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GWAS: population  stratification using IBS  Robert Yu
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ped file with genotype data map file with SNP info



position (bp)



GWAS data
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general workflow in GWAS Study Design Data



Cases



Data Controls



Data Process Analyses Summary



Data Process



Genotyping technical issues



Sample duplication/contamination



Batch effects



Relationship – related/outlier, etc.



Sex confirmation



HWE, MAF, etc. 



Autosomal heterozygosity rate



Non‐random genotype missing



Data QC



Report



Analyses Population Stratification Association Tests Corrections, etc. Reports



population‐based GWAS • Population‐based GWAS will yield spurious association test results if  population confounding factors are not eliminated. • Allelic frequency of a locus in genome could be significantly  different among individuals representing distant different  populations. • Stratification of population structure within the data (e.g. between  cases and controls or within cases/controls) is crucial. • Detection and removal of relatedness or outlier in the sample are  another vital step. • Using IBS to estimate IBD from dense SNP data set can achieve the  above goal. • What are IBS and IBD?



a review of molecular biology



Gamete – a haploid cell during meiosis mother



father



diploid cells



meiosis



haploid gametes



fertilization



a diploid zygote (child)



a review of molecular biology



As in DNA replication, DNA is read from 3'UTR →  5'UTR during transcription. Meanwhile, the  complementary RNA is created from the 5'UTR →  3'UTR direction. Although DNA is arranged as two  antiparallel strands in a double helix, only one of the  two DNA strands, called the template strand, is used  for transcription. This is because RNA is only single‐ stranded, as opposed to double‐stranded DNA. The  other DNA strand is called the coding (lagging) strand,  because its sequence is the same as the newly created  RNA transcript (except for the substitution of uracil for  thymine). 



Reference “Transcription (genetics)” ‐ http://en.wikipedia.org/wiki/Transcription_(genetics)



IBS Methods in linkage analysis



Reference Gonçalo Abecasis's Lecture Notes, Biostat 666, “IBS Methods for Affected Pairs Linkage”



IBS and IBD IBS – Identity By State • At a locus, two individuals have  the same allele(s). IBD – Identity By Descent • At a locus, two individuals have  the same allele(s), and the allele(s)  was  “copied” from the same  parents/ancestry. IBD = 2 



IBD = 1



IBD = 0



Distinction of IBD and IBS • Alleles that have identical  nucleotide sequences but have  descended from dierent ancestors  in the reference population are IBS  but not IBD. • Alleles that are IBD are necessarily  IBS provided there is no mutation  of the inherited allele.



Reference Gonçalo Abecasis's Lecture Notes, Biostat 666, “IBS Methods for Affected Pairs Linkage”



IBS Methods in linkage analysis



Reference Gonçalo Abecasis's Lecture Notes, Biostat 666, “IBS Methods for Affected Pairs Linkage”



IBS Methods in linkage analysis Glossary: Unilineal descent Descent links are traced only through ancestors  of one gender. Kinship Culturally defined relationships between  individuals, usually based on marriage, descent,  etc. Kinship coefficient  a measurement of relatedness between two  individuals. It’s useful predictors of covariance  and correlation between relatives. The probability that 2 alleles are IBD is defined  to be coefficient of coancestry or kinship  coefficient and is often represented as . In non‐inbred pedigrees, kinship coefficients can  be derived from IBD probabilities:



 = 



1



Reference Gonçalo Abecasis's Lecture Notes, Biostat 666, “IBS Methods for Affected Pairs Linkage”
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IBS Methods in linkage analysis



Reference Gonçalo Abecasis's Lecture Notes, Biostat 666, “IBS Methods for Affected Pairs Linkage”



IBD, IBS and coalescence



The figure depicts an ancestral allele at a locus, representing the point of coalescence for alleles in the  current population (C1–C5). At the point of coalescence (the most recent common ancestor) this locus carries  a copy of a G allele that is subject to a muta on event (G→T; lightning symbol) leading to a G/T  polymorphism. IBD at the polymorphic locus among individuals (C1–C5) can be defined with respect to a base population  (B1–B4) in which individuals are assumed to be unrelated (shown by the differently coloured chromosome  segments). Then the G alleles in C1, C2 and C3 are IBD to each other as all three descend from the G allele in  B1. The T alleles in C4 and C5 are IBS but not IBD as they descend from different alleles in the base  population. The whole chromosome segments C1 and C2 are IBD because they descend from a common ancestor (B1)  without recombination, but chromosome segment C3 is not IBD to C1 and C2.



Reference Powell, JE, Visscher, PM, and Goddard, ME, Nature Reviews | GENETICS, vol 11, Nov. 2010, pp800‐5



IBS Methods in GWAS ?



?



?



IBD = 2 IBS = 1 IBD = 0 or 1 IBS = 2 IBD = 0 or 1 or 2



Reference The diagram was modified and based on Gonçalo Abecasis's Lecture Notes, Biostat 666



IBS Methods in GWAS



IBS Methods in GWAS Testing 3 possibilities of relationship between 2  individuals being 1) from the same random‐mating population  and genetically unrelated (H0) 2) genetically related (Ha1) 3) from different random mating populations  (Ha2)  At a locus for a SNP, the ‘discordant homozygotes’ (Dh, e.g. AA vs BB) and the ‘concordant heterozygotes’  (Ch, AB vs AB), the conditional probabilities for concordance under H0 are



The probabilities are equal for each and every locus and do not depend on allele frequency pi (or qi = 1 – pi). Thus, the test statistic T1 has  EH0 (T1)=2/3,  ∑ where  , 1,2, … ,  , 1 0 . And, Pr(Ch) = 2 Pr(Dh), or IBS2* = 2 x IBS0.



Reference Lee W (2003). Ann Hum Genet. Pp 618–619.



IBS Methods in GWAS 1.



3. 



2. 



Reference Lee W (2003). Ann Hum Genet. Pp 618–619.



“pairwise population concordance” (PPC) test • PPC assumes that in a random‐mating population, for a given pair of  autosomal SNPs, the ratio IBS2 (Aa, Aa) over IBS0 (AA, aa) = 2:1 • For SNPs selected far enough apart to be approximately independent  (e.g. 500 kb), a test of binomial proportion can suggest concordant or  discordant ancestry for each pair of individuals in the test. • A pair from different populations is expected to show relatively more  IBS0 SNPs; a one‐sided test for the departure from a 2:1 ratio is given by  the normal approximation to the binomial: (L is the total number of  informative, independent SNP pairs and L2 is the IBS2 subset)



• A threshold, e.g. 1e‐3, of testing significance provides the clustering  criterion. 



Reference Purcell, S, et al. “PLINK”, Am. J. Human Genetics, Vol 81., pp 559‐75 (Sept 2007)



population stratification in PLINK



• PLINK is one of the most powerful tools for GWAS • PLINK deals with the confounding effect in the  population‐based GWAS data sets  Population stratification  Heterogeneity in cases  Heterogeneity in cases with controls  Non‐random genotyping failure • PLINK uses approach of a population‐based linkage  analyses by estimating IBD (segment) between  seemingly unrelated individuals.



Reference Purcell, S, et al. “PLINK”, Am. J. Human Genetics, Vol 81., pp 559‐75 (Sept 2007)



PLINK Linux version



Windows version Running under CMD window



Reference http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/download.shtml#download



running PLINK



Reference Purcell, S, et al. “PLINK”, Am. J. Human Genetics, Vol 81., pp 559‐75 (Sept 2007)



running PLINK



Reference Purcell, S, et al. “PLINK”, Am. J. Human Genetics, Vol 81., pp 559‐75 (Sept 2007)



running PLINK



Reference Purcell, S, et al. “PLINK”, Am. J. Human Genetics, Vol 81., pp 559‐75 (Sept 2007)



running PLINK



Reference Purcell, S, et al. “PLINK”, Am. J. Human Genetics, Vol 81., pp 559‐75 (Sept 2007)



running PLINK



Reference Purcell, S, et al. “PLINK”, Am. J. Human Genetics, Vol 81., pp 559‐75 (Sept 2007)



running PLINK



Reference Purcell, S, et al. “PLINK”, Am. J. Human Genetics, Vol 81., pp 559‐75 (Sept 2007)



running KING



Reference Manichaikul A,…, Chen WM (2010) Robust relationship inference in genome‐wide association studies. Bioinformatics 26(22):2867‐2873 



running KING



Reference Manichaikul A,…, Chen WM (2010) Robust relationship inference in genome‐wide association studies. Bioinformatics 26(22):2867‐2873 



running KING



Reference Manichaikul A,…, Chen WM (2010) Robust relationship inference in genome‐wide association studies. Bioinformatics 26(22):2867‐2873 



chromosomal IBS patterns



Figure 1. IBS patterns for father, mother, and son on chromosome X. A portion of the SNPduo output for three pairwise comparisons of the X chromosome of father/mother (A), mother/son (B), and father/son  (C) genotyped on the Illumina HumanHap 550K platform. In the unrelated parents, there were many instances of no shared alleles (e.g. AA  to BB; panel A). In the mother‐son comparison, there were no IBS‐0 SNPs because the son inherited a copy of the maternal X. In the  father/son comparison, each chromosome was hemizygous (either A or B genotypes, interpreted as AA or BB) and in the absence of  heterozygous calls no IBS‐1 SNPs were expected to occur since the X chromosomes were non‐identical (both IBS‐2 and IBS‐0 SNPs were  apparent). Thus, the one call of an IBS‐1 SNP (arrow) was likely a genotyping error. 



Reference ” Roberson EDO, Pevsner J (2009)Visualization of Shared Genomic Regions and Meiotic Recombination in High‐Density SNP Data.PLoS ONE 4(8)



SNPduo



Reference ” Roberson EDO, Pevsner J (2009)Visualization of Shared Genomic Regions and Meiotic Recombination in High‐Density SNP Data.PLoS ONE 4(8)



Program to explore IBS patterns Algorithm: Sample-pair-loop for pairwise or single process for one pair 1. Read in tped genotype file from PLINK output 2. Choose pair of individuals Marker-loop from SNP1 -> SNPN: 1) Compare alleles, one SNP a time 2) Save results case 0: any missing => missing case 1: AA : aa => IBS0* => IBS0 case 2: AA : Aa => IBS1 Aa : AA => IBS1 case 3: Aa : Aa => IBS2 => IBS2* case 4: AA : AA => IBS2 aa : aa => IBS2 3) Attach SNP info to the result, e.g. chr, bp, rs# 4) Back to Marker-loop 3. Output results 1) Total IBS counts using {IBS0, IBS1, IBS2, missing} 2) IBS* (for relationship) using {IBS0*, IBS2*, missing} Optional: back to sample-pair-loop if pairwise comparison is set.



4.



5.



Result summary 1) Profile plotting using GNUPLOT 2) Statistics of various counting 3) Pattern study, e.g. fragments search, etc. Optional: back to sample-pair-loop if looping is activated.



Program to explore IBS patterns The PERL program can be run either in Linux or in Windows environment



In Linux



Gnuplot



In Windows



exploring chromosomal IBS patterns IBS patterns on Chromosome X in a MEX trio (from HapMap3)



exploring chromosomal IBS patterns Pairwise IBS patterns on  Chromosome 6 in 1,031 cases data (HN)



exploring chromosomal IBS patterns IBS patterns on  Chromosome 6, a self‐pairing, NA11891 (male, CEU)



IBS2 (71,345)



IBS1 (0)



IBS0  (0)



Missing  (257)



exploring chromosomal IBS patterns IBS patterns on  Chromosome 6, a father‐son pairing, NA11891‐NA10865 (male, CEU)



IBS2 (46,339)



IBS1 (24,935)



IBS0  (8)



Missing  (329)



exploring chromosomal IBS patterns Total IBS patterns on  Chromosome 6, a husband‐wife pairing, NA11891 (male, CEU) ‐ NA11892 (female, CEU)



IBS2 (36,082)



IBS1 (30,231)



IBS0  (4,976)



Missing  (313)



exploring chromosomal IBS patterns Concord het & Discord homo IBS  on  Chr. 6, a husband‐wife pairing, NA11891 (male, CEU) ‐ NA11892 (female, CEU)



IBS2* (hetero)  66.6%(9,942)



IBS1 (na)



IBS0 (homo)  33.4%(4,976)



Missing  (313)



IBS2*/IBS0=2



exploring chromosomal IBS patterns Total IBS patterns on Chromosome 6 in a CEU trio(from HapMap3) IBS2  (45,171)



IBS2  (45,224)



IBS1  (25,962)



IBS1  (25,889) 46



81



IBS0          (12)



46



81



IBS0             (6)



41



41



IBS2        34,978 IBS1         30,581



46



81



IBS0            5,813 41



missing         230



exploring chromosomal IBS patterns A Self‐pairing: Total IBS patterns on Chromosome 6 in a CEU trio (from HapMap3)



46



81



46



81



41 41



46



81



41



exploring chromosomal IBS patterns Concordant heterozygotes and Discordant homozygotes IBS patterns on  Chromosome 6 in a CEU trio (from HapMap3)



Glossary



Reference Powell, JE, Visscher, PM, and Goddard, ME, Nature Reviews | GENETICS, vol 11, Nov. 2010, pp800‐5
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Using IBS to estimate IBD from dense SNP data set can achieve the above goal. â€¢ What are IBS and IBD? ... IBS Methods in linkage analysis. Reference GonÃ§alo ... 
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