Analiza asocjacji

Analiza asocjacji obejmuje szereg zfozonych zagadnien statystycznych, z ktérymi na ¢wiczeniach zapoznamy si¢ w
ograniczonym zakresie. Przed zastosowaniem we wlasnych projektach polecam rozszerzenie wiedzy, np. przez

lekture artykutu Marees i wsp. (2018)! lub innych Zrédet.

Podstawowym narz¢dziem do analizy asocjacji jest program PLINK, ktdérego dokumentacj¢ mozna znalezé na

stronie http://zzz.bwh.harvard.edu/plink/ Opisane przyktady sa demonstracja podstawowych funkcji programu i

wykorzystuja uproszczone dane.

Pliki danych. Kazda analiza PLINK wymaga conajmniej dwéch tekstowych plikéw z danymi: rodowodu (z
genotypami) oraz mapy Joci SNP. Plik rodowodu ma rozszerzenie .ped, a jego format jest zasadniczo taki sam,
jak w pliku przygotowanym do analizy sprz¢zen. Plik mapy ma rozszerzenie .map, i zawiera cztery kolumny:
chromosom, identyfikator SN, pozycja na mapie genetycznej (cM), pozycja w sekwengji (bp). Obecnie pozycji
na mapie genetycznej przewaznie si¢ nie podaje, wtedy w kolumnie tej wystepuja wartosci 0. Chromosom
oznacza si¢ wartoscig 1-22, X, Y lub 0 (nieustalony). Oprdcz tego mozna uzywaé osobnych plikéw do specyfikacji
dodatkowych fenotypéw, podziatu populacji na podpopulacje, itp. (patrz dokumentacja).

Uwaga: dobrze jest uzywaé tej samej nazwy dla pliku z rodowodem i mapa (rézne tylko rozszerzenia), np.
przyklad.ped i przyklad.map. Wtedy wystarczy programowi poda¢ wsp6lng nazwe?:

plink --file przyklad
w przeciwnym razie trzeba poda¢ obie nazwy tak:

plink --ped przykladl.ped --map przyklad2.map

Format binarny: pliki rodowodéw moga by¢ bardzo duze. Dla zmniejszenia ich wielkosci i przyspieszenia pracy
programu mozna dokona¢ konwersji na format binarny, ktéry nie jest edytowalny recznie. Podstawowa komenda
konwersji:

plink --file przyklad --make-bed --out nowanazwa

utworzy zestaw trzech plikéw o nazwie nowanazwa i rozszerzeniach .bed, .bim i .fam.

Plik .fam zawiera rodowdd (bez genotypéw SNP) w standardowym formacie, plik .bim zawiera dane o markerach
SNP (pozycja na mapie i allele), za$ plik .bed jest gléwnym plikiem z genotypami, nieczytelnym dla cztowieka

(format binarny). Poczatek plikéw .fam i .bim mozemy obejrze¢ komenda head.
Pliki binarne wczytujemy opcjg plink --bfile nowanazwa.

Konwersj¢ formatu mozna polaczy¢ z filtrowaniem danych, ktére jest niezbgdnym krokiem w realnych
analizach. Filtrowanie obejmuje usunigcie: SNP brakujacych w istotnej czgsci prébek, a nastgpnie osobnikéw, u
ktérych brak danych w istotnej liczbie SNP.  Dodatkowo mozna sprawdzi¢, czy deklarowana ple¢ zgadza si¢ z
heterozygotycznoscia SNP chromosomu X, a takze sprawdzié, czy czgstosci alleli w grupie kontrolnej odbiegaja
znaczaco od réwnowagi Hardy'ego-Weinberga. Przyktadows kontrole i filerowanie danych przeprowadzimy w

dalszej czedci éwiczen.

I Marees i wsp. (2018). A tutorial on conducting genome-wide association studies: Quality control and statistical
analysis. Int | Methods Psychiatr Res. 2018;27:¢1608
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Podstawowa analiza asocjacji cechy dyskretnej (analiza typu case/control). W tej analizie plik rodowodu
zawiera osoby, u ktérych wyst¢puje badany fenotyp (najczgsciej choroba) i osoby kontrolne, u ktérych fenotyp
nie wystepuje. Liczebno$¢ obu grup powinna by¢ podobna, aby osiggnaé istotne wyniki wskazane s3 jak

najliczniejsze grupy. Dostepne sa rézne testy statystyczne.

Wykonanie éwiczenia:

- przekopiuj pliki simcasecon.ped i simcasecon.map ze wskazanej lokalizacji do katalogu roboczego.
Obejrzyj pliki.
- podstawowa analiza wykorzystujaca test chi2:

plink --file simcasecon --assoc --out wynik

(oczywiscie nazwa pliku wynikowego po --out jest dowolna)

- zlokalizuj plik wynikowy z rozszerzeniem .assoc i obejrzyj w edytorze tekstu. Dla wigkszych zbioréw
wynikowych konieczne jest zaimportowanie do arkusza kalkulacyjnego albo programu statystycznego (np. R).
W pliku wynikowym Al oznacza allel rzadki, a A2 allel czgsty. F_A i F_U to odpowiednio czgstos¢ allelu
rzadkiego u chorych i w kontrolach. Podana jest tez wartos¢ P i OR (odds ratio).

Problem istotnosci. W analizach asocjacji nie mozna automatycznie przyjmowad, ze warto$¢ <0,05 oznacza
istotny wynik! Wystepuje tu bowiem problem znany w statystyce jako problem poréwnan wielokrotnych, na
ktéry trzeba przyja¢ poprawke. W analizach calogenomowych w literaturze przyjelo sig¢ stosowaé prég istotnosci
na poziomie P < 5-10-8 dla populacji europejskiej (w bardziej réznorodnej populagji afrykariskiej prég obniza si¢
do P < 1-10-8). Mozna tez oszacowaé poprawke Bonferroniego, gdzie prég istotnosci bedzie wynosit 0,05/liczba
SNP. Mozna wreszcie obliczy¢ rézne poprawki w PLINK dodajac opcje --adjust:

plink --file simcasecon --assoc --adjust --out wynik

Z licznych wyliczonych wartosci P z poprawkami warto zwréci¢ uwagg na poprawke Bonferroniego (BONF) i na
kontrol¢ wynikéw fatszywie pozytywnych Benjaminiego—Hochberga (FDR_BH). Poprawka Bonferroniego czgsto
jest zbyt restrykcyjna (nie uwzglednia sprzgzenia blisko potozonych SNP i traktuje je jako niezalezne
poréwnania).

Calogenomowa analiza cechy ilosciowej i prezentacja graficzna. W tym ¢wiczeniu analizowany bedzie wigkszy

zbiér danych z 22 autosoméw (z wynikéw programu HapMap). Fenotypem jest tu cecha ilosciowa opisywana

wartoscia liczbowa.

Wykonanie éwiczenia

- przekopiuj pliki quant.ped i quant.map ze wskazanej lokalizacji do katalogu roboczego. Dokonaj
konwersji na format binarny:

plink --file quant --make-bed --out quantb
Obejrzyj wygenerowany plik z rozszerzeniem .fam, zwrd¢ tez uwage na statystyki prob i SNP podane przez

program (s za kazdym razem zapisywane do pliku .log)

- przeprowadZz podstawowa analiz¢ asocjacji na przekonwertowanych plikach (oczywiscie nazwa pliku
wynikowego po --out jest dowolna):
plink --bfile quantb --assoc --out wynik
Zwrd¢ uwage na rozmiar pliku wynikowego! Zauwaz tez, ze ma rozszerzenie gassoc, a program automatycznie
wykryl, ze prowadzona jest analiza ilo$ciowa. W tej sytuacji stosowana jest statystyka Walda. Jezeli chcesz
podejrze¢ kilka pierwszych linijek pliku, uzyj komendy head wynik.gassoc

- przegladanie pliku tekstowego tej wielkosci (czy nawet jego analiza w arkuszu) jest oczywiscie niepraktyczne.

Standardowym sposobem wizualizacji wynikéw analizy na taka skale jest tzw. Manhattan plot. Dogodnym



narzedziem jest pakiet gqgman w programie R3. Aby uzyskaé wykres uruchom $rodowisko R i wprowadz

nast¢pujace komendy:

library("ggman")
wyniki as <- read.table("wynik.gassoc", head=TRUE)
manhattan(wyniki as)

Wartosci na osi Y to -logio(P). Na ktérych chromosomach lokalizuja si¢ punkty (SNP) o najwyzszej istotnosci
asocjacji? Mozna uzyska¢ przyblizony widok tych chromosoméw za pomocg komendy (przykladowo dla chr. 1,
podstawiamy wiasciwy chromosom).
manhattan(subset(wyniki as, CHR == 1))
Zobacz, w ktérym obszarze chromosomu znajduja si¢ interesujace SNP. Mozna przyblizy¢ ten obszar komenda
(manipulujac granicami w opgji xlim mozemy przybliza¢ i oddala¢ widok na wykresie):
manhattan(subset(wyniki as, CHR == 1), xlim=c(1.0e07,1.1e07))
Na wykresie mozna zaznaczy¢ nazwy SNP, ktére spetniajg okreslone kryterium, np, p< 5-10-8
manhattan(wyniki as, annotatePval = 5e-8, annotateTop = FALSE)
Opcje annotacji SNP i przyblizania mozna oczywiscie taczyé, np.
manhattan (subset (wyniki_as, CHR == 1),xlim=c(1.11e08,1.12e08), annotatePval = 5e-8, annotateTop = FALSE)
Wiele innych opcji (np. kolorowania wykreséw) mozna znalez¢é w dokumentacji pakietu®.
Wykresy mozna zapisywaé do pliku pdf lub jpg. W tym celu przed wydaniem komendy tworzacej wykres
(manhattan) trzeba wpisaé (nazwe pliku oczywiscie podajemy dowolna)
pdf("test2.pdf")
a po wydaniu komendy tworzacej wykres wpisujemy
dev.off()
zamiast pdf mozemy uzy¢ jpg (gorsza rozdzielczos¢, ale plik szybciej otwierany, zwlaszcza przy ztozonych

wykresach).

- powtérz analize dodajac opcje¢ --adjust. Obejrzyj pierwsze 30 linijek otrzymanego pliku .adjusted (komenda
head -n 30 plik.gassoc.adjusted).

3 Instalujemy go w R np. komendg install.packages("ggman") na koncie administratora. Wymaga R w wersji
3.5 lub wyzszej.

4 https://cran.r-project.org/web/packages/qgman/vignettes/qqman.heml
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Dodatek: przydatne komendy Linux/Unix

Przemieszczanie si¢ po katalogach: cd nazwakatalogu . Mozna od razu wchodzi¢ wiele pozioméw glebiej, np.
cd katalogl/katalog2 Komendacd .. przejdzie jeden katalog wyzej.

1s - lista plikéw w katalogu, * moze zastgpowa¢ dowolny ciag znakéw, np.

1ls *.bed pokaze wszystkie pliki z rozszerzeniem .bed, a 1s HapMap_11* pokaze pliki zaczynajace si¢ od
HapMap11 Opcja -1 (np. 1s -1 *.txt) wyswietli wigcej informacji.

cat wyswietla plik tekstowy, np. cat inversion.txt

Jezeli plik jest duzy, to mozna wyswietla¢ z podziatem na strony komenda less, np. less covar_mds.txt.
Spacja daje kolejng strong, klawisz q wychodzi z przegladania.

head wyswietla poczatek pliku, a tail jego koniec. Mozna podad, ile linijek ma wy$wietli¢, np. head -n 30
grep wyszukuje ciag znakéw w pliku, np. grep PROBLEM plink.sexcheck

Umieszczenie po komendzie >plik spowoduje, ze wynik zamiast na ekran trafi do pliku. Plik zostanie za kazdym
razem stworzony od nowa, jezeli chcemy dopisaé bez usuwania, musimy zastosowaé >>plik

Usuwanie plikéw: komenda rm. Uwaga: usuwa bez pytania! Np. rm  *.assoc usunie wszystkie pliki z
rozszerzeniem .assoc

history przywoluje histori¢ ostatnio wydawanych komend. !numer ponownie wywoluje komendg z historii.

Mozemy znalez¢ w historii konkretne komendy tak:

history|grep plink znajdzie w historii wszystkie komendy, w ktdrych wystapito stowo plink.

Szybkie kopiowanie: zaznaczy¢ myszka tekst i nacisna¢ srodkowy przycisk (kétko).
Tabulator rozwija nazwe w komendzie.
Strzatki pozwalaja poruszad si¢ w historii wydawanych wezesniej komend. Dziala tez w R, ale tylko do wyjscia z

sesji.
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