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Motivacao - Projetos InCor

Genes reguladores de fatores de risco cardiovascular

Analise de QTL’s

= Delineamentos F2
(modelos animais)

Rat Models

X
Affacted Unafiacted

= Delineamentos com Familias

Projeto Coragdes do Brasil

. Estudos de
Associacao

= Delinearientos éom Trios

GH | HJ
HH
= Estudos Caso-Controle
Aelo Marcador
GQuxo A ~ Total

Caso 60 40
Controle 40 60

Delineamentos em
Expresséao Génica

GUAAUCCUC

ATy
AG
Ga
G

= Experimentos com M

Microarrays | ]

-

= Experimentos RT-PRC |y
-

|
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Caso=D Controle=D

(- —

P,

Fatores de Risco

&l

(s .~
I

Um Loco Genético pode estar associado com

“Genéticos”

regulador ou porque ele esta em desequilibrio

de ligagdo com o Gene regulador

|
L]
|
d
uma Doenga porque ele é o proprio Gene o
.|
]
|
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Leis de Segregacao de Genes
Modelo: 1 Loco Genético

N/ P(A,A,) = P(A,) P(A,)
’ ; —A A “Equilibrio de Hardy-Weinberg”

Modelo: Pares de Locos Além da “ligagao”, em termos de
eventos de recombinacao, temos:
“Equilibrio de Ligacao”
P(A;B,) = P(A,) P(B,)

= Desequilibrio de Ligagao: associagao estatistica entre locos

= Estudos de Associacdo Caso-Controle exploram esta associagao

LEC NP N

BEEROEn JEW

Estudos de Associacao

Associacgao entre Doenca e Fator de Risco

Estudo Prospectivo
Distribuicdo da Doenga de acordo com o Fator de Risco G

Fator Doenga Fator Doenca
de Risco D D° Total de Risco D D¢ Total
Gene1 N1y N1.-Nq4 q Gene1l T 1-m4 1
Gene2 Noy Ny -Npq Gene2 o 1-7a 1
H,:m=n, < RR=1 (g associacdo) L
|
P(DIG1) =, Risco Relativo da Doenca u
= - Razao das Probabilidades de Incidéncia d
P(D I GZ) T, (Penetrancia do Gene) m
. .|
Alternativa = Estudos Retrospectivos ( Caso — Controle ) [
BEEROEH JEW
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Gene

Distribuigao do Fator Genético nos grupos Caso e Controle

. i) _ Py (1_p2) H0:6=|1 ¢ associacdo
= = 1
pz(l_Pz) pz(l_pl) 0 1 + oo
- 0 P
log 8 =logitog, —logito,;, +

Estudos Caso-Controle (Retrospectivo)

Associacao entre Doenca e Fator de Risco Genético

G1 G2 Total Modelo Produto
Caso o 1-py E 1 ; de Binomiais
Controle P2 1-p,

Medida de Associacédo: Razao de Produtos Cruzados (6: odds ratio)

|
|
|
6 |
log 6 o
.
o
|
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Estudos de Associacao

Gendtipo do individuo: é “invariante” ao longo da vida

Estudos Caso — Controle

Analise de Associacao para Dados de Genétipos

Genotipo

AA Aa aa Total

Caso 89 >3'§9@Z 342 800

Controle 56 250 266 572
A 89%266 N 369266 -
AN T =1,236 0, = =1,148 o
56342 250342 n
Risco da Doenca para Hipo6tese de Teste (¢ associagdo): -
individuos que carregam o H -6 =6 =1 a
gendtipo AA é 1,24 vezes maior 0°7aa P -
que o risco para aa o
BEERROE JEW
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Estudos de Associacao

Distribuicdo Genotipica nos grupos Caso e Controle

Genotipo

AA Aa aa Total
Caso 89 369 342 800
Controle 56 250 266 572

C145 > C 619> C 608D

Modelo de Regressao Logistica
Logito N Bs Ba

p , Logito aa log (89/56) 1 1 0

F (P) = logf =Xp Logito pa  log (369/250) 1 0 1
P Logito .,  log (342/266) 1 0 o W
L]
) |
logltOAA—ﬂ+IB1 IOgHAA:]OgilOAA—lOgitha=ﬁ1 HO:HAA:QMZI o |
logito,, = u+ 3, _ _ U a
log8,, =logito,, —logito,, = f, H,:B=8=0 |

logi _ 0 F 2

ogito,, = i o
BEERROE JEW

Estudos de Associacao

Distribuicdo Genotipica nos grupos Caso e Controle

Genotipo
AA Aa aa Total
Caso 89 369 342 800
Controle 56 250 266 572

C145 > C 619> C 608D
Modelo de Regressao Logistica

logito,, = u+ p,

log8,, =logito,, —logito,, = 3, H,:0,,=6,,=1
logito,, = u+ U
* ’ log8,, =logito,, —logito,, = f3, H,: B =5 =0
. [ ad ] 2
logito,, = i
L(.u) 2
LR=-2In ~ Estat. razdo de verossimilhangas
L, B, ) ¢

L: fungéo de verossimilhanga (produto de multinomiais)

= Estatistica de Wald, Estatistica Score (Teoria de MQG)
BEERTOE N
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Estudos de Associacao

Analises no Nivel de Individuo (n) e no Nivel Cromossoémico (2n)

Distribuicao Genotipica

Genétipo
AA Aa aa Total Analise no nivel
Caso 89 369 342 800 de individuos (n)
Controle 56 250 266

= Andlise de Associagao: 2 graus de liberdade

- - X tamanho amostral
= Andlise de Associacao: 1 grau de liberdade

Distribuigao Alélica :
Sob Eq. H-W Alelos Analise no nivel |
A a Total cromossémico (2n) Q

Caso 547 1053 1600 ) [
Controle 362 782 (iag> > Duplicao -

]

]

REEROE am

Estudos de Associacao
Analises no Nivel de Individuo (n) € no Nivel Cromossémico (2n)

Estudos Caso — Controle
Distribuigao Alélica nos grupos Caso e Controle

Alelos
A a Total Anélise no nivel
Caso 547 >< 1053 1600 cromossomico (2n)
Controle 362 782 % 1 4&;

= Andlise de Associacao: 1 grau de liberdade

547782

0 = =
362+782

1,122 Risco da Doenga para o alelo A

= Sob Modelo Multiplicativo{ Risco do Genétipo Aa = 1,122

(e Eq. Hardy-Weinberg) | Risco do Gendtipo AA = (1,122)2 = 1,254
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Estudos de Associacao

Distribuicdo Genotipica nos grupos Caso e Controle

Genotipo
AA Aa aa Total
Caso 89 369 342 800
Controle 56 250 266 572

C145 > C 619> C 608D
Modelo de Regressao Logistica Reduzido sob Dados de Genétipo

Dados Genotipicos: testar do efeito linear do # de alelos no risco da doenca

Logito u B
Logito aa log (89/56) 1 2
loghd,, =2 a,, =(1125)" =1,266

Logitoas log (369/250) 1 g 1026, =25=0,=(125
Logito .o log (342/266) 1 0 logd,, =f=06,, =1125 [ |
]

L

H,:=0 LR=-2In ('u) ~ ,‘{12 |
L(u. B) =
]
|

= Analise com 1 g.I. : ndo assume Eq. H-W mas assume modelo multiplicativo g
BEEROEH JEW

Estudos de Associacao

Analises no Nivel de Individuo (n) e no Nivel Cromoss6mico (2n)

Distribuicao Genotipica Distribuicao Alélica
Genétipo Alelos
AA Aa aa Total A a Total
Caso 89 369 342 800 Caso 547 1053 1600
Controle 56 250 266 572 Controle 362 782 1144
Suposigédo Estimativas
Dados Modelo Eq. H-W Mod. Multipl. 04, Oan
Gen6tipos (n) 29.l 1,148 1,236
1g.l. X 1,125 1,266

C Alelos (2n) 1g.l. X X 1,122 1,254

Modelo Probabilistico: Produto de Multinomiais (Regressao Logistica)

LEC NP N

= Modelos Mais Gerais: Produto de Poissons (Modelo Log-Linear) g
L J ) Qe pegy
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Aplicacao
Estudo de Vitéria (ES) - InCor

Distrubui¢éo de Casos e Controles referente

ao marcador B1BK e cada fenétipo

B1BK
Diabetes AA  AG GG Total
Dados de 9
Caso 50 49 24 123
Marcadores
Controle 564 673 200 1437 Dialélicos.
Hipertensio AA AG GG Total -
Caso 210 231 92 533 m
Controle 406 497 134 1037 |
Obesidade AA AG GG Total il
Caso 235 265 87 587 Batista, MJ (2006) oy
Dissertagao de Mestrado
Controle 380 456 139 975 IME/USP a
EEEOE JOW
Estimativas dos Odds Ratios no nivel genotipico
Marcador Hipertensao valor p Obesidade valor p
BIBK 07534 0,0765 0,9881 0,9401
0,6770 0,0130 0,9285 0,6365
NHPS2.5
1,1895 0,4520 0,8961 0,6380
BAR-2(16) Cat 0,7509 00787 1,3081 0,0908
0,7348 0,0198 1,3341 0,0277
BAR-2(27) Cat 1,2212 0,3300 1,4725 0,0556
1,2061 0,3700 1,1496 0,5003
ECA Cat 1,0835 0,6310 1,0248 0,8795
1,1026 0,5230 0,9408 0,6796
ANGO Cat 14839 0,0108 1,2959 0,0820 »
1,2776 0,1045 1,0660 0,6590 .
ENOS Cat 1,3912 0,1310 0,7768 0,2710
1,1499 0,2100 0,9961 0,9710 .
p22 PHOX 0,7879 0,0469 1,0700 0,6990 <
07532 0,0104 09774 08370 o
GNB3 1,2586. 0,1250 0,8398 0,2410 . |
1,0849 0,5120 0,9604 0,7360 .
EEEOE JOW
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Marcador Hipertensao Valor p Obesidade Valor p
B1BK 0,9176 0,2650 1,0104 0,8900
NHPS2,5 1,1413 0,5590 0,8087 0,6920
BAR-2 (16) Cat 0,8407 0,0456 1,1574 0,0816
BAR-2 (27) Cat 1,0436 0,4600 1,2432 0,0086
ECA Cat 1,0307 0,7090 1,0245 0,7800
ANGO Cat 1,2078 0,0122 1,1507 0,0596
ENOS Cat 1,1649 0,0768 0,9998 0,4890
p22 PHOX 0,8068 0,0080 1,0152 0,8480
GNB3 1,1190 0,1920 0,9210 0,2820

Marcador AIC
Hipertensao Genotipi Genotipico (multiplicativo)
BAR-2 (16) Cat 26,126 26,050*
ANGO Cat 26,676 23,281*
p22 PHOX 26,354 24,123*

REEROE am

Estimativas dos Odds Ratios no nivel genotipico e modelo multiplicativo

|
|
|
|
|
|
|
|

Etnia K

Etnia 2

IEn

Etnia 1

Problemas com os Estudos de Associagcao

Falsos positivos e Nao
Reprodutibilidade dos Estudos

= Estratificacdo da Populacao: fator de confundimento (Ex.: raca)

= Controlar a estratificacdo via Delineamento Experimental:
Pares de Irmaos (afetados e nao afetados)
Marcadores Moleculares An6énimos

= Fator de Confundimento Conhecido: Uso de andlises apropriadas
Estatistica de Cochran-Mantel-Haenszel

Mod. de Regresséo Logistica com efeito de estratificacéo

|
|
|
|
|
|
|
|
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Problemas com os Testes de Associacao

Alelo Marcador A a Total
Caso 60 40 100 Paradoxo de Simpson
Falsos Positivos!
Controle 40 60 100 )
Como Combinar Tabelas?

Razdo de chances = (60*60)/(40%40) = 2.25

Grupo Etnico | Grupo Etnico Il

Alelo Alelo
Marcador A a Total A a Total

Marcador
Caso 30 30 60
Controle | 30 30 60

Caso 30 10 40

Razdo de chances = 1.00 Razao de chances = 9.00

-
-

-

|

Controle | 10 | 30 | 40 &
|

o

LTI T ELL

Estudos de Associacao

|| Estrutura Populacional = Diferentes Racas

A a Total
Caso 5050 5950 11000 6=698
Controle 1095 9005 10100
|
Etnia1 ¥ v Etnia 2
A a Total A a Total
Caso 50 950 1000 Caso 5000 5000 10000
Controle 1000 9000 10000 Controle 95 5 100
=047 6=0,05 -
= Verificar se o Grau de Associagéo é homogéneo (n&o conflitante) entre
os diferentes estratos. ]|
= Se nao for conflitante testar se a Associagao € significativa. i'
= Estimar uma Medida de Associagdo Comum, se for o caso. a
L]
BEEOO JEm
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Perspectivas

Mapeamento Genético Fino (Refinar posi¢cdes candidatas no nivel de
sequéncias de DNA

= Informagéao IBS, (Analise Combinada de Ligagao e Desequilibrio de
Ligacao)

= Experimentos com Microarrays (Expressao do Gene)
= Estudos de Associagao de Alta Resolucao

Andlises Robustas e Correcdes para Multiplos Testes:

= Estatisticas de Teste Robustas (Correcoes)

= Fungbes de Densidade mais Gerais: Leptocurticas, Classe das
Elipticas, Fenotipos Discretos (Modelos Lineares Generalizados)

Procedimentos de Busca por Modelos Otimos

= Como explorar o espago dos Gendtipos Multilocos de alta resolu¢éao

REEROE am

|
|
|
|
|
|
|
|

Genética GenOmica

Banco de Dados

Estrutura Fenotipos Gendtipos Fenétipos de
das u.a. Mapa de SNP’s Expressdo
FAM [ INDV | PA [ MAE FENOT | FENO2 [ .. | FENOf SNP1 | SNP2 | .. |SNP28g2 FENOExpt FENOEXp2 FENOExp3.554
REPL1 | REPL2 | REPL1 |REPL2[ .. | REPL | REPL2
1 1
1 2
1 u
2 15
L [
14
14
4] -200
N / |
Cruzamentos controlados e =
Familias Quantos Locos? Quantos F
Individuos Nao relacionados Transcripts? -
EEEOE JOW
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Modelos de C.V. Multilocos

= Efeito de Epistasia — “ Interagdo entre Genes”

um novo efeito aleatério associado ao componente
de variancia devido ao efeito de epistasia

A 2 A 2 A A 2 2 2
Q =10, +II,0, +II1 @Il,0,+ 2P0, +1, 0,
%(_J

J J Produto de Hadamard

QTL1 T, Ty =77 7oy Proporgéo de Alelos ibd
b nos dois Locos

|
L]
|
d
Suposicao: Locos em Equilibrio de Ligacédo 3
]
|

REEROE am

Estudos de Associacao Multilocos
= Analise no Nivel Genotipico (Efeito Linear)
logit[P(Y=1IX )]I=5,+5,X,,  para m=(1,..M)

logit[P(Y=11X,,...X\, )= B, + > B,X,,

m=1

M M M
logit[P(Y=11X, ... X, D= B+ D B, X+ 0. D B X+
m=1

m=1l=m+1
= Analise no Nivel de Haplotipo

H
logit[P(Y=1X,,...X,)]1= 8, + 3 7, X
1 H (] hZ;‘ R

LEC NP N

X, =012 especifica o # de copias do hapldtipo I
BEERROE JEW
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Selecao de Modelos

|

=Problema de alta dimensionalidade: o numero de subconjuntos de locos |
do mapa de marcadores a serem avaliados em busca do melhor modelo |
cresce exponencialmente a
]

n n! n: # de locos no mapa 4

k) kl(n—k)! k: # de QTL's :

REEROE am

O estado da arte da Genbmica
“a ponta do iceberg”

DNA — Genes — Proteinas — Fendtipo

Nicleo <+
Célula
Orgao Interacées
Individuo

Populacao

biosfera _

JMPSoler DEST-UFP-Set/2007
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