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PLAN

o Contexte
» Epidémiologie génétique et projet VaCaRMe
» Les études d’association génétique pour des maladies
De I’étude des variants fréquents a I’étude des variants rares




EPIDEMIOLOGIE GENETIQUE

o Discipline dont I'un des objectifs est de mettre en évidence
les facteurs génétiques impliqués dans le trait étudié.
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- Applications : diagnostic précoce et médecine personnalisée °

- Financé par la région Pays de la Loire




VARIATIONS GENETIQUES ETUDIEES

o Cartographie génétique des genes 2 marqueurs génétiques

o Single Nucleotide Variant (SNV)
- Modification d’'un nucléotide dans la séquence dADN
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G : allele majeur (le plus fréquent)
A : allele mineur (e moins fréquent)
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Fréquence de I'allele mineur : MAF
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SNV fréquent : SNV rare : °
MAF>1% MAF<1%




LES ETUDES D’ASSOCIATION GENETIQUE

o Objectif : Tester 'association entre des variants génétiques et

une maladie donnée. 2 trouver des genes

Direct association

o KEtudes cas-témoins

Indirect association

Cas
(individus atteints)

Témoins=Controles
(individus sains)

. Absence de l'allele A

. Présence de I'allele A

o Test d’association pour un variant :
> Comparaison des fréquences alléliques chez les cas et les

témoins




DES VARIANTS GENETIQUES FREQUENTS AUX
VARIANTS GENETIQUES RARES

o De nombreuses études d’association génome-
entier (GWASs) menées pour des variants
fréquents

@ o Une faible part de la composante génétique
attendue est expliquée par ces variants
fréquents

o Les variants rares : role important

CDCV CDRV
Common Disease — — Common Disease —

Common Variant Rare Variant




DE NOUVEAUX TESTS STATISTIQUES POUR LES

VARIANTS GENETIQUES RARES

o Tester individuellement les variants

- Pas adapté pour des variants tres peu fréquents

o Nouvelle stratégie : utiliser 'information génétique de
plusieurs variants rares. (situés sur le méme gene)
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EXEMPLE : CAST

o CAST= « cohort allellic sum test » (Morgenthaler and Thilly, 2007)

o Comparaison des proportions de personnes porteuses d’au
moins une mutation rare pour un gene donné entre cas et
témoins
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DE NOMBREUX TESTS D’ASSOCIATION POUR LES
VARIANTS GENETIQUES RARES...

*RWAS (Sul et al.)
PWST (Zhang et al.)
RBS (Ionita-Laza et

al.)
EREC (Lin and Tang)
C-alpha (Neale et al.)
SKAT (Wu et al.)

*CAST (Morgenthaler and
Thilly)

*CMC (L1 and Leal)
‘WS (Madsen and Brown)

aSum (Han and Pan)
VT (Price et al.)
CMAT (Zawistowski et al.)
SCORE (Hoffmann et al.)
KBAC (Liu and Leal)

*SKAT-O (Lee et al.)
sigma P (Cheung et al.)

*BOMP (Chen et al.)
Methode de Fisher
(Derkach et al.)

C

(S

‘ADA (Lin et al.)
CLUSTER (Lin)




OBJECTIFS DU STAGE

Identifier les principales stratégies pour tester
I’association entre variants génétiques rares et
maladie

Comparer un ensemble représentatif des tests
statistiques au moyen de :
Données simulées selon différents scénarios
génétiques
Données réelles issues de I'étude du syndrome de
Brugada



o Tests d’association génétique dans le cadre des variants rares
Structure des données

Tests « poolés »

Propriétés des tests d’association étudiés




STRUCTURE DES DONNEES ET NOTATIONS

variables
Y X, . X;j . Xp
1
individus
L XU
N
\ ] | J
| |
Phér}otype . Génotypes
Y=1 s1individu i X;,= 0 alléles mineurs
atteint 1
Y,=0 sinon 2

génotype de I'individu 1 pour le
SNV j




TESTS « POOLES »

o Résumer I'information génétique d'un individu
par un score génétique et tester 'association
entre ce score et la maladie

Nouvelle

Variants génétiques variable Phénotype
X, o Xi oo Xp v Y
1
individus .
i X vV, = w;iX;i Y:
ij - ;J j i
N

Test de ’association




TEST D’ASSOCIATION ENTRE LE SCORE
GENETIQUE ET LA MALADIE

Modele de régression logistique univarié

logit(P(Y; = 1)) = By + BV;

Distribution de la statistique de test sous H,,
Loi connue

Test complexe = procédure de permutations des
labels des individus



LES TESTS COMPARES

Description de la
stratégie utilisée

Catégorie

Méthodes

Calcul d’'un score génétique.

WS, aSum, VT,
RWAS, PWST, RBS,
EREC, CMAT, SCORE

Tests

« poolés » Calcul d’'un score génétique et
création d'une variable binaire
indiquant si le score est
supérieur a un seuil.

CAST, cMC, BOMP,
RARECOVER

Tests de décomposition de la

C-alpha, SKAT,

multi-locus

variance SKAT-O
Tests . Méthode de Fisher,
Combinaison de p-values de i
« non- ¢ . Sigma-P, ADA,
i ests simple-marqueur. CLUSTER
poolés »
Considération d’'un génotype KBAC




o

Simulations de données

Scénarios génétiques
Premieres observations
Analyses des profils de puissance des méthodes




SCENARIOS GENETIQUES

Les simulations permettent de calculer les
puissances et les erreurs de type I des méthodes.

Simulation d’un groupe de variants

Composition et structure

Seulement des variants rares ou avec aussi des
variants plus fréquents

Des variants indépendants ou corrélés

Modele génétique
Des proportions différentes de variants causaux

Variants causaux :
o présence de variants a risque
o et mélange de variants a risque et protecteurs



VR : variant rare

SCENARIOS GENETIQUES VPF : variant peu fréquent

.. VF : variant fréquent
Composition et structure

Scénario Nombre Nombre de Nombre de Corrélation entre les
de VRs VPFs VFs variants
1 Indépendants
2 Corrélés
VRs causaux corrélés,
0 0 VRs non causaux
3 corrélés,
8 causaux VRs causaux et les VRs
+ non causaux non corrélés
PVRnc
non-
4 CAUSAUX 4 non-causaux 0
5 4 non-causaux 2 non-causaux ,
Indépendants
6 3 non-causaux 0

et 1 causal

Pyg,. prenant les valeurs 0,4,8,16 ou 32. 30 scénarios



SCENARIOS GENETIQUES

o Modele de risque

logit(P(Y;=1)) = B, + XiB

0.05 , : , .
* By =log (1_0 05) pour une prévalence environ égale a 5%

» B : coefficients de régression des variants génétiques

o (Geéne non associé a la maladie
Erreur de
OR; = 1 pour tout variant j (8; = 0) type I
o (Geéne associé a la maladie
» 8 variants rares causaux a risque
30 scénarios ORVRC = 21g Puissance

» B variants rares causaux a risque et 3 protecteurs

111
30 scénarios ORyg, = (3’3’2’2’2’5’5’5)




CONTROLE DES ERREURS DE TYPE 1

o Les erreurs de type I sont correctes pour
I’ensemble des sous-scénarios.
8 VRs indépendants avec OR=1

L ]
\.__ —
o B casT H CALPHA
= AT E SKAT
- = T O sSKATO
= O asum O KBaC
o )
|
o L]
A
L
Il oD
b o
— [
LIk
g -
2 3
o L ]
=
@
P T
¢ o
[ ]
[ ]
o
L ]

0 4 8 16 32

nombre de VRS non-causaux
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PREMIERES OBSERVATIONS POUR LA PUISSANCE

o Les puissances diminuent fortement avec
I'introduction de variants rares non-causaux.

8 VRs causaux indépendants avec OR=2
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EN PRESENCE DE VARIANTS RARES PROTECTEURS

o Comportements des tests completement

2

power =510

différents avec la présence de VRs protecteurs.

1711
8 VRs causaux indépendants avec OR=(3,3,2,2,2,———2)
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ANALYSE DES PROFILS DE PUISSANCE DES
METHODES

Au total 60 sous-scénarios

Utilisation de méthodes d’analyse multidimensionnelle pour
une vision synthétique

Choix d’effectuer une analyse factorielle multiple (AFM)

Groupes actifs Groupes illustratifs
| )

( I \
groupes scénario 1 scénario 2 scénario 6 pooled_method protective all_variants
variables PVRM 0 4 8 16 32 0 4 8 16 32 0 4 8 16 32
individus méthodes puissances puissances puissances

- Quelles méthodes ont des profils de puissance similaires?

Analyses séparées pour :
Variants rares tous a risque
Variants rares a risque et protecteurs



RESULTATS : VARIANTS A RISQUE

CALPHA, |
Peu sensibles au o7 SKAT, |
bruit . inon ppoled
N 5 = risque/protecteum i
Bruit=ajout = ! *KBAC
de variants E i sSKATO
rares non 0 O e ___ mus:l_mse;gemen: _________________________________
causaux E !
O |
Sensibles au T asum’ WS risQue
bruit pooled”  +CAST
o YT
' | | i I | |
-4 -2 0 2 4 6

Dim 1 (52.11%)

Peu puissantes 4 Puissantes

Pour une majorité de sous-scénarios




RESULTATS : VARIANTS A RISQUE ET VARIANTS PROTECTEURS

Graphe des individus

Puissantes pour les o ,
scénarios 4 et 5 — 71 VT* eCAST i
(VPFs non-causaux) VR se:ge#lnenr BAC
A 0 _ risque. | HEAC caLpHA
Z o : mon pooled
I T TR e
o pooled : SKATO SKAT
=W ! misque/protecteur
E 9 :
= ! O
o . 'tous
Puissantes pour le ‘T - WS' i
scénario 6 !
(VPF's non-causaux uy . !
et causaux) N I I asum i i T | I
-3 -2 -1 0 1 2 3

Dim 1 (87.69%)

Peu puissantes a Puissantes

Pour la totalité des sous-scénarios




CONCLUSIONS

De nombreux tests statistiques existent

Il n'existe pas de test nettement plus puissant
que les autres pour 'ensemble des scénarios
considérés.

Cependant 2 tests se démarquent : SKAT-O et
KBAC



o Etude de données réelles :le syndrome de Brugada
» Données
» Analyse des profils de significativité des genes




DONNEES POUR LE SYNDROME DE BRUGADA

Populations et régions génétiques d’intéret ]
-
Recrutement de cas Recrlfterr.lent de Choix des r?glo,nsA génétiques
témoins d’intéret
\_
167 patients atteints 167 patients atteints Exons de 163 génes candidats
du syndrome de de rétrécissement pour diverses maladies
Brugada aortique calcifié cardiaques
Dont 21 spécifiques au syndrome
‘ de Brugada
[ Séquencage ciblé et détection des variants génétiques ]
[ Filtres ]

Variant ayant un L e, . , .
y Vérifiés afin d’éviter

Variants rares potentiel impact des faux-positifs ‘

fonctionnel




RESULTATS

Le gene SCN5A connu depuis 1998 pour étre le
gene majeur impliqué dans le syndrome de

Brugada

Gene candidat le plus significatif

Nombre de genes avec une p-value

inférieure a
nom p-value 0.01% 1% 5%
CAST SCN5A 3,38E-05 1 1 4
WS SCN5A 6,46E-05 1 2 14
asum SCN5A 2,18E-05 1 3 16
VT SCN5A 0,000999001 1 2 9
C-alpha TRDN 0,007152939 0 1 4
SKAT TRDN 0,07416087 0 0 0
SKAT-0O SCN5A 5,72E-05 1 1 8
KBAC SCN5A 0,000999001 1 2 4

L’ensemble des tests (sauf SKAT et C-alpha) ont permis de
confirmer I'implication de variants génétiques rares présents
sur le gene SCN5A dans le syndrome de Brugada.




ACP NORMEE SUR LES PROFILS DE
SIGNIFICATIVITE DES GENES

Variables actives

\
( ‘|
= £ > Q
- 2 = =
< 2 2 g 0 g 2 3
o m > U wv wvn =
individus génes — logy0(p- value)

Représentation des profils de significativité des genes pour
I'ensemble des tests étudiés.

- Peut-on 1dentifier des groupes de tests fournissant des résultats
tres corrélés?




RESULTATS POUR LES DONNEES REELLES

Dim 2 (20.79%)

Dim 1 (59.14%)
Des groupes de méthodes fournissant des
réesultats similaires.

SKAT et C-alpha
CAST, WS, aSum, VT, KBAC et SKAT-O
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CONCLUSIONS

De nombreux tests d’association pour les variants
génétiques rares, lesquels utiliser?

SKAT-0 et KBAC

Simulations : Puissants pour la quasi-totalité des
scénarios envisageés

Données réelles : Fournissent des résultats
globalement tres corrélés.



PERSPECTIVES

Continuité en these

Analyse d’association de variants génétiques
rares dans une population démographiquement
stable

Tests d’association pour les variants génétiques rares.

—~>Test en développement pour détecter des regroupements de
variants a risque dans de petites régions génomiques.

Utilisation de la notion d’ identité par descendance
(IBD) pour détecter des associations de variants rares.

Modélisation de la structure génétique d’une
population a I’échelle régionale a 'aide d’analyses
multivariées adaptées.
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VARIANTS A RISQUE ET PROTECTEURS

cas
I 1 1 I
[ 1 ]
témoins | || 1 |
[ 1 ]
[ | ]

O Mutation rare a risque

(| Mutation rare a protectrice




TESTS POOLES

variables
V
X, X; X
1
individus i X; | Vi
N
Nouvelle variable V Valeur V; Poids du variant j
P
j=1
P 1
A Wyre: X Wws; = — —
ws Wsjaij JN.MAFj(l—MAFj)
j=1
P
—1 silevariantj est protecteur
Sasum Z WaSum}XU Wasum; = { 1 sinon J P
j=1
P e ——
__ I(MAF; <t)
Syp(t Zf MAF, < t)X =L,
vr(®) - ( i = DXij avec t seuil variable
j=
Ccast I(5; = 1) wj = [(MAF; < v),
avec t seuil fixe
Cpomp (T) I(S;=T) wp =1




C-ALPHA




Hypotheése effectuée C-ALPHA
Pour un SNP j
m?~Binom(mj, pj)
Ou
A

m;*: nombre de mutations rares chez les cas pour le SNV j

pj: probabilité d’avoir un allele mutant du SNP j chez un cas

Sous Hy: m?~Binom(m:;, -
_o j ( ]pO) Hy: Vj Pj = Po
po = Y est la proportion de cas Hy: 3 Pj # Po

Calcul de la statistigue T

p
1= ) [(m = mypo)? — mypo(L — po)]
j=1

Compreéhension
P
T= Z VobS(mJA) — Vi, (m]A)
j=1

Calcul de la p-value avec procédure de permutations des phénotypes.



SKAT




Modéle linéaire généralisé a effets
aléatoires

lOglt(P(Yl — 1|X1 = Xj )) = Qg + BXi

B = (Bl, ey By e Bp)’ effets génétiques aléatoires

Hyvpotheses sur le modele:
Bjest une variable aléatoire suivant une distribution

de moyenne 0 et de variance w;T.
v (j,k) € [[1, P]? corr(Bj, Bk) =0

w; est un poids donné au variant j.
fonction de facteurs comme la MAF ou un score de fonctionnalité

1
wW; =
)] MAF(1-MAF)

T est une composante de la variance




Hypotheése
HO: B =(
Ho:By = - = B = = Bp = 0
Autre écriture : Hy:t=0

Statistique de test
Q=(Y—-[@m)KY—-)

Avec
L = 0y + dZy
K
K = XWWX'

Est de dimension (N x N)

L’élément (1, 1) de la matrice est K(Xi,Xi,)
K(.,.) est appelée fonction noyau et mesure la
similarité génétique entre 2 individusiet 1’



Evaluation de la p-value

Sous HO
Q suit un mélange de lois de chi2

Estimation de la distribution sous HO a 'aide de

La méthode Davies : estimation des parametres de la
lo1

Ou par méthode de permutations



SKAT-O




Jusqu’a présent hypothese:
v (j,k) € [1,P]? Corr(Bj, Bk) =0
Weighted linear kernel
K = XWWX’

Incorporation d'une structure de corrélation entre les
effets génétiques :

fsuit une distribution multivariée avec comme structure

de corrélation:
R, =(1-p)l+p11’

K, = XWR, WX’

SKAT-O: recherche de p maximisant la puissance



KBAC




variables
Y X1 XZ X3 X4 XKBAC
1 0 1 0 1 0,101
0 0 0 0 0,0,0,0

individus ; -

H, Les fréquences des génotypes multilocus sont identiques
chez et chez les témoins.

La statistique dans le cadre du test bilatéral est :
2

L

N  NY

KBAC = zWKBACl NA — NU
=1




Le risque de tirer un génotype [ chez les cas

Le nombre de cas présentant le génotype [, Nf*,sous H, suit la loi

hypergéométrique H ( N A,&, N ) et la fonction de densité de la
N

() G~ )
Nlrl NA—NIT'Z

(#)

variable aléatoire R; est :

kP(r) =P(R,=1) =

Le poids wgpac, est :



RESULTATS : VARIANTS A RISQUE

Puissantes pour le
scénario 6
(VPFs non-causaux et
causaux)

Puissantes pour les
scénarios 4 et 5
(VPFs non-causaux)

Peu sensibles au
bruit

N\

Bruit=ajout

de variants
rares non
causaux

Sensibles au
bruit

Graphe des individus

asum, i
2 WS
tous, i SKATO
§ i n'sqgﬂg?recreug i
S N L — *BAC____.
E 5. | risgue
o i
N VR seulémen®
L CALPHA® T
' CAST
T | T T
-2 0 2 4
CALPHA, i
o - SKAT, |
. inon@oﬁed
E = risque/protecteun i
2 | *SKATO HBAC
L T = R mUSJ_lﬁsexgemem. _________________________________
E |
0 |
Nl aSum WS risGue
pooledj '-C.:AST
o YT
b T T 1 T T T
-4 -2 0 2 4 6
Dim 1 (52.11%)
Peu puissantes g Puissantes

Pour une majorité de sous-scénarios




TEST DOESTRER




REGROUPEMENTS DE VARIANTS RARES A
RISQUE

Image tirée de :

Bansal, V. et al., 2010. d
Statistical analysis
strategies for
association studies
involving rare variants.
Nat. Rev. Genet.

Case sequences

d | De multiples

variations rares

contribuent au

phénotype et ces

variations se Control sequences
situent dans des

régions

génomiques

spécifiques.




EXEMPLE SCN5A
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CONSTRUCTION DU TEST

Hypothéses de test

H, : Les fonctions de densité des positions des
mutations sont identiques chez les cas (Affected)
et les témoins (Unaffected).

ET

Les fréquences moyennes de mutations rares
sont égales chez les cas et les témoins .

Hy:f=f'=fetpi=p'=p

Hy: f* # f oup® # pY



CONSTRUCTION DU TEST

Statistique de test

maxd

STAT = | |97 % i (pos) = 57 /4, (0s)  dpos
1

Avec
maxd : longueur du gene d’'intéret

f4 et fU :les fonctions de densités estimées chez
les cas et les témoins avec 'estimation par noyau.

p4 et pU : estimateurs des fréquences moyennes
de mutations chez les cas et les témoins.



