Oznamy
e Dnes posledna prednaska, po prednaske cvi¢enia pre biologov

e Budduci Stvrtok 14.12.:
— posledné cvicenia pre informatikov
— nepovinné prezentécie journal clubu v ¢ase prednasky (chceme?)

— cvicenia pre biolégov dohodneme

e Terminy na konci semestra
— DU3 streda 13.12., spravy zo journal clubu piatok 15.12.



Skuska pre informatikov (BIN, INF, DAV, AIN)

Treba ziskat’ aspon polovicu bodov

Na stranke su ukazky jednoduchych prikladov, cca 50% bodov
— v pripade zaujmu pred skuskou konzultacné hodiny

Zvysne priklady budu prekvapenim, v minulosti sa vyskytli:
— Kratke priklady na pochopenie zékladnych pojmov

— Navrhnite/modifikujte algoritmus alebo model

Povolené pomécky:

— pisacie potreby, tahak 2 listy A4, jednoducha kalkulacka

Termin?
Ak suhlasite, datumy opravnych terminov dohodneme s tymi,
ktorych sa budu tykat’
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Populacha genetika
e Ro6zne jedince toho istého druhu nemaju identicky genom
e Tieto rozdiely vplyvaju na fenotyp (vyzor, spravanie, choroby, ...)

e Genodmy viacerych jedincov mézeme sekvenovat’ a porovnavat' s referenénou

verziou
Mozné aplikacie populacnej genetiky:
e Uloha jednotlivych genetickych rozdielov

e Historia a charakter populacie (podpopulacie, migracia, historicka vefkost

populacie)



SNPYy (Single Nucleotide Polymorphisms)
e SNP: jednobazova variabilita medzi jedincami (> 1% jedincov)
e Obvykle iba dve formy: vacsinova a mensinova alela

e Ajmala zmena v DNA méze spbsobit velké fenotypické zmeny

Systematické mapovanie SNPov:

Projekt 1000 ludskych gendmov 2008-2015

identifikacia > 95% SNPov s aspori 1% frekvenciou mensinovej alely
pomocou NGS sekvenovania

UK Biobank:

500 000 gendmov (Nov.2023) plus rozsiahle medicinske data o ucastnikoch

Plus mnoho d'alSich velkych projektov



Mapovanie asociacii (Trait/Disease Association Mapping)

e Znaky (a choroby) vznikaju kombinaciou genetickych a environmentalnych
vplyvov

e Ciefl: ldentifikovat’ genetické vplyvy
— AKy je risk choroby s dedi¢nym faktorom u danej osoby?
— Ako funguju choroby (na zaklade génov, ktorych mutacie ich spésobuju)?

— Vyvoj novych liekov, ich spravne cielenie (farmakogenomika)

Napr. mutacie v génoch rodiny cytochromu P450 maju vplyv na

odburavanie liekov v peceni, ovplyvnuju velkost potrebnej davky



Diploidné genémy

e Clovek ma diploidny geném:
ma v bunkach po dva chromozémy 1...22

plus pohlavné chromozémy X, X alebo X,Y
e Jeden chromozom z paru od matky, jeden od otca

e Pre dany SNP s alelami (formami) a, A
méze byt homozygot (aa alebo AA),
alebo heterozygot (a A)

e Ak nejaka choroba zapri¢inena alelou a,
tak sa méze prejavit iba pri homozygotoch aa,
alebo aj pri heterozygotoch a A,
alebo méze byt pri aa silnejia ako pri a A



Diploidné genémy

e Clovek mé diploidny geném:
ma v bunkach po dva chromozémy 1...22
plus pohlavné chromozémy X, X alebo X,Y

e Jeden chromozom z paru od matky, jeden od otca

e Pre dany SNP s alelami (formami) a, A
méze byt homozygot (aa alebo AA),
alebo heterozygot (a A)

e Haplotyp: kombinacia aliel r6znych SNPov na tom istom chromozdme
(zdedend od jedného rodica)
Diploidny jedinec ma teda dva haplotypy

chri od matky: ...A...T...G...
chr1 od otca: ..1T...C...A...



Testovanie asociacie jedného SNPu
Kontingencna tabulka - pocet haplotypov

Vefkost psa vs. alela na pozicii chr15:44,228,468

povodna odvodena
alela alela spolu
maly pes 14 535 549
(< 9 ko)
velky pes 339 38 377
(> 31 kg)
spolu 353 573 926 [Sutter a kol. 2007]

Statisticky testujeme &i st riadky a stipce nezavislé (nulova hypotéza).
Ak vylucime nulovu hypotézu, nasli sme asociaciu, nemusi vSak ist' o pricinu
AK ju nevylucCime, nepreukazali sme suvis SNPu s velkostou

(mbze ale existovat, mozno treba viac dat)



Testovanie nezavislosti v kontingencnej tabulke

povodna odvodena
alela alela spolu
maly pes 14 535 549
velky pes 339 38 377
spolu 353 573 926

Fisherov test: (Fisher’s exact test) presny vysledok z hypergeometrického

rozdelenia

Chi-kvadrat (XQ) test: oblUbeny priblizny test, vhodny ak mame vysoké pocty

Pouzivaju sa aj zlozitejSie Statistické modely
(napr. diploidny gendm, pribuzenské vztahy, ...)
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Testovanie nezavislosti v kontingencnej tabulke X2 testom

alela A alelaa | spolu
maly pes (m) 14 535 549
velky pes (v) 339 38 377
spolu 353 573 926

V nulovej hypotéze (nezavislost riadkov a stlpcov) mame:

Pr(A) = 353/926 = 0.381, Pr(a) = 0.619

(
(
Pr(a,m) = Pr(a) Pr(m) = 0.367
Pr(A,v) = Pr(A) Pr(v) = 0.155

Pr(a,v) = Pr(a) Pr(v) = 0.252

Podfa nulovej hypotézy by sme teda ¢akali, ze 926 haplotypov bude v tabulke
rozdelenych v pomeroch 0.226:0.367:0.155:0.252
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Testovanie nezavislosti v kontingencnej tabulke X2 testom

Skutoc¢na tabulka Ocakavané podfa nulovej hypotézy
O; ; (observed): E; ; (expected):
A a | spolu A a spolu
maly 14 535 549 maly | 209.3 339.8 549
velky | 339 38 377 velky | 143.5 233.4 377
spolu | 353 573 926 spolu 353 573 926

., v 2 (0;;—E; )
Spocitame veli¢inu x“ = >, 1D iciaar — F, o

X2 = (14 — 209.3)2/209.3 + (535 — 339.8)2/339.8 + (339 —
143.5)2/143.5 + (38 — 233.4)2/233.4 = 724.3

X2 je urcita miera rozdielnosti tabuliek O a E.

Plati, ze X2 >0a X2 je nula, iba ak sa tabulky uplne zhoduiju.
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Testovanie nezavislosti v kontingencnej tabulke X2 testom

O; ; (observed):

E; ; (expected):

A a | spolu
maly | 14 535 | 549
velky | 339 38 377
spolu | 353 573 | 926

Spocitame veli€inu X2 = Zie{m v} Zje{A a}

A a spolu
maly | 209.3 339.8 549
velky | 143.5 233.4 377
spolu | 353 573 | 926

Oui—Prs)l” — 794 3

Eij

Ak plati nulova hypotéza, x? je priblizne z rozdelenia x*(1),

t.j. chi kvadrat s jednym stupnom volnosti.

1 stuperni: ak pozname E a 1 policko z O, zvy$ok O vieme dopoéitat.

Sanca, Ze pri nulovej hypotéze ndm nahodne vyjde Y2 > 724.3je 1.6 - 1
(P-hodnota)

Na odmietnutie nulovej hypotézy ¢asto pouzivame 041
prah P < 0.05, tj. x* > 3.841

13

0.6

0—159

0.5

0.3
0.2
0.1

0.0

3.841

0 1



Zavislost’ medzi dvoma r6znymi SNPmi

UvaZujme SNP s alelami p/ P a d'alsi SNP s alelami ¢/ Q).
Nameriame pocty haplotypov pq, PQ, p(), Pq

Priklad: 2000 haplotypov (1000 jedincov)
Q q
P | 474 611 X2 — 184.78, P-hodnota 4.4 - 1042

p | 142 773

Stipce a riadky teda nie st nezavislé, medzi SNPmi je zavislost

Priklad 2: Podobné pomery poctov, ale iba 30 haloptypov:
Q g
P| 7 9 x?=3.0867, P-hodnota 0.07893

pl 2 12

Nulovl hypotézu nevyluéime pre prah P<0.05 (X2 > 3.841)
Ale pozor, pre takéto malé hodnoty X2 nepresny
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Ako vznika zavislost medzi dvoma r6znymi SNPmi

Na rozdielnych chromozémoch:
e Pravdepodobnosti vyskytu jednotlivych alel su nezavislé
e Pr(pq) = Pr(p) Pr(q). Pr(PQ) = Pr(P) Pr(Q). aud
e vazbova rovnhovaha, linkage equilibrium (LE)

Blizko seba na tom istom chromozdéme:
e Malokedy mutacia na to istom mieste 2x, zried-

I Q) kava rekombinacia

L-p] e Kombinacie nie su uplne nahodné

Ej e Korelacie medzi SNPmi
B

—
B. H: HJ [h[d [bld = vazbova nerovnovaha, linkage disequ-
ilibrium (LD)
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Rekombinacia

oynapsis: Pairing of
homologous chromosomes

Cca 1-3 rekombinacie v 1 lTudskom chromo-

Paternal Maternal

zOme pocas meidzy (tvorba pohlavnych buniek)
Rekombinacia znizuje LD
Ak predpokladame rovhomernu rekombinaciu:

e Cim vzdialenejsie SNPy, tym niz$ie LD
e Cim star$ie SNPy, tym niz$ie LD

e Dalsie aspekty: $truktira populacie, priro-

v

Crossing over
dzeny vyber, rekombinacné hotspoty
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Vazbova nerovnovaha (LD) v Fudskom gendme

Region ENmO014 (500kB, chr 7), 90 fudi Utah, project HapMap
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Spat’ k psom: Hladanie asociacii vcelom genéme
(Genome-Wide Association Study, GWAS)
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Position (Mb)
e V pripade Studie velkosti psov: GWAS identifikoval 84 kB region

e Poziciu d'alej treba spresnit d'alSimi experimentami

e Velké LD bloky = velké vysledné regiony
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Zakladny model populacnej genetiky: Wrightov-Fisherov model
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Zivotny cyklus SNPov vo Wrightovom-Fisherovom modeli
e Populacia [V jedincov (stabilna velkost)
e Jedinec = jedna alela (A or a)

e Nova generdacia vznika “skopirovanim” nahodného rodica (random mating),

bez vplyvu prirodzeného vyberu
e X,:pocet jedincov s alelou a v generacii t

e Markovovsky retazec so stavmi X; € {0,1,..., N}

Pr(X;=j| X1 =1) = (;Q)J (N]\; i>Nj (JD

(Pravdepodobnost, Ze v generacii £ mame j képii alely a,

ak v generécii t — 1 ich bolo 7)

e Stavy 0 and [V su pohlcujuce
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Nahodny geneticky drift

N = 200, Xy = 10, 500 generacii

1.0

—— Fixacia novej alely
—— SNP (polymorfizmus)
— Strata novej alely

Frekvencia novej alely

0 100 200 300 400 500
Generacia
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ZlozitejSie modely populacie

e Mutacie zavadzaju do populacie nové alely, ktoré po ¢ase nahodnym
genetickym driftom zaniknu, alebo ovladnu populaciu (fixation).

e Rychlost procesu je ovplyvnena efektami ako struktura populacie alebo
prirodzeny vyber

e —> ZlozitejSie pravdepodobnostné modely
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Analyza histérie populacie na zaklade pravdepodobnostnych modelov

Typické parametre pravdepodobnostného modelu:
e efektivna velkost populacie
e frekvencia rekombinacie a mutacie
Parametre ovplyviuju pozorované data:
e Frekvencie mensinovej alely SNPov
e Heterozygotnost u diploidnych jedincov
e PocCet a vefkost LD blokov

Pouzitie:
Snazime sa najst’ parametre modelu, ktoré najlepsie vysvetluju pozorované data

u osekvenovanych jedincov.
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Historia Fudskej populacie z genému jedinca (Li, Durbin 2011)

e Parametre modelu: histéria vyvoja efektivnej velkosti fudskej populacie

v case

e Pouzité data: Pozicie heterozygotnych SNPov v ramci gendmu
Z ich premenlivej hustoty ur¢i rozdelenie ¢asov ku najblizSiemu spolocnému
predkovi (TMRCA)

past

Inferred segmental TMRCA """-—.____

(an HMM path)

Ancestral recombinations

‘y es of hidden states)

... Bmissions ...

IQV},O A A A AR RN EEREENRN.
Diploid sequence (observation)

heterozygote homozygote

... Bmissions ...

Discretized TMRCA (hidden states)

24



Cas k najblizsiemu spoloénému predkovi a poéet mutacii

16 praprarodicCov 12 praprarodicov
8 prarodicov 6 prarodicov
4 stari rodicia 4 stari rodicia
2 rodicia 2 rodicia
1 dieta 1 dieta
bez sobdsov medzi blizkymi pribuznymi bratranec a sesternica maju dieta

A

davny spolocny predok,
vela mutacii

nedavny spolocny predok,
malo mutacii

‘ past

Inferred segmental TMRCA
(an HMM path)

‘---.-_.|| =
Ancestral recombinations
(changes of hidden states)

... emissions ...

... emissions ...

Discretized TMRCA (hidden states)

heterozygote homozygote Diploid sequence (observation)
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Priklad: Historia Fudskej populacie z genomu jedinca

Uloha: Najdi historiu vyvoja efektivnej velkosti fudskej populécie, ktora najlepsie

vysvetluje pozorované data

= 5
s YRITA ——
g YRIZA ——
4 b | ceurA0.29] ——
g CEUTR ——
: KOR.A[0.10] ———
3 CHN.A[0.05] ———

Effective population size (x1 ﬂ4)

10° 10° 10° 10
Years (g=25, |1 =2.53-:1ﬂ'3}

=
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Struktura populacie

e Doteraz sme predpokladali, Ze nova generacia vznika nahodnym parovanim

(random mating)

e Vacsina organizmov sa vyvija v subpopulaciach, s oomedzenym prenosom

genetickeho materialu medzi subpopulaciami

e Frekvencie toho istého SNPu v dvoch subpopulaciach mézu byt znaéne
odlisné

e —> “falosné” korelacie medzi SNPami (napr. aj medzi chromozémami), ak

pracujeme s viacerymi subpopulaciami naraz

e —> chybné vysledky pri LD a GWAS
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Priklad: frekvencie alel jedného konkrétheho SNPu u F'udi v r6znych
castiach sveta

SNP: rs2289021 Human Genome Diversity Project 30°
Ancestral Allele: G | .

@ \° <
¢ 26 %
é%%@ ® aH 8
s g

, Y
90° 120° 150°

zdroj: genome.ucsc.edu
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Struktura populacie psov

ST T

= -—.-'J—l- L- —a

Puerto Rico Giza Luxor Kharga Uganda {main) Komels Namibia Namibia {north)
and U.S. {central)

Boyko et al. PNAS 2009; software STRUCTURE Pritchard et al. Genetics 2000

e Program STRUCTURE rozdeli populaciu na K subpopulécii (farby)
e Kazdy stipec je jedinec z populécie

e Pomer farieb zodpoveda pomeru SNPov z kazdej z /X populécii
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Ako funguje STRUCTURE?
e Vstup: Vzorka haplotypov X, ktor(i chceme rozdelit do K subpopulacii

e Definujeme stochasticky model s nasledujucimi premennymi:
— P; ; - frekvencia SNPu 7 v subpopulécii 2
— ()); - aka ¢ast SNPov v haplotype ¢ patri ku ktorej subpopulécii
— Z; ; - priradenie subpopulécie SNPu j v haplotype %

e Model definuje Pr| X | P, ), Z] a apriorne rozdelenie pre P,

e Vystup: F|Q | X]
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Algoritmus Markov Chain Monte Carlo (MCMC)

® Premenné:
— P; ; - frekvencia SNPu j v populdcii %
— Z; j - priradenie subpopulécie SNPu j v haplotype %
— ()); - aka ¢ast SNPov v haplotype ¢ patri ku ktorej populécii

e Zacni s hodnotami P(O), Z(O), Q(O). V kazdej d'alsej iteracii ziskame novu
nahodnu vzorku:

— Vyber nahodna vzorku P, Q) z distribucie Pr(P, Q | X, Z(—1)
— Vyber nahodna vzorku Z () z distribacie Pr(Z | X, P, Q")

e Pre vhodné m, ¢, priemer postupnosti

(m) (m+-c) (m+2c)
Q" Q , Q) oo

konverguje k hodnote F'[Q) | X]
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Zhrnutie

SNPy (single nucleotide polymorphizms) priebezne vznikaju a zanikaju
v populéciach

Ich frekvencia ovplyvnena navyse prirodzenym vyberom

Bez rekombinacie korelacia medzi SNPmi na tom istom chromozdéme

(linkage disequilibrium)
Rekombinacie vytvaraju v gendme LD bloky

Pritomnost LD blokov vplyva na vysledky mapovania asociacii znakov

(genome-wide association mapping)

Pravdepodobnostné modely vefkosti LD blokov, frekvencii alel, heterozygocity

a pod. nam mozu vela prezradit o historii populacie

Pri analyzach treba brat do uvahy strukturu populacie, ktord mozno
odhadnut pomocou vypoctovych metéd
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Dalsie typy polymorfizmov

e Kratke indely

13 CODIS Core STR Loci
with Chromosomal Positions

=
| D3$1358 [
5 -
D55818 :&5117‘9

e Mikrosatelity a minisatelity (jednoduché

_.
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kratke opakujuce sa sekvencie)
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m I NN

13 lokusov ako Standarny “odtlacok” pre porov-
navanie DNA vzoriek na sudoch v USA

Di3S37 g E === = =
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13 14 15 16 17 18 19 20 2 22 X ¥

e Transpozony (Alu, LINE, SINE)

Alu ma cca milion képii, cca 1 nova kopia na 20 novorodencov

e Velké useky s variabilnou multiplicitou (Large scale copy number

variations)
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