiento de su sefial de
cobertura frente al modelo de referencia que le corresponde, constituye el algoritmo de
busqueda, una vez obtenidas las coberturas para las muestras de estudio en las regiones
pertenecientes a un bloque de trabajo, y calculados los modelos correspondientes a los
distintos conjuntos de control. El protocolo de estudio revisa las sefiales de las muestras a lo
largo de las posiciones validas (“puntos de trabajo”), en las regiones de interés, para la
deteccion de CNVs candidatos, registrando los rangos cromosémicos con sefales alteradas
respecto a la senal de referencia para el correspondiente modelo y caracterizando dichos
rangos para finalmente fusionar (907) aquellos que, se considera, forman parte de una zona

mas amplia que estaria alterada y los incluye.

El proceso comienza (901) inicializando (902) las siguientes variables:
ROI = {R1,R2, ..., Rn}: Regiones de la iteracion ordenadas por cromosoma y posicion
inicial.

extensiones := Cfg.maxExten : Variable que indica el numero de extensiones disponibles
para controlar el flujo del algoritmo y que inicialmente se establece segun un parametro de

configuracion. Una extension supone considerar una posicidon que no tiene una sefial
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alterada en base al correspondiente modelo como una candidata a un evento de variante

estructural.

outlierActivo := NO : Variable de tipo légico que durante el proceso de busqueda indica si en

un momento dado el examen de una posicion constituye la continuaciéon de una alteracion

detectada en caso de que esta también lo esté o es la primera de un nuevo bloque.

wpexten=0; wpTam:=0: Se trata de variables contadores, la primera indica el nimero de

extensiones que se han usado y la segunda el numero de puntos de trabajo abarcados.

A continuacion, el proceso se lleva a cabo de la siguiente forma:

1.

Llevar un contador de posiciones no alteradas ignorables (extensiones) que se
inicializa al valor maximo que puede alcanzar segun se ha configurado en
Cfg.maxExtensiones y un registro de situacion (outlierActivo) que inicialmente esta a
estado “outlier inactivo”. Ademas inicializar unos registros contadores de puntos de
trabajo: extendidas (wpexten) y abarcadas (wpTam), ambos registros se inicializar con
valor 0.

Posicionarse en la primera posicion de la primera region asignada al bloque de trabajo
(segun el orden cromosoma-coordenada cromosémica).

Si el registro de situacion esta activo (outlierActivo = Sl), cuando el grupo al que
pertenece la region actual sea distinto del grupo asignado a dicho outlier, cerrar (903)
el registro del outlier (pasar estado a “outlier inactivo”) asignando como posicion final la
ultima posicion significativa y como region final la que la contiene, después si el
namero de puntos de trabajo que abarca (wptam-wpext) es igual o superior a
Cfg.minTamano, procesar (904) dicho outlier (el proceso para procesar un outlier se
describe mas adelante).

Verificar si la posicién actual es valida (punto de trabajo), en caso negativo actualizar
la posicion actual y la region actual para avanzar a la siguiente posicion de las
regiones a procesar del bloque de trabajo y volver al paso 3.

Incrementar el valor de wpTam en una unidad (la posicion actual es WP).

Calcular (905) la distancia, entre la sefal de la muestra y referencia en el modelo para
la posicion. La distancia se calcula como la diferencia en valor absoluto entre la
cobertura normalizada de la muestra y la de referencia para su modelo de control
dividida entre la variacion del modelo. Cuando la cobertura normalizada de la muestra
es superior o igual a la de referencia para el modelo, el signo de la distancia es

positivo, sino negativo.
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NGy p — RF;,

d.d. m: muestra,s: cto control
VRg,

1]

sd = signodistancia(p) ="+ "si NCy,, > RF, sino="-

donde:

NCy,, es la cobertura normalizada en la posicién p para la muestra m.

RF;, es el valor de referencia para Is posicion p segun conjunto de control

s (asignado para la muestra m).

VF;, es el valor de variacion para Is posicion p segun conjunto de control s

(asignado para la muestra m).

En caso de que la situacion actual sea “outlier activo”:

7.1.

7.2.

Si el signo asociado al outlier activo difiere del signo asociado a la posicion
actual (sd) cerrar el registro del outlier (pasar estado a “outlier inactivo”)
asignando como posicion final la ultima posicion significativa y como region
final la que la contiene, después si el numero de puntos de trabajo que abarca
(wptam-wpext) es igual o superior a Cfg.minTamafo, procesar dicho outlier y
después continuar en el paso 9.

Si la distancia muestra-referencia (d) es inferior al limite establecido por el
parametro de configuracion Cfg.distmin (por defecto 1.5), cuando el valor del
contador extensiones es mayor que cero disminuirlo en una unidad,
incrementar el contador de puntos de trabajo extendidas y continuar en el
paso 9, en otro caso continuar cerrar el registro del outlier (pasar estado a
“outlier inactivo”) asignando como posicion final la ultima posicion significativa
y como region final la que la contiene, después si el nimero de puntos de
trabajo que abarca (wptam-wpext) es igual o superior a Cfg.minTamaro,

procesar dicho outlier y después continuar en el paso 9.

En el caso de que la situacion actual sea “outlier inactivo”, si la distancia muestra-

referencia (d) es igual o supera el limite establecido (Cfg.distmin), abrir (906) un nuevo

registro de outlier (estado a “outlier activo”) asociandole como regién inicial, posicion

inicial, cromosoma, grupo y signodistancia los vinculados a la posicion actual y

establecer a Cfg.maxExtensiones.
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9. En caso de que queden posiciones incluidas en las regiones asignadas al bloque de
trabajo por explorar tomar la siguiente a la actual, en la region siguiente si es
necesario, y continuar en el paso 3. En caso de que no queden posiciones validas por
explorar, cuando la situacion actual sea de “outlier activo” cerrar el registro del outlier
(pasar estado a “outlier inactivo”) asignando como posicion final la ultima posicion
significativa y como region final la que la contiene, después si el nimero de puntos de
trabajo que abarca (wptam-wpext) es igual o superior a Cfg.minTamano, procesar
dicho outlier.

10. Fusionar (907) aquellos outliers que forman parte de una zona mas amplia que estaria

alterada y los incluye, y finalizar (908) el protocolo.

La figura 10 muestra el protocolo de procesado de un rango outlier, cuyo objetivo es revelar
la presencia de un CNV, asignar una valoracion de confianza en que el rango cromosémico
con sefiales alteradas se corresponda con un rango afectado por un CNV, y recuperar y
registrar informacion contextual para informar el CNV candidato. El proceso se inicia (1001)
ajustando (1002) los limites de la regidn outlier. En caso de que el rango siga superando la
longitud establecida en un umbral que denominaremos Cfg.minTamano, se procede a su
caracterizacion (1003), en otro caso se desestima como CNV. La caracterizacién esta
basada en la medida de ciertos parametros del modelo y de la muestra, asi como de la
region cromosémica donde se situa el outlier. Una vez el rango outlier ha sido caracterizado,
se determina (1004) si es candidato a CNV, en otro caso se desestima. Los rangos
candidatos a CNVs son anotados (1005) con informacion del contexto experimental y
cromosomico (por ejemplo: zonas génicas afectadas, regiones cromosémicas con
caracteristicas especiales, variantes en dicha region, veces que se ha visto la region
alterada, informaciéon de bases de datos sobre dicha region). Una vez obtenidos todos los
datos, se exportan (1006) codificadas las sefales en el contexto del area afectada y vecina,
para recuperarlas durante la creacién del informe final. El ultimo paso del proceso se
encarga de asignar (1007) un grado de confianza en que el CNV candidato sea una variante

estructural realmente, tras lo cual finaliza (1008) el proceso.

La figura 11 presenta el ajuste de los limites del outlier, que comienza (1101) con la
estimacion (1102) del ratio muestra-modelo caracteristico del outlier, R. R se calcula como la

mediana del conjunto de cocientes de cobertura normalizada de la muestra entre la
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referencia para el modelo que le corresponda, considerando las posiciones que son punto

de trabajo dentro del intervalo outlier inicialmente detectado.

~ NCmp
R=med|{ === / P < [Oini,Ofn] Ap € WP
RFS_p

donde:

NCy,, es la cobertura normalizada en la posicién p para la muestra m.

RF;,, es el valor de referencia para Is posicion p segun conjunto de control s

(asignado para la muestra m).

WP es el conjunto de puntos de trabajo para la muestra en estudio y p una

posicién incluida en dicho conjunto.

Oin Y Osin sON respectivamente la posicion de inicio y fin asociadas al outlier.

Si R es mayor que 1 el outlier se corresponderia con una ganancia de sefial. Cuando el ratio
asociado a la posicion inicial es menor o igual que (1+R)/2 se recalcula la posicion de inicio

disminuyéndola en una posicion hasta que se alcance la posicion de inicio de la region en el

NC - 5
RF’""’ para la nueva posicién no supere (1+R)/2.
s,p

que comienza el outlier inicial o bien el ratio

Cuando el ratio asociado a la posicién inicial supera (1+R)/2 se recalcula la posicion de

C . . . . NCpmp
inicio aumentandola en una posicion mientras el ratio '

= para la nueva posicién sea
S,p

inferior a (1+R)/2 y Is podicion inferior a la ultima perteneciente a la regién inicial para el
outlier. Para el recalculo de la posicidon final se procede a la inversa. Cuando el ratio
asociado a la posicién final es mayor que (1+R)/2 se recalcula la posicion de fin

incrementandola en una posiciéon hasta que se alcance la posicion de fin de la region en el
Ncm,p . ey ~
. bara la nueva posicion no supere (1+R)/2.
S,p

que termina el outlier inicial o bien el ratio

Cuando el ratio asociado a la posicién final no supera (1+R)/2 se recalcula la posicion de fin
NCpnp

decrementandola en una posicion mientras el ratio para la nueva posicion sea menor

RFs
que (1+R)/2 y no se haya alcanzado la ultima posicion asignada a la ultima region afectada

por el outlier inicial.

Cuando R no supera la unidad el outlier se corresponderia con una pérdida de sefal.

Cuando el ratio asociado a la posicion inicial es menor que (1+R)/2 se recalcula la posicion
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de inicio disminuyéndola en una posicion hasta que se alcance la posicién de inicio de la

£ para la nueva posicion no sea
S,p

., . C . . NCp,
region en el que comienza el outlier inicial o bien el ratio -

inferior a (1+R)/2. Cuando el ratio asociado a la posicion inicial es igual o supera (1+R)/2 se
. . . NCmp

recalcula la posicion de inicio aumentandola en una posicion mientras el ratio =r_. Para la
S,p

nueva posicion supere (1+R)/2 y no se haya alcanzado la posicion final de la region inicial

asignada al outlier. Para el recalculo de la posicion final se procede a la inversa. Cuando el

ratio asociado a la posicion final es menor que (1+R)/2 se recalcula la posicién de fin

incrementandola en una posiciéon hasta que se alcance la posicidon de fin de la regién en la

NC i e
RF’""’ para la nueva posicién no sea inferior a
s,p

que termina el outlier inicial o bien el ratio

(1+R)/2. Cuando el ratio asociado a la posicién final no es inferior a (1+R)/2 se recalcula la

NCp p

posicion de fin decrementandola en una posicion mientras el ratio para la nueva

S,p
posicion sea mayor que (1+R)/2 y no se haya alcanzado la posicion final de la Ultima region

afectada por el outlier. Tras la actualizacién (1103) de Oini y O, finaliza (1104) el proceso.

Completado el ajuste de los limites del outlier si el nUmero de pares que abarca es inferior al
valor definido por Cfg.minTanafio se descarta como CNV el intervalo y se prosigue la
busqueda si es el caso, segun ha sido descrita de otros intervalos afectados, cuando dicho
tamafio minimo es satisfecho comienza la caracterizacion del outlier, tal como se presenta

en la figura 12.

El proceso comienza (1201) cargando (1202) las siguientes variables:

O,m,s : Outlier que esta siendo caracterizado, muestra y modelo vinculados.
WP : Puntos de trabajo para s en el intervalo cromosémico que abarca O.
NC., : Cobertura normalizada para la muestra (m) en la posicion p.

RFsp, : Cobertura normalizada de referencia para s en la posicion p.

VR, : Variacion (Rango intercuartilico) asociada en s a la posicion p.

A continuacion, se mantiene (1203) o se corrige (1204) el sexo:
@=2 si sexo(Mm) = Mujer A crom(Rr) € {X,Y}, ¢=1 otro caso.

La caracterizacion consiste en registro de los siguientes parametros vinculados al outlier O

para una muestra m y su correspondiente modelo de referencia s:
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Cobertura (1205) del modelo caracteristica para O, O.cob. Este valor se calcula como
el producto de la cobertura total autosémica de la muestra por la mediana de las
coberturas normalizadas de referencia para el modelo vinculadas a cada una de las
posiciones incluidas como Puntos de trabajo en el intervalo cromosémico que abarca
O. El resultado del producto anterior se multiplica adicionalmente por 2 en caso de que
el sexo asignado a la muestra m sea mujer y el rango cromosémico vinculado al outlier

esté localizado sobre un cromosoma sexual.

0.cob = ¢ .cobAuto(m) .md({RF;, / p € WP})
donde:

¢ es un factor de correccién del nimero de copias diferenciales para X en
hombres y mujeres, toma valor dos en el caso de regiones sobre el
cromosoma X cuando el género de la muestra bajo calculo es mujer, en

otro caso vale 1.

cobAuto(m) es una funcidén que devuelve la cobertura total en los

cromosomas autosomicos y la region de interés para la muestra m.
p es una posicion perteneciente al conjunto de puntos de trabajo.
md(X) es mediana para el conjunto X.

RF;,, es el valor de referencia para la posicion p segun conjunto de control s

(asignado para la muestra m).

WP es el conjunto de puntos de trabajo para la muestra en estudio y p una

posicion incluida en dicho conjunto.

Variacion (1206) del modelo caracteristica para O, O.var. Este valor se calcula como la
mediana de las variaciones de cobertura normalizada para el modelo vinculadas a
cada una de las posiciones incluidas como Puntos de trabajo en el intervalo

cromosomico que abarca O

O.var = md({VRs, /p € WP})
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donde:
p es una posicion perteneciente al conjunto de puntos de trabajo.

md(X) es mediana para el conjunto X.

VR, es la variacion vinculada a la posicion p segun el conjunto de control s

(asignado para la muestra m).

WP es el conjunto de puntos de trabajo para la muestra en estudio y p una

posicién incluida en dicho conjunto.

Tasa de variacion (1207) del modelo caracteristica para O y su variacién a lo largo de
O, O.var y O.vtvar. O.var se calcula como la mediana de los cocientes entre
variaciones de cobertura normalizada y los valores de cobertura normalizada de
referencia para el modelo vinculados a cada una de las posiciones incluidas como
Puntos de trabajo en el intervalo cromosdmico que abarca O. O.vtvar se calcula como

el rango intercuartilico para el conjunto de los cocientes considerados para el calculo

de O.var.
RV,
O.tvar=md({=—==— /p € WP})
RF;,,
_ . RV
O.vtvar = Lqr({RF /p EWP})
sp
donde:

p es una posicion perteneciente al conjunto de puntos de trabajo.

md(X), iqr(X) son respectivamente la mediana y el rango intercuartilico para el

conjunto X.

RF;,, es el factor de referencia para la posicion p segun el conjunto de control

s (asignado para la muestra m).

VR, es la variacion vinculada a la posicion p segun el conjunto de control s

(asignado para la muestra m).
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WP es el conjunto de puntos de trabajo para la muestra en estudio y p una

posicién incluida en dicho conjunto.

Ratio de cobertura (1208) caracteristico para O y su variacion a lo largo de O, O.ratio y
O.ratiovar. O.ratio se calcula como la mediana de los cocientes entre las coberturas
normalizadas para la muestra y las de referencia para el modelo vinculado,
considerando las posiciones incluidas como Puntos de trabajo en el intervalo
cromosomico que abarca O. O.ratiovar se calcula como el rango intercuartilico para el

conjunto de los cocientes considerados para el calculo de O.ratio.

NCpp
O.ratio = md({ —/p € WP})
RF,p
: . Cmp
O.ratiovar = igr({ /p EWP}
RF,p

donde:
p es una posicion perteneciente al conjunto de puntos de trabajo.

md(X), iqr(X) son respectivamente la mediana y el rango intercuartilico para el

conjunto X.

RF; , es el factor de referencia para la posicion p segun el conjunto de control

s (asignado para la muestra m).

NCy,, es la cobertura normalizada en la posicién p para la muestra m.

WP es el conjunto de puntos de trabajo para la muestra en estudio y p una

posicién incluida en dicho conjunto.

Distancia caracteristica (1209) para O y su variacion a lo largo de O, O.distancia y
O.distanciavar. O.distancia se calcula como la mediana de los cocientes entre las
diferencias de coberturas normalizadas, para la muestra y el valor de referencia segun
el modelo vinculado, y las variaciones de cobertura normalizada para el modelo en las
posiciones consideradas Puntos de trabajo en el intervalo cromosémico que abarca O.
O.distanciavar se calcula como el rango intercuartilico para el conjunto de los

cocientes considerados para el calculo de O.distancia.
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0. distancia = mal({M /p EWP})

RV
NCp,, — RF,
0. distanciavar = iqr({M /p EWPY}H)
RV,

donde:
p es una posicion perteneciente al conjunto de puntos de trabajo.

md(X), iqr(X) son respectivamente la mediana y el rango intercuartilico para el

conjunto X.

RF; , es el factor de referencia para la posicion p segun el conjunto de control

s (asignado para la muestra m).

VR, es la variabilidad asociada a la posicion p segun el conjunto de control s

(asignado para la muestra m).

NCy,, es la cobertura normalizada en la posicion p para la muestra m.

WP es el conjunto de puntos de trabajo para la muestra en estudio y p una

posicién incluida en dicho conjunto.

Ademas de calcular los valores anteriores, al outlier se le asocian (1210) las posiciones
cromosoOmicas detectadas pero también las posiciones extremas compatibles con una
variante estructural, es decir tanto el rango cromosomico mas amplio que podria llegar a
abarcar como el minimo a modo de intervalo de confianza para los extremos del outlier
detectado (considerar por ejemplo que hay zonas que no pertenecen a la region de interés o
para las cuales no se tiene cobertura). El protocolo para determinar dichas las posiciones
extremas correspondientes al intervalo mas amplio que podria verse afectado parte de los
limites detectados para el outlier (O.posini y O posfin) amplidandolos mientras se recorren las
posiciones adyacentes no incluidas en O, hasta encontrar una agregacion de posiciones
(establecida mediante una variable Cfg.BRKnoCNV, por defecto tomada como 20)
consideradas puntos de trabajo y con una tasa de variacion no superior a la caracteristica
para la region outlier mas de tres veces su variacién caracteristica, para las cuales el
incremento/decremento en ratio de cobertura muestra-modelo es igual o inferior a 1/3
caracteristico para el outlier inicial (siendo el ratio superior a 1 cuando lo sea el
caracteristico del outlier o inferior a este cuando lo sea para el outlier). Para determinar las

posiciones extremas correspondientes al intervalo minimo que se considera que estaria
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afectado sigue un proceso similar pero recorriendo las posiciones adyacentes a los
extremos incluidas en el outlier hasta encontrar una afregacion de posiciones consideradas
Puntos de trabajo y con una tasa de variacion no superior a la caracteristica para la region
outlier mas tres veces su variacion caracteristica, para las cuales el incremento/decremento
en ratio cobertura muestra-modelo es igual o superior a 2/3 del caracteristico para el outlier
inicial (siendo el ratio superior a 1 cuando lo sea el caracteristico del outlier o inferior a este
cuando lo sea para el outlier). Tras registrar las posiciones extremas, afectadas, observadas

y potenciales, finaliza (1211) el proceso.

La figura 13 ilustra una posible implementaciéon para la ampliacion del limite inferior del
intervalo. El proceso parte (1301) de la inicializacion (1302) a 0 de un contador de
posiciones no alteradas noCNVs. Considerando la posicién p, la de inicio el outlier, asi como

r la region de inicio del outlier:

1)  Si p es la posicion inicial de la primera de las regiones disponibles en el bloque de
regiones analizado ir al paso 6 para terminar el protocolo. En otro caso establecer p a
la posicion previa dentro de las regiones de interés, esto es: si p es mayor que la
posicién de inicio de la region actual r decrementar p en una unidad, en otro caso
decrementar r en una unidad (explorar la region previa) estableciendo p al valor de su
posicion final.

2)  Si para la posicion explorada, p, no se satisface que: p es un Punto de trabajo para el
modelo vinculado a la muestra que esta siendo analizada y la tasa de variacién para el
modelo (variacion entre valor de referencia) no supera para el outlier a su tasa de
variacion mas 3 veces la variacion asociada a dicha tasa entonces volver al paso 1.

3) Cuando no se satisface la proposicion w, decrementar en una unidad el contador
noCNVs cuando este tenga un valor superior a 0 y volver al paso 1.

NCpnp O.ratio —1 O.ratio—1 ,
w= -1 ( ) <( )
RF;,, 3 3

donde:

RF, es el factor de referencia para la posicion p segun el conjunto de control

s (asignado para la muestra m).

NCy,, es la cobertura normalizada en la posicién p para la muestra m.

O.ratio es el ratio de cobertura caracteristico para el outlier bajo revision.
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4)  Siel contador noCNVs es inferior a Cfg.BRKnoCNYV ir al paso 1.

5) Asignar (1303) como posicidon minima posicion inicial, O.imin (limite inferior del
intervalo), la posicion p menos el numero de posiciones establecidos en el valor de
configuracion Cfg.BRKdecay (por defecto 25), como region minima de inicio, O.irmin,

asignar r y finalizar (1304) el protocolo.

Para calcular la posicién final maxima puede seguirse un procedimiento analogo,
incrementando posiciones desde la final asignada al outlier. Para el céalculo del intervalo
minimo se procede también de manera analoga pero empleando como condicion w la
siguiente (y en este caso el significado en lugar de contabilizar posiciones noCNVs se

contabilizan posiciones siCNVs:

NC, 2(0.ratio —1 2(0.ratio—1
RF, 3 3

donde:

RF;,, es el factor de referencia para la posicion p segun el conjunto de control

s (asignado para la muestra m).

NCy,, es la cobertura normalizada en la posicién p para la muestra m.

O.ratio es el ratio de cobertura caracteristico para el outlier bajo revision.

La figura 14 muestra el proceso de determinar si un outlier puede reflejar un una variante
estructural, una vez completada su caracterizacion. El proceso se inicia (1401)
seleccionando individualmente (1402) cada outlier. Se considera que el outlier seleccionado

puede reflejar una variante estructural en los siguientes casos:

1)  Siel tamafo en pares de bases que abarca la regién detectada como outlier es igual o
mayor el minimo exigido (Cfg.minTamano), la cobertura modelo asignada al outlier es
igual o mayor al limite establecido para la posiciones Puntos de trabajo (cfg.WPmcb) y
la distancia caracteristica del outlier es igual o mayor a la minima exigida (cfg.dmin)
evaluar el ratio caracteristico (punto 2) en otro caso desestimar el outlier como
candidato.

2) Cuando el ratio caracteristico no estda comprendido en el intervalo [0.65,1.35]

considerar el CNV como candidato, en otro caso Unicamente si supera la distancia
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minima exigida, exponencial con base cfg.dmin y maximo en 1. La distancia minima

para ratio anémalo y secalcula (1403) de acuerdo con la funcion:

1/) — Cfg_dmin((0.6—|0.rﬁﬁo—1|). 15)
donde:

cfg.dmin es la distancia minima exigida (por configuracion) para considerar

un outlier como candidato a CNV.

0.ratio es el ratio de cobertura caracteristico para el outlier bajo revision.

Los outliers candidatos se registran (1404) en el registro correspondiente y finaliza el
proceso. Para aquellos outliers que son considerados candidatos a CNVs se procede a la
recuperacion de informacion contextual, anotandolos y evalando una serie de filtros que les
son etiquetados. La anotacién implica recuperar las anotaciones en las distintas fuentes de
informacion suministradas al sistema para todas aquellas posiciones incluidas dentro de las
regiones abarcadas por el outlier (aunque sea parcialmente) asi como dentro las regiones
previas y siguientes (siempre que estén disponibles). Se recuperan también todas las
anotaciones hechas sobre rangos cromosomicos que estén contenidos o solapen el
intervalo abarcado por el outlier. Como fuentes de informacion se incluyen las bases de

datos, los ficheros .bed, .gff etc y los ficheros de variantes .vcf y de alineamientos .bam.

Entre las fuentes de informacion requeridas y usadas para resolver algunos filtros estan los
mapeos cromosoémicos de las distintas isoformas de los distintos genes que se quieren
anotar. Para las regiones en el contexto del outlier mencionadas se recuperan y asocian al
registro de el outlier candidato a CNV: las coordenadas de inicio y fin de cada region UTR,

intrénica y codificante.

Una vez recuperada la informacion sobre regiones génicas calcula una isoforma compendio
donde las regiones codificantes de las distintas isoformas se fusionan, lo mismo los UTR
para el resto de bases no afectadas, y entonces se registra para el outlier el nimero de
bases codificantes que abarca potencialmente (es decir incluidas entre los extremos
maximos O.mini y Omfin), el niumero de regiones codificantes, el tamafio en pares de bases

de dichas regiones codificantes y la distancia minima de alguno de los extremos del outlier a
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una base codificante (cuando la distancia sea a una base abarcada por outlier tomara signo
negativo y en otro caso positivo). Cuando el valor de distancia a cdna sea inferior al
determinado por Cfg.FILTdcdna (por defecto 10) se etiquetara el outlier como filtrado por
cdna (esto permite activar dicho filtro a la hora de mostrar los resultados en el subsistema de
exploracién), también puede implementarse esta caracteristica como un filtro duro que

elimina el outlier de los resultados directamente.

Cuando se proporcione al sistema los genes/rangos cromosomicos pertenecientes a
distintos paneles, se procesa dicha informacion para establecer un filtro por panel, estando
un outlier activo para cada panel en concreto si alguna de las regiones de interés para dicho

panel solapa el la regibn cromosomica potencialmente abarcada por el outlier.

En cuanto a los recursos de anotacion de variantes estructurales de distintas fuentes (ej. la
base de datos dgv) se anotara el maximo porcentaje de solapamiento entre alguna de las
variantes estructurales descritas del mismo tipo (ganancias o pérdidas de copias) y el rango
abarcado por el outlier (para cada variante estructural el maximo vendra determinado por el
porcentaje de bases de la variante descrita en la base de datos cubiertas potencialmente por
el outlier o bien por el porcentaje de bases del outlier determinadas que estan cubiertas por

la variante estructural descrita).

El subsistema de deteccion y anotacion establecera una comunicacion con una base de
datos o un fichero o conjunto de ellos para registrar cada uno de los CNVs candidatos
detectados en sus distintas ejecuciones guardando informacién sobre los rangos detectados
y potenciales de cada outlier asi como los valores caracteristicos vinculados al ratio y el
grado de credibilidad calculado. Ademas queda registrada la muestra para la que se ha
detectado dicho outlier. Este repositorio de informacion es consultado durante esta fase de
anotacion recuperando el numero de veces que el rango afectado por el outlier (el
detectado, no el potencial) es solapado por algun registro en dicho repositorio para una
muestra distinta a la que esta siendo procesada e igualmente el numero de veces que esto
se produce unicamente considerando aquellas anotaciones que tengan asignado un grado
de credibilidad igual o superior al caracteristico para el outlier en estudio. En base a estos

valores de contaje se asignan dos filtros por frecuencia de aparicion entre las muestras a las
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que se le ha estudiado la regién cromosémica afectada por el outlier, la frecuencia limite

quedara fijada por el parametro Cfg.FILTCNVfreq (por defecto 5%).

Ademas de recuperar informacion de las distintas fuentes que aportan anotaciones sobre
posiciones o intervalos cromosoémicos también se recupera a partir de los ficheros de
variantes de cada muestra (.vcfs) en caso de estar disponibles aquellas variantes que
solapen o estén contenidas en las regiones del contexto del outlier que esta siendo anotado,
se registran sus coordenadas cromosdmicas asi como su calidad y frecuencia del alelo

alternativo.

La figura 15 ilustra el proceso de deteccion de rupturas (también denominadas
habitualmente por su nombre en inglés “breakpoints”) o su ausencia a partir de los reads

secuenciados:

1)  El proceso se inicia (1501) con la recuperacion del fichero de alineamiento de la
muestra de estudio los reads que solapan el intervalo [0.imin,O.imax] (1502A), es decir
que solapen el rango cromosdémico entre las dos posiciones extremas para el limite
inferior del outlier, estos reads forman el conjunto READSs. Para cada uno de los
reads recuperados, procesar su informacién de alineamiento (1503A) para trabajar
sobre los que tengan en su correspondiente campo de operaciones del fichero de
alineamiento (campo conocido como CIGAR, del inglés “Compact Idiosyncratic
Gapped Alignment Repor”) las bases laterales enmascaradas —tienen aplicado un
borrado I6gico-, (0 como se conoce habitualmente por el término en inglés, presenten
“softclipping”) afectando a mas de 10 bases (0 un alineamiento quimérico asociado
con un numero superior a 10 bases segregadas, sin prejuicio de que en lugar de 10
bases puede configurarse el sistema para exigirse un numero distinto), recuperar la
secuencia que no se puede alinear de forma contigua a la primaria (la afectada por el
borrado logico —softclipped-) (1504A) y calcular la posicion cromosdmica donde se
produce la ruptura. Asignar un cluster de rupturas (break points) (1505A) para el read
a partir de la posicién de ruptura particular que este presenta y registrar en dicho
cluster (para su posicion de cluster) la secuencia afectada por el borrado légico.

Para determinar la posicion de ruptura en los casos de softclipping se examina el
campo CIGAR del read. Cuando la primera operacion (ignorando las operaciones de
borrado fuerte o por su término en inglés de hard clipping) del CIGAR sea un softclip

de tamano suficiente, la posicion recortada es la posicién de inicio de alineamiento del
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read mas el numero de bases que abarca dicha operacion. Cuando el bloque de
softclipping sea la ultima operacién (ignorando las de hard clipping) sera la posicién de
inicio de alineamiento del read mas el niumero de operaciones cigar match (M) o del
(D). Si p es la posicidon de ruptura, la posicion de cluster cp se calcula como: cp =
floor((p+5)/10)*10, es decir la parte entera por 10 de la division entre 10 de la posicién

de ruptura mas 5 unidades.

La secuencia de softclip, seqS, se toma de la secuencia del read extrayendo tantas
bases como se indiquen en el CIGAR vinculadas al bloque de softclipping desde el
principio o el final de la secuencia del read dependiendo de donde se encuentre el

bloque de softclipping indicado en el CIGAR.

Recuperar del fichero de alineamiento de la muestra de estudio los reads que solapen
el intervalo [0.fmin,O.fmax] (1502B), es decir que solapen el rango cromosémico que
delimita el final del outlier constituido por las dos posiciones extremas como se ha
comentado, la minima coordenada que se veria afectada y la que como mucho podria
llegar a estar afectada por una variante estructural subyacente, estos reads forman el
conjunto READSg3,. Para cada uno de los reads recuperados, procesar la informacion
del alineamiento (1503B) para estudiar el CIGAR y como en el paso anterior cuando
reunan el requisito en bases, proceder extrayendo las secuencias softclipped (1504B)
(y asignandolas a las posiciones de cluster que correspondan (1505B).

Eliminar del registro aquellos clusteres (posiciones cluster y sus datos asociados) que
tengan un numero de secuencias registradas inferior al determinado limite establecido
para el sistema Cfg.BRKminsop (por defecto 20) (1506). La motivacion de este filtrado
es eliminar de la revision las regiones donde no hay una apilacién de softclipping o
rupturas (es decir son operaciones que se sospechan motivadas por el ruido de
secuenciacion y no por eventos biolégicos).

Para cada uno de los clusteres que permanecen en el registro tras el filtrado del paso
3, recuperar las secuencias que tienen vinculadas (1507) y alinear dichas secuencias
para buscar los cluster pareja.

a. Si el cluster que se esta considerando tiene una posicion de cluster igual o
superior a la posicién minima calculada para el fin del outlier (O.fmin), se
alinean sus secuencias (el alineamiento se permite en forward, reverse,
complementario o reverse complementario) contra la secuencia de adn
para el genoma de referencia comprendida entre las posiciones
cromosomicas [O.imin,O.imax] (1508), es decir se busca la pareja en el

rango que va desde la posicién inicial maxima potencial determinada para
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el outlier y la posicion inferior extrema potencial. Cuando se produce un
alineamiento, siendo ap1 y ap2 las posiciones de inicio y fin del
alineamiento contra la secuencia objetivo, se calcula la posicion de cluster
pareja como pcp = floor((O.imin+ap2+5)/10)*10, esto es, la parte entera
de la division entre 10 del cociente de la suma de la posicién de final de
alineamiento, mas la posicion cromosémica de inicio de la secuencia
contra la que se alinea, mas 5 entre 10. Cuando hay alineamiento se
aumenta el contador o se abre uno y se establece a 1 (en caso de que no
exista el registro previamente) para el par pcp-cp.
b. Cuando el cluster considerado tiene una posicion de cluster igual o inferior
a la posicion calculada como maxima para el inicio del outlier (O.imin), se
alinean sus secuencias contra la secuencia de adn para el genoma de
referencia comprendida entre las posiciones cromosomicas
[O.fmin,O0.fmax] (1509), es decir se busca la pareja en el rango que va
desde las posiciones extremas para el final del outlier. Cuando se produce
un alineamiento, siendo ap1 y ap2 las posiciones de inicio y fin del
alineamiento contra la secuencia objetivo, se calcula la posicion de cluster
pareja como pcp = floor((O.imin+ap1+5)/10)*10, esto es, la parte entera
de la division entre 10 del cociente de la suma de la posicién de inicial de
alineamiento, mas la posicion cromosémica de inicio de la secuencia
contra la que se alinea, mas 5 entre 10. Cuando hay alineamiento se
aumenta el contador o se abre uno y se establece a 1 (en caso de que no
exista el registro previamente) para el par cp-pcp.
Registrar para el outlier (1510), para el CNV candidato, la posicion de cluster de aquel
cluster individual que tenga el mayor numero de secuencias vinculadas (O.brk), asi
como dicho numero de secuencias (O.cbrk) para tener constancia del numero de
reads que apoyan dicho cluster. Registrar también el par de posiciones de el par de
clusteres que tiene un contador mas elevado (O.pbrk), asi como dicho contador
(O.cpbrk) para tener constancia del nimero de reads que apoyan dicho par de
clusteres.
Considerando la informacién registrada a partir de la revision de los alineamientos
también se establece un filtro. Un CNV se marca como filtrado por breakpoints cuando,
siendo la region de inicio y fin del outlier la misma, para alguno de los dos intervalos
[O.imin,Oimax],[0.fmin,O.fmax] ambos extremos pertenecen a la misma region y todas
sus bases tienen una cobertura cruda para la muestra de estudio igual o superior a la

exigida a una posicion perteneciente a las Puntos de trabajo (cfg.WPmcb) y el numero
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de reads soporte registrado para el cluster de break points (O.cbrk) es inferior a
cfg.FILTmbrk.

6) Finalizar (1511) el proceso.

Para cada CNV candidato se persiste un flujo de bytes en un espacio de almacenamiento,
(que puede tener caracter diferente dependiendo del despliegue del sistema elegido, por
ejemplo podria persistirse en un fichero temporal o de manera definitiva en una base de
datos). La etapa de exportacién de datos codifica todas las posiciones de las regiones del
contexto del CNV (regiones abarcadas por el CNV mas las dos anteriores y las dos
siguientes siempre que estén disponibles en la iteracidbn —en otro caso dentro de este rango
las que sea posible-). Junto con las posiciones se codifica y persiste el valor de las senales
procesadas para las distintas muestras y la sefial de referencia. La manera en que se
codifica dicha informacion, se estructura y se persiste en el contenedor de datos se
especifica posteriormente al desarrollar el elemento contenedor de datos. Este volcado de
informacion, ya sea en un almacenamiento temporal o con caracter definitivo permite, la
liberacién de recursos al término de una iteracion, ademas su estructuracion y codificacion
permiten un acceso y uso de la informacion eficiente posteriormente. Una vez identificado un
outlier como candidato a CNV, la exportacién de datos puede hacerse en cualquier

momento a lo largo la iteracién correspondiente.

La figura 16 presenta el calculo y registro de una puntuacion que refleja el grado de
confianza en que efectivamente el comportamiento de las sefales para el CNV candidato
refleja una variante estructural subyacente. Dicha confianza se calcula considerando la
distancia, el ratio muestra-referencia y su variabilidad asi como la cobertura modelo en la

region y el soporte (en tamafo o por evidencias de split-reads).

El primer paso tras el inicio (1601) es el calculo (1602) del término de valoracion de la
distancia asociada al CNV candidato £2;;,;. Se calcula otorgando una puntuaciéon de acuerdo
con la aplicacion de una funcién que toma valor 0 en 1 y crece de manera simétrica y
exponencial al disminuir o aumentar el valor de la distancia hasta alcanzar sendas asintotas
en 1, matematicamente:

1—x"¢

15 1< d.d. x = 0.dist,a = 1.7

Dgise =
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El valor por defecto para la constante @ se ha determinado en 1.7 aunque puede variarse

dependiendo de la implementacién particular. .

El término de valoracion del ratio asociado al CNV 2,..+, se calcula (1603) otorgando una
puntuacion de acuerdo con la aplicacion de una funcion que es el resultado de 4 funciones

5 gaussianas centradas x = O.ratio =[0, 0.5, 1.5, 2], matematicamente:

4 _ 1
YL,
Dyqtio = 0.6 > e i )
i=0 g T

d.d. x = O.ratio,u = {0,0.5,1.5,2},0 = 0.1

También es importante valorar la fluctuacién del ratio a lo largo del rango cromosémico
asociado al CNV candidato, para este fin, en el calculo (1604) del término 2, 4¢iovqer S€ aplica

la funcion:

-7.5x

Dratiovar = 0.4 (1 — 171075

)d.d. x = O.ratiovar

10

El factor de puntuacion debido a la cobertura, Q2.,,, se valora (1605) de acuerdo a la

siguiente funcion:

o _1-uee
cob = 71 02x SHXTHCO

El soporte se valora como maximo en aquellos casos para los cuales se haya localizado un
15 breakpoint con el suficiente soporte, esto es O.brk > c¢fg.BRKmin, en este caso el término
0,4, toma (1606) valor 1. Cuando no se cumple la condicion anterior el soporte se valora en
funcion del tamario real y potencial del CNV, siendo dicho tamafio O.ptam = 0.5.[(O.mfin -

O.mini + 1)+(0.ini-O.fin + 1)]. La valoracion del soporte se hace de acuerdo a la funcion:

0 1-1.0057¢ (0.mfin— 0.mini + 1) + (0.ini — Ofin + 1)
= ’a =
S9P " 1+ 1.005°@ 2

20 donde:
0.ini, 0. fin posiciones minimas detectada para el Outlier.

55



10

15

20

25

30

ES 2711163 Al

0.mini, 0.mfin posiciones inicial minima y maxima final que podria llegar a

abarcar el outlier.

Finalmente, la puntuacién se calcula (1608) siguiendo la siguiente férmula, tras lo cual

finaliza (1609) el proceso:
5
0.score = Cell[ E (-Qdist + -Qratio + -Qratiovar) ' (-Qcob + -Qsop)]

Dicha puntuacién toma valores entre 0 y 10. Nétese, no obstante, que otras formulaciones,
rangos, pesos de promedio, etc, pueden utilizarse para evaluar el grado de confianza en

sendas realizaciones particulares.

La figura 17 muestra el protocolo de fusién de CNVs candidatos en otros nuevos que los
abarquen, una vez exploradas las sefales de las regiones incluidas en una iteracion de
trabajo para un modelo, y caracterizados, filtrados y valorados todos los CNVs candidatos.
El protocolo de fusién se inicia (1701) ordenando (1702) la lista de CNVs candidatos segun

cromosoma y posicidon de deteccion inicial. A continuacion se siguen los siguientes pasos:

1) Inicializar (1703) la lista de fusién tomando el primer elemento de la lista general
ordenada de CNVs candidatos que no ha sido previamente explorado.

2)  Si no quedan CNVs por analizar en la lista general ordenada, o el grupo y tipo del
ultimo CNV candidato incluido en la lista de fusion y el del siguiente CNV candidato en
la lista general no coinciden, efectuar el protocolo de fusion, esto es, ir a paso 4 (el tipo
de un CNV candidato es de ganancia cuando el ratio caracteristico es superior a uno o
de pérdida cuando es inferior a la unidad). Cuando ninguna de las dos condiciones
anteriores se da:

a. Calcular (1704) un ratio de fusion, rf, como el promedio del ratio
caracteristico del ultimo elemento incluido en la lista de fusion y el
siguiente en la lista general a este. Calcular también la variacion de
fusion, vf, como el maximo de las variaciones de ratio caracteristicas de
estos dos mismos elementos.

b. Si el valor absoluto de las diferencias de variacion de ratio supera la
variacion de fusion, el ultimo elemento tomado no puede incluirse en la
lista de fusion actual, se continda en el paso cuatro donde se resolvera el
conjunto de fusion y este se usara como primer miembro de una nueva
lista. Cuando la variacion de fusion no se supere se continua en el paso 3

para la busqueda de bloques intermedios no compatibles con CNVs.
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3) Buscar (1705) bloques de posiciones, entre las afectadas por el ultimo CNV candidato
incluido en la lista de fusion y el siguiente elemento en la lista general, que serian
incompatibles con la existencia de CNVs.

a. Inicializar un contador (noCNV) a 0, y tomar como posicion y regién de
inicio para la exploracion la ultima region y posicion abarcadas por el
ultimo CNV detectado de la lista de fusion (CNV,).

b. Valorar la posicion actual:

i.  Sino es inferior a la primera posiciéon abarcada por CNV,:

Cuando el valor del contador noCNV no supera el valor

umbral especificado por el parametro cfg.FUSmnoCNV (por

defecto 10), incorporar CNV, y continuar en 2 tomando
como CNV, el CNV candidato detectado de la lista general
siguiente al que acaba de ser incluido en la lista de fusion.

Cuando el contador noCNV es igual o superior a

cfg.FUSNoCNV CNV, no puede anadirse a la lista de

fusidn, se continda en el paso cuatro donde se resuelve el
conjunto de fusién y este elemento sera el primer miembro
de una lista de fusién nueva (salvo que sea el ultimo de la
lista general).

ii. Cuando la posicién actual es inferior a la primera abarcada
por el CNV candidato detectado CNV,.

1. si la posicion pertenece a los Puntos de trabajo y el
ratio vinculado para la muestra de estudio en dicha
posicion no esta dentro del intervalo definido por el
ratio de fusion mas/menos dos veces la variabilidad de

fusion o no se cumple la siguiente desigualdad:

(Ncm.p ) 1>_<2(rf “D), 2Dy,

RF;,, 3 3
donde:

RF;, es el factor de referencia para la posicion p

segun el conjunto de control s (asignado para

la muestra m).
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NCy,, es la cobertura normalizada en la posicién

p para la muestra m.

rf es el ratio de de fusion.

incrementar el contador noCNV, si entonces es inferior
al valor umbral cfg.FUSnNoCNV evaluar la siguiente
posicién yendo al paso 3.b, en otro caso continuar en
el paso 4 pues CNV, no puede anadirse a la lista de
fusién, sino que se tomara como el primer miembro de
una lista de fusion nueva, resolviendo la fusion de los

miembros actuales de la lista de fusion.

2. Cuando no se cumplen los tres criterios requeridos en
el punto anterior (ii.1), entonces, se decrementa el
contador noCNV en una unidad (salvo que ya esté a 0)
y se evalua la siguiente posicion regresando al paso

3b.
Resolver un conjunto de fusién. Cuando la lista de fusidon consta sélo de un miembro
no se produce fusién y simplemente se vacia la lista de fusion, en otro caso se
procesa un nuevo outlier que tiene por posiciones extremas de deteccion inicial: la
posicion inicial del primer CNV candidato incluido en la lista de fusién y la posicion
final detectada del ultimo CNV candidato incluido en la lista de fusion. Cuando se
produce la fusion de varios elementos, se recupera (1706) la credibilidad maxima. En
caso de que la puntuacion de credibilidad del nuevo CNV candidato fruto de la fusion
sea inferior a la de alguno de los miembros fusionados se restablece a dicho valor mas
alto. Una vez terminado el proceso de resolucion se desestiman (1707) los registros de
los CNVs candidatos que han sido fusionados quedando un unico registro para el
nuevo CNV candidato fruto de la fusion. Si quedan elementos sin explorar en la lista
general de CNVs candidatos se inicializa una nueva lista de fusién con el CNV
candidato detectado siguiente en dicha lista al ultimo incluido en la lista de fusion
previa y se continua en el paso 2, en otro caso se procesa la fusion (1708) y termina

(1709) el proceso.

La informacion generada por el subsistema de deteccién (101) y anotacion tras todos los

procesos descritos se almacena finalmente en el subsistema contenedor de datos (102), de
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modo que puede accederse a ella desde el subsistema de exploracion (103). El subsistema
contenedor de datos (102) dispone de un flujo de bytes para cada cnv candidato. El flujo de
bytes codifica, para todo el intervalo de exploracion asociado al cnv candidato, las
posiciones incluidas segun la resolucion de exportacion configurada en el subsistema de
deteccion y anotacion, asi como la senal de referencia y de cada muestra para dichas
posiciones. Para un intervalo de exploracion, el flujo de bytes esta formado por una sucesion
de bloques de igual tamafio que depende del numero de muestras. Cada bloque contiene
informacion asociada a una posiciéon cromosémica, preferentemente sucedidos es en orden

creciente de coordenada cromosomica.

La figura 18A muestra un ejemplo no limitativo de codificacion de un bloque, que el
subsistema de deteccion (101) esta configurado para seguir a la hora de guardar los
resultados de su analisis en el subsistema contenedor de datos (102). En dicho ejemplo,
aparecen codificados en binario y segun la representacion maquina de un entero de 2 bytes

los siguientes parametros:

— Los digitos superiores (1801) de la coordenada cromosdémica. Es decir, la parte
entera del resultado de dividir dicha coordenada entre 10000.

— Los 5 digitos menos significativos (1802) de dicha coordenada. Es decir, el resto de
la division de la coordenada entre 10000.

— La senal de referencia (1803) segun el modelo para dicha posicién reescalada a la
sefial de la muestra de estudio para dicha posicion y las sefiales reescaladas (1804,
1805, 1806) asociadas a dicha posicion para cada una de las muestras consideradas

en el estudio.

La senal reescalada (1804, 1805, 1806) para la muestra M;, siendo Mg la muestra objeto de

estudio se calcula segun la formula:

cobAutosomal(My) sexCor(O, M
Cob; = floor( (Mr) ( R) >

cobAutosomal(M;) sexCor(0,M;) ™P

donde la funcién floor dado un numero proporciona el nimero entero inmediatamente
inferior o igual al mismo; cobAutosom(M) representa el total de cobertura en los
cromosomas autosomicos (1 a 22) en la regién de interés para la muestra M; sexCor(O, M)
para un cnv candidato O y una muestra M toma valor 2 en caso de que el cromosoma

asociado al cnv candidato sea el X o el Y y el sexo vinculado a la muestra M sea “Mujer”, en
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otro caso vale 1; C,,, representa la cobertura cruda para la muestra M en la posicion

cromosomica p.

La senal de referencia (1803) segun el modelo rescalado se calcula conforme:

Cobrpr = RF; ,.cobAutosomal(Mg).sexCor (0, M)

donde RF; ,representa el valor de referencia para la posicion p segun el conjunto de control

asignado a la muestra objeto de estudio.

Los bloques incluidos en el flujo de datos son los vinculados a coordenadas que abarcan las
regiones afectadas por el cnv candidato y las dos regiones de los margenes (de estar
disponibles). Dependiendo de la resolucion configurada para el visionado, se toman datos
para todas las coordenadas mencionadas, o bien se toman coordenadas equiespaciadas
segun la resolucién configurada para cada region abarcada empezando por la coordenada

inicial de cada region.

Cada flujo de datos asociado a un cnv candidato lleva asimismo asociados metadatos con
su tamafio en bytes, el valor maximo de sefial que contiene y el numero de coordenadas
para las cuales se ha codificado la informacion. Todos los metadatos de un flujo de datos
asociados a un cnv candidato se proveen directamente al subsistema de exploracion, sin
necesidad de examinar todos los datos del contenedor. Localizado un flujo de datos, el
sistema de exploracion solicitara bloques de datos, asociados a coordenadas concretas
reclamadas por el subsistema de exploracion (103), que se proveen mediante un acceso

aleatorio, es decir sin necesidad de acceder al resto de bloques del flujo.

Cuando el subsistema de deteccion (101) esta configurado para generar un resultado que
integra el subsistema contenedor de datos (102) y el subsistema de exploracién (103) en un
unico fichero, o bien cuando el subsistema contenedor de datos (102) no es un sistema de
gestion (por ejemplo, una base de datos), sino un fichero a procesar por un subsistema de
exploracién (103) externo, los flujos de datos para cada cnv candidato se organizan dentro

del fichero secuencialmente, como se ilustra en la figura 18B. A la sucesién de flujos de
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datos, contenidos en un cuerpo (1813), le precede una seccién de metadatos o cabecera

(1812) y le sigue una seccion de informacion de localizacién o cola (1814).

La cabecera (1812) se estructura en dos partes: una parte de tamafo fijjo o seccion
invariable (1807) de 22 bytes de tamafo, y una seccion de tamafo variable (1808) situada a
continuacion. La seccion invariable (1807) de la cabecera codifica once campos en binario y
con representacion de entero sin signo de 2 bytes, mostrados con mayor detalle en la figura
18C. En particular, la seccién invariable (1807) comprende la division entera (1815) del
tamano de datos entre 10000, el médulo de dicha division (1816), version del formato de
datos (1817), numero de muestras (1818), resolucion maxima (1819), factor de escala
(1820), delimitador de lista (1821), delimitador de contenido de lista (1822), delimitador de
item (1823), delimitador de atributo (1824), y delimitador de valor (1825). La divisién entera
(1815) y el modulo de dicha division (1816) codifican el tamafo total de los datos. La version
del formato de datos (1817) permite identificar la estructura de los datos en caso de que se
modifiquen o amplien en versiones posteriores del método. La resolucion maxima (1819)
establece la minima separacion entre dos coordenadas recogidas en el flujo de datos. El
factor de escala (1820) indica el factor por el que hay que multiplicar los valores de las
sefiales codificadas en los datos para obtener las reales (con una posible pérdida de
precision si es superior a 1), permitiendo codificar valores que superan el maximo natural
codificable con 2 bytes a costa de reducir la precision. Los campos delimitador de lista
(1821), delimitador de contenido de lista (1822), delimitador de item (1823), delimitador de
atributo (1824), y delimitador de valor (1825) codifican los cédigos ascii de los caracteres
que se emplean para delimitar la informacién de metadatos contenida en la seccién variable

de la cabecera.

La seccion de tamafo variable (1808) de la cabecera (1812) estda compuesta por un
conjunto de listas con un nombre y una serie de items. Cada item tiene asociados una serie
de atributos y sus respectivos valores. Cada caracter de las listas se codifica en binario
empleando su cédigo ASCII y la representacion maquina para un valor entero sin signo de
16 bits. A modo de ejemplo, una posible implementacion de la cabecera comprende entre
otras, una primera lista con informacién para sefalar los metadatos referentes a la muestra
de estudio, una segunda lista con metadatos relativos a las muestras incluidas en el analisis

y una tercera lista con metadatos sobre los cnvs de la muestra de estudio.
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La primera lista contiene un atributo que indica la posicibn que ocupa el item
correspondiente a esta muestra en dicha primera lista. La segunda lista comprende un item
por cada muestra contemplada en el analisis. Cada item de la segunda lista tiene atributos
con sus correspondientes valores para registrar: identificador de la muestra, placa de
secuenciacién, lane e indice dentro de la placa, sexo, y conjunto de muestras de control
para dicha muestra. La tercera lista contiene un item por cada cnv candidato asignado a la
muestra de estudio. Cada item de la tercera lista tiene atributos con sus correspondientes
valores para registrar: identificador unico del cnv; locus y rango cromosomico asignado al
cnv; gen y region asignados; tamano (atributo compuesto: tamafo en pares de bases y
tamafo en bases codificantes); desviacion de la sefal de la muestra de estudio en la regién
asignada al cnv respecto del modelo (atributo compuesto: valor de referencia y variacion a lo
largo del intervalo); ratio entre la sefal de la muestra de estudio y la sefal referencia
(atributo compuesto: valor de referencia y variacion a lo largo del intervalo); informacion
sobre break points (atributo compuesto: localizacion del breakpoint con mas profundidad y
localizacion del par); snps en el intervalo asignado al cnv para cada muestra indicando
muestra, coordenada y calidad; coordenadas cromosomicas de inicio y fin para regiones
codificantes, regiones exonicas e intrénicas abarcadas por el rango asignado al cnv asi
como sus nombres; coordenadas de inicio de los rangos cromosomicos entre regiones de
interés abarcados por el cnv candidato, no muestreados y a omitir en la representacion para
el cnv candidato por el subsistema de exploracién, valores de filtrado asociados al cnv
candidato y puntuacion de credibilidad asignada; numero de posiciones cromosomicas
incluidas en el flujo de bytes asociadas al cnv candidato; valor maximo de sefial asociada al
cnv candidato, offset en bytes del comienzo del flujo de datos asociado al cnv candidato

desde el inicio el cuerpo del bloque de datos.

Finalmente, la cola (1814) esta formada por un primer campo de cola (1810) y un segundo
campo de cola (1811) codificados en 4 bytes. El primer campo de cola (1810) contiene el
tamano en bytes de la cabecera (1812), mientras que el segundo campo de cola (1811)
repite los dos primeros bloques de datos incluidos en la seccién invariable (1807) de la
cabecera. Es decir, el segundo campo de cola (1811) repite la informaciéon de la divisién
entera (1815) y el modulo de dicha divisiéon (1816), codificando asi el tamano total de datos.
La redundancia de este campo permite comprobar que el bloque de datos esta bien

formado.
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La figura 19 muestra una posible implementacion del procedimiento para la generacion del

flujo de datos descrito. Tras su inicializacion (1901) :

1.

Tomar (1902) las regiones afectadas por el cnv asi como la region previa al evento y
siguiente si esta disponible. Ordenar dichas regiones en funcion de la posicion inicial

asociada a cada una de ellas.
Establecer (1903) un contador de bytes, de cobertura maxima y de total de puntos a 0.

Mientras queden regiones por procesar, tomar las posiciones vinculadas a la que esta en
curso ordenadas de menor a mayor, y comenzar su procesado empezando por la mas
baja (1904). Para cada posicién de esta lista a una distancia de la primera multiplo de la
resolucion maxima de exploracion establecida y en cualquier caso considerando también

la posicion final:

3.1. Calcular (1905) la divisiéon entera de la posicién por 1000 exportando como entero el
resultado a un almacenamiento temporal empleando una representacion binaria de
2 bytes. Exportar el resto de la posicion entre 10000 a un almacenamiento temporal

empleando también una representacion binaria de 2 bytes.

3.2. Recuperar (1906) el conjunto de muestras de control para la muestra objeto de
estudio y el valor de referencia asociado en el modelo para dicho conjunto. Calcular

la cobertura de referencia Cobggr segun:
Cobrpr = RF; ;. cobAutosomal(Mp).sexCor (0, M)

donde RF; ,representa el valor de referencia para la posicion p segun el conjunto

de control asignado a la muestra objeto de estudio.
3.3. Actualizar (1907) el registro de bytes anadiendo 6 bytes extra.
3.4. Para cada una de las muestras de estudio:

3.4.1. Calcular (1908) la cobertura para cada muestra segun:

cobAutosomal(Mp) sexCor(O, M
Cob; = floor( (Mr) ( R) >

cobAutosomal(M;) sexCor(0,M;) ™P

donde la funciéon floor dado un numero proporciona el numero entero
inmediatamente inferior o igual al mismo; cobAutosomal(M) representa el total
de cobertura en los cromosomas autosémicos (1 a 22) en la region de interés
para la muestra M; sexCor(O, M) para un cnv candidato O y una muestra M

toma valor 2 en caso de que el cromosoma asociado al cnv candidato sea el X
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o el Y y el sexo vinculado a la muestra M sea “Mujer”, en otro caso vale 1; Cp,p,

representa la cobertura cruda en la posicién p para la muestra m.

Exportar dicho valor como entero el resultado a un almacenamiento temporal

empleando una representacion binaria de 2 bytes.

3.4.2. Actualizar (1909) el registro de bytes incrementandolo en 2 unidades y el

registro de puntos incrementandolo en 1 unidad.

3.4.3. Actualizar (1910) el registro de cobertura maxima al valor Cob; cuando este

sea superior al valor almacenado.

4 Previamente a finalizar el procedimiento (1911), asociar al cnv candidato los metadatos
de puntos totales exportados, valor maximo de cobertura y numero de bytes del flujo de

datos.

Finalmente, el subsistema de exploracién (103) se encarga de acceder al subsistema
contenedor de datos (102), recuperando los datos que han de mostrarse a través de la
interfaz de usuario en cada momento. Dicho interfaz de usuario puede ser por ejemplo un
explorador web al que se proveen en forma de graficos los resultados de un proceso de
deteccion. El interfaz de usuario presenta preferentemente cuatro areas cuando se reportan
cvn candidatos: cabecera, tabla de cnvs candidatos y controles, area de mapa de cnv y area
de detalle. El area de detalle se compone a su vez preferentemente de tres secciones:

seccion de sefiales respuesta, seccion de anotaciones y seccion de ratios.

La cabecera muestra informacién relativa al estudio y muestra en particular, como por
ejemplo un identificador de la muestra y del experimento indicando placa de secuenciacion;
linea e indice asociado a la muestra; el sexo de la muestra asignado por el detector; y datos
vinculados a la precision del resultado, como el grado de correlacion con el conjunto de

control, el tamafio de fragmento, ratios de variacion generales, etc.

La tabla de cnvs candidatos muestra la lista de cnvs candidatos asociados al resultado que
se esta explorando. En cada columna se disponen los valores para un atributo o un conjunto
relacionado (en adelante denominado valores compuestos), por ejemplo una medida y su
tasa de variacion). Los valores en una determinada fila se corresponden con los asociados a

un cnv candidato. Los atributos (o conjuntos de atributos, en adelante atributos
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compuestos), disponibles para su visualizacion, estan determinados por la informacion
contenida en el subsistema contenedor de datos (102) a consecuencia de la configuraciéon

establecida para el subsistema de deteccién (101).

Nétese que los atributos (simples o compuestos) mostrados pueden variar dependiendo de
cada implementacion y/o configuracion particular. En un ejemplo, no limitativo, la tabla
puede mostrar los atributos “confianza”, “locus”, “region”, “tamafo”, “desviacion”, “ratio”,
“alineamientos” y “filtros”. El atributo “confianza” es un valor numérico que expresa el grado
de credibilidad en que el cnv candidato sea una variante estructural real, no un artefacto.
“Locus” es un atributo compuesto de la posicion cromosdmica detectable de inicio del cnv
candidato y la posicidon cromosdmica detectable de fin del cnv candidato. “Region” es un
atributo compuesto del nombre de gen afectado y la regidbn o regiones afectadas
(indicandolas segun las etiquetas establecidas en la region de interés en la configuracion del
subsistema de deteccion y anotacién). La afectacion parcial de una region es suficiente para
su inclusion en este valor. “Tamafio” es un atributo compuesto del tamafo detectable que
abarca la variante en pares de bases (desde la posicion inicial indicada en locus hasta la
final) y el tamafo de regidn codificante abarcada (Unicamente contabilizando en dicho
intervalo las posiciones codificantes). “Desviacion” indica el grado de divergencia de los
valores de la sefial respuesta del area que abarca el cnv candidato para la muestra de
estudio frente al valor de referencia calculado a partir de las muestras control, y se compone
de un valor de referencia para el intervalo y otro valor que indica variacion a lo largo del
mismo. “Ratio” indica la proporcién de pérdida o ganancia en de la sefial o en consecuencia
del numero de copias de la muestra de estudio para el locus asignado al cnv candidato
respecto a los valores de referencia establecidos por el conjunto control, y se compone de
un valor de referencia para todo el intervalo afectado y otro de variacion a lo largo del
mismo. “Alineamiento” es un atributo compuesto que informa el maximo nimero de break
points encontrados las regiones cromosomicas préximas a los extremos del intervalo
afectado por el cnv candidato y su localizacién cromosémica —para €l cromosoma vinculado
al cnv candidato- y el numero maximo de break points con secuencias laterales compatibles
y su localizacion cromosémica. “Filtros” indica el estado de una serie de filtros o

comprobaciones.

El area de mapa muestra, para el cnv candidato seleccionado, la sefial respuesta (por

ejemplo, la cobertura) para la muestra de estudio. La sefal respuesta se muestra para las
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regiones afectadas por el cnv candidato y las dos regiones laterales, siempre que se
disponga de dichos datos disponibles (la primera region de cada iteracion del algoritmo de
deteccion no tendra otra previa, ni tiene una posterior tampoco la ultima de cada iteracion).
La sefial se muestra en una grafica bidimensional, el valor para el eje Y es el de la sedal
respuesta para la posicion cromosomica con valor en el eje X. Los ejes muestran etiquetas
(valores de referencia). El eje X se presenta discontinuo, omitiendo los rangos entre
regiones de interés. De manera analoga, se presentan las sefiales respuesta normalizada
para el resto de muestras procesadas junto con la de estudio, incluyendo las muestras
asociadas a su conjunto de muestras de control. Las sefiales normalizadas de las muestras
distintas de la de estudio se ajustan a la escala de la muestra de estudio. La muestra objeto
de estudio esta destacada visualmente del resto. Se muestra también destacada la sefial de

referencia a lo largo de las regiones presentadas, también ajustada a la muestra de estudio.

En el area de mapa se presentan ademas, esquematicamente, las anotaciones vinculadas a
las regiones visualizadas. Se situan en la correspondiente localizacion sobre el eje X,
respetando las discontinuidades que corresponden. Asimismo, se resalta el area
cromosomica afectada por el cnv candidato. De esta manera, el mapa del cnv candidato
permite una visualizacion completa de su contexto. Sobre el mapa puede seleccionarse un
intervalo cromosémico para restringir la visualizacion en el area de detalle a dicho intervalo,

funcionando a modo de zoom.

La seccién de sefales repuesta presenta las sefiales respuesta de igual modo que la
seccion de mapa (incluida la de referencia) pero restringiendo el dominio del eje X al
intervalo seleccionado en el mapa. En caso de no haberse realizado seleccion, se muestra
en su totalidad. Para cada una de las muestras, se muestran (cuando dicha informacioén esta
disponible en el contenedor de datos) las variantes genéticas presentadas. Para cada
variante se refleja graficamente su localizacion y la frecuencia alélica. Las variantes
identificadas como de baja calidad también se destacan graficamente. Se situan en la
coordenada cromosomica mas cercana a su localizacion, representada en la grafica en el
eje X (abscisas) y con valor en el eje Y (ordenadas) igual al que corresponda a la sefial
respuesta de la muestra para dicho punto, de esta manera las marcas de variantes se situan
a lo largo de la sefial respuesta de las muestras que las presentan quedando determinada

su pertenencia.
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En la seccion de anotaciones se presenta graficamente toda la informacién contextual y
anotaciones aplicables al intervalo representado en el area de detalle. Esta informacion
puede estar en el subsistema contenedor de datos (102), o bien puede cargarse a partir de

un recurso externo.

En la seccion de ratios se presentan los ratios de las sefales respuesta normalizada de
cada muestra frente a la sefial de referencia. En esta seccidon también se destaca

visualmente la muestra objeto de estudio.

El area de detalle muestra informacion emergente al pasar por encima de los distintos

elementos.

Ademas de los visores descritos, el interfaz de usuario puede comprender algunos de los

siguientes botones, siempre entendidos como ejemplos no limitativos:

- Botén toogle para ocultar la cabecera y mostrar unicamente en la tabla los

atributos de puntuacion y locus.

- Botdn toogle para oculta todos los cnvs candidatos que no han superado algun

filtro.
- Botdn toogle para presentar las sefiales de todas las muestras estudiadas.

- Selector de panel para filtrar por genes segun prioridades establecidas en un

fichero de paneles.

El subsistema de exploracion (103) puede estar embebido en el resultado, o bien estar
integrado en un servidor. Si el subsistema de exploraciéon (103) actua como proveedor de
datos ademas de subsistema de exploracion (103), la codificacion de los datos descrita para
el subsistema contenedor de datos (102) soporta un acceso aleatorio tanto de los metadatos
como las sefales asociadas a cualquier coordenada cromosdmica. Es decir, se puede

acceder directamente al dato requerido sin necesidad de leer un conjunto mas amplio.

Cuando el subsistema de exploracion (103) carga un resultado y hay cnvs candidatos, se
solicita el conjunto de metadatos asociados a dicho resultado. En primer lugar se lee la
cabecera (1812), accediendo directamente a la localizacion. Si los datos estan embebidos

en un fichero resultado junto con el subsistema de exploracion (103), la localizacion de la
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cabecera (1812) se encuentra codificada en la cola (1814). Para un tamafo de fichero Tiotal,
si el tamafo de la cabecera es Tcaecera ¥ €l tamafio de datos codificados es Tyatos, €l
proveedor de datos accede y devuelve los bytes en el rango [Tiota ~Tdatos s Ttotal — Tdatos T+
Teavecera)- Una vez obtenidos los metadatos, se solicita la informacién a graficar en las areas
de mapa y de detalle, valores asociados a un numero de puntos sobre el eje X que depende
de la resolucion grafica que se haya configurado para el subsistema de exploraciéon. La
informacion correspondiente a cada punto se encuentra codificada en un bloque del flujo de
datos correspondiente al cnv candidato seleccionado en la tabla de candidatos. Al ser el
numero de puntos a solicitar constante para cada cnv candidato, el tamafo de la informacion
relativa a cada punto también es constante. Por lo tanto, el acceso es aleatorio y el tiempo
requerido para graficar la informacion no depende ni del tamano de los datos ni de los

puntos concretos seleccionados.

Inicialmente, los puntos graficados en el area de detalle se corresponden con los graficados
en el area de mapa por lo que no es necesario realizar una peticion adicional para
obtenerlos. Una vez obtenida la informacion, el subsistema de exploraciéon (103) grafica la
informacion correspondiente en el area de detalle y mapa (ya sea secuencialmente en orden
indistinto o de forma paralela). Para un cnv candidato, la lista P de puntos a solicitar para
visualizar un intervalo grafico [pin , pin] donde pini ¥ psn  S€ corresponden con los bloques

correspondientes a dos posiciones en el flujo de datos se calcula segun el procedimiento:
1. Incluir pi, en P

2. Calcular intervalo de muestreo de puntos como int = (ps, — pPini + 1)/Cfg.res donde

Cfg.res es el valor de configuracion del numero de puntos a graficar o resolucion.
3. Incluir los puntos pi+, i=0..(Cfg.res-1)
4. Incluir ps, en caso de no haya sido incluido previamente.

Una vez solicitados por el subsistema de exploracién (103) los puntos incluidos en P = {p; ..

pn}, €l proveedor de datos accedera a los bytes correspondientes segun el procedimiento:

1. Leer o calcular el tamafo del bloque de datos asociado a un bloque de datos en
bytes. block = 6 + (nUumero de muestras * 2), donde el nimero de muestras esta
disponible en la cabecera del bloque de datos. Dependiendo de la arquitectura de
despliegue, habra sido procesado durante la carga de metadatos o sera un valor

conocido.
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2. Anadir al buffer de bytes solicitados los bytes (o los valores que codifican) en los
rangos de bytes del flujo de datos correspondiente: [i*block,(i+1)*block] para i =
0...(JP-1)

3. Devolver los bytes o los valores que codifican incluidos en el buffer al subsistema

de exploracion (103) segun sea el despliegue escogido.

Para la solicitud de puntos de mapa, pini Y psn S€ corresponden con 1y el numero de puntos
asociado al flujo de datos (disponible en los metadatos ya leidos) respectivamente, es decir

el primer y ultimo punto o bloque del flujo de datos.

Cuando el usuario seleccione un nuevo cnv en la tabla, el subsistema de exploracion (103)
solicita directamente los puntos de mapa, puesto que ya ha leido los metadatos previamente
durante la carga del resultado. Una vez obtenida la informacion asociada a los puntos,

procede a repintar las areas de mapa y de detalle.

Cuando en el area de mapa el usuario selecciona una region para hacer zoom, el
subsistema de exploracion (103) solicita los puntos a graficar (calculados segun el
procedimiento ya descrito) para el intervalo [Pzoom_ini » Pzoom_fin]- Pzoom ini S€ra €l Mas punto
(punto representado en el area de mapa, dominio del eje X) de mapa mas proximo al inicio
del intervalo seleccionado y p.eom sin € punto de mapa mas proximo al final del intervalo
seleccionado. Una vez obtenida la informacién para los puntos solicitados el subsistema de
exploracién (103), se procede a repintar el area de detalle, mostrando una marca en el mapa

de la regidn sobre la que se esta haciendo el zoom.

En despliegues que no integran el subsistema de exploraciéon (103) y los propios datos en
un mismo fichero (por ejemplo, cuando el proveedor de datos sea un sistema de gestion de
bases de datos), el acceso aleatorio a los metadatos y los flujos de bytes sera gestionado
por dicho proveedor de datos. Igualmente la estructura del flujo de bytes del subsistema
contenedor de datos (102) permite un acceso aleatorio a los bytes requeridos segun los
puntos del flujo demandados por el subsistema de exploracion (103). En los despliegues
donde el subsistema de exploracion (103) y los datos estan integrados en un unico fichero,
el paquete de datos se sitia como ultimo elemento del fichero, mientras que a légica del

subsistema de exploracién (103) se situa al inicio.
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Una posible implementacién del despliegue en el que se integran el subsistema de
exploracion (103) y los propios datos en un mismo fichero consiste en que el subsistema de
deteccion (101) genera un fichero que implementa en HTML/javascript el subsistema de
exploracién (103). Para que el resultado pueda ser cargado rapidamente, y los datos no se
carguen sino bajo demanda en el navegador web, se codifica toda la l6gica para proveer
graficos y datos como una funcién asociada a un timeout, y se establece antes del bloque de
datos una instruccion que aborta la carga e interpretacion del resto del fichero. Esta solucién
permite que toda la logica del subsistema de exploracion (103) y del subsistema contenedor
de datos (102) siga activa en el navegador, accediéndose, de manera aleatoria, a los datos
requeridos del total del fichero, en funcion de la interaccién del usuario. Esta estrategia
minimiza el consumo de memoria y aumenta la eficiencia del proceso, pudiendo trabajar con
ficheros pesados con millones de puntos de manera agil. Por ejemplo, el acceso aleatorio a

un rango de bytes es soportado en HTML5 mediante el uso de la funcion slide.

La representacion de rangos discontinuos de coordenadas en los los graficos presentados
para las areas de detalle y zoom es nativa y transparente al subsistema de exploracion
(103). Obtenidos los bloques a representar, el subsistema de exploracion (103) asigna en el
eje X valores naturales correlativos, empezando en 1, para cada uno de los blogues segun
su orden relativo en la secuencia del flujo de datos. El dominio del eje X siempre es [1..n]
donde n sera el numero de puntos pedidos segun el algoritmo descrito para un rango de
seleccion. Las etiquetas en el eje X no seran los valores en X sino las coordenadas
cromosdémicas asociadas. Para una posicion del eje X la coordenada cromosémica asociada
se resuelve interpretando el valor de los dos primeros bytes del bloque de datos asociado al
punto correspondiente, pues estos contienen codificada la coordenada cromosémica. Los
valores en el eje y para cada sefial se encuentran codificados en el byte correspondiente del

bloque de datos asociado a un punto.

Para dividir las graficas en secciones cromosémicas continuas, se pintan separadores sobre
dichas secciones. Entre los metadatos asociados a cada cnv candidato se encuentran las
localizaciones en coordenadas cromosémicas de distintos elementos incluidos en el rango
cromosomico de visualizacion vinculado al cnv candidato. Como se ha indicado, se
establece de forma transparente un mapeo entre rangos discontinuos de coordenadas
cromosomicas y valores continuos en el eje X de las areas graficas, basado en la relacién

de orden de los bloques de datos vinculados a las posiciones cromosomicas mostradas. A
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cada coordenada cromosdémica se le asigna un valor en el eje X siguiendo el siguiente

procedimiento:

1. Tomar la lista bloques de datos correspondientes a los puntos solicitados
(ordenados segun su localizacion en el flujo de datos original) P = {P,...P,}, o las
listas de valores vya interpretados correspondientes (los que contiene codifica

cada bloque).

2. Establecer como coordenada cromosdmica de inicio de un rango de traduccion la
codificada en el bloque de datos del primer punto de la lista P; y como

coordenada final la codificada para P-.

3. Sila coordenada cromosdmica a traducir se encuentra en el rango de traduccion
(es mayor o igual que la coordenada de inicial e inferior a la final) devolver 1

como valor correspondiente en X para la coordenada cromosémica.

4. En caso de que la coordenada cromosomica no esté incluida en el rango de
traduccioén y el punto usado para establecer el final del rango de exploracién no
sea el ultimo de la lista P, se repiten los pasos 2 y 3, tomando como punto inicial
el punto final usado en la repeticion previa y como punto final el siguiente de la

lista.

5. Si la coordenada cromosémica se corresponde con el valor de coordenada

cromosomica codificada para P, el valor en X es n para dicha coordenada.

6. Sila coordenada cromosémica a traducir supera el valor cromosémico codificado
en el bloque de datos vinculado a P, , o es inferior a la coordenada cromosémica
codificada para P, se sale del dominio de X por lo que se generara una excepcion
a procesar. En caso de que la coordenada se esté mapeando como parte de un
rango cromosomico donde una de las coordenadas esta dentro del dominio en X,
se asigna el valor en X del punto que posea codificada la coordenada mas
proxima a la que se desea traducir, 1 cuando la coordenada cromosomica es
inferior a la codificada para P, y n cuando la coordenada cromosémica es

superior a la codificada para P,.

Empleando el procedimiento descrito se mapean las coordenadas en eje X que
corresponden a las coordenadas cromosomicas de las variantes vinculadas a cada flujo de
datos de cnv candidato de cara a su graficacion. De la misma manera se procede para situar

y dibujar la localizacién de exones, intrones y otras regiones en el area de mapa y de
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anotaciones. Para el calculo de los valores en Y de la seccion de ratios, los valores de cada
sefial se dividen por el valor de referencia, contenido para cada bloque de datos enel 4y 5
byte.

A la vista de esta descripcion y figuras, el experto en la materia podra entender que la
invencion ha sido descrita segun algunas realizaciones preferentes de la misma, pero que
multiples variaciones pueden ser introducidas en dichas realizaciones preferentes, sin salir

del objeto de la invencion tal y como ha sido reivindicada.
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REIVINDICACIONES

Método de deteccion de variantes geneéticas estructurales a partir de datos de
secuenciacion de una pluralidad de muestras caracterizada por que comprende, para
cada muestra:

— caracterizar (230) cada muestra determinando un género en funcion de, al
menos, una cobertura cromosoémica diferencial del cromosoma X;

— calcular al menos una matriz de correlaciones asociada a la covariabilidad
experimental de la pluralidad de muestras, a partir de los datos de
secuenciacion de dichas muestras;

— seleccionar (406) al menos una estructura de control mediante division
iterativa en clusteres (404) de la pluralidad de muestras;

— establecer (213) unos puntos de trabajo en funcién de unas variaciones
respecto a un valor de referencia de las estructuras de control; y

— detectar (240) variantes genéticas estructurales en los puntos de trabajo
determinados.

Método de acuerdo con la reivindicacion 1 caracterizado porque los datos de
secuenciacién comprenden lecturas de nuevas tecnologias de secuenciacion.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por
que el paso de determinar el género de la muestra comprende evaluar una medida
relativa de cobertura entre el cromosoma X y los cromosomas autosémicos.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por
que el paso de calcular al menos una matriz de correlaciones comprende calcular
(403) una primera matriz de correlaciones de las muestras en base a al menos una
variables seleccionada de entre el perfil de cobertura, un rango de posiciones, un
numero de lecturas mapeadas y una meétrica derivada de una region cromosomica.
Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por
que el paso de calcular al menos una matriz de correlaciones comprende calcular
(404) una segunda matriz de correlaciones de las muestras en base a al menos una
variables seleccionada de entre el tamafo de los fragmentos secuenciados incluyendo
adaptadores, el tamafio de los fragmentos secuenciados sin incluir adaptadores, y una
separacion de lecturas en lecturas pareja-final.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por

que la clusterizacion aplica un algoritmo kmeans.
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Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por
que comprende normalizar (703) los datos de la pluralidad de muestras en funcion del
género determinado y eliminar sesgos de enriquecimiento.
Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 caracterizado por que
comprende normalizar (703) los datos de la pluralidad de muestras en funcion de un
valor de lecturas alineadas, siendo dicho valor asignado a un rango de posiciones.
Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por
que el valor de referencia del paso de establecer (213) los puntos de trabajo se mide
sobre una variable seleccionada de entre cobertura, contaje de lecturas y métricas
derivadas.
Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por
que el valor de referencia del paso de establecer (213) los puntos de trabajo se calcula
mediante una métrica seleccionada de entre la media, la mediana y otras medidas de
tendencia central; y la variacién se calcula mediante una métrica seleccionada de
entre el rango intercuartilico, la varianza, la desviacion tipica y otras medidas de
variacion.
Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por
que comprende aplicar un cribado en funcién de una retencion de ratios, informacion
de variantes, zonas codificantes y paneles.
Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por
que el paso de detectar (240) variantes genéticas estructurales comprende asignar
(1007) un valor indicativo de un grado confianza a cada variante estructural detectada,
en funcion de, al menos, la desviacion respecto a la estructura de control y la region
cromosdémica donde se situa variantes genéticas estructurales.
Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por
que comprende agrupar multiples variantes estructurales detectadas en una misma
variante en funcion de, al menos, la desviacién respecto a la estructura de control y la
region cromosomica donde se situa variantes genéticas estructurales.
Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por
que comprende ademas, almacenar los resultados de la deteccidon de variantes
genéticas estructurales en unos medios de almacenamiento de datos (102) de acuerdo
con una codificacion que comprende:

— una cabecera (1812) con una seccion de tamafio invariable (1807) que

comprende informacion del tamafio de datos y una seccion de tamafio

variable (1808) que comprende informacion de senalizacion de metadatos;
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— un cuerpo (1813) que comprende bloques de igual tamafio con informacion
de coordenada cromosémica, sefial de referencia (1803) reescalada y
sefiales reescaladas (1804, 1805, 1806) asociadas a cada muestra; y
— una cola (1814) que comprende informacién de localizacion.
Método de acuerdo con la reivindicacion 14 caracterizado por que comprende ademas,
acceder desde unos medios de exploracion (103) a los resultados almacenados en los
medios de almacenamiento de datos (102) mediante un acceso aleatorio que
comprende:
— acceder a la cabecera (1812);
— obtener metadatos de los resultados; y
— obtener informacion asociada a cada punto a representar accediendo al
cuerpo (1813) y recuperando bloques de informacion de tamafo constante.
Sistema de deteccion de variantes genéticas estructurales a partir de datos de
secuenciacion de una pluralidad de muestras que comprende, medios de deteccion
(101), medios de almacenamiento de datos (102) y medios de exploracion (103) de los
datos almacenados, caracterizado por que los medios de deteccion estan configurados
para implementar los pasos del método de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15.
Programa de ordenador que comprende medios de codigo de programa de ordenador
adaptados para realizar las etapas del método de cualquiera de las reivindicaciones 1
a 15, cuando el mencionado programa se ejecuta en un procesador digital de la sefal,
un circuito integrado especifico de la aplicacién, un microprocesador, un

microcontrolador o cualquier otra forma de hardware programable.
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