Wzorce réznic DNA w calym genomie trzech populacji ludzkich
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Pojedyncze réznice w sekwencjach DN A sg genetyczng podstawg ludzkiej ré6znorodnosci. Scharak-
teryzowaliSmy pelnogenomowe wzorce typowych réznic w ludzkim DNA przez genotypowanie 1586383
jedno-nukleotydowych polimorfizméw (single-nucleotide polymorphism - SNP) u 71 amerykanéw o po-
chodzeniu europejskim, afrykanskim i azjatyckim. Nasze wyniki wskazujg ze wéréd zebranych SNP naj-
bardziej typowe wariacje genomu wynikaja z braku ré6wnowagi powigzan (ang. linkage disequilibrium),
tj. korelacji miedzy typowymi allelami SNP. Obserwujemy silng korelacje pomiedzy rozszerzonymi
regionami nie réwnowazno$ci powigzan a funkcjonalnymi elementami genomu. Dzieki opracowanym
danym stworzyliSmy narzedzie, ktore pozwoli odpowiedzie¢ na powstajace pytania, zwigzane ze zna-
czeniem przypadkowo$ci réznic w ludzkim DINA na tle zlozonych cech ludzkich, jak i bada¢ nature
réznorodnosci genetycznej w populacjach, jak i miedzy nimi.

Polimorfizmy jedno-nukleotydowe (SNP) sa najczestszym rodzajem réznorodnosci DNA ludzkiego genomu. Szacuje
sie, ze u calej populacji ludzkiej (1) istnieje ok 7 milionéw typowych SNP o malych czestotliwodciach alleli (minor
allele frequency - MAF) wigkszych od 5%. Najbardziej typowe SNP znajduja sie w wiekszosci gléwnych populacji,
aczkolwiek czestotliwoscei ktérychkolwiek alleli moga sie rézni¢ w zaleznosci od populacji (2). Pozostaje 4 miliony
innych SNP o MAF pomiedzy 1 a 5%. Ponadto, jest jeszcze niezliczona ilo$é bardzo rzadkich réznic pojedynczych
zasad, ktére wystepuja zazwyczaj tylko u jednego osobnika.

Zwiazek miedzy wariacjami DNA a ludzkimi réznicami fenotypicznymi (jak wzrost, kolor oczu, odpornosé) jest
trudny do znalezienia. Chociaz istnieja badania wskazujace ze zaréwno typowe SNP jak i rzadkie réznice wspottworza
znana réznorodnosé zlozonych cech ludzkich (3, 4), to stosunek typowych do rzadkich réznic pozostaje nie zbadany.
Struktura réznorodnoéci genotypéw miedzy populacjami i ich powiazanie z réznorodnoécia fenotypiczna jest nie jasne.
Podobnie, wplyw na cechy ludzkie wariacji DNA, ktére przyczyniaja sie do modyfikacji struktury bialek poprzez
zamiane aminokwaséw, kontra wariantéw modyfikujacych wzorce ekspresji genéw bez zmiany na strukture bialek,
pozostaje nie znane. W pewnych przypadkach, zagadnienia te byly badane dla malych przedzialéow, lecz analizy
pelnego genomu nie byly mozliwe.

Badania powiazan calego genomu, majace na celu zidentyfikowanie alleli wplywajacych na ztozone cechy na potrze-
by medycyny sa obecnie prowadzone na podzbiorach najczestszych SNP, a wiec opieraja sie na zalozeniu ze chore allele
powinny by¢é skorelowane z nimi. Chociaz badania wykazaly ze zmiany wystepujace w bliskim sasiedztwie (fizycznie)
sa czesto mocno powiazane, to struktura tych powiazan, lub nie réwnowaznosci powiazan (linkage disequilibrium -
LD) jest zlozona i rézni si¢ w zaleznosci od obszaru genomu, oraz typu populacji (5, 6). Do badania zalezno$ci, nie-
zbedny jest wybdr podzbioru najbardziej informatywnych SNP, by zapewni¢ silna podstawe do oszacowania znaczenia
przypadkowosci réznic DNA dla ztozonych cech ludzkich. Mimo ze duza czesé wszystkich typowych ludzkich SNP jest
dostepna w publicznych bazach danych, to brak informacji na temat czestotliwosci ich alleli oraz struktury zaleznosci
wérod, oraz pomiedzy populacjami ludzkimi spowodowaly, ze wyboér optymalnego podzbioru byt trudny.

Przebadalisémy czestotliwosci alleli SNP oraz wzorce LD 1586383 SNP réwnomiernie roztozonych w ludzkim genomie
u niezaleznych osobnikéw, amerykanéw o pochodzeniu europejskim, afrykanskim i azjatyckim. Naszym gtéwnym celem
bylo stworzenie zrédta do dalszych badan nad struktura ludzkiej réznorodnoéci genetycznej oraz jej zwiazku z réoznicami
fenotypicznymi.

Gesta mapa SNP. By scharakteryzowa¢ panel markeréw informatywnych w skali badan calego genomu, wy-
braliémy tacznie 2384494 SNP typowe dla jednostek o réznym pochodzeniu (7). Zidentyfikowalidmy wiekszos$¢(69%)
SNP poprzez array-based resequencing 24 probek DNA ludzi o réznym pochodzeniu (5). Te SNP zostaly dodane do
SNP wybranych z publicznych baz danych aby osiagnaé¢ bardziej réwnomierny rozklad w genomie czlowieka. Dalsze
informacje dot. doboru SNP zostaly umieszczone w materialach dostepnych online (7). OpracowaliSmy 49 macierzy
oligonukleotydowych wysokiej rozdzielczosci do genotypowania wybranych SNP (81 9) oraz okolo 300000 par primeréw



do reakcji polimerazy (PCR), pokrywajacych wybrane SNP ze $rednia o$miu SNP na pojedynczy region amplifika-
cji PCR. Amplikony (amplicons) mialy $rednia dtugo$é 9kb i pokrywaly 92% dostepnego genomu czlowieka. Srednio
6250 amplikonéw pochodzacych od jednej jednostki zostato pobranych a nastepnie zchybrydyzowanych do pojedynczej
macierzy oligonukleotydowej, tworzac genotypy dla ok 48000 SNP.

Okreslilismy genotyp 71 niezaleznych osobnikéow z trzech populacji: 24 amerykanéw europejskiego pochodzenia,
23 afrykanskiego i 24 chinskiego (Han Chinese) z okolic Los Angeles. Te 71 0s6b nie bylo powiazane z poprzednimi,
wykorzystanymi do wyznaczenia SNP. Préobki DNA zostaly wybrane z Coriell Cell Repositories’Human Variation
Collection, korzystajac takze z szacunkow populacji probek. Uwzgledniliémy polityke Coriell dotyczaca badan DNA
na podstawie probek z nie anonimowych populacji.

Kazde SNP zostato ocenione wg. zestawu metryk, zbiezne z jakoScia genotypu na naszej platformie i dane dla mato
odpowiadajacych SNP zostaly na tym etapie odrzucone. Metryki te zawieraly ocene odwolan, liczbe klastrow genotypu,
uwzglednialy istnienie prawie dokladnie odpowiadajacych sekwencji SNP w innych miejscach genomu, obecnos¢ innych
znanych SNP w najblizszych sekwencjach, oraz zgodno$¢ z réwnowaznikiem Hardy Weinberga. Testy z rownowaznikiem
Hardy Weinberga pozwalaja bardzo skutecznie identyfikowaé pewne typy artefaktéw (10), aczkolwiek, poniewaz testy
te wykorzystano do kontroli jakoSci, zebrane dane dot. genoméw nie nadaja sie do badania biologicznie interesujacych
prawdziwych odchylen od réwnowaznika Hardy Weinberga. Dalsze informacje na temat kontroli jakosci genotypow
znajduja sie w materiatach online (7).

Podzbiér 1586383 SNP zostal z powodzeniem przebadany wg. wymienionych kryteriéw jakosci, tak ze kazde dwie
allele odnaleziono co najmniej raz wsréd 71 oséb. Lacznie, ponad 112 miliondéw pojedynczych genomoéw zostato zwery-
fikowane pod katem tych SNP. Dla 64% nie byto brakujacych genotypéw, z czego 94% mialo mniej niz 5% brakujacych
danych. Szczegdly analiz SNP zostaly umieszczone w bazie danych SNP National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI) (sbSNP, build 123, numer dostepowy $s23145044 do $s24731426). Genotypy 156757 SNP dla dziewieciu
europejczykow, ktore byly czescia tego projektu zostaly wezesniej okreslone przez International HapMap Project, ko-
rzystajac z réznych narzedzi genotypowania (11). Nasze dane 1,6 miliona genotypéw sa w 99,54% sa zgodne z tymi
z projektu HapMap. Rozklad niezgodnych genotypéw jest malo przypadkowy, jedynie 0,3% SNP odpowiada za 50%
niezgodnoéci, a szacujemy ze 90% SNP z pelnych danych nie ma w ogdle blednych genotypdéw. Szczegblnie analizy ha-
plotypu zyskaja na takim rozkladzie bledéw, poniewaz do wlasciwego wnioskowania wymagaja one wlasdnie spdjnosci
genotypu w ramach duzych grup sasiadujacych markeréw.

Rozklad 1.6 miliona wysokiej jakosci genotypéw SNP (tabela S1) jest zblizony do omawianej wczedniej mapy li-
czacej 1.42 miliona SNP. Ponad 95% genomu jest w przedzialach inter-SNP krétszych niz 50kb, a ponad dwie trzecie
pokrywaja przedzialy inter-SNP do 10kb (tabela S2). Srednia odleglo$é miedzy sasiednimi SNP to 1871 par zasad.
Mimo ze powtarzajacych sie elementéow nie jest wiele, w naszym zbiorze znalazlo si¢ 269611 SNP w obszarach powta-
rzajacych sie, gdzie sekwencje skrajne mogly byé unikalnie zmapowane. Dla 735094 SNP (46%) w rejonéw kodujacych
geny, przyjmujemy ze naleza do 10kb transkrybowanych przedzialéw nalezacych do 22904 genéw kodujacych biatka,
wg. 3 wydania komentarzy NCBI (build 34). Co najmniej 1 SNP wystepuje w 78% wszystkich transkrypcji. Biorac
pod uwage takze 10kb regiony upstream i downstream, 93% genéw kodujacych biatka zawiera co najmniej jedno SNP.
Lacznie 20165 SNP (1.3%) wystepuje w sekwencjach kodujacych aminokwasy a 9370 z nich nie jest réwnowazne, a wiec
prowadzi do zmian aminokwaséw (tabela S3). Mimo ze nasz dobér SNP nie jest catkowicie przypadkowy, to podzbiér
ten ma calkiem réwnomierny rozktad w calym genomie ludzkim, z uwzglednieniem wspomnianych genéw kodujacych
bialtka, jak i biorac pod uwage fizyczne odleglosci.

Typowe SNP w trzech populacjach. Tabela 1 przedstawia efekty proby wyznaczenia zbioru typowych SNP,
ktére maja znaczenie nie zaleznie od pochodzenia osobnika. Wigkszos¢ z 1586383 SNP o genotypach wysokiej jakosci
ma charakter polimorficzny w kazdej z trzech prébnych populacji tego badania. Dziewigédziesiat cztery procent (tj.
1483594 SNP) ma po dwie allele w prébie o pochodzeniu afrykanskim, 81% (1286277 SNP) w prébie o pochodzeniu
europejskim oraz 74% (1168029 SNP) w azjatyckim. W kazdej populacji, wiekszo$é¢ segregujacych SNP ma MAF po-
nad 10%, w przedziale miedzy 68% dla préby afrykanskiej a 57% dla azjatyckiej. Tylko 263029 z 1586383 SNP (17%)
ma MAF ponizej 10% w badanych prébach. Rozklady MAF préb trzech populacji sg bardzo podobne, szczegdlnie
miedzy europejczykami i Azjatami, oraz z uwzglednieniem troche wyzszej czestotliwosci wystepowania rzadszych alleli
z populacja afrykanska (S1). Zgodnie z poprzednimi badaniami (2, 13), najwieksza réznorodnos$é genetyczng zaobser-
wowaliSmy u osobnikéw o pochodzeniu afrykanskim. Nasze zalozenia dotyczace SNP nie pozwalaja stawiaé¢ bardziej
zlozonych wnioskéw z uwagi na charakter rozkladu czestotliwosci alleli SNP w réznych populacjach.

Mimo ze male rozmiary prob wykluczaja jakiekolwiek twierdzenia dotyczace calkowitego braku pewnych alleli
w populacji, zaobserwowaliSmy ze 291012 SNP (18%) wystepowalo tylko w jednej z populacji (“prywatne SNP”).
Wigkszosé z tych prywatnych SNP (75%) wystepowalo w prébie o pochodzeniu afrykanskim, aczkolwiek w kazdej z
préb jakie$ wystapily (tabela 1). Mimo ze prywatne SNP maja na ogdl nizsze MAF od pozostalych, to w naszym
zbiorze znaczaca grupa ma typowe: 106404 (czyli 37%) ma M AF > 0.10.

By skwantyfikowaé réznice genetyczne wsréd oraz pomiedzy populacjami, dla kazdego SNP wyliczyliSmy Fsr w



kazdej parze populacji, jak 1 warto$¢ taczona dla wszystkich trzech populacji (14) Fsp wyznacza réznice genetyczna
pomiedzy populacjami jako ulamek calkowitej réznicy genetycznej (fraction of the total genetic variance). Ponie-
waz afro-amerykanie stanowia dosy¢ zmieszang populacja, z silnymi wplywami (admixture) genéw europejskich (15),
szacunki Fgr w poréwnaniach z ta grupa beda bardziej zmienne, jednak ogélnie powinny odpowiadaé nieznacznie
zanizonemu wynikowi dla préby rdzennych Afrykanéw. Rozklady Fsr dla par Afrykanéw i europejczykdéw, oraz euro-
pejczykéw i azjatéw sg bardzo zblizone (S2). Wnioski te sa zgodne z dotychczasowymi badaniami (16, 1), wykazujacymi
ze wiekszosé typowych wariacji DNA jest wspoldzielona przez wszystkie populacje, a jedynie czestotliwoéci alleli sie
réznig.

Markery z duza wariancja miedzy populacjami sa szczegdlnie przydatne przy mapowaniu wplywéw genetycznych
miedzy populacjami, powodujacych réznice fenotypiczne (18). Mapowanie wplywéw dostarcza informacji o korelacji
stosunkowo dlugich obszaréw w populacjach ktore ostatnio ulegalty mieszaniu sig, dzigki czemu mozna zidentyfikowaé
réznice i genetyczne przyczyny tych réznic, w stosunku do rodowitych populacji. Jest to uwarunkowane dryfowaniem
genéw (genetic drift), lub lokalna naturalng selekcja. Technika ta wymaga doboru ograniczonej liczby markeréw iden-
tyfikujacych informacje rasowe (“ancestry-informative markers”). Wskazanie przez nas duzej liczby takich markeréw
likwiduje jedna z gtéwnych barier przed stosowaniem tej obiecujacej ale jeszcze mocno nie przetestowanej metody.

Ewidencja doboru naturalnego miedzy populacjami. Wykazuje si¢, ze dobdr naturalny znieksztalca ob-
serwowany rozklad Fsr miedzy genomami ludzkimi i duze wartosci Fsr moga wskazywaé kandydatéow szczegdlnie
ulegajacych lokalnemu doborowi (13, 19). Jezeli to jest prawda, wéwczas duze wartosci Fg powinny byé obserwowane
w poblizu obszaréw genetycznych o duzym znaczeniu funkcjonalnym. Przyjrzeliémy sie rozkladowi Fsr zar6éwno dla
genowych i nie genowych SNP, kodujacych i nie kodujacych, oraz rownowaznych i nie réwnowaznych. Przeprowa-
dziliémy analize w podzbiorach SNP pogrupowanych wg. MAF, co pozwolito skutecznie zaobserwowaé czesci réznic
miedzy populacjami o SNP o takiej samej tacznej wariacji genetycznej (S3). Typowe SNP w obszarach genowych maja
nieco wyzsze wartosci Fgp w poréwnaniu do obszaréw nie genowych o tym samym MAF (analiza wariancji (ANOVA),
P = 1.8 x 107%), oraz typowe kodujace regiony maja nieco wyzsze Fsr od nie kodujacych SNP (ANOVA, 1.1 x 107%).
Nie zauwazyliSmy istotnej réznicy Fgr pomiedzy réwnowaznymi i nie réwnowaznymi SNP, ale nasz poziom istotno-
Sci byl stosunkowo ograniczony przez mata licznos¢ proby oraz spodziewane korelacje miedzy SNP w tych samych
transkrypcjach. Wyniki te sa zgodne z wplywem doboru lokalnego na zmiane rozktadu Fsr w okolicach obszaréw
funkcyjnych. Aczkolwiek, poniewaz rozklady Fsr w obszarach genowych i nie genowych SNP, sa bardzo zblizone, duze
wartosci Fsr jako jedyne, wydaja sie by¢ stabym dowodem doboru.

Podobna analize wykonaliémy takze by sprawdzié, czy jest powiazanie miedzy prywatnymi SNP a elementami
funkcyjnymi. Grupujac wg. MAF, nie zauwazyliémy réznic frekwencji prywatnego SNP, miedzy kodujacymi i nie
kodujacymi SNP (S4). To oznacza, ze SNP odpowiedzialne za wystepowanie doboru lokalnego w analizie Fsr na
0g6l sa prywatne i segreguja rézne populacje. Chociaz znane sg przypadki powiazan alleli SNP typowych dla danej
populacji z réznicami fenotypicznymi (20-22), nasze wyniki kaza raczej przypuszczaé, ze wiekszo$é funkcjonalnych
réznic genetycznych nie jest typowa dla poszczegdlnych populacji.

Struktura korelacji typowych SNP. Warianty DNA bezposrednio sasiadujace ze soba w chromosomie na
0go6l sa powiazane. Powiazania te znane sa jako nie réwnowazno$é powiazan (linkage disequilibrium - LD). LD jest
skutkiem zlozenia proceséw, jak mutacje, dobér naturalny, dryf genetyczny. Poczatkowo moze obejmowaé na bardzo
dlugie obszary genomu, jednak stale ulega rozpadowi wskutek rekombinacji. Obserwowana struktura LD w dowolnym
przedziale genomu zalezy wiec od historii wzajemnych oddzialywan demograficznych, zdarzen losowych oraz stalych
zaleznosci funkeyjnych. Istnieje kilka miar, wyznaczajacych LD pomiedzy parami SNP; my uzylismy r2, tj. kwadrat
korelacji wspélczynnika dla tablicy 2 na 2 frekwencji haplotypéw (23).

Do zidentyfikowania koszy typowych SNP o bardzo silnym LD, takich ze kazdy kosz ma jeden “tag SNP” z 12 o
wartogci co najmniej 0.8, oraz wigkszej od r? kazdego innego SNP z tego kosza (24) uzyliémy modyfikacji poprzednio
opisanego algorytmu. Ten algorytm “zachtanny” kolejno wyznacza najwieksze mozliwe podzbiory o takich wlasnosciach
z listy dostepnych SNP, nastepnie usuwajac wykorzystane SNP z listy w nastepnej iteracji. Analizujac zredukowany
zbidr tagéw SNP, koszt genotypowania w badaniu powiazan moze by¢ znaczaco zmniejszony, nie tracac przy tym moz-
liwosci odkrycia nietypowych powigzan w pelnym zbiorze SNP. W przeciwienstwie do blokéw haplotypéw, bedacych
grupami ciagéw SNP, poszczegdlne SNP tworzace kosz moga by¢ kojarzone z SNP nalezacymi do innych koszy.

Tabela 2 podsumowuje charakterystyke koszy na przestrzeni genomu, wylaczajac chromosom Y, dla kazdej z
trzech préb populacji. Skupiliémy sie na analizie typowych SNP z M AF > 10%, poniewaz szacunki LD dla wariantéw
o mniejszym MAF nie maja znaczenia w przypadku malego rozmiaru préby (23). Mimo ze wigkszo$é koszy LD zawierala
tylko jedno SNP, byly one niewielka czeScia wszystkich SNP; z ktorych wiekszos¢ jest silnie powiazana z wieloma innymi
SNP. W danych europejczykéw, 52.2% z 293.677 koszy zawierato 1 SNP, chociaz stanowily one jedynie 15.5% z 991185
typowych SNP. Znaczaca czeé¢ wszystkich SNP nadawala sie na tagi dzieki duzym wartoéciom r2 z kazdym innym
elementem kosza, co oznacza ze kosze byly silnie ze sobg powiazane. Dla préby afrykanskiej, powstalo zdecydowanie
mniej koszy o duzej liczbie SNP (wykres 1). Nalezy jednak pamietaé¢ ze badana struktura LD, opiera si¢ jedynie na



25% wszystkich typowych SNP w genomie. Chociaz rozmiary dluzszych przedzialéw LD powinny by¢ stosunkowo silne
do naszego niepelnego stwierdzenia, proporcje wszystkich typowych SNP w wysokim LD do pozostalych SNP moga
by¢ znacznie zanizone na podstawie naszych danych.

LD i elementy funkcyjne. ZaobserwowaliSmy silne powiazanie miedzy rozszerzonymi przedzialami LD a funk-
cyjnymi cechami genomu (tabela 3). W duzych koszach wiekszo$¢ stanowily genowe SNP (test trendu, P ~ 0), a w
regionach genowych, kodujace SNP byly znaczaco czestsze od nie kodujacych (test trendu, P = 1.9x 10726). W duzych
koszach bylo takze wiecej nie réwnowaznych SNP (test trendu, P = 5.3 x 10~%). Wynik ten jest zgodny z hipoteza
o powiazaniach miedzy doborem a pewnymi obszarami rozszerzonego LD (25, 26) oraz przypuszczeniami ze niektére
regiony genowe rozszerzonego LD moga odgrywac znaczaca role determinujaca podstawy réznic fenotypicznych miedzy
ludZmi.

Zidentyfikowalismy pie¢ koszy liczacych ponad 200 SNP kazdy, oraz 17 przedzialéw genowych zawierajacych kosze,
rozciagnietych na ponad 1000kb w jednej lub kilku populacjach (tabele S4 i S5). Niektére z tych duzych koszy pokry-
waly podobnie duze geny. Kosz o najwiekszej liczbie SNP byl w chromosomie 17 mapy europejskiej i mial nietypowy
wzér wariacji, z dwoma wcze$niej notowanymi haplotypami rozciagnietymi na 518 SNP i pokrywajacymi dtugo$é¢ 800kb
(27). Rzadszy haplotyp wystepowal u 25% czlonkéw préby europejskiej i u 9% préby afrykanskiej, a byl nie obecny
u azjatyckiej. Ten kosz zawiera gen dla biatka tau powiazanego z mikrotubulami, ktérego mutacje powoduja wiele
choréb neurologicznych; gen kodujacy protease, podobna do presenilins, ktérego mutacje powoduja chorobe Alzheime-
ra; oraz gen receptora hormonu wydzielajacego kortykotropine (corticotropin), ktéry posredniczy w imunologicznym,
endokrynologicznych, autonomicznych i zachowawczych reakcjach na stres (przypisy 27-29).

Globalne wzorce LD. Rozklad SNP i LD na przestrzeni calego ludzkiego genomu przedstawia rysunek 2, w
doktadniejszej postaci dostepny online. Goérna $ciezka przedstawia stosunkowa jednorodno$é pokrycia analizowanymi
SNP, niezaleznie od przedzialéw centrometrycznych i telemetrycznych heterochromatyn. Srodkowa $ciezka przedsta-
wia cze$é¢ typowych SNP, w wysokim LD z co najmniej jednym innym SNP. W wiekszo$ci regionéw, zauwazyliSmy
duza nadmiarowos¢ u préby europejskiej i azjatyckiej, oraz nieznacznie mniejsza u préby afrykanskiej. Dolna $ciezka
przedstawia cze$¢ typowych SNP, ktére trafity do stosunkowo duzych koszy LD w poszczegolnych populacjach. Sciezka
ta ma wyrazna strukture w skali milionéw par zasad. Ogodlnie, wszystkie trzy populacje sa zblizone, jednak wystepuja
takze przedzialy o znaczacych rozbieznosciach.

Przeprowadzona analiza calego genomu odstania fakt, ze duze struktury LD sa skorelowane z duzymi réznicami
rekombinacyjnymi, co jest zgodne z dotychczasowymi odkryciami dotyczacymi pojedynczych chromosoméw (30). W
szczegdlnosci, regiony o bardzo silnym LD sa w wiekszosci skupione w regionach o niskiej rekombinacji (wykres S5). To
powiazanie duzych struktur LD ze stopniem rekombinacji oraz odkrycie ze regiony rozszerzonego LD zawieraja slady
doboru, dostarcza silnych dowodéw na rzecz hipotezy ze struktury LD ludzkiego genomu spetniaja istotne funkcje i
nie sa prostym wynikiem losowych dryftéw genetycznych czy proceséw demograficznych.

Podzbiory SNP z wiekszoscig typowych wariacji. Jako Ze tylko cze$¢ typowych SNP w ludzkiej populacji
zostala do dzi$ scharakteryzowana, badanie powiazan oparte na znanych podzbiorach SNP polega na zalozeniu ze nie
odkryte, powiazane z chorobami warianty beda w skorelowane z allelami analizowanych SNP. Statystycznie szansa
na znalezienie nie analizowanej, chorobowej alleli nie bezposrednio skorelowanej z allelami analizowanych SNP jest
uzalezniona od r2. Dokladniej, szansa na znalezienie nie bezpoéredniego powigzania wéréd N osobnikéw is réwnowazna
szansie wykrycia jej bezposrednio wéréd Nr? osobnikéw (31). Faktyczna szansa na znalezienie pewnego przypadkowego
wariantu zalezy od rodzaju akcji tego wariantu, penetracji, oraz szczegéléw samych badan. Tak wiec 72 moze byé
odpowiedzia tylko na prostsze pytanie, jaki jest koszt wynikajacy z rozmiaru préby, w poprawnie przeprowadzonych
badaniach, dotyczacych nie bezposrednio analizowanych przypadkowych wariantow.

By okresli¢ szanse znalezienia nie poznanego, wariantu chorobotworczego przy dotychczasowym zbiorze SNP, wzie-
liSmy takze pod uwage fakt, ze genomy jednostek o pochodzeniu europejskim oraz afrykanskim z naszych préb byly
sekwencjonowane takze w ramach SeattleSNPs Program for Genomic Applications (PGA) (32). Dla tych osobnikéw,
wyniki dostarczaja kompletnych danych nt. réznic genetycznych w sekwencjonowanych regionach, co pozwala szaco-
waé odsetek wszystkich wariacji zawartych w naszym zbiorze SNP. Co wiecej, dane te pozwalaja okresli¢ pokrycie
sekwencjonowanymi SNP w miejscach, ktore bezposrednio nie podlegaly analizie.

Przebadalidmy dane dla 16601 wariantéw sekwencji rozpoznanych w 152 genach, z czego 2465 nalezalo do naszego
zbioru SNP. Ta zbiezno$é¢ naszych danych genotypéw oraz danych PGA dla wymienionych 2465 SNP wynosi 99.2%.
Nasz zbiér SNP zawieral ~ 24% wszystkich SNP z MAF > 10% dla tych 152 genéw w prébie afrykanskiej i euro-
pejskiej. SNP o niskim MAF wystepowaly stosunkowo rzadko w poréwnaniu z danymi PGA, poniewaz nasze SNP
poszukiwano w sekwencjach z mniejszej liczby niepowtarzalnych chromosomow. Te raczej rzadkie warianty zaliczaja
sie do stosunkowo malych grup w réznorodnosci nukleotydéw. W danych PGA, dla europejczykéw, 45% SNP ma
MAF < 10%, ale zalicza si¢ do jedynie 15% réznic nukleotydéw, dla proby afrykanskiej, 58% SNP ma MAF < 10% a
przypadaja na 23% réznorodnoéci nukleotyddw.

Tabela 4 ilustruje érednie 72 oraz odsetek wartosci 72, przekraczajacych progi, dla SNP PGA z najbardziej sko-



relowanym SNP w tym samym regionie, ktéry zostal dodany do naszego zbioru SNP. Wyniki te wskazuja ze nawet
przy dosyé wymagajacym zalozeniu wspétczynnika r2 > 0.8, nasz zbiér SNP zapewnia ~ 73% typowych wariacji w
prébie europejskiej, oraz = 54% w proébie afrykanskiej. Wartosci te sg zblizone do przewidywanych wezedniej, o ile 2,7
miliona SNP z publicznych baz danych zostaloby poddane analizie genotypu (przypis 17). Ta analiza pozwala okresli¢
bardzo ostrozne dolne ograniczenie na pokrycie, poniewaz traktuje SNP ponizej wspétezynnika r? = 0.8 jako calkowicie
nie poznane i nie nagradza pokrycia przekraczajacego ten wspolczynnik. Zaktadajac mniej wymagajace zatozenie, ze
r2 > 0.5, pokrycie zwiekszyloby sie do 86% w prébie europejskiej i do 71% w prébie afrykanskiej. Skosnoéé rozktadu 2
dla duzych wartosci jest widoczna w wartosciach érednich 0.84 proby europejskiej i 0.72 préby afrykanskiej. Wartosci
te sprawiaja szczegdlne wrazenie, gdy pamietaé, ze nie badalisémy 75% wszystkich SNP w tych przedzialach.

Wybér jednego znacznika SNP z kazdego kosza LD dla prob trzech populacji dostarczyl 296313 sposéréd 991398 SNP
segregowanych w préobie europejskiej (30%), 256766 z 909824 w prébie azjatyckiej (28%), oraz 540533 sposréd 1083638
w prébie afrykanskiej (50%). Gdy tagi SNP z préby europejskiej i afrykanskiej zostaly wykorzystane do oszacowania
typowej wariacji w danych PGA, dla MAF > 10%, liczba wszystkich pewnych typowych wariacji zmniejszyla sie
bardzo nieznacznie, w poréwnaniu do wyznaczenia, gdy uzyto pelne zbiory typowych SNP (tabela 4). Numery tych
tagéw SNP sa mniejsze niz do tej pory przypuszczano, przy podobnych strategiach wyboru (24), chociaz nie udalo nam
sie osiagna¢ 100% pokrycia, jak w tamtej pracy. Chociaz wybieranie podzbioréw SNP opierajac si¢ na powigzaniach
koszy redukuje koszt genotypowania w przypadku ogdélnych badan pelnego genomu we wszystkich populacjach, dane
wskazuja ze nawet podejmujac prébe wyznaczenia takich tagéw SNP, wyczerpujace badanie powiazan w calym genomie
wymaga u kazdego przypadku genotypowania setek tysiecy SNP.

Struktura blokowa haplotypéw. Mapy LD oraz mapy haplotypow przedstawiaja rozne aspekty lokalnej struk-
tury wariacji genetycznych. Genetyczna architektura pewnego fenotypu okresli, ktora reprezentacja jest najbardziej
przydatna do identyfikacji wariantéw funkcjonalnych (33). Réwnolegle z testami LD, uzyliémy programu HAP (34),
by wyznaczy¢ haplotypy z diploidu naszych danych genotypowych. Te zrekonstruowane haplotypy podzieliliémy na
bloki o ograniczonej réznorodnoéci, osobno dla kazdej populacji. Te bloki zostaly zdefiniowane jako zbiory SNP, dla
ktérych co najmniej 80% wyznaczonych haplotypéw mogloby zostaé zgrupowane w typowe wzorce wystepujace w co
najmniej 5%.

Tabela 5 podsumowuje strukture trzes wynikowych map haplotypow dla calego genomu, nie liczac chromosomu Y.
Statystyki mapy haplotypu na przestrzeni wszystkich trzech populacji przedstawiaja sie calkiem podobnie do map LD,
przy czym zdecydowanie wiecej blokéw pochodzi z mapy proby afrykanskiej, niz z europejskiej czy azjatyckiej. Liczby
SNP potrzebnych do reprezentowania typowych wzorcow haplotypéw byty zblizone do liczb tagéw SNP zidentyfiko-
wanych w mapach LD. Spora cze$¢ koszy LD o dwéch lub wiecej SNP przecinata granice blokéw haplotypu, wahajac
sie od 33% w mabpie azjatyckiej do 48% w mapie afrykanskiej.

Struktura koszy SNP w regionie genu CFTR w chromosomie 7 (rysnek 3) demonstruje pewne réznice miedzy ko-
zami LD a mapami blokéw haplotypu, ilustruje takze ze moga istnie¢ znaczace réznice populacji w lokalnej strukturze
mapy. W tym przedziale, mapy LD europejczykow i Afrykanéw maja podobna zlozonosé, z wieloma nakladajacymi sie
koszami, natomiast mapa azjatycka jest zdominowana przez dwa roztaczne kosze silnie skorelowanych SNP. Odwrotnie,
punkt przecigcia w okolicy pozycji 116790 kb jest wspoldzielony w afrykanskiej i azjatyckiej mapie LD, ale jest pod-
trzymywany przez wiele zgrupowan LD w mapie europejskiej. Wszystkie trzy mapy haplotypu, wspotdziela ten punkt.
Chociaz mapa afrykanska zawiera wiele innych bardziej wyjatkowych blokéw haplotypu, niz mapy dla pozostalych
dwoch populacji.

Typowe wariacje genetyczne a nasze zdrowie. Nasze skupienie na typowych wariacjach genetycznych opiera
si¢ na istotnej motywacji. Typowe wariacje zaliczaja si¢ do wigkszej czesci réznorodnosci nukleotydéw ludzkich niz
rzadkie wariacje oraz tatwiejsze w badaniach eksperymentalnych. Z tego samego powodu, typowe wariacje reprezentuja
wieksza czesé réznorodnoéci fenotypicznej niz rzadkie, tak wiec typowe warianty sa cenniejsze z punktu widzenia
diagnostyki i interwencji. Ostatecznie, wykrywanie i charakteryzowanie skutkéw rzadkich wariantéw wymaga bardzo
duzych rozmiaréw préby, by osiagnaé wyniki o istotnym znaczeniu statystycznym. Nie ma watpliwosci ze rzadkie
warianty odgrywaja znaczaca role w etiologii pospolitych choréb, ale podazanie za typowymi, latwiejsze takze ze
wzgledow technologicznych.

Wiele czestych schorzen, jak choroby uktadu krazenia, czy choroby psychiatryczne, sa skutkiem przeplatania sie
czynnikéw genetycznych i srodowiskowych. Niezmienny charakter genomu oraz lepsza dostepno$é sekwencji genetycz-
nych umozliwiaja coraz wieksze wysitki nad zdefiniowaniem genetycznych podstaw réznych zagrozen ludzkich. Jednym
z podejsé¢ zmierzajacym do zidentyfikowania takich genetycznych wspolczynnikow ryzyka jest case-control association
study, gdzie w grupie osobnikéow ze stwierdzona choroba, zaobserwowano zwiekszona czestotliwo$é¢ pewnych genetycz-
nych zmian w stosunku do grupy kontrolnej. Wiele wspétczynnikéw ryzyka dla wybranych choréb zostalo wlasnie w
ten sposéb wyznaczone (przypisy 3, 4, 35, 36). Wyniki tych badan sugeruja, ze wiele genéw, rozrzuconych po calym ge-
nomie, jako catosé wplywaja na taczng genetycznag podatnosé na dane zagrozenie, przy czym kazdy pojedynczy gen ma
znaczenie nie wigksze niz kilka procent (37). Praktyka z badan typu case-control study, wskazuje ze przeprowadzone na



probie 1000 os6b moga dostarczyé odpowiednio mocnych podstaw do zidentyfikowania genéw odpowiadajacych co naj-
wyzej za tylko kilka procent catego genetycznego wplywu na jakie$ schorzenie, nawet zaktadajac bardzo rygorystyczny
poziom istotnosci na etapie testowania duzych liczb typowych wariantéw DNA (37). Stosowanie si¢ do takich praktyk
w polaczeniu ze szczegdélowym opisem typowych wariacji DNA zawartych tutaj, moze by¢ mozliwe identyfikowanie
zbioru gtéwnych genetycznych czynnikéw ryzyka, wplywajacych na wystepowanie schorzen, lub sposéb postepowania
w przypadku ich zajscia. O ile wiedza o pojedynczym genetycznym czynniku ryzyka rzadko moze poméc w diagnozie
zachorowania, lub sposobu postepowania, to wiedza o duzej czeéci gtéwnych genetycznych czynnikéw ryzyka, moze
by¢ od razu wykorzystana, pozwalajac dostosowaé¢ znane sposoby postepowania do indywidualnych potrzeb pacjenta,
bez wiedzy o mechanizmach prowadzacych od réznic genetycznych do réznych objawow.

W analizach przyjeliSmy reprezentacje danych, wlaczajac zaréwno analizy par LD jak podejscie oparte na haploty-
pach, ktéra byla wg. nas najbardziej uzyteczna przy ogoélnej charakterystyce. SkupilisSmy si na analizach LD parami,
poniewaz dostarczaja stosunkowo latwych danych do wyznaczania pokrycia oraz zasobéw informacyjnych dla réznych
zbioréw SNP. Optymalna reprezentacja wariacji genetycznych nadal pozostaje tematem aktywnych badan. Chociaz
okreslilismy przykladowe mapy haplotypu ludzkiego genomu w trzech badanych populacjach, najbardziej odpowiednia
reprezentacja danych silnie zalezy od specyfiki pytan, na jakie szukamy odpowiedzi. Istnieje wiele map réznorodnoéci
genetycznej ludzi, wszystkie dostosowane do specyficznych celéw.

Publiczny dostep do danych. Zaimplementowali$émy generyczna przegladarke genomu (38) pod adresem http://
genome.perlegen.com, pozwalajaca przeglada¢ SNP, LD oraz haplotypy omawiane w artykule, dane te sa takze dostepne
w redakeji Science. Wiecej szczegdltowych analiz haplotypu jest dostepnych na http://research.calit2.net/hap/wgha
oraz poprzez dbSNP. Dane zawarte tutaj znaczaco zwigkszaja liczbe SNP scharakteryzowanych dla wielu populacji.
Dla poréwnania, publiczna baza dbSNP build 122 zawierala mapy pozycji ponad 8.1 miliona ludzkich SNP, z czego
tylko dla 797000 dostepne byly czestotliwosci, w wiekszosci z jednej populacji, a genotypy dla jedynie 210000 SNP.
Nasze dane wzbogaca takze wyniki miedzynarodowego projektu HapMap (11), przez udostepnienie danych o wielu
SNP od niewielkiej liczby oséb.

Powyzsza praca pozwala kontynuowaé szczegdéltowych analiz struktury genetycznej réznorodnosci ludzi w skali
calego genomu. PrzebadaliSmy genetyczna réznorodnosé jednostek z trzech réznych populacji o réznych historiach
oraz opisaliSmy ogdlne réznice wewnatrz populacji, jak i pomiedzy nimi. Poniewaz te proby nie pokrywaja calej
genetycznej réznorodnosci badanych populacji, na podstawie zgromadzonych danych nie mozna wiec odpowiedzieé na
bardzie szczegélowe pytania odot. genetycznej struktury (39). Jednak publiczny dostep do zawartych danych umozliwi
szerokie badania szczegdétowych przypadkéw, zaréwno w kwestii réznic genetycznych wéréd ludzi, jak i genetycznych
podstaw ludzkich réznic fenotypicznych.



