UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

PRIRODOVEDECKA FAKULTA
KATEDRA MATEMATICKE ANALYZY A APLIKACI MATEMATIKY

BAKALARSKA PRACE

Tutorial statistickych metod pro popula¢ni asocia¢ni studie

A=

W

Vedouci diplomové prace: Vypracovala:
Mgr. Jana Vrbkova Martina Vrzalova
Rok odevzdani: 2010 ME, III. Ro¢nik



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto bakalarskou praci vypracovala samostatné pod vedenim

Mgr. Jany Vrbkové, a Ze jsem v seznamu pouzité literatury uvedla vSechny pouzité zdroje.

V Olomouci dne 29. 4. 2010



Podékovani

Rada bych timto podékovala predevSim své vedouci diplomové prace pani Mgr.
Jan¢ Vrbkové, za jeji ochotu, trpélivost a Cas, ktery mi vénovala v dobé konzultaci a za
psychickou podporu pii ¢asovém presu. Podékovani si zaslouzi i ma rodina, ktera mé po

cely Cas studia podporovala.



UVOU ottt ettt ettt e s ettt et a et ettt e aea et et et et en s aea et et et e s e et ettt enrananaens 6
1  Populaéni asociacni studie, zakladni POJMY ..ccccuviiiiiiiiiiece e 7
1.1 DINA, ENY, ZNAKY ..titiiiiiiieeeiitee et e este e e e sre e e e ette e e esabe e e s s bbeeeeesabeeesassaeeeastaeeeennsaeeeennsenas 7
1.2 PFenos genetick@ iNTOIMACe. .. .coiuiii it e e e e rra e e e e entae e e eanes 9
1.3 Hardyho-Weinbergova rovnovaha (HWE — Hardy-Weinberg equilibrium)..........cccccoeeunnee.n. 12
1.4 Vazebnd NErovNOVANQ......coouiiiiii ettt saree s 13
1.5 Studie PAPadUll @ KONTIOL........uiiiee ettt e e re e s e e e saa e e s ate e ebaeesareean 13
1.6 TYPY VYZKUMU ..eeiiiiieiie ettt et ete e et e e e te e et e eeabeeebeeesabeeebeeensaeesabesessseesatesenseeesareean 14
A o =Yoo\ [V - e = - 15

2 Kontingencni tabulky pro bindrni Znak............occvieiieiie et 17
2 N oY 0 o T-TRR T Vol (o e [o K- 4 [ ) IO RS 17
2.1 1 POMEBE SANCTV R ettt ettt ettt et e st e st e st e s bt e e sabe e e bbeesabeesneeesaneens 18
2.1.2 POMEr SaNCi V SYSEEMU SAS ...ttt ettt e e et e e s s ente e e e sataeeesnraeeesanes 19

2.2 PEAISONUV X2 = TESE.eeveveeeeeeeeeeeeteeeeeseeeeeeeeeeesteseseeeeseestessaeeeeseeteteseeeesessessesseesessessseesseeenseseas 22
2.2.1 PEArSONTV X2 TEST V SYSTEIMU Ru.vrvoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteseseeeeseeesseseseesesesseesssseseesesessesens 24
2.2.2 PEArSONTV X% TEST V SYSTEIMU SAS ..eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteseseeeeseeeeteseseeseseessesesseeseesesessesas 26

2.3 FISherQy @XakEni TSt ....cccuirieieriieieie ettt sttt st b e st neseeeaeens 29
2.3.1 Fisherlv exaktni teSt V SYSTEMU R.....cuviiiiieeiiieciie ettt et aae e s re e evae e 29
2.3.2 Fisherlv exaktni test vV SYSTEMU SAS .........viieiiecieecee ettt ae s e e e vae e saaee s 30

2.8 KOTEIACE .. ettt et b ettt et e ke bt e ehe e st e st e e be e bt e s heeeaeeeaeeentean 31
2.5 Cochran-Armitage test (TeSt trendu).........ueeecceiiie e e e e e 33
2.5.1 C-A STV SYSTEMU R...eeiiiiiciieee ettt e ettt e e et e e e et e e e e e tbeeeeebteeeeebteeeeesraeaesanes 35
2.5.2 C-A ST V SYSTEMU SAS ...ttt et e et e e e et e e e s e ta e e e sbta e e s entaeeesntaeeesanes 37

3 Vicevybérové testy kvantitativnino Znaku ........cc.eooiiiiiiiiiiiii e 39
I Yo TU VAV o 1= ¢ 01V A I e T P STS 39
3.1.1 DVOUVYDErovy t-test v SYStEMU R......oocciiiiiiciiee ettt e 40
3.1.2 DVOUVYDErovy t-test v SYSEMU SAS........uviiieiiie ettt ettt e e et e e tae e e e aaeeaean 41

3.2 WiIlcOXONUV AVOUVYDEIOVY ST ...c.eiiiiieeiiee ettt ettt ettt e tte e e et e e e e eara e e e e aaee e eeareeas 43
3.2.1 WilcoxonUv dVOUVYDEroVY STV R ....cueiieiiiiieeciee ettt ettt e e 44
3.2.2 Wilcoxon(v dvouvybérovy test v SyStEMU SAS........ccueeeceieeieeciee ettt et 44

3.3 ANAlYza rozPtylu (ANOVA) ... ettt ettt e e et e e et e e e e ate e e e e arae e e esareeeeeataeaeenneeas 46



3.3.1 ANAIYZa FOZPLYIU V R oottt et e e ettt e e e e st a e e e s atae e e e ntaeeesannaeeeeas 48

3.3.2 ANOVA V SYSEEMU SAS .....ooiiieiiie ettt ettt e e e e et e e e ettt e e e s sasa e e e sasaee e e nsaeeesansaneeeas 49

3.4 Kruskallv — WalliSTV tESE.....ceeirierieie ettt sttt sttt sttt 51
3.4.1 Kruskallv — WalliSUV TESt V R....coriiiiieieeieerite ettt sttt 52
3.4.2 KruskalGv-Wallistv test vV SYSTEMU SAS .......ooiieeciee ettt eee et s 52

& Y= USRS 53
SEZNAM POUZItE [EEIATUIY: coi ettt e e e et e e e st e e e e ata e e e seaaaeeeensaeeeeaasseeenan 55



Uvod

Tato prace pojednéva o zdkladnich statistickych procedurach uzivanych v ramci
populacnich asociacnich studii. Popula¢ni asociacni studie zkoumaji asociace mezi
polymorfismy a vyskytem nemoci a berou v avahu do studie pouze jedince, mezi nimiz
neni prokézan piibuzensky stav.

Cilem této prace je poskytnout ctenafi prehled zakladnich statistickych metod
uzivanych v populacnich asocia¢nich studiich, se zaméfenim na asociaci zaloZenou na
jednonukleotidovém polymorfismu (SNP). Vychazim zejména z knihy Applied Statistical
Genetics with R For Population-based Association Studies, Andrey S. Foulkes. [1].

Kromé popisu jednotlivych statistickych procedur se zamé&fim i na samostatné
zpracovani dat S podporou statistickych softwari R a SAS. Jako ptiklad zpracovani
v systétmu R pouzivam jiz publikované piiklady v literatute [1], které podrobnéji
komentuji, a tytéz ptiklady samostatné zpracovavam v softwaru SAS.

Pro pochopeni mé prace predpoklddam u ctenare znalost statistickych pojmi a

alespon zakladni znalost prostiedi systémul R a SAS.



1 Populacni asociacni studie, zakladni pojmy

V soucasné dob¢ je na svéte pres 6 miliard lidi, pfesto nepotkate vice lidi, ktefi
vypadaji stejn¢ (kromé jednovaje¢nych dvojcat ¢i vicercat). Nejen nas vzhled, ale 1 vyskyt
onemocnéni a zdravotnich potizi, je ur€ovadn nespoCetnym mnoZzstvim faktort, jak

genetickych, tak negenetickych.

Genetika patii mezi biologické védy a zabyva se dédi¢nosti a proménlivosti Zivych
soustav. Ma mnoho specializacnich oblasti a jednou z nich je pravé populacni asociacni
genetika, kterd je ndplni této prace. Populacni asociacni studie se zaméfuji na odhaleni
asociace mezi genotypem clovéka a danym znakem (nemoci ¢i jejim projevem). Jsou
zalozeny na dvou stézejnich konceptech, konceptu Hardyho-Weinbergovy rovnovahy a
vazebné nerovnovahy. Za pouziti vybranych statistickych metod, za urcitych predpokladd,
asociacni studie zkoumaji, zda vyskyt dané¢ nemoci je podminén pravé genetickou zménou
v sekvenci DNA. Dilezitou tlohou popula¢nich asocia¢nich studii je také peclivé zvazit
specifika pacienta (proménné), kterd by mohla byt potencidlnimi zavadéjicimi faktory nebo
modifikatory. Zvazeni vlivu téchto faktorti na vztah mezi genotypem a znakem pfispiva ke

spravnym zaveériim studie.

1.1 DNA, geny, znaky

DNA (kyselina deoxyribonukleovd) je zobrazovana jako dvojita spirdla
(Sroubovice). Je tvofena fetézci chemickych c¢astic — nukleotidd, které jsou vzajemné
propojeny vazbami na zakladé typu baze, ktera je obsaZena v nukleotidu. Retézec si
predstavime jako sled bazi. Existuje Sest druhd bazi — adenin (A), guanin (G), thymin (T),
cytosin (C) a uracil (U). V DNA se vyskytuji pouze Ctyfi znich a spojuji se dle
komplementarity bazi — vazby se tvofi mezi A — T a C — G (uracil nahrazuje ve vazbach

thymin u RNA — kyseliny ribonukleové).
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Obr. 1 DNA, upraveno dle [3]

Usek molekuly DNA, ktery nese genetickou informaci pro uréity znak, se nazyva
gen. Jeho umisténi je dano lokusem — mistem na chromozomu v buiice daného organismu.
Geny se d¢li na dvé skupiny. Geny velkého ucinku, kdy jeden gen ma velky fenotypovy
ucinek (na tvorbé kvalitativniho znaku se podili ¢asto jen jeden gen) a okolni prostiedi ma
na projeveni znaku maly vyznam. Druhou skupinou jsou geny malého ucinku, jejichz
fenotypovy ucinek je zanedbatelny. Na tvorbé kvantitativniho/polygenniho znaku, se podili
cely soubor genti a prostiedi ma velky vliv.

Kvalitativni znaky se vyskytuji u jedinct v riznych alternativach a nelze je ¢iselné
vyjadfit. Patfi mezi n€ napt. barva o€i, krevni skupina.

Kvantitativni, neboli polygenni znaky se objevuji u jedinct v riznych hodnotach.
MiuZzeme je Castené Ciseln€ vyjadiit a jsou ovlivnény ze znacné Casti prostiedim. Napf.
télesna vyska, inteligence.

U diploidnich organismil, mezi které patii i clovek, se nachazi 2 sady chromozomt.
Chromozomy tvofi pary homolognich chromozomi, z nichZ jeden chromozom pochézi od
matky a druhy od otce. Prvnich 22 parti se nazyvaji autozomy, posledni dva chromozomy
se nazyvaji gonozomy a netvoii homologni par. Soubor vSech chromozomi v jadfe bunky

se nazyva karyotyp.
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Obr. 2 Karyotyp normalniho muze, upraveno dle [4]

Diploidni buniku s kompletni sadou chromozomii (u ¢lovéka 2 x 23) nazyvame
zygota.

Alelou se rozumi konkrétni forma genu. V diploidni bufice jsou obsazeny vzdy dvé
alely. Kombinace alel mohou byt bud’ stejné, homozygotni (AA-dominantni homozygot, aa

— recesivni homozygot) nebo ruzné, heterozygotni (Aa).

Souhrn vSech forem gent (alel) organismu nazyvame genotypem a to, jak se znaky
projevi navenek, fenotypem.

Specificka kombinace alel odkazujici na riizné lokusy, avSak dédéna spolecné,
ptedstavuje haplotyp (haploidni genotyp).

1.2 Prrenos genetické informace

Ptenos genetické informace mezi generacemi probihd na zadkladé¢ rozmnoZovani.
Lidé dedi genetickou informaci od svych rodicl pii procesech zvanych mitéza a meidza.
Mitoza je proces bunééného dé€leni, jehoz vysledkem je vytvoreni sesterskych bunék, které
nesou kopie kompletniho souboru chromozomil. Pfi mei6ze dochéazi k produkci bunck s
redukovanym poctem chromozoml. Zplozenim potomka dochazi knové, odlisné
(diverzitni) kombinaci alel, ziskanych od otce i od matky.

Pii pienosu genetické informace muize dojit k riznym zméndm, tzv. mutacim.

Mutacemi vznikaji nové formy genii, a tim vytvareji vetsi genetickou variabilitu. Ke



zméndm vyvolanym v disledku faktori vnéjsiho prostfedi mize dojit na tirovni struktury
DNA, pfi transkripci nebo translaci.

Transkripce je proces piepisu genectické informace z vldkna DNA na mRNA
(promediatorova kyselina RNA, ktera nese genetickou informaci, dalezitou pro tvorbu
bilkovin). Translaci se rozumi pieklad genetické informace zmRNA do poradi
aminokyselin v fetézci bilkoviny.

Podle rozsahu genetické informace, které mutace postihuji, se muze jednat o
genové mutace (tykaji se nukleotidové sekvence jednoho genu), chromozomové mutace
(postihuji DNA na urovni chromozomi — zména struktury chromozomu) ¢i genomové
mutace (zptusobuji zménu poctu chromozomi).

Mezi mutace na urovni genu patii inzerce — vloZeni jednoho ¢i vice nukleotidd,
delece — ztrata jednoho nebo vice nukleotidt a substituce — zaména nukleotidt. Rozlisuji se
dva typy substituci tranzice a tranzverze. Tranzici se rozumi zaména purinové bdze (baze
A, G) za jinou purinovou bazi nebo pyrimidinové baze (baze T, C, U) za jinou
pyrimidinovou bazi a tranzverze znamena zaménu purinu (baze A, G) za pyrimidin (baze

T, C, U) nebo naopak.

Tranzice AT na GC Tranverze AT na CG
c ¢ G C A A G MUTACE ¢c ¢ G G A A G
G 6 C G T T C G G C Cc T T C
C ceT replikace GOT Delece
Inzerce v GO A CEOA

c ¢ G T A A G c C G T|A|A G
c ¢ G T A A G
G G C A T T C G G C A|T|T C
i replikace
ﬂ replikace PUvodni sekvence DNA ﬂ P

T A A G c ¢ G T A G

c Cc G ¢C
G G C G

A T T C G G C A T C

Obr. 3 Genové mutace, upraveno dle [6]
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Zmény ve struktufe DNA mohou podminit vznik strukturnich zmén chromozomti.
Mezi takové zmény patii pravé polymorfismus chromozomi, jez je variantou nékterych
chromozomtl, ale neprojevi se na venek (nemaji fenotypovy efekt).

Dalsi pricinou variability populace, kdy nedochézi k vytvoieni novych alel, ale k
formovani novych kombinaci znamych alel, je tzv. crossing-over (rekombinace).
Rekombinace probihd ve fazi meidzy, pii tvorbé gamet (pohlavnich bunék). Mezi
homologickymi chromozémy v tésné blizkosti probéhne vzdjemna zaména tsekii DNA,
naru$i se vazba genil. Pravdépodobnost rekombinace vriistd se vzdalenosti ¢asti DNA na

chromozomech.

Ga_ b a b a b

Obr. 4 Rekombinace, upraveno dle [7]

Mirami genetické variability je polymorfismus a heterozygotnost populace.
Polymorfismus je velké mnozstvi variant gent (alel) v jednom lokusu a je zpusoben
mnohymi mutacemi a zménami v DNA. Udava podil polymorfnich lokust v populaci. Pies
80% polymorfismd, jsou polymorfismy vzniklé na zakladé zdmény jednoho nukleotidu
— jednonukleotidové polymorfismy, znacené SNP (single-nucleotid polymorfism). [9]
Heterozygotnost populace je cCastéji pouzivanou mirou genetické variability, protoze je
presnéjsi a spolehlivéjsi. Stanovi se tim zpisobem, Ze se ur¢i Cetnosti heterozygotnich

jedinct v kazdém lokusu a vypocitd se primér pro vSechny lokusy. Je to tedy primérna

Cetnost heterozygotii v jednotlivych lokusech.
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1.3 Hardyho-Weinbergova rovnovaha (HWE - Hardy-Weinberg
equilibrium)

HWE pfedstavuje nezdvislost alel na danych lokusech mezi homolognimi
chromozomy. Jinymi slovy, znamena, Ze vyskyt alely na jednom homolognim
chromozomu nezavisi na tom, jaka alela se vyskytuje na druhém homolognim
chromozomu. Je specialnim modelem pro predpovéd’ genotypovych cetnosti v populaci.
Vyjadiuje vztah mezi genotypovymi a alelovymi ¢etnostmi.

Tento ptedpoklad (HWE) plati pouze za pfesné danych podminek:
- organizmy jsou diploidni,
- rozmnozovani probiha pohlavni cestou,
- v populaci se nevyskytuje migrace,
- lze zanedbat mutace,
- populace je panmiktickd (pafeni je ndhodné),

- populace je dostate¢né velka.

Faktorem narusujicim platnost H.-W. zdkona mize byt tzv. inbreeding. Pfi inbreedingu
dochdzi k pafeni mezi piibuznymi jedinci, tudiZz je porusen piedpoklad panmixie
(ndhodného pareni). Snizuje se heterozygotnost populace (mira genetické variability).

Jsou-li dané podminky splnény, Ize v populaci stanovit genotypové Cetnosti pro gen se

dvéma alelami.

Oznacime-li p frekvenci alely A a q frekvenci alely q, pak plati, Ze frekvence tii

fenotypl budou nasledujici:

e proAA: p,

e pro Aa: 2pq,

e proaa: 9.
Pro frekvence alel vzdy plati vztah

ptg=1

a pro frekvence genotypil zase

p*+2pg+g’=1

12



Dtlezitym dusledkem HWE je, ze Cetnosti alel v nésledujici generaci zstavaji

stejné (stalé) jako v generaci puvodni.

1.4 Vazebna nerovnovaha

Vyjadiuje nendhodné kombinace alel ve dvou ¢i vice lokusech v populaci a dochézi
K ni napf. vlivem genetické vazby mezi alelami na jednom homolognim chromozomu.
Zpisobuje, Ze zmény v Cetnosti alel na jednom lokusu plisobi na zmény v jiném lokusu.
Vztahuje se i na asociaci vice lokust v tésné vazbé.

Vazebna analyza je piistup, ktery se uziva v rodinnych studiich, které na rozdil od
populacnich asocia¢nich studii, zahrnuji ptibuzné jedince. Testuje spoluvyskyt markeru a

fenotypu nemoci v roding.

1.5 Studie pripadu a kontrol

Populac¢ni asociacni studie mivaji nej€asteji podobu studie ptipadi a kontrol (case-
control study). Probiha tak, ze se nejprve stanovi skupina piipadt (jedincd se sledovanou
nemoci) a tato skupina je pak porovnavana se skupinou jedincti, ktefi nevykazuji danou
nemoc (kontroly). Navic se bere v uvahu, zda byla v takto stanovenych skupindch
v minulosti expozice (vystaveni) potencialnimu rizikovému faktoru. Pokud je expozice
vys$8i mezi ptipady, pak tento faktor mize byt opravdu rizikovym. Pokud je tomu na opak,
muze zase jit o protektivni (ochranny) faktor.

U tohoto typu studie je velmi dileZité precizné stanovit skupinu piipadl. Je tieba
brat v iivahu to, ze ptipady maji reprezentovat celou populaci.

Diilezitou ulohou je také vybrat vhodné kontroly, tzn. takové jedince, ktefi se co
nejvice budou podobat piipadiim, aZ na to, Ze se u nich nevyskytl sledovany znak. Vybér
kontrol je komplikovany, jelikoZ jedinci, ktefi nevykazuji sledovany znak, mohou mit jiné
zdravotni potize, coz miize byt zavadéjici.

Zavadejici faktor (confounding factor) je definovan jako proménna, ktera souvisi

s expozici a je v pfimém ¢i nepfimém vztahu k nasledku. Napt. zkoumame-li asociaci mezi
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expozici — uzivani alkoholu, a znakem — hladinou cholesterolu, matoucim faktorem miize
byt koufeni. Souvisi se sledovanym znakem a zdroven se vice vyskytuje u jedinct
pozivajicich ve velké mife alkohol. Matouci faktor se neobjevuje jako mezikrok v pfi¢inné
posloupnosti (causal pathway) k nemoci. Neuvazeni zavadgjicich faktori muze vést

k chybnému zavéru o sledované asociaci.

[ Zavadéjici faktor ]

[ Expozice

—
A
v

[ Nasledek ]

Obr. 5 Zavadgjici faktor, upraveno dle [14]

Jednou z nejuzivangjSich metod k potlaceni zavadgjiciho faktoru v piipadé
kategorialnich dat, je stratifikace. Cely soubor rozdélime na skupiny (strata), uvniti nichz
je potencialni matouci faktor neménny. Asociaci spocteme jednotlivé v kazdé skupiné, pak

vypocteme ukazatel asociace vazenym prumérem ukazatelti jednotlivych skupin.

1.6 Typy vyzKkumi

Populac¢ni asociacni studie mohou byt rozdéleny do téchto Ctyt kategorii: kandidatni
polymorfismus, kandidatni gen, detailni mapovani, celogenomova studie.

Studie kandidatniho polymorfismu jsou vyzkumy asociaci genotyp — znak.
Polymorfismus je zde definovan jako genetickd varianta v jednom lokusu, ktera se
vyskytuje minimalné v 1% populace. Cilem je testovat vyskyt asociace a hypotézu, Ze
dany polymorfismus (SNP) nebo vice polymorfismi ovliviiuji znak ptimo (jsou funkéni).

Ve studiich kandidatnich genii se vyzaduje urCeni vice SNP v ramci genu. Vybér
SNP zalezi na vazebné nerovnovaze. Pfredpokladem téchto studii je, Ze tyto vybrané¢ SNP

zachycuji informaci o genetické variabilité genu, ackoli nemusi piimo ovliviiovat znak
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(nemoc), tj. nemusi byt nutné funkéni. Tyto SNP nejblizsi k lokaci varianty podmiiiujici

nemoc se nazyvaji markery, jsou asociovany s variantou, ktera nemoc pusobi.

o

Lokus varianty zpUsobujici nemoc

Obr. 6 Markery, upraveno dle [1]

Cilem studii, nazyvanych detailni mapovani, je v genomu S vysokou mirou
presnosti urCit umisténi varianty zplsobujici nemoc. Znalost tohoto umisténi umoziuje
vyhnout se studiim zalozenych na lokusech markert.

Posledni typ studii, celogenomova studie, je zaméfena na zkoumani genetickych
variant v celém genomu - souboru vsech struktur nesoucich genetickou informaci ve formé
DNA (genom c¢lovéka obsahuje ptes 20 000 gent [15]). Celogenomova studie je navrZzena
tak, aby identifikovala asociace s pozorovanymi znaky a uréila tak znamé sekvence DNA

— markery pro vyskyt nemoci. Pro celogenomové vyzkumy je tieba vétsi pocet SNP.

1.7 Zpracovavana data

V prubéhu dalsiho textu budu uzivat ke zpracovani v systémech R (volné stazitelny
na strankach http://r-project.org/) a SAS (produkt spolecnosti SAS Institute,
http://www.sas.com) vefejné dostupna data, ktera lze najit na webové strance
http://people.umass.edu/foulkes/asg/data/FMS_data.txt. Jedna se o funkéni SNP

asociované s velikosti a silou svali. Data byla shromazdéna za ucelem identifikace
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rozhodujicich Ciniteli velikosti a sily kosterniho svalstva ptfed a po cviceni (cvieni po
dobu 12 tydnl). Soubor obsahuje data od 1397 jedinci (dobrovolnikti =z tad
vysokoskolskych studentt), celkem 225 SNP.

V souboru dat jsou genotypy SNP v genech a jsou zahrnuty i dalS$i proménné
(covariates) jako je obdobi studijniho roku (semestr) - term (1 - jaro, 2 - 1éto, 3- podzim),
pohlavi (Gender), v€k (age), rasa (race), %-ni zména sily dominantniho deltového svalu
pied a po cviceni (DRM.CH) a %-ni zména sily nedominantniho deltového svalu pied a po

cviceni (NDRM.CH).

16



2 Kontingenc¢ni tabulky pro binarni znak

2.1 Pomér Sanci (odds ratio)

Pomér Sanci je dan jako pomér mezi Sancemi vyskytu jevu (onemocnéni) v exponované
populaci a neexponované populaci.

Sance vyskytu (pravdépodobnost) jevu v exponované populaci je rovna

P(DT|E™)

FiEHy —
O(DTIET) = 1-P(D+|E*)’

Podobné¢ Sance vyskytu jevu v neexponované populaci

fip— _ _POYIET)
O(DTIET) = 1-P(D+|E™)’
Pomér Sanci definujeme jako
P(DT|ET)
__O(*IEY)Y _ 1—p(DT[ET)
OR = o(*|E~) ~ _POFET) @
1-P(DF|ET)

kde
D" znagi vyskyt nemoci,
D nepfitomnost nemoci ,
E* expozici faktoru,

E~ neexponovanou populaci.

Uvazujme, Ze budeme zkoumat asociaci mezi genotypem jedince a vyskytem
nemoci. Jak uz jsem se zmiflovala, genotyp SNP miiZe byt dominantné homozygotni (AA),
heterozygotni a recesivn¢ homozygotni (aa). V pfipad€, Zze se jedna o binarni znak,
mizeme data shrnout do kontingen¢ni tabulky typu 2 x 3, kde njj znamena pocet jedinci,

proi=12aj=1,23.
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Genotyp
aa Aa AA
+ N1 Ni3 Ny
Znak M
- Ny1 Noo N23 ny,
N1 N> N3 n

Pocet jedinct, u kterych se
projevila nemoc a vykazuji
genotyp aa

V genetice se nejcasteji po¢itd pomér Sanci vSech genotypu ve vztahu ke genotypu

AA, tzn. ORgaa @ ORpaaa . Vypocet (dle vztahu (1)) bude vypadat takto

(n11/n4)/(nz1/n4)
OR = .
aa.AA (n13/n3) /(nz3/n3)

Po zkraceni dostaneme

ORaa,AA = ~11°2 2)

nz1n13

Podobné pro pomér Sanci genotypu Aa vzhledem k AA

OR _ (n12/n3) /(nzz2/n2) _ nyynys
ABAA= (n13/n3) / (n23/n3) nyyng3

Vysledek nam tika, kolikrat vyssi je Sance vyskytu nemoci u exponované populace

nez u neexponované populace. Expozici se zde pfitom rozumi dany genotyp.

2.1.1 Pomeér sanci vR

V systému R Ize pomér Sanci jednoduSe spocitat pomoci funkce oddsratio () z

balicku epitools nebo piimym vypoctem z definice.

Pro data v tabulce 1 vypocitame pomér Sanci ORy, aa pfimo dle definice.
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aa Aa AA celkem
znak + 332 164 215 711
znak - 230 262 225 717
celkem 562 426 440 1428
Tabulka 1

Data usporadame do matice pomoci funkce matrix () , kde volba nrow indikuje
pocet fadk matice a volba byrow zadava, Ze zadana data se budou nacitat do fadka, nikoli
do sloupct, jak by tomu bylo, kdybychom tento ptikaz vynechali. Funkci colnames ()

zadavame nazvy sloupcii, funkci rownames () zase nazvy radku.

> data=matrix(c(332,164,215,230,262,225) ,nrow=2 ,byrow=T)
> colnames (data)=c("aa","Aa","AA")
> rownames (data)=c("znak+", "znak-")
> data
aa Aa AA
znak+ 332 164 215
znak- 230 262 225

Spocitame pomér Sanci genotypu aa vzhledem ke genotypu AA, tedy OR,, aa dle vztahu

).

> or.aaAA=(data[l,1]*data[2,3])/(data[2,1]*data[l,3])
> or.aaAA
[1] 1.510617

Vysledek vypovida, ze Sance vyskytu nemoci u exponované populace je ptiblizné 1,5-krat

vyss$i nez u neexponované populace (expozice = dany genotyp).

2.1.2 Pomeér Sanci v systému SAS

Pro Ctyipolni kontingenéni tabulky, které vzniknou vyloucenim jedné z variant
genotypu, napf. kombinace alel Aa (heterozygot), lze vypocitat pomeér Sanci

prostiednictvim tulohy Table Analysis v sekci Describe SAS Enterprise Guide (SAS EG).
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Vhodné uspotfadani dat pro ulohu Table Analysis je ve formatu kategorialnich
proménnych pro znak (varianty napt. 1 = pfitomnost znaku, 2=nepfitomnost znaku) a pro
genotyp (varianty 1 = aa, 2 = Aa, 3 = AA) a Cetnostni proménné. Pro data z ptikladu

feSen¢ho v systému R vypada takovato datova mnozina napft. takto

@ znak @ alela @ pocet
1 1 1 332
2 1 2 164
E 1 3 il
4 | 2 1 230
5 | 2 2 262
6 2 3 225
Obr.7

a lze ji ziskat napft. prostfednictvim kodu:

data oddsRatio;
input znak alela pocet;
datalines;

332
164
215
230
262
225

NN PR
WN P WwWN -

run;
Po tpravé (napt. dotazem vytvorenym nastrojem Query Builder - volba Filter and
Query... v menu Data), tj. vyloucenim varianty ,,Aa* v proménné alela a Upravou

formatu této proménné ziskame vstupni datovou mnozinu pro ulohu Table Analysis (viz
obr. 8).

iizd) znak lizd alela @ pocet |
1 1 aa 332
2 1 A 215
3 | 2 aa 230
4 2 Ay 225

Obr.8

V uloze Table Analysis nastavime role jednotlivych proménnych tak, jak je
uvedeno na obr. 9.
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Table Analysis for QUERY_FOR_ODDSRATIO_0000

Task Roles
Tables
Cell Statistics Wariables to assign: Task roles: A~
Table Statiztics Mame Frequency count [Limit: 1]
Azzociation @ snak @ pocet .
Agreement @ Group analyzis by
N @ alela -
Ordered Differences @ pacet {5 Table variables
Trend Test @ alela
Computation Options @ zhak.
Results
Cell Stat Results LS
Table Stat Results
Titles
A
The selection pane enables you to choose different sets of options for the task.
B[ swe ) [ Corn ] (e

Obr. 9

Dale v sekci Tables vytvoiime tabulku pro analyzu kombinaci sloupcové proménné
alela a fadkové znak (viz obr. 10).

Table Analysis for, QUERY_FOR_QDDSRATIO_0000

Task Roles Tables
Tables
Cell Statistics Wariables pemitted in table: Previes:
Table Statistics
Aszociation
Agreement
Ordered Differences
Trend Test
Computation Options
Results
Cell 5tat Results
Table Stat Results D
Titles Tables to be generated:

<select to begin defining a new table> |

The selection pane enables you to choose different sets of options for the tazk.

=

alela

znak

£

Bun ” Save ] I Cancel ] [ Help

Obr.10

V sekci Table Statistics a podsekci Association nastavime vypocet poméru Sanci
zaSkrtnutim prvni volby v ¢asti Measures of association (obr. 11).
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i Table Analysis for QUERY FOR_ODDSRATIO_0000

Table Statistics > Association

Task Roles
Tables
Cell Statistics Tests of azsociation Measures of aszociation
Table Statistics Measures _
Chi-zquare tests [Including relative risk and odds ratio for 2 = 2
O [Including Pearzon, likelhood ratio and tables]
Agreement Mantel-Haenszel chi-square tests and
Ordered Differences Fisher's exact test for 242 tables) [] Exact pvalues and confidence bounds odds ratio
Trend Test
Computation Options [ Test that the measure equals zero
Results X [ Risk differences for 2 » 2 tables
Cell Stat Results [] Eisher's exact test for r # ¢ tables
Tahle Stat Results [ Relative risk for 2 = 2 tables
Titles

Cochran-Mantel-Haenszel statistics
Usge the Computation Options page to:

Bun H Save ] [ Cancel ] [ Help

Ve vystupu tlohy potom vidime vlastni kontingen¢ni tabulky pro vybrané varianty
genotypu a vypocteny pomér Sanci OR,a aa (0br. 12).

Frequency Table of znak by alela

Col Pct
alela

mak aa AA - Total Estimates of the Relative Risk (Rowl/Row2)

1 332 215 547 Type of Study Value | 95% Confidence Limits
5907 4886
Case-Control (Odds Ratio) 1.5106 11748 19424
2 230 225 455
4093 5114 Cohort (Coll Risk) 1.2007 1.0722 1.3446
Total 562 440 1002 Cohort (Col2 Risk) 0.7948 0.6913 0.9139
Obr. 12

2.2 Pearsonuv x2 - test

’ 2 ) . . r v , ,
Pomoci Pearsonova y° — testu nezavislosti testujeme nulovou hypotézu, Ze nahodna

veli¢ina (znak) a expozice (genotyp) jsou nezavislé, tj.
Ho: OR =1.

Dulezitym predpokladem pro pouziti tohoto testu je, ze mame k dispozici

dostate¢né velky vybér z populace a nejmensi Cetnost v kontingencni tabulce spliuje
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podminku n;; > 5, i=1,..,1, j=1,..,s, kde i a j jsou varianty statistickych znakti uspofadanych
do kontingen¢ni tabulky. Pokud neni tento piedpoklad splnén, neni uziti Pearsonova testu
vhodné a upfednostnime misto n¢j tzv. Fishertv exaktni test.

Pti aplikaci Pearsonova XZ testu postupujeme tak, ze odvodime ocekavané Cetnosti
Eij, 1=1,..,r, j=1,..,8, za piedpokladu nezavislosti genotypu a znaku. Dostaneme je tedy tak,

ze vynasobime pravdépodobnosti genotypu a znaku a pod€lime rozsahem vybéru, tj.

kde i=1,..r, j=1,..,s a n je celkovy pocet pozorovani (jedincit), tj. rozsah vybéru.
Pozorované Cetnosti ozna¢ime jako ndhodnou proménnou Ojj, za kterou potom
V konkrétnim ptipad¢ dosazujeme hodnoty cetnosti njj.

Testova statistika Pearsonova XZ testu je obecné déna predpisem

_ (0y=Ey)°
X = ?=1Zf=1jE—UJ~X(r—1)(s—1)

Statistika ma asymptoticky Xz rozdéleni o (r-1)(s-1) stupnich volnosti, kde r piedstavuje
pocet tadkli a s pocet sloupcit kontingenc¢ni tabulky. Pokud vypoctend hodnota testovaci
statistiky spliiuje podminku

)
X" Z Xe-ns—n1— D,

kde X%r—l)(s—l)(l —a) je (1-o)-kvantil rozdéleni Xz(r - 1) - 1), hypotézu Hp zamitdme na
hladin¢ vyznamnosti o (obvykle 0,05 nebo 0,01).

Misto porovnani hodnoty testovaciho kriteria s kritickou hodnotou (kvantilem)
muzeme pouzit téz p-hodnoty, kterd byva vyuzivana zejmena pii praci se softwary.
P-hodnota je pravdépodobnost, s jakou testovaci statistika nabyva hodnot vice svédc¢icich
proti testované hypotéze, udava mezni hladinu vyznamnosti, pfi které bychom hypotézu
jesté zamitali. Pokud je p-hodnota mens$i nez stanovena hladina vyznamnosti a, hypotéza

Ho se zamita.
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2.2.1 Pearsoniiv x2 test v systému R

Ptedpokladejme, ze chceme zjistit, zda existuje asociace mezi nekterym SNP
v genu esrl a BMI (body mass indexem) vétSim jako 25 na zaklad¢ dat, ktera méame
k dispozici.

Zacneme specifikaci umisténi dat. Objekt £ms bude proménna uchovavajici URL
odkaz na umisténi souboru s daty na internetu. Stejn¢ tak 1ze pouzit i odkaz na umisténi
souboru s daty na disku poéitace, tzv. cestu, at’ uz relativni (za¢ina v aktualnim pracovnim

adresafi) nebo absolutni (zacina oznaenim diskové jednotky pocitace).

> fms = "http://people.umass.edu/foulkes/asg/data/FMS_data.txt"

Nasledné pouzijeme k vlozeni dat do R funkci read.delim(), ktera slouZzi
K nac¢itani dat oddélenych specifikovanym oddélova¢em, nejéastéji ¢arkou — soubory ve
formatu CSV (Comma Separated Value). Specifikaci header = T urcime, ze prvni
fadek souboru bude obsahovat nazvy proménnych, tzv. hlavicku. Volba sep="\t"

znamena, ze vkladame data, kde oddélovacem je tabulator.

> fms = read.delim(file=fms, header=T, sep="\t")

Ur¢ime nazvy vSech SNP genu esrlprostfednictvim funkce names (), kterd vraci
nazvy proménnych v objektu a funkce substr (), ktera nalezne podietézec v zadaném

fetézci.

> NamesEsrlSnps = names (fms) [substr (names (fms) ,1,4)=="esrl"]

> NamesEsrlSnps

[1] "esrl rs1801132" "esrl rsl042717" "esrl rs2228480" "esrl rs2077647"
[5] "esrl rs9340799" "esrl rs2234693"

Zapis substr (names (fms) ,1,4)=="esrl" znamena porovnani
»=="..rovnost) prvnich ¢tyi (1.. prvni znak podfetézce=1, 4..poCet znakl podietézce=4)
znakl kazdého fetézce z vektoru nazvi, ktery vraci funkce names () aplikovana na objekt
fms, sietézcem ,esrl“. Vysledkem tohoto porovnani je vektor logickych hodnot

(TRUE..pravda, FALSE..nepravda), ktery poté slouzi k vybéru vyhovujicich prvki
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Z fetézce nazvi proménnych. V nasem piipadé vyhovuje této podmince celkem Sest
proménnych, jak je vidét, kdyz zobrazime hodnotu proménné NamesEsr1Snps.
Genotypovou matici nyni mizeme definovat vybérem sloupci (druha dimenze
objektu fms, proto je podminka vybéru uvedena az za znakem”,”, vynechani vybéru
Vv prvni dimenzi znamend, ze vybirame vSechny fadky objektu fms), které odpovidaji

nazvam esrl SNP.

> fmsEsrl = fms[,is.element (names (fms) ,NamesEsrlSnps) ]

Funkce is.element()je jednou ztzv. informac¢nich funkci, které vraceji
logickou hodnotu pro kazdy prvek objektu, ktery je zadan jako jejich prvni argument.
V nasem piipadé prohledavame prvky vektoru nazvii proménnych v objektu fms a
porovnavame je s ndzvy uloZenymi v proménné NamesEsr1Snps, kterd je uvedena jako

druhy parametr.

Jako znak nadefinujeme skuteCnost, kdy BMI (body mass index, proménna
pre.BMI) > 25 Funkce as.numeric () patii mezi konverzni funkce, které slouzi ke
konverzi formatt objektt. V tomto piipadé konvertujeme logickou hodnotu TRUE nebo

FALSE na ¢islo 1 nebo 0.
> Trait = as.numeric (pre.BMI>25)

Nésledné nadefinujeme funkci newFunction, kterd vypiSe tzv. p-hodnoty generované

prosttednictvim Xz-testu, tedy funkce chisq. test().

> newFunction = function (Geno) {

+ ObsTab = table(Trait,Geno)

+ return (chisq.test (ObsTab) $p.value)
+}

Funkce table () vytvafi tabulku Cetnosti. V nasem ptipadé kontingenéni tabulku
Cetnosti znaku Trait (BMI > 25) a znaku, ktery bude do funkce pfedan jako parametr

Geno. Tyto proménné by mély mit stejnou délku (neznamena to vsak stejny pocet variant
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znaku). Zapis chisq.test (ObsTab) $p.value)znamend, ze ztzv. navratové
hodnoty funkce chisq.test() chceme pouze tu cCast, kterda je oznaCena jako
p.value (odpovida p-hodnoté y° testu aplikovaného na konkrétni data).

Vytvotenou funkci pouzijeme na sloupce, jejichz nazev je ulozen v proménné
fmsEsrl. Vyuwzijeme ktomu funkci apply (), kterd aplikuje funkci
newFunction (3. parametr) na sloupce (2.sloupce, 1.fadky) objektu

fmsEsrl (1. parametr).

> apply (fmsEsrl,2,newFunction)

esrl rsl1801132 esrl rsl042717 esrl rs2228480 esrl rs2077647 esrl rs9340799
0.4440720 0.0264659 0.1849870 0.1802880 0.1606800
esrl rs2234693

0.1675418

Na zéklad¢ vysledkl, vidime, Ze je pravdépodobné asociace mezi druhym SNP
(esrl_rs1042717) a BMI. U této proménné je p-hodnota y* testu nezavislosti mensi

neZ stanovena hodnota hladiny vyznamnosti 0,05).

2.2.2 Pearsoniv x2 test v systému SAS

Ptedpokladejme, ze mame vytvofenou datovou mnozinu, kterd obsahuje pouze
proménné id, esrl rsl1801132, esrl rsl042717, esrl rs2228480,
esrl rs2077647, esrl rs9340799, esrl rs2234693 a proménnou Trait,

ktera vznikla na zakladé podminky pre . BMI>25 (obr. 13).

@ id A es_s18011324 esl_rs1042717)A) esrl_rs2228480/0) esrl_rs2077647 8 esrl_rs9340799|7 esrl_rs2234633{@  Trait

1 Tlca GG GG GG GG £ [
2 7 Ch BA BA B, b4 T 1
3 3 a GG GG AG e T 0
1 4cc GG BA 4 b4 c 1
5 5 C6 GG GG B 5 T 0
6 B CC GG BG GG 4G T 0
7 T GG GG B 53 T 0
8 8 C6 GG GG b4 T

] 4 C6 GG GG B b4 T 0
10 10t GG BA B Ba T

1 11 GG e e b6 T

12 i2cc GG ) B ba T 0
13 13 06 GG BG e o6 T 0
14 14 cC GG GG GG GG cc 0
15 15

16 18 CG BA BA B b4 c 0
17 1700 GG GG GG GG e

18 18 C& GG e B, b4 c

Obr. 13



Pearsontv y° test miiZeme opét realizovat prostfednictvim ulohy Table analysis

jako u poméru Sanci. Nastaveni roli provedeme dle obr. 14.

ble Analysis for IMPW

Computation Options
Results

Cell Stat Results

Table Stat Results

Ay esrl_rs2228480
iy ear)_rs2077647
i earl_re9340793
iy earl_rs2234E92

Task Roles Task Roles

E::Ijlsefatishcs Wariables to assign: Task rolgs:

Table Statistics Name Frequency count (Limit: 1]
Azsociation @ id Group antalysls =1}
g?::::legliffarences @ earl_re1801132 @ NG i
Trond Tent iy el s 1042717

A es_is2228480
@ esrl_s2077647
@ esrl_1z9340799

@ el_rz2234693

@ Trait

Tiles @ Trat

The variablez that you azsign to thiz roke are used to create two-way to neway frequency and crosstabulation
tables. Statistice are computed for the table variables. You must assign at least two variables to this role.

Na one-way tables can be defined.

Cancel ] [ Help

Obr. 14

V sekci Tables miizeme nadefinovat kontingen¢ni tabulky pro vSechny vybrané
SNP (obr. 15).

ble Analysis for IMPW

Task Roles Tables
Tables
Cell Statistics Wariables permitted in table: Preview:
Table Statistics
Azsocistion @ssr17r51501 12 estl_rs1042717
P Ahesrl_rsz07Ted7
Oicered Diferences | | 4esr_rs22284a0
Trend Test @asrl_rsz?ﬂ%%
Computation Options Ay esrl_rs3340799
Results -
Cell Stat Results )
Table Stat Results =
Titles
Tables to be generated:
Trait by esr1_rsi042717
Trait by esrl_rs1801132
Tralt by esrl_rs2077647
Trait by esr1_rs2228480
Trait by esrl_rs2234693
Trait by esrl_rs9340799
<select to begin defining a new table
T B S |

Obr. 15
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V sekci Table Statistics, podsekci Association, c¢asti Test of association
zaSkrtneme prvni volbu Chi-square tests (obr. 16).

=i Table Analysis for QUERY 8798

Task Rales Table Statistics > Association
Tables o —
Cell Statistics Tests of association Measures of association
Table Statistics Measures L .
AeaReTn Chi-square tests [ fineluding relative risk and odds ratio for 2 £ 2
(Inchuding Pearsan, likeihood ratio and tables)
Agreemenl. MantelHaenszel chi-square tests and
Ordered Differences Fisher's exact test for 242 tables)
Trend Test
Computation Options [] Exact pvalues
Fesults . |:| Rizk differences for 2 2 tables
Cell Stat Results D Fisher's exact test for r « c tables
Tahle Stat Results [ Relative risk for 2 » 2 tables
Titles

Cochran-Mantel-Haenszel statistics
Use the Computation Options page to:

[ CHH statistics o i
Set a time limit on the computation of exact

Score lype: Table prvaluss
Select the score tppe for CMH statistics

Calculates the chi-square tests of homogeneity or independence and measures of association based on -
chi-square. The tests include the Pearson chi-sguare, likelihood-ratio chi-sguare, and Mantel-H aenszel
chi-gquare. For 2:2 tables, this test includes Fisher's exact test and the continuity-adjusted chi-square. For ~

R | B | N | T

Pro SNP napi. esrl _rs1042717, u kterého jsme zpracovanim v R zjistili
moznou zavislost, pak ve vysledcich najdeme kontingenéni tabulku i p-hodnotu
Pearsonova testu (viz obr. 17) a zjistime, ze p-hodnoty v obou softwarech vyjdou podobné,

tedy je mozna zavislost mezi timto SNP a znakem (BM1 > 25).

Statistics for Table of Trait by esrl_rs1042717

Et;)elli;lce‘nry Table of Trait by esrl_rs1042717 Statistic DF  Value Prob
esrl_rs1042717(esrl_rs1042717)
Chi-Square 2 7.2638 0.026e5
Trait(Trait) AA GA GG Total
Likelihood Ratio Chi-Square 2 69448 00310
1] 30 246 380 656
50.00 65.43 67.38 Mantel-Haenszel Chi-Square | 1 4.4921 0.0341
1 30 130 184 344
50.00 34 57 3262 Phi Coefficient 0.0852
Total 60 376 S64 1000 Contingency Coefficient 0.0849
Frequency Missing = 398 Cramer's V 0.0852

Obr. 17
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2.3 Fisheruv exaktni test

Jak uz bylo feCeno, uziti Fisherova exaktniho (faktorialového) testu je vhodnéjsi,
pokud méame maly rozsah vybéru n nebo je nejmensi cetnost v kontingencni tabulce mensi
nez S.

Pti aplikaci Fisherova exaktniho testu postupujeme tak, ze nejprve vypiSeme
vSechny = moZnosti kontingenc¢nich tabulek, pfi danych marginalnich
¢etnostech ny,n,,n,n,.

Nésledné u nich vypocteme hodnoty pravdépodobnosti P

p= P(nii,nip,nz1,n22)  nglng!nginy!
R n!nn!nlz!n21!n22!

A hodnoty logaritmickych interakci o, dle vztahu

8 — lnpll P22 ’
P12P21

pricemz soucet vSech pravdépodobnosti P musi dat 1.

Provedeni testu nezavislosti hypotézy

H0:8: 0 (3)

pii oboustranné alternativé Hy: 8# 0 probihd tak, ze secteme pravdépodobnosti P
vSech tabulek, u nichz absolutni hodnota logaritmické interakce je vétSi nebo rovna
absolutni hodnoté logaritmické interakce vychozi kontingen¢ni tabulky.

Pokud je vysledny soucet mensi jak stanovend hladina vyznamnosti a, zamitime H, (3),

tudiz neni prokézana asociace mezi sledovanymi znaky.

2.3.1 Fishertiv exaktni test v systému R

Budeme nas opét zajimat asociace mezi SNP esrl genu a BMI > 25. Vytvofime
funkci, ktera vypocita p-hodnoty Fisherova exaktniho testu asociace mezi kazdym SNP a

znakem (BMI). Fishertiv exaktni test provadi funkce £isher. test ().
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> newFunction = function (Geno) {
+ ObsTab = table(Trait,Geno)
+ return (fisher.test (ObsTab) $p.value)

Tuto novou funkci aplikujeme na sloupce esrl, tj. sloupce objektu £fmsEsr1, opét

pomoci funkce apply ().

> apply (fmsEsrl, 2,newFunction)
esrl rsl1801132 esrl rsl042717 esrl rs2228480 esrl rs2077647 esrl rs9340799
0.46053113 0.02940733 0.18684765 0.17622428 0.15896064
esrl rs2234693
0.16945636

P-hodnoty Fisherova exaktniho testu jsou srovnatelné s p-hodnotami 4 testu. Stejné
jako u y? testu vysledek naznacuje asociaci mezi druhym SNP a BMI > 25 (zde je
p-hodnota mensi jak a = 0,05).

2.3.2 Fishertiv exaktni test v systému SAS

Analogicky jako pro Pearsonilv test nezavislosti, vyuzijeme v prostiedi SAS EG
ulohu Table Analysis. Pii zadavani postupujeme stejné jako u y° testu, pouze v sekci
Table Statistics, podsekci Association zaskrtneme volbu Fisher’s exact test for r x ¢
tables (obr. 18).
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(& Table Analysis for IMPW.

Task Rales Table Statistics > Association
Tables
Cell Statistics Tests of association Measures of association
Table Statisti Measures
= ':830:;:2; Chi-square tests [ Including relative risk and odds ratio for 2 % 2
O [Including Pearson, likelihood ratio and tables]
Agleement. Mantel-Haenszel chi-square tests and
Ordered Differences Fisher's exact test for 252 tables]
Trend Test
Computation Options
Results el o
Risk differences for 2 » 2 tables
Cell Stat Results Fisher's exact test for r = ¢ tables D -
Table Stat Results [ Relative risk for 2 2 tables
Titles

Cochrar-Mantel-Haenszel statistics
Usze the Computation Options page to:

[ CMH statistics o .
Set a time limit on the computation of exact
Score type: Table prvalues
Select the score ype for ChH statistics

Calculates the chi-zquare tests of homogeneity or independence and measures of association based on
chi-square. The tests include the Pearson chi-square, likelihood-ratio chi-square, and Mantel-Haenszel
chi-zquare. For 2:2 tables, thiz test includes Fisher's exact test and the continuity-adjusted chi-square. For

Ll

v

[ Bun ][ Save ] [ Cancel ] [ Help

Obr.18

Pro SNP esrl rs1042717, u kterého vypoctem v systému R vysla p-hodnota
znacici zavislost mezi timto SNP a znakem, nalezneme ve vysledcich podobnou p-hodnotu
Fisherova exaktniho testu 0.0294 (obr. 19).

Fisher's Exact Test

Table Probability (P) 1.857E-04

Pr==P 0.0294

Obr. 19

2.4 Korelace

Termin korelace je ¢asto pouzivan ve smyslu zévislosti mezi dvéma proménnymi.

Pro vypocet korelace se uziva Pearsontiv a Spearmantiv korela¢ni koeficient.

31



Pearsontiv korela¢ni koeficient vyjadfuje linearni zavislost dvou nahodnych
spojitych veliéin X,Y. Muze nabyvat hodnot z intervalu (—1,1). Pokud jsou nahodné
veli¢iny X,Y normaln¢ rozdélené a korelacni koeficient rovna 0 (jejich kovariance je
nulova), neni mezi X,Y linearni zavislost. Musime si vSak uvédomit, ze zavislost muze
existovat i jina nez linearni.

Pearsontiv korelacni koeficient mezi ndhodnou veli¢inou X a Y se vypocita dle

vztahu
Sxyy E(XY)—EX)E(Y)
JS;S; VEXD-EZX)(ENYD)-EZ(Y))

p XY =

Pokud sledujeme dva znaky, které nabyvaji dvou ruznych variant, napt. vyskyt
nemoci vzhledem ke genotypim AA,aa a Aa, mizeme moznosti shrnout do Kontingenéni

tabulky typu 2x2

AAaa Aa
Nemoc se vyskytuje nyq ni, ng
Nemoc se nevyskytuje nyq n,, ny
ny n, n

a pocitame tzv. vybérovy korela¢ni koeficient takto

— N11Np2— Ny2N2g

Fxy 41NN 102
Ixy = -1 Ixy = 1
+
4+
s AR
+§ ot
+ <+ + <+
+ + <+
4+ +
+ +
bt ¥,
+ + .

Obr. 20 Linearn¢ zavisla data, upraveno dle [15]
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Spearmantiv korela¢ni koeficient je neparametrickd metoda zjisténi korelace,
zalozend na potadich jedinct uspotadanych dle velikosti, vzhledem ke dvéma sledovanym
veli¢indm.

Uziva se v piipadé, ze je narusen pfedpoklad normality nebo nemtzeme-li hodnoty
nahodnych velicin pfesné zjistit, ale mame k dispozici potadi veli¢in Q (poradi jedinct dle
prvni veli¢iny) a R (pofadi jedinct dle druhé veli¢iny). Jsou-li si tato potadi podobna, znaci
to zavislost mezi nahodnymi veli¢inami.

Spearmantiv korelacni koeficient vypocitdime za pomoci diferenci d; = Q; - R;,
i =1,..,n podle vztahu

6

— 2
rs=1- s 2ic1 di

Spearmantv korelaéni koeficient rovnéz nabyva hodnot mezi -1 a 1 a pokud je

roven 0, naznacuje, ze mezi sledovanymi veli¢inami neni linearni zavislost.

2.5 Cochran-Armitage test (test trendu)

Test trendu uZivame k odhaleni linearniho trendu. Pfedpokladem pro uZiti
Cochran — Armitage testu je, Ze veli¢iny v kontingenéni tabulce jsou ordinalni (zalozené na
uspotadanych kategorii, napt. expozice nizka, stfedni, vysokd). Pokud je veli¢ina spojita,
muzeme test trendu pouzit, pokud ji pfevedeme na ordinalni, tzn. vhodné usporadame do
kategorii. Musime vsak brat v iivahu, Ze pocet kategorii by nemél byt piilis velky, jelikoz
k testovani linearniho trendu se uziva statistika XZ testu, a mohlo by se stat, Ze v kategoriich
klesne obsazeni tak, ze bude porusen piedpoklad minimalni Cetnosti Ei > 5, i=1,..,r,
J=1,...s.

Pro jednoduchost se omezime na piipad s obecné k ordinalné uspotfadanymi

kategoriemi expozice a dvéma kategoriemi nasledku.

Uvazujme, ze budeme zkoumat vztah mezi expozici (genotypem) a vyskytem
nemoci. Genotypy muzeme pievést do tii (k = 3) uspotfadanych kategorii na zakladé pocétu

alely A, tj.
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AA -2,
Aa -1,
Aa -0.

Hodnoty cetnosti genotypu a znaku (napt. nemoci) shrneme do kontingenc¢ni tabulky pro

test trendu.
Podil
) Nemoc + Nemoc — o
Kategorie Skor Celkem jedincu se
(ptipady) (kontroly)
znakem

0 Xo Yo No — Yo No Yo/No
1 X1 Y1 Nt —Y1 Ny yi/ng
2 X2 Y2 N2 — VY2 Ny Yalny

V kazd¢é kategorii se predpokldda binomické rozdéleni poctu nasledkli (pfitomnosti
nemoci).

Pravdépodobnost Ze v V i-té kategorii nastane znak (vyskytne se nemoc) je

i = o + Bx;,
kde i =0,1,2 a X; jsou skory.

Skory kvantifikuji postaveni kategorie v kontextu ostatnich. Mohou jimi byt stiedy
tfid (napf. median) nebo je volime symetricky kolem nuly (-1,0,1), popfipad¢ jako potadi
1,2, 3).

Testem linedrniho trendu testujeme nulovou hypotézu, zZe smérnice piimky je rovna

0 (neexistuje linearni zavislost)
Ho: B = 0. 4)

Postupujeme podobné jako u linedrni regrese a dostaneme odhady
pravdépodobnosti
m;=a+ bx; .
Odhad smérnice  vypocteme takto

b= ZiZ:O n;(p;—P) (x—%)

2 2
Yiconi(xi—X)
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kde p je celkovy podil piipadu p=

a X vypocitame dle vztahu X ===""1
pricemz n je celkovy pocet jedinct, zahrnutych do studie.
Absolutni ¢len a dopocteme dle vztahua =p - bx .

Nyni muzeme porovnat p; sodhadem ;. Pokud jsou si hodnoty v kategoriich
blizké, muzeme predpokladat linearni zévislost m; na hodnotach x;. Na&s§ predpoklad

ovéiime testovou statistikou testu dobré shody

2 2
2 _ Zizoni(p;—1) 2
X linearita 5(1-p) X k-2-

Za platnosti naseho predpokladu existuje linearni asociace mezi m; a Xj, i1 = 1,...,k.
Nyni mtizeme piejit k testovaci statistice Cochranova-Armitageova testu a ovefit,
zda linearni trend je statisticky vyznamny, vratime se tedy k hypotéze (4).

Za ptedpokladu, Ze plati nulova hypotéza (4), pak plati

2 2
b ylomi—®° 2

2 ..
smérnice = = = 1.
X p(1-p) X

Je-li hodnota testovaci statistiky rovna nebo v&tsi jak y*(1-a), zamitdme nulovou

hypotézu ve prospéch hypotézy alternativni, Ze linearni trend je vyznamny.

2.5.1 C-A test v systému R

C-A test se aplikuje pomoci funkce independence_test () z balicku coin.
V piikladu se zamétime na asociaci mezi esrl _rs1042717 SNP a BMI (binarni

znak BMI < 25, BMI > 25).
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Zatneme nainstalovanim potfebného balicku coin. Mizeme postupovat
prostiednictvim nabidky Packages, a volby Install Package(s)... spolu
svolbou Load package... nebo pouzit funkci install.packages () a funkci
library (). Prvni volbu (resp. funkci) pouzijeme jen jednou — slouZzi k instalaci balicku
na nas$ pocita€, druhou pokazdé, kdyz chceme néjakou funkci nebo data z konkrétniho
balicku pouzit. Druhy zptsob je vyhodnéjsi, pokud chceme provadét C-A test v ramci

néjakého komplexnéjsiho skriptu.

> install.packages ("coin")

> library(coin)

Nyni nadefinujeme genotyp a znak (neni nutné vyfadit pozorovani s chybéjicimi

hodnotami genotypit).

> attach (fms)
> Geno = esrl_rsl042717

> Trait = as.numeric (pre.BMI>25)

Funkce attach (fms) umozni ,,vstup* dovnit objektu £ms, tj. nebude nutné pro piistup
k proménnym tohoto objektu pouzivat pfedponu ,,£ms$“. Toto nastaveni rusime pomoci
funkce detach ().

V nasledujicim kroku uspotadame genotypy do ordinélnich kategorii 0 (aa), 1(Aa),
2 (AA) dle poctu alel A a aplikujeme funkci independence_ test (). Zvolime-li
testat = ”“quad", bude aplikovan C-A test. Skoéry specifikuji vztah mezi kategoriemi
genotypu. Funkce ordered () (analogie funkce as.ordered ()) zajisti, Ze jednotlivé
urovné faktorové (kategorialni) proménné budou chapany jako ordindlni (usporadané).
Zapis Trait~GenoOrd znamena piedpis (formuli) pouzivany pro vyjadieni zavislosti
proménnych. Funkce list() vytvaifi objekt typu list, tj. seznam (heterogenni
struktura, v nasem pfipad¢ slozena z jediného prvku, a to vektoru oznaceného jako
GenoOrd). Funkce c () vytvaii vektor (homogenni datovou strukturu — prvky musi byt

stejného typu) o slozkach zadanych jako parametry této funkce.

> GenoOrd = ordered (Geno)
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> independence_test (Trait~GenoOrd, teststat="quad",
scores=list (GenoOrd=c(0,1,2)))

Asymptotic General Independence Test

data: Trait by GenoOrd (AA < GA < GG)
chi-squared = 4.4921, df = 1, p-value = 0.03405

V piipad& uZiti testu trendu je p-hodnota v&tsi nez pii uZiti y* testu. Mizeme vid&t,
ze pomer jedinct s BMI vétsim nez 25 neklesa linearné s genotypem tohoto SNP. Pokud si
zobrazime do matice pocty jedinct s jednotlivymi genotypy a binarni znak (BMI < 25 (0),
BMI > 25 (1)) a spocitame poméry jedinct s danym genotypem, s BMI > 25 (1), mizeme

vidét, ze pomér jedincti s BMI vétsim nez 25 neklesa linearné s genotypem tohoto SNP.

> data=matrix(c(30,246,380,30,130,184,60,376,564) ,nrow=3,byrow=T)
> colnames (data)=c("AA","GA","GG")

> rownames (data)=c("0","1","celkem")

> data

AA GA GG
0 30 246 380
1 30 30 184

celkem 60 376 564

> pomery=c(data[2,1]/data[3,1],data[2,2]/data[3,2],data[2,3]/data[3,3])
> pomery

[1] 0.5000000 0.3457447 0.3262411

2.5.2 C-A test v systému SAS

Ve stejné tloze Table Analysis, ve které¢ jsme jiz fesili nezavislost proménnych
uspotadanych do kontingen¢ni tabulky pomoci Pearsonova y2 testu a Fisherova exaktniho
testu, Ize nastavit i vypocet Cochran — Armitage testu. Tentokrat budeme volit v sekci
Table Statistics, podsekci Trend Test a zde zaskrtneme volbu Cochran-Armitage test
(obr. 21).
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Table Analysis for IMPW

Task Roles Table Statistics > Trend Test
Tahlez
Cell Statist\0§ Trend test
Table Statistics
Aszociation Cochrar-&ymitage test
Agreement
Ordered Differences [] Exact pvalues
Computation Options Trend tests are only computed for 2 % ¢ and 1 2 tables.
Fesults
Cell Stat Results
Table Stat Results
Titles Uze the Computation Options page to set a time limit on the

computation of exact p-values

[ Bun ][ Save ] [ Cancel ] [ Help

Obr. 21

Ve vysledcich si pak mUzeme ovéfit, ze ziskame stejnou hodnotu p-value pro SNP

esrl rs1042717 jako Vv ptipadé pouziti softwaru R (obr. 22)

Statistics for Table of Trait by esrl_rs1042717

Cochran-Armitage Trend Test
Statistic (Z) 21205
One-sided Pr=Z 0.0170

Two-sided Pr=|Z] 00340

Effective Sample Size = 1000
Frequency Missing = 398

Obr. 22
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3 Vicevybérové testy kvantitativniho znaku

3.1 Dvouvybérovy t-test

Dvouvybérovy t- test se uziva k testovani nulové hypotézy o rovnosti stfednich
hodnot ve dvou populacich.

Ho: p1 = p2

Muzeme napt. definovat, ze p; je stfedni hodnotou populace jedincii s genotypem AA a pp
sttedni hodnotou populace jedinci s genotypy Aa a aa.

Dulezitym ptfedpokladem pro pouziti tohoto testu je, ze vybéry jsou nezdvislé a maji
normalni rozdéleni se stejnym rozptylem (ptedpoklad stejného rozptylu se otestuje pomoci
F-testu).

Testovaci statistika pro t-test vypada takto

T= X Ym—(ui—pz)  [nm(n+m-2)

~th+m-2
[(n—1)$2+(m—1)s?, nm

kde X,, Y, jsou vyb&rové priiméry obou populaci (populace s AA a populace s Aa,aa),
Srzl, S,Zn jsou vybérové rozptyly a n, m jsou rozsahy vybéra.

Pro pfipomenuti vybérovy prumér spocitame jako
_ 1x
X = —Z X,
n
i=1
1o , 2 _ 1 ¢n 2
a vybérovy rozptyl Sp == Xim(Xi —X) .
Za platnosti nulové hypotézy ma testovaci statistika Studentovo t-rozdéleni o

n+m-2 stupnich volnosti. Je-li |T| 2tn+m_2(1—%), nulovou hypotézu Ho: p1 =

zamitneme ve prospéch Ha: n1 # na.
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3.1.1 Dvouvybérovy t-test v systému R

Chceme zjistit, zda alespoil jedna varianta alely pro né€jaky SNP v resistin genu je
asociovana s proménnou NDRM.CH (%-ni zménou sily nedominantniho deltového svalu
pied a po cviceni).

Jako prvni, vytvotime vektor ndzvli SNP v resistin genu a odpovidajici matici genotypt.

> NamesResistinSnps = names (fms) [substr (names (fms) ,1,8)=="resistin"]

> fmsResistin = fms[,is.element (names (fms) ,NamesResistinSnps) ]

Nésledné vytvofime novou funkci, kterd konvertuje vektor genotypl na binarni
prvky (hodnoty 0 a 1) a vygeneruje p-hodnoty t-testu rovnosti stfednich hodnot znakd
vyslednych 2 skupin. K tomu bude potieba nainstalovat a nacist balicek genetics.
Definujeme také bindrni proménnou genotypu GenoBin jako indikator nejméné jedné

varianty alely v odpovidajicim lokusu.

library (genetics)

TtestPval <- function (Geno) {

alleleMajor <- allele.names (genotype (Geno, sep="", reorder="freq")) [1]
GenoWt <- paste(alleleMajor, alleleMajor, sep="")

GenoBin <- as.numeric (Geno!=GenoWt) [!is.na (Geno) ]

Trait <- NDRM.CH[!is.na (Geno)]

return (t.test(Trait[GenoBin==1] ,Trait[GenoBin==0]) $p.value)

}

+ + + 4+ + + V Vv

Funkce genotype () méni objekt na typ objektu genotype, se kterym se v
balicku pracuje. Funkce allele.names () Vvyextrahuje z objektu typu genotype
nazvy alel. Volba reorder="freq” ve funkci genotype () zajisti zménu v potadi
alel dle cetnosti vyskytu alely. Do proménné alleleMajor se tedy ulozi hodnota
nejcetnéjsi alely.

Funkce paste () spojuje fetézce zadané jako jeji parametry. Volba sep=""
zajisti, Ze mezi jednotlivymi slozkami fetézce se nebude vkladat zddny dalsi znak. Funkce
is.na() patii mezi informacni funkce a vraci logickou hodnotu TRUE nebo FALSE
podle toho, zda je hodnota jejiho argumentu rovna konstanté¢ NA, tj. chybéjici hodnoté.

Logicky operator ,,! “ méa vyznam negace, proto také zapis ,, ! =" znamena nerovnost.
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Nyni mizeme funkci TtestPval aplikovat na kazdy sloupec genotypové matice

fmsResistin.

> apply (fmsResistin,2,TtestPval)

resistin c30t resistin c398t resistin_g540a resistin_c980g resistin_cl180g
0.04401614 0.08098567 0.11578470 0.27828906 0.03969448

resistin_a537c

0.06573061

Stanovime-li opét hladinu vyznamnosti na 0,05, pak dvouvybérovy t-test poukazuje

na skute€nost, Ze prvni a paty SNP v genu resistin mohou byt asociovany s NDRM. CH.

3.1.2 Dvouvybérovy t-test v systému SAS

Predpokladejme, ze méame data pfipravena ve tvaru bindrni proménné SNP
(1=homozygot vV nejcetnéjsi alele, O=jinak) — Kklasifikaéni proménna, a zkoumané
proménné. Pro SNP resistin c30t by mohla datovda mnozina vypadat jako na
obr. 23 (CC je homozygot, kde C je nejcetnéjsi alela, Recode resistin c30t

odpovidajici bindrni klasifika¢ni proménné a £ms $NDRM#CH analyzovana proménna).

)] id |/ resistin_c3 [ ims$NDRAMHCH'Z) Recode_resistin c3t|
1 1= 40 1
2 Z 0 25 1
3 3 40 1
4 4 CC 125 1
5 B CT 40 0
6 B CC 75 1
7 7 CC 100 1
8 8 L . 1
9 3 CC 57.1 1
10 10 cC 13 1
1 11 CC . 1
12 12 cC 20 1
13 13 CC 25 1
14 14 CC 100 1
15 16 CC 286 1
16 17 CC 1
17 18 CC . 1
18 19 CC 71 1
19 20cC 75 1
20 2 e 125 1
21 2 60 1
22 23 CC 40 1

Obr. 23
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Analyzu prostiednictvim Studentova t-testu provedeme pomoci ulohy t Test
v nabidce Analyze, podnabidce ANOVA. Nastavime role dle obr. 24. Jinak nemusime nic
nastavovat.

t Test for QUERY 7577, X

| Test type Task Roles

Analysis Variables to gssign Task rolgs:

Plats Name B Group by [Limit 1)

Ties @i @ Rrecode_tesistin_c30t
A resistin 30t @] Analysis variables
20 msSHDRACH @ mssHDRNHCH
@) Fiecode_tesitin_c30t 8 Group anslysis by

@ Frequency count [Limit: 1]
@ Relative weight [Limit 1)

[«

I |

Bn | sae | [ Cawel ][ Hep
Obr. 24

Ve vysledcich uvidime jak F-test pro shodu rozptylt, tak jednotlivé varianty t-testu
(pro shodné rozptyly i aproximaci pro rizné rozptyly). Ponévadz F-test vysel vyznamné
(p-value = 0.0154), pouzijeme jako vysledek t-testu fadek oznaceny jako Satterthwaite (ve
sloupci Variances je uvedeno Unequal) a zjistime, Ze p-hodnota pro oboustranny test je

rovna ¢islu 0.044, coz odpovida vysledkiim ziskanym pomoci softwaru R.

The TTEST Procedure
Statistics
Lower CL Upper CL. Lower CL Upper CL
Variable Recode_resistin_c30t | N Mean Mean Mean  StdDev StdDev  Std Dev Std Err Minimum Maximum
fmsSNDRM#CH 0 17 32,575 42.641 52.707 14581 19577 29.795 47482 10 100
fmsSNDRM#CH 1 383 30.605 53315 36.025 31.366  33.373 35406 13799 0 250
fmsSNDRM#CH  Diff (1-2) -26.66 -10.67 53113 31311 33.082 35.066 8.1392
T-Tests
Variable Method Variances DF tValue Prz |t
fmsSNDRM#CH | Pooled Equal 600 -131 0.1902

fmsSNDRM#CH | Satterthwaite Unequal 188 -216 0.0440

Equality of Variances

Variable Method NumDF DenDF F Value Pr=F
fmsSNDRM#CH | Folded F 584 16 291 00154
Obr. 25
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3.2 Wilcoxoniiv dvouvybérovy test

Wilcoxonliv dvouvybérovy test, znamy téz jako Manntiv-Whitneylv test je
neparametrickou analogii dvouvybérového t-testu. Jeho pouziti je vhodné, pokud mame
malé rozsahy vybért (ny,ny) nebo neni zajisténa normalita vybérh.

Testujeme hypotézu, ze rozdéleni obou populaci je shodné.

Postupujeme tak, ze setfadime hodnoty obou populaci od nejnizSich po nejvyssi a
uréime potfadi. Potom provedeme soucty potadi v jednotlivych populacich. Soucet potradi
Vv populaci 1 oznac¢ime jako S; a soucet potadi v druhé populaci S.

Nyni mizeme spocitat hodnoty testovaci statistiky U; a U

nl(n1+1) _ Sl

ny (nz +1)
2 2 S

Ui =nyn; - Uz =nin; -
Pro U; a U, plati vztah, ze Uy + U, = niny, 1ze tedy vypoditat jen jednu ze statistik a druhou
dopocitat z tohoto vztahu.

Mensi zhodnot statistik U; a U, porovname s kritickou hodnotou pro
dvouvybérovy Wilcoxoniv test. Pokud min(U;,U,) je mensi nebo rovno kritické hodnotg,

zamitneme nulovou hypotézu, tedy rozdé€leni v populacich neni stejné.

Specialn¢ v ptipadé, kdy jsou rozsahy vybéra n; a ny velké (alespoit 20) vypocteme

veli¢inu Z, kterd ma normované normalni rozdéleni N(0,1)

1
Z — U1—En1n2

%nlnz(nﬁ- ny+1) .

Vypoétenou hodnotu z porovname S kritickou hodnotou, (l-%)-kvantilem

normalniho rozdéleni z(1- %)Pokud je absolutni hodnota z rovna nebo vétsi jak z(1- g)

zamitneme hypotézu Hg na hladiné vyznamnosti a.
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3.2.1 Wilcoxonitiv dvouvybérovy test v R

Provadi se podobné¢ jako dvouvybérovy t-test, s tim rozdilem, ze funkci t. test ()

nahradime funkci wilcox. test () .

vV V VvV V

+ + + 4+ + + 4+ 0V

attach (fms)

NamesResistinSnps = names (fms) [substr (names (fms) ,1,8)=="resistin"]
fmsResistin = fms[,is.element (names (fms) ,NamesResistinSnps) ]
library (genetics)

WilcoxTPval = function (Geno) {

alleleMajor = allele.names (genotype (Geno, sep="",
reorder="freq")) [1]

GenoWt = paste(alleleMajor, alleleMajor, sep="")

GenoBin = as.numeric (Geno!=GenoWt) [!'is.na (Geno) ]

Trait = NDRM.CH['is.na (Geno) ]

return (wilcox.test (Trait[GenoBin==1], Trait[GenoBin==0])$p.value)
}

Aplikujeme funkci WilcoxTPval.

>

apply (fmsResistin,2,WilcoxTPval)

resistin c30t resistin c398t resistin g540a resistin c980g resistin cl180g

0.25905754 0.08348861 0.05177213 0.69136163 0.02981086

resistin_a537c

0.21398246

Wilcoxontv test na rozdil od dvouvybérového t-testu vypovida o tom, Ze pouze

paty SNP v resistin genu miiZze byt asociovan s NDRM. CH (zde je p-hodnota mensi nez a).

3.2.2 Wilcoxontiv dvouvybérovy test v systému SAS

Pro stejnou datovou mnozinu jakou jsme pouzili u t-testu, provedeme nyni analyzu

prostiednictvim Wilcoxonova neparametrického testu. K tomuto ucelu vyuzijeme ulohy

Nonparametric One-Way ANOVA, ktera se skryva ve stejné nabidce jako tloha t Test,

{.

Analyze, ANOVA. Nastaveni roli je uvedeno na obr. 26.
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Nonparametric One-Way ANOVA for QUERY 7577

T N Task Roles
Analysis - -
Exact pvalues ‘fariables to assign: T ask. roles: 2
Results Mame Dependent variables
Titles @id i fmsfHDRMECH
@reswst\n <30t @ Independent wariable (Limit: 1]
@ fms$NI5HMﬂCH {2l Recode_resistin_c30t
@ Recode_resistin_c30t @ Group analysis by
- - Frequency count [Limit: 1]
b
4 i
T T T

Obr. 26

V sekci Analysis ponechame zatrzenou pouze volbu Wilcoxon (obr. 27).

Nonparametric One-Way ANOVA for, QUERY 7577

Task Roles Analysis
~
Exact pvalues Test scores 2
ielsu'ts ileoiey Calculate empirical distribution function statistics [EDF]
ites bl
[ Median

[ Include missing values as a class level
[ 5avage

[1%#an der ' aerden
[ &nsari-Bradiey

[ Elotz

[ tood 1
[ Siegel-Tukey

[ Raw data

[ Suppress continuity corection

MOTE: The test scores must be checked in order to bt

mE o
Run H Save ] [ Cancel ] [ Help

Ve vysledcich poté zjistime p-hodnotu oboustranného dvouvybérového

Wilcoxonova testu, ktera odpovida hodnoté ziskané prostfednictvim softwaru R, tj. 0.2591
(viz obr. 28).
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Wilcoxon Two-Sample Test

Statistic 4328.0000

MNormal Approximation

z -1.1286
One-Sided Pr = Z 0.1295
Two-Sided Pr = |Z] 0.2591

t Approximation

One-Sided Pr = Z 0.1298
Two-Sided Pr = |Z| 0.2595
Z includes a continuity correction
of 0.5.

Obr. 28

3.3 Analyza rozptylu (ANOVA)

Analyza rozptylu ndm umoziiuje porovnavat vice nezavislych vybérli (miiZzeme
porovnavat populace s genotypy AA, aa, Aa) a testovat hypotézu o rovnosti stfednich
hodnot v k vybérech oproti alternativni hypotéze, kdy alespon dva populaéni priméry se od
sebe lisi.

Ho: H1= ..... = Mk (5)

Dulezitym predpokladem pro uziti analyzy rozptylu je, ze vybéry maji normalni rozdéleni

se stejnou smerodatnou odchylkou.
Matematicky model se zapisuje takto

Yij:u+(1i+€ij
j-té pozorovani Nahodné chyby
i-té skupiny Spoleénad stfedni

hodnota

Efekt faktoru A
v i-tém vybéru
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Variabilita uvniti skupin urcuje, jak se hodnoty v jednotlivych skupinach lisi od
priméru skupiny. Vypocteme ji pomoci rezidudlniho souctu ¢tverci Sg.
Nejprve ur¢ime skupinovy primér pro vSechny skupiny dle vztahu

Yi = m Yj=1 Yij»

kde n;j je pocet pozorovani v i-té skupiné (vybéru). Potom mizeme spocitat Sg jako sumu

druhych mocnin rozdilti hodnot a ptislusného skupinového praméru

_ — 2
Se :Z]i{=12;11(yij_ Yi).

Variabilitu jednotlivych pozorovani kolem celkového priméru (priméru vsech
pozorovani) charakterizuje celkovy soucet ctvercii St,

Nejdiive musime urcit celkovy primeér.
Y o=y 3t Y= c3k 0, Y
Lo him Xim Yy = S Xim Y,

kde n je celkovy pocet pozorovani (ve vsech skupinach).
St ur¢ime tak, ze od kazdé hodnoty pozorovani odecteme celkovy pramér a

vysledné rozdily umocnime na druhou

. 2
St=Xl X (V=Y

Variabilita mezi skupinami ukazuje, jak se li§i skupinové priméry od celkového

primeéru. Zjistime ji vypoctem skupinového souctu ctvercti Sa
S A — S T — S E-

Porovnani variabilit uvnittf a mezi skupinami provedeme pomoci F-testu.
Vypoctené hodnoty dosadime do testovaci statistiky Fa, kterd méd za platnosti nulové
hypotézy F rozdéleni o k - 1, n - k stupnich volnosti, kde K je pocet skupin a n je celkovy

pocet pozorovani

|7
N

FA:

& |



Pokud hodnota testovaci statistiky Fp = Fy_;,_1(1 — ), zamitneme hypotézu (5) na
hladin¢ vyznamnosti a.

Vysledky vypocti se pro prehlednost shrnuji do tabulky typické pro analyzu

rozptylu.
Zdroj Soucet Stupné
o _ Fa p-hodnota

variability | ¢verci volnosti

Skupiny Sa k-1 S, n—k

— S—A k=1 P(Fk-1,n—k = Fa)

Rezidudlni Sk n-k E

Celkovy St n-1

3.3.1 Analyza rozptylu v R

Chceme odhalit asociaci mezi resistin_c180g SNP a procentni zménou sily
nedominantniho svalu pied a po cvi¢eni (NDRM. CH).
Zac¢neme nactenim genotypovych dat — proménné resistin c180g SNP a

definovanim znaku. Funkce as . factor () zméni typ proménné na faktor.

> attach (fms)
> Geno = as.factor(resistin_c180q)

> Trait = NDRM.CH

K provedeni analyzy rozptylu uzijeme funkce 1lm() . Nejprve nadefinujeme, Ze
chceme vyloucit jedince s chybéjicimi hodnotami znaku (v souboru dat zna¢eno NA). Toho
dosdhneme pomoci podminky na.action==na.exclude. Funkci summary ()
vyvolame vystup, jehoz soucasti je tabulka v obvyklém formatu pro ANOVA test.

Alternativné lze provést pomoci funkce aov (), Stim rozdilem, ze vystup

vyvolame ptikazem print () .

> AnovaMod = 1m(Trait ~ Geno,na.action=na.exclude)

> summary (AnovaMod)
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Call:

lm(formula = Trait ~ Geno, na.action = na.exclude)

Residuals:
Min 10 Median 30 Max
-56.054 -22.754 -6.054 15.346 193.946

Coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])

(Intercept) 56.054 2.004 27.973 <2e-16 ***

GenoCG -5.918 2.864 -2.067 0.0392 =*

GenoGG -4.553 4.356 -1.045 0.2964

Signif. codes: 0 ‘***’ (0 _001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 *.” 0.1 '’ 1

Residual standard error: 33.05 on 603 degrees of freedom
(791 observations deleted due to missingness)

Multiple R-squared: 0.007296, Adjusted R-squared: 0.004003

F-statistic: 2.216 on 2 and 603 DF, p-value: 0.1100

ProtoZe p-hodnota je vEtSi nez o, nemiZeme zamitnout hypotézu o rovnosti

stfednich hodnot (5).

3.3.2 ANOVA v systému SAS

Predpokladejme, ze mame k dispozici datovou mnozinu odpovidajici klasifika¢ni
proménné SNP resistin cl180g a proménnou analyzovanou, v naSem piipadé

NDRM. CH (viz obr. 29).

) id 1 resistin_c180g|72) fms$NDRMH#CH
1 1 e 40
2 2:GG x5
3 3CC 40
4 406G 126
5 5CC 40
6 B LC 75
7 706 100
8 8 LG )
9 EHw 571
10 10:CC 333
11 11:CG .
12 12.CG a0

Obr. 29
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Pro jednocestnou analyzu rozptylu je v SAS EG k dispozici ptimo uloha One-Way
ANOVA v nabidce Analyze, podnabidce ANOVA. Piitazeni roli provedeme dle obr. 30.

One-Way ANOVA for QUERY 9388

Task Roles
Tests
Means Yariables to assign: Task roles: A
Camparizon Mame Dependent variables
Breakdown @ id @ imsNDRMHCH
Plots @[BSISUI’LC'I 20g @ Independent wariable [Limit: 1)
Results @ fms$NDRMHCH @ resistin_c180g
Titles @ Group analysis by
b
The selection pane enables you to choose different sets of options for the task.
HE B
(Ao (e J [ o ] [_rs

V sekci Tests muzeme zaSkrtnout Bartlettiv test k ovéfeni hypotézy, ze vybéry pochazi

z normalné rozdélenych soubori se stejnym rozptylem (ovéfeni homoskedasticity),

viz obr. 31.

One-Way ANOVA for QUERY 9388

Task Roles Tests
Means r
Comparisan ['welch's varance-weighted AMOWVA
Breakdown
Plotz
Besults Tests for equal variance
Tith
e [#] B artlett's test
[] Brown Forsythe test
[ Levens's test L
b
e =H
T T e

Obr. 31

Jinak nemusime nic nastavovat. Ve vysledcich vidime, ze Bartlettiiv test nezamitl

hypotézu shody rozptyli v jednotlivych skupinach a mizeme také porovnat p-hodnotu

ziskanou v SAS EG s tou, kterou jsme ziskali prostfednictvim softwaru R (obr. 32).
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Source DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr=F

222 0.1100

[

Model 2 4840.1316 2420.0658
Error 603 658597.3915 1092.2013

Corrected Total | 605 663437.5231

Bartlett's Test for Homogeneity of imsSNDRM#CH

Variance
Source DF  Chi-Square  Pr>= ChiSq
resistin_c180g 2 3.1008 0.2122
Obr. 32

3.4 Kruskaluv - Wallisuv test

Kruskalav-Wallisiv test je vlastné neparametrickou obdobou jednofaktorové
analyzy rozptylu. Jde o zobecnéni Wilcoxonova dvouvybérového testu pro k vybéru. Jeho
pouziti je vhodnéj$i u vybéri s malym rozsahem. U této metody nemusi byt splnén
predpoklad normality vybért, budeme proto ptedpokladat, ze kazdy z k vybérii pochazi
Z rozdéleni se spojitou distribuéni funkei a otestujeme, zda vybéry pochdzi ze stejného
rozdéleni.

Postupujeme tak, ze sefadime vSech n prvki od nejmensiho po nejvétsi a prifadime
prvkim potadi. Potom spo¢teme soucet pofadi i-tého vybéru T;, kde i = 1,...k a nasledn¢

ur¢ime hodnotu veli¢iny Q

_ 12
n(n+1)

T;?
Q Z}(=1n_l_3(n+1)’
kde n; je rozsah i-tého vybéru,i=1,...kanje ¥, n;.
Za platnosti hypotézy, Ze vybéry pochazi z téhoz rozd&leni mé veli¢ina Q asymptotické 3
rozdéleni s poétem stupiiti volnosti k — 1. Je-li |q| = x2_; (1 — ), zamitame hypotézu na

hladiné vyznamnosti a.
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3.4.1 Kruskaliiv - Wallistiv test vR

Pouzijeme, pokud mame vybéry mensiho rozsahu, ve kterych nemusi byt splnén
predpoklad normality.
Opét musime specifikovat, Ze chceme, aby byli vylouceni jedinci s chybéjicimi hodnotami

znaku.
> kruskal.test(Trait, Geno, na.action=na.exclude)
Kruskal-Wallis rank sum test

data: Trait and Geno

Kruskal-Wallis chi-squared = 4.9268, df = 2, p-value = 0.08515

Muzeme pozorovat, ze jsme dosahli stejného vysledku — neni prokézana asociace
mezi resistin c180g a NDRM. CH, jelikoz p-hodnota je vétsi jak stanovena hladina

vyznamnosti .

3.4.2 Kruskaliv-Wallisiv test v systému SAS

Pro stejnou datovou mnozinu jako u testu ANOVA mulzeme provést neparametrickou
obdobu tohoto testu, tj. Kruskaliv — Wallistv test. V SAS EG k tomuto ucelu slouzi tlloha
Nonparametric One-Way ANOVA, kterou jsme pouzili jiz pro dvouvybérovy
Wilcoxonilv test. Nastaveni roli pro pfipad SNP resistin_c180g a analyzovanou

proménnou NDRM. CH je na obr. 33.
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Monparametric One-Way ANOVA for QUERY 9388

Task Roles Task Roles
Analysis
Exact pvalues Mame s
Results @ id
Titles @resistin 1800 @ Independent wariable [Limit 1]
iy £, resistin_c180g
@ fins $HD b A @ Group analysis by
Frequency count [Limit: 1]
|
hs
I
Bun ] [ Save ] [ Cancel ] [ Help
Obr. 33

V ¢asti Analysis nechame zaskrtnutou pouze volbu Wilcoxon. Ve vysledcich
potom vidime p-hodnotu Kruskalova — Wallisova testu, podobnou jako pii vypocétu
v softwaru R (obr. 34).

Wilcoxon Scores (Rank Sums) for Variable fmsSNDRM#CH
Classified by Variable resistin_c180g

Sum of Expected Std Dev Mean
resistin_c180g N Scores Under H0  Under HO Score
cC 272 8710500 82552.00 214144898 310.606618
GG 73 2173750 2215550 140144185 297.773973
CcG 261 7497850 7911350 2131.96391 287.273946

Average scores were used for ties.

Kruskal-Wallis Test
Chi-Square 49268
DF 2

Pr= Chi-Square 0.0851

Obr. 34
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Zaver

Myslim, ze v mé praci se uspésné podafilo vysvétlit Ctendii princip jednotlivych
vybranych statistickych metod v populacnich asocia¢nich studiich a jejich zpracovani
v softwarech SAS a R.

Psani prace bylo pro mé velice zajimavé, jelikoz jsem nahlédla pii aplikacich
metod, které jsem se naucila béhem mého bakalaiského studia, také do jiné oblasti, oblasti
genetiky. DalSim pfinosem mé prace bylo naucit se 1épe pracovat v prostredi systémi SAS
a R a sjejich pomoci vypocitat hodnoty testovacich statistik testl asociace
jednonukleotidového polymorfismu.

Vzhledem k rozsahlé povaze tématu se vSak nepodatilo obsahnout v§echny metody
pouzivané v této oblasti, coz je velka Skoda, jelikoz populacni asociacni studie jsou velmi
zajimavou &asti genetiky. Ctenafe proto mohu odkézat na literaturu [1], kde se dozvi vse,
co se do této bakalaiské prace neveslo. Pro mé je to velkou vyzvou, ze bych se mohla

podrobnym vysvétlenim zabyvat v diplomové praci magisterského studia.
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