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Novinky v analyze genomu — GWAS,
funkcni genomika



Osnova

— Vymezeni pojmu

— Projekt lidskeho genomu

— HapMap

— GWAS

— GWAS a nemoci dutiny ustni
— GRS
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Vymezeni pojmu

— Alela

— Lokus

— Single nucleotide polymorphism (SNP)

— Haplotyp

— Linkage disequilibrium (LD)

— Imputace

— Genome wide association studies (GWAS)

— Genetic risk score (GRS)
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Alela a lokus

— Alela je konkrétni varianta genu

— Lokus je konkrétni pozice na chromozomu

Homozygous SNP

Paternal

e AACTGGACTT

Maternal A ACTGGACTT

allele

G
G

AAGCATCTACGTT
AAGCATCTACGTT

Frequency in population:

G 51%

T 49% (minor allele)

Heterozygous SNP

A
C

TCCATGAAG
TCCATGAAG

A 90%
C 10% (minor allele)

Gene Alleles

Gene
Locus

X

Homologous Chromosomes
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Single nucleotide polymorphism (SNP)

Homozygous SNP

Paternal

e AACTGGACTT
Maternal - A A CTGGACTT

allele

Frequency in population:

G
G

AAGCATCTACGTT
AAGCATCTACGTT

G51%
T 49% (minor allele)

A
C

Heterozygous SNP

TCCATGAAG
TCCATGAAG

A 90%

C 10% (minor allele)

HETEROZYGOATS

Just allele unev

Jedna se o jednobodovou zamenu nukleotidu s frekvenci v populaci
vétSi nez 1%. Tato zaména muze a nemusi mit vliv na funkci

genu/proteinul.
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Haplotyp
— Jedna se o kombinaci alel na ruznych mistech
DNA (jednom chromozomu nebo jeho oblasti),

které se dedi spolecne

a SNPs
Chromosome 1
Chromosome 2

Chromosome 3
Chromosome 4

b Haplotypes

¢ Tag SNPs

Recombination between 2 homologous chromosomes

\

Paternal  Maternal Crossing over Resulting
recombined
chromosomes

SNP SNP SNP
v v v
AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCGACCG....
AACACGCCA.... TTCGAGGTC.... AGTCA ACCG....
AACATGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCA ACCG.. — —
AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCCACCG.. \‘HﬂPlOtypc=AGTCT(_
“"““--x--ﬁ___\ A G T c Tl
l ] l l LA\
l‘r 1 5 1 N I I\ \

Haplotype1 CTCAAAGTACGGTTCAGGCA \
Haplotype2 TTGATTGCGCAACAGTAATA
Haplotype3 CCCGATCTGTGATACTGGTG
Haplotype 4

.

'SNP | | Non-variable region | |SNP allele |
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Linkage disequilibrium (LD) a imputace

— Cesky - vazbova nerovnovaha

a SNPs
Chromosome 1
Chromosome 2

Chromosome 3
Chromosome 4

b Haplotypes

¢ Tag SNPs

SNP SNP SNP

v ' v
AACACGCCA....TTCGGGGTC.... AGTCGACCG....
AACACGCCA.... TTCGAGGTC.... AGTCA ACCG....
AACATGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCA ACCG....
AACACGCCA.... TTCGCGGTC.... AGTCCACCG....

| \ -

122}

Haplotype1 CTCAAAGTACGGTTCAGGCA
Haplotype2 TTGATTGCGCAACAGTAATA
Haplotype3 CCCGATCTGTGATACTGGTG
Haplotype 4

QNP
O\N=- +—
ONO

= =
m e
O =



Projekt lidskeho genomu

— Projekt zahajen v 80. letech, publikovani vysledku 2001
— Odhadované naklady cca $3 mid a 50 tisic ,¢lovékolet"
— Cca 1/3 usili a nakladu pro pfistani na mésici

— Nejprve pod patronatem ministerstva energetiky USA (do projektu byli

zapojene laboratore a vedci z celého Cost per Human Genome

$100,000,000

sveta), pozdeji vznikla konkurence v EEEIEEEE——
pOdObé soukrome SpOIeénosti BLwom0 \
(Celera Genomics).

$10,000

National Human Genome
Research Institute

genome.gov/sequencingcosts

— Probihal tak zavod v sekvenovani

$100
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020




Projekt lidskeho genomu

Figure 2: Shotgun Whole-Genome Sequencing

— Celera si chtéla nechat vysledky pro sebe h MM}’ Wﬂl

a zaroven je prodavat ,predplatitelum® —

velka rozepre s vladnim projektem.

— Vysledky nakonec publikovany 15.2.2001
v Nature (vladni projekt) a 16.2.2001 v
Casopise Science (Celera)

— Podarilo se ziskat jakousi mapu lidského
genomu, ovsem bez variability mezi

jednotlivci

A DNA sample is collected

Many copies of the DNA are made

The copies are broken into many pieces

Sequences are arranged in the correct order

The complete genome is assembled
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Projekt HapMap

— DNA mezi jednotlivci se lisi jen asi v 0,1% nukleotidu — nejéastéji SNP,
kterych je znamo cca 10 miliébnu. To predstavuje 90% veskeré variability v
genomu (zbytek jsou mutace, delece, inzerce)

— Cca 45 nepfibuznych vzorkt by mélo byt schopno najit 99% vSech haplotypu

s frekvenci vétsi nez 5%
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Projekt HapMap

— Zahajen 2002 — dvé faze — nejprve tvorba jakési hrubé mapy a poté zaplnéni
prazdnych mist

— V prvni fazi cca 1 milion SNP — vysledky 2005

— Druha faze cca dalSi 2 miliony SNP - vysledky 2007

— Objev asi 1 milionu LD bloku

— Ugast v&dcl z celého svéta

_ Vzorky z USA, Ciny, Japonska, Keni, UK, Kanady
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Genome-wide association studies (GWAYS)

Celogenomoveé asociacni studie

Kombinace epidemiologickeé studie a novych moznosti
genotypizace

Stanovuji se desetitisice az stovky tisic SNP (imputace a LD)

Potfeba velikého souboru pacientu, tisice, spisSe desetitisice
pacientu (kontrolni skupina a pacienty s danym fenotypem)

Potfeba mit dobfe popsany fenotyp pacientu i kontrol
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GWAS

NHGRI FACT SHEETS

genome.gov

Individuals with disease

Individuals without disease

Using a CHIP can genotype
500,000 - 5 Million SNPs

|
No association
to disease

SNP 2
No association
to disease

SNP 3
Associated
to disease

-
@ NIH ) St

cases

Variant with
higher frequency
in cases than
controls

controls
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GWAS

— Pro hodnoceni je potreba velka vypocetni sila a skladovaci kapacita (nékolik

set GB na jednoho pacienta,

— Jako statisticky vyznamné
se povazuje P < 5*108

— P hodnoty pro SNP mezi
1*10% a 5*108 se replikuji

Pro moznou asociaci

~logso(P)
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

cca 15 TB na 10 000 pacientu)

" CFH

i 'G3

8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 20 22 23
Chromosome
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GWAS - vyhody a nevyhody

— Velmi uspesna metoda pro nalezeni novych — Kazda varianta ma sama o sobe malou vypovidajici
variant asociovanych s danym znakem hodnotu
— Cca 40 000 SNP asociovanych s riiznymi rysy (rakoviny, T2DM, anorexie, deprese, . o, . .
schizofrenie, BMI, nespavost,...) — Je treba velikého souboru pacientu
_ Mohou Vést k Objevu nOVyCh biologickyCh — Kvdli vysokému naroku na statisticky rozdil

L — Varianty asociované v GWAS predstavuji jen zlomek
mechanismu

—  Rsp. studium nalezenych SNP a jejich funkc celkové ,dédiCnosti“ komplexnich chorob
. éerké kllﬂleé aplikace — Odhady, ze SNP odhali cca 1/3 — 2/3 celkové dédi¢nosti kompl. chorob
~  Identifikace rizikovjch skupin/pacientd — GWAS oznacuji pouze lokus asociovany se znakem

— Genetické rizikové skore ) o T . ] ..
— Pro identifikaci kauzalnich variant je tfeba provést dalSi kroky

— GWAS mohou poskytnou vysvétleni pro — Nemohou nalézt vSechny varianty asociované s

rozdilnost mezi riznymi etniky u komplexnich danym znakem

ZnakCI — Problém s nalezenim béznych variant s malym u€inkem nebo velmi vzacnych variant s
velkym ucinkem
— Napf. T2DM
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GWAS - vyhody a nevyhody

— Jsou schopny nalézt varianty s nizkou frekvenci

vyskytu

— Cim vétsi soubor, tim vzacné&j$i varianty Ize nalézt a asociovat

— Data se daji vyuzit i jinak nez identifikaci genu

— Urceni pfedku, odhadnuti mista narozeni, forenzni analyza, uréeni otcovstvi,...

— Data se snadno sdili pres verejné databaze
— Data doposud prezentovana predstavuiji jen

Spicku ledovce

— Cim vice dat o pacientech a vétsi soubory, tim presnéjsi informace budeme schopni
Zjistit

— Jedna se o spolehlivou genotypizacni technologii

— Relativné levha metoda (pomér cena/vykon)

Population stratification

— Rozdil ve frekvenci jednotlivych alel mezi pacienty a kontrolami mize byt zplisoben

rozdilnymi pfedky spiSe nez asociaci genu s chorobou

Omezena klinicky prediktivni schopnost

— Malo kdy Ize diky konkrétni varianté spolehlivé pfedpovidat nemoc
— Viz GRS

Potfeba znat geneticky zaklad zkoumané

populace

— LD se miize liSit mezi jednotlivymi etniky — potfebuji znat genom dané populace

— Problém napf. u Indiand, ostrovnich naroda v Pacifiku, Pygmeju

Neberou v potaz interakci gen-prostredi
Potfeba pracovat s velkym tymem, s riznou

specializaci
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Co rikaji konkrétni studie?

— Prvni GWAS zkoumajici kazivost zubu u déti
— 1305 deti ve veku 3-12 let

— Genotypizovano 580 000 SNPs, pomoci imputace dohromady 1,4 M SNPs

_ Z&dné signifikantni SNP nenalezeny

ONE DOES NOT smp*m‘

~

o 173

-

o T
MA GWAS

> J Dent Res. 2011 Dec;90(12):1457-62. doi: 10.1177/0022034511422910. Epub 2011 Sep 21.

Genome-wide association scan for childhood caries
implicates novel genes

JR Shaffer 1, Wang, E Feingold, M Lee, F Begum, D E Weeks, KT Cuenco, M M Barmada,

S K Wendell, D R Crosslin, C C Laurie, K F Doheny, E W Pugh, Q Zhang, B Feenstra, F Geller, H A Boyd,
H Zhang, M Melbye, J C Murray, R J Weyant, R Crout, D W McNeil, 5 M Levy, R L Slayton, M C Willing,

B Broffitt, A R Vieira, M L Marazita

Affiliations + expand
PMID: 21940522 PMCID: PMC3215757 DOl 10.1177/0022034511422910
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-log10(Observed value)

-log10(Observed value)

-log10(Observed value)
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Shaffer et al.
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_ Zadné signifikantni SNP nenalezeny
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Shaffer et al.

— 920 participantu ve véku 18-75 let
— 520 000 SNPs

— Pacienti rozdeleni podle DMFS (decay-missing-filled surface index)

> J Dent Res. 2013 Jam;92(1):38-44. doi: 10.1177/0022034512463579. Epub 2012 Oct 11.

GWAS of dental caries patterns in the permanent
dentition

J R Shaffer 1, E Feingold, X Wang, M Lee, K Tcuenco, D E Weeks, R ] Weyant, R Crout, D W McNeil,
M L Marazita

Affiliations + expand
PMID: 23064961 PMCID: PMC352144% DOl 10.1177/0022034512463579
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— Celkem 2 signifikantni lokusy

— AJAP1 — podili se na vyvoji zubl spole¢né s MMP
— LYZL2 - lysozyme-like gene, bakteriolyticky faktor S

— DalSich 31 ,podezrfelych® lokusu

1 2 3 “ 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 17 19 21 23
Chromosome

Figure. Manhattan plots showing GWAS results for (A) DMFS2, (B) DMFS3, (C) DMFS5, (D
DMFS5,., and (E) DMFS5__ .. Solid lines represent thresholds for genome-wide significance
(p value < 1073"). Dotted lines represent thresholds for suggestive significance (p value < 10%)
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Zeng et al.

— Dva soubory 1006 déti ve véku 3-12 (SM) a 979 déti ve véku 4-14 (PF)

— Autofi rozdélili DMFS na dva fenotypy — s hladkym povrchem zub( a zuby s fisuramy

— Genotypizovano 530 000 SNPs, s imputaci 1 200 000 SNPs

> Caries Res. 2014;48(4):330-8. doi: 10.1159/000356299.

Genome-wide association study of primary dentition
pit—and-fissure and smooth surface caries

Z Zeng, E Feingold, X Wang, D E Weeks, M Lee, D T Cuenco, B Broffitt, R J Weyant, R Crout,

D W McNeil, S M Levy, M L Marazita, J R Shaffer

PMID: 24556642 PMCID: PMC4043868 DOI: 10.1159/000356295
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— U PF skupiny byl asociovan
gen KPNA4

— U SM skupiny nebyla nalezena
zadna asociace

— DalSich 5 podezrelych lokusu

22

—log1o (p value)

—logio (p value)

PF surface Manhattan plot
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SM surface Manhattan plot
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Shungin et al.

— Vyuziti dvou biobank — UKB a GLIDE (Gene-lifestyle interactions in dental endpoints)
— Dohromady pres 500 000 pacientu

— Genotypyzovano cca 500 000 SNP + imputace (dohromady cca 8,9M SNPSs)

— Celkem asociovano 47 novych variant

Article | Open Access | Published: 24 June 2019

Genome-wide analysis of dental caries and
periodontitis combining clinical and self-reported

data

Dmitry Shungin, Simon Haworth &3, [...] Ingegerd Johansson

Nature Communications 10, Article number: 2773 (2019) | Cite this article

7904 Accesses | 30 Citations | 129 Altmetric | Metrics
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Genetické/polygenni rizikové skore (GRS/PRS)

— Cislo, které vyjadfuje riziko sledovaného fenotypu

@ Geneticrisk @ Ape @ Erwironment, Lifestyle, Diseases

—Vazené a nevazené GRS —

I'.!'._E'II I',ﬁ%i;n'l I',I :gl.' '.IEI- ‘ Disease

SNP 1 SNP 2 ’HI w

Petemal AACTGGACTT|G|AAGCATCTACGTT| AITCCATGAAG e *
Va3l AACTGGACTT|G|AAGCATCTACGTT| C|TCCATGAAG
G51% A 90%
Frequency in population:
T 49% (minor allele) C 10% (minor allele)
MUN I
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Genetické/polygenni rizikoveé skore
(GRS/PRS)
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Morelli et al.

— Vzali 40 nejsilngji asociovanych SNP z GWASuU a sestavili nevazené GRS

— Teoretické hodnoty 0-80, pramér byl 37,1 + 3,9; rozmezi 24 — 52
— Evropsko-americka populace

Review  » Periodontol 2000. 2020 Feb;82(1):143-156. doi: 10.1111/prd.12320.

Genomics of periodontal disease and tooth morbidity

1 34

. . — 2 . . .
Thiago Morelli ', Cary S Agler =, Kimon Divaris

Affiliations + expand
PMID: 31850632 PMCID: PMC6972532 DOL: 10.1111/prd.12320
Free PMC article
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percent

predicted probability of severe CP
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decile of GRS-40 score

B Healthy/Mild
I Voderate CP | Severe CP

= =
m e




28

Morelli et al.

— Sami autofi uvadéji tfi duvody, pro€ toto skore je tfeba i dale upravit

— SNP pouzité v této studii byli asociované pouze na jedné kohorté pacientll — nemusi tedy platit pro vSechna
etnika, na jiné kohorté. Pro zavedeni do praxe je potfeba nejprve zvalidovat a zreplikovat vysledky.

— Participanti jen v stfednim véku, s Evropsko-Americkymi predky

— Dalsi faktory, jiné nez genetické, se ucastni na rozvoji nemoci v dutiné ustni (navyky, socioekonomicky status,
pristup k zubni péci,...)

— Snaha vytvorit univerzalni GRS, které by bylo schopno urcit jedince s vetsi
predispozici pro danou nemoc. Tito jedinci by byli pod Castejsi kontrolou

sveho Iékare, mohou upravit navyky,...
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A\ 4

Zaver

— Shrnuti pred GWASove ery

— Co to jsou GWAS, jake jsou jejich vyhody a nevyhody
— Shrnuti recentnich GWAS studii

— Vyuziti informaci z GWAS pro tvorbu GRS
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Doporucena literatura

SIDDHARTHA MUKHERJEE A —— Pribehy vedy: rakovina
VLADKYNE Pribehy vedy: gen
VSECH ; Bi0O002
N EMOC' nttps://www.ceskatelevize.cz/

Pribéh rakoviny porady/10441294653-hyde-

‘ nark-
civilizace/220411058090919/

=

30

=
m &



