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Enfermedades Raras (ER)

ER: “Aquellas enfermedades que son cronicamente debilitantes o potencialmente
mortales, que tienen tan poca prevalencia que se necesitan esfuerzos combinados
para combatirlas.”.

*** - Afectan a 1 de cada 2000 individuos.

Xx EURURD'S Aproximadamente 7000 tipos de ER diferentes.
RARE DISEASES EUROPE

En total afectan al 6-8% de la poblaciéon europea.
dadde <0 - EI 80% tiene una causa genética.

fed e r Solo 400 ER conocidas tienen un tratamiento especifico.

FEDERACION ESPANOLA DE ENFERMEDADES RARAS

Enfermedades huérfanas: "Aquellas para las que no existe evidencia razonable de
que el coste de desarrollar un medicamento para ella se recupere de las ventas
derivadas de dicho medicamento”.

orp N gﬂet https://www.orpha.net/
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Variabilidad genética
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Tipos de variacion genética

GCRhg37: Genome Reference Consortium human genome (build 37)

REFERENCIA AATGCCAGTAAGTTCGGGCCAGTGTTGTACCAATTCTGCGGCA

SNV AATGCCAGTAAGTTCGGGACAGTGTTGTACCAATTCTGCGGCA
SNP > 1% en la poblacion

INDELS
INSERCION AATGCCAGTAAG’JjTCGGGCCTCAGTGTTGTACCAATTCTGCGGCA
DELECION AATGCCAGTAAGEICGGGCCAGTGTTGTACCAATTCTGCGGCA

SVs: Variantes estructurales como duplicaciones, grandes deleciones (CNVs),
inversiones y translocaciones.

-
(‘3 W@ dbSNP y dbVAR https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
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Analisis de la variabilidad genética

SNPs: 90% variabilidad genética
Aparece 1 SNP cada 1300 pb.

1 variante —— 1 fenotipo ?
- Sin impacto

s
| -

- Individualidad: pigmentacion, receptores olfatiVﬁéf

- Susceptibilidad a enfermedades complejas. \

- Metabolismo y inmunidad.
- Respuesta farmacoldgica.
- Enfermedades mendelianas. ER

Gran numero de variantes por individuo.

- Exoma: 250.000 variantes.
- Genoma: > 6 millones de variantes.

Variantes artefacto por tecnologia de secuenciacion.




Pipeline de analisis
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Pipeline de analisis

VCEF: Cariant Calling File

(##£ilefornat=VCFv4.2 C—
##fileDate=20090805
##source=myImputationProgramV3.1
##reference=file:///seq/references/1000GenomesPilot-NCBI36.fasta Ce—
## METAINFO | ##contig=<ID=20,length=62435964,assembly=B36,md5=f126cdf8a6e0c7f379d618ff66beb2da,species="Homo sapiens",taxonomy=x>
##phasing=partial
##INFO=<ID=NS,Number=1,Type=Integer,Description="Number of Samples With Data"> e
##INFO=<ID=DP,Number=1,Type=Integer,Description="Total Depth">
##INFO=<ID=AF ,Number=A,Type=Float,Description="Allele Frequency">
##INFO=<ID=AA,Number=1,Type=String,Description="Ancestral Allele">
##INFO=<ID=DB,Number=0,Type=Flag,Description="dbSNP membership, build 129">
##INFO=<ID=H2,Number=0,Type=Flag,Description="HapMap2 membership">
##FILTER=<ID=q10,Description="Quality below 10"> < —
##FILTER=<ID=s50,Description="Less than 50} of samples have data">
##FORMAT=<ID=GT,Number=1,Type=String,Description="Genotype"> E
##FORMAT=<ID=GQ, Number=1,Type=Integer,Description="Genotype Quality">
##FORMAT=<ID=DP, Number=1,Type=Integer,Description="Read Depth">
##FORMAT=<ID=HQ, Number=2,Type=Integer ,Description="Haplotype Quality">

# CABECERA (#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER [INFO FORMAT NA0OOOO1 NAO0002 NAOOOO3
(20 14370 rs6054257 G A 29 | PASS |NS=3;DP=14;AF=0.5;DB;H2 GT:GQ:DP:HQ |010:48:1:51,51 1/0:48:8:51,51 1/1:43:5:.,. )
VARIANTES 20 17330 . T A 3 qlo NS=3;DP=11;AF=0.017 GT:GQ:DP:HQ [0/0:49:3:58,50 0[1:3:5:65,3 0/0:41:3
20 1110696 rs6040355 A G,T 67 | PASS S=2;DP=10;AF=0.333,0.667; AA=T;DB| GT:GQ:DP:HQ |112:21:6:23,27 2[1:2:0:18,2 2/2:35:4
20 1230237 . T . 47 | PASS |NS=3;DP=13;AA=T GT:GQ:DP:HQ (0/0:54:7:56,60 0/0:48:4:51,51 0/0:61:2
20 1234567 microsatl GTC G,GTCT 50 | PASS 5=3;DP=9; AA=G GT:GQ:DP 0/1:35:4 0/2:17:2 1/1:40:3
~

D




Bases de datos Clinicas

OMIM https://www.omim.org/
- Enfermedades humanas genéticas.
- Genes humanos con fenotipo asociado.

OMIM®

Online Mendelian Inheritance in Man®

An Online Catalog of Human Genes and Genetic Disorders
Updated June 1, 2018

Search OMIM for clinical features, phenotypes, genes, and more... Q

Advanced Search : OMIM, Clinical Synopses, Gene Map
Need help?: Example Searches, OMIM Search Help

Mirror site : mirror.omim.org

OMIM is supported by a grant from NHGRI, licensing fees, and generous contributions from people like you.

Make a donation!

Insttute of A JOHNS HOPKINS

MEDICINE

& Genetic Medicine

—

Total number of phenotypes* for which the molecular basis is known 6,207

Total number of genes with phenotype-causing mutation 3,913

* Ph pes include (1) single-g delian disorders and traits; (2) susceptibilities to cancer and complex disease (e.g.,
BRCA1 and familial breast-ovarian cancer susceptibility, 113705.0001, and CFH and macular degeneration, 134370.0008); (3)
variations that lead to abnormal but benign laboratory test values ("nondiseases”) and blood groups (e.g., lactate
dehydrogenase B deficiency, 150100.0001 and ABO blood group system, 110300.0001); and (4) select somatic cell genetic
disease (e.g., CNAS and McCune-Albright syndrome, 139320,0008 and IDH1 and glioblastoma multiforme, 147700.0001.)

Number of genes with 1 phenotype 2,682
Number of genes with 2 phenotypes 734
Number of genes with 3 phenotypes 264
Number of genes with 4+ phenotypes 233
Class of phenotype Phenotype Gene *
single gene disorders and traits 5,166 3,537
Susceptibility to complex disease or infection 696 500
"Mondiseases” 146 115
Somatic cell genetic disease 215 122

“Some genes may be counted more than once because mutations in a gene may cause more than one phenotype and the
phenotypes may be of different classes (e.g., activating somatic BRAF mutation underlying cancer, 164757.0001. and

- Constante revisién por la comunidad clinica.
- Descripcién detallada por caso publicado.

germline BRAF mutation in Noonan syndrome, 164757.0022.)
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Bases de datos Clinicas Human Phenotype Ontology

# Home © About & Downloads 2 Tools & Documentation & Users 'O History

HPO: Human Phenotype Ontology ©FAQ  Olicemse QCition  Contac

http://human-phenotype-ontology.github.io/
- Fenotipos estandarizados, codificados y jerarquizados.
- ldentificables.

Intellectual disability

HP:0001249

HP:0007180, HP:0002382, HP:0002482, HP:0007176,
HP:0007154, HP:0002402, HP:0002543, HP:0002386,
HP:0002122, HP:0006833, HP:0002192, HP:0003767
HP:0000730, HP.0002458, HP:0002316, HP:0001286,
HP:0002499, HP.0001267

-  HPOs asociados a genes y OMIM. T
- Util para diagnéstico y confirmacién de varlantes 10


http://human-phenotype-ontology.github.io/

Bases de datos C||'nicas Allele(s) @  INFORMACION ADICIONAL DEL ALELO

NM_000251.2(MSH2):c.28C>T (p.GIn10Ter)

ClinVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/ | meen 96530
- Variantes conocidas y su relevancia clinica. | vaianttype: single nuclectide variant
Cytogenetic location: 2p21
. Genomic location: Chr2: 47403219 (on Assembly GRCh38)
NM_000251.2(MSH2):c.28C>T (p.GIn10Ter) Chra. 47630358 (on Aceomil) GRONST)
Variation 1D: @ 91055 Protein change: Q107
= FIABILIDAD
Review status: ) 0 0o reviewed by expert pane| [ G—— HGVS: NG_007110.2:9 5096C>T
NM_000251 2:¢.28C>T
NM_001258281.1:c.-31+44C>T
Interpretation @ ' more
RELEVANCIA Links: dbSNP: 53751099
Clinical significance: Pathogenic —
Last evaluated: Sep 5, 2013 NCBI 1000 Genomes Browser: rs63751099
Mumber of submission(s): 1 2 1 Molecular consequence: NM_000251.2:c 28C>T: nonsense SO:0001587
Condition(s): Lynch syndrome CON ICIQ_’E& INICA NM_001258281.1:c -31+44C>T: intron variant SO:0001627
See supporting ClinVar records [4
Genetics
Relevancia clinica chmn e et s macons. ACIMIG STANDARDS AND GUIDELINES | inMedicine
Pathogenic
Likely pathogenic Standards and guidelines for the interpretation of sequence
. e . variants: a joint consensus recommendation of the American
Uncertain ignificance College of Medical Genetics and Genomics and the
Likely Benign Association for Molecular Pathology
H ichards, PhD’, iz, PhD*'¢, Sherri Bale, PhD?, id Bick, MD*, , PhD?,
Ben ign = R;:Ii:erastieEFo':taez: :ﬁ%?’z#:zv;yne w? éﬂéga l;D',’ Phog"a"v'f MBaIZIhuhrni HeZ‘a'Qapﬁsz,P i
Elaine Lyon, PhD", Elaine Spector, PhD*, Karl Voelkerding, MD" and Heidi L. Rehm, PhD'*; 11
on behalf of the ACMG Laboratory Quality Assurance Committee
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Frecuencia poblacional

IGSR and the 1000 Genomes Project

Catalogos de variabilidad genética.

- El proyecto 1000 genomas:
http://www.1000genomes.org

- Exome Sequencing Project (ESP):
http://evs.gs.washington.edu/EVS

- Exome Aggregation Consortium (EXAC/
gnomAD): http://exac.broadinstitute.org
http://gnomad.broadinstitute.org/about

- The CIBERER Spanish Variant Server . B R D
) L The International Genome Sample Resource (IGSR) was established to ensure the ongoing usability of data generated by the 1000
(CSVS) http://csvs.clinbioinfosspa.es Genomes Project and to extend the data set. More information s available about the IGSR.

. . o . . Tipo de herencia
MAF: Frecuencia del alelo minoritario ‘; Incidencia enfermedad| penetrancia

Edad de inicio

MAF = N heterocigotos (Ab) + N homocigotos (bb) * 2

12
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Consecuencia: Sequence Ontology (SO)

Dependiendo de la region donde esté la variante en la secuencia de DNA su
consecuencia tendra mas impacto en el RNA y en la proteina.

LoF (Loss of Function): Provocan pérdida de funcidn: splicing, STOP, ...
http://www.sequenceontology.org/
https.//www.ensembl.org/info/genome/variation/predicted_data.html

5_‘_§, ______________________ .-
I ] I T

+ regulatory region * 5prime UTR + splice donor + splice region + 3 prime UTR
* TF binding site + initiator codon + splice acceptor * intron

+ downstream
+ intergenic * synonymous + stop lost

= upstream « missense + stop retained
« inframe insertion + incomplete terminal codon
. . * inframe deletion
transcript/ regulatory region /TF + stop gained

binding site ablation
+ mature miRNA
+ NMD transcript
*+ non-coding exon / transcript 13

+ frameshift
» coding sequence variant



http://www.sequenceontology.org/
https://www.ensembl.org/info/genome/variation/predicted_data.html

Conservacion

L GEN REGION INTERGENICA

Tasa mutacion I I )

| LB |
.., | seleccion ! seleccion | seleccién
Fijacion ;purificadora ' positiva *Poco frecuente ; neutral

it

| I |

REGION CONSERVADA EVOLUTIVAMENTE REGION POCO CONSERVADA

Regiones con funciones importantes para la célula acumulan poca variabilidad: mas conservadas.

GERP: Genomic Evolutionary Rate Profiling. Método para estimar la presion selectiva de una posicion
especifica mediante maxima verosimilitud. Davydov et al. 2010 https://doi.org/10.1371/journal.pcbi. 1001025
- En mamiferos [-12.36 - 6.18]: A mayor valor, mayor presion selectiva.

PhastCons: Calcula la conservacién por ventanas usando un modelo filogenético HMM (hidden Markov
model).
- [0 -1]: Representa la probabilidad de que una regién esté sometida a su mayor conservacion

posible.

PhyloP: Calcula el -log p-valor bajo una hipétesis nula de evolucion neutral.
- En humanos [-14, 3]: scores positivos indican conservacion, negativos indican una aceleracion. 14


https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1001025

Patogenicidad

- La funcion de una proteina depende de

Primary Secondary Tertiary
F— H-} su estructura cuaternaria final.
2 2
g T - Su estructura depende de las
S8

propiedades fisicoquimicas de los

- ' . "/- ° 7 .
"4 aminoacidos que la componen.

i -

SIFT [0 - 1] sorts intolerant from tolerant
Probabilidad de tolerancia basada en la homologia de proteinas
entre alineamientos. doi:10.1038/nprot.2009.86 DAMAGING

Valor de SIFT Prediccion

Polyphen [0 - 1] Polymorphism Phenotyping v2

Usa parametros fisicoquimicos y anotacion estructural para
calcular, mediante métodos bayesianos, la patogenicidad de un Valor de Polyphen Prediccién
cambio de aminoacido.
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/dokuwiki/overview

TOLERATED

>0.908 Probably damaging

CADD: Combined Annotation Dependent Depletion 0.446 - 0.908
Usando informacidén anotada disponible, evalia en un ranking el
impacto de la variante. ScaledCADD 10 = 10%

ScaledCADD 20 =1%
http://cadd.gs.washington.edu/

Possibly damaging

<0.446 Benign

15
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Modos de herencia: Genotipo

HERENCIA DOMINANTE
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HERENCIA RECESIVA

2

HETEROCIGOSIS COMPUESTA

\ HERENCIA LIGADA AL X (DOMINANTE)

HERENCIA LIGADA AL X (RECESIVA)

HERENCIA LIGADA AL Y
Soélo varones afectados, transmision de padre

a hijos.

Il Region PAR: Region Pseudoautosdmica. 16



Software disponible

VCF

- Linea de comandos (UNIX/Linux)

>
- HiPred.
- SPRING.

ga Aplicacion de escritorio
- VCFMiner.
- ExomeSuite.
- Mendel,MD.

- Aplicacion WEB

WWW.,
- BierApp.

- IVA: Integrative Variant Analysis.

- VEP: Ensmbl. https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html

17
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IVA: Integrative Variant Analysis

OpenCGA: Motor de almacenaje de datos y framework de analisis de datos

genomicos. https://github.com/opencb/opencga/wiki

‘ mongoBE  Solr=

N@

CellBase: Anotar las variantes. http://docs.opencb.org/

Metabase de datos que integra informacion biolégica disponible en otras bases de datos.

BASES DE DATOS

Core: Ensembl Core: Polyphen2/Sift

Protein: UniProt, InterPro

Variation: Ensembl Variation: 1000G Project, EXAC, GoNL, UK10K, ESP
Regulatory:  Ensembl Regulatory

Conservacion: PhastCons, PhyloP, GERP++

Clinical : Clinvar, COSMIC, HPO, DisGeNET

Biological Networks: Reactome, IntAct

Others: DGIdb, Gene Expression Atlas, CADD

18
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Modo de herencia

Wo I'kﬂ OW DOMINANTE/DE NOVO Egnggccrilc’;ré:e la historia familiar y la herencia
RECESIVO '
LIGADO AL X
LIGADO ALY
I
Frecuencia poblacional* *Depende de la prevalencia de la
1000G - EUR < 0.01 enfermedad, del tipo de herencia y de
1000G - IBS < 0.01 informacion que dispongamos previamente.
ExAC/gnomAD < 0.01
MGP < 0.01

Conservacion
GERP > 2

v

Consecuencia (SO)
I I
LoF (Loss of Function) Coding
v

Patogenicidad Patogenicidad
SIFT < 0.05

Il i ScaledCADD > 15
! Algunas \t/_arlant(ésALDog tampogo Polyphen2 > 0.91
ienen asociado ScaledCADD > 15

Informacion clinica L VARIANTES CANDIDATAS
Clinvar, COSMIC, HPO, OMIM




Ejercicios practicos

1 ejercicio guiado:

Priorizacion de variantes con IVA: Panel de genes personalizado.

2 ejercicios de priorizacion en exoma:
Exome35: Cohorte de una familia de 3 individuos con sindrome metabdlico.

Exome40: 1 individuo con cancer familiar.



