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MASA OSEA

m FACTORES NUTRICIONALES
DIETA, CALCIO, PROTEINAS,
VITAMINAS, FIBRA ....

m FACTORES AMBIENTALES

ACTIVIDAD FISICA, TABACO,
ALCOHOL

m OTROS FACTORES

PESO, ANOS DE ESTROGENISMO,
ALTERACIONES
HORMONALES ...



MASA OSEA

FACTOR GENETICO

HEREDABILIDAD DE LA MASA OSEA
50%-70% INTERGENERACIONAL
80%-90% GEMELOS

46%-62% AJUSTE POR PESO,
ALTURA Y FACTORES AMBIENTALES Y
NUTRICIONALES

(Krall EA, Dawson-Hughes B. J Bone Miner Res 1993;8:1-9)
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Tipo de Herencia

GEN DE EFECTO GENES DE
PRINCIPAL SUSCEPTIBILIDAD
m Herencia mendeliana m Herencia compleja
simple m Muchos genes (poligenia)
m Muchos factores
ambientales

m Interacciones gen-geny
gen-ambiente



Planificacion General

m Disponer estructura y personal

m Composicion del equipo (Biologo,
genetista, epidemiologo, estadistico..)

m Linea de investigacion coherente

m Fomentar colaboraciones



Planificacion Particular

m Tamano muestral adecuado

m Caracterizar ampliamente el fenotipo

m Meétodo de genotipacion validado y fiable
m Estadistica adecuada

m Publicacion revista apropiada



¢, Como identificar los genes
(variantes genéticas)
gue modifican la susceptibilidad
de presentar osteoporosis?



ESTUDIO GENETICO DE ENFERMEDADES
COMPLEJAS . HISTORIA

m Busqueda a partir alteraciones monogénicas
m Polimorfismos

m Genoma humano

m SNPs

m Estudios funcionales

m Modelos animales knockout

m GWA

m Avances estadistica



ESTUDIO GENETICO DE ENFERMEDADES COMPLEJAS

Estudios de asociacion
“‘ OOO
o0 O

Casos Controles

Estudios de alelos | |
compartidos en parejas de l l & &

hermanos

hermanos afectos

Analisis de ligamiento en pedigris
multigeneracionales.




Definir el fenotipo de osteoporosis

Masa 0sea medida mediante DXA
Masa 0sea medida mediante US
TAC volumeétrico

Fracturas Vertebrales

Fracturas No Vertebrales

MRI

Biopsia virtual

Calidad Osea ??7??



Estudios genéticos de asociacion a nivel
poblacional

m Definicion fenotipo:

¢ Factor de riesgo (masa 0sea columna,
femur ...).

+ Manifestacion clinica ( Fractura
vertebral, no vertebral, cadera ...)

iii Estos diferentes fenotipos pueden representar diferentes
estadios de la misma enfermedad ... los diferentes genes

en estudio pueden ejercer un papel diferente en cada
uno de estos estadios !!!
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Posible efecto de un
polimorfismo en una region
reguladora

Individuo 1 Individuo 2




Genes Candidatos

m Tienen una funcidn endocrino-metabodlica o
estructural del hueso

m Intervienen en la diferenciacion y/o
proliferacion de los osteoblastos

m Provocan una enfermedad monogénica que
Implica una disfuncion del tejido 0seo

m Se han detectado a partir de un Genome-
Wide Assoclation Study (GWA)



Genes estudiados

Langdahl, B.L., Carstens, M., Stenkjaer, L.et al. 2002. Polymorphisms in the osteoprotegerin gene are associated with osteoporotic fractures. J Bone

Miner Res. 17(7):1245-55.
Wynne, F., Drummond, F., O'Sullivan, K.et al. 2002. Investigation of the genetic influence of the OPG, VDR (Fok1), and COLIA1 Sp1 polymorphisms

on BMD in the Irish population. Calcif Tissue Int. 71(1):26-35




ARTICLE Annals of Internal Medicine

Collaborative Meta-analysis: Associations of 150 Candidate Genes With
Osteoporosis and Osteoporotic Fracture

J. Brent Richards, MD, MSc; Fotini K. Kavvoura, MD, PhD; Fernando Rivadeneira, MD, PhD; Unnur Styrkarsdéttir, PhD; Karol Estrada, MSc;
Bjarni V. Halldérsson, PhD; Yi-Hsiang Hsu, MD, ScD; M. Carola Zillikens, MD; Scott G. Wilson, PhD; Benjamin H. Mullin, BSc;

Najaf Amin, MSc; Yurii S. Aulchenko, PhD; L. Adrienne Cupples, PhD; Panagiotis Deloukas, PhD; Serkalem Demissie, PhD; Albert

Hofman, MD, PhD; Augustine Kong, PhD; David Karasik, PhD; Joyce B. van Meurs, PhD; Ben A. Oostra, PhD; Huibert A.P. Pols, MD, PhD;
Gunnar Sigurdsson, MD, PhD; Unnur Thorsteinsdottir, PhD; Nicole Soranzo, PhD; Frances M.K. Williams, MD, PhD; Yanhua Zhou, MSc;
Stuart H. Ralston, MD; Gudmar Thorleifsson, PhD; Cornelia M. van Duijn, PhD; Douglas P. Kiel, MD, MPH; Kari Stefansson, MD, PhD;
André G. Uitterlinden, PhD; John P.A. loannidis, MD, PhD; and Tim D. Spector, MD, MSc, for the GEFOS (Genetic Factors for Osteoporosis)
Consortium

Twenty bone-mineral-density loci identified by
large-scale meta-analysis of genome-wide nature

association studies geﬂethS

Fernando Rivadeneira?!%2% Unnur Styrkarsdottir®2°, Karol Estrada''*2°, Bjarni V Halld6rsson>%2°,
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Unnur Thorsteinsdottir’®:!4, Frances M K Williams®, Scott G Wilson®!¢, Yanhua Zhou!?, Stuart H Ralston!?,
Cornelia M van Duijn?!%2% Timothy Spector®2°, Douglas P Kiel>?°, Kari Stefansson®!'%2% John P A Toannidis*!3:20
& André G Uitterlinden'->1%29 for the Genetic Factors for Osteoporosis (GEFOS) Consortium



Meta-analisis de GENES CANDIDATOS

Collaborative meta-analysis:
associlations of 150 candidate
genes with osteoporosis and
osteoporotic fracture.

, I TGAL, . SOST,
SPP1, : :
and

Richards et al., Ann Intern Med 151:528-37, 2009 (GEFOS)
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NUEVOS MARCADORES GENETICOS
EN INVESTIGACION

Table 1

List of the most prominent genes associated with osteoporosis phenotypes confirmed by multiple study designs

Gene Signaling pathway Study design References
LRPS Wnt/B-catenin Human family linkage, GWAS, CG5, mouse genetics [25-27,70,77,107-109]
SOST Wnt/B-catenin Human family linkage, GWAS [43,44,48,75]
sFRP4 Wnt/B-catenin GWAS, CGS, mouse genomics and genetics [57.,110,111]
ALOX 12715 Arachidonic acid metabolism Mouse genomics and genetics, GWAS, CGS [52-54]

BMP2 Bone morphogenetic protein signaling GWAS, CGS, mouse genomics and genetics [33,112,113]
VDR Transcriptional regulation CGS, GWAS [5,32,107]
ESR1/ESRZ Transcriptional regulation CGS, GWAS [4,72,107]
STAT1 Transcriptional regulation GEP, CG5, mouse genetics [73,74]
Col1A1 Extracellular matrix CGS, GWAS [3,32]

CGS, candidate gene study; GEP, gene expression profiling; GWAS, genome-wide association study. For additional references see aricle and reviews
ited therein

Johnson ML et al Genome Medicine 2009
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Genotipado

m Centro de Genotipado Nacional (CEGEN)
Sedes Barcelona, Santiago de Compostela y
Madrid - [lumina y Sequenom

m Diferentes metodologias
SNPlex, VERACODE ,TAQMAN



Estudios genéticos de asociacion a nivel
poblacional

m Definicion “marcadores genéticos” de interes

+ Seleccidon de genes a estudiar:
+ candidatos (fisiopatologia de la enfermedad)
¢ genome wide scan

+ Seleccion de variantes geneticas a estudiar:
+ variantes frecuentes (>10% poblacion)
+ localizadas en intrones, exones 0 promotor
+ alteracion funcional de la proteina codificada
¢ ...

+ Tipos de variantes geneéticas:
¢+ SNPs
+ Haplotipos



m Putativos SNPs funcionales se escogen utilizando las bases de datos de
HapMap (www.hapmap.org), ENSEMBL (www.ensembl.org), Entrez SNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez), y UCSC genome browser
(http://genome.ucsc.edu/).

* Los SNPs tambien se pueden seleccionar segun su conservacion en la
evolucion.

Se comparan las secuencias genomicas de Mus musculus, Rattus norvigicus,
Canis familiaris, Bos tauros and Homo sapiens (raton, rata, perro, vacay
humano, respectivamente). Los SNPs que caen en regiones conservadas se
validan en poblacion caucéasica

e Otros SNPs se pueden seleccionar por ser:

- Cambios Non-synonymous.
- Estudios previos de asociacion con la DMO o el riesgo a fractura.
- Localizados en regiones relevantes para la regulacion de la transcripcion



International

HapMap - International HapMap Project
Proj"' g A A8

Home | About the Project | Data | Publications | Tutorial

www.hapmap.org

v" Bloque haplotipico: region con alto LD.
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Validacion de SNPs (RFLP)

rs12427596

11557725



Validacion de SNPs (secuencia)
rs7844577 (CIT)

100 150 200 250 300 340 400 450 500 540

TTGTTTTGAT GTTTCCATAACTT CAGLCAGCTGGEAAAGTCTGTTCT

all]
inrnnnni
T

-

gL

i

'
ol

100 S0 20 280 30 380 400 480 &0 560
AR RN RN R ARRRRRIRRNIRRIRNRE

GTTTTGATGTTTCCANARACT TCAGCAGCTGEGAAAGTCTGTTCTT




Genotipaje del DNA gendémico dispuesto en
nlacas
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Estadistica

Variable cuantitativa (DMO)
ANOVA

¢

¢

¢

\Y;[e]0
\Y/[e]0

elo general
eol recesivo (AA + AB, BB)

Moc

elo dominante (AA, AB + BB)

ANCOVA (ANOVA ajustada por

covaria
\Y[e]0
\Y[e]0

o[-
elo general
elo recesivo (AA + AB, BB)

\Y,[e]0

Regresi
aditivo

elo dominante (AA, AB + BB)
on lineal (ajustada o no) Modelo



Estadistica

m  Variable cualitativa (fractura)
¢ Chi cuadrado
« Modelo general
 Modeol recesivo (AA + AB, BB)
« Modelo dominante (AA, AB + BB)
¢ Regresion logistica (ajustada por covariables)




Estudios de asociacion

m Bajo poder de reproducibilidad

m Afectados por multiples factores

m Afectados por desequilibrio de ligamiento
m Explican variaciones del DMO < 5%

m Tamanos muestrales pequenos
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Analisis estadistico:
comparaciones multiples

m Falso positivo (error tipo 1)

+ En estudios de ligamiento, por consenso,
se ha acordado definir el nivel de
significacion estadistica como p < 0,001.

¢ En estudios de asociacion, no hay
CONSeNnso

¢+ Correccion Bonferroni
+ Metaanalisis de estudios previos
¢ Proporcion falsos positivos



META-ANALISIS

Comparison: 02 Fracture and Genotype
Outcome: 02 Fracture S8 vsss
Cases Controls Weight OR
Study nH nH % {95%Cl Ficed)

Alvarez 1999 1120 024 12 3.77[0.15,97 74]
Braga 2000 6144 92 /671 268 0.99[0.41,2.42]
Grant 1996a 3455 0/55 13 7.40[0.37,145.74)
Heegard 2000 016 21117 17 1.40[0.06,30 46]
Hustmyer 1993 2456 4178 8a 0.69[0.12,3 58]
Keen 1999 0456 57130 9.0 0.21[0.01,3.78]
Langdshl 1938 15 1105 2 1144 40 11.83[264,52.97]
Licien 1998 0436 3167 67 0.25[0.01,5.02)
McGigan 2000 693 1788 26 6.00[0.71,50 58]
Roux 1998 0450 4 1167 57 0.36(0 02,6 0]
Uitterinden 15%8a 84111 50 /1667 159 251[1.165.44]
Uisterinden 19980 2174 4211393 13 0.500.21,3.78)
Vyeichetova 2000 71126 21126 52 IE5(0.74.17.81)

Tl 35%C1) a0 r 4 207 i 4733 e 1661 25,270
est for heterogenety chi-squares1860 di=12 p=0093
est for oversll effect z=3.26 p=0.001

5 2 1 2 5
Favours Relerence Faveairs Risk

Mann V et al . J ClinInvest 2001:107:899-907




META-ANALISIS

Figure 2. Differences in Lumbar Spine Bene Mineral Density (BMD) for the Contrasts of Xbal, Pvull, and TA Repeat Genotypes

Xbal Contrasts Pyull Contrasts TA Repeats Contrasts
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Estudios de asociacion

m ESTADISTICA CON HAPLOTIPS Y
HAPLOGENOTIPOS

¢ Paracada Individio decir cuantas copias tiene
de cada haplotipo

 EX. Haplotipo ACC 0-1-2 copias

* Ademas hacer el modelo dominante y
recesivo

— Dominante 0, 1+2 copias
— Recesivo 0+1, 2 copias
¢ estadistica con haplogenotipos.
o Suelen salir muchos y se han de agrupar



CONCLUSIONES

m Necesidad de estructura, equipo y linea
de investigacion

m Seleccion adecuada de fenotipo

m Planificar estrategia de estudio

m Utilizacion de plataformas adecuadas
m Analisis estadistico adecuado

m Suerte ... !

IMIM

hospitaldelmgr
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