Poszukiwanie genetycznych podstaw fenotypu

Analiza sprzezen i analiza asocjaciji



Jakie cechy badamy

- Choroby - zmiennosc¢ patologiczna

+ genetyczne - zalezne od zmian w genach

+ dziedziczne - nie wszystkie choroby genetyczne sg dziedziczne!

+ Wrodzone - nie wszystkie choroby wrodzone sa dziedziczne lub genetyczne!

- Inne - choroby, w ktorych jest sktadowa genetyczna | sktadowa srodowiskowa
- /Zmiennosc prawidtowa

-+ kazdy z nas jest inny



Jak dziedzicza sie cechy cztowieka”

- Mendlowskie - jeden gen = jedna cecha
+ zmiennos¢ konkretnego genu decyduje o fenotypie konkretnej cechy
W przypadku chordb - tzw. mutacje sprawcze

- Wielogenowe - zalezne od dziatania kilku - kilkunastu genow
* np. kolor oczu, wiosow

- Wieloczynnikowe - zalezg od wspotdziatania wielu (setek, tysiecy) gendw |
Srodowiska



Jak dziedzicza sie cechy cztowieka”

- Mendlowskie - jeden gen = jedna cecha

+dobrze potrafimy identyfikowac geny, analizowac dziedziczenie, wykrywac mutacje
| przewidywac fenotyp

- Wielogenowe - zalezne od dziatania kilku - kilkunastu genow
- potrafimy analizowac i przewidywac fenotyp, ale nie ze 100% dokfadnoscig
-+ Wieloczynnikowe - zalezg od wspotdziatania wielu (setek, tysiecy) genow | sSrodowiska

+nie potrafimy dobrze przewidywac, dopiero zaczynamy poznawac ztozonosc |
odkrywac korelacje statystyczne



Jak dziedzicza sie cechy cztowieka”

- Mendlowskie - jeden gen = jedna cecha
+ Zznamy wiele chorob, ktore tak sie dziedziczg, ale sg to choroby rzadkie
+tylko pojedyncze przyktady cech zmiennosci prawidiowe]

- Wieloczynnikowe - zalezg od wspotdziatania wielu (setek, tysiecy) gendw |
Srodowiska

+ praktycznie wszystkie aspekty zmiennosci prawidtowe]

* Wiekszosc¢ czesto wystepujacych chordl



Badanie relacji genotyp-fenotyp u cztowieka

- Analiza sprzezen - poszukiwanie rejonow chromosomu potozonych blisko
genu determinujgcego dang ceche

+Allele o duze] penetracji (allele sprawcze) - cechy mendlowskie

+Analiza asocjacj - poszukiwanie korelacji polimorfizmow genetycznych z
wystepowaniem fenotypu

- Takze allele o niskie| penetracii (przy duzych zbiorach danych)

+ Cechy wieloczynnikowe



Asocjacje a sprzezenie

+ Sprzezenie - wspolna segregacja alleli genow lezacych blisko siebie na
chromosomie

»dotyczy locli, nie konkretnych alleli
+proste podtoze biologiczne (chromosomy, rekombinacja)
+ badana w rodowodach i/lub parach krewnych

+ Dotyczy cech mendlowskich - wysoka odziedziczalnosSC, mutacje sprawcze
pojedynczych gendow



Asocjacje a sprzezenie

+ Asocjacja - korelacja wystepowania konkretnych alleli gendw w populaci

+dotyczy konkretnych alleli

+czesto ztozone I/lub niejasne podtoze biologiczne - zjawisko statystyczne,
niekiedy bez zwigzku przyczynowego

+dotyczy populacii lub grupy, ale bez wymogu pokrewienstwa
+ moze niekiedy byC zwigzana ze sprzezeniem (nierownowaga sprzezen)

+ dotyczy cech wieloczynnikowych



Asocjacja a sprzezenie

+ Osoby z allelem a jakiegos$ genu majg wieksze prawdopodobienstwo fenotypu
X

+ Czy zawsze asocjacja oznacza zaleznosc¢ przyczynowa”
- Czy kazda asocjacja ma wartosc diagnostyczng”
+ Czy asocjacja odkrywa “gen na ....”?

+ Odpowiedzi na te i inne pytania - wyktad



AsoOcjacja a sprzezenie

Asocjacja Sprzezenie
Dotyczy alleli Dotyczy gendw (loci)
Na poziomie populacii W rodzinie

Dziedziczenie mendlowskKie -

Dziedziczenie wieloczynnikowe .
mutacje sprawcze




Sprzezenie

Crossing-over (rekombinacja chromatyd niesiostrzanych w mejozie)
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W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005
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Mapowanie genetyczne

Aby powstaty rekombinowane gamety, crossing-over musi zajs¢ pomiedzy genami (/oci)

Exchange Gametes

powstajg gamety rodzicielskie

powstajg gamety rekombinowane

Liczba rekombinantow jest miarg odlegtosci genetyczne

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Mapowanie genow

- Prawdopodobienstwo crossing-over pomiedzy genami jest proporcjonalne do
odlegtosci miedzy nimi na chromosomie

+ Liczebnosc klas zrekombinowanych w potomstwie jest miarg odlegtosci
genetycznej

+ U Drosophila najlepie] mapowac za pomoca krzyzowki heterozygotyczne;
samicy | samca recesywnego

- A u cztowieka”?



Metody

+ Sprzezenie: analiza sprzezen (mapowanie)
+ metody parametryczne - dla duzych rodowodow, nawet niewielu
+ metody nieparametyczne - dla duzej liczby matych rodowodow

+ Asocjacje - badanie korelacji (testy statystyczne)



Analiza sprzezen u cztowieka

- (Geny cztowieka sg rozdzielone dtugimi obszarami miedzygenowymi

+ Sprzezenie pomiedzy genami, ktorych allele dajg obserwowalne fenotypy jest bardzo
rzadkie

- Wykorzystuje sie markery molekularne (RFLP, VNTR, SNP.)

* mapy genetyczne cztowieka (np. CEPH, HapMap)

+ poszukiwanie markera sprzezonego z locus choroby



Metody mapowania

- Parametryczne (oparte na modelach dziedziczenia)
+ dwupunktowa
+wielopunktowa

- Nieparametryczna analiza sprzezen

+ czy |est statystycznie istotne odchylenie od zatozenia o0 niezaleznym
przekazywaniu alleli (Il prawo Mendla) dla danych loci w populaci

- wspotwystepowanie (korelacje) alleli u spokrewnionych osob



Metody nieparametryczne

+ Korelacja wzglednego podobienstwa u par mapowanej cechy z
podobienstwem markera

- Badania blizniat
+ Badania chorego rodzenstwa (affected siblings method):

+ czy W parach chorych krewnych allele markera (niewazne ktore) sa
wspolne czesciel, niz w reszcie populac)i?

+ Badania niewielkich rodowoddw (z pojedynczymi chorymi)



Metody parametryczne

- /akfadamy, ze jest znany model dziedziczenia
+ 2 lub wiecej gendw I/lub markerow - loci
+ genotypy rodzicOw | genotypy potomstwa

- dane (liczba rekombinantow) pozwalajg na wyznaczenie parametrow modelu
- odlegtosci miedzy loci



Miarg odlegtosci jest czestos¢ rekombinaci

+ CzestoscC rekombinacji 6 = prawdopodobienstwo przekazania rekombinowanej gamety

+ Loci ha roznych chromosomach segreguja niezaleznie
=>0=0,5

- Locl blisko sprzezone segreguja razem
=>0=0

- Zatem
+ 0<0,5 sprzezenie

-+ 8=0,5 brak sprzezenia



Mapowanie

- Jednostka: cM (centymorgan) = 1% rekombinacii

- ZaleznosC nie jest liniowa
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Podwojny crossing-over — gamety typu rodzicielskiego

nterferencja — crossing-over w danym migjscu zmienia prawdopodobienstwo zajscia
Kolejnego w poblizu




PteC a czestosc rekombinagii

Catkowita mapa mezczyzny = 2851cM
(autosomy)

Catkowita mapa kobiety = 4296 cM
(autosomy)

Dla ~3000Mb genomu autosomow
1 cM u mezczyzn = 1,05 Mb
1 cM u kobiet = 0,7 Mb
Srednia 1 cM = 0,88 Mb

stosunek rozny w roznych obszarach
genomu

Genaetic (cM)

Female

Male

Band cM/Mb Physical
Female Male (Mb)

p13.3 3.1 49

p13.2 2.8 1.9

p13.1 5.3 0.5

p12

cen

qi2 3.0 0.4

q13.1 1.8 0.5

q13.2 2.0 1.5

q13.3 2.5 1.7

q13.4 2.8 6.5

119 cM

102 cM



Wykorzystanie analizy sprzezen

- Uwzglednienie wielokrotnych crossing-over | interferencii: funkcja mapowa

+ Obecnie analize sprzezen wykorzystuje sie jeszcze tylko do ustalania, w
poblizu jakiego znanego markera/polimorfizrnu nalezy szukaC genu
powigzanego z chorobg

- Nie musimy wiec przejmowac sie dokfadng zaleznoscia odlegtosci | czestoscl
obserwowanych rekombinantow



Analiza parametryczna

- U Drosophila najprosciej skrzyzowac samice podwojng heterozygote z
samcem podwaojnie recesywnym | policzyC klasy w potomstwie.

A u cztowieka?
+ nie zakfada sie krzyzowek doswiadczalnych

+ malo liczne potomstwo, dtugi czas generacj (25 lat/pokolenie)



Wiarygodnosc (likelihooqd)

+ Wiarygodnosc: prawdopodobienstwo uzyskania zaoclbserwowanych danych
przy zatozeniach modelu | jego okreslonych parametrach



Wiarygodnosc (likelihooqd)

- W rodowodzie w petni informatywnym
+dane: R=liczba rekombinantow; NR=liczlba genotypdow rodzicielskich
+ parametr: czestosc (prawdopodobienstwo) rekombinacj 6

+ Hipoteza zerowa — brak sprzezenia (6=0,5)

+ Stosunek wiarygodnosci dla danej wartosci 6: L(8)/L(6=0,5)

- lod score (£) = logarithm of odds — logarytm dziesietny stosunku
wiarygodnosc



Proste przyktady obliczen lod

Dla danego rodowodu (i), lod dla danego 8 wynosi:

L(rodowod / 0)

Z.(0)=1o
(0)=log, L(rodowod /160 =0,5)

Dla danej wartosci 6, sumuje sie lod-score z roznych
rodowodow (F):

Z(H):ZZi(H)



Analiza dwupunktowa

- O znaczace
/>3, (£>2 dla sprzezonych z ptcig)

|
0

loc

wykluczone

Tabela
0 = .01, 0.10, 0.20, 0.30, 0.35, 0.40, 0.45, 0.50
lod= -5.0, =-2.0, 1.0, 3.3, 4.0, 3.0, 1.0, 0.0



Markery w analizie sprzezen u cztowieka

+ Sprzezenie dwoch gendw o obserwowalnym fenotypie — praktycznie

niespotykane

+ wyjatek — zespodt paznokciowo-rzepkowy (NPS — Nail |
grupy krwi AB0O

+ Loci w obrebie kompleksow MHC
+ Markery molekularne

+ Obecnie gtownie SNP

Patella Syndrome) |



Markery
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Wspotczesne techniki

Elektroforeza kapilarna | detekcja
fluorescencji dla markerow PCR

o

Mikromacierze | sekwencjonowanie
NGS dla markerow SNP
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Problem fazy

Wiekszosc technik genotypowania molekularnego daje wynik w postaci
genotypow poszczegolnych zmiennych loci, ale nie podaje haplotypu

uktad alleli na poszczego

nych chromosomach

Unphased genotypes Possible phasing A Possible phasing B
A/C A & A 6
G/T G T G i
A/T A T T A
Population haplotype frequency 55% 0% 15% 5%

and new developments

Sharon R. Browning™* and Brian L. Browning*

/Haplotype phasing: existing methods

Possible phasing C
A C
T G
A T
2% 3%

NATURE REVIEWS | GENETICS

VOLUME 12 | OCTOBER 2011 | 703

Possible phasing D
A &
T G
T A
0% 20%



L okalizowanie genu z mutacja sprawczg

+ | etap — zgrubne (markery co 8-20 cM) — ustalenie chromosomu, stwierdzenie
czy we wszystkich rodzinach ten sam locus Itp.

- || etap — doktadne (markery co 1-4 cM)



Sprzezenia w epoce genomu

- [echniki sekwencjonowania catogenomowego Sg obecnie coraz bardzie)
dostepne

Czy badanie sprzezen ma jeszcze sens?



Table 1 | Summary of 1000 Genomes Project phase | data

Autosomes Chromosome X GENCODE regions*

Samples 1,092 1,092 1,092
Total raw bases (Gb) 19,049 804 327
Mean mapped depth (X) 5.1 3.9 80.3
SNPs

No. sites overall 36.7M 1.3M 498 K

Novelty ratet 58% 77% 50%

No. synonymous/non-synonymous/nonsense NA 4.7/6.5/0.097 K 199/293/6.3 K

Average no. SNPs per sample 3.60M 105K 24.0K
Indels \

No. sites overall \ 1.38M 59K 1,867

Novelty ratet 62% 73% 54%

No. inframe/frameshift NA 19/14 719/1,066

Average no. indels per sample 344K 13K 440
Genotyped large deletions \

No. sites overall 138K 432 847

Novelty ratet 549% 549, 50%

39

Average no. variants per sampl T b 26
NA, not applicable. \ \

* Autosomal genes only.
T Compared with dbSNP release 135 (Oct 2011), excluding contribution from phase | 1000 Genomes Project (or equivalent data for large deletions).

*Lists of participants and their affiliations appear at the end of the paper.

56 | NATURE | VOL 491 | 1 NOVEMBER 2012
©2012 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved

An integrated map of genetic variation
from 1,092 human genomes

The 1000 Genomes Project Consortium*



Projekt 1000 genomow

Table 1 | Median autosomal variant sites per genome

A global reference for
genetic variation

The 1000 Genomes Project Consortium#*
NATURE | VOL 526 | 1 OCTOBER 2015

human

AFR AMR EAS EUR SAS
Samples 661 347 504 h03 489
Mean coverage 8.2 7.6 Ll 74 8.0

Var. sites Singletons Var. sites Singletons Var. sites Singletons Var. sites Singletons Var. sites Singletons

SNPs 4.31M 14.5k 3.64M 12.0k 3.55M 14.8k 3.53M 11.4k 3.60M 14.4k
Indels 625k - 557k - 546k - 546k \ 556k -
Large deletions 1.1k 5 949 5 940 V4 939 947 5
CNVs 170 1 153 1 158 1 157 \ 1 165 1
MEI (Alu) 1.03k 0 845 0 899 1 919 0 889 0
MEI (L1) 138 0) 118 0 130 0 123 0 123 0
MEI (SVA) 52 0] 44 0] 56 0) 9.3 0] 44 0)
MEI (MT) 5 0] 5 0] 4 0] 4 0] 4 0]
Inversions 12 0) 9 0 10 0) 9 0 11 0
Nonsynon 12.2k 139 10.4Kk 121 10.2k 144 10.2k 116 10.3k 144
Synon 13.8k /8 11.4k 67/ 11.2k 79 11.2k 59 11.4k /8
Intron 2.06M 133K 1.72M 6.12k 1.68M 7.39k 1.68M .68k 1.72M 7.20Kk
UTR 37.2k 168 30.8k 136 30.0k 169 30.0k 129 30.7k 168
Promoter 102k 430 84.3k 332 81.6k 425 82.2Kk 336 84.0k 430
Insulator 70.9k 248 59.0k 199 57.7k 252 STAW A S 189 59.1k 243
Enhancer 354k 1.32Kk 295k 1.05k 289k 1.34k 288k 1.02k 295k 1.31k
TFBSs 927 4 759 3 748 4 749 3 /765 3
Filtered LoF 182 4 157 3 153 4 149 3 151 8
HGMD-DM 20 0] 18 0] 16 1 18 2 16 0]
GWAS 2.00k 0 2.07k 0 1.99k 0 2.08k 0 2.06k 0
ClinVar 28 0) 30 1 24 0 29 &1 27 1
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What is ClinVar?

ClinVar is a freely accessible, public archive of reports of the relationships among human variations and phenotypes, with supporting evidence. ClinVar thus facilitates access to and communication
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Sprzezenia w epoce genomu

Miedzy dwiema osobami mozemy spodziewac sie nawet 4 miliondw roznic Na
pOzIoMie sekwenc

+ U bliskich krewnych mnigj, ale nadal sporo

- Stwierdzenie, ktore z tych roznic odpowiadaja za fenotyp nie zawsze jest
ewlidentne

- tatwie] w obszarach kodujgcych

+ Sekwencjonowanie stosowane w rzadkich chorobach, gdzie nie ma
dostatecznie duzo rodowodow



Podtoze
genetyczne

P0ojedyncze geny

Wiele genow .
wysoka penetracja

niskie penetracje

Analiza asocjac]
Wielogenowe wspotczynniki ryzyka ‘

Duzo matych rodowodow Duze rodowody

Nieparametryczna Parametryczna
analiza sprzezen analiza sprzezen



Cwiczenie
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1,2
1 rekombinant (R); 4 rodzicielskie (NR)

*

1,2 2,2

Przy braku sprzezenia (6=0,5) prawdopodobienstwo
uzyskania R i NR jest jednakowe i wynosi 72

L(6=0,5)= (72)°



Oan

1,1 1,2

mC
moOe

1 rekombinant (R); 4 rodzicielskie (NR)

*

1,2 2,2

Dla danej wartosci 6 prawdopodobienstwo uzyskania
R wynosi 0 (z definicji), prawdopodobienstwo
uzyskania NR wynosi zatem 1- 0

L(0)= 6-(1- )¢
1R 4NR



Oan

1,1 1,2

1,2 2,2
2,2 1,2 1,2

1 rekombinant (R); 4 rodzicielskie (NR)

*

1,2 2,2

L(8=0,5)= (¥4)5 L(8)= 0-(1 - )

Dla 8=0,1 L(8=0,1) = 0,1-(0,9)*

0,1-0,9°
0,5°

Z(0=0,1)= loglo( ) ~(),32
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Nieznana faza markera u ojca

1,2



1 +
- I
1R 4NR
(0,2-0,8*)

L0 =0,2) =

. 2

+

L(0 =0,2) =

/0,2-0,84+ 0,2*-0,8

2

INR 4R
(0,2°-0,8 )
. 2

Z(0=0,2) =log,,

\

0,5

~ (0,12




Kodowanie rogowodu

PteC: 1 mezczyzna, 2 kobieta, O nieznana
Choroba: 1 zdrowal(y), 2 chora(y), O nieznana
0 zawsze oznacza nieznane/brak danych!!!

Rodzina osoba ojciec matka pitecé choroba
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1,1

1,2 2,2

1,2 2,2 2,2 1,2 1,2

Rodzina osoba ojciec matka pie¢ choroba markerlal markerla?Z

Pte¢: 1 mezczyzna, 2 kobieta, O nieznana
Choroba: 1 zdrowal(y), 2 chora(y), O nieznana
0 zawsze oznacza nieznane/brak danych!!!



Pliki danych w analizach sprzezen | GWAS

- rodowOd + genotypy | fenotypy (niekiedy w osobnych plikach)

+ mapa markerow

dodatkowo w analizach sprzezen:
* OpIs loci

* OpIS Modelu dziedziczenia



Pliki mapy

CHROMOSOME MARKER POSITION 1 rs12073590 0.029735 1205155 C A
1 Markerl 0 1 rs6685064 0.029785 1211292 T C
1 rs61559999 0.030045 1235792 T C
1 rs62623580 0.030111 1254255 A G
format .map

format .bim



Plik opisu loci (.dat)

Oznaczenia: A Choroba
M Markerl

- A (Affecction) : chory/zdrowy
- M (Marker)

- T (Trait): cecha iloSciowa

- C (Covariate): dodatkowy parametr (klasa
ryzyka, wiek, itp.)

- Nazwy markerow muszg byc¢ takei same,
jak w pliku .map



Plik modelu (.model)

- Nazwa choroby musi byc taka sama, jak w

pliku .dat DISEASE ALLELE FREQ PENETRANCES LABEL
Choroba 0.001 0:0;1:0:10 Dominujaca
DISEASE ALLELE FREQ PENETRANCES LABEL
PROSTATE CANCER 0.001 * Complex
SEX = FEMALE 0.000,0.000,0.000
AGE < 50 0.001,0.050,0.100
AGE < 70 0.002,0.200,0.400

OTHERWISE 0.004,0.500,0.800



Analiza sprzezen

+ komenda merlin lub minx (dla cech sprzezonych z piciag)
+ parametry: pliki z danymi | odlegtosci
+ podawanie odlegtosci:

+ bezposrednio w cM: --positions:0,1,5,10,20,30,40

+ rownomierne kroki --steps 5

+ przedziat miedzy kazda parg markerow podzielony na 5 czesci



