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MODELS	
  



Enthusiasm	
  for	
  studying	
  rare	
  varia?on	
  in	
  common	
  disease	
  

§  Precedent	
  from	
  Mendelian	
  disease	
  gene?cs	
  
-  rare	
  disease	
  alleles	
  strongly	
  increase	
  risk	
  for	
  rare	
  disease	
  	
  

§  Genome-­‐wide	
  associa?on	
  studies	
  
-  “missing	
  heritability”	
  beyond	
  specific,	
  detected	
  common	
  variants	
  
-  rare	
  varia?on	
  effec?vely	
  not	
  captured	
  by	
  common	
  SNP	
  plaJorms	
  

§  Popula?on	
  gene?c	
  theory	
  (i.e.	
  natural	
  selec?on	
  works)	
  
-  most	
  new	
  muta?ons	
  expected	
  to	
  be	
  mildly	
  deleterious	
  
-  highly	
  penetrant	
  disease	
  alleles	
  will	
  be	
  selected	
  against	
  	
  
-  (accep?ng	
  viability)	
  at	
  the	
  extreme,	
  de	
  novo	
  muta?on	
  is	
  uncensored	
  w.r.t	
  natural	
  selec?on	
  

	
  
§  Single,	
  highly-­‐penetrant	
  alleles	
  may	
  be	
  easier	
  to	
  characterize	
  func?onally	
  

-  par?cularly	
  if	
  the	
  variant	
  induces	
  loss-­‐of-­‐func?on	
  for	
  a	
  single	
  gene	
  

§  Next	
  genera?on	
  sequencing	
  
-  because	
  now	
  we	
  can…	
  
-  although	
  note	
  that	
  decades	
  of	
  linkage	
  analysis	
  also	
  cons?tuted	
  a	
  window	
  into	
  rare	
  varia?on	
  and	
  

common	
  disease	
  



From	
  GWAS/CNV	
  studies,	
  cases	
  have	
  a	
  
greater	
  burden	
  of	
  “singleton”	
  (ultra	
  
rare/de	
  novo)	
  micro-­‐dele?ons	
  and	
  
duplica?ons	
  

Rare	
  and	
  de	
  novo	
  muta?ons	
  already	
  documented	
  in	
  
schizophrenia	
  (and	
  other	
  psychiatric	
  disease)	
  



Enthusiasm	
  versus	
  realism	
  



Deep-­‐sequencing	
  >2000	
  individuals,	
  conclude	
  the	
  majority	
  of	
  protein-­‐coding	
  varia?on	
  is	
  :	
  	
  
	
  

	
  	
  	
  	
   	
   	
   	
   	
  rare	
  	
  (	
  86%	
  of	
  sites	
  have	
  minor	
  allele	
  frequency	
  <	
  0.5%	
  )	
  
	
  
	
  	
  	
  	
   	
   	
   	
   	
  novel	
  (	
  82%	
  never	
  observed	
  before	
  )	
  
	
  
	
  	
  	
  	
   	
   	
   	
   	
  popula6on-­‐specific	
  (82%	
  of	
  sites	
  )	
  
	
  
	
  	
  	
  	
   	
   	
   	
   	
  and	
  under	
  weak	
  purifying	
  selec6on	
  

	
  
Most	
  people	
  have	
  ~300	
  genes	
  whose	
  func6on	
  is	
  deleteriously	
  impacted	
  by	
  a	
  rare	
  variant	
  

Recent	
  insights	
  into	
  rare	
  varia6on	
  from	
  1000	
  Genomes	
  and	
  other	
  large-­‐scale	
  
exome	
  sequencing	
  projects:	
  boLom	
  line,	
  there	
  is	
  a	
  lot	
  of	
  it…	
  



Frequency	
  spectrum	
  of	
  disease	
  alleles	
  

For	
  complex	
  polygenic	
  disease,	
  working	
  assump?on	
  that	
  the	
  pathways	
  hit	
  
by	
  different	
  types	
  of	
  variant	
  will	
  be	
  similar	
  
	
  
Mo?vates	
  strategies	
  that	
  look	
  for	
  convergence	
  across	
  this	
  spectrum	
  
	
  



DATA	
  



Exome	
  sequencing	
  

Bamshad	
  et	
  al,	
  Nature	
  Reviews	
  Gene#cs,	
  2011	
  

~200,000	
  “targets”	
  (~exons)	
  
each	
  ~150bp	
  in	
  length	
  
from	
  ~20,000	
  genes	
  
~30-­‐50Mb	
  of	
  genomic	
  sequence	
  

	
  
Each	
  targeted	
  site,	
  on	
  average,	
  
covered	
  by	
  a	
  hundred	
  or	
  more	
  
short	
  reads,	
  each	
  ~70-­‐100	
  bases	
  	
  
	
  
~20,000	
  variants	
  per	
  individual	
  

~4M	
  in	
  whole-­‐genome	
  



The	
  Picard/GATK	
  NGS	
  analysis	
  pipeline	
  



Exomes	
  versus	
  genomes	
  

§  Target	
  ~1%	
  of	
  the	
  genome	
  (primarily	
  coding	
  exons	
  in	
  CCDS/RefSeq)	
  

§  ~10%	
  of	
  the	
  cost	
  of	
  sequencing	
  the	
  whole	
  genome	
  

§  Typically	
  “deep	
  coverage”,	
  meaning	
  high	
  probability	
  of	
  detec?ng	
  even	
  
variants	
  observed	
  only	
  once	
  

§  Pros/cons	
  (versus	
  whole-­‐genome	
  sequencing)	
  
+  Enriches	
  for	
  the	
  regions	
  of	
  the	
  genome	
  most	
  strongly	
  associated	
  with	
  disease.	
  Even	
  for	
  

common	
  disease,	
  where	
  many	
  GWAS	
  hits	
  do	
  not	
  map	
  to	
  genes,	
  the	
  rela?ve	
  rate	
  of	
  hits	
  
in	
  genes	
  is	
  s?ll	
  much	
  greater.	
  

+  Allows	
  func?on	
  to	
  be	
  ascribed	
  to	
  variants	
  (filtering	
  for	
  deleterious	
  variants,	
  etc)	
  	
  
+  Any	
  posi?ve	
  result	
  is	
  more	
  likely	
  to	
  be	
  readily	
  interpretable	
  
+  Currently	
  more	
  affordable	
  to	
  apply	
  to	
  large	
  samples	
  	
  

-  Targe?ng	
  procedure	
  introduces	
  extra	
  costs,	
  steps	
  in	
  the	
  sequencing	
  pipeline,	
  and	
  
biases	
  in	
  coverage	
  

-  Expanding	
  defini?on	
  of	
  “the	
  exome”	
  (regulatory	
  regions,	
  rare	
  transcripts,	
  ncRNAs,	
  etc)	
  	
  



Deep	
  versus	
  low-­‐pass	
  sequencing	
  

§  For	
  a	
  fixed	
  $	
  amount	
  of	
  sequencing,	
  how	
  should	
  I	
  distribute	
  it	
  among	
  
samples?	
  

Much	
  beler	
  detec?on	
  of	
  singletons	
  (inc.	
  de	
  
novo	
  muta?ons)	
  and	
  very	
  rare	
  variants,	
  but	
  in	
  

a	
  smaller	
  pool	
  of	
  varia?on	
  
	
  

Greater	
  depth	
  allows	
  other	
  analysis,	
  e.g.	
  
a)	
  read	
  depth	
  analysis	
  to	
  detect	
  CNVs	
  

b)	
  beler	
  ability	
  to	
  QC/filter	
  out	
  bad	
  variants	
  

For	
  low	
  to	
  moderate	
  frequency	
  variants,	
  will	
  	
  
be	
  more	
  powerful	
  to	
  detect	
  variants:	
  a	
  less	
  

accurate	
  sampling	
  of	
  a	
  larger	
  pool	
  of	
  varia?on	
  
	
  

But	
  can	
  take	
  advantage	
  of	
  the	
  fact	
  that	
  reads	
  
at	
  nearby	
  sites	
  are	
  onen	
  informa?ve	
  due	
  to	
  

local	
  LD.	
  Imputa6on	
  will	
  onen	
  be	
  able	
  to	
  infer	
  
individuals’	
  genotypes	
  even	
  at	
  sites	
  with,	
  e.g.	
  

<<10x	
  coverage	
  

10	
  individuals	
  
Mean	
  100x	
  coverage	
  

Most	
  sites	
  >30x	
  coverage	
  
	
  

100	
  individuals	
  
Mean	
  10x	
  coverage	
  

Many	
  sites	
  0-­‐2x	
  coverage	
  
	
  



Exome	
  sequencing	
  èExome	
  chip	
  
hlp://genome.sph.umich.edu/wiki/Exome_Chip_Design	
  	
  

§  Genotyping	
  using	
  microarrays	
  is	
  s?ll	
  cheaper	
  and	
  more	
  accurate	
  
than	
  exome-­‐sequencing	
  

§  A	
  very	
  large	
  propor?on	
  of	
  all	
  low	
  frequency	
  (e.g.	
  >0.5%)	
  coding	
  
varia?on	
  will	
  already	
  have	
  been	
  observed	
  in	
  the	
  10,000+	
  exomes	
  
collec?vely	
  sequenced	
  at	
  various	
  centers	
  

§  Consor?um	
  to	
  select	
  a	
  panel	
  of	
  these	
  SNPs	
  and	
  manufacture	
  an	
  
Illumina	
  array	
  at	
  a	
  reasonable	
  price	
  point,	
  to	
  enable	
  tes?ng	
  in	
  
very	
  large	
  cohorts	
  



What	
  to	
  expect	
  from	
  exome	
  sequencing	
  

§  From	
  1	
  individual	
  (“case”	
  or	
  “control”)	
  
-  ~15,000	
  –	
  20,000	
  variant	
  sites	
  
-  ~10,000	
  of	
  these	
  nonsynonymous	
  (of	
  which	
  200-­‐300	
  will	
  be	
  novel)	
  
-  ~100	
  nonsense	
  muta?ons	
  (of	
  which	
  ~10	
  will	
  be	
  novel)	
  
-  Vast	
  majority	
  of	
  sites	
  are	
  common	
  and	
  known	
  (in	
  dbSNP)	
  :	
  over	
  95%	
  

	
  
§  From	
  5000	
  individuals	
  

-  ~15,000+	
  gene-­‐disrup?ve	
  muta?ons	
  (nonsense,	
  splice,	
  frameshin),	
  of	
  which	
  most	
  are	
  novel	
  
-  ~300,000	
  missense	
  muta?ons	
  (~100,000	
  –	
  150,000	
  of	
  which	
  are	
  “damaging”)	
  	
  
-  ~200,000	
  silent	
  muta?ons	
  
-  ~50%	
  of	
  all	
  sites	
  observed	
  only	
  once	
  in	
  the	
  sample	
  (“singletons”)	
  
-  Majority	
  of	
  variants	
  very	
  rare	
  and	
  novel	
  (not	
  in	
  dbSNP)	
  



Raw	
  read-­‐depth	
  for	
  one	
  individual	
  (all	
  targets	
  along	
  exome)	
  

Normalised	
  and	
  de-­‐trended	
  (SVD	
  method)	
  read-­‐depth	
  for	
  same	
  individual	
  

22q11	
  region	
  
Del.	
  called	
  from	
  Affymetrix	
  6.0	
  

XHMM:	
  Fromer	
  et	
  al	
  (AJHG.	
  2012)	
  

Normalised	
  exome	
  
read-­‐depth	
  data	
  

Calling	
  CNVs	
  	
  
from	
  exome	
  data	
  



ACGTGACTGACTGCATGACTGTATGCGATGAT	
  

G	
  

G	
  

G	
  

G	
  
G	
  

G	
  

G	
  

G	
  

G	
  



Reflect	
  onen	
  unknown,	
  complex	
  confounding	
  influence	
  of	
  factors	
  in	
  DNA	
  prepara?on,	
  	
  
exome	
  capture	
  technology,	
  alignment,	
  SNP	
  calling	
  algorithm	
  or	
  QC	
  filters:	
  	
  
means	
  that	
  directly	
  combining	
  data	
  across	
  different	
  studies	
  is	
  difficult.	
  

Common	
  diagnos?cs	
  of	
  noise	
  and	
  bias	
  in	
  variant	
  calling	
  



IGV	
  :	
  Integra?ve	
  Genome	
  Viewer	
  

Pr
ob

an
d	
  

Fa
th
er
	
  

M
ot
he

r	
  

A	
  validated	
  de	
  novo	
  muta?on…	
  

Gray	
  lines	
  =	
  10s-­‐100s	
  of	
  reads	
  with	
  reference	
  	
  
allele	
  piled	
  up	
  across	
  region	
  	
  
	
  
Colored	
  :	
  reads	
  containing	
  a	
  non-­‐reference	
  site	
  

40	
  bases	
  	
  

…	
  and	
  one	
  that	
  did	
  not	
  

Parents	
  also	
  have	
  
some	
  (red)	
  non-­‐
reference	
  reads	
  

Proband	
  also	
  has	
  
apparent	
  de	
  novo	
  
dele?on	
  nearby	
  
(black)	
  

Both	
  parents	
  
heterozygous	
  
for	
  adjacent	
  
base	
  



VCF:	
  An	
  extensible	
  text-­‐based	
  format	
  for	
  represen?ng	
  variant	
  and	
  genotype	
  	
  
informa?on	
  and	
  meta-­‐informa?on.	
  
	
  
Tools	
  to	
  work	
  with	
  VCFs:	
  PLINK/Seq,	
  vcnools,	
  vtools,	
  others	
  
	
  

Data	
  to	
  play	
  with:	
  1000	
  Genomes	
  

A	
  great	
  resource	
  for	
  publicly	
  available	
  NGS	
  data.	
  	
  
	
  

Both	
  read-­‐level	
  data	
  (BAM)	
  and	
  called	
  variant/genotype	
  datasets	
  (VCF)	
  available.	
  
	
  

Whole	
  genome	
  and	
  whole-­‐exome.	
  
	
  
	
  



§  What	
  does	
  this	
  genotype	
  mean?	
  
 

  0/0:366,11:200:99:0,600,5980  

§  GT	
  hard	
  genotype	
  call	
  
§  AD	
  and	
  DP	
  read-­‐depth	
  informa?on	
  
§  GQ	
  quality	
  score	
  
§  PL	
  is	
  (phred-­‐scaled)	
  genotype-­‐likelihoods	
  (son-­‐calls)	
  

-  Above,	
  the	
  heterozygote	
  is	
  10-­‐60	
  as	
  likely	
  as	
  the	
  reference	
  homozygote	
  

GT : AD   :DP :GQ: PL	
  

PL={0/0 , 0/1 , 1/1 } 
  ={REF , HET , HOM } 



§  A	
  less	
  compelling	
  genotype	
  call	
  	
  
 

  0/1:6,1 :7  :9 :9,0,187  

§  Heterozygote	
  is	
  most	
  likely	
  call	
  
-  the	
  reference	
  homozygote	
  has	
  likelihood	
  of	
  10-­‐0.9	
  =	
  0.12	
  compared	
  to	
  heterozygote	
  	
  

§  But,	
  not	
  a	
  high	
  confidence	
  call	
  
-  Based	
  on	
  a	
  rela?vely	
  low	
  number	
  of	
  reads	
  (7)	
  
-  Ra?o	
  of	
  reference	
  to	
  alternate	
  reads	
  skewed	
  from	
  50:50	
  (6:1)	
  
-  Rule	
  of	
  thumb	
  in	
  deep	
  exome	
  data:	
  PL	
  >	
  20	
  or	
  30	
  and	
  DP	
  >	
  10	
  defines	
  “high	
  confidence”	
  

GT : AD :DP :GQ: PL	
  

PL={0/0 , 0/1 , 1/1 } 
  ={REF , HET , HOM } 



two-­‐ring	
  purines	
   one-­‐ring	
  pyrimidines	
  	
  

hVp://www.mun.ca/biology/scarr/Transi#ons_vs_Transversions.html	
  

3.0	
  

0.5	
  

M
ea
n	
  
Ti
/T
v	
  
	
  

Read	
  depth	
  (binned	
  to	
  100	
  quan?les)	
  

Cumula#ve	
  freq.	
  

Transi?on/transversion	
  ra?o	
  as	
  a	
  figure	
  of	
  merit	
  

Expected	
  Ti/Tv	
  (or	
  Ts/Tv):	
   Errors:	
  ~0.5	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Real	
  exome	
  variants:	
  ~3.0	
  

Twice	
  as	
  many	
  possible	
  transversions	
  as	
  transi?ons:	
  in	
  prac?ce	
  transi?ons	
  (A/G,	
  C/T)	
  more	
  common	
  
	
  

Study	
  how	
  Ti/Tv	
  (or	
  other	
  metrics	
  such	
  as	
  dbSNP%)	
  vary	
  with	
  technical	
  alributes	
  (e.g.	
  read	
  depth)	
  	
  
	
  

This	
  type	
  of	
  process	
  formalized	
  in	
  GATK’s	
  variant	
  quality	
  score	
  recalibra?on	
  (VQSR)	
  procedure	
  



Func?onal	
  annota?on	
  of	
  variants	
  

PolyPhen2:	
  predic?ng	
  the	
  damaging	
  effects	
  of	
  missense	
  muta?ons	
  

Adzhubei	
  et	
  al.	
  Nature	
  Methods	
  (2010).	
  

Type	
  of	
  varia?on	
  in	
  	
  
amino-­‐acid	
  sequence	
  

1)	
  Truncates	
  protein	
  (nonsense)	
  
2)	
  Changes	
  protein	
  (missense)	
  	
  
3)	
  Doesn’t	
  change	
  protein	
  (silent)	
  

Missenses	
  not	
  all	
  equally	
  likely	
  
to	
  have	
  an	
  impacJul	
  change	
  on	
  protein	
  

In	
  silico	
  predic?on	
  of	
  “damaging”	
  
or	
  “deleterious”	
  muta?on	
  



Func?onal	
  annota?on	
  of	
  variants	
  

(based	
  on	
  RefSeq	
  transcripts	
  and	
  hg19;	
  missense	
  ranking	
  w/	
  PolyPhen2)	
  

Type	
   MAF	
   %	
  singletons	
  

Intronic	
  (off-­‐target)	
   0.066	
   25	
  

Silent	
   0.047	
   40	
  

Missense	
   0.025	
   51	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  Benign	
   0.038	
   45	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  Possibly	
  damaging	
   0.020	
   52	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  Probably	
  damaging	
  	
  	
  	
   0.010	
   59	
  

Essen?al	
  splice	
  site	
   0.016	
   54	
  

Nonsense	
   0.010	
   66	
  

In	
  large	
  samples,	
  allele	
  frequency	
  can	
  be	
  used	
  to	
  evaluate	
  predic?on	
  methods:	
  
natural	
  selec6on	
  implies	
  that	
  more	
  damaging	
  muta6ons	
  should	
  on	
  average	
  be	
  rarer	
  



Different	
  predic?on	
  methods	
  diverge…	
  

Scores	
  calculated	
  for	
  set	
  of	
  variants	
  from	
  exome	
  sequencing	
  in	
  ~5000	
  Swedish	
  individuals	
  



…but	
  appear	
  to	
  have	
  (independent)	
  informa?on	
  

Singleton	
  status	
  calculated	
  in	
  same	
  Swedish	
  sample	
  



Annota?on	
  issues	
  

§  Which	
  transcripts	
  to	
  use?	
  
-  Trade-­‐offs	
  using	
  more	
  or	
  less	
  restric?ve	
  defini?ons	
  of	
  the	
  CDS	
  (CCDS,	
  RefSeq,	
  ENSEMBL,	
  etc)	
  
-  Mul?ple	
  transcripts	
  v.s.	
  aggregated	
  “gene"	
  v.s.	
  a	
  single	
  canonical	
  transcript	
  per	
  gene	
  
-  Priori?zing	
  transcripts	
  based	
  on	
  expression	
  in	
  ?ssue	
  of	
  interest	
  and/or	
  RNA-­‐seq	
  data,	
  etc	
  

§  Catching	
  likely	
  errors	
  
-  “Rogue	
  transcripts”,	
  e.g.	
  many	
  stop	
  codons	
  in	
  reference,	
  CDS	
  not	
  mod	
  3,	
  invalid	
  start	
  codon	
  

§  Complex	
  variants	
  
-  Mul?-­‐nucleo?de	
  muta?ons	
  onen	
  misannotated	
  
-  Edge	
  cases:	
  a	
  single	
  base	
  inser?on	
  at	
  the	
  intron/exon	
  boundary:	
  splice	
  or	
  frameshin?	
  

§  Weigh?ng	
  within	
  exis?ng	
  func?onal	
  classes	
  
-  Op?mal	
  use	
  of	
  in	
  silico	
  predic?on	
  tools	
  for	
  deleteriousness	
  of	
  missense	
  variants	
  

§  Noncoding	
  variants	
  
-  Variants	
  in	
  ncRNAs	
  and	
  other	
  func?onal	
  elements	
  in	
  exome-­‐seq:	
  miRNAs,	
  UTRs,	
  etc	
  



DESIGNS	
  



Study	
  designs	
  

§  Mendelian	
  disease	
  and	
  “filtering”	
  approaches	
  
-  Assumes	
  very	
  rare	
  disease,	
  very	
  highly	
  penetrant	
  muta?on	
  and	
  low	
  locus	
  heterogeneity	
  

§  Mul?plex	
  families	
  to	
  ascertain	
  “familial”(*)	
  cases	
  
-  Assumes	
  a	
  private	
  muta?on	
  of	
  large	
  effect	
  largely	
  accounts	
  for	
  disease	
  in	
  the	
  family	
  
-  Assumes	
  that	
  co-­‐segrega?on	
  will	
  be	
  informa?ve	
  

§  Trio	
  studies	
  of	
  “sporadic”	
  cases(*)	
  
-  Focus	
  on	
  de	
  novo	
  rather	
  than	
  inherited	
  muta?on	
  
-  Par?cularly	
  suitable	
  for	
  early-­‐onset	
  diseases	
  that	
  reduce	
  reproduc?ve	
  success	
  	
  

	
  
§  Popula?on-­‐based	
  case/control	
  studies	
  

-  Less	
  efficient	
  to	
  the	
  extent	
  that	
  private/de	
  novo	
  muta?ons	
  account	
  for	
  most	
  disease	
  risk	
  
-  But	
  a	
  more	
  general,	
  poten?ally	
  more	
  scalable	
  design	
  (e.g.	
  if	
  families	
  hard	
  to	
  collect)	
  
-  Likely(?)	
  beler	
  suited	
  to	
  tackle	
  more	
  heterogeneous	
  &	
  complex	
  architectures	
  

*Yang	
  et	
  al	
  (2010)	
  Sporadic	
  cases	
  are	
  the	
  norm	
  for	
  complex	
  disease.	
  EJHG.	
  



Rare	
  variant	
  burden	
  analysis	
  

P(GD)	
  	
   Prior	
  probability	
  of	
  carrying	
  a	
  disease	
  allele	
  	
  

P(D)	
  	
   Prevalence	
  of	
  disease	
  

P(D|GD)	
  	
   Penetrance	
  of	
  (an	
  average)	
  disease	
  allele	
  



Rare	
  variant	
  burden	
  analysis	
  

P(GD)	
  	
   Prior	
  probability	
  of	
  carrying	
  a	
  disease	
  allele	
  	
  

P(D)	
  	
   Prevalence	
  of	
  disease	
  

P(D|GD)	
  	
   Penetrance	
  of	
  (an	
  average)	
  disease	
  allele	
  

P(D|GD)	
  P(GD)	
  	
  

P(D)	
  	
  
P(GD|D)	
  =	
  	
  	
   Allele	
  frequency	
  in	
  cases	
  

P(GD|D)	
  	
   Allele	
  frequency	
  in	
  controls	
  



Mendelian	
  disease	
  	
  

P(GD)	
  	
   Prior	
  probability	
  of	
  carrying	
  a	
  disease	
  allele	
  	
  

P(D)	
  	
   Prevalence	
  of	
  disease	
  

P(D|GD)	
  	
   Penetrance	
  of	
  (an	
  average)	
  disease	
  allele	
  

P(D|GD)	
  P(GD)	
  	
  

P(D)	
  	
  
P(GD|D)	
  =	
  	
  	
   Allele	
  frequency	
  in	
  cases	
  

P(GD|D)	
  	
   Allele	
  frequency	
  in	
  controls	
  

V.	
  LOW	
  

V.	
  HIGH	
  

V.	
  LOW	
  V.	
  HIGH	
  

V.	
  LOW	
  

HIGH	
  

V.	
  LOW	
  

why	
  simple	
  filtering	
  works	
  

V.	
  LOW	
  



Filtering	
  approaches	
  and	
  Mendelian	
  disease	
  



One	
  is	
  s6ll	
  just	
  as	
  likely	
  to	
  observe	
  this	
  rare	
  disease	
  allele	
  of	
  20-­‐fold	
  increase	
  in	
  risk	
  
in	
  a	
  large	
  sample	
  of	
  (screened)	
  controls,	
  compared	
  to	
  observing	
  it	
  recurrently	
  in	
  50	
  cases	
  

Much	
  harder	
  for	
  complex,	
  common	
  disease:	
  	
  
basic	
  filtering	
  approaches	
  not	
  a	
  good	
  strategy	
  	
  



Applica?on	
  of	
  “filtering”	
  to	
  common	
  disease	
  

§  20	
  au?sm	
  probands	
  

§  Detect	
  “novel”	
  variants	
  

§  Priori?ze	
  based	
  on	
  func?on/
gene	
  

§  Whatever	
  is	
  len	
  is	
  the	
  
“finding”	
  (ANK3)	
  

§  Find	
  other	
  ANK3	
  muta?ons	
  in	
  
other	
  individuals:	
  “addi?onal	
  
support”	
  



Novel	
  ANK3	
  muta?ons	
  in	
  healthy	
  individuals	
  

§  Exome	
  sequence	
  data	
  from	
  ~2500	
  healthy	
  Caucasian	
  individuals	
  
-  Part	
  of	
  the	
  Swedish	
  Schizophrenia	
  Seqeuncing	
  Study	
  

§  Screen	
  for	
  novelty	
  against	
  dbSNP	
  (>50,000,000	
  variants)	
  

§  95	
  novel	
  muta?ons	
  detected	
  in	
  controls	
  
-  1	
  nonsense	
  
-  32	
  missense	
  
-  24	
  rated	
  as	
  “damaging”	
  by	
  PolyPhen2	
  

§  In	
  other	
  words,	
  if	
  you	
  look	
  at	
  enough	
  samples	
  and/or	
  genes,	
  it	
  isn’t	
  
hard	
  to	
  pull	
  out	
  “interes?ng	
  muta?ons”	
  



Robinson	
  et	
  al,	
  2011	
  

Familial	
  co-­‐transmission	
  to	
  filter	
  variant	
  lists	
  



Simula?on:	
  using	
  co-­‐segrega?on	
  in	
  common	
  disease	
  

1	
   2	
  

3	
   4	
  

5	
   6	
  
Index/proband	
  	
  	
  

affected	
  carrier	
  (het)	
  

Family:	
  proband	
  and	
  6	
  1st-­‐degree	
  rela?ves	
  
	
  
Ascertainment:	
  require	
  at	
  least	
  X	
  of	
  6	
  to	
  
be	
  affected,	
  where	
  X	
  =	
  1,2	
  or	
  3.	
  
	
  
Disease:	
  1%	
  prevalence,	
  h2=.6,	
  c2=.05	
  
	
  
Gene6c	
  model:	
  	
  
MAF:	
  1/100,	
  1/1,000	
  and	
  1/10,000	
  
GRRs:	
  range	
  for	
  each	
  MAF	
  (next	
  table)	
  
Dominant	
  gene-­‐ac?on	
  
	
  
Ques6ons:	
  
1)  How	
  likely	
  an	
  affected	
  rela?ve	
  shares	
  the	
  

index’s	
  rare	
  allele?	
  
2)  How	
  likely	
  an	
  unaffected	
  rela?ve	
  shares	
  it?	
  
3)  Expecta?on	
  that	
  a	
  1st-­‐degree	
  rela?ve	
  is	
  

“consistent”?	
  
4)  Probability	
  of	
  complete	
  co-­‐segrega?on	
  of	
  

allele	
  and	
  disease	
  in	
  family?	
  
	
  



1/100	
   2	
   1802	
   6110	
   0.020	
  
3	
   610	
   2070	
   0.029	
  
4	
   344	
   1168	
   0.038	
  
5	
   236	
   800	
   0.046	
  

1/1,000	
   5	
   2153	
   7303	
   0.050	
  
10	
   784	
   2661	
   0.098	
  
20	
   340	
   1156	
   0.193	
  
30	
   219	
   743	
   0.284	
  

1/10,000	
   20	
   3309	
   11223	
   0.199	
  
40	
   1537	
   5213	
   0.397	
  
60	
   1002	
   2643	
   0.593	
  
80	
   744	
   2524	
   0.788	
  

MAF	
   GRR	
   <0.01	
   <5e-­‐8	
   Penetrance	
  

N	
  for	
  80%	
  power	
  
at	
  alpha	
  =	
  	
  

Power/sample	
  size	
  for	
  a	
  standard,	
  
popula6on-­‐based	
  case/control	
  study	
  



MAF:	
  	
  	
  	
  1/100	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1/1,000	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1/10,000	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1/100	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1/1,000	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1/10,000	
  
OR:	
  	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  2	
  –	
  3	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  5	
  –	
  30	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  20	
  –	
  80	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  2	
  –	
  3	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  5	
  –	
  30	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  20	
  –	
  80	
  	
  

P(	
  affected	
  rela?ve	
  shares	
  allele	
  )	
   P(	
  unaffected	
  rela?ve	
  shares	
  allele	
  )	
  	
  

0.0	
  

1.0	
  

0.0	
  

1.0	
  



P(	
  any	
  one	
  1st	
  degree	
  	
  
rela?ve	
  co-­‐segregates	
  )	
   P(	
  whole	
  family	
  co-­‐segregates	
  )	
  

MAF:	
  	
  	
  	
  1/100	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1/1,000	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1/10,000	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1/100	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1/1,000	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1/10,000	
  
OR:	
  	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  2	
  –	
  3	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  5	
  –	
  30	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  20	
  –	
  80	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  2	
  –	
  3	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  5	
  –	
  30	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  20	
  –	
  80	
  	
  

0.0	
  

1.0	
  

0.0	
  

1.0	
  

1)	
  Under	
  all	
  models	
  here,	
  it	
  is	
  more	
  likely	
  than	
  not	
  that	
  the	
  true	
  disease	
  allele	
  will	
  not	
  segregate	
  with	
  disease	
  
2)	
  In	
  contrast,	
  1%	
  of	
  all	
  of	
  the	
  proband’s	
  rare	
  null	
  alleles	
  would	
  be	
  expected	
  to	
  perfectly	
  co-­‐segregate	
  by	
  chance	
  
3)	
  Naturally,	
  larger	
  families	
  and/or	
  more	
  “Mendelian”	
  alleles	
  would	
  change	
  the	
  balance	
  
4)	
  (But	
  unlikely	
  that	
  different	
  families	
  will	
  segregate	
  at	
  the	
  same	
  locus	
  given	
  polygenicity,	
  linkage	
  findings…)	
  

~1%	
  under	
  	
  
the	
  null	
  



Penetrance,	
  P(	
  disease	
  |	
  genotype	
  )	
  

Reference	
   0.0096	
  

Heterozygote	
   0.193	
  

Homozygote	
   0.193	
  

P(	
  genotype	
  |	
  affected	
  )	
  

Reference	
   0.962	
  

Heterozygote	
   0.038	
  

Homozygote	
   0.000	
  

But	
  only	
  4%	
  of	
  cases	
  would	
  be	
  expected	
  to	
  carry	
  such	
  an	
  allele	
  

Even	
  under	
  the	
  most	
  op?mis?c	
  circumstances,	
  for	
  common	
  diseases:	
  	
  
1)  the	
  vast	
  majority	
  of	
  pa?ents	
  will	
  not	
  carry	
  the	
  risk	
  allele	
  
2)  the	
  majority	
  of	
  carriers	
  will	
  not	
  be	
  affected	
  (penetrance	
  <	
  50%)	
  

1/1000	
  20-­‐fold	
  variant	
  example,	
  for	
  a	
  disease	
  with	
  1/100	
  prevalence	
  



Rare	
  variants	
  &	
  complex	
  disease	
  	
  

P(GD)	
  	
   Prior	
  probability	
  of	
  carrying	
  a	
  disease	
  allele	
  	
  

P(D)	
  	
   Prevalence	
  of	
  disease	
  

P(D|GD)	
  	
   Penetrance	
  of	
  (an	
  average)	
  disease	
  allele	
  

P(D|GD)	
  P(GD)	
  	
  

P(D)	
  	
  
P(GD|D)	
  =	
  	
  	
   Allele	
  frequency	
  in	
  cases	
  

P(GD|D)	
  	
   Allele	
  frequency	
  in	
  controls	
  

MED/LOW	
  

	
  LOW	
  

LOW	
  

under-­‐powered	
  tests	
  of	
  associa#on	
  

LOW	
  

MED/LOW	
  

MED/LOW	
  

MED/LOW	
  

LOW	
  



Ways	
  to	
  improve	
  power	
  beyond	
  ñsample	
  N	
  

P(GD)	
  	
   Prior	
  probability	
  of	
  carrying	
  a	
  disease	
  allele	
  	
  

P(D)	
  	
   Prevalence	
  of	
  disease	
  

P(D|GD)	
  	
   Penetrance	
  of	
  (an	
  average)	
  disease	
  allele	
  

P(D|GD)	
  P(GD)	
  	
  

P(D)	
  	
  
P(GD|D)	
  =	
  	
  	
   Allele	
  frequency	
  in	
  cases	
  

P(GD|D)	
  	
   Allele	
  frequency	
  in	
  controls	
  

MED/LOW	
  

	
  LOW	
  

LOW	
  

under-­‐powered	
  tests	
  of	
  associa#on	
  

LOW	
  

MED/LOW	
  

MED/LOW	
  

MED/LOW	
  

?LOW	
  

(In	
  loose	
  terms,)	
  ideas	
  to	
  drive	
  up	
  P(GD|D)	
  -­‐	
  P(GD|D)	
  
	
  

Ascertain	
  on	
  family	
  history:	
  increase	
  P(GD)	
  
	
  

Aggregate	
  tests	
  (“super-­‐alleles”)	
  :	
  increase	
  P(GD)	
  
	
  

Subsets	
  of	
  genes/variants	
  :	
  decrease	
  P(GD)	
  but	
  increase	
  P(D|GD)	
  
	
  

Extreme/subtypes	
  of	
  disease:	
  decrease	
  P(D),	
  increase	
  P(D|GD)	
  
	
  

“Ultra-­‐healthy”	
  controls	
  :	
  reduce	
  P(GD|D)	
  
	
  

Etc.	
  
	
  

(Of	
  course,	
  not	
  all	
  equally	
  feasible	
  or	
  effec?ve...)	
  



ANALYSIS	
  



Alternate	
  allele	
   Reference	
  allele	
  
Case	
   1	
   999	
  
Control	
   0	
   1000	
  

…	
  or	
  …	
  

Alternate	
  allele	
   Reference	
  allele	
  
Case	
   0	
   1000	
  
Control	
   1	
   999	
  

The	
  challenge	
  of	
  interpre#ng	
  rare-­‐variant	
  studies:	
  	
  
a	
  lot	
  of	
  the	
  data	
  will	
  look	
  either	
  like…	
  



Gene	
  based	
  tests	
  
Group	
  variants	
  within	
  a	
  region	
  and	
  test	
  for	
  aggregate	
  distribu?onal	
  
differences	
  between	
  cases	
  and	
  controls	
  (or	
  with	
  a	
  quan?ta?ve	
  trait).	
  
	
  
For	
  exome	
  studies,	
  “the	
  gene”	
  is	
  the	
  natural	
  unit	
  of	
  grouping.	
  	
  
	
  
	
  
A	
  large	
  number	
  of	
  tests	
  developed	
  in	
  the	
  last	
  couple	
  of	
  years.	
  Main	
  
differences:	
  
	
  
1)  Are	
  all	
  variants	
  assumed	
  to	
  have	
  a	
  similar	
  magnitude	
  of	
  effect,	
  or	
  does	
  the	
  test	
  

allow	
  for	
  differen?al	
  weigh?ng,	
  e.g.	
  rarer	
  variants	
  can	
  have	
  larger	
  effects?	
  

2)  Are	
  all	
  the	
  variants	
  assumed	
  to	
  have	
  similar	
  direc?on	
  of	
  effect,	
  or	
  does	
  the	
  test	
  
allow	
  for	
  a	
  mixture	
  of	
  risk	
  and	
  protec?ve	
  variants	
  in	
  the	
  same	
  region?	
  

	
  
3)  Prac?cally,	
  can	
  covariates	
  be	
  included?	
  Applica?on	
  to	
  quan?ta?ve	
  traits?	
  Reliance	
  

on	
  permuta?on	
  versus	
  accurate	
  asympto?c	
  sta?s?cs.	
  
	
  



Test	
   Descrip6on	
  

Cohort	
  allelic	
  sums	
  test	
  (CAST),	
  
Morgenthaler	
  &	
  Thilly	
  (2007)	
  

Carrier	
  rate	
  of	
  1+	
  rare	
  allele	
  compared	
  
between	
  cases	
  and	
  controls	
  

Burden	
   Count	
  of	
  rare	
  alleles	
  compared	
  between	
  cases	
  
and	
  controls	
  

Burden	
  of	
  case-­‐specific	
  variants	
   Burden	
  of	
  cases-­‐only	
  variants,	
  assessed	
  by	
  
permuta?on	
  

CMC	
  (Li	
  &	
  Leal,	
  2008)	
   Combines	
  collapsed	
  rare	
  variant	
  counts	
  with	
  
more	
  common	
  alleles	
  

Madsen	
  &	
  Browning	
  (2009)	
   Up-­‐weight	
  rarer	
  variants	
  in	
  a	
  burden	
  test	
  
analy?cally	
  

Variable-­‐threshold	
  (Price	
  et	
  al,	
  2010)	
   Op?mal	
  defini?on	
  of	
  “rare”	
  found	
  empirically	
  
from	
  the	
  data,	
  adjusted	
  by	
  permuta?on	
  

C-­‐Alpha	
  (Neale	
  et	
  al,	
  2010)	
   Frames	
  a	
  2-­‐sided	
  test,	
  allowing	
  a	
  mixture	
  of	
  
risk	
  and	
  protec?ve	
  variants	
  

SKAT	
  (Wu	
  et	
  al,	
  2011)	
   Generaliza?on	
  of	
  C-­‐Alpha	
  based	
  on	
  kernel	
  
machine	
  regression	
  

(many	
  other	
  varia?ons	
  upon	
  these	
  
themes)	
  

….	
  



Burden	
  analyses	
  in	
  popula?on-­‐based	
  exome	
  studies	
  

§  To	
  a	
  large	
  extent,	
  both	
  GWAS	
  and	
  CNV	
  studies	
  of	
  psychiatric	
  disease	
  	
  ini?ally	
  relied	
  
on	
  demonstra?ng	
  genome-­‐wide	
  burden	
  effects	
  
-  Genome-­‐wide	
  burden	
  of	
  rare	
  microdele?ons	
  and	
  duplica?ons	
  in	
  AUT	
  and	
  SCZ	
  
-  Polygenic	
  analysis	
  of	
  GWAS	
  data	
  in	
  SCZ	
  and	
  BIP	
  

§  Following	
  this,	
  seems	
  likely	
  we’ll	
  end	
  up	
  following	
  a	
  similar	
  path	
  for	
  sequencing	
  
studies.	
  However,	
  the	
  high	
  baseline	
  levels	
  of	
  rare	
  SNVs	
  means	
  that	
  (unlike	
  for	
  rare,	
  
large	
  CNVs)	
  we	
  would	
  not	
  expect	
  a	
  simple	
  “exome-­‐wide	
  increased	
  burden	
  of	
  
deleterious	
  SNVs”	
  analysis	
  to	
  yield	
  much.	
  

§  Need	
  to	
  focus	
  either	
  on	
  specific	
  classes	
  of	
  variant,	
  or	
  classes	
  of	
  gene	
  in	
  which	
  to	
  
frame	
  burden	
  ques?ons,	
  i.e.	
  that	
  we	
  believe	
  are	
  a	
  priori	
  more	
  likely.	
  

§  Demonstrated	
  increased	
  exome-­‐wide	
  burden	
  of	
  par?cular	
  classes	
  of	
  SNV	
  
-  Gene-­‐disrup?ve	
  de	
  novo	
  muta?on	
  in	
  au?sm	
  
-  Rare-­‐recessive	
  loss-­‐of-­‐func?on	
  muta?ons	
  also	
  in	
  au?sm	
  

§  Similar	
  logic	
  to	
  stra?fy	
  by	
  class	
  of	
  gene	
  (as	
  well	
  as	
  SNV	
  type),	
  based	
  on	
  candidates	
  
and/or	
  prior	
  gene?c	
  literature	
  
-  Do	
  genes	
  flagged	
  by	
  de	
  novo	
  or	
  CNV	
  or	
  GWAS	
  studies	
  show	
  an	
  increased	
  burden	
  in	
  cases?	
  
-  Do	
  genes	
  involved	
  in	
  candidate	
  “pathways”	
  show	
  an	
  increased	
  burden?	
  



Popula?on	
  stra?fica?on	
  

Mathieson	
  &	
  McVean	
  (2012)	
  Nat	
  Genet.	
  

Under	
  geographically	
  realis?c	
  models	
  of	
  gene-­‐flow,	
  methods	
  that	
  successfully	
  	
  
correct	
  popula?on	
  of	
  common	
  variants	
  do	
  not	
  necessarily	
  work	
  well	
  for	
  rare	
  variants	
  

Stra?fied	
  common	
  varia?on	
   Stra?fied	
  rare	
  varia?on	
  



Popula?on	
  homogeneity	
  and	
  rare	
  variants	
  

§  In	
  gene-­‐based	
  tests,	
  one	
  onen	
  uses	
  the	
  sample	
  frequency	
  to	
  define	
  
which	
  variants	
  are	
  “rare”	
  
-  sample	
  frequency	
  as	
  an	
  es?mate	
  of	
  popula#on	
  frequency	
  as	
  a	
  proxy	
  for	
  causal	
  poten#al	
  

§  Poten?al	
  problems	
  when	
  dealing	
  with	
  heterogeneous	
  samples,	
  even	
  if	
  
false	
  posi?ves	
  are	
  controlled	
  
-  “Singleton”	
  allele	
  in	
  a	
  large,	
  homogeneous	
  sample	
  likely	
  has	
  low	
  popula?on	
  frequency	
  
-  “Singleton”	
  carried	
  by	
  the	
  one	
  Asian	
  in	
  an	
  otherwise	
  Caucasian	
  sample	
  likely	
  won’t	
  

§  For	
  rare	
  variant	
  tests,	
  a	
  single	
  individual	
  can	
  onen	
  have	
  a	
  strong	
  
leverage	
  on	
  the	
  sample	
  test	
  sta?s?c	
  
-  An	
  8/0	
  becoming	
  an	
  8/1	
  can	
  make	
  a	
  result	
  much	
  less	
  impressive,	
  even	
  in	
  large	
  sample	
  
-  For	
  common	
  variants,	
  or	
  rare	
  variant	
  tests	
  across	
  many	
  genes,	
  harder	
  for	
  a	
  small	
  propor?on	
  

of	
  individuals	
  to	
  have	
  a	
  great	
  influence	
  



Heterogeneity	
  and	
  power:	
  simula?on	
  

Genic/aggregate	
  allele	
  frequency	
   Mean	
  genotypic	
  rela6ve	
  risk	
  

1	
  /	
  10,000	
   70	
  

1	
  /	
  1,000	
   10	
  

1	
  /	
  5	
   1.5	
  

§  Three	
  gene	
  models	
  with	
  equivalent	
  power	
  in	
  a	
  standard	
  popula?on-­‐
based	
  case/control	
  in	
  popula?on	
  “A”	
  
-  1000	
  case/control	
  pairs;	
  each	
  has	
  ~77%	
  power	
  for	
  type	
  I	
  error	
  0.001	
  in	
  simple	
  burden	
  test	
  

§  Second	
  popula?on,	
  different	
  proper?es	
  
-  i.e.	
  null	
  hypothesis	
  is	
  true	
  	
  

Genic/aggregate	
  allele	
  frequency	
   Mean	
  genotypic	
  rela6ve	
  risk	
  

1	
  /	
  100	
   1.0	
  

Popula#on	
  “B”	
  (N=100	
  &	
  100)	
  

Popula#on	
  “A”	
  (N=1,000	
  &	
  1,000)	
  



What	
  happens	
  in	
  a	
  combined	
  analysis?	
  

Pop	
  A.	
   Pop	
  A+B.	
  

MAF=0.0001	
  
MAF=0.001	
  
MAF=0.2	
  

1.00	
  

0.00	
  

Po
w
er
	
  

Here,	
  rare	
  variants	
  are	
  “more	
  sensi?ve”	
  to	
  inclusion	
  of	
  unassociated	
  alleles	
  	
  
from	
  addi?onal	
  samples	
  and	
  different	
  popula?ons	
  

Note:	
  A+B	
  test	
  condi#ons	
  on	
  popula#on	
  –	
  i.e.,	
  type	
  I	
  error	
  is	
  s#ll	
  controlled,	
  but	
  power	
  is	
  reduced	
  	
  



Analysis	
  ques?ons	
  for	
  de	
  novo	
  studies	
  

§  Is	
  the	
  rate	
  of	
  muta?ons	
  higher	
  than	
  {	
  in	
  controls	
  |	
  expected	
  }?	
  

§  Is	
  the	
  ra6o	
  of	
  {	
  nonsense	
  }	
  to	
  {	
  missense	
  }	
  higher?	
  

	
  
§  Is	
  any	
  par?cular	
  gene	
  recurrently	
  hit,	
  more	
  than	
  expected	
  by	
  chance	
  

(given	
  total	
  #	
  of	
  muta?ons,	
  coverage	
  of	
  exome,	
  gene	
  size,	
  muta?on	
  
rate)?	
  

§  Are	
  genes	
  with	
  de	
  novos	
  more	
  closely	
  related	
  (in	
  terms	
  of	
  func?onal	
  
class,	
  or	
  posi?on	
  within	
  PPI	
  or	
  co-­‐expression	
  network,	
  etc)?	
  



Finding	
  “recent”	
  muta?ons	
  in	
  popula?ons	
  

Age	
  of	
  disease	
  muta6on	
  |	
  observed	
  in	
  a	
  case?	
  
Results	
  from	
  simula?on,	
  modeled	
  on	
  muta?on	
  rate,	
  	
  
penetrance	
  and	
  es?mated	
  selec?on	
  coefficient	
  of	
  the	
  	
  
15q13.3	
  dele?on.	
  

Nadia	
  Solovieff	
  

Using	
  palerns	
  of	
  shared	
  ancestry	
  between	
  	
  
seemingly	
  unrelated	
  individuals	
  to	
  flag	
  “recent”	
  muta?ons	
  

“Recently	
  de	
  novo”	
  muta?ons	
  transmiled	
  	
  
to	
  cases:	
  unless	
  complete	
  selec?on	
  and	
  	
  

penetrance,	
  expect	
  enrichment	
  	
  

Compared	
  to	
  all	
  singleton	
  muta?ons,	
  those	
  flagged	
  as	
  “recent”	
  
are	
  more	
  likely	
  to	
  be	
  novel	
  and	
  to	
  be	
  nonsense	
  muta?ons	
  	
  

(as	
  are	
  de	
  novo	
  muta?ons).	
  	
  
[	
  data	
  from	
  Swedish	
  Sequencing	
  Study	
  ]	
  



APPLICATIONS	
  

(not	
  any	
  kind	
  of	
  comprehensive	
  review:	
  rather,	
  just	
  highligh?ng	
  a	
  couple	
  
of	
  approaches	
  that	
  clearly	
  didn’t	
  work	
  and	
  a	
  couple	
  that	
  clearly	
  did)	
  	
  



“Classical	
  (aka	
  2005)”	
  candidate	
  gene	
  sequencing	
  

~700	
  cases,	
  ~700	
  controls	
  
	
  
No	
  support	
  that	
  rare	
  variants	
  	
  
in	
  these	
  genes	
  play	
  a	
  significant	
  	
  
role	
  in	
  schizophrenia	
  risk.	
  
	
  

Crowley	
  et	
  al	
  (2012)	
  Mol	
  Psych.	
  



Early	
  exome	
  studies	
  in	
  SCZ	
  delimit	
  the	
  gene?c	
  architecture	
  

Exome	
  sequenced	
  166	
  cases	
  	
  
	
  
Selected	
  5,155	
  variants	
  (e.g.	
  novel,	
  seen	
  in	
  mul?ple	
  cases)	
  
	
  
Genotyped	
  in	
  further	
  2,617	
  cases,	
  1,800	
  controls	
  
	
  
No	
  single	
  variant	
  study-­‐wide	
  significant.	
  

“Rather,	
  mul?ple	
  rarer	
  gene?c	
  variants	
  must	
  contribute	
  substan?ally	
  to	
  the	
  
predisposi?on	
  to	
  schizophrenia”	
  



Focus	
  on	
  unusual	
  genomic	
  events	
  

Excess	
  of	
  rare	
  complete	
  knockouts	
  provides	
  support	
  for	
  inherited	
  component	
  in	
  ASD	
  	
  
	
  

3%	
  contribu6on	
  to	
  ASD	
  risk	
  for	
  rare	
  autosomal	
  complete	
  knockouts	
  	
  
	
  

2%	
  contribu6on	
  to	
  ASD	
  risk	
  in	
  males	
  from	
  X-­‐linked	
  complete	
  knockouts	
  	
  



343	
  families,	
  each	
  with	
  a	
  single	
  child	
  on	
  the	
  au?sm	
  spectrum	
  and	
  1+	
  unaffected	
  sibling	
  

No	
  significant	
  difference	
  in	
  de	
  novo	
  missense	
  rate	
  in	
  affected	
  vs.	
  unaffected	
  children	
  

Gene-­‐disrup?ng	
  muta?ons	
  (nonsense,	
  splice	
  site,	
  frameshins)	
  twice	
  as	
  frequent	
  

Es?mate	
  350	
  –	
  400	
  au?sm	
  suscep?bility	
  genes	
  

Many	
  of	
  the	
  disrupted	
  genes	
  associated	
  with	
  the	
  fragile	
  X	
  protein,	
  FMRP,	
  reinforcing	
  links	
  
between	
  au?sm	
  and	
  synap?c	
  plas?city	
  

Broadly	
  similar	
  picture	
  in	
  other	
  studies	
  (Neale	
  et	
  al.;	
  O’Roak	
  et	
  al.;	
  Sanders	
  et	
  al.,	
  Nature	
  2012)	
  
	
  

Combining	
  data,	
  individual	
  genes	
  recurrently	
  hit	
  by	
  disrup?ve	
  muta?ons	
  can	
  be	
  iden?fied.	
  

One	
  of	
  four	
  recent	
  au?sm	
  trio	
  studies	
  



In	
  the	
  pipeline…	
  

§  As	
  well	
  as	
  the	
  published	
  large-­‐scale	
  sequencing	
  in	
  au?sm	
  in	
  2012	
  and	
  
smaller	
  published	
  schizophrenia	
  de	
  novo	
  studies,	
  other	
  emerging	
  large-­‐
scale	
  projects	
  (e.g.	
  as	
  presented	
  at	
  WCPG,	
  Hamburg):	
  e.g.	
  

-  Exome	
  sequencing	
  in	
  schizophrenia	
  in	
  >5000	
  individuals	
  (Swedish,	
  popula?on-­‐based)	
  	
  
-  UK10K	
  sequencing	
  study	
  including	
  schizophrenia	
  
-  Exome	
  sequencing	
  in	
  >600	
  trios	
  (Bulgarian)	
  
-  Mul?ple	
  moderately-­‐sized	
  exome	
  studies	
  in	
  bipolar	
  disorder	
  (popula?on	
  and	
  family)	
  	
  

§  On	
  balance,	
  seems	
  clear	
  (for	
  schizophrenia)	
  both	
  that	
  a)	
  promising	
  and	
  
convergent	
  results	
  are	
  emerging,	
  but	
  b)	
  not	
  “game-­‐changing”	
  at	
  this	
  
point	
  and	
  harder	
  to	
  extricate	
  signal	
  than,	
  e.g.,	
  for	
  au?sm.	
  	
  	
  

§  Rather	
  (as	
  PGC’ers	
  might	
  agree),	
  2012	
  was	
  definitely	
  the	
  year	
  of	
  GWAS	
  
delivering,	
  for	
  schizophrenia	
  at	
  least…	
  	
  



PGC2	
  and	
  sequence	
  data	
  
§  Several	
  emerging	
  disease-­‐focused	
  sequencing	
  consor?a	
  

-  Au?sm	
  Sequencing	
  Consor?um	
  
-  Bipolar	
  disorder	
  Sequencing	
  Consor?um	
  

§  Different	
  models:	
  
-  “Share	
  BAMs”	
  
-  Pool	
  raw	
  data,	
  establish	
  joint-­‐calling	
  pipeline(s),	
  centralized	
  data	
  repository	
  /	
  analysis	
  hub	
  
-  cf.	
  PGC	
  CNV	
  model	
  

-  “Share	
  VCFs”	
  
-  Variants	
  called	
  at	
  individual	
  sites,	
  alempt	
  to	
  reconcile/merge	
  downstream	
  for	
  central	
  analysis	
  
-  cf.	
  PGC	
  GWAS	
  model	
  	
  

-  “Share	
  results”	
  
-  All	
  analyses	
  performed	
  centrally,	
  share	
  all	
  case/control	
  counts	
  and	
  meta-­‐informa?on	
  
-  cf.	
  standard	
  “meta-­‐analysis”	
  model	
  from	
  GWAS	
  

-  “Lookup/replica6on”	
  
-  Loose	
  consor?um	
  of	
  groups	
  that	
  agree	
  to	
  look	
  up	
  specific	
  sites	
  of	
  interest	
  in	
  a	
  directed	
  manner	
  
-  cf.	
  replica?on	
  samples	
  included	
  in	
  PGC	
  GWAS	
  efforts	
  	
  

-  “Targeted	
  genotyping”	
  
-  As	
  above,	
  but	
  with	
  facility	
  to	
  perform	
  large-­‐scale	
  genotyping	
  of	
  select	
  rare	
  variants	
  across	
  many	
  cohorts	
  
-  cf.	
  aspects	
  of	
  PsychChip	
  development	
  	
  

	
  
§  In	
  all	
  cases,	
  possible	
  to	
  share	
  best	
  prac?ce	
  from	
  an	
  analy?c	
  perspec?ve,	
  e.g.	
  via	
  the	
  central	
  

analysis	
  group.	
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