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These	
  demonstrations	
  will	
  lead	
  you	
  through	
  the	
  main	
  databases	
  and	
  tools	
  for	
  
genetic	
  variation	
  at	
  the	
  NCBI.	
  

dbVAR	
  
	
  
There	
  are	
  phase	
  II	
  drug	
  metabolism	
  enzyme	
  genes	
  that	
  are	
  missing	
  in	
  some	
  
individuals,	
  notably	
  some	
  glutathione	
  S-­‐transferase	
  genes	
  (GSTM1,	
  GSTM2	
  and	
  
GSTT2)	
  and	
  a	
  UDP	
  glucuronosyl	
  transferase	
  (UGT2B17).	
  	
  We	
  can	
  identify	
  variant	
  
calls	
  from	
  the	
  1000	
  Genomes	
  project	
  data	
  in	
  dbVAR	
  to	
  see	
  how	
  prevalent	
  these	
  
deletions	
  are.	
  Go	
  to	
  the	
  variation	
  portal	
  (www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/)	
  page	
  to	
  
access	
  the	
  dbVAR	
  homepage.	
  
	
  

	
  
Click	
  the	
  link	
  to	
  the	
  Study	
  Browser	
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Use	
  the	
  Filters	
  on	
  the	
  right-­‐hand	
  side	
  of	
  the	
  browser	
  to	
  filter	
  for	
  sequencing	
  studies	
  
of	
  human	
  with	
  more	
  than	
  10,000	
  variant	
  regions.	
  	
  
	
  

	
  
	
  
Retrieve	
  study	
  estd214,	
  the	
  1,000	
  Genomes	
  Consortium	
  Phase	
  3	
  study.	
  
	
  

	
  
Follow	
  the	
  link	
  to	
  retrieve	
  the	
  “Variants	
  in	
  this	
  study”	
  and	
  add	
  GSTM1	
  to	
  the	
  search.	
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  We	
  have	
  deletions	
  and	
  duplications	
  here,	
  some	
  that	
  cover	
  both	
  the	
  GSTM1	
  and	
  
GSTM2	
  genes,	
  which	
  are	
  in	
  tandem	
  on	
  chromosome	
  1.	
  	
  Click	
  on	
  the	
  link	
  for	
  the	
  
Variant	
  Region	
  ID	
  for	
  the	
  one	
  affecting	
  both	
  GST	
  genes	
  (esv3587154).	
  	
  In	
  expanded	
  
form	
  the	
  dbVar	
  browser	
  show	
  the	
  variant	
  region	
  plus	
  a	
  large	
  number	
  of	
  variant	
  
calls.	
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You	
  can	
  use	
  the	
  Configure	
  menu	
  to	
  set	
  the	
  display	
  options	
  for	
  the	
  structural	
  
variation	
  track	
  to	
  “Show	
  parent,	
  Merge	
  children”,	
  making	
  the	
  display	
  simpler.	
  
Use	
  the	
  zoom	
  feature	
  on	
  the	
  viewer	
  to	
  expand	
  to	
  include	
  both	
  GSTM1	
  and	
  GSTM2	
  
genes.	
  	
  
	
  

	
  
You	
  can	
  see	
  the	
  track	
  legend	
  by	
  mousing	
  over	
  the	
  head	
  of	
  the	
  structural	
  variation	
  
track	
  and	
  clicking	
  on	
  the	
  question	
  mark.	
  The	
  red	
  graphic	
  indicates	
  that	
  this	
  is	
  a	
  
deletion	
  (copy	
  number	
  loss).	
  	
  Notice	
  that	
  the	
  other	
  common	
  region,	
  esv3587154,	
  is	
  
also	
  a	
  copy	
  number	
  loss,	
  but	
  the	
  less	
  frequent	
  esv3587156	
  is	
  a	
  copy	
  number	
  gain.	
  
You	
  can	
  click	
  on	
  the	
  “Variant	
  Region	
  Details	
  and	
  Evidence”	
  tab	
  to	
  see	
  the	
  individual	
  
level	
  genotypes	
  for	
  the	
  structural	
  variation.	
  
	
  

	
  
Click	
  on	
  the	
  Sample	
  ID	
  for	
  the	
  first	
  heterozygote	
  in	
  the	
  table	
  (SAMN00004626)	
  to	
  
see	
  details	
  of	
  the	
  individual.	
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There	
  are	
  only	
  100	
  variant	
  calls	
  in	
  the	
  table.	
  You	
  could	
  get	
  the	
  complete	
  set	
  (VCF)	
  
from	
  the	
  1000	
  genomes	
  FTP	
  directory.	
  	
  Notice	
  that	
  you	
  can	
  load	
  all	
  structural	
  
variants	
  in	
  the	
  region	
  into	
  the	
  dbVAR	
  Genome	
  Browser.	
  This	
  is	
  an	
  application	
  that	
  is	
  
very	
  similar	
  to	
  the	
  Variation	
  Viewer	
  that	
  we	
  will	
  use	
  later.	
  	
  
	
  
There	
  are	
  no	
  clinical	
  assertions	
  associated	
  with	
  these	
  1000	
  Genomes	
  data.	
  You	
  can	
  
search	
  dbVar	
  with	
  another	
  gene	
  to	
  find	
  variants	
  that	
  have	
  entries	
  in	
  ClinVar.	
  	
  Search	
  
for	
  UGT2B17	
  from	
  the	
  main	
  dbVar	
  page.	
  	
  Filter	
  your	
  results	
  by	
  Object	
  type	
  “Variant”	
  
and	
  Clinical	
  Assertion	
  “association”.	
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Follow	
  the	
  link	
  to	
  ClinVar.	
  	
  This	
  is	
  a	
  150	
  Kb	
  deletion	
  record	
  provided	
  by	
  OMIM	
  that	
  
is	
  associated	
  with	
  low	
  bone	
  mineral	
  density.	
  
	
  

	
  
	
  

	
  
	
  
The	
  above	
  are	
  association	
  (possible	
  linkage)	
  results.	
  	
  A	
  useful	
  tool	
  for	
  accessing	
  
association	
  results	
  from	
  the	
  NHGRI	
  GWAS	
  catalog	
  and	
  dbGaP	
  is	
  the	
  Phenotype	
  
Genotype	
  Integrator	
  (PheGenI).	
  
	
  

Using	
  PheGenI	
  to	
  find	
  association	
  results	
  
	
  
Link	
  to	
  the	
  Phenotype	
  Genotype	
  Integrator	
  from	
  the	
  Variation	
  Portal	
  page.	
  Search	
  
for	
  asthma	
  with	
  the	
  p	
  value	
  set	
  to	
  1	
  x	
  10-­‐8.	
  	
  The	
  results	
  are	
  in	
  several	
  sections.	
  The	
  
most	
  useful	
  for	
  our	
  example	
  is	
  the	
  Association	
  Results.	
  
	
  
The	
  Association	
  Results	
  shows	
  the	
  RefSNP	
  identifier,	
  the	
  closest	
  gene,	
  the	
  location	
  
on	
  the	
  chromosome,	
  the	
  p	
  value	
  and	
  the	
  source	
  of	
  the	
  result	
  (NHGRI	
  or	
  dbGaP)	
  and	
  
any	
  publications.	
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You	
  can	
  sort	
  the	
  table	
  by	
  the	
  various	
  column	
  headers.	
  Try	
  sorting	
  by	
  position.	
  Notice	
  
that	
  many	
  of	
  the	
  associated	
  SNPs	
  and	
  nearby	
  genes	
  are	
  in	
  the	
  human	
  leukocyte	
  
antigen	
  (HLA)	
  region	
  on	
  chromosome	
  6,	
  a	
  region	
  associated	
  with	
  immune	
  and	
  
inflammatory	
  response.	
  	
  The	
  variant	
  rs4048060	
  has	
  the	
  most	
  significant	
  p-­‐value.	
  
Click	
  through	
  to	
  the	
  SNP	
  record.	
  There	
  are	
  a	
  large	
  number	
  of	
  variants	
  in	
  this	
  gene	
  
with	
  significant	
  p-­‐values.	
  Many	
  of	
  these	
  associated	
  with	
  autoimmune	
  diseases	
  
(psoriasis,	
  lupus,	
  multiple	
  sclerosis).	
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These	
  are	
  linked	
  SNPs	
  with	
  no	
  assertion	
  of	
  causation.	
  Visit	
  the	
  NOTCH4	
  gene	
  record	
  
and	
  zoom	
  out	
  on	
  the	
  graphical	
  view	
  of	
  that	
  region	
  of	
  chromosome	
  6.	
  	
  You	
  can	
  see	
  
that	
  the	
  NOTCH4	
  gene	
  is	
  adjacent	
  to	
  the	
  region	
  containing	
  some	
  of	
  the	
  genes	
  (C4B,	
  
C4A,	
  CFB)	
  that	
  are	
  part	
  of	
  the	
  complement	
  cascade	
  involved	
  in	
  innate	
  immunity.	
  	
  
	
  

	
  
	
  
Another	
  section	
  of	
  the	
  report	
  shows	
  the	
  dbGaP	
  studies	
  that	
  have	
  asthma	
  as	
  a	
  
measured	
  variable.	
  	
  You	
  would	
  need	
  to	
  apply	
  to	
  get	
  access	
  to	
  the	
  individual	
  level	
  
data.	
  
	
  

Independent	
  exercise:	
  finding	
  association	
  results	
  for	
  serum	
  triglycerides	
  
	
  

• Use	
  PheGeni	
  to	
  identify	
  the	
  most	
  significant	
  SNP	
  for	
  triglycerides.	
  
• Identify	
  the	
  gene	
  containing	
  or	
  closest	
  to	
  this	
  SNP.	
  Is	
  this	
  gene	
  involved	
  in	
  

handling	
  lipids?	
  
• Identify	
  the	
  nearest	
  gene	
  clearly	
  with	
  a	
  role	
  in	
  transporting	
  lipids.	
  Does	
  this	
  gene	
  

have	
  a	
  pathogenic	
  variant	
  related	
  to	
  high	
  lipid	
  levels?	
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Lactase	
  persistence	
  in	
  MedGen,	
  ClinVar,	
  1000Genomes	
  
	
  
Search	
  MedGen	
  for	
  “Lactose	
  Intolerance”	
  as	
  a	
  Clinical	
  Feature.	
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Retrieve	
  the	
  record	
  for	
  “Nonpersistence	
  of	
  intestinal	
  lactase”.	
  

	
  
	
  
MedGen	
  is	
  a	
  largely	
  automatic	
  aggregator	
  of	
  information	
  on	
  phenotypes.	
  It	
  includes	
  
several	
  controlled	
  vocabularies	
  for	
  diseases	
  /	
  disorders	
  including	
  SNOMED	
  CT,	
  
MeSH,	
  and	
  the	
  vocabulary	
  used	
  by	
  GTR.	
  	
  Notice	
  that	
  this	
  condition	
  is	
  labeled	
  with	
  
the	
  MCM6	
  gene	
  rather	
  than	
  the	
  lactase	
  gene.	
  	
  If	
  you	
  look	
  at	
  the	
  references	
  in	
  the	
  
Etiology	
  section	
  of	
  the	
  record,	
  you’ll	
  see	
  that	
  the	
  variant	
  involved	
  apparently	
  affects	
  
the	
  promoter	
  of	
  the	
  lactase	
  gene,	
  which	
  contains	
  portions	
  of	
  the	
  upstream	
  MCM6	
  
gene.	
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Click	
  through	
  to	
  the	
  MCM6	
  gene	
  record	
  and	
  navigate	
  to	
  the	
  Genomic	
  Context	
  section	
  
of	
  the	
  record.	
  You	
  can	
  see	
  that	
  the	
  lactase	
  gene	
  (LCT)	
  is	
  just	
  to	
  the	
  3’	
  side	
  of	
  MCM6	
  
and	
  in	
  the	
  same	
  orientation.	
  

	
  
	
  
	
  Go	
  back	
  to	
  the	
  MedGen	
  record	
  and	
  click	
  the	
  link	
  to	
  ClinVar	
  under	
  Molecular	
  
Resources.	
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Notice	
  that	
  four	
  two	
  of	
  these	
  have	
  significant	
  global	
  minor	
  allele	
  frequencies	
  and	
  
that	
  one	
  of	
  these	
  is	
  given	
  a	
  location	
  relative	
  to	
  the	
  lactase	
  gene	
  
(NM_002299.2(LCT):c.-­‐13907C>T).	
  	
  This	
  is	
  the	
  common	
  variant	
  that	
  determine	
  
lactase	
  persistence	
  in	
  European	
  populations.	
  	
  Retrieve	
  this	
  record.	
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The	
  main	
  title	
  of	
  this	
  entry	
  is	
  an	
  HGVS	
  expression	
  relative	
  to	
  the	
  CDS	
  start	
  of	
  the	
  
lactase	
  (LCT)	
  transcript.	
  The	
  notation	
  indicates	
  position	
  of	
  the	
  variant	
  is	
  13,907	
  
bases	
  upstream	
  from	
  the	
  start	
  codon	
  of	
  lactase	
  coding	
  region.	
  	
  The	
  HGVS	
  expression	
  
also	
  shows	
  that	
  the	
  reference	
  sequence	
  transcript	
  has	
  the	
  “C”,	
  which	
  is	
  the	
  non-­‐
persistence	
  allele.	
  Since	
  the	
  gene	
  is	
  on	
  the	
  opposite	
  strand	
  of	
  chromosome	
  2	
  the	
  
genomic	
  HGVS	
  expressions	
  for	
  chromosome	
  2	
  shows	
  the	
  complementary	
  bases	
  
(G>A).	
  	
  This	
  indicates	
  that	
  the	
  reference	
  genome	
  assembly	
  shows	
  the	
  non-­‐
persistence	
  allele,	
  the	
  more	
  common	
  one	
  worldwide.	
  	
  However	
  the	
  persistence	
  
allele	
  is	
  a	
  common	
  variant	
  in	
  some	
  populations.	
  The	
  Global	
  Minor	
  Allele	
  Frequency	
  
(GMAF)	
  is	
  nearly	
  16%.	
  	
  This	
  statistic	
  is	
  from	
  the	
  1000Genomes	
  dataset.	
  Follow	
  the	
  
link	
  to	
  the	
  1000	
  Genomes	
  Browser	
  from	
  the	
  ClinVar	
  record	
  to	
  see	
  allele	
  frequencies	
  
for	
  human	
  populations.	
  In	
  this	
  case	
  the	
  alleles	
  are	
  reported	
  in	
  the	
  genome	
  context.	
  
Thus	
  the	
  persistence	
  allele	
  is	
  an	
  “A”,	
  non-­‐persistence	
  a	
  “G”.	
  	
  The	
  persistence	
  allele	
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actually	
  is	
  the	
  major	
  allele	
  in	
  populations	
  from	
  northern	
  Europe	
  –	
  greater	
  than	
  70%	
  
in	
  the	
  Utah	
  European	
  ancestry	
  (CEU)	
  and	
  British	
  populations	
  (GBR),	
  59%	
  in	
  Finnish	
  
(Fin),	
  	
  but	
  	
  absent	
  from	
  the	
  Asian	
  populations.	
  The	
  persistence	
  allele	
  is	
  thought	
  to	
  
have	
  increased	
  in	
  frequency	
  because	
  of	
  selection	
  pressure	
  from	
  dependence	
  on	
  milk	
  
as	
  a	
  food	
  source	
  in	
  northern	
  Europe.	
  
	
  

	
  
	
  
Expand	
  the	
  Utah	
  population	
  and	
  add	
  the	
  track	
  for	
  individual	
  NA12843,	
  who	
  is	
  a	
  
heterozygote.	
  You	
  can	
  now	
  see	
  the	
  aligned	
  reads	
  in	
  the	
  browser.	
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These	
  are	
  aligned	
  reads	
  from	
  SRA.	
  Human	
  reads	
  like	
  these	
  are	
  stored	
  in	
  cSRA	
  format	
  
that	
  stores	
  only	
  differences	
  from	
  a	
  reference	
  genome.	
  You	
  can	
  also	
  load	
  aligned	
  data	
  
directly	
  from	
  the	
  run	
  browser	
  in	
  SRA.	
  To	
  see	
  an	
  example,	
  retrieve	
  experiment	
  
SRX461252	
  from	
  SRA.	
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This	
  is	
  Next-­‐Gen	
  sequencing	
  of	
  genomic	
  DNA	
  from	
  a	
  Mozabite	
  individual	
  from	
  
Algeria.	
  	
  This	
  is	
  part	
  of	
  another	
  study	
  of	
  human	
  populations	
  (PRJNA236787).	
  Click	
  
the	
  Run	
  link	
  to	
  enter	
  the	
  SRA	
  Run	
  Browser	
  and	
  click	
  on	
  the	
  Alignment	
  tab.	
  Choose	
  
chromosome	
  2	
  and	
  choose	
  “same	
  sample”	
  as	
  the	
  scope.	
  
	
  

	
  
	
  
Now	
  click	
  the	
  “Sequence	
  Viewer”	
  button	
  to	
  load	
  the	
  aligned	
  reads.	
  Search	
  for	
  the	
  
position	
  of	
  the	
  lactase	
  persistence	
  SNP	
  on	
  chromosome	
  2	
  in	
  GRCh37	
  (136,608,646),	
  
then	
  zoom	
  to	
  the	
  sequence	
  at	
  the	
  marker.	
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This	
  person	
  is	
  a	
  probably	
  heterozygote	
  for	
  the	
  lactase	
  persistence	
  allele.	
  This	
  is	
  
consistent	
  with	
  adaptation	
  an	
  ancestral	
  pastoralist	
  lifestyle	
  that	
  included	
  
consumption	
  of	
  dairy.	
  
	
  
Go	
  back	
  and	
  follow	
  the	
  link	
  to	
  dbSNP.	
  	
  You	
  could	
  use	
  the	
  FASTA	
  sequence	
  present	
  in	
  
the	
  SNP	
  record	
  to	
  BLAST	
  against	
  the	
  J.	
  Craig	
  Venter	
  assembly	
  (HuRef)	
  to	
  check	
  
which	
  allele	
  is	
  included	
  in	
  his	
  assembly.	
  
	
  

Independent	
  exercise:	
  eye	
  color	
  variants	
  
	
  

• Search	
  MedGen	
  for	
  “blue	
  eye	
  color”.	
  
• Retrieve	
  the	
  record	
  for	
  “Skin/hair/eye	
  pigmentation,	
  variation	
  in,	
  1”.	
  
• Follow	
  the	
  related	
  information	
  link	
  to	
  ClinVar	
  
• Investigate	
  the	
  variant	
  with	
  the	
  minor	
  allele	
  frequency	
  of	
  18%.	
  What	
  populations	
  

are	
  most	
  likely	
  to	
  have	
  the	
  same	
  allele	
  as	
  the	
  Reference	
  Genome?	
  In	
  which	
  
populations	
  is	
  the	
  global	
  minor	
  allele	
  now	
  the	
  major	
  allele?	
  

• What	
  color	
  eyes	
  would	
  the	
  individual	
  NA06984	
  likely	
  have?	
  
	
  

Using	
  the	
  variation	
  reporter	
  /	
  variation	
  viewer	
  with	
  desmocolin	
  genes	
  
Use	
  the	
  Gene	
  Sensor	
  in	
  the	
  Nucleotide	
  database	
  to	
  access	
  the	
  DSC2	
  gene	
  record	
  for	
  
human.	
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The	
  embedded	
  graphical	
  sequence	
  viewer	
  shows	
  a	
  number	
  of	
  pathogenic	
  variants	
  
for	
  this	
  gene.	
  	
  
	
  

	
  
	
  
The	
  Phenotypes	
  section	
  of	
  the	
  record	
  suggests	
  the	
  dangerous	
  nature	
  of	
  some	
  of	
  
these	
  as	
  there	
  is	
  an	
  ACMG	
  guideline	
  to	
  report	
  about	
  the	
  presence	
  of	
  these	
  variants	
  
even	
  as	
  incidental	
  findings.	
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We	
  will	
  use	
  the	
  variation	
  viewer,	
  a	
  dedicated	
  browser	
  for	
  exploring	
  all	
  variants	
  
mapped	
  to	
  a	
  region	
  of	
  the	
  genome,	
  to	
  explore	
  variants	
  in	
  this	
  gene	
  and	
  other	
  nearby	
  
regions.	
  It	
  includes	
  both	
  large	
  variants	
  from	
  dbVar	
  and	
  small	
  variants	
  from	
  dbSNP.	
  	
  	
  

Accessing	
  the	
  Variation	
  Viewer	
  
Follow	
  the	
  link	
  from	
  the	
  DSC2	
  gene	
  record	
  to	
  the	
  Variation	
  Viewer.	
  
	
  

	
  

Tracks	
  in	
  the	
  sequence	
  viewer	
  display	
  
Notice	
  the	
  main	
  graphical	
  display.	
  At	
  the	
  very	
  top	
  is	
  an	
  overview	
  of	
  human	
  
chromosome	
  18	
  represented	
  as	
  an	
  ideogram	
  with	
  cytobands	
  shown.	
  There	
  is	
  a	
  
marker	
  on	
  the	
  ideogram	
  showing	
  where	
  we	
  are	
  on	
  chromosome	
  18.	
  We	
  could	
  drag	
  
this	
  to	
  move	
  the	
  display	
  to	
  another	
  location.	
  Below	
  the	
  ideogram	
  is	
  a	
  navigation	
  
device.	
  This	
  is	
  the	
  Gene/Exon	
  navigator.	
  We’ll	
  use	
  this	
  to	
  move	
  around	
  within	
  the	
  
gene	
  region	
  in	
  a	
  few	
  minutes.	
  The	
  graphic	
  display	
  below	
  this	
  is	
  the	
  embedded	
  NCBI	
  
graphical	
  sequence	
  viewer	
  that	
  we	
  saw	
  in	
  gene	
  and	
  in	
  the	
  1000	
  Genomes	
  Browser.	
  
The	
  sequence	
  viewer	
  shows	
  the	
  region	
  of	
  chromosome	
  18	
  that	
  contains	
  the	
  DSC2	
  
gene.	
  	
  There	
  are	
  several	
  tracks	
  displayed.	
  At	
  the	
  very	
  top	
  is	
  an	
  unlabeled	
  track	
  
represented	
  by	
  a	
  gray	
  bar	
  that	
  is	
  the	
  sequence	
  of	
  chromosome	
  18.	
  The	
  next	
  track	
  
shows	
  the	
  annotated	
  genes.	
  In	
  this	
  case	
  DSC2.	
  In	
  this	
  view	
  the	
  gene	
  graphic	
  has	
  all	
  
splice	
  variants	
  merged	
  but	
  you	
  can	
  still	
  see	
  the	
  exon	
  intron	
  structure.	
  The	
  next	
  track	
  
shows	
  the	
  locations	
  of	
  small-­‐scale	
  variants	
  from	
  SNP	
  that	
  are	
  in	
  ClinVar	
  and	
  
therefore	
  have	
  assertions	
  about	
  their	
  phenotypes.	
  	
  The	
  number	
  in	
  the	
  boxes	
  
represents	
  the	
  number	
  of	
  variants	
  in	
  the	
  region	
  cover	
  by	
  the	
  box.	
  The	
  color	
  tells	
  
about	
  pathogenicity.	
  Put	
  your	
  mouse	
  pointer	
  over	
  the	
  gray	
  area	
  at	
  the	
  top	
  of	
  the	
  
track	
  and	
  link	
  to	
  the	
  “Track	
  legend”	
  so	
  you	
  can	
  see	
  how	
  the	
  color	
  code	
  works.	
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The	
  next	
  track	
  shows	
  large-­‐scale	
  variant	
  regions	
  from	
  dbVar	
  that	
  have	
  clinical	
  
assertions	
  in	
  ClinVar.	
  	
  These	
  cover	
  many	
  genes.	
  The	
  red	
  ones	
  are	
  relative	
  deletions.	
  
The	
  blue	
  ones	
  are	
  duplications.	
  You	
  can	
  check	
  this	
  with	
  the	
  “Track	
  legend”.	
  The	
  
track	
  at	
  the	
  bottom	
  shows	
  the	
  locations	
  of	
  all	
  variants	
  from	
  SNP.	
  At	
  this	
  scale	
  the	
  
track	
  seems	
  like	
  nearly	
  continuous	
  data.	
  	
  
	
  
Change	
  the	
  Genes	
  display	
  to	
  in	
  the	
  Variation	
  Viewer	
  to	
  show	
  all	
  of	
  the	
  splice	
  
variants.	
  Mouse	
  over	
  the	
  top	
  of	
  the	
  track	
  and	
  click	
  the	
  gear	
  icon.	
  	
  	
  
	
  

	
  
	
  
	
  
The	
  Configure	
  dialog	
  appears	
  for	
  the	
  Genes	
  track.	
  Set	
  “Show	
  all”	
  in	
  the	
  rendering	
  
options	
  and	
  also	
  check	
  the	
  “Project	
  SNPs	
  from	
  mRNA	
  and	
  CDS	
  feature”,	
  then	
  click	
  
configure	
  to	
  apply	
  these.	
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We	
  can	
  now	
  see	
  that	
  there	
  are	
  three	
  splice	
  variants	
  for	
  this	
  gene	
  with	
  slightly	
  
different	
  sets	
  of	
  exons.	
  	
  We	
  can	
  use	
  the	
  Gene/Exon	
  navigator	
  to	
  jump	
  to	
  the	
  exon	
  for	
  
the	
  different	
  transcript.	
  	
  

	
  
For	
  example	
  if	
  I	
  select	
  NM_004949	
  as	
  the	
  transcript,	
  notice	
  that	
  the	
  number	
  of	
  exons	
  
shown	
  in	
  the	
  exon	
  navigator	
  (the	
  radio	
  button	
  spots	
  at	
  the	
  top)	
  increases.	
  	
  	
  

	
  
Jump	
  to	
  the	
  second	
  to	
  the	
  last	
  exon	
  by	
  clicking	
  on	
  the	
  second	
  spot	
  from	
  the	
  left.	
  This	
  
is	
  the	
  second	
  to	
  the	
  last	
  exon	
  in	
  this	
  case.	
  Notice	
  that	
  this	
  gene	
  is	
  on	
  the	
  opposite	
  
strand	
  of	
  the	
  chromosome,	
  which	
  is	
  why	
  the	
  3-­‐prime	
  end	
  appears	
  at	
  the	
  left.	
  This	
  
small	
  exon	
  only	
  occurs	
  in	
  this	
  splice	
  variant	
  and	
  not	
  in	
  the	
  other	
  two.	
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You	
  are	
  now	
  zoomed	
  in	
  to	
  the	
  sequence	
  level	
  and	
  can	
  see	
  nucleotides	
  and	
  amino	
  
acid	
  sequences	
  of	
  the	
  gene,	
  transcript	
  and	
  products	
  as	
  well	
  as	
  individual	
  SNP	
  
positions.	
  You	
  can	
  restore	
  the	
  view	
  using	
  the	
  Exon/Gene	
  Navigator	
  to	
  select	
  “Go	
  to	
  
gene	
  (with	
  pad)”	
  from	
  the	
  “Region”	
  menu.	
  
	
  

	
  

Region	
  details	
  and	
  filters	
  
	
  
Shift	
  your	
  focus	
  to	
  the	
  left	
  hand	
  side	
  of	
  the	
  Variation	
  Viewer	
  again.	
  Starting	
  at	
  the	
  
top	
  notice	
  that	
  we	
  are	
  currently	
  showing	
  the	
  Genome	
  Reference	
  Consortium	
  build	
  
38	
  with	
  NCBI’s	
  current	
  annotation.	
  The	
  Genome	
  Reference	
  Consortium	
  is	
  a	
  multi-­‐
center	
  effort	
  that	
  includes	
  NCBI	
  responsible	
  for	
  maintaining	
  updating	
  and	
  
improving	
  a	
  reference	
  assembly	
  of	
  the	
  human	
  genome.	
  This	
  is	
  the	
  descendant	
  of	
  the	
  
original	
  publically	
  Human	
  Genome	
  project	
  sequence.	
  	
  You	
  could	
  also	
  choose	
  to	
  show	
  
build	
  37	
  the	
  previous	
  genome	
  assembly.	
  	
  

	
  
	
  
The	
  “Region	
  details”	
  is	
  where	
  you	
  may	
  see	
  other	
  sequence	
  representations	
  such	
  as	
  
alternate	
  assemblies	
  of	
  the	
  region	
  representing	
  other	
  haplotypes	
  if	
  these	
  were	
  
available.	
  You	
  may	
  also	
  see	
  known	
  issues	
  with	
  the	
  current	
  GRC	
  build.	
  In	
  this	
  case	
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there	
  are	
  issues	
  in	
  the	
  region.	
  You	
  can	
  use	
  the	
  short	
  cut	
  link	
  to	
  add	
  the	
  track	
  to	
  the	
  
display.	
  This	
  is	
  the	
  first	
  track	
  you’ve	
  added.	
  You	
  can	
  add	
  others	
  through	
  the	
  
sequence	
  viewer	
  configure	
  dialog.	
  Going	
  back	
  to	
  the	
  sequence	
  viewer	
  display	
  for	
  a	
  
moment,	
  drag	
  the	
  newly	
  added	
  track	
  down	
  below	
  the	
  Sequence	
  track	
  and	
  mouse	
  
over	
  the	
  black	
  graphic	
  for	
  the	
  GRC	
  issue	
  to	
  see	
  that	
  there	
  is	
  a	
  problem	
  with	
  the	
  
sequence	
  of	
  the	
  clone	
  chosen	
  for	
  this	
  region	
  of	
  the	
  assembly.	
  This	
  is	
  an	
  issue	
  that	
  the	
  
GRC	
  will	
  resolve	
  and	
  of	
  necessary	
  make	
  a	
  patch	
  to	
  be	
  incorporated	
  in	
  the	
  next	
  
genome	
  build.	
  
	
   	
  

Uploading	
  your	
  own	
  data	
  
Before	
  we	
  leave	
  this	
  area	
  of	
  the	
  viewer,	
  notice	
  that	
  you	
  can	
  load	
  your	
  own	
  data	
  into	
  
the	
  Variation	
  Viewer.	
  You’ll	
  need	
  a	
  file	
  with	
  your	
  variant	
  calls.	
  The	
  upload	
  feature	
  
accepts	
  a	
  number	
  of	
  different	
  formats	
  including	
  BED,	
  HGVS,	
  GVF	
  and	
  VCF.	
  You	
  can	
  
then	
  use	
  the	
  “Your	
  Data”	
  section	
  to	
  upload	
  your	
  data.	
  A	
  minimalist	
  VCF	
  file	
  
(Chr18.vcf)	
  is	
  given	
  below.	
  	
  You	
  can	
  load	
  it	
  in	
  your	
  Web	
  browser	
  though	
  the	
  
following	
  link:	
  http://1.usa.gov/1xMOt6r.	
  	
  You	
  can	
  save	
  it	
  as	
  a	
  text	
  file	
  and	
  upload	
  it	
  
as	
  a	
  track.	
  
	
  

	
   	
  

	
  	
  

##fileformat=VCFv4.0 
##reference=GRCh38 
#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO 
18 31074696 Snp1 C A . . My=Snp1 
18 31074750 Snp2 G A . . My=Snp2 
18 31074875 Snp11 T C . . My=Snp11 
18 31074892 Snp12 G A . . My=Snp12 
18 31079872 Snp3 A G . . My=Snp3 
18 31079958 Snp4 C G . . My=Snp4 
18 31096565 Snp6 C CG . . My=Snp6 
18 31086483 Snp3 C A . . My=Snp3 
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Select	
  the	
  track	
  to	
  add	
  it	
  to	
  the	
  display.	
  

	
  
	
  

	
  
The	
  Variation	
  Reporter	
  
A	
  related	
  resource	
  is	
  the	
  Variation	
  Reporter.	
  It	
  provides	
  functional	
  consequences	
  for	
  
a	
  set	
  of	
  variants	
  and	
  maps	
  them	
  onto	
  chromosomes,	
  transcripts	
  and	
  proteins.	
  You	
  
can	
  also	
  load	
  this	
  file	
  through	
  the	
  Variation	
  Reporter	
  
(www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/reporter),	
  which	
  is	
  linked	
  to	
  the	
  Variation	
  
Portal	
  page.	
  	
  Download	
  the	
  file	
  to	
  your	
  computer	
  and	
  upload	
  into	
  the	
  Variation	
  
Reporter.	
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The	
  Variation	
  Reporter	
  is	
  particularly	
  useful	
  if	
  you	
  have	
  your	
  own	
  variant	
  calls	
  and	
  
want	
  to	
  map	
  them	
  on	
  to	
  the	
  genome	
  and	
  products.	
  Notice	
  that	
  it	
  provides	
  the	
  
functional	
  consequences	
  for	
  the	
  variant	
  calls	
  and	
  indicate	
  when	
  they	
  match	
  known	
  
SNPs.	
  	
  Follow	
  the	
  link	
  to	
  Snp11	
  to	
  display	
  it	
  in	
  the	
  graphical	
  sequence	
  viewer	
  at	
  the	
  
bottom	
  of	
  the	
  output	
  
	
  	
  

Using	
  Filters	
  and	
  Variant	
  Table	
  
	
  You	
  can	
  use	
  the	
  Variant	
  Filters	
  at	
  the	
  bottom	
  of	
  the	
  right-­‐hand	
  column	
  to	
  find	
  
variants	
  of	
  interest.	
  Scroll	
  through	
  these	
  so	
  you	
  can	
  see	
  the	
  kinds	
  of	
  things	
  you	
  can	
  
filter	
  by.	
  For	
  example	
  you	
  can	
  filter	
  by	
  minor	
  allele	
  frequency,	
  and	
  on	
  small-­‐scale	
  
variants.	
  	
  Select	
  dbSNP	
  as	
  the	
  first	
  filter	
  and	
  then	
  find	
  common	
  variants.	
  Use	
  the	
  GO-­‐
ESP	
  (Grand	
  Opportunity	
  Exome	
  Sequencing	
  Project),	
  a	
  set	
  of	
  variants	
  from	
  a	
  
number	
  of	
  large-­‐scale	
  genotyping	
  studies.	
  You	
  could	
  also	
  select	
  allele	
  frequencies	
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from	
  the	
  1000Genomes	
  project	
  data,	
  a	
  different	
  set	
  of	
  populations	
  from	
  all	
  over	
  the	
  
world.	
  	
  Select	
  minor	
  allele	
  frequency	
  >=0.05.	
  	
  
	
  

	
  
	
  
	
  This	
  leaves	
  only	
  two	
  variants	
  in	
  the	
  table.	
  	
  
	
  

	
  
	
  
Take	
  a	
  look	
  at	
  the	
  missense	
  variant	
  rs1893963	
  with	
  a	
  minor	
  allele	
  frequency	
  of	
  
19%.	
  You	
  can	
  link	
  to	
  this	
  variant	
  in	
  the	
  viewer	
  by	
  clicking	
  on	
  the	
  location.	
  Notice	
  
that	
  there	
  are	
  overlapping	
  variants	
  in	
  this	
  region,	
  one	
  that	
  affects	
  a	
  different	
  
position	
  of	
  in	
  the	
  codon	
  and	
  results	
  in	
  a	
  different	
  amino	
  acid	
  change	
  and	
  one	
  that	
  is	
  
redundant	
  and	
  will	
  be	
  merged	
  with	
  rs1893963	
  in	
  the	
  next	
  dbSNP	
  build.	
  	
  	
  

	
  
	
  
Go	
  back	
  to	
  the	
  Exon/Gene	
  navigator	
  and	
  restore	
  the	
  full-­‐view	
  as	
  before	
  by	
  selecting	
  
“Go	
  to	
  gene	
  (with	
  pad)”	
  in	
  the	
  “Region”	
  menu.	
  	
  Now	
  you	
  can	
  find	
  some	
  pathogenic	
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variants	
  using	
  the	
  Variant	
  Filter	
  options.	
  Uncheck	
  the	
  minor	
  allele	
  frequency	
  option	
  
and	
  set	
  	
  “In	
  ClinVar”	
  to	
  “Yes”.	
  	
  
	
  

	
  
You	
  should	
  now	
  have	
  57	
  variants	
  that	
  have	
  information	
  in	
  ClinVar.	
  This	
  may	
  be	
  a	
  set	
  
that	
  you’d	
  want	
  to	
  download.	
  You	
  can	
  do	
  this	
  using	
  the	
  download	
  link	
  at	
  the	
  top	
  of	
  
the	
  table.	
  This	
  delivers	
  an	
  XML	
  file	
  that	
  has	
  all	
  the	
  information	
  in	
  the	
  table	
  for	
  each	
  
of	
  the	
  variants	
  including	
  the	
  expanded	
  information,	
  as	
  I’ll	
  show	
  in	
  a	
  minute.	
  	
  Now	
  
check	
  pathogenic	
  under	
  “Worst	
  clinical	
  significance”.	
  	
  	
  
	
  

	
  
You	
  should	
  get	
  three	
  variants;	
  two	
  that	
  result	
  in	
  frame	
  shifts	
  and	
  one	
  that	
  affects	
  a	
  
splice	
  site.	
  Expand	
  one	
  of	
  the	
  frameshift	
  ones,	
  rs397514041.	
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The	
  expanded	
  view	
  shows	
  the	
  HGVS	
  expression	
  and	
  consequences	
  for	
  each	
  of	
  the	
  
three	
  splice	
  variants.	
  The	
  variant	
  is	
  asserted	
  to	
  be	
  causative	
  for	
  “Arrhythmogenic	
  
right	
  ventricular	
  cardiomyopathy,	
  type	
  11”,	
  a	
  particular	
  syndrome.	
  Follow	
  the	
  
“Pathogenic”	
  link	
  to	
  ClinVar.	
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This	
  variant	
  comes	
  from	
  the	
  OMIM	
  record	
  and	
  hence	
  is	
  labeled	
  as	
  literature	
  only.	
  
OMIM	
  is	
  only	
  one	
  of	
  the	
  sources	
  of	
  assertions	
  in	
  ClinVar.	
  	
  Follow	
  the	
  link	
  to	
  MedGen	
  
on	
  the	
  right	
  to	
  learn	
  more	
  about	
  this	
  particular	
  syndrome.	
  MedGen	
  aggregates	
  data	
  
from	
  number	
  of	
  sources	
  and	
  is	
  particularly	
  helpful	
  for	
  integrating	
  controlled	
  
vocabularies	
  for	
  phenotypic	
  terms.	
  (See	
  the	
  Clinical	
  Features	
  and	
  Term	
  Hierarchy	
  
section	
  of	
  the	
  record.)	
  Notice	
  that	
  this	
  condition	
  can	
  result	
  in	
  sudden	
  cardiac	
  death.	
  
Because	
  of	
  this	
  the	
  ACMG	
  recommends	
  that	
  any	
  incidental	
  finding	
  on	
  certain	
  
variants	
  in	
  the	
  DSC2	
  gene	
  and	
  others	
  be	
  reported	
  to	
  patients	
  undergoing	
  sequencing	
  
for	
  other	
  genetic	
  conditions.	
  You	
  can	
  link	
  to	
  that	
  paper	
  from	
  the	
  bottom	
  of	
  the	
  
MedGen	
  record.	
  	
  There	
  are	
  links	
  to	
  specific	
  genetic	
  tests	
  in	
  the	
  Genetic	
  Testing	
  
Registry	
  here	
  as	
  well.	
  

	
  
	
  	
   	
   	
  	
   	
  

	
  Adding	
  tracks	
  and	
  navigating	
   	
   	
  	
   	
  
	
  	
  
Go	
  back	
  to	
  the	
  Variation	
  Viewer	
  to	
  add	
  an	
  additional	
  track.	
  Click	
  the	
  configure	
  menu	
  
in	
  the	
  sequence	
  viewer	
  and	
  select	
  the	
  Variation	
  tracks	
  on	
  the	
  right-­‐hand-­‐side.	
  Check	
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the	
  box	
  for	
  “dbSNP	
  141	
  association	
  results”.	
  	
  This	
  track	
  tells	
  you	
  about	
  genotype-­‐
phenotype	
  association	
  results	
  like	
  the	
  ones	
  shown	
  in	
  PheGenI	
  from	
  a	
  number	
  of	
  
sources.	
  Click	
  the	
  Configure	
  button	
  to	
  add	
  this	
  track.	
  	
  You	
  will	
  see	
  that	
  there	
  is	
  
nothing	
  in	
  this	
  view.	
  Zoom	
  out	
  and	
  move	
  right,	
  down	
  the	
  q	
  arm	
  of	
  chromosome	
  18.	
  
Notice	
  the	
  other	
  desmosomal	
  protein	
  genes	
  in	
  this	
  region,	
  the	
  desmocollins	
  (DSC1,	
  
DSC2,	
  DSC3)	
  and	
  the	
  desmogleins	
  (DSG1	
  through	
  DSG4).	
  Many	
  of	
  these	
  have	
  
pathogenic	
  variants	
  as	
  you	
  can	
  see.	
  	
  

	
  
	
  

Association	
  results	
  
You	
  can	
  see	
  a	
  highly	
  significant	
  association	
  result	
  just	
  downstream	
  of	
  the	
  TTR	
  gene.	
  
These	
  association	
  results	
  are	
  color	
  coded	
  by	
  negative	
  log	
  p	
  value.	
  Red	
  is	
  most	
  
significant.	
  Mouse	
  over	
  this	
  downstream	
  result	
  for	
  TTR.	
  Notice	
  that	
  the	
  variant	
  is	
  
associated	
  (strongly)	
  with	
  vitamin	
  A	
  levels.	
  	
  This	
  is	
  from	
  a	
  Genome	
  Wide	
  Association	
  
Study	
  (GWAS).	
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Remember	
  this	
  is	
  an	
  association	
  (linkage)	
  not	
  an	
  assertion	
  that	
  this	
  is	
  a	
  causative	
  
variant.	
  	
  Follow	
  the	
  link	
  to	
  gene	
  to	
  that	
  TTR	
  is	
  a	
  retinol	
  (vitamin	
  A)	
  carrier	
  protein,	
  
so	
  this	
  is	
  a	
  potentially	
  interesting	
  result.	
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You	
  can	
  link	
  through	
  to	
  PubMed	
  to	
  see	
  that	
  the	
  authors	
  find	
  two	
  significant	
  
associations	
  in	
  this	
  article.	
  	
  The	
  other	
  one	
  is	
  near	
  RBP4	
  (retinol	
  binding	
  protein	
  4),	
  
which	
  also	
  makes	
  some	
  biological	
  sense.	
  	
  	
  

	
  
	
  
To	
  explore	
  this,	
  link	
  to	
  SNP	
  cited	
  from	
  the	
  “Related	
  information”	
  section	
  on	
  the	
  
right-­‐hand	
  side	
  of	
  the	
  PubMed	
  abstract.	
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There	
  is	
  no	
  SNP	
  associated	
  with	
  RBP4.	
  Let’s	
  see	
  why.	
  Follow	
  the	
  link	
  through	
  to	
  
rs10882272	
  (FFAR4	
  gene),	
  then	
  from	
  the	
  SNP	
  record	
  link	
  through	
  to	
  build	
  38	
  Chr	
  
Pos.	
  to	
  the	
  Variation	
  Viewer.	
  	
  	
  
	
  

	
  
Zoom	
  out	
  so	
  that	
  you	
  can	
  see	
  rs10882272	
  is	
  also	
  is	
  close	
  to	
  and	
  upstream	
  of	
  RPB4.	
  	
  

	
  
	
  

Independent	
  exercise:	
  variants	
  on	
  chromosome	
  5	
  
	
  
Investigate	
  the	
  following	
  set	
  of	
  variants	
  on	
  chromosome	
  5	
  using	
  the	
  Variation	
  
Reporter,	
  the	
  Variation	
  Viewer,	
  SNP,	
  ClinVar	
  and	
  any	
  other	
  NCBI	
  resources.	
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NC_000005.10:g.1254479C>T	
  
NC_000005.10:g.1286401C>A	
  
NC_000005.10:g.1321972C>T	
  
NC_000005.10:g.1421890T>A	
  
NC_000005.10:g.1421997A>T	
  
	
  

• Where	
  possible	
  match	
  these	
  to	
  RefSNP	
  records.	
  
• Identify	
  the	
  two	
  affected	
  genes.	
  

o What	
  are	
  the	
  functions	
  of	
  these	
  genes?	
  
• Predict	
  the	
  functional	
  consequences	
  of	
  each	
  on	
  the	
  mRNA	
  and	
  protein	
  

sequences.	
  
• Find	
  any	
  phenotypes	
  associated	
  with	
  each.	
  
• Identify	
  any	
  previously	
  unreported	
  variants	
  
• Identify	
  any	
  novel	
  alleles.	
  
• Which	
  two	
  of	
  these	
  have	
  a	
  minor	
  allele	
  frequency	
  greater	
  than	
  1%	
  in	
  the	
  

1000Genomes	
  populations?	
  	
  
o Find	
  the	
  genotypes	
  of	
  individual	
  samples	
  NA12878	
  (CEU	
  population)	
  and	
  

NA19240	
  (YRI	
  Population).	
  	
  
o Find	
  any	
  GWAS	
  associations	
  for	
  the	
  polymorphic	
  SNPs.	
  What	
  conditions	
  

are	
  linked	
  to	
  these?	
  
• Which	
  of	
  the	
  variants	
  have	
  information	
  in	
  ClinVar?	
  

o What	
  conditions	
  reported	
  for	
  these	
  variants?	
  
	
  
	
  


