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1 ISKANJE PODATKOV V GENETIKI

Ko nacrtujemo genetsko raziskavo npr. asociacijsko analizo, se pri tem, tako kot tudi pri ostalih
znanostih, naslanjamo na znanje predhodnih Studij. Danes so najpomembnejsi vir informacij
strokovni ¢lanki objavljeni v znanstvenih revijah in prispevkih na konferencah, saj nam le ti
podajajo podatke o najnovejsih odkritjih, ki jih v ucbenikih Se ni moc zaslediti. Ker pa se vsak
dan objavi ogromna koli¢ina ¢lankov, je brez bioinformatskih orodij in spletnih podatkovnih zbirk
prakti¢no nemogoce izmed vseh dostopnih informacij izbrati tiste, ki jih potrebujemo.

Pri preiskovanju genov oz. polimorfizmov, ki so vkljuéeni v kompleksne bolezni, so se izkazale kot
zelo uspesna metoda asociacijske studije. Z njimi skusamo najti povezavo med polimorfizmi in
boleznijo pri posameznikih, ki niso v sorodu, tako da primerjamo frekvence alelov med skupino
bolnikov in kontrolno skupino zdravih posameznikov (t.j. Studija primeri:kontrole). V primerjavi z
analizo genetske vezave, ki lahko zajema velike genomske regije, so bile asociacijske Studije
doslej praviloma omejene le na proucevanje nekaj kandidatnih genov. Napredek tehnologije v
zadnjih letih omogoca hkratno proucevanje velikega stevila SNP-jev oziroma asociacijske Studije
na celotnem genomu (genome wide associacion — GWA). Pri GWA Studijah hkrati analiziramo
povezavo dolofene kompleksne bolezni z nekaj deset tiso¢ polimorfizmi. Vendar so ugotovljeni
oznacevalci za posamezno bolezen pogosto samo v neravnoteZju vezave z odseki genoma, ki so
dejansko etiolosko vpleteni v nastanek bolezni. Za natancnejSo identifikacijo gena in
polimorfizma, ki je vpleten v patogenezo posamezne kompleksne bolezni, so $e vedno potrebne
asociacijske Studije kandidatnih genov, ki pa so s pomocjo GWA Studij tudi lahko usmerjene v
oZja podrocja genoma.

1.1Medical Subject Headings

Kadar Zelimo iskati informacije v medicinskih znanostih je najuporabnejSa uporaba tezavra
MeSH (Medical Subject Hedings).

Tezaver imenujemo seznam vsebinskih konceptov in navodil za njihovo uporabo. Koncepti v
tezavru so povezani z relacijami.

Vsebina dokumenta je opisana z deskriptorji — to so izrazi, ki jih doloci indekser in pri tem skusa
uganiti izraze, ki bi jih uporabil iskalec, ¢e bi hotel poiskati dani dokument. Kvalifikatorji pa
podrobneje omejijo vsebinski obseg deskriptorja.

Moznih je vec razlicnih pristopov k uporabi tezavra MeSH. Do njega lahko dostopamo na strani
Nacional center for Biotehnology informations — NCBI:
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V tem primeru dobimo kot rezultat 240 ¢lankov (april 2014 — z dodajanjem clankov v bazo pub
med se to Stevilo seveda spreminja). levi strani lahko izberemo prikaz samo prosto dostopnih
¢lankov ali prikaz preglednih ¢lankov.
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Iz tako velikega Stevila Clankov je seveda zelo tezko izbrati tiste, ki bodo za nasSe Studije
najuporabnejsi. Zato lahko za iskanje uporabimo vec deskriptorjev, ki jih povezemo z logi¢nimi
operatorji AND, OR oz. NOT.

1.2Huge Navigator

Medtem, ko lahko z uporabo tezavra MeSH ucinkovito iS¢emo informacije in Studije o toc¢no
doloceni temi, ki nas zanima, pa obstajajo tudi drugi iskalniki, ki so primerni za iskanje informacij
na ozjem podrocju. Tako je npr. Huge Navigator (http://hugenavigator.net) vmesnik, ki podatke
¢rpa iz podatkovne zbirke PubMed in je namenjen zgolj iskanju asociacijskih Studij. Kot izhodisce
lahko uporabi gene (Genopedia) ali bolezen (Phenopedia).
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1.3National Center for Biotechnology Information

NCBI (National Ceneter for Biotechnology Information) je ena najpomembnejsih podatkovnih
zbirk in iskalnikov po ¢loveskem genomu in genomu modelnih organizmov. Podobna iskalnika
sta tudi Ensebmel, ki je skupen projekt Evropskega bioinformacijskega instituta in iskalnik
Univerze v Californiji.

1.3.1 NCBISNP

S NCBl  Resources ® How To &) Sign in to NCBI

Limits ~ Advanced

e polymorphisms (SNPs) and multiple small-scale variations that include
satellites, and non-polymorphic variants.

Spremembe v sekvenci so prisotne na doloéenih polozajih znotraj genoma in so odgovorne za
posamezne fenotipske lastnosti, vklju¢no z nagnjenostjo posameznika k razvoju kompleksnih
bolezni, kot so rak in bolezni srca. Podatkovna zbirka dbSNP je javna domena s Siroko zbirko
preprostih genetskih polimorfizmov. Ta zbirka polimorfizmov vkljuCuje polimorfizme
posameznega nukleotida (SNP ang. za single nucleotide polymorphism), ve¢bazne delecije ali
insercije, retropozone ter mikrosatelitne ponovitve. V bazi najdemo podatke o sekvenci okoli
polimorfizma, frekvenco polimorfizma v razlicnih populacijah ter lokacijo za vse vneSene
variatne. Variatne so podane za razli¢ne organizme iz kateregakoli dela genoma.




1.3.2
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2 ZEMLIEVID KROMOSOMSKEGA PODROCJA

Izdelaj zemljevid kromosomskega podrocja (tabelari¢no in lahko tudi grafi¢ni prikaz v obliki
premice), kjer so prikazani najpomembnejsi lokusi iz GWA Studij, povezani z izbrano boleznijo.
Vkljudi vse SNP-je s p<10®. Vklju¢i vse gene, ki se nahajajo na razdalji 250 kbp od posameznega
SNPja.

Izracunaj in grafi¢no prikazi LD za posamezen lokus.
Tabela (premica) naj ima sledece stolpce:

e |me SNPja

e Imegena

e Kromosom na katerem leZi

e Zacetna lokacija

e Koncna lokacija

o Lokacija SNPja glede na gen (ekson, intron, izven gena)
e Polnoime gena

e Funkcija gena

o Stevilo $tudij, ki so preucevale ta gen z isto boleznijo
e QOstale bolezni, povezane z istim genom

o Stevilo GWA studij

e Stevilo meta-analiz

Premico pripravi v obliki excelove datoteke. Poimenuj jo: Priimek_premica_bolezen_2012

Excelovo tabelo (premico) in tudi povzetek studije poslji na moj e-mail: katja.repnik@um.si.
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3 HAPMAP, HAPLOVIEW

Prelomnica v razvoju GWA Studij je bil projekt HapMap. V projekt HapMap je vkljucena
genotipizacija 1 milijona SNP-jev ¢loveskega genoma v prvi fazi in 3,1 milijona SNP-jev v drugi
fazi projekta. Na spletni strani HapMap-a (www.hapmap.org) lahko dostopamo do podatkov o
frekvencah SNP-jev in njihovih korelacij skozi vezavno neravnovesje (LD).

Cili mednarodnega projekta HapMap je razviti haplotipski zemljevid cloveskega genoma.
HapMap opisuje skupne vzorce variacij ¢loveske DNK sekvence. HapMap pric¢akuje, da bo kljucni
vir za raziskovalce, ki podatke projekta uporabljajo za raziskovanje genov, ki vplivajo na zdravje
in bolezen, odzive na zdravila ter dejavnike okolja. Informacije, ki jih nudi projekt HapMap, so na
voljo brezplaéno na njihovi spletni strani (www.hapmap.org) (International HapMap Project,
2010).

HapMap faze:

Faze HapMap projekta:

® Faza 1 — sekvencni podatki 4 populacij CEU (S Evropejci), YRI (Yoruban, Nigerija), CHB (Kitajska,
Beijing), JPT (Tokijo, Japan). 269 posameznikov.

#SNP = 1 milijon, prib. 1 na 5 kb preko genoma, MAF > 0.05

¢ Faza 2 — vec sekvenciranja na zgoraj omenjenih populacijah.

#SNP = 3.1 milijon veg, prib. 1 kb preko genoma MAF > 0.05

e Faza 3 — vecC sekvenciranja na zgoraj omenjenih populacijah in sekvenciranje na 7 novih
populacijah

#SNP = 1.6 miljonov in vec

Populacije v projektu HapMap:
o ASW#* Potomci africanov v SZ ZDA
e CEU* Prebivalci Utaha, potomci S in Z evropejcev
e CHB Han Kitajci Beijing, Kitajska
e CHD Kitajci v Denverju, Colorado
e GIH Guijarati Indijanci v Houston, Texas
e JPT Japonciv Tokiju, Japonska
e |LWK Luhya v Webuya, Kenija
o MEX* Mehikanski predniki v Los Angeles, Kalifornia
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e MKK* Maasai v Kinyawa, Kenija
e TSI Toscanciv ltaliji
e YRI* Yoruba v Ibadan, Nigerija

* populacija je iz druZinskih trojk (m, Z, otrok)

V brskalniku odpri spletno stran HapMap URL: http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/index.html.en;

Kliknemo na podatkovno zbirko: HapMap3 Genome Browser r#2;

Project Data

HapMap Genome Browser release #28 | Phases 1, 2
& 3 - merged genotypes & frequencies )

HapMap3 Genome Browser release #3 ( Phase 3 -
genotypes & frequencies )

HapMap Genome Browser release #27 ( Phase 1, 2 &
3 - merged genotypes & frequencies )

HapMap3 Genome Browser release #2 ( Phase 3 -
genotypes, frequencies & LD )

HapMap Genome Browser release#24 ( Phase 1 & 2 -
full dataset )

Viskalno okence vpisi ID SNP-ja in poZeni iskalnik;

B Search
Help links:

Landmark or Region :

I Search I

Data Source
|HapMap Data Phazelll/Rel#2, Febl9, on NCBI B36 assembly, dbSNP b126 |E|

Z drsnikom se pomakni navzdol in si izpiSi podatke, ki jih zahteva naloga 1;

raEZl1 7oz +]

¢ TN

ACHOGJLMKTY
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E R H Entrez genes
MNM_032476

MRPSE: mitochondrial ribozomal protein S6
WM _006933

SLCEAS: solute carrier family 2 Cinositol transporters)

| B A Reactome nathwavs

Ponovno kliknemo na grafikon alelnih frekvenc (slika zgoraj) populacij in navigiramo na alelne in
genotipske frekvence (slika spodaj):

Genotype frequencies Allele frequencies
Population Ref-allele Cther-allele
genotype freq countgenotype freq countgenotype freq countTotal allele freq countallele freq countTotal

ASW({A) TT O 0 GT 0200 10 C/IC 0800 40 50 T 0100 10 C 0.800 90 100
CEU(C) TT 0071 8 CT 0536 60 C/IC 039 44 112 T 0339 76 C 0661 148 224
CHB(H) TT 0 0 CT 0325 27 CIC 0675 5 83 T D163 27 C 0837 133 186
CHD([D) TT 0048 4 CT 0262 22 C/IC 0630 55 84 T 0179 30 C 0821 138 168
GH(G) TT 0080 7 CT 0322 28 CIC 059 52 87 T 0241 42 C 0759 132 174
JPT (J) T 0024 2 CT 0181 15 CIC 07% 66 83 T 0114 19 C 0886 147 166
LWK(L) TT 0O 0 CT 0057 5 CIC 0943 82 87 T 0029 5 C 0971 163 174
MEX(M) TT 0062 3 CT 0542 26 C/IC 03% 19 48 T 0333 32 C 0667 &4 96
MKK(K) TT 0007r 1 CGT 0130 18 C/IC 0862 119 138 T 0072 20 C 0928 256 276

TSI (T) TT 0125 11 CT 0420 37 CIC 0455 40 85 T 0335 59 C 0665 117 176
YRI (Y) nfa nia nla nfa nla nla nfla nia nz nla nfanfa nfa nfa nia nfa nia
Mote: the 'reference’ allele is the base observed in the reference genome sequence at this location
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3.1Linkage disequilibrium — vezavno neravnovesje

* Vezavno ravnovesje (ang. linkage equlibrium): genotipi na dolo¢enem lokusu (ali za

dolocen SNP) se pojavljajo neodvisno od genotipov na drugem lokusu (za drug SNP)

* Vezavno neravnovesje (ang. linkage disequlibrium): genotipi na dveh lokusih se ne

pojavljajo neodvisno drug od drugega

Polimorfizmi, ki danes obstajajo, so nastali z naklju¢nimi mutacijami. Najprej se pojavi eden

(slika levo), nato pa Se drugi (slika desno):

Before Mutation

=1

After Mutation

i

@'* Mutation

Kombinacijo dveh ali ve¢ SNP-jev imenujemo haplotip.

Before Mutation

=3

G
[l

=

G
1

After Mutation

i

R

i

@ < Mutation

=

Recumo da je s prvo mutacijo nastal SNP1, ki ima moZna alela A in C, z drugo pa SNP2, ki ima

mozZna alela G in C. Druga mutacija se je zgodila na eni molekuli DNA, ki je za SNP1 vsebovala

alel C. Zato so po tej mutaciji, gledano na kombinacijo teh dveh SNP-jev v naravi mogoci trije

razlic¢ni haplotipi.

— Haplotip 1 (SNP1 = A; SNP2 = G)
—> Haplotip 2 (SNP1 = C; SNP2 = G)
— Haplotip 3 (SNP1 =C; SNP2 =C)

Vendar pa se med celicho delitvijo
kromosomi o0z. obe molekuli DNA v celici
prekrizajo (rekombinacija) — novonastala
rekombinantna DNA lahko vsebuje novo
kombinacijo alelov — v tem primeru lahko
dobimo — Haplotip 4 (SNP1 = A; SNP2 = C).

Before Recombination
G
']

-

C G
] ']
= C
] ]
After Recombination
A G
] ']
= G
] ']
C [
[l [ ]
A [
] ]

Recombinant Haplotype
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Ce sta dva SNP-ja na molekuli DNA zelo oddaljena, je mozinost, da se po rekombinaciji e vedno
nahajata na isti molekuli 50 %. Kadar pa sta locirana v bliZini, je zelo verjetno, da do
rekombinacije med njima ne bo priSlo in se bosta skupaj dedovala. Temu pravimo, da sta v
vezavnem neravnovesju (LD).

Parents from previously separated populations meet and have children

Mother's DNA

Father’s DNA “= d

[ ] I ]
: - i .
l Child’s Dl\h ; L’
Recombination leads to Linkage disequilibrium decreases

shuffling of genome over successive generations

LEay |

Descendants

Vezavno neravnovesje (LD) se meri z razli¢nimi parametri, kot sta Lewontinov D' in indeks r’.
Lewontinov D' se imenuje tudi asociacijska verjetnost in predstavlja pomembno mero za
identifikacijo regij, v katerih je bilo malo rekombinacij. Kadar je vrednost D' = 1, lahko govorimo
o popolnem neravnovesju. Indeks r* nam pokaze mo¢ posrednih asociacij in lahko varira, kljub
temu da je D' = 1. Vrednost indeksa r’ je povezana z alelnimi frekvencami in s pozicijo
korespondencne mutacije.

D’ lahko zavzema vrednosti med 1 in -1, pomembno |D'|;

e D’ =1 pomeni dogodek brez rekombinacije;

e vrednost < 1 pomeni rekombinacijo;

e vmesne vrednosti za D’ je tezko interpretirati (vrednosti se dvignejo, ko je vzorec
majhen ali alelne frekvence nizke);

Uporabljamo tudi kvadrirani korelacijski koeficient r>. Dobimo ga z deljenjem D’ z alelnimi
frekvencami na obeh lokusih [D’/(p1p2qp1qg2)]:

2 . . .. v .
e r’=1 - nirekombinacije med oznacevalci, alelne frekvence so enake.

Alelne frekvence SNP-jev se lahko razlikujejo med razlicnimi populacijami. LD se lahko razlikuje
med populacijami. Rezultati genotipizacije ene populacije (ne) predstavljajo druge.
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3.2Programsko orodje HaploView

Programsko orodje HaploView uporabljamo za racunanje vezavnega neravnovesja med
posameznimi SNP-ji. Orodje je prosto dostopno na URL:
http://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/programs/medical-and-
population-genetics/haploview/haploview, BROAD instituta.

Ponovno v iskalno okence vpisemo ime ali oznako gena in poZzenemo iskalnik;

B Search
Help links:

Landmark or Region :

|

Data Source
|Ha|::-r-.'13p Data Phaselll/lRel#2, Feb03, on NCBI B36 assembly, dbSNP b126 |E|

Pomaknemo se desno in v drsnem okencu nastavimo Download SNP gfenotype data in kliknemo
configure;

Reports & Analysis :
|Down|ua|:| SMNP gencotype data E|_ Configure. .. I_ Go |

ScrolliZoom: </€_ ' [Show 4934 kbp[=]. 22" Flip

V opciji konfiguracije izberemo Zeleno populacijo, nastavimo Save to DISK in s klikom na GO
datoteko shranimo na disk;

Cancel | Configure | Go |

Population CEU
Strand fwd :

QOutput format ® toxt

T Save to Disk
T Open directly

Cancel Configure | Go |

HapMap privzeto shrani datoteko pod imenom dumped_region.
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V naslednjih korakih poZenemo program HaploView, ki je pred-insStaliran v programskih
datotekah na racunalniku.

Izberemo tabulator HapMap FORMAT in s pomocjo funkcije BROWSE pois¢emo svojo
dumped_region datoteko.

Welcome to HaploView | = |

Linkage Format
Haps Format

HapMap Format M

HapMap PHASE

HapMap Download Data File:
PLINK Format [] Download and show HapMap info track (requires internet connection))
Ignore pairwise comparisons of markers = |500 kb apart.

Exdude individuals with = |50 %% missing genotypes,

[ QK H Cancel Prowy Settings

Ko je datoteka uspesno naloZena v program, se pomaknemo na tabulator TAGGER.

| LD Plot | Haplotypes | Check Markers | Tagger

Configuration | Results

Izberemo pairwise tagging only, preverimo r* mejno vrednost ter pozenemo tagger.

@) pairwise tagging only  ~ili—— r2 thresheold 0.8 Min design score
(7 aggressive tagging: use 2-marker haplotypes LOD threshold for multi-marker tests | 3.0
‘l () aggressive tagging: use 2- and 3-marker haplotypes MEmErs s s [ g
[ Run Tagger ] [ Load Includes ] [ Load Excludes ] [ Alleles to Capture ] [ Diesign Scores ] [ Reset Thresholds ]

Kot rezultat dobimo TAG SNP-je v okencu TESTS.
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Tests
rs32135890

rs2322659
rs3754690
rs2304371
rs11384924
rs2 273544
rs4954533
rs 1807358

Viskalno okence vpisemo ime ali ID gena:

B Search
Help links:

Landmark or Region :

I Search I

Data Source
|HapMap Data Phaselll/Rel#2, Feb03, on NCEBl B36 assembly, dbSNP b126 |E|

V drsnem oknu na levi pa izberemo Annotate LD plot;

Reports & Analysis :

Annutate LD Plot :_ Configure... I_ Go |

ScrolliZoom: <C'<| " [Show 2007 kbp[=]_ 2?2 Flip

V meniju spodaj obkljukamo Recombination rate in kliknemo UPDATE IMAGE:

B Variation ™ Aflon [ Alloff \
" dbSNP SNPs  Genotyped SNPs ‘¥ Recombination rate (cM/Mb)

B Analysis [ Allon [ All off

Kot rezultat dobimo LD graf, na katerem lahko odéitamo 2 haplotipska bloka:
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CEU : Llod

- /"v N

N
3.3Konstrukcija LD grafa v programu HaploView

Zgoraj navedenega primera se lahko lotimo na vec nacinov.
Nacin 1:

V podatkovni bazi dbSNP pois¢emo fizicno lokacijo SNP-jev na kromosomu in v iskalno okence
vhesemo sledec zapis — interval (gledamo build 36.3 reference):

Chr(navedemo kromosom):lokacijal...lokacija2
Chr10:12,252,213...12,500,000

Landmark or Region -
|Chr9:GED:UDD..?ED,D{]D
Data Source

|HapMap Data Phaselll/Rel#2, Feb0%, on NCE| B3E assembly, doSNP b126 E|

V desnem okencu nastavimo download HapMap LD data, pazimo, da pod konfiguracijo
nastavimo OUTPUT FORMAT TEXT:
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Reports & Analysis
|D{:wnlaad HapMap LD Data |E|

o |

ScroliZoom: “C'€ "~ '[Show21bp [v|  2?? ¥ Flip

Rezultate dobimo podane v tekstovni obliki ter pois¢emo tarcne SNP-je (uporabi funkcijo Ctrl+F):

#Thu Mar 10 09:26:33 2011: HapMap LD data dump, 142 5
#po=l pos2 pop markerl markexZ D' r~2 LOD

660943 661053 CEU r=s1012390 rs458415%2 1 0.008 0.09
660943 661186 CEU r=s1012380 ra7024722 1 0.001 0.06
660943 661330 CEU r=s10123%0 rs7037588 1 0.008 0.0%9
660943 662786 CEU rsl01Z390 rs109753708 1 0.001 0.07
660943 663768 CEU rs1012390 rs54073532 1 0.013 0.23
660943 664275 CEU r=1012320 rs11721%36 1 0 0.04
660943 664428 CEU r=s10123%0 rs4742217 1 0.007 0.05
660943 665463 CEU r=sl10123890 rs4742222 1 0.015 0.27
660943 665600 CEU r=sl012390 rs4742223 1 0.015 0.27

Nacin 2:

Zazenemo HaploView in izberemo tabulator HapMap Download ter nastavimo ustrezne

para metre:
Lai ———
Linkage Format T 1 - 1 r : _ ‘ :
Version: |3 « Release: R2Z w»  Chr: |2 | Analysis Panel: CEU+TSI w
Haps Format : ' : ' : ' : '

HapMap Format Startkb: |660 End kb: | 760
HapMap PHASE

| HapMap Download | Show HapMap info track

| |
| PLINK Format

GeneCruiser

Ensembl v | ID: +- 100 kb

*Phased HapMap downloads require an active internet connection

Ignore pairwise comparisons of markers = | 500 kb apart.

Exdude individuals with > |50 | % missing genotypes.

[ Ok ][ Cancel Prowy Settings
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Ko program nalozZi ustrezne podatke izberemo tabulator CHECK MARKERS in pustimo obkljukane

samo tar¢ne markerje;

Check Markers | Tagger
Using 205 singletons and 0 tries from 0 families.

3 Mame Position ObsHET PredHET Hpval %oGEnD FamTrio MendErr MAF Alleles Rating

1 rs1012390 660943 0.0050 0.0050 1.0 100.0 0 0 0.0020 G:C I -
2 rs4534192 051053 0.507 0,498 0.92601 100.0 0 0 0,468 GiA Z b
3 rs7024722 6651186 0,244 0,263 0,3347 100.0 0 0 0,158 A z
4 rs7037588 0651330 0.507 0,498 0.92601 100.0 0 0 0,468 G:C Z L
5 rs10975708 6652786 0.2 0,239 0.04563 100.0 0 0 0,139 T:C z 3
G rs9407352 063708 0.473 0,445 0.4758 100.0 0 0 0.334 TG Z
7 rs11791986 664275 0.185 0,134 1.0 100.0 0 0 0,102 A z R
] rs4742222 665463 0.444 0.423 0.7336 100.0 0 0 0.31 AlG Z
9 rs4742223 665600 0.444 0.428 0.7336 100.0 0 0 0.31 C:T z

10 |rs16922383 666645 0.0 0.0 1.0 100.0 0 0 0.0 ArA :

11 |rs9407354 066692 0.376 0.371 1.0 100.0 0 0 0,246 T:C Z

12 |rs12685890 666704 0.063 0.07 0. 4664 100.0 0 0 0.037 T:C Z

13 |rs1570474 066320 0,405 0.46 0.1104 100.0 0 0 0,359 Axig Z

1a 2ancace nca oo FECEE) FEEETT ionn o o o oo e 7

Nato se pomaknemo na tabulator LD plot, kjer lahko izvozimo graf v obliki .png ali pa tekstovno

obliko;

rs4584192

rsdj42233 —

rs1885923

Black 1 (9 kb)
2

8
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l':_'_a| Haploview 4.2 -- Chr3:CEU+TSL660.. 7

@ Display Analysis Help

Open new data

Load marker data

Load analysis track

Load block definitions
Download HapMap info track

Export current tab to text
Export current tab to PMNG

Export options
Check for update

Quit

Ctrl+0
Ctrl+I

Ctrl+A
Ctrl+B

Ctrl+Q

Nacin 3:

Ta nacin lahko uporabimo tudi, kadar imamo svoje podatke o genotipih, npr. rezultati

genotipizacij po testu RFLP,...

Da bi pridobili rezultate genotipov tarénih SNP-jev, bomo uporabili HapMap. V iskalno okence
bomo vpisali ID SNP-ja in v desnem okencu nastavili Download HapMap genotype data, pod

konfiguracijo pa izbrali text format.

Ko bo rezultat podan, ga bomo kopirali v beleznico in shranili na DISK. Datoteko.txt bomo odprli
s programom MS Excel in transponirali podatke o genotipih tako, da bodo razporejeni navpi¢no

in ponovno shranili Excelove datoteke:

A B C D E F
1 #Thu Mar 10 9:45:22 HHHHHHE HapMap gend
2 #For details on file format, see http
3 |rs# alleles  chrom pos strand assemblyi cent
4 |rs4584192 A/G chrg 661053 + nchi_b36 bbs
5
6 MNADBIEI GG /
7 NADBOEL AG
8 NAL12341 AG
9 MNAL2340 AG
10 MNAL12336 AG
11 NAL2343 AA
12 MNAL2335 AA
13 NAL12342 AG
14 NAL12146 GG
15 MNAL2233 AG I .I
16 NAT2IAS AM
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Ko konéamo z urejanjem, si pripravimo novo Excelovo datoteko, kjer bomo na prvi list zapisali
ime INFO, na drugega pa PED. V bazi dbSNP pois¢emo lokacije (36.3 reference) SNP-jev in jih
vnesemo na prvi list (INFO);

= # Format Fainter || =

Font
Lokacija bp
" D
rs4584192 661053
rsd742222 665463
rs1885923 670102
=

Na list PED pa v enakem zaporedju vnesemo genotipe SNP-jev. Torej, Ce je prvi SNP na listu INFO
rs4584192, potem bo prvi stolpec genotipov pripadal to¢no temu SNP-ju:

Alignment P

SNP1  SNP2  SNP3

G H 1 ]
1 1 1 1] 0 0 0 GG AL/ GG
2 2 2 1] 0 0 0 AG AG GG
3 3 3 1] 0 0 0 AG A/ GG
4 4 4 1] 0 0 0 AG AG AG
5 5 5 1] 0 0 0 AG AG GG
& 6 6 1] 0 0 0 AL GG AG
7 7 7 1] 0 0 0 AL AG AG

Ker nimamo podanih drugih podatkov (za izra¢un LD jih niti ne potrebujemo) v stolpec ID vzorca
in Zap. St. Vnesemo zaporedne $tevilke od 1 do n. V stolpce ID oceta in matere ter spola in
statusa bolezni pa vnesemo kar vrednosti 0.

V naslednjem koraku moramo zamenjati genotipe v numeri¢ne vrednosti:
A1
Cc>2
G>3
T>4
N->0
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Genotip AA 2 1- -1 (- - pomeni, da moramo med 11 dodati $e dva presledka), pomagamo si s
funkcijo Ctrl+F ter REPLACE. V kolikor se nam zgodi, da za kak vzorec nimamo genotipa (oznaka
NN) ga na enak nacin zamenjamo NN =0- -0;

CI03 M T=

033 11
013 13
013 11
013 13
013 13

011 33
n11 113

=R R ST
=
SRR SR T S R
m
SR = R, DR R TV N R ]
1
P o o o o o o
e}
P o o o o o o
m
bPo o o o o o
-
(i}
EC
= W e W W
o oW W W W ow

Po urejanju Excelove datoteke, odpremo BeleZnico in v njo skopiramo list INFO. BeleZnico
shranimo kot poljubno_ime.info. Enako storimo z listom PED ter shranimo BeleZnico kot
poljubno_ime.ped.

Zazenemo program HaploView ter izberemo tabulator Linkage Format. S pomocjo brskalnika
naloZimo obe datoteki ter vrednosti Ignore pairwise in Exclude nastavimo na O:

CETTEN

Linkage Format

Haps Format Data File: | Mario'Desktop'Poljubno_ime. ped
HapMap Format Locus Information File: | Mario\DesktopPoljubno_ime.info

HapMap PHASE |:| . |:|
¥ Chromosome Do assodation test
HapMap Download
PLINK Format (@ Family tric data Case/Control data

i@ Standard TOT ParenTOT

Test list file (optional):

Ignore pairwise comparisons of markers = |0 kb apart.

Excude individuals with = U| %% missing genotypes.

[ QK. ” Cancel ] Proxy Settings

Rezultat je LD graf, katerega lahko izvozimo v poljubnem formatu;
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rsd584192
rsd742227 —
rs1885923

Block 1 {9 kb}
1 2

3.4Interpretacija LD grafa

D<1 | D=1
LOD<2| BELA |MODRA
LOD > 2 ROZNATA [RBEGHE

Ce se na grafu postavimo na kvadratek in kliknemo z desno miskino tipko, se nam izpisejo
vrednosti.
Kako graf beremo:

rs3125023

rs17158042
rs2303990 |

-
(4]
?y‘ rs10508201

rs3123242

rs31320086

| 1510903752 -|
rs1017361
rs3125037
rs2060138

]
£
o
o

71 B2
(]

Iz slike je razvidno, da SNP rs10508201 in SNP rs3123252 nista v visokem vezavnem
neravnovesju (beli kvadrat), kar pomeni, da med seboj nista povezana, medtem ko pa sta SNP
rs3123252 in SNP rs10903752 v visokem vezavnem neravnovesju (rdeci kvadrat). Barvna shema
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kvadratov nam prikazuje vrednosti D' in LOD. V primeru, da je LOD < 2 in D' < 1, je barva
kvadrata bela, v primeru, da je LOD < 2 in D' = 1, je barva kvadrata modra, v primeru, da je LOD 2
2 in D' je < 1, je barva kvadrata roZnata in v primeru, da je LOD 2 2 in D' = 1, potem je barva
kvadrata rdeca, ki nam predstavlja najvi$jo vezavno neravnovesje. Stevilke v kvadratih pa nam
predstavljajo vrednosti r’.

26



4 1000 genomes

En glavnih ciljev biologije in medicine je razumeti odnos med genotipom in fenotipom. Rezultat
projekta humani genom je referencna genomska sekvenca, ki predstavlja osnovo za studij
humane genetike. Kljub temu pa ne omogoca Studija variacije v genomu, saj je za to potrebno
natanéno poznavanje sekvence DNA. Leta 2008 je izSel katalog variabilnih mest ¢loveskega
genoma, ki je vseboval 11 milijonov SNP in 3 milijone kratkih insercij in delecij. Mednarodni
projekt HapMap je zbral vse alelne frekvence in korelacijske vzorce sosednjih variant (fenomen,
poznan kot vezavno ravnovesje, ang. LD »linkage disequlibium«) vecih populacij za 3,5 milijonov
SNP-ov.

Omenjene raziskave so peljale odkrivanje genov, povezanih z boleznimi v smer asociacijskih
Studij na celothem genomu (ang. GWAS »genome-wide association studies«), v katerih so
primerjali genotipe posameznikov na vec sto tisoCih variabilnih mestih, v kombinaciji z znano LD
strukturo. Tako so odkrili asociacije med posameznimi SNP in pojavom bolezni. V zadnjih petih
letih so GWA Studije identificirale ve¢ kot 1000 genomskih regij povezanih z verjetnostjo za
razvoj posamezne bolezni. Kljub tem odkritjem, je za razumevanje prispevka posameznega gena
k razvoju bolezni potrebno vloziti Se veliko dela. Ko enkrat odkrijemo da posamezna regija na
DNA vsebuje rizicen lokus, ki prispeva k razvoju bolezni, je potrebno preuciti vse genetske
variante v tem lokusu. Ko odkrijemo vzroc¢no varianto oz. variante, odgovorne za razvoj bolezni,
doloc¢imo njihovo vlogo pri razvoju bolezni in pojasnimo njihovo vlogo v funkcionalnih bioloskih
poteh.

Variante z nizko frekvenco (definirane kot tiste s frekvenco manj prisotnega alela med 0,5 in 5%)
so bolj pogoste kot variante z veliko frekvenco v populaciji in prav tako signifikantno prispevajo k
genetski arhitekturi bolezni, vendar jih do sedaj Se ni bilo mogoce sistemsko preucevati. Da bi
lahko popolnoma razumeli vlogo pogostih in nizko-frekven¢nih variacij, je bil potreben popoln
katalog ¢loveske gentske varibilnosti.

V ta namen se je leta 2008 razvil projekt »1000 Genomes«. Pri slednjem so Zeleli odkriti,
genotipizirati in zagotoviti to¢no informacijo o haplotipih vseh DNA polimorfizmov razlicnih
¢loveskih populacij. Cilj projekta je bil dolociti 95% vseh variant v genomu, ki so dostopne za
sekveniranje z visokotehnoloskimi metodami in imajo alelno frekvenco vecjo ali enako 1% (kar je
tudi klasi¢na definicija SNP) v vsaki od petih glavnih populacijskih skupin (populacije iz Evrope,
vzhodne Azije, juzne Azije, zahodne Afrike in Amerike).

V projektu je sodelovalo devet sekvencnih centrov, ki so skupaj sekvenirali 4,9 terabaz DNA
sekvence iz DNA, pridobljene iz nesmrtnih limfoblastnih celi¢nih linij. Sama genotipizacija
sekvenc je potekala v okviru treh glavnih projektov.

V okviru Trio projekta je potekalo sekveniranje z metodo, ki omogoca visoko pokrivhost (ang.
»high-coverage«, npr. 42-kratna pokrivnost pomeni, da je bilo pri sekvenci dolgi 3 milijone
baznih parov dolo¢enih 126 milionov baznih parov). Sekvenirali so DNA dveh druZin nigerijske in
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evropske populacije, sestavljenih iz obeh starSev in héere. V okviru projekta z nizko pokrivnostjo
(2-6 -kratna pokrivnost) so sekvenirali DNA 179 posameznikov razli¢nih populacij. V okviru Exon
projekta pa so najprej iz 697 posameznikov razlicnih populacij ciljno zajeli 8.140 eksonov iz 906
genov (skupno 1.4 Mb), katere so nato sekvenirali z visoko pokrivnostjo.

vev v

Vsem projektom so bile skupne Stiri lastnosti: odkritje, precis¢enje, genotipizacija in potrditev.
Pri odkritju so znanstveniki sekvenirane sekvence porazdelili glede na referencno sekvenco in
identificirali kandidatne regije, ker so se posamezniki razlikovali od referencne sekvence. Sledilo
je preciscenje s kontrolami kvalitete, s katerimi so odstranili lazno pozitivna variabilna mesta.
Genotipizacija je omogocila doloditev alelov posameznika na posameznem variabilnem mestu.
Zadniji korak je bila potrditev novo odkritih variant z neodvisno tehnologijo, kar je omogocilo
dolocitev stopnje laznih odkritij (ang. »false discovery rate«). Eksperimentalni projekti so se med
sabo razlikovali v sposobnosti pridobitve podatkov in frekvenc posameznih variacij ter v
analiticnih metodah, uporabljenih za sklepanje o posameznikovem genotipu.

Popoln katalog genetske variacije omogoca identifikacjo signalov, ki so bili prej v Studijah
zgreSeni in tako opazno poveca Stevilo kandidatnih funkcijskih alelov na posameznem lokusu.
Podatki iz kataloga so Ze bili uporabljeni pri GWA studija razli¢nih lastnosti in bolezni, od kajenja
do multiple skleroze. Prav tako so bili uporabljeni kot izkljucitveni faktor pri Studijah Mendlovih
bolezni (monogenske bolezni) in Studijah tumorigeneze. Informacije iz projekta se uporabljajo
tudi pri dizajniranju testov za genotipizacijo nove generacije in kot vzorec za nacrtovanje
prihodnjih GWA $tudij na vedjih vzorcih.” V prilogi 1 je prikazana uporaba spletnega brskalnika
»1000 genomes«.

Prihodnji plan za projekt je sekveniranje dodatnih vzorcev, za dosego konénega cilja 2.500
sekveniranih vzorcev pri 4-kratni pokritosti. Zadnji vzorci naj bi bili sekvenirani konec leta 2011.

Merjenje variabilnosti ¢loveske DNA je glavni predpogoj za raziskovanje humane genetike.
Projekt »1000 Genomes« predstavlja korak naprej k popolnem opisu c¢loveskih DNA
polimorfizmov. Vedja koli¢ina podatkov, ki jo ponuja projekt »1000 Genomes« bo omogocila bolj
natanc¢no vkljucitev variant v GWA Studije, kar bo omogocilo boljSo lokalizacijo z boleznijo
povezanih podrocij DNA. Aplikaciji podatkov iz projekta in metod uporabljenih v projektu bosta
prispevali k bolj doumljivemu razumevanju vloge podedovane variabilnosti DNA v cloveski
evoluciji in razvoju bolezni.
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Pojdi na: http://www.1000genomes.org/ensembl-browser

Home About Data Analysis Participants Contact Browser Wiki  FTP search I €D

Home » NAVIGATION
\ 4

o Frequently Asked
Questions

THE ENSEMBL BROWSER

The 1000 genomes project uses a project specific version of the Ensembl Browser to visualise its variants. This browser can be
found at http://browser. 1000genomes.arg.

The main browser currently displays the snps and indels from the 20100804 rzlease. This runs Ensembl version 62.

There is also a version of the browser which holds the pilot data from A map of human genome variation from population-scale
sequencing , Nature 467 ,1061.1073 at http://pilotbrowser. 1000genomes.org. This uses Ensembl version 60.

You can find instructions for how to use our browser here in doc format and a quick start guide here. There is also a tutorial for
the pilot browser here

You can also access the databases which sit behind our browser, for more details about this please look at the Public Mysgl
Instance page.

There are also more tips for ensembl both on the main ensembl site and their blog

Izberi link »Browser« (http://browser.1000genomes.org/), kjer najdes iskalno okence na vrhu
strani na levi strani.

e.g. gene BRCA2 or Chromosome 6:133098746-133108745

V iskalno okence vpisSi ime gena, simbol, kromosom... in klikni »Go«.
Za primer v skripti je opisan gen PTPN22.

Kadar is¢emo regijo na kromosomu, se odpre stran »chromosomal location«, ki zajema del
kromosoma v okolici navedene regije.

Kadar iS¢emo gen ali genski produkt, spada rezultat iskanje v eno izmed naslednjih kategorij:

e »Gene« - gen
e »Transcript« - transkript
e »Peptide« - protein
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http://www.1000genomes.org/ensembl-browser
http://browser.1000genomes.org/

Results Summary
You searched for 'PTPN22'
Gene or Gene Product
5 entrie(s) matched your search strings.
1. Gene: ENSG00000134242 [Region in detail
PTPN22 - protein tyrosine phosphat: non-receptor type 22 (lymphoid) [Source:HGNC Symbol;Acc:9652]

2. Transcript: ENST00000359785 [Region in detail

3. Peptide: ENSP00000435176 [Region in detail]
PTPN22

4. Peptide: ENSP00000352833 [Region in detail]
PTPN22

5. Peptide: ENSP00000346621 [Region in detail]
PTPN22

Genetic Marker

0 entrie(s) matched your search strings.

o S klikom na »gene« v rezultatu iskanja odpremo »gene page« - stran s podatki o genu

e S klikom na »transcript« v rezultatu iskanja odpremo »transcript page« - stran s podatki o
genskem transkriptu (RNA)

e S klikom na »peptide« v rezultatu iskanja odpremo »peptide page« - stran s podatki o
proteinu

e S klikom na »region in detail« odpremo »LocationView page« - stran s podatki o regije,
kjer s ta zadetek nahaja

4.1Dostop do podatkov o variacija na strani »gene«

o S klikom na »gene« v rezultatu iskanja odpremo »gene page« - stran s podatki o genu
e S klikom na »transcript« v rezultatu iskanja odpremo »transcript page« - stran s podatki o
genskem transkriptu (RNA)

Gene summary help

Name PTPN22 (HGNC Symbol)

Synonyms Lyp, Lyp1. Lyp2, PTPNB [To view all 1000 Genomes genes linked o the name click hare ]

ccos This gene is a member of the Human CCDS set: CCDS863, CCDS864

Gene type Known protein coding

Prediction Method Gene containing both Ensembl genebuild transcripts and Havana manual curation, see article.
Alternative genes This gene to the i i ifi

]
Havana gene: OTTHUMGO00000011936 [view all locations]

77.95 Kb Forward strand me
ETECET ETIECITY W12 37 M5 132 38 Mb 71435 Mb M1a40 M5 1243 Mo T1a42 m
[ e ——]

EnsemblHavana g...

RP5.107303.2-001 >
processed transcript

[l
RP5-107303.2-002 >
processe d transai Pt

———
RPS5-107303.2-003 >

processed fransorip
AL137855.24 >

rrrrrrrrrrrr - — W )
< RSBN1-002 < FTPN22-006
nonsense mediated decay  protein coding

-
pri
iy
P

[ S—— S P A S |
< PTPNZ2-005 < PTPN22-003
retained intron retained intron
< PTPN22-008
nonsense mediated decay
= 2202
protein coding
[ e |
< PTPN22-007
protein coding
[T S N TR BT ——
< PTPN22-201
protein coding
< PTPN22-009
processe d transcri 3
< PTPN22-010
nonsense mediated deca:
T14.35 b T14.36 Mb 11437 MB T4 55 b T14.35 Mb T14.40 Mb 11243 MG Tia.42 M
Strand 77.95 Kb

Export image
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Stran vsebuje celoten razpon gena, prikazane so vse kopiji gena.

Klikni na povezavo »Variation Image« Gene-based displays
. . . Gene sn_‘m!'na' W
pod »Genetic Variation« gga?jegf?i;g\;,;gfée

External references
Regulation
=- Genetic Variation
Variation Table
Structural Variation
Variation Image
External Data
=- 1D History
Gene history

Variation Image

= 2050 =]
34 Wb 1435 Mb 114/36 Mb 11437 Mb 11438 Mb 11435 Mb 114.40 Mb 11441 Wb 114.42 Mb 11443
Variations R0 S0 L0 00RO AL O NI LW 0 0 0
Ensembl/Havan Kl
Ensembl/Havan U} e
Lt} —
EnsemblHavan...
A 1
H—
— bbb O— A A A AA— —
[ R S R o I 1
— [
[
- A
M
i
Export image

Location: |1:114362205—114362275 |- o =
Variation 1Dz | |- = ‘\D -

72 bp
114,262,210 114,362,220 112,362,230 114,262,240 114,262,250 114,362,260 114,362,270

Variations
5 TCAGAAATGAGETGGAGTTAT T TGACTGAACAGAT TCTGEAGGCTTGTTTGGTGGGCAAGAATTACAGATAC
AGTCTTTACTCGACCTCAATAAACTGACT TGTCTAAGACGTCECGAACAAACCACCCGTTETTAATGTCTATG

[
PIRSF000930
Non-rcpt_Tyr Pase_8/22

—
PFO0102
Tyr_Pase_rcptinon-rg
SMO0194
Tyr_Pase_reptinon-rept

ENSTDOD0D45907 7
PTPN22-005

ENSTOD000420377,
PTPN22-006
Pl

.
PIRSF000930
Non-rcpt_Tyr_Pase_§/22

ENSTDODO0D52579
PTPN22-007

ENSTDOD00532224
PTPN22-008

ENSTDODOD53825
PTPN22-202

Variation legend Non-synonymous coding
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Zgornja slika predstavlja celoten razpon gena in spremljevalnie regije. Spodnja slika predstavlja
povecan pogled na prvi ekson.

V okencu »Location« lahko spremenite razpon in vidite SirSe (ali ozje) podrodje, kot je
prikazano spodaj:

Location: | 1:114350242-114374239 |-

Variation ID: | |- K < [ S0 e

24.00 Kb
114,252,000 114,354,000 114,256,000 114,358,000 114,360,000 114,262,000 114,364,000 114,266,000 114,368,000 114,270,000 114,372,000 11.

Variations W00 Lrmmn L [T rm L1 1 A Yy T O 1 A 1 A Y A T OV T T Y T

] H !
PIRSE.domain. Rsropbbsd |

lon-rcpt |Tvr| PHAS |8/22

Pf: d i
Flam domain_ po1op
~_Pasg | repnon-rap
SMART domain o019
M _Pase [repinon-rgp

o

ENSTUUUUUIJGQU??
PTPMZ
ENSTO0000420377 H
PTPNZ2-00& H
PIRSE_domain sFoopp3p |
n-rept [Ty [Hade B4
ENSTOOO000525799 ¥ -y
PTPNZ22-007 t LB
ENSTOOOO0S532224 1 fal
PTPMNZ22-008 1 i
ENSTOOOD0538253 ¥ -y
PTPN22-202 t LB

AR AR MO R VRO

Variation legend B ntremic =~ Non-synenymous coding [0 Synonymous coding |
Splice site SNP 3'UTR

Export image

Slika zajema le del variacij. Povezava do popolne slike je sledeca:

http://browser.1000genomes.org/Homo sapiens/Gene/Variation Gene/Image?db=core;g=ENS
G00000134242:r=1:114356433-114414381

SNP-i so prikazani v razli¢nih barvah, ki pomenijo razli¢cne funkcije SNP-ov (intronski, sinonimen,
nesinonimen). Nesinonimni SNP-i so Se dodatno oznaceni.
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http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Image?db=core;g=ENSG00000134242;r=1:114356433-114414381
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Image?db=core;g=ENSG00000134242;r=1:114356433-114414381

e klikni na kateri koli SNP in odpre se okno [
z informacijami o njem

—————— @ o————— 1T ik 4

Gene summary
Splice variants (12}

e S klikom na “Variation Table” pod
“Genetic Variation” v levem meniju

Supporting evidence
Sequence

External references
Regulation

dobimo sezma, SNP-ov v doloceni B e ariatian

regiji gena. Variction Imaga
External Data

Bl ID History
- Gene history

Get VCF d.
+ Bookmark this page

Variation Table
Summary of variations in ENSGo0000134242 by consequence type
Number of variants Type 4 Description
19 Show Essential splice site In the first 2 or the last 2 basepairs of an intron
9 Show Stop gained In coding sequence, resulting in the gain of a stop codon
0 - Stop lost In coding sequence, resulting in the loss of a stop codon
0 - Complex inidel Insertion or deletion that spans an exonjintron or coding sequence/UTR border
0 - Frameshift coding In coding sequence, resulting in a frameshift
132 Show Non-synonymous coding In coding sequence and results in an amino acid change in the encoded peplide sequence
59 Show Splice site 1-3 bps into an exon or 3-8 bps into an intron
0 - Partial codon Located within the final, incomplete codon of a transcript whose end coordinate is unknown
48 Show Synonymous coding In coding sequence, not resulting in an amino acid change (silent mutation)
0 - Coding unknown In coding sequence with indeterminate effect
4] = ‘Within mature miRNA Located within a microRNA
616 Show Intronic In intron
119 Show NMD transcript Located within a transcript predicted to undergo nonsense-mediated decay
112 Show Within non-coding gene Located within a gene that does not code for a protein
3 Show Upstream Within 5 kb upstream of the 5 prime end of a transcript
7 Show Downstream Within 5 kb downstream of the 3 prime end of a transcript
10 Show 5 prime UTR In 5 prime untranslated region
50 Show 3 prime UTR In 3 prime untranslated region
931 Show ALL All variations.

V okencu »Show« lahko izberemo prikaz samo dolo¢ene kategorije SNP-ov.
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NON_SYNONYMOUS_CODING variants El

5 TR
Show entries Show/hide columns Filter =
ID Chr: bp Alleles Class Validation  Type Amino AA SIFT PolyPhen Transcript
Acid co-ordinate

rs72650671 1:114380914 GIT SNP - Mon-synonymaous HN 370 (1) deleterious ENST00000354605
coding

COSM25634 1:114380878-114380879 CC/TT  substitution = Non-synonymous LEAK 381 (3) = = ENST00000354605
coding

[s77913785 1:114380858 GIT SNP - Non-synonymaous D/E 388 (3) deleterious benign ENST00000354605
coding

rs112873647 1:114380744-114380743  -/ATT insertion - MNon-synonymaous -IN 427 (1) - - ENST00000354605
coding

rs74163655 1:114380692 TIA SMNP - MNon-synonymaous I 444 (1) tolerated  benign ENST00000354605
coding

15112191110 1:114380682 G/A SNP - Non-synonymous T 447 (2) deleterious probably ENST00000354605
coding damaging

[sT2650672 1:114380656 G/IC SNP - Mon-synonymous QE 456 (1) deleterious probably ENST00000354605
coding damaging

rs74163657 1:114380439 TIC SNP = Non-synonymous ¥YiC 528 (2) tolerated  benign ENST00000354605
coding

rs114092230 1:114380395 TIC SNP - Non-synonymaus S/G 543 (1) tolerated ENST00000354605
coding

rs74163659 1:114380295 G/C SNP - MNon-synonymaous SiC 576 (2) deleterious probably ENST00000354605
coding damaging

rs61757796 1:114380241 G/A SMNP - MNon-synonymous SiL 594 (2) tolerated  benign ENST00000354605
coding

Is7T4163660 1:114377561 G/IC SNP - Non-synonymous PR 622 (2) deleterious probably ENST00000354605
coding damaging

rs74163661 1:114377006 AIC SNP - Non-synonymous 1M 650 (3) tolerated ENST00000354605
coding

Veliko tabel v brskalniku omogoca, da filtrirate vsebino oz. da uredite tabelo na podlagi razlicnih
stolpcev ter tudi odstranite posamezne stolpce iz tabele.

4.2Dostop do podatkov o variacijah na strani »transcript«

e Na strani rezultatov iskanja s klikom na »transcript« izberi »transcript page«.

Transcript: PTPN22-001 (ENST00000359785)
Description protein tyrosine plor type 22 (lymphaoid) [ Symbol;Acc:0652]
Location Chromosome 1: 114,356,433-114.414,381 reverse strand.
Gene (5 This transcript is a product of gene 134242 - There are 12 in this gene
Showiide cotumre | EC—
Name Transcript ID Length (bp) Protein ID Length (aa) Biotype ccbs

PTPNZZ-001 3654 807 Protein coding CODS863

PTPN22-002 1784 179 Pratein coding =

PTPN22-004 3424 762 rotein coding

[PTPN22-006 | 5726 795 Protein coding

PTPN22-007 2118 668 Protein coding 5

PTPN22-201 2347 691 Pratein coding CCDsSa64

PTPN22-202 2414 563 Protein coding =

PTPN22-008 2421 135 Nonsense mediated deca

PTPN22-010 527 (5 Nonsense mediated deca

PTPNZ2-009 565 No protein product Processed transcript

PTPN22-003 | ENST00000484147 2258 No protein product Retained intron

PTPN22-005 [ ENST000004689077 5682 No protein product Retained intron

Transeript summary help
= | \ L | B A A A )
strana 7.95 kn
Statistics Exons: 21 Transcript length: 3 654 bps Translation length: 807 residues
ccops This transcript is a member of the Human CCDS set; CCDSa63
Type Known protein eoding
Prediction Method Transcript where the Ensembl genebuild transcript and the Vega manual annotation have the same seguence, for every base pair. See arlicle
This ip to the following database identifiers:
Transcript having exact match between ENSEMBL and HAVANA: OTTHUMTR0000033015 [view all locations]
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“B S klikom na “Variations” pod “Protein [rrenccniproasea areprays

[~ Transcript summary
- Supporting evidence (22)

Informationna levi, dobimo funkcije SNP-ov v B Segienoe
cDMNA
regiji. & Extormal Reforences

General identifiers (43)

Oligo probes (46)

= Ontology

Ontology chart (19)

Ontology table (19)

= Genetic Variation

|- Population comparison
Comparison image

- Protein Information

Protein summary

Domains & features (15)

43)

t Transcript history
Protein history

B* Download view as CSV

Variations help
Variation type Alleles g:lly Residues Codons
o
16 rs74163639 Synonymous coding G/A R AGC, AGT - -
49 rsB1745743 Synonymous coding ATICIG N GCT, GCA - -
70 COSM30530 Non-synonymous cading CIG s CGG, CCG deleterious probably damaging
71 rs74163642 Non-synanymous cading AIG R GTA, GCA deleterious probably damaging
141 5115552198 Non-synonymous coding G/A R CGC, TGC deleterious probably damaging
177 1KG 1 114390013 Synonymous coding cr Y AAG, AAA - -
183 rs34590413 Stop gained G/A R CGA, TGA - -
201 574163647 Non-synonymous coding G/A R TCT,. TTT deleterious probably damaging
206 rs61738614 Non-synonymous coding TG K CTT, CAT deleterious probably damaging
232 rs78195073 Synonymous coding TC Y GGA, GGG = =
247 rs35910084 Synonymous coding TG K CTA, CTC - -
263 rs33996649 Non-synonymous cading CITIAIG N CGG, CTG tolerated benign
266 [s72650670 MNon-synonymous coding GiA R CGG, TGG deleterious probably damaging
277 rs72483511 Stop gained, Splice site CiA M GAA, TAA - -
324 rs113984534 Synonymous coding AIG R TAT, TAC = -
366 rs74163654 Synonymous coding cT Y GAG, GAA - -
370 [s72650671 Non-synonymous coding GIT K , CAC, AAC deleterious
38 COSM25634 Mon-synonymous coding CCaT - LE. LK CTGGAG, - -
CTAAAG
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Podobno kot prej, lahko tabelo filtriramo, remikamo stolpce...

S kom na ID variacije se odpre »Variation tab«

Variation: rs56048322

Variation class SNP (rs58048322 source dbSNP 132 - Variants (including SNPs and indels) imported from dbSNP)

Synonyms 1000 genomes - August 2010 rs56048322
dbSNP rs61757797
Present in ALL - August 2010 - 1000 genomes (AFR - August 2010 - 1000 genomes, ASN - August 2010 - 1000 genomes, EUR - August 2010 - 1000 genomes)
Alleles C/G (Ambiguity code: §)
Ancestral allele C
Location This feature maps to 1:114372214 (forward strand) | View in location tab

Validation status Proven by cluster
HGVS names This feature has 13 HGVS names - click the plus to show

“B S klikom na “Population genetics” v levem
meniju, dobimo podatke o alelnih frekvencah.

WVariation displays

Flanking sequence
Gene/Transcript {10}
Population genetics (5)
Individual genotypes (629)
Gienomic context
Phenotype Data
Phylogenetic Context
External Data

»~ Configure this page

P Export data

+% Bookmark this page

I* Download view as CSWV

Frekvence za razlicne populacije, so tudi grafi¢no prikazane.

Population genetics help

1000 genomes alleles frequencies
ALL EUR

* C:100% » C:09%
G:1% G:1%

1000 genomes

Population
1000GENOMES:ALL 0.895 0.005 0.989 0011 5
1000GENOMES:EUR 0.891 0.008 0.982 0.018 5
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“B S klikom na “Flanking sequence” dobimo T
sekvenco okoli SNP-a: Gene/Transript (10)

Population genetics (5)
Individual genotypes (623)
Genomic context
Phenotype Data
Phylogenetic Context
External Data

= Manage your data

Bookmark this page

Flanking sequence

Flanking Sequence CTCTCCCTCTGACAAATGCCTCTTTAAGTTGTATTTTTTCTTCTTTTTCGTTTCCTTCTA

(reference and dbSNP)  TTAATTTTGACTGTTATAATATCARCAATTAGTTTTAATARAGATATT TAATCTARTTTT
CCATCTTAATGCTGGGGAGGGGGARACTTTCAGTARGGGARAGT TTCCGGCATGTTTCCC
ARMACTCTTATCTTCTTTACSTTACTCCTTGTGAARCTTTTTCCAGGAGTCTTCAGTGTC
TGTTTTGAAGATGTTGAAT TTTCCATGGETGTCAGGATAGC TAGTAGAATATGTTTCTATA
GATTGGGECCTGCATACCTTARAARAARAARAGGAGARAARCATGTTCCATTGCATACCTT
CTTARGCCTTCATGTTACATATAATARATTGTTAGCTTGGE

(Variant highlighted)

“B  Klikni na “Individual genotypes” v levem Variation displays
meniju, da dobis podatke o genotipih Flanking sequence

Gene/Transcript (10)
Population genetics (5)
ividual

Genomic context
Phenotype Data

Phylogenetic Context
External Data

= Get VCF da

Individual genotypes help

1000 Genomes

4 Description

174 Show 1000GENOMES:AFR African Samples from the 1000 Genomes Main Project
629 Show 1000GENOMES:ALL All Samples from the 1000 Genomes Main Project

194 Show 1000GENOMES:ASN East Asian Samples from the 1000 Genomes Main Project
283 Show 1000GENOMES:EUR European Samples from the 1000 Genomes Main Project
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B Klikni na “Show” da vidi3 genotipe za vsak vzorec izbrane populacije:

16OOEE NOME S:HEE0171

1O0OGE NOME S:HGO0a 77
100G ENOME S:HEO0SH0

Variation displays

Flanking sequence
Gene/Transcript (10)
Population genetics (5)
Individual genotypes (629)

context
Phenotype Data
Phylogenetic Context
External Data

FIN SAMPLE FASM THE 16006 BENGMES FROJEST

FIN SAMPLE FAGM THE 1000 GENDMES PROVEGT

FIN SAMPLE FAOM THE 1000 GENOMES FROJECT

FIN SAMPLE FAOM THE 1000 GENOMES PROJECT

FIN SAMPLE FAOM THE 1000 GENOMES FROJECT
S0 THIE 1006 BENOMES ©

FiN SAMPLE FAOM THE 1000 GENOMES FROJECT

“B Klikni na “Genomic context”

[back 1o top]

da vidis

variacije in gene v okolici izbrane variacije.

Context help

5.00 Kb

ntronic
Splice site SNP

MNon-synonyrmous coding

Synonymous coding

Forward strand mee—

mEE R

114,370,000
strand

114,371,000

114,372,000
5.00 Kb

114,374,000
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4.3Dostop do podatkov o variacija na strani »Location View«

eV »variation summary« klikni na »view in location tab«

Variation class
Synonyms

Present in
Alleles

Ancestral allele C
Location

Variation: rs56048322

This feature maps to 1:114372214 (forward strand) | View in location tab
Validation status Proven by cluster
HGVS names This feature has 13 HGVS names - click the plus to show

SNP (rs56048322 source dbSNP 132 - Variants (including SNPs and indels) imported from dbSNP)

1000 genomes - August 2010 rs56048322
dbSNP rs61757797

ALL - August 2010 - 1000 genomes (AFR - August 2010 - 1000 genomes, ASN - August 2010 - 1000 genomes, EUR - August 2010 - 1000 genomes)
C/G (Ambiguity code: §)

Odpre se okno »Location View« za regijo okoli variacije — izbrana variacija pa je oznacena z

rdecim okvirjem.

Region in detail help

1.0d Mb Forward strand e
4 113.90 Mb 114.00 Mb 114.10 Mb 114.20 Mb 11420 Mb 114.40 Mb 114.50 Mb 114.60 Mb 114.70 Mb 114.80 Mb
= g —
T 0 =
“RP4-543)13.1 >
“RP11.512F24.1 =
< RP11475L11
‘< RP4-730K3.3
“RIS-107303.2 >
& 113.90 Mb 114.00 Mb 114.10Mb 114.20 Mb 114.30 Mb 114.40 Mb 114.50 Mb 114.60 Mb 114.70 Mb 114.80 Mb
1000 Genomes Homo sapiens version 63.37 (GRCh37) Chromosome 1: 113,687 2215 - 114,872,214
Gene Legend, I processed transcript merged Ensembl/Havana
I pseudogene
Export image
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Location: | 1:114371714-114372714 |-

L G E > ]
oe: | e .

i 160 Kb Forward = trand e
i 114,371,800 114.371.900  114.372.000 114,372,100 114.372.200 114,372,300 114.372.400 114,372,500 114.372.600 114
pl3.2

o e e ]
RP5-107303.2-003 =
processed transaipt

= FTPNZ2Z2-008
Ponsense mediated decay

< PTPN22-202
protein coding

= FTPN22-006
protein coding

= PTPN22-007
protein coding

114,371,800 114,371,900 114,372,000 114,372,100 114,372,200 114,372,300 114,372,400 114,372,500 114,372,600 11

strand 1.00 Kb

B Intronic Non-synonymous coding Synonymous coding
Splice site SNP

I protein coding E processed transcript

B merged Ensembl/Havana

There are currently 112 tracks turned off.

1000 Genomes Homo sapiens version 6§3.37 (GRCh37) Chromosome 1. 114,371,714 - 114,372,714

Export image

Configure Region Image

Configure view
= Image options
|- Active tracks
 Favourite tracks
L Track order 1000 Genomes
[ Search esults @ngy [ Ensble/disable all tracks
r éggggi’;omes VCF [#5] ALL - August 2010 - 1000 genomes variations
- Markers @ AFR - August 2010 - 1000 genomes variations
L Sli?ﬁéinn transcripts @ ASN - August 2010 - 1000 genomes variations
 Protein alignments @ EUR - August 2010 - 1000 genomes variations
-~ cDNA/mRNA alignments
L ANA alignments (0r2 D High coverage exons - 1000 genomes variations
C gfg;ﬁ:@‘;ﬁ%ga'ﬂ [] CEU - High coverage exons - 1000 genomes varialions
 Misc. regions (0/7) D CHB - High coverage exons - 1000 genomes variations
C gg?;ﬁ;se variation D CHD - High coverage exons - 1000 genomes variations
- Somatic mutations [] JPT - High coverage exons - 1000 genomss variations
& Ee.gg'gﬂ}g.”w evidence D LWK - High coverage exons - 1000 genomas variations
E ::‘?grwﬁ?;uac\,:eccramns [] TSI - High coverage exons - 1000 genomes variations
- Display options D YRI - High coverage exons - 1000 genomes variations
D Low coverage - 1000 genomes variations
D CEU - Low coverage - 1000 genomes variations

D CHB+JPT - Low coverage - 1000 genomes variations
D YRI - Low coverage - 1000 genomes variations

D Trios - High coverage - 1000 genomes variations

D CEU - Trios - High coverage - 1000 genomes variations

D YRI - Trios - High coverage - 1000 genomes variations

¥ % % N 3 N N0 N NN N NN
coooceeeoeoDOeOeOee

Key

[#¥] Track style
Forward strand
[R] Reverse strand

‘¢ Favourite track

@ Track information

e V levem meniju izberi »1000 Genoms« in izberi nekaj mozZnosti (npr. EUR, ASN in AFR
populacije)
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Ce Zelimo prikazati histogram (gostota SNP-ov) moramo izbrati e »density plot« in kliknite na
kljukico v zgornjem desnem kotu.

Location: | 1:114354207- 114380222
- & < o 1l SR
] E— o
]

[ Ensempitimona 9... o

st auqusezon0, | 1 10 (TR DT T T IO TR T T i
AR g 2010 | 1 1L WEIIITE i (NI LI A A T o el
ASN_ Auaust 2033 | | ] |

Jeomein corng
(TSR

V »Location view« lahko prav tako vklopimo in izklopimo prikaz razlicnih podatkov s klikom na
»Configuration page«

e Pojdi z misko imenom podatkov, in odpre se okono za spreminjanje nastavitev. V
spodnjem primeru so "1000 genomes — August 2010 variations " lahko preklapljate med
dvema vrstama pogleda.

prccessea !ranscrl&

H RP5-107303.2-003 =

essed transi

[T Irl’tIIIIIIIH I I
[ (A I FI
| |

u-mmoqmw&ﬁ
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e Klikni na »Linkage Data« pod »Genetic Location-based displays

Chromosome summary

Region overview

Region in detail

Genetic Variation

': Resequencing (2)
Linkage Data

Variation« v levem meniju EWﬂolegenome
E.
\‘ Markers

#~ Configure this page

= Manage your data

= Get VCF data
+ Bookmark this page

#~ Select populations

o |zberi populacijo s klikom na “Select Populations”

Select populations

07Tp Selected Populations Unselected Populations

Click on the plus and minus

buttons to select or deselect . ‘ ;

optons 1000GENOMES low_coverage:CEU :l 1000GENOMES:ow_coverage:CHBJPT ﬂ

Selected options can be 1000GENOMES Jow_coverage: YRl ﬂ

reordered by dragging them fo a

different position in the list CSHL-HAPMAP HAPMAP-ASW ﬂ
CSHL-HAPMAP:HAPMAP-CHE ﬂ

Podatki o vezavnem neravnovsju so prikazani na podlagi r2 in d’

Linkage Disequilibrium Data help

Focus: Location 1:114347215-1 214

Prediction method: LD values were caloulated by a pairwise estimation between SNPs ganatyped in the same individuals and within a 100kb windaw. An established method wa
used to estimate the maximum likelihood of the proportion that each possible haplotype contributed lo the deuble helerozygote.
Populations:
OMES Tow_ EU [size: 80]
Description: Pilot 1 low coverage study: Utah residents (CEPH) with Northern and Western European ancestry (CEU)

Logation: | 1:114347215-114377214 | =l -
Gene: | | == b 1 [EE
T ————— e o —
EnssmbI/HEvan. . -

B
APS 107303 2.001 =
o

RPS5-107303.2-003 >
processed transcipt
EnsembHavan

= PTPN22-008
protain coding

= PTPN2Z-007
protein coding

Vatistions. JUTNFOUOn o min L I LI L L 1 (PR LT A U ) n
T ErErTm EENE

(EERCYTS AIERCTTS G748 p
Vaciatian Leaand.

Gena. Lagend

- rotein wding
s merge d Ensembl/Havana
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1000GENOMES:low_coverage:CEU
LDUr2): 1000GEN QM ESlpm_coveogeCEY 47 gHPs i L i
- Fy R

77777777 AW D .
NARPR 7

LD (d_prime).

Export image

Celozaslonski prikaz najdete na slednji povezavi:

http://browser.1000genomes.org/Homo sapiens/Location/LD?vf=9395694&db=core&vdb=vari
ation&v=rs56048322&pop1=34338&t=ENST00000359785&g=ENSG00000134242&r=1%3A1143

47215-114377214
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http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Location/LD?vf=9395694&db=core&vdb=variation&v=rs56048322&pop1=34338&t=ENST00000359785&g=ENSG00000134242&r=1%3A114347215-114377214

5 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO (PCR) IN POLIMORFIZEM
DOLZIN RESTRIKCIJSKIH FRAGMENTOV

5.1Nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov

Zacetne oligonukleotide za reakcijo PCR moramo skrbno nacrtovati. Najpomembnejse tocke in
pravila za nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov (ang. PRIMER):

e Razlika pripenjale temperature med paroma primerjev ne sme biti vec¢ja kot 1°C;
e Primerja naj bosta dolga od 18 do 24 bp;

e Temperatura pripenjanja naj bo med 54 in 64°C;

e Delez baz G in C naj bo med 50 in 60%;

e Na 5’ koncu naj primerja vsebujeta baze Ain T;

e Na 3’ koncu naj primerja vsebujeta vsaj 2-3 bazi G in C;

v

e Par primerjev ne sme biti komplementaren med seboj.

5.1.1 PRIMERS3: spletno orodje za nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov

V okence za sekvenco prilepimo sekvenco v FASTA formatu, ki smo jo dobili iz dbSNP ali iz katere
druge podatkovne zbirke. Z oglatimi oklepaji pa v sekvenci dolocimo regijo, katero morata para
primerjev zaobjemati oz. katero mora vsebovati produkt:

Prim6r3 (v 0.4.0) Pick primers from a DINA sequence.

Paste source sequence below (53'->3", string of ACGTNacgin -- other letters treated as N -- numbers and blanks ignored). FASTA fi

M= - |

/ I

V nadaljnji fazi izberemo in nastavimo Zelene parametre, kot so temperatura pripenjanja,
dolzina produkta, itd.:
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Product Size Ranges 150-250 100-300 301-400 401-500 501-600 601-700 701-85(
Max 3' Stability 9.0

: Repeat Mispriming  24.00
24.00

Number To Return &
Max Repeat Mispriming 12.00

[ Pick Primers ” Reset Form ]

Y
\

Max Template Mispriming 1200  Paif

MoZne dolZine
produktov

General Primer Picking Conditions

Primer Size Min: 18 Opt: 20 Max: 27
Primer Tm Min: 57.0 Opt: 60.0  Max: 63.0
Product Tm M Opt: Max:
Primer GC% Min: 20.0 Opt: Max: 80.0

l‘[a}; Tm Difference:

Po koncani nastavitvi Zelenih parametrov kliknemo gumb pick primers in dobimo rezultate.

Orodje primer 3 nam izbere vec parov zacetnih oligonukleotidov izmed katerih si sami izberemo

najbolj ustrezen par:

ADDITICHATL CLIGOS
starc len TIn agoi any 3 =1=1=1
1 LEFT PRIMER 327 21 58.95 52.38 3.00 2.00 TTCAGRCACCTRACAGCCCTICT
RIGHT PRIMER S48 20 60.59 40,00 3.00 0.00 zaatgocccoctocaagcaatgaa
FPRODUOCT SIZE: 220, PLATE ONY COMPL: 4.00, PAIR 3" COMPL: 1.00
2 LEFT PRIMER 467 22 S59.36 45.45 2.00 2.00 tcacacaagatactgctgyaca
RIGHT PEIMER 692 20 L5o9.88 50.00 &6.00 2.00 coggocaggatattotcoata
PRODUOCT SIZE: 226, PATE ANY COMPL: 5.00, PAIR 3" COMPL: 3.00
3 LEFT PRIMER 328 22 60.30 50.00 3.00 2.00 TTICAGACACCTACAGCCCTCT
ETGHT FPRIMER 545 20 59.53 40 .00 3.00 2.00 aatgccctcaagcaatgaat
PRODUOCT SIZE: 220, PATERE ANY COMPL: 4.00, PAIR 32" COMPL: O.00
4 LEFT PRIMER 327 21 58.95 52.38 3.00 2.00 TTCAGRCRACCTRACRAGCCCTICT
RIGHT PRIMER 547 20 59.26 40,00 3.00 2.00 taaatgcococtcocaagcaatga
PRODUOCT SIZE: 221, PATE 4ANY COMPL: 3.00, PAIR 3" COMPL: 1.00
5.1.2 IDT Oligo analyzer: Spletno orodje za na€rtovanje in analizo zacetnih oligonukleotidov

S tem orodjem preverjamo zacetne oligonukleotide, ki smo jih sami izbrali (izbrali ro¢no). Drzati

se moramo navodil za nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov.

Del sekvence, ki smo jo izbrali za FW zacetni oligonukleotid prilepimo v okence za analizo in

kliknemo na analize:
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Sequence # Bases Target Type pna
5'-ATT TGC TAG CGC TGC TCC G
oOlige Conc g 35 uM
Na* Conc 50 mM
Mg*t Conc 0 mM
-3' dNTPs Conc mM
L Clear Sequence J L Add To Order | Default Settings

r

Analyze
Hairpin
Self-Dimer
Hetero-Dimer
NCBI Blast
THM Mismatch

Kot rezultat dobimo naslednje parametre:

Results

RESULTS
SEQUENCE:

COMPLEMENT:

LENGTH:
GC CONTENT:
MELT TEMP:

MOLECULAR
WEILGHT:

EXTINCTION
COEFFICIENT:

nmole fOD, o0

Ha /oD, 00

5'- ATT TGC TAG CGC TGC TCC G -3'

5'- CEE AGC AGC GCT AGC AAA T -2'

19
S7.9 %%
58.5 oC

S¥70.8 gfmole
157600 LS{mole-cm)

5.97
Sd.43

V naslednjem koraku preverimo tvorbo sekundarnih struktur, kliknemo na Hairpin in preverimo

temperature pri katerih nastajajo sekundarne strukture:

Structure Name AG (kcal.mole™)

E)
i
-]
1]

4 0,28

,_.
o
~

hd Tm (*C) AH (kecal.mole™)
20.5 -18.2
28,5 -25,2
34,2 -23
34,6 -22,3

AS (cal. K molel)

-61,98

-83,55

-74.84

-72.46

Dwtput

V kolikor nobena temperature ne presega 35°C se lotimo preverjanja Self Dimer. Tukaj

preverimo, kako je primer komplementaren sam s seboj. Paziti moramo, da se tvori ¢im manj

vezi in, da primerski homo dimer ni komplementaren na 3’ koncih, saj ga v tem primeru

polimeraza lahko podaljsuje:
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AGATGAATGRAATAGCACGCGT

LT
TGCGCACGATARGTARGTAGA

TACGTAGTAGARRGTGCCG

LTETT
GCCGTGAAAGATGATGCAT

V testu za hetero dimer pa preverimo enako lastnost, vendar jo preverjamo z drugim primerjem
iz nasega primerskega para:

HETERO-DIMER ANALYSIS

FW primer

Primary Seguence:

3 ATTTGCTAGCGCTGCTCCS 3

Secondary Seguence:

L Calculate _J

5.2RFLP - restriction fragment length polymorphisms

5.2.1 GeneRunner

V prejsnji nalogi smo Ze nacrtali zacetne oligonukleotide za rs1248696. Sedaj bomo uporabili
orodje GeneRunner in bomo vanj prilepili sekvenco SNP-ja rs1248696 ter jo shranili kot CONTEX
sekvenco, prav tako pa jo bomo shranili tudi v Excelovo RFLP datoteko pod stolpec Contex
sequence.
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generunfiworkinucl.seq *
5" 11 21 B 41 51 1 81

GETAGGGACA| CACACACACA| CACACACACA| CACGAGCTGA| CTTTGCACAC| ARGCACACCA| CTATCAGGGGE| CCTTGCCACA| TGTGGGATGE
CCATCCCTGT| GTETGTGTGT| GTGTGTGTGT| GTGCTCGACT| GAAACGTGTG| TTCGTGTGGT| GATAGTCCCE| GGAACGGTGT| ACACCCTACE

GGACCTGCCC
CCTGGACGGE

-

CACAAGAAGE
Lo GTGTTCTTCG

CTGTGGGTCC
GACACCCAGG

TGCCCCTGRG
ACGGGGACCE

ARGCATTTCT
TTCGTAAAGA

GGACATGAGG
CCTGTACTCC

TGGGGGAAAG
ACCCCCTTTC

GGGACACTCA
CCCTGTGAGT

GGCAGCGCAG
CCGTCGCGTC

CCTGGACCCC
GGACCTGGGG

CAGGAGCCAG
GTCCTCGGTE

GGGTGTTTGG
2 CCCACAAACE

GGGTGACAGE
CCCACTGTCG

ACCAGCATCG
TGGTCGTAGE

GGGTAGTAAT
CCCATCATTA

CCCAACCATG
GGGTTGGTAC

GGGCCTGGGE
CCCGGACECCG

AGGGGAGACG
TCCCCTCTGE

GCGCAATTAC
CGCGTTAATG

TACCTCTTGT
ATGGAGAACA

CAAAGGCCGT
GTTTCCGGCA

GCCATGCGTA
al CGGTACGCAT

GCAAAGGCCA
CGTTTCCGGT

GGCGCTTGEG| GAGCTCGTTT

CT

CTCTCCCGGG
GAGAGGGCCE

TCATCAGCCG
AGTAGTCGGE

CAGCTGAATG
GTCGACTTAC

GAGAGGTTCT
CTCTCCAAGA

CCACCTTCTC
GGTGGAAGAG

ATTCACTTGE
TAAGTGAACE

GGTCAGTGA
CCAGTCACT

TGG
CCTCCCCACE

T BEI
ACCCCTGLCCG

GCCTTCCCGG
CGGAAGGGLC

TAGTGCCTGT
ATCACGGACA

GGAAGGGGAA
CCTTCCCETT

CATCTGGCAT
GTAGACCGTA

401

ATTATTTCAC| TTGAACACAA AGTGCTCCGE

CCCGGTGCTE
GGGCCACGAC

TCCTGAGCTE
AGGACTCGAC

TTGGCTTGTE
AACCGAACAC

TTAGCTATTC
AATCGATAAG

GTGACCCAAC
CACTGGGTTG

AAGTGGGTCE
TTCACCCAGG

TCTTAGCATT
AGAATCGTAA

CCCCTTTCAC
GGGGAAAGTG

AGATGAGAAC
TCTACTCTTG

ACTGAGCCAC

Bl TGACTCGGTG

AGACGGTAGE
o TCTGCCATCG

AGGTAGAACT
TCCATCTTGA

GAAAGTGAGT
CTTTCACTCA

GCAGGGCATC
CGTCCCGTAG

TGGCTCCAGE
ACCGAGGTCG

ATCCAAGCAC
TAGGTTCGTG

TCAACAACCE
AGTTGTTGGG

CCAGTAACCA
GGTCATTGGT

CCCCAGCAAG
GGGGTCGTTC

GACCCTGAAG
CTGGGACTTE

ACGCGCACTC
T TGCGCGTGAG

TCTCCCCAAC
AGAGGGGTTG

CTGGCTTTCA
GACCGAAAGT

CACCTCCAGG
GTGGAGGTCC

ATGCGACTGT
TACGCTGACA

TTTGGCCGTG
AAACCGGCAC

HTCCTTGCHT
GTA

CCTCCCCTGG TTTGGAAARTA

AAACCTTTAT

TCAGCTGTTA
AGTCGACAAT

881 E

THHTHRHGTG‘HHCTTGTGTT

Tcnccnccca‘

V naslednjem koraku bomo s funkcijo is¢i F5 poiskali nase zacrtane zacetne oligonukleotide. Ko
najdemo pozicijo primerja FW, bomo izbrisali (rumeno oznaceno na sliki) ostalo sekvenco v
smeri 5’. Enako bomo storili s primerjem RW, vendar bomo tukaj izbrisali sekvenco v smeri 3’ ter
dobljeno skrajsano sekvenco shranili kot amplicon sequence (to je hkrati nas produkt).

. cgenerunriworkinuecl seq ™
5* 11 21 31 41 51 61 71 81 M
1 GGTAGGGACA| CACACACACA| CACACACACA| CACGAGCTGA| CTTTGCACAC| AARGCACACCA| CTATCAGGGG CCTTECCHCH TETEGERTEE GGACCTGCCO

CACAAGAAGE| CTGTGEGTCE| TGECCCTGEG| AAGCATTTCT| GGACATGAGE| TEGGGGAAAG| GGGACACTCA| GGEA Primer FVV BRGGRGBERE
101 ACAH A v A AAAGA A v A CGCG GGACCTG

|

CGCAATTAL)
CGTTAATEG

TACCTCTTGT]
ATGGAGAACA

GGGTGTTTGG AGGGGAGALCG [TaccTCTTRT|NCAMLTHHHAR §

GTTTCCGGCA

GGGTGACAGE| ACCAGCATCG| GGGTAGTAAT| CCCAACCATG| GEGCCTGGGE

201

GGCGCTTGEG
CCGCGAACGE

GAGCTCGTTT
CTCGAGCAAA

CTCTCCCGGG
GAGAGGGCCE

TCATCAGCCG
AGTAGTCGGE

CAGCTGAATG
GTCGACTTALC

GAGAGGTTCT
CTCTCCAAGA

CCACCTTCTC
GGTGGAAGAG

ATTCACTTGC

261 GCCATGCGTA| GCAAAGGCCA
TAAGTGAACG

CGGTACGCAT| CETTTCCGRT

GGTCAGTGA

GCCTTCCCGG
CCAGTCACT CCTCCCCHCE HCCCCTECCG

CGGARGGGLE

TAGTGCCTET
ATCACGGACA

GGAAGEGGAA
CCTTCCCCTT

TAATAAAGTG
ATTATTTCAC

AACTTGTGTT
TTGAACACAA

CATCTEGEAT
GTAGACCGTA

TCACGAGGLG
AGTGCTCCGE

4

TTAGCTATTC
ARTCGATAAG

GTGACCCAAC
CACTGGGTTG

AAGTGEGTCE
TTCACCCAGG

TCTTAGCATT

501 AGAATCGTAA

CCCGETGCTG| TCCTGAGCTG| TTGGCTTGTG
GGGGARAGTG| TCTACTCTTG| TEACTCGGTG

GGGCCAGGAG RGGRBTBGRE‘RRBGGRRBRB

GAAAGTGAGT
CTTTCACTCA

CCCCAGCAAG
GGGGTCGTTE

GACCCTGAARG

661 AGACGGTAGE| AGGTAGAACT
CTGGRACTTE

TCTGCCATCG| TCCATCTTGA CGTCCCGTAG| ACCGAGGTCG| TAGGTTCGTG| AGTTGTTGGG| GGTCATTGET

TCT

CTGGCTTTCA
TECECETERE AGAGGGGTTG
I

GACCGAAAGT

CACCTCCAGG
GTEGAGGTCC

ATGCGACTET
TACGCTGACA

TTTGGCCGTG
AAACCEGCAC

ATCCTTGCAT
TRAGGAACGTA

CCTCCCCTRG
GGAGGGGALC

TTTGGAAATA
AARCCTTTAT

TCAGETGTTA
AGTCGACAAT

781

ccl:mnzm:‘ n[:nn:m:nn[:‘ RETGRGBBRB‘
| | |

TCHRCHHCCC‘ECHGTHRCCH
I

ECHEEECRTC‘TEECTCCHGE‘HTCCHHECRC
I I

V amplikonski sekvenci bomo nato zamenjali Y = C, jo shranili pod imenom CCC ter ponovno
odprli naso amplicon sekvenco in zamenjali Y = T ter ponovno shranili sekvenco pod imenom
TTT.
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generunriwork\nucl.seq *

5* 11
1 CGCAATTACT| ACCTCTTGTC| ARAGGCCGTE| CCATGCGTAG| CAAAGGCCAG| GCGCTTGLGE REET[:GTTT[: TCTCCCGGGT| CATCAGCCGE| AGCTGAATEG
GCGTTAATGA| T TTT GGTACGCATE| GTTTCCGGTE AGAGGGCCCA| GTAGTCGGCEG| TCGACTTACE
194 RGAGGTTCTC| CACCTTCTCA| TTCACTTGC | GGTCAGTGAG TGGT CCTTCCCGGT| AGTGCCTGTG| GAAGGGGAAT| AATAAAGTGA
TCTCCAAGAG| GTGGAAGAGT| ARGTGAACG | CCAGTCACTE| CTCCCCACCA| CCCCTGECGE | GGAAGGGECA| TCAGCGGACAC| CTTCCCCTTA| TTATTTCACT
201 ACTTGTGTTC| ATCTGGCATT| CACGAGGCGE GGTGCTET| CCTGAGCTGT| TGGCTT
TGAACACAAG| TAGACCGTAA GTGCTCCGCG CACGACA| GEACTCEACA| accean
| e
Y=>C
CGCAATTACT| ACCTCTTGTC| AAAGGCCGTG| CCATGCGTAG| CAAAGGCCAG| GCGCTTGCGE| AGCTCGTTTC| TCTCCCGGGT| CATCAGCCGE| AGCTGAATGG
GCGTTAATGA| TGGAGAACAG| TTTCCGGCAC| GGTACGCATC| GTTTCCGGTE| CGCGAACGEE| TCGAGCAAAG| AGAGGGCCCA| GTAGTCGGCG| TCGACTTAGE
AGAGGTTCTC| CACCTTCTCA| TTCACTTGEE| [GETCAGTGAG| GAGGGETGET| GGGGACGGCG| CCTTCCCGGT| AGTGCCTGTE| GAAGGGGAAT| ARTAAAGTGA
TCTCCAAGAG| GTGGAAGAGT| AAGTGAACGG| CCAGTCACTEC| CTCCCCACCA| CCCCTGCCGE| GGAAGGGCCA| TCACGGACAC| CTTCCCCTTA| TTATTTCACT
ACTTGTGTTC| ATCTGGCATT| CACGAGGCGE| CCGGTGETGT| CCTGAGCTGT| TGGCTT
TGAACAGAAG| TAGAGCGTAA| GTGCTCCGEG| GGCCACGACA| GEAGTCGACA| ACCGAA
Y>T
5 11 21 a1 41 51 61 1 81 91
1 CGCAATTACT| ACCTCTTGTC| ARAGGCCGTG| CCATGCGTAG| CAAAGGCCAG| GCGCTTGCGG| AGCTCGTTTE| TCTCCCGGGT| CATCAGCCGE| AGCTGAATGG
GCGTTAATGA| TGGAGAACAG| TTTCCGGCAC| GETACGCATC| GTTTCCGGTE| CGCGAACGCE| TCGAGCAAAG| AGAGGGCCCA| GTAGTCGGEG| TCGACTTACE
a1 AGAGETTCTC| CACCTTCTCA| TTCACTTGCT| [GGTCAGTEAG TGGT GGCG| CCTTCCCGGT| AGTGCCTGTG| GAAGGGGAAT| AATAAAGTGA
TCTCCAAGAG| GTGGAAGAGT | ARGTGAACGA| CCAGTCACTC| CTCCCCACCA| CCCCTGCCGE| GGAAGGGCCA| TCACGGACAC| CTTCCCCTTA| TTATTTCACT

GTGCT

a1 ACTTGTGTTC| ATCTGGCATT
TGAACACAAG| TAGACCGTAA

cnccnccccc‘ ccccmcmr‘

ccmnccmr‘ TEECTT ‘ ‘

Odprli bomo ponovno sekvenco CCC.
RESTRICTION SITES in kliknili OK:

Restriction Analysis

GGACT

Izbrali bomo ukaz ANALYSIS = NUCLEIC ACID ->

Enzyme type:

# cut zites 3= DOwerhang len >= |0 % All types
# cut sites <= 10 Owerhang len <= |100

Bec zeq len >= 4 Methylaze sensitivity to:

[+ Palindromic

Rec seqlen <= |100 |NEINE

j| Iv Mon-Palindromic

Cut direction: [ Salt preference Search table:

I+ All cutters | | ¥ All salts
V¥ 5 cutters ’_ High

Medii

v Use default restriction search table
Restriction search table;

¥ 3" cutters
[+ Blunt
Dutput format:

r Low
v Dptimum

* List cut zites by enzyme

" List cut sites by position
" List non-cutters

" List dizqualified enzymes
" Single enzyme linear plot
{” Restriction map

c:\g ‘tables\default.rst j

FIND TABLE

Analysis region: - -
4 =) &+ Inside region

From: |1 " Outside region

" Cut out region
To: END " Cut in region
-

terminate at, or cross region boundaries.

ok |  caNceL | HELP |  Defaults
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Prikazalo se nam bo informacijsko okno na katerem bomo spet potrdili izbiro s klikom na OK. V
naslednjem meniju bomo izbrali SELECT ALL ter nato SHOW SEQUENCE. Enako bomo ponovili Se

za sekvenco TTT ter ju primerjali med seboj:

% cgenerunriworkicceran

SELECT SEL ALL

DELETE

FRAGHENTS HIGHLIGHT

SHOW SEQ

2 Aoc 11 1 GDECH/C PO 43" DGCH 2

o4

3 Aapy I 1 CC/UGE PO 15 W n 2 Must be Het B,BH
48

4 Aqu I 1 C/YCGRE PO 45" YCGR 2
5

5 Ava I 1 C/YCGRE P M 45" YCGR 2 A,BH,BRL ,NEB,P.PH, S ,ST
i

6 Ban I1 1 GRECY/C P H 43" RGCY [ #,BH,BRL,NEB,P,PH,S
o

7 Bbu I 1 GLABC(B/12) N H &5 HHHN 1 NEB
101

8 Beo I 1 C/YCGRE PH 45" YCGR 2 [
i

9 BsaJ I 1 C/CNNGE PO 45" CHNG 1 BRL,NEB
™

19 Bsal 1 1 GAATEE(1/-1) HO 23" CN 1 P
216

11 Bsi ¥ 1 1_CCHNNHN/NNGG PO 33 HNN 1 BH
181

12 BsiHKA T 1 GUBCM/E PO 43 uGEw 2 NEB

——r

Iskali bomo na obmodju, kjer se nahaja SNP. IS¢emo razli¢ne restrikcijske encime (RE), tako, da

lahko s pomocjo restrikcijskega encima lo¢imo genotipsko razli¢ne sekvence med seboj:

C alel reZejo encimi
Hap II. Hpa ll. BsrF L.
Cfr1o1
Bst71 1
Bbwv 1
181 AGAGGTTCTC| CACCTTCTCA| TTCACTTGCC| GGTCAGTGAG| GAGGGGTGG N
TCT CCAGTCACTC| CTCCCCACCH
I
B o generunfuworkett
5" 11 21 31 41
Pri T alelu teh
encimov ni moc
zaslediti
Bst71 1
Bbw 1 Mnil|  [Mnll
181 AGAGGTTCTC| CAGCTTCTCA| TTCAGCTTGCT FGT[:RGT[;R[; GAGGGGTG
TCT GT T| AAGT CCAGTCACTC| CTCCGCACG(

Smotrno je tudi preveriti, kolikokrat kateri encim reze sekvenco. To lahko preverimo v meniju,

kjer smo oznacili vse RE in pritisnili SHOW SEQUENCE. V nasem primeru encima Hap II, Hpa I,

Msp | rezejo 4x, Cfrl10 | ter BsrF | pa rezete sekvenco 1x:
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e LT
k 43 Hap 11 4 C/CGG
75 166 231
u4 Hgia I 1 GUGCUW/C
64
45 Hha I 3 GCESC
53 160 229
46 Hinl I 2 GR/CGYC
158 227
47 HinP T_ 3 G/CGC
51“@ 227
ke L8 Hpa II 4 C/CGG
49 Kas I 2 G/GCECC I
= P | |

Na podlagi teh podatkov smo se odlocili, da izberemo slednja dva encima. V enakem oknu nato

oznacimo samo ta dva encima in ponovno kliknemo na SHOW SEQUENCE, kjer pogledamo na

kaksne dolzine fragmentov nam ta RE razrezeta naso sekvenco:

1| GCAATTACT|MACCTGTTGTC)

GCGTTAATGA| TGEAGAACAG

nnncccccm ccmcccmc cnnnccccnc ccccncccc nGBTGGTTTB

TTTCCGGCAC| GGTACGCATC

GTTTCCGGTC

CGCGAACGCC| TCGAGCAARG

TCTCCCGGGT)

AGAGGECCCA

CATCAGCCGE)

GTAGTCEGCG

AGCTGAATGG)

TCEACTTACC

AGAGGTTCTCMCACCTTCTEGA)
161 TeT

GAG| GTGGAAGAGT

Cir10 I|BsrF I

TTCACTTGHA

AAGTGAACGG

CGAGTCAGTC| CT

GGTGRGTGRG‘ GHGGGGTGGT‘ ccccnccccc‘ BGTTGBBGGT‘

CAGCA| COCCTGCGEE

AGTGCCTGTG
TCACGGACAC

GAAGGGGAAT
CTTCCCCTTA

ARTAAAGTGA
TTATTTCACT

01 ACTTGTGTTC| ATCTGGCATT

CACGAGGCGE L

GTGETCCECE| DolZina sekvence CGAA

DolZzina amplikona v
bp

proti 5°, kjer
tudi oznacili
sekvenco

od mesta razreza

T ‘ ‘

smo

1 256 DNA [LIN DS [No_LOCUS  [Lok | 1-128

= 128 [ 56.2% GC

Iz teh podatkov dobimo rezultat, ki nam pove, da sekvenco z alelom C RE razreZe na fragmenta

dolzine 128bp in 128bp, sekvenco z alelom T pa ta RE ne rezZeta.

Po konc¢anem nacrtovanju RFLP testa za ta SNP, vnesemo podatke v datoteko RFLP_VAIE.

Rezultat prikazemo tudi

graficno:
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256

DLGS rs1248696 Cirl01
cC T

rT NeR

Najmanjsa dovoljena razlika med produkti je 20bp, saj v nasprotnem primeru ni mogoce lociti

fragmentov na agaroznem gelu.

5.2.2 SNP Cutter

Tako zacetne oligonukleotide, kot tudi izbira restrikcijskega encima je mogoca tudi z uporabo

spletne aplikacije SNP
http://bioapp.psych.uic.edu/SNP _cutter.htm

Cutter,

dostopne na naslovu:

V okence vpisemo ID SNP-a (rs Stevilko), dolo¢imo parametre oz. pogoje za koncni produkt ter
vpisemo nas e-naslov, na katerega v nekaj minutah prejmemo sporocilo z rezultati.

[N

sych.uic.edu/SNP_cutterhtm £ - 20 x| @rpcrrrp

SNP Cutter: SNP PCR-RFLP Assay Design

SNP Cutter Workflow Diagram

SNP_Cutter Input and Output Examples

* entries are required

1. * List of dbSNP rs IDs (must be prefixed with "rs", as rs125, one ID per line) or SNPs with flanking sequence in

be processed each time due to BLAT restriction at Genome Browser. No such restriction apply for the input of form
sequence preparation is under renovation to remove this restriction. )

or upload data file

» PCR product size range 100-200 (the same fc
o Primer size: optimal: 22 min: 16 max: 27 bp

« Primer Tm: optimal: 55 min: 40 max: 80 bp

o Primer GC%: optimal: 50 min: 20 max: 80 bp

» Maximum primer Tm difference: 20

o Max Self Complementarity: 8

o Max 3' Self Complementarity: 3

* Maximum number of polyX in primer: 3

o Candidate primer pairs for each SNP: 5

(for example, polyT. polyC)

6. Choice of outputs:
+ SNPs, amplicons, fragments and primers data in tabular text [V
 Detailed datafile V|
» Primer3 raw data [V]

7. Email address to which the results will be mailed to:

Email address * petra.perin@uni-mb.si



http://bioapp.psych.uic.edu/SNP_cutter.htm
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6 ASOCIACIJSKA STUDIJA S PROGRAMSKIM PAKETOM SPSS

Pri asociacijskih Studijah primerjamo genotipe oz. genotipske in alelne frekvence med dvema
skupinama, najpogosteje so to bolniki in kontrolna skupina zdravih posameznikov. Pri izbiri
vzorca je pomembno, da je fenotip posameznikov dobro dolocen, kar pomeni, da morajo zdravi
posamezniki resni¢no biti zdravi ter obratno.

Kljuénega pomena je tudi skrbno urejena baza podatkov!

Pri primerjavi genotipskih in alelnih frekvenc uporabljamo Fisherjev natancni test, ki je na

razpolago v statisticnem programskem orodju SPSS.

Tabela je sestavljena iz naslednjih stolpcev:

e |D pacienta;

e Diagnoza (1 = zdrav, 2 = bolan);

e Genotip/SNP;

e Model (recesiven za alel 1 in dominanten za alel 2) > 11/12+22;
e Model (recesiven za alel 2 in dominanten za alel 1) > 11+12/22;
e ID pacienta (aleli) (za primerjavo alelnih frekvenc);

e Diagnoza (aleli) (za primerjavo alelnih frekvenc);

o Alel>1/2

e Pomozni stolpci za spremembo genotipa v alele.

A B C D E F G H | J
. D pac:ientan diagnazan r:;;?giz n AA/AGHGG ABA+AG/ D E:ﬂltellel;ﬂd [Jl{-;];,';cil}m rsgg{l:;lzu 1 alel 2.alel
2 ASTMA 1 2 AG
3 ASTMA 2 2 AG
4 ASTMA 3 2 GG
5 ASTMA 4 2 AG
6 ASTMA 5 2 AA
7 ASTMA 6 2 AG
8 ASTMA 7 2 AG
] ACTRAA & 7 23
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6.1Genotipske in alelne frekvence

Genotipske in alelne frekvence lahko dolo¢imo kar v Excelu. Z uporabo Excelovih formul
izraCunamo odstotek posameznega genotipa 0z. posameznega alela v skupini bolnih, zdravih in v
vseh vzorcih. Podatke zapisSemo v tabeli:

6.2Tocnost rezultatov: Hardy-Weinberg-ov zakon

Ko imamo genotipske in alelne frekvence nasSega vzorca, najprej preverimo, ¢e se ujemajo s
frekvencami v podatkovnih zbirkah (Npr. dbSNP). Vedno upostevamo tiste frekvence, ki se
nanasajo na evropsko populacijo (npr. HapMap CEU). Ce se frekvence zelo razlikujejo od
dobljenih pri nasem eksperimentu, potem lahko sumimo, da smo delali nekaj narobe.

Frekvence genotipov v naravi niso naklju¢ne, temvel so genotipi v Hardy-Weinberg-ovem
ravnovesju, kar v naSem primeru pomeni, da Ce je frekvenca alela A = q in frekvenca alela G = p,
potem je frekvenca genotipa AA = q°; genotipa AG = 2pq ; in genotipa GG = p°.

Z Excelovimi formulami izracunamo, koliko posameznikov v nasem vzorcu bi naj imelo dolocen
genotip ter izraCunane podatke primerjamo z eksperimentalno dobljenimi. Za primerjavo lahko
uporabimo katero izmed mnogih spletnih aplikacij, npr. http://quantpsy.org/chisq/chisq.htm,

kamor vpisemo Stevila (n) posameznikov z dolo¢enim genotipom. P vrednost mora biti v tem
primeru ¢im visja (med 0,5 in 1).
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Cond.
Cond.
Cond.
Cond.
Cond.

@ o R

Cond.

Gp 1 Gp2 Gp3 Gp4 GpbS Gp 6

Gp 7

Gp 8 Gp9 Gp10

6.3Primerjava genotipskih frekvenc

Za rs3087243 sta mozna alela A in G. Statisticno bomo genotipe primerjali na tri nacine. Najprej

bomo privzeli, da je model G dominanten, zato bomo med skupinama (bolani in zdravi)

primerjali frekvence genotipa AA proti AG in GG (AA/AG+GG). Genotipu AA bomo priredili

vrednost 1, AG in GG pa vrednost 2. V drugem modelu bomo privzeli, da je dominanten alel A

(AA+AG/GG), zato bomo genotipoma AA in AG priredili vrednost 1 ter genotipu GG vrednost 2.

Za pretvorbo si pomagaj s funkcijo IF v Excelu.

=IF{C2="AA";1;IF(C2="AG";2;IF(C2="GG";2}))

A B C D E
. ID F:uac:ientan diagnoza ™= r:;:;giz - AA/AGHGG AA+AG/GG
2 ASTMA 1 2 AG 2 1
3 ASTMA 2 2 AG 2| 1
4 ASTMA 3 2 GG 2 2
5 ASTMA 4 2 AG 2 1
6 ASTMA 5 2 AA 1 1
7 ASTMA 6 2 AG 2 1
8 ASTMA 7 2 AG 2 1
9 ASTMA 8 2 GG 2 2

Tako pripravljeno tabelo odpremo v programu SPSS.
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3 *Untitled2 [DataSetl] - PASW Statistics Data Editor

ile  Edit View Data Transform Analze Graphs

Add-ons

Window Help

{\

SRl e~ BLANRAEE BL2E 199%

49

Za boljsi pregled vnesemo kaj predstavljajo numeri¢ne vrednosti v posameznih stolpcih.

Nato genotipe med zdravimi in bolnimi primerjamo s Chi-squere test-om.

Role
N Input
“w Input
N Input
N Input
N Input
N Input
N Input
“ Input
N Input
N Input
N Input
N Input
N Input
N Input
N Input
N Input
“ Input
N Input

MName Type Decimals Label Values Missing Columns Measure
1 IDpacienta String 12 0 ID pacienta MNone None 12 &5 Nominal
2 diagnoza MNumeric il 0 MNone MNone " Unknown
3 Genotiprs30... String 2 ] Genotip rs3087... Mone None 2 &> Nominal
4 AAAGGG Numeric " 0 AATAGHGE None None " Unknown
5 AAAGGG_A  Numeric 11 0 AA+AG/IGG llone hlone 41 Linknown
6 IDpacientaal. . String 12 0 ID pacien| EH Value Labels
7 Diagnozaaleli MNumeric 1 ] Diagnoza |

Value Labels -

8 Alelrs3087243 Numeric 8 2 Alel rs30
g @1.alel Numeric 8 2 1. alel ELE )
10 @2.alel Mumeric 8 2 2.alel Label: [ac+G4] |
il V11 Mumeric 8 2 PRy
12 Jviz String 10 0 Add |
13 V13 String 5 0
14 V14 String 8 0 |
15 V15 String 6 0 |
16 V16 String 10 0 )
7 vt Numeric 8 2 )
18 |vis Numeric 8 2 )
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[] Display clustered bar charts
[

[] Suppress tables

| Uncertainty coefficient

Nominal by Interval
[ Eta

MNone MNone 8 Right
MNone MNone 8 Right
MNone None 8 Right
L L Diis

[T] Cochran's and Mantel-Haenszel statistics

jcs Data Editor
Analyze Graphs Utiliies Add-ons Window Help
Repoits » g ;
|| Descriptive Statistics | & Frequencies
3
TS Y| [Z pescriptives...
Compare Means 3 A, Explors. on
General Linear Model 3 Egmstabs on
Generalized Linear Models » @; ; on
atio. oni
Mixed Models » -
a on,
Correlate y | EHEPPs
Regression v | EQQPis. on
- ELC fon
Laglingar 3
= 87243 |Mone Non
Classify 3 None Non
Dimension Reduction » None Non
Scale »
Nonparametric Tests » None Nen
Forecasting » Nona Non
Sunvival » Mone Non
Multiple Response 3 None Non
3] Missing Value Analysis. None Non
Multiple Imputation » Mone Non
Quality Control » Mone Non
ROC Curve None Noni
] None Non
I
1, zdrav} None 1 Right Unknown N Input
g P
nof Ff Crosstabs = “ Input
(A N Input
+A ROW(E) “ Input
&4 |D pacienta IDpacienta] & diagnoza N Inout
Pat || &4 Genotip rs3087243 [. npul
9N | | #4 1D pacienta (aleli) IDp ™ Input
El é} Diagnoza (aleli) [Diag.. Column(s): N Input
ald ﬁn\\e\ 153087243 [Alelr N Input
1. alel [@1.alel] L3 N
lel : Stati
# 2216l 1@2 ale) [ Crosstabs: Statistics [
v Layer 1 of 1 " -
PaVﬁ Y [ Chi-square [] Correlations
gﬂ"” Nominal Ordinal
V14 — —
PﬂV‘\E [7] Contingency coefficient | | [[] Gamma
a
&6 - [7] Phi and Cramer's V' [7] somers' a
&7 = [F] Lambda [7] Kendall's tau-b
Bn — —
[E]

| Kendall's tau-¢

(8
Ici
[T] McMemar

Kappa

Odcitamo rezultat:
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_
'E *Outputl [Documentl] - PASW Statistics Viewer |

IEiIe Edit View Data Transform |Insert Format Analyze Graphs Ulilities Add-ons  Window Help

SHERANM =~ AEBLAE QO E P B

g
NG

= Oéput diagnoza * AA/JAG+GG
, ...... Log
EH-{E] Crosstabs
-+ ([ Title Crosstabh
Notes Count
------- Active Dataset GG
------- [ Case Processing vy prerTers Total
A
El--{E] diagnoza * ANAGH o8
...... Title diagnoza  zdrav 35 108 143
------ (& Crosstab astma 42 236 278
""" L Chi-Square T Tatal 77 344 a2
------ (& Risk Estimaty
B {& diagnoza * AA+AG)
""" Title Chi-Square Tests
...... @ Crosstab A Si Exact Sig. (2 Exact Sig. {1
...... ; symp. Sig. wact Sig. (2- wact Sig. (1-
% Chi-Square T) Value f (-sited) sided) sided)
...... Risk Estimatd
sk Estima Fearson Chi-Square 5.545° 1 019
q Caontinuity Carrection® 4,936 1 026
Likelihood Ratio 5,366 1 021
Fisher's Exact Test 023 014
Linear-by-Linear 5,531 1 0149
Association
M ofvalid Cases 41

a. 0 cells {0%) have expected count less than 8. The minimum expected countis 26,15,
b. Computed only far a 2x2 table

Risk Estimate
95% Confidence Interval
WValue Lowwer Upper
Odds Ratio for diagnoza 1,821 1,101 3,011

izdrav [ astma)

Ugotovili smo, da je SNP rs3087243 povezan z astmo in sicer je vrednost p = 0,023, kar pomeni
statisticno znacilno razliko. To razliko smo ugotovili pri primerjavi genotipov po dominantnem
modelu za alel G.

Iz prve tabele (Crosstab), ter Se bolj iz izracunanih genotipskih frekvenc, je razvidno, da je tistih,
ki imajo genotip AG ali GG, znacilno visji delez v skupini astmatikov (236 od 278 = 85%) v
primerjavi s kontrolno skupino (108 od 143 = 76%).

OR vrednost (Odds Ratio) znasa OR=1,821, in nam pove, kolikSen je vpliv oz. vloga SNP-a pri
preucevani bolezni.
6.4Primerjava alelnih frekvenc

Ker alela pogosto delujeta ko-dominantno, je nujna tudi primerjava med aleli oz. alelnimi
frekvencami obeh skupin. V tem primeru predpostavimo, da imata pri heterozigotih oba alela
enako velik vpliv.
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Najprej moramo v Excelu pripraviti ustrezno tabelo. Podvojimo vrednosti v stolpcu diagnoze
(zdrav/bolan oz. 1/2), zaradi vecje preglednosti pa tudi ID vzorcev. Prvi stolpec zato dvakrat
prekopiramo ter prilepimo enega pod drugim v stoplca »ID pacienta aleli« in »Alel rs...«.

Nato moramo vsakemu vzorcu dopisati alel in sicer dvakrat — k eni kopiji prvega in k drugi kopiji
drugega. To lahko naredimo na vec nacinov. Lahko naredimo dva dodatna stolpca in v prvem
navedemo 1. Alel ter v drugem 2. Alel. Tako dobimo en genotip zapisan v dveh stolpcih, ki ju
prekopiramo enega pod drugega, tako kot smo to predhodno naredili s stolpcema »ID-pacienat
aleli« in »Diagnoza-aleli«.

AA A A
AG A G
GG G G

{

HONTROLA 134 1 1 1| KOMTROLA 134 1fja A

414 KONTROLA 135 1 AG 2 1| KOMTROLA 135 1fja A G
415 KONTROLA 136 1 AL 1 1| KOMNTROLA 136 1fja A A
416 KONTROLA 137 1 AG 2 1| KOMTROLA 137 1fja A G
417 KONTROLA 138 1 GG 2 2| KONTROLA 138 1| G G
418| KONTROLA 139 1 BB 1 1| KONTROLA 139 1A A A
419| KONTROLA 140 ils AG 2 1| KONTROLA 140 1A A G
420 KONTRO| Majdi in zamenjaj T | S 1fa A <]
421 KONTRO) 1A A G
422| KONTRO| Majdi | Zamerial 1|s G G
423 MNajdi: A El 2|6

424 i 2||G

P Zamenjaj z: 1 El 2ls

A26 | MozZnost == | 2|lc

427 2||a

428 zamenjajyse | [ zamenjaj | | majdivse | [Madaljujigkanje | [ zapri | 2|l

429 L 2|s

430 ASTMAE 2||e

431 ASTMA 9 2||A

432 ASTMA 10 2|lG

433 ASTMA 11 2||lG

434 ASTMA 12 2||lG

435 ASTMA 13 2||lG

7" 7‘ i i I 'Iiil iii ir" 1 - - [ g

Oznake alelov nato Se pretvorimo v numeri¢ne vrednosti (npr. A=1 / G=2) ter tabelo odpremo v
SPSSu, kjer podatke analiziramo na enak nacin kot predhodno genotipe. Vse podatke nato
zberemo v tabeli.

Naloga 12: Kroni¢no vnetno ¢revesno bolezen (KVCB) delimo na dva podtipa — ulcerozni kulitis
(UC) in Crohnovo bolezen (CB). Gre za kompleksno bolezen, k nastanku katere prispeva delovanje
mnogih genov oz. polimorfizmov. Nekateri kandidatni polimorfizmi so skupni obema podtipoma,
drugi pa vplivajo na razvoj le ene izmed obeh oblik.

Da bi potrdili povezavo nekaterih kandidatnih genov, za katere je bilo predhodno ugotovljeno, da
vplivajo na nastanek KVCB ali katerega od pod-tipov, smo izvedli analizo polimorfizmo v teh
genih v slkupini bolnikov in skupini zravih posameznikov.
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