Analisis e Interpretacion de Datos 'Omicos’

Clase practica: Priorizaciéon de variantes en
enfermedades raras

Software: IVA: Integrative Variant Analysis

http://iva-courses.clinbioinfosspa.es

Name: userN
Password: userN_cOurs3s


http://iva-courses.clinbioinfosspa.es/

Ejercicios Practica analisis de variantes con IVA
Ejercicio guiado panel_data:

Studies > panel_data

Analysis

Creamos un analisis tipo trio de la familia A con el siguiente
pedigri:

familyA 3 familyA 2

O
|

familyA_1

El individuo familyA_1 presenta los siguientes fenotipos:

HP:0006538 Recurrent bronchopulmonary infections
HP:0002110 Bronchiectasis

HP:0001738 Exocrine pancreatic insufficiency
HP:0002613 Biliary cirrhosis

HP:0012236 Elevated sweat chloride

Interpretation
Seleccionamos el analisis que acabamos de crear.

Aplicamos los siguientes filtros en el panel de la derecha:
Study
Select Sample Genotypes:
familyA_1  1/1
familyA_2 0/1
familyA_3  0/1



Genomic

Select SO terms:
LoF terms

Population frequency
1000 Genomes:
EUR < 0.01
IBS < 0.01
MGP:
ALL <0.01

Deleteriousness

CADD:
Scaled > 15

Conservation

Conservation Score:
Gerp > 2
Clinical
HPO Accessions: HP:0006538

Variante candidata: 7:117120159 C/A
Diagndéstico: Cystic fibrosis
OMIM: # 219700

Recuerda que estas trabajando sobre una version en desarrollo.
Al iniciar sesion se te mostrara el siguiente mensaje:

Welcome user. Your session is valid until 5 Jun 18 19:07:38

Tras eso tienes una hora de sesion iniciada. Cuando queden 10 minutos
para finalizar avisara un mensaje para continuar con la sesion abierta.

Si no hay resultados tras aplicar los filtros el mensaje debe ser:
No results found
Cuando aparece el siguiente mensaje
No matching records found

El tiempo de respuesta de MongoDB ha sido demasiado largo, debes
recargar la pagina, seleccionar el estudio, el analisis en Interpretation y
volver a aplicar los filtros.



Estudio exome35:

Acude a consulta una familia con una hija que presenta esteatosis
hepatica, hemangioma hepatico, hipotiroidismo y arritmia. Ambos
padres estan sanos.

Por el historial clinico y alimentario se sospecha de una intolerancia a la
fructosa, una condicion benigna si se trata adecuadamente mediante la
eliminacion de la fructosa en la dieta.

1. a) Dibuja el pedigri de la familia.

b) Anota los mecanismos de herencia sospechados, dada la informacion
que se tiene sobre la familia, y los posibles genotipos de los individuos.

2. Busca los términos fenotipicos estandar HPO (Human Phenotype
Ontology) que cuadran con los sintomas descritos.
http://compbio.charite.de/hpoweb/showterm?id=HP:0000118#id=HP_00
00118

3. a) ¢,Qué desorden se sospecha que tiene el individuo afecto? Buscalo
en la base de datos OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man).
http://omim.org/

b) ¢ Qué otros nombres tiene la enfermedad?

c) ¢,Cual es su codigo OMIM?

d) ¢ Qué herencia tiene?

e) ¢ Cuando se produce la heterocigosis compuesta? ¢ Es posible que se
de en esta enfermedad?

e) ¢ Se conoce el gen responsable?; Cual/cuales son?

4. Busca la enfermedad en la base de datos ORPHANET.
https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php?Ing=ES

a) ¢ Cual es su codigo Orpha?

b) ¢ Cual es su cbédigo ICD-10 (International Statistical Classification of
Diseases - 10)? (Recuerda que en espariol es CIE-10, Clasificacion
Internacional de Enfermedades, 102 version).

c) ¢, Cual es su prevalencia?

d) ¢ Cual es la frecuencia de portadores en Europa?

e) Teniendo en cuenta la informacién disponible en el apartado
Epidemiologia, ¢ cual estimas que es la frecuencia alélica poblacional
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maxima posible en Europeos? Considera que existe una sola variante
en el gen.

jRecuerdal!
La frecuencia del alelo normal en un SNP es p
La frecuencia del alelo minoritario es q

_ N heterocigotos + N homocigotosx 2
N totalindividuos

g = Frecuencia heterocigotos+ Frecuencia homocigotos % 2

5. Crea un analisis en IVA con esta familia (Studies > exome_data), los
individuos son:

- Hija afectada: exome 35 1

- Madre: exome35 2

- Padre: exome35 3
Realiza una priorizacion de variantes con esta familia. Recuerda que los
filtros a aplicar estan en el panel de la izquierda.

a) ¢ Cuantas variantes hay en total en la familia?

b) ¢ Cuantas variantes en total pasan los filtros de GATK? (Aplica el filtro
VCF FILTER). ¢ Reconoces las etiquetas? Puedes ver informacion sobre
las tags en Annotation Modules en el siguiente enlace:
https://software.broadinstitute.org/gatk/documentation/tooldocs/3.8-0/

c) En el filtro de frecuencias poblacionales, identifica las siguientes
poblaciones:

- Poblacion europea del proyecto de los 1000 genomas.

- Poblacién espaniola del proyecto de los 1000 genomas.

- Poblaciones del consorcio ExAC.

- Poblacion de individuos espafioles controles sanos del proyecto
Medical Genome Project.

d) Teniendo en cuenta la frecuencia alélica calculada, aplica filtros de
frecuencia poblacional en las siguientes poblaciones: 1000G EUR,
1000G IBS, MGP.

¢ Cuantas variantes pasan los filtros de frecuencia poblacional?
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e) De las variantes obtenidas al aplicar el filtro de frecuencia
poblaciones, vamos a buscar aquellas variantes que provocan una
pérdida de funcion, para ello seleccionamos los términos LoF (Loss of
Function) en el panel SO consequences (de Sequence Ontology). Al
clicar en LoF, s qué términos se quedan marcados? Realiza una
busqueda anadiendo este filtro.

Cada uno de los SO terms estan descritos en
http://www.sequenceontology.org/ y el orden de severidad del impacto
en la proteina se puede consultar en
https://www.ensembl.org/info/genome/variation/predicted_data.html

f) Aplicamos ahora el filtro por genotipos de las muestras de modo que
concuerden con el tipo de herencia sospechada.

g) ¢Alguna de esas variantes tiene valor SIFT o Polyphen? ¢ Por qué
crees que puede ser?

IRecuerda. Los valores de SIFT y Polyphen se obtienen del impacto que
tendra el cambio de aminoacido en la estructura final de la proteina.

h) ¢ Alguna de las variantes obtenidas tiene ClinVar asociado?

i) Vamos a fijarnos en sus valores de conservacion. ¢ Qué variante
presenta los valores mas concordantes?

jRecuerda! Los valores de conservacion indican si la region esta mas o
menos conservada, es decir, si esta sometida a seleccion positiva, a
seleccidon neutral o a seleccion purificadora (seleccion negativa). Si una
variante es perjudicial para la proteina y, en general, para el organismo,
esa variante estara en una zona conservada, ya que permite la
acumulacion de pocas mutaciones, mientras que si una region acumula
muchas mutaciones indica que esos cambios no provocan un perjuicio
en el individuo. En el icono de info tienes una descripcion y los valores
de corte recomendados para cada uno.

j) Elige esa variante. ¢ Tiene cédigo rs#?; Qué significa eso?¢ Cual es su
frecuencia poblacional en la poblacién 1000G ALL? ¢ Qué significa este
valor?

k) Ve a la Anotacion Avanzada (Advanced Annotation) de esta variante.
¢, Cual es su nomenclatura HGVS? ;A qué corresponden las siglas
HGVS? ¢ Cual es el cambio mas severo? ;En qué transcrito esta? ¢ En
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cuantos transcritos ocurre esta variacion?; A qué genes afecta? 4 Este
gen esta asociado a algun OMIM o HPO?

I Si quieres mas informacion sobre las recomendaciones para nombrar
las variaciones en hgvs consulta
http://www.hgvs.org/mutnomen/recs.htmli#intro

l) En el apartado de frecuencias poblacionales (Population Frequencies)
de la anotacion avanzada (Advanced Annotation) ¢ hay alguna
frecuencia por encima de 0.1? ¢ En las poblaciones de qué proyectos?

m) ¢,Dirias que esta variante es la causante del fenotipo?

Realiza ahora la misma busqueda, pero en las regiones codificantes
(Coding). Fijate en el numero de variantes que obtienes tras aplicar
cada filtro.

n) ¢, Cuantas variantes obtienes aplicando los filtros de SO terms,
frecuencia poblacional y genotipo?

o) Fijate en los valores de SIFT y Polyphen. ¢ Por qué la primera
variante no tiene valores?

Como hemos visto, la conservacion nos da una idea de la probabilidad
de que una variante sea patogénica. En el icono de info al lado de
Conservation en la tabla de resultados nos sugiere los valores de corte
para cada uno.

p)¢,Cual es el valor de GERP recomendado a partir del cual se
considera conservada una region? Aplica un filtro de conservacion en
base a este criterio.

La patogenicidad de una variante (Deleteriousness) se mide por el
grado de impacto que la sustitucion tendra en la proteina.

Aqui podéis ver mas informacion sobre los predictores SIFT y PolyPhen
https://www.ensembl.org/info/genome/variation/predicted data.html

g) Basandonos en las categorias de cada predictor y sus valores
umbrales, ¢ qué valores de SIFT y Polyphen garantizan que una variante
sea deletérea para la proteina final?

r) Aplica un filtro por patogenicidad en base a estos criterios. ¢ Cuantas
variantes se obtienen?

Teniendo en cuenta todo lo aplicado hasta ahora, identifica la variante
que explica el fenotipo de la paciente.
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Estudio exome40:

Studies > exome_data
Muestra: exome40 01

Crea un analisis individual con esta muestra y haz un analisis para
obtener posibles mutaciones que expliquen el fenotipo de la paciente
(indicada con una flecha) teniendo en cuenta sus antecedentes
familiares:

%

C. Préstata dx. ?

v

C. Ovariodx. ? C. Ovariodx. 51

C. Mama dx. 38 C. Ovario dx. 39

exome40 1




