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Objectif :
Cette formation a pour but de vous apprendre a annoter fonctionnellement des SNPs,
annotations qui sont des critéres de choix pour ensuite approfondir vos analyses. Vous
avez vu dans les ateliers précédents « Détections des SNPs » comment identifier des
SNPs. Nous verrons ici comment sélectionner des SNPs sur différents critéres, comment
prédire leurs conséquences, et enfin comment les annoter fonctionnellement.

Indications Pratiques :

Pour vous connecter a Galaxy :
- instance de Roscoff : http://galaxy.sb-roscoff.fr/
- instance de Toulouse : http://sigenae-workbench.toulouse.inra.fr/

Identifiant de formation pour l'instance de Toulouse :

in:
anemone
aster
bleuet
iris
muguet
narcisse
pensee
rose
tulipe
violette
lilas
pervenche
laurier
lavande
lis
capucine
coquelicot
geranium
liseron
arome
chardon

|
o

- Password
. flo2r3!

Tous les outils concernant I'annotation sont classés dans la section « SNP annotation»,
dans le menu de gauche.

D'autres outils généraux vous seront tres souvent utiles pour manipuler vos fichiers,
n'hésitez pas a naviguer dans ces catégories.
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http://galaxy.sb-roscoff.fr/
http://sigenae-workbench.toulouse.inra.fr/

ETAPE 1 : Initialisation de votre projet d'analyse

1) Les données

Pour la formation nous mettons a votre disposition un jeu de données test
« Fichier_test_annot.vcf ». Le fichier est téléchargeable a cette adresse :
http://snp.toulouse.inra.fr/~sigenae/Galaxy Formation/Annotation _SNP/Fichier_test annot
-vef

Ces SNPs ont été détectés chez le bovin, c'est donc sur cet organisme que nous allons
travailler.
Version du génome : Cow December 2009 (UMD 3.1 assembly)

2) Charger les données dans Galaxy : outil « Get Data »

Dans Galaxy pour accéder a vos fichiers vous avez 2 modes :
e Upload from your computer :

Cet outil vous permet de télécharger un fichier de votre ordinateur ou bien disponible via
une URL sur internet (comme c'est le cas ici).

Une fois téléchargé vous pouvez renommer le nom du fichier grace a I'outil « pencil » &
c6té de votre fichier. (exemple : « Fichier_test_annot.vcf »).

Attention : ce mode copie votre fichier sur le serveur Galaxy, il consomme donc une partie
de votre quotat.

e Upload local file from filesystem path

Cet outil permet de communiquer le chemin de votre fichier sur Genotoul/Roscoff au
serveur Galaxy sans pour autant le copier. Ce mode vous permet d'économiser votre
guotat sur le serveur Galaxy.
Pour Genotoul (comme c’est le cas ici), le fichier est déja déposé sur vos comptes de
formation il vous suffit d'indiquer les informations suivantes :

File Name : Fichier_test _annot

Filte Type: VCF

Path to file: /work/USERNAME/galaxy/Fichier_test_annot.vcf

Maintenant que notre fichier est chargé, notre projet d'analyse peut commencer,
renommons donc notre historique dans le menu de droite,exemple « TP_Annotation ».
Un bilan des fichier enregistrés sur votre compte est disponible dans « Saved Datasets ».

Analyze Data Workflow Shared Data Visualization Help User Welcome mbernard

Logged in as mbernard@toulouse.inra.fr

Saved Datasets

Logout
search

Advanced Search Saved Histories
I Name History Tags Saved Datasets
Fichier test annot.vcf « TP Annotation 0 Tags Public Name

For O selected datasets: | Copy to current history
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http://snp.toulouse.inra.fr/~sigenae/Galaxy_Formation/Annotation_SNP/Fichier_test_annot.vcf
http://snp.toulouse.inra.fr/~sigenae/Galaxy_Formation/Annotation_SNP/Fichier_test_annot.vcf
http://genomebiology.com/2009/10/4/R42
http://genomebiology.com/2009/10/4/R42

3) Explorer et sélectionner des SNPs

Vous pouvez visualiser un fichier en utilisant I'outil « eye » de ce fichier.

Exercice :

Supprimez les lignes d’en-téte qui vous géneront lors de I'import du fichier dans Excel et
téléchargez le fichier VCF sur votre ordinateur.

Créez un fichier qui ne contient pas le chromosome 8.
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e Pour supprimer I'entéte il suffit de supprimer les 26 premieres lignes de notre fichier
VCF grace a l'outil « Remove beginning » de la catégorie « Text Manipulation »

Tools Options - T .
Remove beginning {version 1.0.0)

1-UPLOAD YOUR DATA Remowve first:

Get Data 26
lines
2 - FILES MANIPULATIOMN
from:
Text Manipulation | 2: Fichier_test_annaot.vcf =

m Add colurmn to an existing

dataset Exacute I

» Compute an expression on

evary row What it does
= Concatenate datasets This toal removes a specified number of lines from the beginning of a datz
tail-to-head
m Cut columns from a table Example
= Merge Columns together Inputk File:
m Convert delimiters to TAB chz7 SE62Z SEE52Z  DLl7003 _CTCF RE 210 +
chr? S6T26 SEN5E Dl?DDQ:CTCr:R'? 253 +
H =] H chx? EETEL EETSL D1voo32 CTCF R Zz0 +
= Create sin |E Iﬂter\fal 454 chr? S6TTE SENFE D17002 CTCE _R7 e+
new dataset chx? SETT5 55735 D17003 _CTCE Ra 207 +
= Change Case of selected After removing the first 3 lines the dataset will look like this:
colurmns

- chr? SETTZ SEFE Dlvoo: CTCE_RY 272 +

= Paste twa files side by side =hx? SETTE  EE79S D17003 CTCF R4 207 +

= Remove beginning of a file

= Select random lines from a
file

= Select first lines from a
dataset

Renommez le nouveau fichier créé puis utilisez I'outil « download » sur le nouveau fichier
généré.

History Options ~
% J|
TP_Annotation 52.1 Kb

@0 R

71 lines
format: vcf, database: ?

@icg : job finished at mer.
BAGUMGGLN, - 15:57 CET 2013

(= [6197.:4

1 Chrom 2.Pos 3.1D 4.Ref 5.Alt 6.Q
CHr1 18073037 . c A 20.2

Chr1 42531330 . C T 22
Cr1 53156188 . C T 65.1
Chr1 58593687 . G A 4.13
chri 58792664 . G A 110
Chr1 68929240 . C A

Il.: Fichier_test annot.vcf @ §

e Pour sélectionner uniquement certaines lignes, utilisez l'outil « Filter » de la
catégorie « Filter and Sort ».

Cet outil permet de sélectionner des lignes en fonction des valeurs qu’elles contiennent
dans 1 ou plusieurs colonnes. Votre fichier doit nécessairement étre un fichier de type
tabulé.

Dans le champ « With following condition: » écrire c1!= « Chr8».
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Note :
- Sila valeur recherchée est une chaine de caracteres, on la met entre simple céte
- S’il s’agit d’'un nombre, il ne faut pas de cotes

N’oubliez pas de renommer votre nouveau fichier, Fichier_test_annot_except_chr8.vcf
Pour se faire, vous pouvez cliquez sur le « crayon » de la boite verte en haut a droite

contenant le résultat de votre sélection de chromosomes, vous permettant d’éditer les
attributs :

|+

History optians -

Edit Attributes

v =l
di_100113_p modul 57.3 Kb

ame:
Flchler_test_annot_except_chrg.vef

Fiitering wit D Fichizr test annkt ne- & § 2
kept 100, nn% of "1. vald limes (72 total
lires),
. I : Fichler test annot no- @ @ IT
Annotation / MNotes:
Mone
I 1: Fichier test annot.wcl @ § 5
1ct ar t o 1 lable wit
Databas

[Slick ta

rMumber of comment linas:

w
-
Save I
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ETAPE 2 : Prédiction des conséguences

1) Génération des conséquences
Rappel

La premiere annotation que I'on peut générer est ce que I'on appelle la conséquence de
chaque SNP. Cette annotation se fait grace a l'outil : « Variant_effect_Predictor ».

Ce programme va parcourir un fichier VCF, et se connecter a Ensembl selon I'espéce du
génome qu'on lui précisera. Il va ensuite produire des annotations de bases ou
conséquences de chaque SNP en fonction de la localisation du SNP sur le génome dans
Ensembl.

Lancement

* yariant effect predictor {version 1.0.0)

Your input file:
|1D: Fichier_test_anno..pt_chrg.vcf v

File type:
|w:f 'l

Specie name:
ICDW 'l

Single project name - ATTEMNTION : Please, repeat this same name for each Galaxy module used:
|mbernard_TP_annatatior|

Execute |

Attention de bien préciser un nom de projet. Celui-ci permettra a Galaxy de retrouver tous
les fichiers de résultats lorsque vous voudrez les fusionner. Exemple :

« USERNAME_TP_Annotation ».

Vous devez garder ce nom de projet tout au long de I'analyse de votre échantillon (ou
fichier .vcf), mais, ce nom ne pourra étre utilisé que pour 1 analyse (pour une 2eme
analyse, il faudra changer de nom de projet).

Ne pas oublier de préciser I'espéce : « COw ».
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Résultat

Variant_effect_predictor retourne différentes annotations :
€——|ntergenic

€ Regulatory region
€ Upstream (within Skb)

€5 UTR

1 “__Complex indel (spans intron/exon border)

¢_'5plice site (1-3bp into exon/3-8bp into intron)

€ synonymous coding e.g. CTC>CTA

€ Non-synonymous coding e.g. ATA>ACA

€— |ntronic

€ Essential splice site (first/last 2bp of intron)

€ Frameshift coding e.g. ATTATCT

€—Stop gained e.g. TAC> TAA

. €——5top lost e.g. TGA>TGG
13" UTR

€——— Downstream (within 5kb)

Others: Within non-coding gene, Within mature miRNA, NMD transcript

Il retourne également des informations concernant le géne impacté, et I'élément du gene
impacté ainsi que des informations sur la position du SNP dans les différents éléments du

géne et la conséquence au niveau de la séquence protéique.

##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
#11
1
1

[ T

ENSEHMEL VARIANT EFFECT PREDICTOR v2.0
Output produced at 2013-01-10 14:23:25%
Connected to sig_bos_taurus_core_ob_J1 on 147.99.106.44

Using API wversien 67, DE version 66

Extra column keys:

CANONICAL : Indicates if transcript is canenical for this gene
faladut} : Indicates if transcript is a CCD3 transcript

HENC HENC gene identitier

ENSE zembl protein identifer

HGVEC W8 coding sequence name

HGVER WE protein sequence name

S1FT : SLFT prediction

=aqUaNCE cONA_paaitd 5

NON_SYNONYMOUS_CODTNG
NON_SYNONYMOUS_CODTNG
HNON SYNONYMOUS CODING
HNON SYNONYMOUS CODING
HNON SYNONYMOUS CODING
HNON SYNONYMOUS CODING
NON EYNONYMOUS CODING
INTRONIC -

NON EYNONYMOUS CODING
NON EYNONYMOUS CODING
NON EYNONYMOUS CODING
NON EYNONYMOUS CODING
INTRONIC -

NON_EYNONYMOUS_CODING
NON_EYNONYMOUS_CODING

PolyrPhen : Palyphen prediction
EXON : Exon number
INTRON : Intren number
DOHALNG s The zaource and identifer of any overlapping protein demains
MOTLIF_NAME : The zourcs and identifisr of a transcriptisn facter binding prafile (TFBP) aliqned at thisz pasitisn
MOTLE_POS s The relative positisn of the variation in the aligqned TFOP
HIGH_INF_POS : A flag indicating if the variant falle in & high information position of the TFER
MOTLIF_SCORE_CHANGE : The difference in motif secore of the reference and variant sequencez for the TFEP
CELL_TYPE s Liszt af c2ll types and slassificatisnz for requlatary feature
IND : Individual name
il s 1Dz of avarlapping strustural variants
FREQS equanciss of avarlapping variants uzed in filtering
ploaded_variation Tacarion o
53156188 c/r i earearen BB T ) FEnsnras00000003585 ENSRTATONONON0AAA4 Transcript
53156183_c/T 1: 53156184 T ENSRTAGOONOOON3SAS ENSBTATOOONOOS5450 Tranacript
LAR93ART /AN 1:5A593487 A ENSRTAGOONOOD13937 ENSRTATOOONOOSTS2T Tranacript
LATI2AA4 G/AN 1:5ATIZAAY A ENSRTAGOONOODZ1000 ENSRTATOOONOO2T9EA Tranacript
63929240 /Al 1: 68929240 A ENSRTAGOONOOONOSAE ENSRTATOOOAOOONTA0 Tranacript
63929240 /Al 1: 68929240 A ENSRTAGOONOOONOSAE ENSRTATOOONOOS489T Tranacript
65205785 /Al 1: 9520187585 A EMNSRTAGOONOOD3TOAE ENSBTATOOONOOS24E1 Transcript
65205785 /Al 1: 9520187585 A EMNSRTAGOONOOO31AR0Z ENSRTATOOONOO0S1Z21T Transcript
1458178567 G/l 1: 145174867 A ENSRTAGOONOODITOLO ENSBTATOOONOO22620 Transcript
1542R55A4 /8 1: 154285544 A EMNSRTAGOONOOD40193 ENSBTATOOONOORNZES Transcript
1542R55A4 /8 1: 154285544 A EMNSRTAGOONOOD40193 ENSBTATOOONOOA1ZAS Transcript
18072037 c/Af 1:180732037 A EMNSRTAGOONOOONOSST ENSBTATOOONOOONTAR Transcript
18073037 _C/AQ 1:18073037 A ENSETAGDO0D00000597 ENSETATO0000054206 Transcript
42531330 _c/Tf 1:42531330 T ENSETAGOO0D00004124 ENSETATO0000005398 Transcript
B5259069_G/AQ 2:B5259069 A ENSBTAGDO0D000Z0696 ENSETATO0000053835 Transcript
B5259069_G/AQ 2:B5259069 A ENSETAGO0000020696 ENSETATO0000038307 Transcript

Localisation Alternatif Géne et transcrit

NON_EYHONYMOUS CODING
e

Options =

LS :
jeud_100 29.8 Kb
113_par_
modules

L @8
Fichier test ann

L]

Conséquences des SNPs

Renommez le fichier, par exemple : Fichier_test_annot_except_chr8.vep
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Exercice :

Sélectionnez les SNPs qui sont catégorisés comme « NON_SYNONYMOUS_CODING »
et « INTRONIC ».

Sachant que nous avons 1 SNP par ligne, comment savoir le nombre de SNPs
sélectionnés ?
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e Pour sélectionner les SNPs, vous pouvez utiliser « Select ».
L'outil « Select » est plus généraliste que I'outil « Filter » qui ne fonctionne que sur des
fichiers tabulés, mais il ne vous permet pas de sélectionner la colonne sur laguelle vous
voulez faire votre recherche.

Dans le champ « the pattern: » écrire : NON_SYNONYMOUS_CODINGI|INTRONIC

Attention ne pas mettre d'espace, si tel était le cas l'outil chercherait également ce
caractére, or nous avons une tabulation entre chaque colonne !!!

Renommez votre fichier de sortie : exemple :
« Fichier_test_annot_except_chr8_NCS_INTRONIC.vep »

e Pour connaitre le nombre de lignes d'un fichier, donc le nombre de SNPs,

0 Vous pouvez lancer l'outil « Line/Word/Character count » en cochant « line »,

0 Ou plus simplement cliquer sur le fichier d'intérét et vous avez en dessous
une breve description du fichier qui contient parfois le nombre de lignes.
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2) Formatage et génération des séquences protéigues pour la recherche des
conséquences des SNPs

Rappel

Le formatage des données consistes a récupérer les séquences protéiques de chaque
couple [allele référence / alléle alternatif] de chaque SNP.

Dans le cas ou le SNP est multiallelique (> 2 alleles), il peut y avoir plus de 2 couples
d'alléles par SNP.

Si un SNP affecte plus de 2 transcrits, il y aura aussi plus de 2 couples, c'est a dire au
moins 4 protéines générées (référence / alternatif 1 et référence / alternatif 2).

Les noms initiaux des séquences sont formés a partir de leur localisation sur le génome,
du nom du transcrit auquel il appartient et des alleles référence et alternatif qu'il contient
suivi de « allélel » pour la référence et de « alléle 2 » pour l'alternatif. Les séquences sont
ensuite renommeées avec un encodage de noms pour faciliter I'utilisation de certains outils
d'annotation en utilisant la syntaxe « _seql, seq_2... ».

L'outil qui permet de faire ce formatage est I'outil « Format SNP Effect - Protseq ».

Lancement
** Format SNP effect - Protseq { version 1.0.0)

Your input file Yarient Effect Predictor {(format .vep) :
|13: Fichier_test_anno, . TROMNIC vep ¥

Specie name:
I Cow YI

value between 0 and 1. Discriminant for the score comparison. (0.5 per default):
Jos

Your unique project name:
|mbemard_TF‘_AnnDtatiDn|

Execute |

Attention utilisez le méme nom de projet que pour « Variant effect Predictor » (cf :
« USERNAME_TP_Annotation »).

Astuce double cliguez dans la zone de texte pour faire apparaitre les noms de projets
tapés précédemment ou cliquer sur votre fichier VEP initial, cliquer sur l'outil informations,
vous trouverez les paramétres que vous avez utilisés pour générer ce fichier.

5: @ (%
Fichier test annot except chr
8.vep

50 lines, 25 comments

format: tabular, database: ?
Info: La ligne de commande
utilises est :

Jusrflocalfbioinfo
Jbinfvariant_effect_predictor.pl
--species cow - fworkfgalaxy
Jfdatabase/files
f003/dataset_2200.dat -0
Jfworlkfgalasy/databaseffiles

f003/dataset_3800.dat_pred

w——registw Jusrflocal

=l @& i

iz 3 4 5 7 B«
#§ CWSEMEL VARIANT EFFECT FPREDICTO
#§ Output produced at 2012-01-11 1
£ Cormected ig_bos_tanrus_cor

## Extra column keys:
#f CANONICAL : Indicates if tra
4| I L3
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Résultats

# 20: ** Format sNp @ ] 8

effect - Protseq on data 15

$ 19: ** Format SNp @ { ¥

effect - Protseq on data 15

# 18: ** Format SNp @ ] 8

effect - Protseq on data 15

$ 17: ** Format SNp @ { ¥

effect - Protseq on data 15

4 boites de dialogues sont lancées en méme temps pour ce module.

En effet, Protseq va générer différents fichiers que vous allez devoir

ensuite utiliser avec les modules de prédiction des conséquences.

Renommez vos fichiers en fonction de ce qu'ils contiennent :

- Le premier fichier généré est un fichier html bilan des différentes sorties du
programme. Renommez le « Protseq_bilan.html »

Woici l'ensemble des fichiers generes par le script PROTSEQ -
Veuillez cliquer sur les lens pour ouvrir vos fichiers resultats.

Link to specie.form file. This file will contain the protein sequences FASTA FORMMAT, 1 per allele from the mput file

Link to specie.fasta file. Thus file with protem sequences, 1 per allele, with short encodedfshorter name

- Le second fichier est un fichier de séquences protéiques au format fasta.

Renommez le « sequences_prot.fasta »

>_seql

HWPLVVVLLLGSVRCGSAQLIFNATIKSVEYTLCHQTVV I CFVNNVETEN ITELYVRWEF KGEN IF IF DGS QRIS KPS SNF S S AETAPSELLRG TASLENAKS D AVLGN Y TCEVTELSREGETI IELEYRVVSTWF SPHENTIL

>_Seq2

HWPLVVVLLLGSVRCGSAQLIFNAIKSVEYTLCHQTVVIPCFVNNVETEN ITELYVRWEF KGENIF IF DG QRIS KPS SNF S S AETAPSELLRG IASLENAKS D AVLGN Y TCEVTELSREGETI IELEYRVVSTWF SPHENTIL

>_Seqd

HWPLVVVLLLGSVRCGSAQLIFNATIKSVEYTLCHQTVV I CFVNNVETEN ITELYVRWEF KGEN IF IF DGS QRIS KPS SNF S S AETAPSELLRG TASLENAKS D AVLGN Y TCEVTELSREGETI IELEYRVVSTWF SPHENTIL

>_Seqd

HWPLVVVLLLGSVRCGSAQLIFNAIKSVEYTLCHQTVVIPCFVNNVETEN ITELYVRWEF KGENIF IF DG QRIS KPS SNF S S AETAPSELLRG IASLENAKS D AVLGN Y TCEVTELSREGETI IELEYRVVSTWF SPHENTIL

>_Seds

HSFVEVHRYGPRGGGRETLEVKEK TS VEQEWDN TV TDL TVHRATPEDL IRRHE THKS KR ALVHWEL QEK AL KRRUKEQEPE ISNLEKRRLS INKE ILSDOYQLQDVLEKSDHLNATAKGLFVDFPRRRTGF FITVTHAPESS!

- Le troisieme fichier permet la correspondance entre le nom des séquences
protéiques et les différents alleles des SNPs « NON_SYNONYMOUS_CODING ».

Renommez le « seq_prot_snp.name. »

»1 53156188 C/T - ENSBTATOOO00004664[5/N-71] allelel
»1 53156188 C/T - ENSBTATOOO000004664[3/N-71] allelez
»1 53156188 C/T - ENSBTATOOO00055450[5/N-71] allelel
»1_53156188_C/T_-_ ENSBTATOOO00055450[3/N-71] _allelez
»>1 58593687 G/A4 - ENSBTATOO000057527[3/F-633] allelel

- Le quatrieme fichier est un fichier VEP (fichier de sortie de Variant Effect Predictor)
qui ne contient que les SNPs « NON_SYNONYMOUS_CODING ». Renommons le

« Fichier_test_annot_except_chr8 NCS.vep »

1_53156188_C/T 1:53156188
1_53156188_C/T 1:53156188
1 _53593687_G/A 1:58593687
1 58792664 GFL 1:58792664
1_68929240_C/L 1:68925240
1 63929240 C/L 1:63929240
1 95205755 _GFL 1:95205755

1_ 145178567 _G/A 1:
1 154285564 C/h 1:
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145178567
154285564

P R

EMNSBTAGDOOOOOO3585
EMNSBTAGDOOOOOO3585
EMSBTAGOOOO0013937
EN3IETAGOO0000Z 1000
EMN3BTAGOO000000566
ENSBTAGOO000000566
ENSBTAGOO00003 7965
EMNSBTAGDOOO0017010
EMSEBTAGOOOOOD40193

Sabrina Rodriguez et Maria Bernard

EMNSBTATOOO00004664
EMNSBTATOO0O000S5450
EMZBTATOOO0O0S7527
ENSETATOO000027266
EMN3BTATOO000000740
ENSBTATOO000054597
EMNSBTATOOO0000S5Z461
EMSBTATOOO000ZZ620
EMSBTATOO0000303 69

Transcript
Transcript
Transcript
Transcript
Transcript
Transcript
Transcript
Transcript
Transcript

_=eql
_zeqi
_Zeqi
_seqd
_=Seqh

Enp
anp
anp
Snp
anp

NCN_ SYNONYMOUS CODING
NCN_ SYNONYMOUS CODING
NCN_ SYNONYMOUS CODING
NCN_ STNONTYHOUS CODING
NON SYNONYMOUI CODING
NON SYNONYMOUI CODING
NON SYNONYMOUI CODING
NCN_ SYNONYMOUS CODING
NCN SYNONYMOUZ CODING

330
330
1977
4856
239
198
512
710
158

212
212
1398
4356
239

51z
643
=11

INA 32



Bilan des dataSets enreqistrés :

Fichier test annot except chrd NCSwen +

seq prot snpfasta «

seguences protfasta «

Protseq bilan.html -

Eichier test annot except chrg NCS INTROMIC.vep «

Fichier test annot except chrévep «

Fichier test annot except chrd wef +

Fichier test annot no headerwef «

a0 3909090003

Fichier test annot.wef «

For O selected datasets: | Copy to current history

Exercice

Combien y a-t-il de séquences dans le fichier fasta ?

jis

Annotation

1P

Annotation

jis

Annotation

1P

Annotation

izl

Annotation

1P

Annotation

jis

Annotation

1P

Annotation

jis

Annotation
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2 days ago
2 days ago
2 days ago
2 days ago
2 days ago
2 days ago
2 days ago
2 days ago

2 days ago

23
BEX:



Iseu prot snp.tasta

: [
sequences prot.fasta
68 sequences
rrnat: fasta, database: 2

Info? nde
utilisee est :

fusrflocal/bhininfofsro/galaxy
foalazy-distftools
fsm_annotation_SMP scripts
formatshPeffect-protseq.pl
--infile fworkfgalaxy/database
files/004/dataset_4855.dat
--outfileprot fwork,fgalaxy
fdatabase/files/004/dataset_.

OO & B
> _sagl

MWEPLALLL ¢3RO 2 20L ITHA IKEVEYTL W
CUSECIPVHGPLL ISGLGI I AL AELL GLUNYMELCL
> wagi

MWEPLALLL ¢3RO 2 20L ITHA IKEVEYTL W
CUSECIPVHGPLL ISGLGI I AL AELL GLUNYMELCL

T M

e Pour connaitre le nombre de séquence d’un fichier fasta

Il faut simplement cliquer sur le nom de ce fichier, et dans la
bréve description nous n’avons pas le nombre de lignes mais le

nombre de séquences du fichier.
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ETAPE 3 : Annotation fonctionnelle des SNPs « non-synonymous coding ».

Nous allons maintenant lancer les différents modules de prédictions des conséquences
des SNPs « NON_SYNONYMOUS_ CODING ».

Les fichiers de sortie indiqueront au niveau de la colonne « case » : « loss », « gain » ou
vide. Les colonnes suivantes indiqueront les scores pour l'alléle de référence et l'allele
alternatif (sauf pour le module conservation). La perte « loss » d'une modification post-
traductionnelle correspond a l'alléle 1 avec signal prédit et allele 2 sans signal prédit pour
le module d'annotation fonctionnelle concerné.

Le gain « gain » d'une modification post-traductionnelle correspond a l'allele 2 avec signal
et allele 1 sans signal. A cette comparaison s'ajoute une comparaison des scores. Dans le
cas ou le programme génére un score de prédiction mais, sans fournir de signal fort; si les
2 alleles ont fourni un tel score et que la différence de score est supérieure ou égale au
seuil minimum fixée en parametre (0.5), alors, une sortie avec « perte? » ou « gain? » est
indiquée ainsi que les scores des alléles 1 et 2 ayant permit de générer I'hypothese de
prédiction.

Pour chaque module, sont générés :

- un fichier contenant les résultats « bruts » du programme

- un fichier tabulaire contenant les résultats interprétés que I'on nommera

« [nom_de_module]_results.txt »

- un fichier contenant les titres des colonnes des résultats que 'on nommera

« [nom_de_module]__title.txt ».

Les fichiers « _results.txt » contiennent la liste des SNPs avec les gains ou pertes de
signaux. Le fichier « title » contient les noms des colonnes des informations trouvées dans
le fichier « results».

1) Mitoprot

Pour étudier les signaux d'adressage a la mitochondrie, sélectionnez I'outil
« run_Mitoprot ».

** Run Mitoprot {version 1.0.0)

Protein sequence query file - 1''the sequence name should be the short name!!! - Fasta file:
|15: sequences_prot.fasta ;l

file containing the encoded protein names (long name "..._allele1’ - short name *_seq') - txt format:

|16: seq_prot_snp.name v

value hetween 0 and 1. Discriminant for the score comparison. (0.5 per default):
Jo.s

Your single project name:
|mbernard_TP_annotatior|

Exacute |
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Les fichiers de sorties mitoprot

Renommez les fichiers de sorties en fonction des exemples ci dessous

e Extrait du fichier contenant les titres des colonnes de résultats « mitoprot_title.txt »

Jegquence Nane Caze score allelel zcore allelei

e Extrait du fichier contenant les résultats formatés « mitoprot_results.txt » :

1_6892924D_C£A_—_ENSBTATDDDDDDS489?[UHL—SZ] loss 0.3961 0.4230
1 154285564 C/h - ENSBTATOO0O00030369([3/I-29] loss 0.3753 0.4093
1 42531330 C/T - ENSBTATOOOOO00S539S[E/K-29] loss 0.0%00 0.64599
2 126676995 C/T - ENSBTATOOODOOSS7SS[P/2-17] gain 0.3499 0.3855
3_ 25969298 G/T_ - ENSETATOO00003990Z [P/ T-21] loss 0.2367 0.3668
4 94912500 C/L - ENSETATOO0000179Z24[R/S-11] loss 0.7161 0.3288
4_106869?16_GHA_—_ENSBTATDDDDDDE%Z??[EHK—Q] gain O.1166 0.4817
4_11623?8EQ_G/C_—_ENSBTATDDDDDDllBSl[H/S—S] laoss O.6446 0.4435
4_12?249EQ_A/G_—_ENSBTATDDDDDDESSSE[S/G—Z?] laoss 0.6108 0.5940
13_61584514_THA_—_ENSBTATDDDDDDZ?SBD[LfQ—ll] gain 0.1882 0.z2982
e Extrait du fichier contenant les résultats « mitoprot_bruts.txt » :

»1_53156185_C/T_-_ ENSBTATOOO00004664[3/N-71]_allelel not imported

0.2119

»1 53156188 _C/T_-_ ENIBTATOOO00004664[3/M-71]_allelez not imported

0.z2119

»1_53 156188_(3,-’T_—_ENSBTATDDDDDDSSQSD[S,-’N—”.-‘l]_allelel not imported

0.211%

»1 53156188 _C/T_ - ENSBTATOOOO000S5S5450[5/MN-71]_allele2 not itmported

0.z2115

»1_ 58593 GBT_G.-’ A - ENSETATOOO0000S57527 [3/F-633] _&allelel imported

0.9538

»1_58593687_G/h_ - ENSBTATOOO000S75Z7[3/F-633]_allelel imported

0.9538

2) Netphos

Pour prédire s'il y a acquisition ou perte de sites de phosphorylation, sélectionnez I'outil

« run_Netphos ».

** Run netphos (version 1.0.0)

Protein sequence query file - '"'the sequence name should be the short name!!! - Fasta file:

|15: sequences_prot.fasta x|

file containing the encoded protein names (long name “..._allelel’ - short name °*_seq") - txt format:

|1|5: seq_prot_snp.name v

value hetween 0 and 1. Discriminant for the score comparison. (0.5 per default):

Jos

Your unique project name:
|mbernard_TP_annotation|

Execute |
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Les fichiers de sorties netphos
Renommez les fichiers de sorties en fonction des exemples ci-dessous.

e Extrait du fichier contenant les titres des colonnes de résultats « netphos_title.txt »

Narne ATH result ATH allelel score ATHM allelei score CEI result

e Extrait du fichier contenant les résultats formatés « netphos_results.txt » :

1_531561858_C/T_-_ EN3BTATOOO00055450[3/HN-71]
1_58593687_G/A - ENIBTATO0000057527[3/F-633] loss 0.553
1 58792664 G/A - EN3BTATO0000027966[3/F-1619] loss 0.5z9
1 68929240 C/A - ENIBTATO0000000740([W/L-80]
1 63929240 C/A - ENIBTATO00000S54897[W/L-32]

1 95205755_G/L_- ENSBTATOO000052461[3/N-171] loss 0.546

2_126676995_C/T - ENSBTATOOO00055788 [P/ 5-17]

2_133321047_C/T_-_ENSBTATOOO00017333[3/F-83] loss 0.545

2_17916660 G/L - ENSBTATOD000040194[G/3-342] gain 0.546 gain 0.536

2_B85259069_G/A - ENSBTATOO00003S8307[P/3-441]
3_100498539_A/C_ - ENSETATOO000017715[L/R-240]

e Extrait du fichier contenant les résultats « netphos_bruts.txt » :

This dataset is large and only the first megabyte is shown belows.

Show all | Save
_=eqgl iz FPEC o.71z WEE
T=egl iz cdcz o.s51a WEF
T=egl iz CaM—II 0.455 -
=agl iz EE® o_asz
Tmeagl 1z CET 0_=&0
T=egl iz PESMAPE 0O.32485
T=egl iz DN 2P o._zaz
T=egl iz AT o201
T=egl iz RS o_z&7
T=egl 1= CEIT 0_zas
T=egl iz FEG o_zzs
T=egl iz FEa 0_zz6
=agl iz cdk 5 0.176
I | 1= ——— noo1a

3) Gpi

Pour analyser les changements d'ancrage GPI, selectionnez I'outil « Run_gpi ».

*% Run gpi (version 1.0.0)

Protein sequence query file - !'the sequence name should be the short name!!! - Fasta file:
| 15! sequences_prot.fasta ;I

file containing the encoded protein names (long name "..._allelel’ - short name '_seq') - txt format:
|16: seq_prot_snp.name v

yalue between 0 and 1. Discriminant for the score comparison. (0.5 per default):
Jos

Your single project name:
|mbemard_TP_AnnDtatiDn

Execute |

GPI produit 2 fichiers de sorties, un fichier title et un fichier « résults » comme
précédemment.
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4) Conservation

Pour analyser la conservation protéique entre référence et alternatif, utilisez I'outil
« extract_conservation_results.pl »

**% Extract conservation results (version 1.0.0)

Your vep gquery file:
|1?:Fiu:hier_test_annu:u..hrE_NCS.vep v

Specie name:
Cow hd

Your single project name:
|rbernard_TP_annotation|

Execute I

Attention cette fois ci nous utilisons le fichier VEP produit par I'outil de formatage Protseq.
Ce VEP ne contient que les NON_SYNONYMOUS_CODING SNPs :
« Fichier_test_annot_except_chr8 NCS.vep ».

Conservation produit 2 fichiers de sorties, un fichier « title » et un fichier « résults » comme
précédemment, renommez les.

Pour cet outil, les résultats sont constitués d’un tableau a 4 colonnes:
e 1 colonne pour le résultat généré a partir de la matrice Grantham de conservation
des propriétés physico chimique au sein de la protéine entre référence et alternatif :
0 conservées (0-50)
0 modérément conservées (51-100),
0 modérément radicales (101-150)
o0 radicales (= 151)

e et 3 colonnes concernant les résultats générés a partir de la base Ensembl (score
attendu, score observeé et différence de score) qui indique un taux de conservation
de la mutation par rapport aux protéines orthologues.

o Plus le score de différence est éleveé, plus la position est conservée et donc
plus une mutation a cette position a de fortes chances d'étre délétere.

Exercice

Fusionnez tous les fichiers « title » avec leur correspondant « results ».
Renommez les par exemple : netphos_final, mitoprot_final, conservation_final, et
gpi_final.
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e La concaténation de plusieurs fichier se fait grace a I'outil « Concatenate datasets »

Selectionnez un fichier « title » suivi du fichier « result » correspondant, exécutez I'outil et
renommez le résultat.

Concatenate datasets (version 1.0.0)

Concatenate Dataset:
|19: netphos_title txt v

Datasets
Dataset 1

Select:
|18: netphos_results.txt v

Femove Dataset 1 |

Add new Dataset |
Execute |
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Etape 4 : fusion et export des résultats.

Join

Le choix du fichier d'entrée sert uniquement a retrouver le chemin du répertoire de projet
« USERNAME_TP_Annotation », vous pouvez par exemple utiliser le fichier fasta des
séquences protéiques « sequences_prot.fasta ».

** Jpin annotation results {version 1.0.0)

Protein sequence query file - 1!'the sequence name should be the short name!!! - Fasta file:
| 15: sequences_prot.fasta ;I

Your unique project name:
|mbernard_TP_annaotatior|

Execute I

Remarque

Cette fois nous avons 48 lignes dans notre fichier de sortie. Tous les SNPs contenus dans
notre fichier VEP sont retournés, mais seulement les SNPs
« NON_SYNONYMOUS_ CODING » ont des résultats de score.

Le fichier de résultats est un fichier de type texte. Pour pouvoir faire des sélections sur les
colonnes il est nécessaire de changer le type du fichier en « tabular ».
Utilisez I'outil « pencil » et sélectionnez « tabular » dans « New Type ».

Exercice:

Combien de SNPs provoguent une perte de signalisation a la mitochondrie ?
Combien de SNPs ont un score de conservation de Grantham > 100 ?

Ecole de Bioinformatique Roscoff 2013 — Atelier Annotation des SNPs
Sabrina Rodriguez et Maria Bernard




e Combien de SNPs provoquent une perte de signalisation a la mitochondrie ?
La sélection de la colonne correspondant aux résultats de perte de signalisation a la

mitochondrie doit se faire grace a une recherche du mot « loss » sur la 8° colonne, 'outil
« Filter » est dédié a ce type de recherche.
Mo signal loss
7 lines

st tabular, da

Filter {version 1.1.0) Info: Filtenng with c8=='loss’,
kept 14.58% of 48 valid lines (42
Filter: tot_al I|ngs). o _
- - Epilog @ job finished at ven. jany.
| a4 JDmt_.an.nDtatmn_results j 11 17:38:16 CET 2012
Dataset missing? See TIP below, 9 HOOU ZIE
With following condition:
JcB=="los5" =
. 1 154¢85564 O/ A - ENSETATOO0000203
Double egual signs, ==, must be used as shown above, T = - T

1_42531220_C/T_-_ENSETAT0000000529
Execute | 1_g5929z40_r/ 4 - ENSETAT0000005459
2_2596929%_G6/T_-_ENSETAT0000002990
4 115237564 &/ C_-_ENSETATO00000113
4_1z7:4969_& ¢_-_ENSETAT0000005529
| o

e Combien de SNPs ont un score de conservation de Grantham > 100 ?

Cette fois ci il s’agit de faire une comparaison numérique sur la 2° colonne. L'outil « Filter »
est toujours l'outil a utiliser.

grantham sup 100
17 lines

t: tabular ase: 7
Info: Filtering with c2 = 100,
N N kept 35.42% of 48 valid lines (48
Filter {version 1.1.0) . tatal lines).
Skipped 14 invalid lineis)
Filter: starting at line #1: "Mame
- - conseryation Grantham_score
I 24 Joint_annotation_results LI conservation Observed_scare
Dataset missing? See TIP below, conservation Expected_score
9 conseryation Difference_score
with following condition: gpi Case ap
|02}=|IDD HOL A=
Double equal signs, ==, must be used as shown above. To filker for
13_51584514_T.i' & -_ENSETATOO000002732
Execute |

1 154255564 0/ & - ENSETATOO0000202

1 154285564 0/ & - ENSETATOO0000518
1_18072027_C/A_-_ENSETAT0000000075 —
1_58592687_G/A_-_ENWSETAT0000005752
1 58792664 G/ A_-_EWSETATO000000Z796

Al L]

Attention de ne pas mettre de cote lorsqu’il s’agit d’'une comparaison numérique.
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ETAPE 5 : Automatisation de l'analyse

L'utilisation de workflow dans Galaxy (démo)

Un workflow est déja disponible pour faire toutes ces analyses.

Dans I'onglet workflow, en haut a droit cliquez sur « upload or import workflow », et entrez

I'URL suivante :
http://snp.toulouse.inra.fr/~sigenae/Galaxy Formation/Annotation SNP/Galaxy-Workflow-

Pipeline annotation.ga

Le pipeline automatisé apparait dans votre onglet workflow.

Cliquez sur Edit (fleche a c6té du nom du workflow), pour voir les différents éléments qui le
composent et I'enchainement des traitements.

Input dataset b4 * Yariant effect predictor 3¢
autpUE vour input file ** Format SNP effect - Protseq 3%
SUtE Ut e (tet) rour input file Varient Effect
Predictor (farmat .vep) Filter sequences by length 3%
autput_html (html) Focta file
output_fasta (fasta) A —
outpLb_tst (st
outpub_vep (txt)
##% Run netphos 2
Protein sequence query file - 111the
sequence name should be the short
namelll - Fasta file
file containing the encoded protein .
ParmEs Cong bame - allele 1 *% Run gpi 2 Py —— 3¢ ##% Extract conservation results 3%
short narme '_seq') - et format " vour vep query file
SUtRUE results (k) B rerite Tty S Be the Short || Pratein sequence ausry file - 11 1the
Pt nalf_*nem e file sequence name should be the short oLt UL title_ et (Ext)
namel!ll - Fasta file

output_title (st}
netphos_output (st}

file containing the encoded protein
names (long name '..._allele1’ -
short name '_seq') - t=t format

output_title {txt)
output_results (Ext)

file containing the encoded protein
names (long name '.._allelel’ -
short name '_seq') - txt farmat

output_results (txt)
output_title (txt)

output_results_txt (txt)

output_mitoprot_results_res (t=t)

Tous les programmes d’analyses que nous avons lancé précédemment se retrouvent dans
le workflow, sauf le programme Join qu’il faut ensuite lancer manuellement a la fin..

Pour lancer le workflow, créer un nouvel historique et réimporter notre fichier d’entrée VCF.
Sur I'onglet workflow, sélectionner « run » du pipeline d’annotation. Sélectionné votre VCF
ainsi gu’un nouveau nom de projet, enfin cliquez sur « Run workflow ».
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ETAPE 6 : Conclusion

e Tous les résultats intermédiaires sont sur le site :
http://snp.toulouse.inra.fr/~sigenae/Galaxy Formation/Annotation SNP/

e Source vers les sites des modules
o Mitoprot
http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/mitoprot.htmi
MITOPROT: Prediction of mitochondrial targeting sequence

o0 Netphos
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
Sequence and structure based prediction of eukaryotic protein
phosphorylation sites.

o GPI
http://gpi.unibe.ch/
GPI-SOM: Identification of GPI-anchor signals by a Kohonen Self Organizing

Map

o Conservation
= Matrice Grantham
Amino acid difference formula to help explain protein evolution.
= API Ensembl Compara
http://www.ensembl.org/info/docs/api/compara/index.html

e Installation galaxy et workflow SNP Annotation
Si votre laboratoire installe une instance de Galaxy et que vous désirez installer ces outils
et ce workflow vous trouverez toutes les instructions en tapant cet commande :
hg clone http://inra-sigenae-sarah-maman@toolshed.g2.bx.psu.edu/repos/inra-sigenae-
sarah-maman/snp_annotation
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