Analiza wynikow sekwencjonowania genomowego (NGS) czesc¢ 1.
Annotacja i interpretacja wariantéw sekwencyjnych.

Dane, z ktérymi bedziemy pracowac¢ pochodzg z projektu sekwencjonowania 1000 genoméw
os6b z Polskil. Jest to kompletna sekwencja genomu jednego dorostego mezczyzny, bez
diagnozy chordb rzadkich, uzyskana na platformie lllumina (krétkie odczyty) z pokryciem ok. 30x.
Przed éwiczeniami przeprowadzono najbardziej czasochtonne etapy analizy (ich przeprowadzenie
trwato 2-3 dni przy wykorzystaniu silnej wieloprocesorowej stacji roboczej):
Mapowanie Odczyty NGS zostaty zmapowane do sekwencji referencyjne genomu cztowieka
GRCh38 (uwaga: we wszystkich analizach genomu cztowieka bardzo wazne jest to, ktéra wersja
sekwencji referencyjnej zostata uzyta).
Identyfikacja wariantow. Na podstawie zmapowanych odczytéw zidentyfikowano warianty
réznigce te sekwencje od sekwencji referencyjnej. Wykorzystano pakiet GATK42 z filtrowaniem na
podstawie jakosci odczytdws. Zidentyfikowano w ten sposéb 3 813 432 warianty SNP i 915 984
indeli.
Pytanie 1 Pordwnaj te wyniki z danymi z projektu 1000 genomow#
Wyniki zapisane zostaty w pliku w formacie VCF.
Wstepna annotacja wariantow
Annotacje wariantow przeprowadzono za pomocag programu Ensembl Variant Effect Predictor
(VEP)S. W tej analizie warianty lokalizowane sg w odpowiednich genach, przewidywany jest takze
ich wptyw na funkcje genu. Uzyskujemy w ten sposéb informacje o tym, czy wariant jest
zlokalizowany w obszarach kodujgcych, intronowych, lezgcych powyzej lub ponizej genu, itp. Na
podstawie tych informacji obliczany jest przewidywany wptyw na funkcje genu (ang. impact) i
wariant zaliczany jest na jego podstawie do jednej z kategorii:
« HIGH - to warianty, ktore z duzym prawdopodobienstwem powodujg utrate funkcji genu, np.
mutacje nonsens, frameshift, itp.
« MODERATE - to warianty majace umiarkowany wptyw na funkcje genu, np. mogace wptynac
na wydajnos$c¢ sktadania transkryptu
« LOW - to warianty o niewielkim przewidywanym efekcie fenotypowym, np. zmiany
synonimiczne albo w obszarach niekodujgcych
« MODIFIER - to warianty, ktérych efekt jest trudny do przewidzenia, przewaznie w obszarach
niekodujgcych, intronach (poza miejscami waznymi dla sktadania), itp.
Przewidywane konsekwencje wariantu opisywane sg za pomoca standaryzowanych terminéw
Sequence Ontology, przedstawionych na rysunku ponizej (ze strony ensembl.org)
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Rysunek 1. Klasyfikacja Sequence Ontology efektéw wariantow.

Dodatkowo przeszukano baze danych dbSNP¢ dla stwierdzenia, czy zidentyfikowany wariant
znajduje sie w bazie danych, a takze poréwnano uzyskane warianty z bazami danych o czestosci
alleli w populacjach (gnomAD, 1000 genomes). Programem VEP mozna przeprowadzié¢ jeszcze
wiele réznych innych analiz, a stosowana w nim do opisu wariantow terminologia jest standardem
w genomice cztowieka, dlatego warto zapoznaé sie z jego opisem.

Annotacje zapisano w pliku VCF zawierajgcym zidentyfikowane warianty w postaci dodatkowych
kolumn (Extra VCF Info Annotations).

Za pomocg narzedzia bcftools? podzielono plik VCF na mniejsze zawierajgce po 2-3 chromosomy.
Pliki VCF moga byé kompresowane dla oszczednosci miejsca, wiekszo$¢ programéw wczytuje
pliki skompresowane algorytmem gzip.

Dalszg annotacje bedziemy prowadzi¢ na éwiczeniach w trybie interaktywnym.

Cwiczenie: annotacja i analiza wariantéw w sekwencji genomu cztowieka

Do dalszej analizy wykorzystamy proste interaktywne narzedzie OpenCRAVAT® Pozwala ono na
zannotowanie wariantéw z wczytanego pliku VCF (skompresowanego) przez poréwnanie z
réznymi bazami danych (ponad 150 réznych zrodef), w tym analiz, ktére juz przeprowadzono za
pomoca VEP (nie bedziemy ich powtarzag).

Program uruchamiamy z terminala wpisujac komende:

oc gui

W pierwszej kolejnosci nalezy kliknag¢ w zaktadke "Store", ktora stuzy do instalacji zrédet danych.
Nalezy upewnié sie, ze zainstalowane i zaktualizowane sg nastepujgce bazy: Gene Ontology,
ClinVar, GWAS Catalog, DGldb: The Drug Interaction Database oraz PharmGKB. Przeczytaj opis
tych baz danych.
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Nastepnie w zaktadce "Jobs" klikamy "Add input file(s)" i wczytujemy wskazany plik VCF. Teraz w

"Annotations" klikamy "Show all" i wybieramy zainstalowane wczesniej bazy danych. Teraz

wystarczy klikng¢ "Annotate" i zaczeka¢ obserwujgc pole "Status". Gdy pojawi sie opcja "Open

Result Viewer", mozemy przystgpi¢ do analizy wynikow.

Program nie jest w stanie wyswietlic wiecej, niz 100 000 wariantéw, trudno zresztg taka liczbe

wariantow zinterpretowac. Konieczne jest zatem odpowiednie ich filtrowanie. Postuzy do tego

zaktada "Filter". Domys$Ine opcje "Smart filters" sg bardzo ograniczone, skorzystajmy wiec z

zakfadki "Query builder". Klikajac "+" mozna dodawaé kolejne filtry. Rézne filtry mozna faczy¢

logicznym "and" lub "or". Mozliwosci jest wiele, proponuje zaczaé od nastepujgcych:

1. Sprawdzmy, ktére warianty majg potencjalnie istotne znaczenie w bazie ClinVar, jak na
rysunku ponizej. Z pewnoscig nalezy uwzgledni¢ warianty opisane jako "Pathogenic” i "Likely
pathogenic", a takze "Conflicting interpretations", pozostate zaleznie od tego, jak wiele ich
bedzie.

Use the query builder to create a set of filter rules

Clinvar B Clinical Significance & oneof B v
Select all x
Benign
Benign/Likely benign

Benign| association| confers

377,668/377,668 variants Q Variants will not load if count is abc sensitivity

Benign| confers sensitivity

Benign| other

Conflicting interpretations of
pathogenicity

Likely benign
Pathogenic
Uncertain significance

association

Rysunek 2. Konstrukcja przyktadowego filtru.

Przy analizie wynikdéw nalezy zwrdci¢ uwage na nastepujgce czynniki:

« allel referencyjny ("Ref base") i znaleziony w genomie ("Alt base"). Wazne jest oczywiscie, czy
wariant jest w postaci homozygotycznej, czy heterozygotycznej - te informacje znajdziemy w
bloku "VCF Info" w kolumnie "Zygosity".

« w bloku "Variant annotation" znajdziemy tez informacje o tym, w jakim genie jest wariant, czy
wariant zmienia sekwencje kodujaca i jaki jest jego efekt w klasyfikacji Sequence ontology
(Rys. 1). W bloku "Gene ontology" bedzie wiecej informacji o genie i jego funkciji.

« W bloku "Extra VCF Info Annotations" (annotacje wczesniej dodane programem VEP)
mozemy znalez¢ informacije o czestosci wystepowania wariantu w populacjach projektu 1000
genoméw (kolumna "CSQ MAX AF") i bazy gnomADe ("CSQ GnomADe AF"). Czy czesty
wariant moze by¢ istotny dla ryzyka rzadkiej choroby? A vice versa?

« Zawsze warto wejs¢ do odpowiedniego wpisu w bazie ClinVar - tam znajdziemy informacje o
tym, ktory genotyp moze ewentualnie by¢ zwigzany z ryzykiem (nie zawsze ten, ktory akurat
jest w badanym genomie), a takze zrodta, w tym publikacje.

» Kolumna "CSQ Existing Variation") zawiera odniesienie do bazy dbSNP, jezeli ten wariant byt
kiedykolwiek opisywany. Ten sam identyfikator znajdziemy tez w bloku "Variant Annotations"
w kolumnie "Tags". Sprawdz ten identyfikator w bazie danych dbSNP i na SNPedia.



« W blokach kolumn "DGIDb" i "PharmGKB" znajdziemy informacje o znaczeniu wariantéw w
farmakogenomice, a w bloku "GWAS Catalog" o ewentualnych asocjacjach (bazy GWAS
Catalog i ClinVar nie zawsze sie pokrywajg).

Uwaga: bloki kolumn mozna rozwija¢ (znak "+") lub zwija¢ ("-"), mozna tez wyniki sortowac
klikajac na nagtowek kolumny. Klikniecie na "Layout" pozwoli wybrac, ktére kolumny maja
by¢ widoczne.

2. Podobnie, jak w p. 1, utworz filtr dla wariantdéw, ktére sa annotowane w bazie "GWAS
Catalog". Czy wyniki GWAS dla pojedynczych SNP zawsze moga by¢ podstawg predykcji/
diagnozy? Zwracaj uwage na czestos¢ wariantu w populacjach.

3. Zawsze pozostaje mozliwosé znalezienia nowego wariantu, ktory nie jest jeszcze opisany w
bazach danych typu ClinVar. Warto przyjrze¢ sie wszystkim wariantom, dla ktorych
przewidywany wptyw na funkcje genu jest duzy (filtr: "Extra VCF Info Annotations”, "CSQ
IMPACT", "equals, "HIGH") lub umiarkowany ("MODERATE"). Kolumna "CSQ Existing
Variation") zawiera odniesienie do bazy dbSNP, jezeli ten wariant byt kiedykolwiek opisywany.

Pamietajmy, ze wiekszo$¢ annotacji to wyniki dziatania automatycznych narzedzi. Zanim na
podstawie sekwencji genomu wyciggnie sie jakiekolwiek wnioski, ktore mozna przekazywac
pacjentowi, nalezy bardzo starannie sprawdzi¢ zrédta i literature dotyczaca zidentyfikowanych
wariantow. Niedopuszczalne jest przekazywanie pacjentom surowych wynikéw annotacji - musza

by¢ wczesdniej skontrolowane i zinterpretowane przez odpowiednio wyksztatconych specjalistow!




