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1. Introduccion.

1.1 Identificacion de mutaciones patogénicas.

La identificacion de variantes patogénicas es uno de los principales objetivos en el diagndstico genético,
ya que permite conocer la base genética de una enfermedad vy, por lo tanto, la toma de decisiones sobre
el tratamiento, la evolucién y prondstico de dicha patologia.

Aunque existen diferentes estrategias para la deteccion de variantes genéticas, la secuenciacion
bidireccional de exones y zonas de splicing mediante el método Sanger es una de las técnicas mas
utilizadas en los laboratorios clinicos. Para realizar esta técnica se requiere una muestra de sangre
periférica u otro tejido del individuo, a partir de la cual se aisla su ADN gendmico. A continuacidn,
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se amplifican todos los exones, junto con las
secuencias intronicas flanqueantes de cada exdn que son examinados nucledtido a nucledtido mediante
la reaccion de secuenciacion. De esta manera se puede identificar cualquier diferencia con respecto a la
secuencia de referencia de dicho gen (podéis recordar la técnica visualizando el siguiente video:
https://www.youtube.com/watch?v=NEuOmO-2ras).
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Figura 1: Electroferograma procedente de una paciente con una mutacion puntual en heterocigosis.

1.2 Tipos de mutaciones.

Mediante la secuenciacion del ADN se pueden identificar distintos tipos de variantes de secuencia que
alteran a un Unico nucledtido (puntuales) o a unos pocos. Las variantes de secuencia se pueden clasificar
como mutaciones claramente patogénicas, si trucan la proteina resultante o si alteran las secuencias
canodnicas de splicing (AG/GT). En este grupo se hallan las mutaciones denominadas sin sentido
(nonsense) que originan un codén de stop (UAG, UAA o UGA), que termina prematuramente la
traduccion produciendo una proteina truncada. También las mutaciones denominadas de cambio de
pauta de lectura (frameshift) que implican la insercién o la delecién de uno o varios nucleétidos cuyo
numero no es un multiplo de tres, de forma que la pauta de lectura de la secuencia del ARNm (ARN
mensajero) queda alterada. El resultado es una proteina truncada, debido a la creacién de un coddn de
stop mas adelante. Por ultimo, las mutaciones de splicing que alteran el procesamiento del ARNm en la
eliminacion de los intrones y unién de los exones. Las mutaciones de splicing pueden producirse en
distintas partes de un gen, pero las que se consideran claramente patogénicas son las que modifican las

PID 21-22_003, julio 2022 Raquel Almansa et al.



PROYECTOS DE INNOVACION DOCENTE - PID_21_22_003_Anexo 1 2021/2022

secuencias candnicas donadoras (GT) o aceptadoras (AG) de splicing situadas en los dos nucleétidos
iniciales y finales de cada intrén.

Por otro lado, algunas variantes de secuencia tienen una repercusiéon funcional incierta en la proteina

resultante puesto que no alteran su pauta de lectura (in frame). Estos cambios a priori son considerados
variantes de secuencia no clasificadas (UCVs, unclassified sequence variants). En este grupo se
incluyen las variantes de cambio de aminoacido denominadas de cambio de sentido (missense),
deleciones o inserciones de un nimero de nucledtidos multiplo de tres y las variantes de secuencia
potencialmente implicadas en el splicing pero que no alteran los nucledtidos candnicos (AG/GT).
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Figura 1: Tipos de variantes genéticas. Fuente: NCBI.

1.3 Evaluacidon del impacto clinico de las variantes genéticas.

Como ya se ha comentado, las variantes de secuencia que trucan la proteina resultante o que alteran
las secuencias candnicas de splicing son claramente patogénicas. El problema surge cuando se detecta
una variante de significado incierto. La mejor forma de evaluar la patogenicidad de este tipo de variantes
es la realizacion de un analisis funcional, pero no siempre es posible, dado que se trata de estrategias
muy laboriosas no siempre al alcance un de un laboratorio de analisis clinico. Para ello se recurre a otras
estrategias que utilizan herramientas “in silico” para evaluar el impacto de la variante:

1- La busqueda de datos en bases de datos de mutaciones, polimorfismos, y/o datos bibliograficos.

2- El grado de conservacion del aminoacido en un alineamiento multiple de secuencias con
proteinas ortodlogas.

3- La diferencia bioquimica y biofisica entre el aminodacido original y el mutado.

4- Programas de prediccion de patogenicidad (Polyphen y SIFT)

5- Analisis de la segregacion de la variante con la enfermedad en la familia.

6- El analisis de cromosomas control.
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Estos andlisis permiten clasificar las variantes UCVs como: 1) muy probablemente patogénica, 2)
probablemente patogénica, 3) variante de efecto indeterminado y 4) probablemente neutra
(polimorfismo).

2. Objetivo de la practica:

El objetivo de esta practica es aprender a identificar variaciones de secuencias obtenidas por el método
de secuenciacion SANGER, asi como a interpretar el impacto de la variante identificada en la funcion de
la proteina y en la salud del paciente.

3. Metodologia:

Para realizar esta practica necesitamos:

- Ordenador con conexidn a internet.
- Programa de analisis de secuencia: Chromas o Finch TV.
- Electroferogramas Sanger procedentes de casos reales (repositorio online en campus virtual).
- Bases de datos y herramientas de analisis online:
O Ensembl: https://www.ensembl.org/index.html
o ClinVar: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
o PolyPhen: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

Nota: Instalacion y manejo del programa: Finch TV.

Accede al campus virtual y en la carpeta “practica 13: Identificacion de variantes” encontrards una
carpeta comprimida con el nombre FINCHTV. Accede e instala el programa FINCHTV. Visualiza el
video “Manejo FINCHTV” disponible en la misma carpeta para saber como se maneja el programa.
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Figura 2: Programa FINCHTV
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4. Desarrollo de la practica:

En la carpeta: “practica 13: Identificacion de variantes” podras encontrar una serie de archivos con
formato “abi” que corresponden a los electroferogramas que vamos explorar en esta practica. Como
se ha explicado en la introduccién, con este tipo de tecnoldgia secuenciamos tanto la hebra de ADN
fordward (+) como la hebra de ADN reverse (-), por eso cada paciente tendra mimino dos
electroferogramas. Hay que comprobar ambas secuencias de cada paciente que vayamos a analizar.

En esta practica vamos a analizar dos secuencias ejemplo que corresponden a los pacientes 1y 2.

Despues dispondras de un respositorio de secuencias de diferentes pacientes para practicar de
forma autdonoma desde casa.

Paciente 1

4.11dentificacion de variantes.

Paso I. Abre el archivo ENG_48_fw con el programa FINCHTV e identifica la alteracidn:

Figura 3: Variante identificada.

En el ejemplo puedes observar una posicion donde vemos dos picos que solapan: uno negro (que
corresponde a una G) y uno verde (que corresponde a una A). Se trata de una susticion de una
base por otra en heterocigosis.

- Paso Il. Una vez identificada la variante, desde el mismo programa, podemos comparar la
secuencia que estamos analizando con una secuencia de referencia, mediante el analisis de
alineamiento de secuencias “BLAST”. Esto nos perimitird determinar el gen que estamos
analizando (en base a la similitud de secuencias) y por otro lado la variante que hemos
encontrado (es decir, el cambio de nucleotidos/nucleotidos presentes en nuestra secuencia).
Para ello, en el propio FINCHTV seleccionamos con el ratén un fragmento de la secuenica de
interés que incluya la variante (unos 50-100 nucledtidos) o si la variacion es muy grande, la zona
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inmediatamente anterior o posterior a la variante. Pinchamos con el botén derecho para que
aparezca un desplegable en el que seleccionaremos la opcién: “BLAST Sequence”- “Nucleotide,
BLASTNn”; tal y como se muestra en la figura.

Copy Cirl+C
Paste Ctri+V

Insert Befare Base Ctrl+B
Delete Chrl+X

Convert To Uppercase  Ctrl=U

Convert To Lowercase  Ctrl+L

Replace With N's Ctrl+Shift=N

Replace With Xs Ctrl+Shift+X

Select All Crl=A

Mucleotide Sequence ’\

BLAST Sequence
Translated, BLASTx
Translated, TBLASTx
MegaBLAST

Figura 4: Andlisis de alineamiento BLAST desde FINCHTV.

Automaticamente el programa nos redirecciona a la pagina web del NIH (National Library of
Medicine) donde podremos hacer el BLAST de nuestro fragmento de secuencia. Dejamos la
configuracion que viene por defecto y pinchamos sobre el botén azul (BLAST). Esperamos a que
el programa haga su busqueda.

BLAST® 5 blastn suite Home Recent Results Saved Strategies Help
Standard Nucleotide BLAST

BLASTH programs search nucleotids databases using 2 nuckeolde quen. more.

Job Title

O asgntwoo

Choose Se:

Figura 5: National Library of Medicine: BLASTn.

- Paso lll: Una vez finaliza la busqueda, el programa nos mostrara todas las secuencias que
muestran mayor similitud con la secuencia que hemos introducido. Seleccionamos la que tenga
un mayor grado de similitud (cobertura: Query cover). Ten en cuenta que las muestras que
estamos analizando son muestras de pacientes, por lo que el organismo de referencia debe ser:
“Homo sapiens”.
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& Download ~ GenBank Graphics

Homo sapiens endeglin (ENG), transcript variant 1, mRNA
Sequence ID: NM_001114753.3 Length: 2946 Number of Matches: 1

Range 1: 1307 to 1407 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

179 bits(198) de-41 100/101(99%) 0/101(0%) Plus/Plus

Query 1 AGACCTCACCCGCACCGATCCAGACC CTCCCAAGRACACTTGTAGCCCGGAGCTGE 68
soict 1307 AACIACUUCGA AN UAMMUHIAU AT 1365
Query 61 TCATGTCCTTGATCCAGACARAGTNTGCCGACGACGCCATE 181

Swict 1367 TATCTUUHGATUAGKAMTGHALGALALEATS 1407

Figura 6: Resultados del BLASTn. En nuestro ejemplo: pinchariamos sobre la primera secuencia que
corresponde con el ARNm del gen ENG de humano.

Como puedes ver en el ejemplo, la secuencia que estamos analizando (query) corresponde al
transcrito del gen de la endoglina, que presenta una similitud del 99% con la secuencia de
referencia (sbjct). Esto se debe a que de 101 nucleotidos que hemos introducido en el programa,
1 es diferente a la secuencia de referencia. En nuestra secuencia este cambio de base esta
marcado con una N, mientras que en la secuencia de referencia la base nitrogenada que
conforma el nucledtido seria una guanina (G). Si vuelves al programa FINCHTV puedes ver que en
este caso el cambio que se ha producido es de una G por una A (esto se representa de la siguiente

manera: G>A).

- Paso IV: Comprueba que la variante identificada se encuentra tanto en la hebra fordware como

en la hebra reverese (para ello no olvides darle la vuelta a la secuencia reverse).
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Figura 7: Comparacion de la secuencia fordware y reverse. Fijate como en la secuencia reverse los

picos se superponen tanto que es dificil identifica
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4.2Evaluacion del impacto de la variante en la estructura y funcion de la proteina.

Una vez identificado el gen de estudio y la variante de interés, debemos averiguar que impacto
tendra la variante en la estructura y funciéon de la proteina y por lo tanto en la salud del paciente.
Para ello:

- Paso I. Abrimos la pagina web: ENSEMBL: https://www.ensembl.org/index.html. Introducimos

el nombre del gen y la esepcie que estamos analizando.

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog

Tools BioMart > BLAST/BLAT > Variant Effect Predictor >
All tools Export custom datasets from Search our genomes for your Analyse your own variants and
Ensembl with this data-mining DNA or protein sequence predict the functional
tool consequences of known and

unknown variants

Search

[Human V] for

ENG

e.g. BRCAZ2 or rat 5:62797383-63627669 or rs699 or coronary heart disease

Figura 8: Consulta en la base de datos ensembl.

- Paso Il. De todas opciones que nos proporciona ensembl seleccionamos el gen de interes que
exploraremos.

De nuevo tomando como ejemplo el gen de la endoglina (ENG), obtenemos un listado genes. En
este caso pinchamos sobre la primera entrada de la lista.

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog &N~ Search all s

New Search [N 4

Current selection:
y
onysea an_ JEYC Q]

NG when restricted to | species: Human 3§
Restrict category to: ENG (Human Gene)

Gene 24 ENSG00000106991 9:127815013-127854658:-1
Endoglin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:3349]

Only searching Human

Transcript o4 ENDOGLIN; ENG [*131195] (MIM gene record; description: ENDOGLIN; ENG;;CD105,) is an external
GeneTree reference matched to Gene ENSG00000106991
Variant table « Phenotypes o Location s Extenal Refs. s Regulation s Orthologues s Gene tree

ENG-203 (Human Transcript)
ENST00000462196 9:127825789-127829804:-1
Endoglin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:3349]

Location e External Refs. « cDNAseq. « Exons e Variant table ¢ Population

P " ENG-204 (Human Transcript)
ENST00000480266 9:127815013-127847167:-1
10 25 50 100 Endoglin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:3349]
LRG_589t1 (LRG display in Ensembl transcript record; description: Locus Reference Genomic record for
_ ENG) is an external reference matched to Transcript ENST00000480266
Location e External Refs. « cDNAseq. s Exons e Variant table e Protein seq. « Population  Protein summary

Standard  Table

1
GenomicAlignment 7
Clones & Regions 1

1

Protein Domain

ENG-205 (Human Transcript)
ENST00000486329 9:127819238-127824405:-1

Figura 9: Resultados de una busqueda realizada con ensembl.
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Paso lll. Al pinchar sobre el gen aparece la descripcion del mismo, el nimero de transcritos y
mucha informacién sobre la secuencia. En este punto nos centraremos en la tabla de transcritos
para seleccionar el transcrito con mas informacién disponible para explorarlo. Es importante que
te fijes en los cddigos que usa ensembl para referirse a un gen (ENSG), un transcrito (ENST) o una
proteina (ENSP).

Pincha sobre el ENST que disponga de mas informacién (por ejemplo, un transcrito que contenga
una proteina codificante, de mayor tamafio, con cédigo UniProt y RefSeq Match y que presente
muchos “flags”, que identifican transcritos de mayor calidad o mas relevantes).

&N - Search all species

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downioads | Help & Docs | Blog

1 Human (GRCh38.p13) v
Location: 9:127,815,013-127,854,658 ({elLCHl[eR Jobs v

Gene-based displays

£ summary Gene: ENG ENSG00000106991
|- Splice variants.
Transcript comparison Description endoglin [Source:HGNC SymbolAcCHGNC:3349(6]
Gene alleles .
& Sequence Gene Synonyms CD105, END, HHT1, ORW, ORWA
Secondary Structure Location Chromosome 9: 127,815,013-127 854,658 reverse strand.
&> Comparative Genomics GRCh38:CMO00ET1.2
Genomic alignments
Gene tree About this gene This gene has 5 transcripts (splice variants), 159 orthologues, 2 paralogues and is associated with 5 phenotypes.
L Gene gain/loss tree -
Orthologues Transeripts Hide transcipt table
| Paralogues
Ensembl protein families
= Ontologies Show/hide columns (1 hidden)
Sg i‘:“‘zg‘ca‘ process Transcript ID Name  bp  Protein  Biotype ccos UniProtMatch ~ RefSeq Match a Flags
L Go: Mole| ENST00000373203.9 ENG-202 2946 | 658aa | Protein coding CCDS48029@ | P178134@ | NM_001114753.3% 'MANE Selectv0.95 Ensembl Canonical GENCODE basic 'APPRISP4 ' TSL:A
Phenotypes ENST00000344849.4 ENG-201| 3059 | 62522 | Protein coding CCDSEB80E | P17813-280 - GENCODE basic APPRISALT2 TSL:1
B Genetic Variation -
Variant table ENST00000480266.5 ENG-204| 2804 | 47622 | Protein coding CCDS75906% |  F5GX888 - GENCODE basic  TSL2
Variant image ENST00000486329.1 ENG-205 663 | No protein || Processed transcript - - TSL2
- Structural variants
Gene expression ENST00000462196.1| ENG-203 495 | No protein I Processed transcript - - TSL3
L pathway
Regulation Summary @
Extemal references v
| Supporting evidence ~
& 1D History Name ENG# (HGNC Symbol)
- Gene history ccos This gene is @ member of the Human CCDS set: CCDS4 1%, CCDS6880.1#, CCDS75906.1 &
£ Configure this page UniProtks This gene has proteins that correspond to the following UniProt identifiers: P17813
This EnsembliGencode gene contains transcript(s) for which we have selected identical RefSeq transcript(s). If there are other RefSeq transcripts available they will be in the External references table

Refseq
LrG LRG_589 provides a stable genomic reference framework for describing sequence variants for this gene
Ensembl version ENSGO0000106991.14
Other assemblies 130577 616,937
View this locus in the GRCh3? archive: ENSG00000106991€
Gene type Protein coding
Annotation for this gene includes both automatic annotation from Ensembl and Havana manual curation, see article

Annotation method

Figura 10: Informacién del gen. En este ejemplo pinchamos sobre el primer transcrito de la lista.

- Paso IV. Una vez seleccionamos el transcrito que nos interesa aparecera en el menu de la parte
izquierda un desplegable que nos permite explorar los exones, el cDNA y la proteina codificante.

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog

"1 Human (GRCh38.p13) v

Location: 9:127,815,013-127,854,658  Gene: ENG  [RIeUE gl ol S epliy)

Transcript-based displays

I Summary Transcript: ENST00000373203.9 EnG-202

F- Sequence
' Exons Description endoglin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC: 33496
L cDNA :
L Protein Gene Synonyms CD105, END, HHT1, ORW, ORW1

Figura 11. Menu para explorar el transcrito del gen de interes selecionado.
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- Si seleccionamos la opcion “exones” podemos hacer una busqueda del fragmento de la
secuencia donde se encontraba nuestra variante. De esta manera podremos ver en qué exdn se

localiza nuestra variante y si ya se ha descrito con anterioridad.

fragmento pequefio de unos 10-15 nucleétidos de la secuencia inmediatamente anterior o
posterior a la variante que hemos identificado y la buscamos (Ctrl + F) en la secuencia de

nucledtidos de los exones que muestra Ensembl.

Ten en cuenta que la secuencia de nucleétidos tiene varias lineas por lo que la variacion puede

Para ello, copiamos un

estar al inicio o final de la secuencia y puede resultar dificil identificar el fragmento.

Exons @

£ Configure this page

A Custom tracks.
L ERTiE Exons/ Introns Translated sequence  Flanking sequer UTR
< sroe s cnwe«w
- Bookmark this page Protein altering variant || Splice acceptor SN Stop gained |f Stop lost
Markup  loaded
No. Exon / Intron Start. End Start Phase End Phase Length

1 ENSE0000111101

2 ENSE00003346729

3 ENSE00003297799

4 ENSE00003486427

5 ENSE00003438349

5 ENSE00000806855

7 ENSE00003738385

B ENSE00003730037

9 ENSE00003605233

127,854,658 127854289 - 1 EQ

AACHGTCCATIHRGACON —# RGETGR
TATACCACTAGCAGETCTCEALEEE GECCCCRATGCBATECTITE
CTECATENCCTCTTCCTEEHETTC

TE82GETEELCETCAC TR TERA CECATCCRAdRA A AT GECAECICECCCHE
EZEaETECaT ;:'cgrc:a_gg _GCAGTGIITmeFgCE
LTCCCECTECACTT

mrrcm_cc:rcr;rcaccn“c-mr" GG” gé GLEETGCCETICC
|§ =0 CCATCRECICMECTGRT

ATCCTRCTC r'ct:;:-G

RTECTEERRBCCAS LEET C
i TGEGTCCEEEENT A8 L TIGELLGEEET
QM-G_G

CTELGEE TCCTBECCEECD

EATET %ACCATE} CT RO G GACCCBAGCTETGAGECAELGERC
CRCZEETITETET LETECTTACTCCAGENET CEEL T RAE M CTRACRL
2 TERGENITGRG

Figura 12. Busqueda de la variante en los exones del transcrito selecionado. (ejemplo:

TTGATCCAGACAAAGT). En nuestro ejemplo la variante identificada se localiza en el exdn 7.
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Paso V. Una vez identificado el nucledtido afectado, podemos explorar las variantes descritas.
Como habras podido comprobar, cada nucleotido tiene un color/colores distinto que hace
referencia al tipo de mutacién o variante que se ha descrito en esa posicion.

Exons/ Introns  Translated sequence Flanking sequence UTR

Variants [3prime UTR |5 prime UTR KoGllls E=L=N (11T 1or-) Inframe deletion Missense
Splice acceptor [l Splice donor i Splice region @Esic145 88 Stop gained

Stop retained  Synonymous

Figura 13. Cdédigo de colores que identifican el tipo de variante encontrada.

En nuestro ejemplo el nucledtido G donde se localiza la variante (G>A) aparece en amarillo donde
se ha descrito una mutacion “missense”.

Paso VI. Podemos pinchar sobre el nucledtido y explorar qué variantes se han descrito y si alguna
corresponde a la variante que hemos identificado.

0 138 CATTTalﬂMHCCAT\,ACGGGCCEGAC@ CCEAGCTET sa:@cmﬁu GA
P o IR -~ ) - QEQTCGCATGEA_
0 X
Class SNP Class =
Source HGMD-PUBLIC Source thNP AECTCGGECCE gC
Location 9:127824350 Location 9:127824350 { GGL EcrE
0 Alleles HGMD_MUTAT... (Forward Alleles CIG (Forward :
strand) strand) e — =
cDNA position 1391 cDNA position 1391 SCCECCE,
Protein 363 Protein 363
position position
Consequences | coding sequence variant Amino acids  CIS
1 Explore this variant LD thftCt . Al oC P‘QCM@G
. . Consequences  missense variant
1 Generrransc"p[ Locations T CCGTQCTGGGCATCACCTT!GQGCCTTCC

Phenotype Data Explore this variant E2TETACTCECAC qc'Ec

Phenotype Data

- I CTCEGRGRCEER
e

GEAGEACCAR A, )l .AC(E\_'T GETE ”AC CAGCAGCATGE

Figura 14. Variantes descritas en el nucledtido de interés.

En nuestro ejemplo, se han descrito dos variantes, aunque ninguna de ellas corresponde con la
que hemos identificado (G>A).

Puesto que hay una parecida (C/G) aunque no sea la misma la vamos a explorar.

Para ello le damos a “explore this variant” y de nuevo aparece otra ventana sobre con
informacion sobre la variante. Fijate que las variantes descritas tienen un codigo que siempre se
identifica como: rs sequido de un numero (ej: rs1588580782).

La variante que hemos elegido es una variante de cambio de sentido (missense) y si exploramos
las consecuencias fenotipicas (Phenotype Data), la variante en cuestion se relaciona con la
TELANGIECTASIA HEMORRAGICA HEREDITARIA.
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BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog

'1 Human (GRCh38.p13) v

Location: 9:127,815,013-127,854,658 Gene: ENG Transcript: ENG-202 Variant: rs1588580782

Variant displays
|- Explore this variant rs1588580782 snp

- Genomic context

] Genes and regulation Most severe misse variant | See all predicted consequences
Flanking sequence
Population genetics Alleles CIG | Ancestral: C
Phenotype data Change tolerance CADD: G235 | GERP: 2.38
Sample genotypes y - 578243 8858078
Linkage disequilibrium Location Chromosome 9:127824350 (forward strand) | VCF: 5 127824350 rs1588580782 C G
Phylogenetic context Co-located variant HGMD-PUBLIC CM012090
Citations

3D Protein model Evidence status @ B>

Clinical significance @ A
£ Configure this page

HGVS names This variant has 20 HGVS names - Show
2N Custom tracks Synonyms This variant has 3 synonyms - Show &
& Export data Original source Variants (including SNPs and indels) imported from dbSNP (release \View in dbSNP &

About this variant This variant overlaps 6 transcripts, is associated with 1 pheno tioned in 5 citations
<& Share this page

Explore this variant @
o

- ve» \ ATTCATT 7 !>
s M CGGSGTG
TCATGCT

AN RIRIR BN |
Genomic Genes and Flanking Population Phenotype
context regulation sequence genetics data

e E§ =

Sample Linkage Phylogenetic

genotypes diseq context Citations
Location: 9:127,815,01. ,854 Gene: ENG  Transcript: EN Variant: rs1588580782 LIS 4
Variant displays
|- Explore this variant rs1588580782 snp
& Genomic context
Genes and regulation Most severe missense variant | See all predicted
Flanking sequence
Population genetics Alleles CIG | Ancestral- C
Phenotype data Change tolerance CADD: G235 | GERP: 238
Sample genotypes Location Chromosome 9:127824350 (forward strand) | VCF: @ 127824350 rs1588580782 C G

Linkage disequilibrium

Phylogenetic context Co-located variant HGMD-PUBLIC CM012090
Citations
3D Protein model

Evidence status @ 2%

Clinical significance @ A
HGVS names This variant has 20 HGVS names - Show
Synonyms This variant has 3 synonyms - Show
Original source Variants (including SNPs and indels) imported from dbSNP (release 154) | View in dbSNP &
About this variant This variant overlaps 6 transcripts, is with 1 phenotype and is mentioned in 5

5
Phenotype Data @

tations
Significant association(s)

Phenotype, Clinical Reported Associated
Accessions evidence reference significance gene(s) allele

HEREDITARY HEMORRHAGIC ClinVar & - Orphanet 774 & Evidence & - A ENG G
TELANGIECTASIA [Invitae]

Figura 15. A) Informacidn sobre una variante descrita previamente. B) Consecuencias

se and trait . Source(s) Mapped Ontology Supporting External
Terms

fenotipicas de la variante identificada.
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Paso VII. Podemos explorar que consecuencia tendrd el cambio detectado en la secuencia de
aminodcidos que codifica el fragmento de ADN que contiene la variante y anotar la variante.
Para ello, en la pestana de transcritos, en vez de seleccionar exones exploraremos el cDNA.

Copiamos de nuevo el fragmento de secuencia donde se localiza la variante e identificamos el
coddn que se vera afectado y el cambio que supone dicha variante.

A)

AR***M*M *SB* BRVNVRY** * A x
1301 CHGACARAGTGTE CcAccAC®e 2R:ACCCG TINVNINYYENE T TR TGCECAT 1440

1078 CAGACAAAGTGTGCCGACGACGCCATGACCCTGGTACTAAAGAAAGAGCTTGTTGCGCAT 1137

YSGHRR*A* & kokkdkkhkhdok * ok YAVIW

360 -Q--T--K--C—-A--D=--D—--A--M--T--L--V--L--K--K--E--L--V--A--H- 379
G555 : ¥
Codigos de Aminoacidos
= Cédigo de Cédig Cédigo de Cédig
SEGUNDA LETRA DEL CODON Aminodcido  tres letras o una Aminodcido  tres letras o una
u C A G letra letra
UUU | Phe | UCU | Ser | UAU | Tyr | UGU | Cys u Alanina Ala A Leucina Leu L
u uuc Phe ucc Ser UAC Tyr UGC Cys C o
UUA | Leu | UCA | Ser | UAA | STOP | UGA |sToP| A AT e R Lisina Ly K
= uuG Leu UCG Ser UAG | STOP | UGG Trp G = Asparagina Asn N Metionina Met M
2 CUU | Leu | ccu CAU CGU | Arg | U = o % )
S CUC | Leu | cccC CAC CGC |Ag | € | @ spiriee ® D Fenilalanina Phe F
g = CUA Leu CCA CAA GIn CGA Arg A ,): Cisteina Cys C Prolina Pro P
m
< CcuG Leu CcCG CAG Gln CGG Arg G = e it
g AUU | lle | ACU MU | Asn | AGU | ser | U | = Gldmico Gl E Ser Ser s
:(' A AUC lle ACC AAC Asn AGC Ser C iz Glutamina Gln Q Treonina Thr T
o« o)
& AUA | lle | ACA AmA [ Lys [AGA [ag [ A |8 iiting o A Triptéfino Tep W
= AUG | Met | ACG AAG Lys AGG Arg G >
o GUU | val | ccu | Ala | GAU | Asp | GGU | Gly u = Histidina His H Tirosina Tyr Y
& | 6UC [ val [ GeC [ Ala | GAC [ Asp | GGC [ Gly | ¢ i i | Valing Vi v
GUA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly A
GUG val GCG Ala GAG Glu P Gly G Selenocisteina Sec U Pirrolisina Pyl 0

Figura 16. A) Posicion del nucledtido y el aminoacido alterado. B) Cédigo genético.

La variante que hemos identificado (G>A) supondria un cambio en el aminodcido 363, que cambia
de cisteina (C, Cys, coddn: UGU) a tirosina (Y, Tyr, coddn: UAU). Por lo tanto, la variante que
nosotros hemos identificado es también una missense. La mutacion se anota de la siguiente
manera: ¢.1088 G>A p.Cys363Tyr. (donde la c.1088 hace referencia a la posicion del nucledtido
del cDNA alterado, y p.363 la posicion del aminodcido alterado).

Paso VIIl. Otra opcién para saber si la variante es patogénica o no es consultar en diferentes
bases de datos. Para ello entramos en ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/):

o Sidisponemos del cédigo rs de la variante podemos buscarlo directamente.
= Fj.:rs1588580782: descrita como probablemente patogénica.

o Sino disponemos del cédigo rs de la variante podemos buscarlo usando la anotacién de
la variante identificada junto con el codigo del transcrito NM.
= F£j:NM_001114753.3: c.1088 G>A p.Cys363Tyr.
En nuestro caso no esta descrita.
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4.3 Prediccion bioinformatica de los efectos potenciales de las variantes genéticas
en la funcion y estructura de proteinas.

Si la variante identificada no se ha descrito previamente deberiamos predecir si ésta serd
patogénica o no. Para ello podemos acceder a simuladores “in silico” de los efectos potenciales
de las variantes genética, por ejemplo, PolyPhen: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/.

Para ello necesitamos:

o el cédigo de la proteina: ENSP00000362299, o un archivo que contenga la secuencia
completa de aminoacidos (en un formato especial denominado FASTA que podemos
descargar de Ensembl).
la posicién donde se produce el cambio de aminoacido.
los aminoacidos que cambian.

En nuestro caso introducimos el cédigo de la proteina del Ensembl: ENSPO0000362299 la posicidn
del aminodcido: 363 y la sustitucion: C>Y.

Le damos a “Submit Query” y pasado un tiempo aparecerd nuestro resultado.

A)

POlyphen-z prediction of functional effects of human nsSNPs

Query Data

Protein or SNF identifier EMSFO00000362299

Protein sequence
in FASTA format

Position 363

ﬁA1ﬁRND|§|EQGH|LKMFPSTWYV

Substitution
AAEARNDCEQGHlLKMFPSTWV

Query description
Submit Query| [Clear || Check Status

Display advanced query options
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B)

Grid Gateway Interface
v22.8 =y

Help | Troubleshooting FAQ Sunyaev Lab

Service Name: PolyPhen-2

Session ID: | b4081256b9f69b5035d22bd5044ade732c58501f | CJ Overwrite default
Grid Status:
Load Health Jobs: Pending Running

izht  88% 5 21

Job otal):

Completed (1)
D Results Errors Date/Time Delete Description
8351878 View - 2022-05-16 13:22:11 O

All items with Delete boxes checked will be removed!

Figura 17. A) Busqueda en PolyPhen. B) Pantalla para acceder al resultado.

Pinchamos en “view results”, y nos aparece el resultado: en este caso Polyphen determina que la
variante identificada es probablemente patogénica.

PolyPhen-2 report for P17813 C363Y

Query
ProteinAcc Position AA; AA; Description
17813 %3 C Y CanonicalRecName: Full=Endogin; AltName: CD_anligen=CO105; Flags: Precursor; Lengih: 658
Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2v2.2.3r406
Humbiv
This mutation is predicted fo be  PROBABLY DAMAGING  with a score of 1.000 (sensiiviy: 0.00; specificiy: 1.00)
HumvVar
Details
&) Muitiple sequence alignment 2011_12
&) 3D Visualization PDE/DSSP Snapshot 25-May-2021 (178229 Structures)

This mutation is predicted to be  PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

r T T T T 1
a.e8 a.2e a.48 a.68 a.g8 1.88

Figura 18. Resultado de la prediccién de PolyPhen-2.
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Paciente 2:

Repetimos los pasos realizados para el paciente 1.

5.1. Identificacion de variantes.

Paso I. Abre el archivo TP53 268 4f EO1 con el programa FINCHTV e identifica la alteracion:

1 o

Q FinchTV - TP53 268 4f_E01.ab1 - O

File Edit View Finch Help

R e @ wa

Vertical
SCale "I""I""I""I""I"'I’"'I""— """ T TR T T WT T TR T TR T AT T B-"TTLTTT TN w T TR T T LT T T T T TR T T L T T T TR T TN T T T LT T TR T T T LT T T T T T AT T TN -

! &MNWM&AM/\AMA/\AMA@

Go to Base No. I Find Sequence I ACG T

<

Reset Scales | Horizontal Scale |

Figura 19: Variante identificada.

En el ejemplo puedes observar que apartir de una determinada posicion toda la secuenica de
nucleotidos cambia y por lo tanto tambien lo hara la secuencia de aminodcidos. Esto es una
mutacion que afecta al marco de lectura (frameshift variant).
- Paso ll y lll. Identificamos el gen y la secuencia de referencia.
Gen: TP53.

Secuencia de referencia: ATGCTGTCCCIGGACGATA TTGAA

Secuencia problema:  ATGCTGTCCCGGACGATATTGAA

En este caso vemos claramente que se ha producido una delecion de un C que ha hecho que la
secuencia se desplace a la izquierda. Esto se reproduce tanto en la hebra fordware como en la
reverse. Se trata de una delecion de un nucleotido que cambia el marco de lectura y que por definicion
tendrd consecuencias patogénicas.
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5.2. Impacto de la variante en la estructura y funcion de la proteina.

- Pasos I-VI: Buscamos en ensembl la variante para ver si la delecidn ya ha sido descrito y a que
enfermedad se asocia.
La variante se localiza en el exon 4 del gen TP53.
Se ha identificado un variante idéntica: rs1567557016 que se relaciona con el Sindrome

de Li-Fraumeni.

- Paso VIl y VIII: Buscamos la poscién del nucleétido afectado y del aminodcido en esembl.

*FR*E* A EYHR* YR # ke ke k¥ QR YOOH* * S e Qa sk ar e h sk r ke ke ke kDo kG

jClsleC T el 8w CAAGCARTGER e

[
(=1

i
[

dmkkhE A OO

CTACGGTTICCGICTEeGCIN 280
\GGECAGCTACGETTICCGTCIGEGCTT 338
-—~G==5§==¥=-G==F=-R--L--G--F

GTCNTCITCTGUCCCITS
GTCATCTICTGTCCCTTCCCE
~=§==5== G-V -Fm=§= Q= ~K--T

Figura 20: Variante identificada.

poscién del nucléotido en el cDNA: 140

tipo de mutacion: : delecion de una C (del).

Posicion del primer aminoacido que cambia y tipo: 47 P (Pro)
Consecuencia: cambio en el marco de lectura: frameship (fs)

O O O O

Anotacion: c.140del (p.Pro47fs).

En clinVar esta variante estd clasificada como patogénica. NM_000546.6(TP53):c.140del
(p.Prod7fs).

Podemos sequir explorando la variante en ClinVar y vemos que se trata de una mutacion que crea
un coddn de stop prematuro en la posicion del aminodcido 76 y que se ha relacionado con el
sindrome de Li-Fraumeni. Si nos metemos en Orphanet podemos ver en que consiste la
enfermedad: https.//www.orpha.net/consor/cqi-bin/index.php?Ing=ES.

En este caso ya no es necesario sequir investigando puesto que la variante es claramente
patogénica.

Repite el proceso con el resto de secuencias disponibles en el repositorio para
practicar de forma autonoma y si tienes alguna duda utiliza el FORO.
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