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PROHLASENI

Prohladuji, Ze jsem bakalarskou praci napsala samostatné. VeSkeré literarni prameny a

informace, které jsem v préci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu literatury.



1. Uvod

Povédomi o z&kladnich typech epidemiologickych studii je nezbytné pro védecké
pracovniky i kliniky, aby se mohli rozhodnout pro adekvani design své studie, ktery by
zarucil spravné, relevantni a replikovatelné vysledky. Stejné jako vyskyt, projevy nebo lécba
nemoci je, predevSim v poslednich desetiletich, duleZita znalost jejiho genetického pozadi.
Diky ni médme moznost odhalit geny zodpovédné nebo spolu-zodpovédné za vznik
onemocnéni a nasledné tak predpovédét miru individudlniho rizika onemocnéni. Ve co jsem
zminila, by ovSem bylo zbyte¢né, pokud by nabyté poznatky nebyly spréavné statisticky
zpracovany. Statistické metody zabyvajici se analyzou geneticko-epidemiologickych dat
spadaji do kategorie studii vazby a asociace.

Cilem této bakalarské préace je zpracovani literarnich pramenu tykajicich se geneticko-
epidemiologickych dat, zeména ve studiich ptipadi a kontrol pro potiebu mé budouci
diplomoveé prace.

2. Epidemiologie

Epidemiologie je védni obor, ktery se zabyva studiem vyskytu infekénich chorob,
jejich pricin a zpusoba Sikeni v populaci. Slovo epidemiologie tvoti tii fecka slova: epi (nad),
demos (lidé) alogos (nauka). Je to nauka o stavech populace z hlediska vyskytu nejriznéjSich
onemocnéni.

Epidemiologie hraje hlavni roli v hledani vhodnych strategii ke zlep3eni zdravi
spolecnosti, a to predevSim pies prevenci. Mezi hlavni Ukoly epidemiologie tedy patii
sledovat zdravotni stav populace (tzn. napriklad méfit frekvenci vyskytu nemoci, provadet
dozor u vybranych nemoci a pod.), analyzovat zdravotni stav populace (tzn. zkoumat etiologii
nemoci, méfit vztah — asociaci mezi nemoci a jejimi pricinami a pod.) a v neposledni fadé
ZlepSovat zdravotni stav populace (tzn. vyhodnocovat diagnostické postupy, efektivitu novych
[&civ, zavadét do |ékarské praxe nové poznatky mediciny zaloZené na vysledcich vyzkumnych
studii, navrhovat a nasledné realizovat opatieni vedouci k omezeni nebo Uplnému vymyceni

dané nemoci, apod.).

2.1 Geneticka epidemiologie

Genetickd epidemiologie je veédni disciplinou zabyvajici se epidemiologickym
hodnocenim role dédi¢nych pticin onemocnéni v rodindch a populacich. SnaZi se odhalit



model dédi¢nosti ur¢ité nemoci, lokalizovat gen nebo geny, které nemoc zpisobuji a najit
marker vztahujici se k néchylnosti k nemoci. Geneticka epidemiologie rovnéz studuje
interakce gen — gen a gen — prostiedi.

Geneticka epidemiologie se jako samostatny védni obor objevila v Sedesatych letech
minulého stoleti. Vznikla spojenim populacni genetiky, statistiky, matematiky a molekularni
epidemiologie. Mezi prakopniky genetické epidemiologie patii Newton Morton, Robert C.
Elston, Elizabeth A. Thompson, Douglas Falconer a Neil Risch (Dorak, 2006).

Kroky, které zahrnuje geneticko-epidemiologicky vyzkum jsou: zjidténi, zda se na
vzniku poruchy podili (mimo jiné) geneticka sloZzka, zjidténi velikosti tohoto genetického
efektu v porovnani sostatnimi pri¢inami onemocnéni a identifikace genu nebo geni

zodpoveédnych za genetickou sloZzku onemocnéni.

2.2 Druhy epidemiologickych studii

Epidemiologické studie se podle tradi¢ni klasifikace déli na dvé z&kladni skupiny —
studie observacni a studie intervenéni neboli experimentalni.

2.2.1 Observaéni studie
V observacni (pozorovaci) studii vyzkumnici nijak neovliviuji prabéh pokusy,

respektive neovliviuji studované populace, subjekty nebo jevy. V tomto typu studie se pouze
pozoruji, zaznamenavaji a poté datisticky zpracovavaji dané jevy. Observac¢ni studie
poskytuji jiny druh zavéra nez intervencni studie — napi. ¢etnost vyskytu choroby, u koho se
objevuje nebo jaké jsou rizikoveé faktory. Lze i tvrdit, Ze observacni studie piinasi statisticky
slabsi vysledky nez intervencni studie. U observacnich studii je totiz vétSi pravdépodobnost
omylu, ato v pripadé, Ze je pritomna nAdm neznama asociace mezi zkoumanym faktorem a
naSim zavérem. DalSim duvodem je, Ze nelze prizpusobit podminky realizace potirebam
vyzkumu. Nejvétsim vyznamem observadnich studii je, Ze poskytuji predbézné dukazy, které
mohou byt nasledné pouzity jako zaklad pro hypotézy zkoumané na zakladé silngjSich
interven¢nich studii. Observatni studie rozdélujeme na deskriptivni a analytické (Bencko,
2003).

2.2.1.1 Deskriptivni studie
Studie popisujici rozloZzeni vyskytu onemocnéni v populaci nazyvame deskriptivni.

Deskriptivni studie je statisticky nejslabsi epidemiologickou studii. Nepokousi se urcit pricinu
ani (cinek onemocnéni. | presto je casto prévé deskriptivni studie prvnim krokem ke



komplexni epidemiologické studii. Dovoluje definovat hypotézu, ktera je testovana dalSimi
typy epidemiologickych studii. Deskriptivni studie totiz zkoumd, jaké skupiny obyvatel jsou
nemoci postizeny, ve které lokalit¢ se nemoc nejvice ¢i ngiméné vyskytuje, jak se vyskyt
nemoci meni v ¢ase atd. Na zékladé téchto otazek a odpovédi je mozné vyslovit hypotézu a
testovat ji. Deskriptivni studie |ze rozdelit na kazuistiku, prafezovou studii a ekologickou
studii (Bencko, 2003).

Kazuistika (case report) je zakladni typ deskriptivni studie provadéné na jednotlivci.
Typicky popisuje projevy onemocnéni u daného jedince, klinickou I&bu a prognézu (Gay,
1999). Kvuali velké variahilité v téchto aspektech nemé kazuistika tak velky vyznam pro
vyzkum.

Kazuistika miZe byt nékdy rozSifena na popis série onemocéni (case series).
Jednotlivei v sérii jsou spolu urgitym zpusobem svazani (Bencko, 2003). Popis série
onemocnéni je studie, kteraje uzivana jako zdroj hypotézy testované silngjSimi typy studii.

DalSim typem deskriptivni studie provadéné na skupinach jednotlivct je prifezova
studie (cross-sectional study). Jedna se o studii vztahu mezi onemocnénim a ostatnimi faktory
v uréitém case v urcité populaci. Prufezova studie je co se tyce provedeni relativné
jednoducha. Poskytuje uZitetna data o poc¢tu onemocnéni v dané populaci a ¢ase. Tento typ
studie ndm dovoluje odhadnout procento nemocnych i procento osob srizikovym faktorem.
RovnéZz miaZzeme testovat velikost asociace mezi expozici a nemoci (Bencko, 2003). Hlavnim
problémem ale je, Ze expozice a onemocnéni jsou meéieny soucasné (Pai, 2006). Nelze proto
zpravidla urcit, zda expozice predchézela nemoci ¢i naopak. Prurezova studie je z tohoto
duvodu nekterymi autory razena mezi deskriptivni a zaroven analytické studie.

Ekologicka studie se nékdy oznatuje i jako korelacni studie (correlational study).
V této studii jsou Udaje (expozice rizikoveého faktoru, vyskyt onemocnéni) zjisovany na
arovni populaci. Agregovana data z riznych skupin v populaci jsou porovnavéna za ucelem
objevit mezi nimi asociaci (Gay, 1999). Zavéry ztéchto dat vSak nemusi nutné platit na
arovni jednotlivci. Nékteré expozice jsou totiz takového druhu, Ze na individudni drovni
neexistuji (hustota obyvatel nema pro jednoho ¢loveéka Zadny ekvivalent). Proto poskytuje
ekologicka studie empiricky slaby dikaz. Méla by se pouzit pouze k vytvéreni hypotéz, ne
k jejich overovani.

2.2.1.2 Analyticka studie
Hlavni ndplni analytickych studii je formulovat a testovat epidemiologické hypotézy

zpopisu rozloZeni nemoci. Timto zpusobem lze owvétit predpoklédané priciny vzniku



onemocnéni nebo faktory, které pomohou vzniku nemoci zabranit. V téchto studiich jde tedy
hlavné o méfeni asociace mezi potenciondné rizikovym faktorem (expozici) a zdravotnim
nasledkem (onemocnénim nebo Umrtim).

Hranice mezi analytickymi a deskriptivnimi studiemi neni presné dana. Odviji se spis
od cilt a t¢ela studie. Analytické studie se déli na studie pripadu a kontrol a kohortové studie
(Bencko, 2003). Jeden z hlavnivh rozdila je v tom, Ze ve studiich ptipadi a kontrol zndme
nemocné jedince pied zahdenim studie, kdezto na zacatku kohortové studie Zadny
z respondenttt nemoci netrpi.

Do studie piipadu a kontrol (case-control study) jsou brani jednotlivci s danou nemoci
(pripady) a osoby netrpici danou nemoci (kontroly). Skupiny pripadi a kontrol jsou pak
porovnavany vzhledem k ¢etnosti vyskytu nebo velikosti expozice. Expozice je uréovana
zpétne uzitim dokumentace, genetickym vysetrenim nebo formou dotazniku. Studie pripadi a
kontrol je nejlepsi metodou k zji&téni etiologie vzécnych onemocnéni. Dovoluje soucasné
objevit mnoho moZnych asociaci s nemoci. Velikost skupin byva neziidka mald, a presto
muiZe byt asociace prokézana. Divodem je, Ze kohorta by musela obsahovat velké mnozstvi
respondentt a stejné by nemusel byt Zadny se zkoumanou vzécnou nemoci nalezen. Proto se
vyzkumni pracovnici vzdaji prirozeného poméru mezi pripady a kontrolami, aby ziskali
statisticky silny vysledek. Na druhou stranu miry rizika asociovaného sexpozicemi budou
pouze odhadnuta a ne presné stanoveng, jak je to béZné u kohortové studie.

Zvlé&tnim pripadem studie piipadt a kontrol je strukturdné vyvézena studie pripadi a
kontrol. Kontroly jsou zde vybirany tak, aby se co nejvice shodovaly s pripady (napt. stejné
pohlavi, veék, progtiedi). Nesmi se ale shodovat v expozicich, které by mohly mit vztah ke
studované expozici. Potom se totiz vytraci sila studie. Studii pripadi a kontrol se budu
podrobnéji vénovat nize, v kapitole 5.

Kohorta v epidemiologii oznacuje skupinu lidi, ktefi sdili spolecné charakteristiky a
expozice. Kohortova studie se od studie piipadia a kontrol [i&i tim, Ze k ovéreni
epidemiologické hypotézy dochazi pozorovanim skupiny osob vzhledem k pritomnosti ¢i
nepritomnosti expozice. Na zacatku studie je zndméa expozice vSech a Zadny z jedinct
zkoumanou nemoci netrpi. Osoby jsou obvykle sledovéany po dlouhy ¢as (follow up). Poté se
porovnavaji skupiny exponovanych a neexponovanych vzhledem Kk ¢etnosti vyskytu
onemocnéni. Kohortové studie jsou silngjSi neZ studie pripadt a kontrol, protoZe riziko vzniku
onemocnéni neni tieba odhadovat, piimo ho zaznamendvame. Nevyhodou kohortovych studii
je, Ze jsou drahé a ¢asové ndro¢né. Na druhou stranu u kohortovych studii je mozné sledovat

vliv zaznamenavanych expozic na jakykoli po¢et nemoci. Expozice mame zji&téné na pocatku



studie a jejich vliv na dalSi nemoc |ze snadno ziskat. Na vztah vice expozic — jedna nemoc, je
vhodng;si studie pripadt a kontrol.

2.2.2 Intervenéni studie
Intervencni neboli experimentalni studie jsou charakteristické tim, Ze probihaji pod

fizenim vyzkumnych pracovniki. Oni sami urcuji, kdo bude podroben jakému reZimu
expozice. Realizace je ale velmi limitovéana etickymi i pravnimi omezenimi — nelze nékoho
vystavit urcité expozici, kdyZ existuje lepSi varianta. Intervencni studie ma prospektivni
charakter. Nejprve se piitadi expozice, a poté se ¢eka nareakci. Je mozné napt. porovnavat na
dvou skupinéch dva rizné Iéky a tak zjistovat, ktery je G¢inngjsi. Intervencni studie je, jak
jsem jiz vySe uvedla, silngjSi nez observatni studie. Moznost randomizace (ndhodného
piidéleni do té které skupiny) zajist'uje lepsi zaklad pro statistické postupy. Interveneni studie
Ize rozdélit na terénni kontrolované studie a klinické studie. Jelikoz se ale geneticka

epidemiologie timto typem studie piilis nezabyvé, nebudu ho dde rozvadét.

2.2.3 Rozdéleni studii z éasového hlediska

2.2.3.1 Prospektivni studie

Diive se prospektivni studii rozuméla kohortova studie. Kohorty ovdem mohou byt i
retrospektivni (retrospective cohort). Pozdgji tak prevladl nézor, Ze termin prospektivni studie

vvvvv

2.2.3.2 Longitualni studie
Kohortové ¢i prospektivni studii se drive tikalo i studie longitualni. Dnes se ale pod

timto terminem spiSe skryva studie, kdy jsou jedinci zkoumani a dotazovani opakované
v dlouném c¢asovém intervalu (i nékolik let). Longitualni studie jsou realizovany vétSinou
prospektivne, ze zaznamu |ze ziskat datai retrospektivné.

Studie oznacované jako panel se zU¢astiuji soubory jednotek, nejcastéji rodiny.
V dlouhém c¢asovém intervalu zaznamendvaji pozadované Udaje. Jedna se tedy o odnoz
longitualni studie. V této studii hrozi nebezpeci, Ze jsou subjekty do vyzkumu natolik vtazeny,

Ze se nechovgji prirozené.

2.2.3.3 Retrospektivni studie
Podobn¢ jako prospektivni studie oznacovala studii kohortovou, tak studie pripadi a

kontrol byla synonymem pro retrospektivni studii. | zde v3ak pievladlo presvédceni, Ze pojem
retrospektivni studie by mél oznatovat obecnéjSi metodu. Retrospektivni studie je tedy



pojmenovani pro situaci, kdy existuje onemocnéni a hleda se jeho pri¢ina. Expozice je métrena

az po zjisténi onemocnéni.

Observaéni (pozorovaci)

Kazuistiky E
. S K
Série pripada K V
R
_ . I A
Ekologicka studie P L
T I
Pratezova studie \'/ ﬁ T
N A A
i L
Y \Y
Studie p¥ipadt a kontrol H Y
C P
Kohortova studie K o)
A \
E
Intervenéni (experimentalni) [I)
Terénni kontrolované studie
Klinicka studie v

Obrazek 1. Prehled epidemiologickych studii (Bencko, 2003)

3. Genetické varianty

Pojem lidsky genom vyjadiuje celkovou genetickou informaci uloZenou v lidskych
bunkéch. Ve skutecnosti 1ze lidsky genom rozdélit na dva: jaderny a mitochondriélni. Jaderny
genom obsahuje zhruba 30 000 gend, mitochondridlni pouze 37. Mitochondrialni genom, jak
je patrné i z grafu 1, je vysoce konzervovany a nevytvéri tedy velky prostor pro variabilitu,

jako je to u jaderného genomu.
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Graf 1. Organizace lidského genomu (upraveno dle Strachan, 2004)

Rozdily ve fenotypu jedinci jsou dany genetickou variabilitou a vlivem prostredi.
Clovek se od jiného, sobé nepiibuzného jedince, lisi v praméru v 1 péru bazi (bp) na 1250 bp
(Venter, 2001). VSichni prislusnici Homo sapiens jsou v 99,9% stejni. Pouze 0,1% lidského
genomu déla kazdého jedince geneticky jedinecnym (Guttmacher, 2002 in Kansagra, 2004).
Rozdily v genomu se nachézeji ve viech 46 lidskych chromozomech, ov3em ne se stejnou
frekvenci. V nekterych ¢astech genomu Ize nalézt i stovky raznych variaci uréité sekvence.
Naopak v genomu existuji i oblasti, v nichz je variabilita velmi vzacna VétSina genetickych
obmeén je situovana mimo kodujici geny do extragenové ¢asti genomu. Mutace v této ¢asti
totiz nejsou 3kodlivé pro organismus, a tak se mohou kumulovat bez vétSich problémd.
Oblasti kédujicich geni jsou stabilnéjsi, protoze mutace na né pasobi vétSinou Skodlivé a
nevedou tak k pienosu do dalSi generace.

Genetické varianty zahrnuji mutace a polymorfismy. Lze fici, Ze tyto pojmy vyjadiuji
prakticky totéZ (i kdyZ nektefi je odliSuji na z&kladé ¢etnosti vyskytu v lidském genomu).
Mutace je spiSe vztahovana k typu varianty, kterd zptsobi néjaké onemocnéni a rovnéz je
chépéna jako pojmenovani procesu, kterym nemoc vznika



3.1 Mutace

Typ genetické variace, ktera se vyskytuje u méné nez 1% lidské populace, se nazyva
mutace. Mutace mohou byt rozdéleny na zakladé toho, zda se tykaji jedné DNA sekvence
(jednoduché mutace) nebo zda zahrnuji zmény mezi dvéma alelickymi nebo nealelickymi
sekvencemi (Strachan, 2004). Ovsem pro jiné nez jednonukleotidové mutace neplati, Ze jejich
ekvivalentem je polymorfismus.

Nové mutace vznikaji u jedinct v somatickych i zarodec¢nych liniich. Pokud mutace
objevivsi se v germindni linii neohroZuje schopnost jedince se rozmnoZovat, miZe se rozsikit
do dalSich generaci.

Mutace pasobi jako zdroj evolu¢nich novinek. OvSem také mohou byt Skodlivé.
Obvykla nizka hladina mutaci se tak jevi jako rovnovaha mezi evolu¢nim vyvojem a pricinou

nemoci a smrti prislusnika druhu.

3.2 Polymorfismy

Polymorfismus je typ geneticke varianty, pti niz se kazda pritomna sekvence v lidské

populaci vyskytuje s frekvenci vétsi nez 1%.

3.2.1 Jednonukleotidové polymor fismy
Jednonukleotidové polymorfismy (single-nucleotide polymorphisms — déle jen SNP)

jsou nejfrekventovangjSim typem variability lidského genomu. Nejéastéji je jeden nukleotid
nahrazen jinym, ale vyskytuji se i inzerce a delece jednoho nukleotidu. Mezinarodni skupina
zabyvajici se mapovanim SNP odhalila 1,42 mil. SNP, pricemz pramérné pripadé jeden SNP
na kazdych 1,9 kb genomu (Sachidanandam, 2001). Jednonukleotidovych polymorfismu je
mnohem vice nez vySe zminénych 1,42 miliont, jenze nékteré jsou nereplikované a jsou
distribuovany s raznou frekvenci. SNP maji nizkou hladinu opakujicich se mutaci, coz je ¢ini
stabilnimi indikatory lidské historie (Sachidanandam, 2001).

Co se ty¢e charakteristiky nukleotidi v rdmci SNP, J. A. Schneider publikoval, Zze
v 71,3% vznikaji SNP tranzici (Schneider, 2003). Tzn. vyménou purinové béaze za purinovou
(adenin (A) < guanin (G)) nebo pyrimidinovou za pyrimidinovou (thymin (T) < cytosin
(C)), pricemz G je vétSinou frekventovanéjSi nez A, resp. C nez T. Témei 25% SNP vzniklych
subgtituci tvoti vymeny T < C (Wang, 1998).

Jak ukazuje graf 2, vétSina SNP se nachazi v nekddujicich oblastech lidské DNA.
Nekédujici DNA obsahuje sekvence dulezité pro regulacni funkce, a ty tudiz mohou byt



vuréitém rozsshu omezeny. Hustota SNP je u autosomi relativné konstantni
(Sachidanandam, 2001). Niz8i mnoZstvi SNP previddd u pohlavnich chromozomi.
Chromozom Y ¢eli silngjSimu selekénimu tlaku, protoZe se v populaci vyskytuje v mensim
mnozZstvi nez autosomy (Venter, 2001). Naopak jednim zchromozomi svysokou
heterogenitou byl oznaten chromozom 6, u kterého byla potvrzena piitomnost HLA lokusu
(Horton, 1998 in Sachidanandam, 2001).

il
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SHPa per kb of DMNA
L4

Graf 2. Distribuce SNP v genomovych regionech — 1630 geni (Schneider, 2003)

Studium SNP mtize pomoci pti zkoumani variability lidského genomu. SNP studie
mohou shromézdit fadu haplotypi (tj. specifickych sad alel na jednom chromozomu jedince,
které jsou svysokou pravdépodobnosti prenaSeny spolu) zastoupenych v raznych etnickych
skupinéch a poskytnout tak pohled na historii lidské populace a jeji migraci. V neposledni
fadé mohou studie SNP vézt ke zlepSeni predikce nachylnosti k ur¢ité nemoci, ke zlepSeni
porozuméni nemoci, ke schopnosti ji diagnostikovat, a také k vyvoji novych a efektivnéjSich
metod |&cby. Pres obrovsky potencid vyzkumu SNP existuji uréité limity pristupu k té&to
problematice. Napt. nékteré SNP se mohou ¢astéji vyskytovat u uréitych etnickych skupin,
coz by mohlo zpusobit problémy pii plosné aplikaci téchto genetickych informaci
v medicinské [é&cbe (Phillips, 2001 in Kansagra, 2004).

3.2.2 Ostatni polymor fismy
SNP nejsou jedinym typem polymorfismu, ktery 1ze nalézt v lidském genomu. VNTR

polymorfismus (variable number of tandem repeat) vznika kvili nestabilité souboru
tandemovych repetic a zptisobuje tak zménu poctu repetic.VNTR je obecnym terminem, ktery
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zahrnuje mikrosatelitni VNTR a minisatelitni VNTR. Mikrosatelitni VNTR se rovnéz nazyva
krétky tandemovy opakujici se polymorfismus (short tandem repeat polymorphism — STRP)
nebo jednoduchy sekvencni opakujici se polymorfismus (simple sequence repeat
polymorphism — SSRP). Jedna se o typ VNTR, ktery obsahuje malou opakujici se jednotku —
obvykle je dlouha 1 a7 4 nukleotidy. Minisatelitni VNTR obsahuje opakujici se jednotku o
délce od 9 do 65 bp. Neékteré z téchto polymorfismi se mohou objevit v blizkosti gena a
mohou tak ovlivnit jejich expresi (Strachan, 2004).

Zhruba 45% lidského genomu tvori transpozonové repetice. VétSina z nich neni
aktivni, ale nékteré LINEL, Alu aLTR transpozony jsou stdle aktivné transportovany. A jako
dusledek v evoluci se opakujicich transpozic jsou nékteré polymorfni.

Nekteré polymorfismy ovlivni tak velké oblasti nekdduji DNA, Ze mohou byt
rozeznany cytogenetickymi analyzami.

4. Testovani asociace

Asociace je gtatisticky vyznamnd zavislost mezi dvéma nebo vice jevy. V genetické
epidemiologii se jedna o vypovéd’ o vyskytu alel a fenotypi. Alela A je asociovana s nemoci
N, pokud lidé, ktefi maji N, maji zaroven alelu A statisticky vyznamné ¢astéji (nebo i méné
¢asto), nez by to odpovidalo predpovédi frekvenci A a N v populaci. Asociaéni metody
testuji, zda jsou frekvence alel ¢i celych genotypt odlisné mezi 2 skupinami, obvykle pripady
a kontrolami. V poslednich desetiletich se asociaénim metodam dostéava velké pozornosti
(Risch, 1996).

4.1 Vazba, vazbova ner ovhovaha

Pokud jsou dva geny ve vazb¢, pravdépodobnost jejich pienosu do stejné gamety je
vétSi nez 50%. Vazba je tedy specificky geneticky vztah. Vazba sama o sobé neprodukuje
asociaci v populaci. Vytvari asociace pouze uvnitt rodin, ale nikoliv mezi nepribuznymi
jedinci. Z toho vyplyva, Ze studie vazby mohou pouze pouzit rodinna data, zatimco studie
asociace mohou byt zaloZeny na rodinnych i populacnich datech. Diky SirSimu poli aplikace
jsou studie asociace povaZzovany za citlivéjsi testy (s vetsi statistickou silou) nez studie vazby.

Pojem vazbovéa nerovnovéha (linkage disequilibrium, LD) znamena vztah mezi dvéma
alelami, které se spolu na chromozomu vyskytuji ¢astéji, nez by se dalo prisuzovat nahodé.
Tyto aely si jsou nachromozomu fyzicky blizko avelmi ziidka jsou od sebe oddéleny vliivem
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rekombinace. VétSinou je jednim z mist pozorovany lokus stestovatelnym markerem a
druhym mistem je lokus se zatim neznamym genem, ktery ma vliv na vyskyt nemoci.
Spielman a Ewens definuji vazbovou nerovnovahu jako pritomnost jak vazby tak asociace
mezi markerem a nemoci (Spielman, 1996). Mira vazbové nerovnovahy je mira asociace alel
na haplotypech. Mira LD se obvykle znaci D™ a pohybuje se v rozmezi 0 az 1. Pokud dva
lokusy nejsou ve vazbe, naptiklad jsou na jinych chromozomech, D = 0. V ptipadé, Ze se
hodnoty D" blizi 1, predpoklédame, Ze je lokus s markerem blizko lokusu, ktery ma vliv na
nemoc. Musime ale védét, kde se lokus s vlivem navznik nemoci nachézi. Statistické metody
zahrnujici LD maji vyznamné vySSi pravdépodobnost ndlezu gena svlivem na onemocnéni
nez studie vazby (Risch, 1996). Typy LD mohou vyznamné kolisat uvnit i mezi populacemi
kvali regiondni variabilit¢ rekombinacnich typa, genetickému driftu, etnické diverzité,
populacnimu promiseni atd. (Cargill, 1999).

Jak jsem jiz vySe zminila, studie vazby, jako néstroj mapovani mist v genomu se
souvislosti s nemoci, maji limitovany potencidl. Mohou uspét pouze pokud je genovy efekt
velky. Jednou z moznosti jak kvantifikovat tento efekt, je parametr y. Risch a Merikangas
definovali parametr y nésledovné: predpokladejme, Ze riziko vzniku nemoci pro jednince
napt. sgenotypem Aa (frekvence alely A + frekvence alely a = 1) je y-krét vétSi neZ pro
jednince s genotypem napt. aa. Cim vySSi je parametr v, tim vySSi je Zance, Ze jedinec
suréitym genotypem bude postizen studovanou nemoci (Risch, 1996). Risch a Merikangas
ukézali, Ze studia vazby pravdépodobné budou UspéSna pouze pii hodnotach y rovnych 4 a
vétSim, ale ne pokud se y = 2 a méné. Jako alternativu navrhli genomické asociacni studie
(Risch, 1996). Mezi nékteré praktické vyhody studii asociace patii, Ze maji znatnou
statistickou silu najit geny s malymi efekty. Navic tento typ studie nevyZaduje rodiny svice
nemocnymi jedinci, coZ je celkem vzacné. Nevyhodou asociacnich studii je, Ze polymorfismy
uvnitt gena, které maji vliv na nemoc, musi byt pokusné identifikovany pred testovanim
asociace (Risch, 1996).

4.2 Studium asociace

Genetické studie asociace hodnoti korelace mezi genetickymi variantami  a
fenotypovymi odliSnostmi na populacni Grovni. Geneticka stranka studie pracuje v nyngjsi
dob¢ stéemeé dvéma miliony identifikovanych polymorfismi (viz kapitola 3.2). Fenotypy
hodnocené ve studiich asociace zahrnuji status nemoci (napt. osteopor6za), miry urcitych

relevantnich veli¢in (napt. hustota kosti) a citlivost na stimuly vngjsiho prostiedi (napi.
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Gcinnost 1ékt). Asociaéni studie mohou byt rodinného nebo populacniho charakteru. Rodinné
studie vyZaduji data piipadu a jejich rodi¢t nebo jinych piibuznych — sourozenci, bratranci a
sestrenic, atd. Populacni studie uZivaji jako kontroly nepiibuzné jedince.

Je nutné vyiesit otazku, jaké markery pouzit pro studium asociace. Bylo zji&téno, Ze
mikrosatelitni markery nejsou idealnim typem markeru pro testovani asociace (Allen-Brady,
2003). Za vhodné markery byly zvoleny jednonukleotidové polymorfismy (SNP) ato ze dvou
dtvodt. Narozdil od mikrosatelitt jsou dostatecné pocetné, aby definovaly ostrovy LD. SNP
rovnéz prochézi mutacemi méné ¢asto neZz mikrosatelity. Pokud totiz plati predpoklad, Ze
néchylnost k onemocnéni je hlavné uréena béznymi, letitymi DNA variantami, pak je nutné
uzit k identifikaci ancestralnich haplotypa markery, které jsou stabilni béhem dlouhé doby.
Pravdou oviem zastavd, Ze nikdo zatim nezna optimdlni strategii pro vybér DNA markeru.
Ziejmeé kazda studie vyZaduje strategii, kterd ji bude ,,Sita na miru“.

Pricin nalezu asociace miaze byt hned nékolik. Prvni je pfima pricinnost (kauzalita).
Tzn. Ze pritomnost alely A zvySuje pravdépodobnost vyskytu nemoci N. Druhou pricinou
muaze byt piirodni selekce, coZz odpovida stavu, kdy piitomnost nemoci N i alely A zvySuje
pravdépodobnost preZiti. DalSim diavodem ndlezu asociace miaze byt populacni rozvrstveni
(stratifikace) a to v piipadé, Zze se populace skladad z nékolika geneticky vzdalenych
subpopulaci a alela A snemoci N jsou casté v jedné ze subpopulaci. Problém populaéni
stratifikace je kompletné eliminovan uzitim piibuznych jako kontrol, protoZe pochézeji ze
stejné genetické skupiny. Ctvrtou pricinou mize byt chyba 1. druhu, tj. ndhoda. Eliminujeme
ji opakovanim vysledki na nezavislém souboru dat. Asociatni studie obycejné testuji vysoky
pocet markert. Na hladingé p = 0,05 bude 5% vysledkt statisticky vyznamnych i bez
jakéhokoli pravdivého efektu. Proto p hodnota potiebuje korekci v zavislosti na poétu
zkoumanych otazek (viz kapitola5.5). V minulosti nektefi vyzkumni pracovnici aplikovali na
p hodnotu 3patné korekce a ndlezy asociace nemohly byt replikovany v nasledujicich studiich.

Z vySe vyjmenovanych moznych pricin ndlezu asociace je ziejmé, Ze existuje mnoho
moznosti, jak asociaci nespravné urcit. Proto je nutné pokusit se dodrZovat uréita pravidla.
Pokud je to moZzné mélo by byt vybrano nekolik kontrolnich populaci, aby byla
maximalizovéna stejnorodost vzhledem k populaci nemocnych. Velikost vzorku by méla byt
dogtatecné velkd, aby pokryla ne Uplné optimalni podminky, napi. vzacné se vyskytujici alely
nebo neliplnou LD.

Studia asociace ov3em piinaSi i néktera uskali, na ktera je tieba upozornit. Béznymi
chybami jsou (i) mala velikost vybeéru, (ii) mnohonasobné testovani, (iii) nahodna chyba, (iv)
Spatné strukturdlné vyvézena kontrolni skupina, (v) chyba v detekci LD se sousednim
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lokusem, (vi) piecenéni vysledkd, (vii) nezarucena deklarace ,kandidatniho genu“ po
identifikovani asociace v libovolném genetickém regionu (Cardon, 2001). Pres viechny vyse
zminéné problémy (a mnohé dalsi) ztstévaji studia asociace zakladnim krokem k urceni
genetickych variant zprostiedkujicich raiznd onemocnéni.

5. Studie pripada a kontrol

Tradi¢ni studie pripadt a kontrol poskytuji silnou a G¢innou metodu, kterd hodnoti
asociaci mezi kandidatnimi geny a onemocnénim. Prvnim krokem je stanoveni hypotézy,
nasledné definujeme pripady a kontroly, stanovime expozici a pripravime statistickou analyzu
ziskanych dat. Pripady jsou definovany jako jedinci se sledovanou nemoci ¢i jinym znakem.
Je nutné stanovit piesné podminky, na zaklad¢ kterych budou piipady vybirany, protoze to
ovlivni miru zobecnitelnosti vysledka. Kontroly by mély byt co moznd nejpodobngjsi
piipadam, kromé piitomnosti onemocnéni nebo jiného sledovaného jevu. RozliSujeme dvé
z&kladni varianty kontrol: ndhodn¢ vybrané z populace pripadi nebo rodinné prisludniky
piipadi. Vybér kontrol je jednou z nejslozitéjSich ¢asti studie a budu se mu podrobngji
vénovat v kapitolach 5.1 a5.2.

Pokud je pocet pripadt prilis nizky a nelze jgj nijak jednoduse zvysit, feSenim je zvysit
pocet kontrol na jeden piipad. Tak doséhneme zvétSeni statistické sily testu. V piipade, Ze
nejsme piesvédéeni 0 reprezentativnosti naseho souboru kontrol, muZeme pouZit vice
kontrolnich skupin. Problém v3ak muze nastat, kdyZz ndm analyzy zaloZené na raznych
kontrolnich skupinach prinesou rozdilné vysledky. Nemusi byt zigjmé, kterd odpovéd’ na

hypotézu je spravna

5.1 Rodinné studie pripada a kontrol

Rodinné studie pripadi a kontrol (family-based case-control studies) se saly
popularnimi, protoZe jsou zdatné vuci potencialni populacni genetické heterogenité. Mozna
nejoblibengjsi je uZiti jednoho nemocného ditéte (pripadu) a jeho rodic¢t. Kontrolami jsou
v tomto piipadé mozné genotypy, které nebyly pieneseny od rodi¢t potomkovi. Pomérem
alel, které rodice na potomka prenesli a které ne, se zabyva metoda TDT -
transmission/disequilibrium test (viz kapitola 5.3). Misto genotypt rodi¢tt mohou byt zvoleni
i sourozenci a bratranci a sestienice nemocného. Rodinné studie vzdy nejsou idedlnim
feSenim. Pocet kontrol v kaZzdé roding je omezen, genotypy rodica nékdy nejsou informativni
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a ne kazdy pripad mé k sobé¢ vhodnou kontrolu. Ptibuzni navic mohou byt podobngjsi

piipadiim ve vztahu k expozici, o kterou se zajimame nez ndhodny vzorek populace.

5.2 Populaéni studie piripadi a kontr ol

V populatnich studiich pripadt a kontrol (population-based case-control studies) jsou
kontroly vybirany z populace, ze které pochazi pripady. U téchto kontrol hrozi tzv. populacni
stratifikace, tj. situace, kdy genové frekvence na studovaném lokusu Kkolisaji mezi
subpopulacemi (viz také kapitola 4.2). Asociace se mizZe rovnéZ objevit mezi geny, které
spolu nejsou ve vazbe, a to v etnicky raznych populacich, jednoduSe jako vysledek smiseni
raznych alelovych frekvenci. Zkresleni je kontrolovano strukturané vyvézenymi kontrolami
(tj. kontroly spltujici urcité parametry — pohlavi, veék) a stratifikacni analyzou. Tyto postupy
ov3em vyZaduji, aby byl zkreslujici faktor zndm. Kontrola zkresleni maZe byt velmi slozZita
pro neznamé geny, které mohou mit silné gradienty mezi nebo uvnitt etnickych skupin.
V idedlnim pripadé by kontroly mély reflektovat etnické a genetické sloZeni vzorku piipadii.

5.3 Testovani ve studiich pripadi a kontrol = TDT

Pokud jsou pripady a kontroly vybirany do studie riznym zpasobem, miiZe to zpasobit
tzv. vybérové zkresleni. V dusledku tohoto zkresleni Ize pak pouze velmi obtizné zajistit
srovnatelnost skupiny pripadi a skupiny kontrol, nebot’ kontrolni skupina nereprezentuje
populaci, ze které pochézeji piipady (Bencko, 2003). Vybér kontrol je velmi sloZity, i protoze
mnoho populaci je rozriaznéno do etnickych podskupin, protoze etnické pozadi je velmi tézko
meétitelné a protoZe genetické markery velmi ¢asto kolisaji mezi etnickymi skupinami. Snaha
vyhnout se témto problémam vedla k piedlioZeni nekolika typt testu. Jednim z nich byl i R. S.
Spielman, ktery roku 1993 predstavil TDT (transmission/disequilibrium test) jako test vazby
mezi komplexni nemoci a genetickym markerem (Spielman, 1993). Pavodné mél TDT
testovat vazbu s markerem lokalizovanym blizko kandidétniho genu, a to v piipad¢, kdy jiz
byla nalezena asociace. Posedni dobou je ale TDT vyuzivan jako test asociace v piitomnosti
vazby nebo i ptimo pro kandid&ni polymorfismy. TDT pouZiva data z rodin snejméng
jednim nemocnym ditétem a hodnoti pienos asociované alely z heterozygotniho rodice na
nemocného potomka. Procedura testovani porovnava kolikrat heterozygotni rodi¢ pienesl
asociovany marker na nemocného potomka a kolikrat rodi¢ prenesl alternativni alelu
(Spielman, 1993). Tento test neni limitovan pritomnosti stratifikace, protoze jak pripady tak

15



kontroly pochézi jisté z jedné populace. TDT je platnym testem vazby a asociace i v pripadg,
Ze asociace je zapricinéna roz¢lenénim nebo promisenim populaci (Ewens, 1995).

Jedte pred Spielmanovou metodou byly predstaveny i jiné testy. Falk a Rubinstein
navrhli uZiti rodi¢t pripadt jako alternativni typ kontroly v proceduie zvané ,haplotype
relative risk" (HRR) (Falk, 1987 in Schaid, 1998). Dvé¢ alely rodic¢u, které nebyly pieneseny
na jejich nemocné dité, byly zkombinovény a vytvorily tzv. pseudokontrolu. Frekvence
jednotlivych markert mezi pripady a pseudokontrolami byly pouZzity k ziskani poméru Sanci
(oddsratio — viz kapitola 5.7), ktery nazyvdme HRR v piipadé pseudokonrol.

Zpét k TDT. Podoba statistiky TDT je docela jednoducha. Predpokladame existenci
lokusu N, ktery ma vliv na ptitomnost nemoci. Lokus N obsahuje alelu N; s vlivem na nemoc
anormani alelu N,. DAe méme marker salelami M; a M. V negjobecnéjsi roviné jsou data,
kter4 analyzujeme pocty ,pienosi“. Tzn. Ze pro rodice sgenotypy MiMi, MiM,, MoM;
ur¢ime, kolikrét byla alela M1 nebo M, pienesena na nemocného potomka (Spielman, 1993).
Tyto pocty oznac¢ime nésledovné:

a— kolikrét genotyp M;1M; pirenesl M; na nemocného potomka;

b — kolikréat genotyp M;M,, pienesl M1 na nemocného potomka;

¢ — kolikrét genotyp M1M; prenesl M, na nemocného potomka;

d — kolikrét genotyp MM, pienesl M, na nemocného potomka.

Nulové hypotéza zni, Ze marker a onemocnéni nejsou ve vazbé. Jiz vime, Ze TDT pouZiva
pouze data od heterozygotnich rodict (M1M5), tzn. b ac. Statistika TDT zni: (b —c)%(b + ).
Pokud mezi markerem a nemoci existuje vazba, stejné jako alelicka asociace, b a ¢ se ve
svych hodnotéch budou lisit. V pripadé, Ze neexistuje vazba, alely M jsou rozdélovany
nezédvisle na nemoci, pritomnost asociace nevyusti v rozdilné hodnoty b a c. Statisticka
vyznamnost TDT je hodnocena y? (McNemariv test — viz 5.10.1) nebo presnym binomialnim
testem (Spielman 1993, Spielman 1996).

Mezi vyhody TDT patii jeho jednoduch& aplikace na rizné skupiny, jeho necitlivost
k populacni stratifikaci, takZe se vyhyba ndlezu faleSné asociace. Metoda TDT je ve vétsing
piipada citlivéjSi nez jiné rodinné testy asociace, data z rodin s jednim nemocnym mohou byt
lehce kombinovany s daty rodin s vice nemocnymi potomky. V&Znou nevyhodou TDT ae je,
Ze vyZaduje informace 0 genotypu obou rodici, coz vyrazné limituje jeji pouZiti na nemoci,
které se objevuji v pozdéjSim veéku Zivota.

Jednou z moZnosti, jak obejit problém chybgjicich rodi¢u je metoda zvana sib TDT
neboli S-TDT (Spielman a Ewens, 1998). S-TDT pouZziva misto rodicovskych dat data od
zdravych sourozenci (siblings). Tato aplikace nebrani upotiebit metodu TDT. Data
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z markerovych genotypti sourozenci musi spliovat dva poZadavky: je nutné aby
v pribuzenstvu byl nejméné jeden nemocny a jeden zdravy sourozenec atito sourozenci nesmi
mit stejny genotyp ve zkoumaném lokusu. Aplikace S-TDT je vhodna u nemoci, které se
objevuji pozdéji behem Zivota jako je napr. diabetes 2. typu, kardiovaskularni nemoci, nebo
jiné nemoci majici souvislost sveékem — napr. Alzheimerova demence nebo Parkinsonova

nemaoc.

5.4 Testovani ve studiich pripadi a kontrol — populaéni kontroly

Alternativou k TDT jsou populacni kontroly, které v této dobé prichdzeji opét do
obliby. Populacni studie ptipadia a kontrol potiebuji méne vzorka neZz TDT ajsou jednodusi u
nemoci s pozdnim propuknutim, kdy jsou data rodi¢a (ale i sourozenci) ziidka dostupna.
Vyber kontrol tak, aby byly co nejbliZsi piipadim z hlediska etnického i genetického, je
slozity, jak jiz jsem nekolikrd zminila. Jednim z feSeni maZe byt shromé&zdéni nékolika
kontrolnich skupin, které by reflektovaly razné substruktury zkoumané populace.

Obava z moznosti nalezu faleSné asociace z duvodu populaéni stratifikace je, zda se,
piiliS prehnand Napr. ¢eskd populace je velmi homogenni. Navic data mohou byt
zkontrolovana porovnanim frekvenci alel v fadé lokusi pripadi a kontrol, které nejsou ve
vazbé (Pritchard, 1999). Podle Rische a Tenga je optimalnim designem studie asociace uZiti
dvojice nemocnych sourozenci jako piipady a dvé nepiibuzné kontroly (Risch, 1998).

5.5 Korekce na mnohonasobné testovani

Je nutné davat si pozor na priliSné prikladani dialeZitosti jednomu  statisticky
vyznamnému vysledku mezi mnoZzstvim statisticky nevyznamnych vysledka (Bland, 1995).
Pokud testujeme nulovou hypotézu na 5% hladiné vyznamnosti a ta hypotéza je ve
skutecnosti pravdiva, s pravdépodobnosti 95% ziskame statisticky nevyznamny, to jest
spravny, vysledek. Ovsem v pripadé, Ze takovych hypotéz budeme testovat dvacet,
pravdépodobnost statisticky nevyznamného zévéru bude 0,95%° = 0,36. To ndm dava ((1-
0,95%) = 1-(1-0,05)* = 1-0,36 = 0,64) 64% Sanci, 7e ziskdme minimalné jeden statisticky
»Vvyznamny“ vysledek. VSimnéme si, Ze mame vétSi pravdépodobnost ndlezu signifikatniho
vysledku nez spravného nesignifikantniho. Mnohonésobné testovani vyznamnosti tedy dava

vysokou pravdépodobnost, Ze bude vyrazny rozdil nalezen néhodou.
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NejzndméjSi metodou teSici korekci na mnohonédsobné testovani je Bonferroniho
metoda. Cilem metody je udrZet hladinu pravdépodobnosti chyby 1. druhu (vétSinou 5%) av
podstaté ji rozdélit na vSechna porovnani (Zvarova, 1998). Bonferroniho metoda upravuje
hladinu vyznamnosti a. Tuto hladinu vydélime celkovym poétem porovnani, které chceme
provézt - napi. 4 porovnani na 5% hladiné: o = (5/4)% = 1,25%. Porovnani pak testujeme ne
na 5% hlading, ale na hladiné vyznamnosti 1,25%.

Prikladem vyuZiti Bonferroniho korekce na mnohonésobné testovani muze byt situace,
kdy marker obsahuje vice nez dv¢ alely. Pro testovéni kazdé z nich je vypocitdno nekolik
TDT a je nutné uplatnit korekci, abychom se vyhnuli zvy3ujici se pravdépodobnosti ndlezu
faleSn¢ pozitivniho vysledku.

5.6 Kontingenéni tabulky

Ve studiich pfipadi a kontrol porovnavame dvé skupiny. Jejich data jsou obvykle
prezentovana ve formé kontingenéni tabulky (contingency table). Tato tabulka je vyZadovana
pro testovani statistické vyznamnosti, odhady rizik (pomér Sanci a relativni riziko - viz
kapitoly 5.7 a 5.8) a pro vypocet intervalu spolehlivosti (viz kapitola 5.9). V genetické
epidemiologii fadky (resp. sloupce) popisuji stav jedinca (pripady nebo kontroly) a sloupce
(popt. radky), referuji o specifickych alelach, genotypech nebo haplotypech. Z tabulky 1 je
ziejmé, Ze kontingencéni tabulka miZe obsahovat vice nez 2 sloupce a 2 iadky.

Genotyp
Status AA AB BB Celkem Fadky
Pripad 23 47 30 100
Kontrola 12 40 48 100
Celkem sloupce 35 87 78 200

Tabulka 1. Hypoteticka data v kontingenéni tabulce pro piipady a kontroly zkoumanych
v dialelickém lokusovém markeru (upraveno dle Gordon, 2005)

5.7 Kvantifikacerizika—oddsratio

Pom¢r Sanci (odds ratio, OR) je jednou ze statistik hodnoticich nebezpeti vyskytu
ur¢ité nemoci, pokud je pritomny dany faktor ¢i expozice. Odds ratio je pomer

pravdépodobnosti, Ze se dand udalost stane a pravdépodobnosti, Ze se nestane. To je obvykle
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testovano jako pomér poctu piipadi, kdy se udalost stala a poctu pripadi, kdy tomu bylo
naopak. Odds ratio je nejpouzivangjsi statistickou metodou odhadujici miru rizika ve studiich

piipadi a kontrol. Data, kter4 pouZijeme pro kalkulaci OR, mohou byt shrnuty do 2x2
tabulky.

N+ (pFipady) N— (kontroly) Soucet
E+ a b a+b
E- C d c+d
Soucet atc b+d atb+c+d

N+ = nemocny; N- = zdravy; E+ = exponovany urcitému faktoru; E- = neexponovany urcit.
faktoru
Tabulka 2. 2x2 tabulka pro vypocet OR aRR
(upraveno dle Knapp, 1992)

Pro studii pripadi a kontrol vypada vypocet OR takto (upraveno die Knapp, 1992):

OR = Sance,_Ze_nemocny byl vystaven urcitému_ faktoru
Sance,_Ze zdravy byl vystaven urcitému _ faktoru

OR — OE+|N+
OE+|N-

R= P(E+|N+)/P(E- | N+)
P(E+|N-)/P(E- [N-)

OR:%
b/d
OR=ad/bc

Hodnoty OR nemtizou nabyvat zapornych hodnot, nejsou ohrani¢eny shora. Cim vysSi
je hodnota OR, tim silnéjSi je asociace mezi onemocnénim a zkoumanym faktorem. Pokud je
OR okolo 1, pak spolu nemoc a zkoumany faktor nesouvisi, tzn. Ze Sance, Ze jedinec
vystaveny ur¢itému faktoru onemocni, je stejna, jako u jedince, ktery steinému faktoru
vystaven nebyl. Hodnoty OR mensi neZ 1 ukazuji negativni asociaci, tzn. Ze sledovany faktor
ma protektivni efekt (Grant, 1992). Zlogaritmovanim hodnoty OR miZeme vypocitat

standardni odchylku (SE) pro log OR adale i intervaly spolehlivosti okolo odhadh rizika (viz
kapitola 5.9).
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1 1 1 1
SE(log(or)) = /5+E+E+H

OR je velmi uzivané v lékarskych vyzkumech. Davodem je, Ze poskytuje odhad (s
intervaly spolehlivosti) vztahu mezi dvéma binarnimi (ano — ne) veli¢inami, ddle umozni
zkouset efekty dalSich proménnych natento vztah uzitim logistické regrese. Poskytuje rovnéz
vyhovujici interpretaci ve studiich pripadia a kontrol (Bland, 2000). OR je navic béZnou
cestou prezentovani vysledki meta-analyzy — statistické analyzy, ktera kombinuje vysledky
nékolika studii (Crichton, 2001).

5.8 Kvantifikacerizika —relativerisk

Relativni riziko (relative risk, RR) udava kolikrét vétsi je pravdépodobnost vzniku
onemocréni ve skupiné se sledovanym faktorem E, tzn. v populaci exponovanych, nez ve
skupiné bez sledovaného faktoru (E- - populace neexponovanych). Ve studiich pripadia a
kontrol nemiZe byt RR ziskano piimo, proto se ¢astéji vyuziva OR (viz kapitola 5.7).
Obrézek 1 ukazuje, Ze pokud je vyskyt onemocnéni v populaci nizky (menSi nez 10%),
hodnota OR je v blizkosti RR. Ale pokud je incidence nemoci ¢astéjsi, OR nadhodnocuje
relativni riziko (v ptipadé, Ze OR >1) nebo naopak podceiuje RR (v piipadé, Ze OR <1).

RE =30
RR=25
54 e s
| ' ' T __RRELTS
| _ __RR=15
e meda
3 |
- ] -
& 07- : __ gm=o07s
0.5+ - E—
RR=D.5
LER Loy
RR= 03
i Sl 20 W 40 50 5 70

Ineidence Amang the Nonexposad, %

e T T, e T T T T e e e e S

The retaticnship batween rsk ratio (RR) and oods ratio by incdence of the culcoms

Obréazek 2. Vztah mezi RR a OR vzhledem k incidenci nemoci
(Zhang, 1998)
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K vypoétu RR mohu byt pouZita data z 2x2 tabulky (viz tabulka 2). Poté je RR
vypocitano nasledovné (upraveno dle Knapp, 1992):
rr = P(N+|E+)
P(N+|E-)
R= al/(a+b)
c/(c+d)
Jelikoz RR neni ve studiich pripadi a kontrol vyuzZivan tolik jako OR (spise
v kohortovych studiich), nebudu mu vénovat velkou pozornost. Pouze konstatuji, Ze u nemoci
sincidenci vétsi nez 10% nelze OR aproximovat na RR primo. Vhodné metody, které z OR
odhadnou RR jsou napriklad stratifika¢ni analyza a log-binominalni model (McNutt, 2003).

5.9 Intervaly spolehlivosti

Interval spolehlivosti (confidence interval, Cl) ohrani¢uje rozpéti, do néhoz s urcitou
pravdépodobnosti (obvykle 95%) spada vysledek testované hypotézy nebo odhad pomeru
Sanci. Jinak receno, pokud je konfidencni interval spocitan na 95% hlading, znamena to, Ze
95% vybéru z populace bude mit zkoumany populaéni parametr uvnité tohoto intervalu,
neboli Ze 95% pokusi (opakovanych stdle dokola) bude zahrnovat skutecnou populacni
hodnotu.

Obecny vzorec pro vypocet intervalu spolehlivosti na 95% hlading je: statistika + 1,96
SE, kde SE vyjadiuje standardni odchylku statistiky a 1,96 je kriticka hodnota (Zc) pro p =
0,05 (pro p = 0,01 plati Zc = 2,58). Kritickd hodnota nezévisi na velikosti zkoumaného
vzorku. Vypocet intervalu spolehlivosti pro OR nebo RR vyZaduje jegjich prirozené
zlogaritmovéni, protoZze bez toho nemaji normalni rozdéleni. Vypocet Cl se provédi
Woolfovou metodou (Woolf, 1955 in Knapp, 1992): 1 1 1 1

95% interval spolehlivosti prolINnOR=INOR+1,96.1 5 +B +E +H
Horni (UL) a dolni (LL) limit tohoto CI je nasledné spogitan jako antilogaritmus horniho a

dolniho limitu pro In OR: ULor = €510k ; LLor = € inor.

5.10 Chi kvadrat testy
Jak jsem jiz vySe zminila, je dtatistickd vyznamnost asociacnich testi vesmés
hodnocena chi kvadrét testem (x%). Chi kvadrét test funguje na nasledujicim principu. Pro

kazdou bunku v kontingen¢ni tabulce (viz kapitola 5.6) najdeme frekvenci, kterou bychom

ocekavali v pripadé platnosti nulové hypotézy (tzn. Zadny vztah mezi proménnymi).

21



Oc¢ekavanou (expected, E) frekvenci je minéna priamérna frekvence, kterou bychom ziskali pri
dlouho opakovaném meieni. Obecn¢ lze vypocet ocekavanych frekvenci (E) definovat
vzorcem:

soucet Fadkt x soucet sloupct

celkovy soucet

Nasledné porovname ocekavané a skutecné ziskané (observed, O) frekvence. Pokud nejsou
nami zkoumané veli¢iny ve vzgemném vztahu, oba druhy frekvenci by mély mit podobné
hodnoty. Nejlepsi statistikou, jak porovnat ocekavané a ziskané frekvence je

©-E)
E

c?=S

Velikost vysledného rozdilu ale zavisi i na poctu pacientii. y° test je spolehlivy pro velké
vybéry. Cim mendi budou ocekévané frekvence, tim pochybngjsi bude vysledek testu.
Statistik W. G. Cochran zaved| pravidlo, Ze y* test je platny, pokud je nejméné 80%
ocekavanych frekvenci vétSich nez 5 a vSechny piekracuji hodnotu 1 (Bland, 1995).
V piipadé, Ze naSe vypocty ocekavanych frekvenci toto pravidlo nesplnuji, obvykle se
kombinuji nebo mazou sloupce a fadky kontingenéni tabulky, tak aby hodnoty byly vy3Si.
Tato korekce samozieimé nejde uplatnit u 2x2 tabulek. | kdyZ i tato opatieni neposkytnou
pozadované hodnoty nebo pokud méme diskontinuitni charakter dat, piijde na fadu Y atesova
korekce

16
c?=8 ETO EE| 2p
nebo Fisheriv exaktni test, ktery piimo pocitd pravdépodobnost vyskytu dané ctyipolni
tabulky. Exaktni testy jsou vyhodné a ¢asto vyuzivané, protoZe berou v Uvahu viechny mozné
alternativy a vysledek bez pocitace nespocitame.

5.10.1 McNemar v test
+* test porovnévé shodnost dvou proménnych ziskanych ze dvou nezavislych vybgra.

Pokud ale tyto proménné pochdzi ze stejnych jedinci, nemiZe byt y* pouZit jako test
nezévislosti dvou proménnych. Misto néj prichézi v tvahu McNemartv test. Tento test je
vyuzivan v situacich, kdy je stejny vybér pouZit k zji&téni napt. shody mezi dvéma
diagnostickymi testy nebo rozdilu mezi dvéma druhy Iéku. V nulové hypotéze testujeme, zda
sou dveé frekvence stejné. Ocekavané frekvence jsou tedy (fa + fp)/2 a McNemarova statistika
pak vypada takto:
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c?= (fa_ fb)2

fa+ fb

McNemarav test se pouziva jako test statistické vyznamnosti u TDT (viz kapitola
5.3).

0. Zavér

Z observacnich epidemiologickych studii poskytuji statisticky nejsilngjsi vysledky
studie piipadii a kontrol a kohortova studie, kteraje vSak ¢asové i finanéné narocnéjsi.

Variabilita lidského genomu je v nejvétsi mire zapricinéna existenci obrovského
mnozstvi polymorfismi. Jejich lokalizace a charakterizace (zejména pak nejpocetnéjSich
jednonukleotidovych polymorfismi) nam poskytuje Gcinny nastroj k detekci gent
zpasobujicich onemocnéni, k predpoveédi néchylnosti ke vzniku nemoci i k pripravé
acinngjSich 1&giv.

Jednou z nejpouzivangjSich metod k urceni ¢i vyvréceni pricinné asociace mezi genem
a nemoci je studie pripadi a kontrol. Tento typ studie je vhodny pro vzécné se vyskytujici
nemoci, neklade prehnané vysoké ¢asové a finan¢éni naroky a hodi se i v pripadech dlouhé
Casové prodlevy mezi expozici a nasledkem. Pokud se vyhneme nékolika zékladnim
prohieskim (zkresleni vySetiovanou osobou, zkresleni zpusobené experimentéorem,
mnohonasobné testovani apod.), poskytne nam tento typ studie statisticky vyznamné
zhodnoceni dat.

Dle charakteru kontrol rozlisujeme rodinny a populacni typ studie. Rodinna studie
piipadi a kontrol je vyhodngjsi, jestlize mdme moznost ziskat geneticka data obou rodica.
Vyhneme se tak riziku zkresleni vlivem populacni stratifikace. Populacni studie ptipadi a
kontrol vybira své kontroly z populace pripadia. SnaZzi se, aby se co nejvice shodovaly
spiipady (krom¢ piitomnosti onemocnéni). Tento typ studie je vhodnéjSi pro vyzkum
onemocnéni, ktera se projevuji pozdéji v lidském Zivoté a nejsou tak jiZz dostupna data rodici
nebo i jinych piibuznych. Riziko vzniku nemoci kvantifikujeme pomérem anci, ktery je u
studie piipadi a kontrol vhodnéjSi nez relativni riziko.

Optimalni design studii asociace ale neni plosn¢ aplikovatelny na jakykoli typ dat a
zpasob zkoumani. Zavisi na vlastnostech vysledné proménné, genové frekvenci, genetickém
relativnim riziku, daleZitosti interakci gen - gen a gen - prostiedi (Thomas, 1999).

Tato bakalarska prace ma byt teoretickou piipravou na zpracovani a vyhodnoceni

geneticko-epidemiologické studie v diplomové préci.
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