DOI:10.14753/SE.2017.1938

Genetikai varianskivonatold munkafolyamatok
automatikus fzi0ja €s a bayesi relevanciaelemzes
alkalmazasa jelolt gén asszociacids vizsgalatokban

Doktori értekezés

Gézsi Andras

Semmelweis Egyetem
Molekularis Orvostudoméanyok Doktori Iskola

| SEMMELWEIS
. EGYETEM

Témavezeto:
Dr. Szalai Csaba, az MTA doktora, egyetemi tanar

Hivatalos biralok:
Dr. Ronai Zsolt, PhD, egyetemi adjunktus
Dr. Maréti Zoltan, PhD, tudomanyos fomunkatars

Szigorlati bizottsag elnoke:
Dr. Dinya Elek, CSc, egyetemi tanar

Szigorlati bizottsag tagjai:
Dr. Kiss Andras, PhD, egyetemi docens
Dr. Pataki Béla, PhD, egyetemi docens

Budapest
2016



DOI:10.14753/SE.2017.1938

Tartalomjegyzék

1.

3.

Bevezetés
1.1. Altaldnos alapfogalmak . . . . . . . .. ... ... ............
1.1.1. Val6szinliség, valoszintiségi valtoz6é . . . . . . ... .. ... ..
1.1.2. Osztidlyozas, osztalyozasi feladat . . . . . . . . . ... ... ...
1.1.3.  Osztalyozas Szupport Vektor Gépekkel . . . . . .. .. ... ..
1.1.4. Szenzitivitds, precizitds, hamis felfedezési ardny . . . . . . . ..
1.1.5. Genetikai asszocidciés vizsgdlat . . . . . . . . .. ... ... ..
1.1.6. Frekventista statisztika . . . . . . .. ... ... ... .. ...
1.1.7. Bayesistatisztika . . . . . . . ... ... Lo
1.1.8. Tulélés-elemzés. . . . . . . ... ... ... ... ...
1.2. Genetikai varidnsok meghatarozdasa 0j generacids szekvendlassal . . . . .
1.3. Bayes-hdalo alapu relevanciaelemzés . . . . . .. ... ... ... ...
1.3.1. Bayes-halok. . . . .. ... ... ... ... .. ... ...
1.3.2. A valtozok kozotti kapesolati tipusok . . . . . ... ...
1.3.3. A véltozok kozotti kapesolati tipusok valdszintiségének meghata-
rozdsa bayesi modell atlagoldssal . . . . . ... ... ... ...
1.3.4. Interakcidk és redundancidk meghatdrozdsa . . . . . ... .. ..
1.4. A gyermekkori akut limfoid leukémia . . . . .. ... ... .. .....

1.5. A CYP3A4 potencialis szerepe a gyermekkori akut limfoid leukémia far-

makogenetikdjdban . . . . ... Lo oo
Célkittizések
Moédszerek

3.1. Mesterséges szekvenciaadatok eldallitasa . . . . . .. ... ... ....
3.2. Val6s szekvenciaadatok . . . . . ... L oL
3.3. Varianskivonatoldsi munkafolyamatok . . . . . .. ... ... ... ...
3.4. A varidnskivonatolok eredményeinek kombindldsa a VariantMetaCallerrel

3.4.1. A VariantMetaCaller altalanos lefirasa . . . . . . . . . . . .. ..



DOI:10.14753/SE.2017.1938

3.4.2. A Szupport Vektor Gépek paraméterezése . . . . . . . ... ... 44
3.4.3. A tanitds sordn felhasznalt jellemzdk, annotacidk . . . . . . . .. 45
3.4.4. Variansok val6szinliségének kiszdmitésa . . . . . . . . . ... .. 45
3.4.5. Virhat6 precizitds kiszdmitdsa . . . . . .. ... ... ... ... 46
3.4.6. A modszerek Osszehasonlitdsa . . . . . .. ..o 46

3.5. A CYP3A4 potencidlis szerepének vizsgdlata a gyermekkori akut limfoid
leukémia farmakogenetikdjaban . . . . . . .. ... Lo o L 47
351, Mintdk . . ... 47
3.5.2. A vizsgalt gének és SNP-k kivdlasztasa . . . . .. ... .. ... 47
3.53. Genotipizdlds . . . . . ... 48
3.5.4. Statisztikaielemzések . . . ... ... ... ... 49
4. Eredmények 51
4.1. Varidnskivonatoldsi munkafolyamatok teljesitménye és konkordancidja. . 51

4.2.

4.3.

4.4.

4.1.1. Varidnskivonatoldsi munkafolyamatok szenzitivitdsa €s precizitdsa 51

4.1.2. Varidnskivonatoldsi moédszerek konkordancigja . . . . . . . . .. 55
4.1.3. A manudlis sz{ir6k hatdsa a szenzitivitasra és a precizitasra . . . . 57
Varianskivonatolok kombinéldsa: VariantMetaCaller . . . .. ... . .. 60
4.2.1. A VariantMetaCaller teljesitménye a szimulalt adatokon . . . . . 60
4.2.2. A VariantMetaCaller teljesitménye val6s adatokon . . . . . . .. 65
A CYP3A4 és a CYP3A5 gének kivdlasztott polimorfizmusainak hatdsa a

gyermekkori ALL tulélésére . . . . . .. ... .. ... ... 71
4.3.1. A polimorfizmusok 6ndll6 hatdsa a talélésre . . . . . . . ... .. 71

4.3.2. A klinikai paraméterek és az rs2246709 polimorfizmus interakci-
Ojénak hatdsaatalélésre . . . .. .. ... ... ... ...... 73

4.3.3. Arizik6csoport-besorolds modositdsa a paciens neme €s az rs2246709

genotipusalapjdn . . . . . . . ... L L L Lo 78
A bayesi relevanciaelemzési modszertan alkalmazdsi lehet6ségeinek vizs-
gdlata asszocidcids vizsgalatokban . . . . . ..o oL o L 81
4.4.1. Relevéns valtozok meghatdrozdsa . . . . . . ... ... ... .. 81
4.4.2. Interakciok és redundancidk keresése . . . . ... ... ... .. 82



DOI:10.14753/SE.2017.1938

4.43. Tobb célvaltozd kezelése . . . . . . . . ... ... ... ... .. 85

5. Megbeszélés 87
5.1. Varianskivonatoldsi munkafolyamatok teljesitménye €s konkordancidja . . 87
5.2. Varianskivonatol6k kombinéldsa: VariantMetaCaller . . . .. ... . .. 90

5.3. A CYP3A4 és a CYP3A5 gének kivélasztott polimorfizmusainak hatdsa a
gyermekkori ALL tdlélésére . . . . . ... ... ... .. .. ...... 93

5.4. A bayesirelevanciaelemzési modszertan alkalmazdsi lehetGségeinek vizs-

gdlata asszocidciOs vizsgalatokban . . . . . .. ... L0000 95
6. Kovetkeztetések 98
7. Osszefoglalas 100
8. Summary 101
9. Hivatkozasok 102
10. Sajat publikaciok jegyzéke 116
11. Koszonetnyilvanitas 119
12. Fiiggelék 120



DOI:10.14753/SE.2017.1938

Roviditések jegyzéke

Rovidités Angol elnevezés Magyar elnevezés

ALL acute lymphoid leukemia akut limfoid leukémia

AUC. AUROC area unde_r t_he receiver operator sze"nzitivités-speciﬁcités gorbe alatti
characteristic curve teriilet

AUPRC zlrﬁ?, :nder the precision-recall ?er:ﬁclleztltas-szenznwltas gorbe alatti

BFM Berlin, Frankfurt, Miinster -

Cl confidence interval konfidencia-intervallum

CPU central processing unit kdzponti szamitasi egység

CR credibility region hihet6ségi tartomany

FDR false discovery rate hamis felfedezési arany

FN false negative hamis negativ

FP false positive hamis pozitiv

FWER familywise error rate csaladi-szintli hiba

GATK Genome Analysis Toolkit -

HR hazard ratio hazard arany

MAE mean absolute error atlagos abszolut hiba

MBS Markov-blanket set Markov-hatar halmaz

NGS next-generation sequencing Uj generacios szekvenalas

OR odds ratio esélyhanyados

PCR polymerase chain reaction polimeraz lancreakcio

PO posterior odds posterior esélyhanyados

RBF radial basis function radialis bazisfiiggvény

SNP single nucleotide polymorphism  egypontos nukleotid polimorfizmus

SVM support vector machine szupport vektor gép

TN true negative valdodi negativ

TNR true negative rate valdodi negativ arany

TP true positive valddi pozitiv

TPR true positive rate valddi pozitiv arany

UTR untranslated region nem transzlalodott régio

VQSR variant quality score recalibration  variansmindség-kalibracio
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1. Bevezetés

A genetikai és genomikai kutatdsok jelentdsége egyre nagyobb az orvostudomanyban.
A humédn genom szekvencidjanak teljes meghatdrozdsa, az egyre gyorsabb és olcsébb
szekvenalasi technoldgidk rohamos fejlodése kovetkeztében a személyre szabott orvoslas
bizonyos teriileteken mar a klinikai rutin részévé valt. A szekvendldsi adatok mennyiségé-
nek soha nem latott mértékli novekedése azonban jelentds kihivasokat tdmaszt az adatokat
értelmezni és elemezni kivano orvosok, biolégusok és bioinformatikusok szdmara. A ge-
netikai varidnsok elemzése sordn az 1j generacios szekvendlasi vizsgédlatokkal meghatéaro-
zott bioldgiai konklizidk nagy mértékben a hivott varidnsok €s genotipusok pontossagin
alapulnak, amely azonban még nem minden esetben éri el a klinikai diagnosztikdban val6
felhasznalhat6sdg szintjét. Emiatt azok a bioinformatikai médszerek, amelyek javitani
tudnak a varidnshivasok pontossagdn, nagy mértékben hozzajarulhatnak a technolégidk
minél szélesebb korti hasznalhatésdgahoz. A munkdm sordn kifejlesztettem egy szoft-
vert, amely kiilonb6z6 varidnskivonatolé mddszerek eredményének kombinéldsaval jobb
teljesitményre képes, mint az egyedi mddszerek.

A genetikai varidnsok elemzése kozponti jelentdségii a betegségek patomechanizmu-
sénak feltdrasdban, a betegségre val6 hajlam, illetve a gydgyuldst befolydsol6 tényezdk
felderitésében és eredményesebb kezelési lehetdségek, terapids protokollok kidolgozasa-
ban. A Bayes-statisztikdn alapul6 mddszerek egyre nagyobb teret hdditanak a genetikai
adatelemzésben is. A munkdm sordn részt vettem a bayesi relevanciaelemzési médszertan
kifejlesztésében, amely a genetikai varidnsok és fenotipusos jellemzdk komplex Ossze-
fliggésrendszerének feltérképezésével a frekventista statisztikai modszerek hatékony al-
ternativajat nyujtja asszocidcids vizsgélatok adatainak elemzésére. A bayesi mddszertan
hasznélhat6sagat és eldnyeit a gyermekkori akut limfoid leukémia hajlamét és tilélését

befolydsol6 polimorfizmusok elemzésén keresztiil mutatom be.

1.1. Altalanos alapfogalmak

A dolgozatban gyakran el6keriilnek olyan fogalmak, amelyek az orvos vagy biol6gus
olvasé szdmdra nem feltétleniil ismertek. Ezért a bevezetdben sziikségesnek tartom ezek

rovid ismertetését, mely sordn nem a pontos, matematikai definiciok kimondasa volt a
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célom; hanem inkdbb intuitiv magyardzatokat adni, hogy ezzel is segitsem a munkdm
és eredményeim megértését. A definicidkat a téma irdnt mélyebben érdekl6ds olvaso a

vonatkoz6 irodalomban talalja.

1.1.1. Valésziniiség, valoszintiségi valtozo

Az orvostudomadny, de altalinossdgban minden tudoményteriilet egyik legnagyobb prob-
1émdja, hogy nem ismerjiik a teljes igazsdgot. Ennek tobbféle oka is lehet, példdul az
elméleti ismereteink hidnya, a gyakorlati tudatlansdgunk (pl. egy adott beteg esetén nem
ismerjiik az 0sszes klinikai vizsgalat eredményét) vagy az igazsdg megismerésének és 4t-
tekintésének irredlisan nagy anyag-, eszkoz-, koltség- vagy iddigénye. Az ezekbdl eredd
bizonytalansag kifejezésére valdsziniiségi éllitaisok megfogalmazasa ad lehetéséget. En-
nek sordn egy allitdshoz egy valdszinliségi értéket rendeliink, amely az adott esemény
bekovetkezésének valdszinliségét jelenti. Ez a gyakorlatban azt a hiedelmet (belief) fejezi
ki, hogy a pillanatnyi tuddsunk birtokédban, a jelenlegi helyzett6l megkiilonboztethetetlen
esetek mekkora hdnyaddban fog bekovetkezni az adott esemény. A valdszinliségi érték
mindig egy 0 és 1 kozotti szdm, ahol a 0 valoszinlis€ég annak a hiedelemnek felel meg,
hogy az esemény biztosan nem fog bekovetkezni, mig az 1 érték azt a hiedelmet fejezi
ki, hogy az esemény biztosan bekovetkezik.! Az el6z8 megfogalmazésban is ldttuk, hogy
a valészinliség mértéke mindig fiigg a jelenlegi helyzettdl, azaz a megfigyeléseinktdl (té-
nyektdl, adatoktol). Miel6tt tények birtokdba jutunk, el6zetes vagy a priori valészini-
ségrdl beszEliink, a megfigyeléseink, tények birtokdban pedig utdlagos, a posteriori valé-
szinlségrdl. A valdszindség jelolésére a P vagy Pr fiiggvényt fogjuk hasznélni, példdul
annak az eseménynek a valészintiségét, hogy egy adott személy akut limfoid leukémidban
(ALL) szenved, Pr(ALL = igaz)-al vagy egyszerlibben Pr(ALL)-el jelolhetjiik.

Az események, amelyeknek a bekovetkezési valoszinliségét meg szeretnénk allapita-
ni, dltaldban leirhatdk tn. valdszinliségi vagy véletlen vdltozok forméjaban is. Ez vala-
milyen mérhetd jellemzdt jelent, amelynek az értéke nem édllandd, hanem a valdszintiség
torvényei szerint valtozik és a véletlentdl fiigg. Valdszindségi valtozé lehet példaul az,

hogy egy ember szenved-e egy adott betegségben, hany éves az illetd a betegség diag-

'A valésziniiség itt bemutatott értelmezése némileg tdgabb, mint a klasszikus statisztikai értelmezés.
Ez utébbi alapjan a valészinliség egy objektiv, a megfigyel6tdl fiiggetlen, a fizikai torvényszertiségekbdl
kovetkezo érték, amely egy ismétlodd esemény relativ gyakorisdganak hatarértéke.
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nosztizaldsakor vagy mi a genotipusa egy adott polimorfizmus esetén. Minden véletlen
valtoz6hoz tartozik egy tartomény, amely az dltala felvehetd lehetséges értékeket tartal-
mazza. Példaul egy adott egypontos nukleotid polimorfizmusra vonatkozé genotipus ese-
tén a tartomdny tipikusan hdrom elemd: homozigéta vad, heterozigéta vagy homozigéta
muténs.> Az a fiiggvény, amely egy adott viltozé esetén megadja a lehetséges értékek

Amennyiben egy esemény valoszinliségérdl egy masik esemény bekovetkezésének is-
merete alapjan allitunk valamit, akkor feltételes valosziniiségrol beszéliink. Példaul azt az
eseményt, hogy egy adott személy ALL-ben szenved, ha tudjuk réla, hogy az rs1004474
polimorfizmus esetén a genotipusa GG értékd, feltételes valoszintiséggel tudjuk kifejezni.
Jelolése: Pr(ALL|rs1004474 = GG). A feltételes valdszinliségek megadhatdk feltétel
nélkiiliekkel, példaul: Pr(A|B) = Pr(A,B)/Pr(B), ahol a Pr(A,B) az A és B ese-
mény egyiittes el6forduldasanak valészintiségét jelenti.

Fontos fogalom lesz a késobbiekben a feltételes fiiggetlenség is. Akkor mondhatjuk
hogy az A esemény feltételesen fiiggetlen a C' eseményt6l a B ismeretében, ha Pr(A|B,C)
Pr(A|B). Intuitiven megfogalmazva: ha B-t ismerjiik, akkor C' ismerete mdr nem ad
semmilyen plusz informéciét, ami befolyasolna a hiedelmiinket A bekovetkezésére vo-

natkozdan.

1.1.2. Osztalyozas, osztalyozasi feladat

Az osztalyozas a statisztika (adatbanydszat, gépi tanulds) egyik kiemelten fontos médsze-
re. Az osztdlyozasi feladat sordn az osztalyozandé elemeket elére meghatdrozott csopor-
tokba soroljuk, azaz az elemeket osztdlycimkékkel 1atjuk el. Bindris osztdlyozasi feladatok
esetén a valosdg €s az osztdlyozo kimenete is kétféle lehet, ezeket negativ és pozitiv osz-
tdlynak nevezhetjiik.

Munkém sorén tobbek kozott genetikai varidnsok kivonatoldsdnak problémadjaval fog-
lalkoztam. Ez a kérdés felfoghat6 egy bindris osztdlyozasi feladatként, ahol egy kivonato-
16 médszer a vizsgalt genomi régidban felmeriild, referencia szekvenciatdl valo eltérése-

ket osztdlyozza, és amennyiben a feltételezett varidns jellemzdi megfelelnek a kivonatold

Ha a gén torl6désének vagy tobbszorozédésének lehetdségét is figyelembe vessziik, akkor tobb is lehet,
pl. hemizigéta, nullizigéta stb. Illetve egyes polimorfizmusok esetén tobb alternativ allél is el6fordulhat,
amely szintén megnoveli a véltozo lehetséges értékeinek szamat.
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modszer éltal tdmasztott kritériumoknak, akkor az adott poziciéban egy varidnst hiv (a
pozitiv osztdlyba sorolja). Ha a bizonyitékok nem elég meggy6zbek, akkor a kivonatold
nem hiv varidnst (és ezzel a negativ osztalyba sorolja). A dolgozatban emellett Un. szup-
port vektor gépet (support vector machine, SVM) hasznalok a varidnskivonatolé médsze-
rek eredményének kombindldsara. A kovetkezd alfejezetben roviden bemutatom ezt az

algoritmust.

1.1.3. Osztalyozas Szupport Vektor Gépekkel

A szupport vektor gép [1] egy olyan szamitégépes (in. gépi tanuldsi) algoritmus, amely
tanitomintdk alapjan megtanul elemekhez cimkéket rendelni, azaz osztilyozni. A dol-
gozatban varidnsok osztidlyozdsdra (a valddi €s a hamisan hivott varidnsok megkiilon-
boztetésére) haszndlunk SVM-eket, de a bioldgiai problémakban rendkiviil széles kdrben
hasznélhatok példdul génexpresszids profilok, fehérjeszekvenciak vagy DNS szekvencidk
osztalyozdsara a nagy pontossaguk, flexibilitdsuk és nagydimenziés adatokra valé alkal-
mazhat6saguk miatt [2, 3].

Az SVM Adltaldnos esetben egy bindris osztilyozasi feladat megolddsara képes: az ele-
meket pozitiv vagy negativ kategéridba sorolja. Ehhez két alapvetd koncepcidt hasznal:
az elemek lehet6 legszélesebb margdval torténd szétvalasztasat €s az Un. kernel fiiggvé-
nyeket [4]. Az osztdlyozandd, illetve a tanitomintaként felhaszndlt elemek a tulajdon-
sdgaik (pl. a varidnsok mindségét leird jellemz6k) alapjan egy tobb dimenzids térben
helyezkednek el, ahol a dimenzidk szdma a tulajdonsdgok szamadval egyezik meg. Az
SVM ebben a térben egy olyan szeparalé hipersikot® keres, amely a pozitiv és a negativ
tanitomintdkat a lehet6 legnagyobb margéval valasztja szét. Ennek sordn az algoritmus
implicit médon kivdlasztja azokat a tanitémintdkat (in. szupport vektorokat), amelyek
ténylegesen szerepet jatszanak a hipersik meghatarozdsaban.

A gyakorlati problémdk legnagyobb részében azonban az elemek nem vélaszthatok
sz€t egy linedris hipersikkal. Ezt az SVM kétféle mddon is képes megoldani: (1) un. lagy

margé (soft margin) haszndlatdval, amely megenged meghatarozott mértékd hibakat is

SHipersik: Az n-dimenziés euklideszi térben a térnek egy olyan lapos, n-1 dimenziés része, amely a
teret két diszjunkt részre osztja. Példaul két dimenzids sikban a hipersik egy (egy dimenziés) egyenes,
harom dimenzids térben egy (két dimenzids) sik stb.
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az osztalyozasban, illetve (2) az elemek nemlinedris transzforméacidjaval®, ami lehetévé
teszi, hogy a linedris megolddst nem az eredeti térben, hanem az un. jellemz8 térben’
keressiik meg, amely az eredeti térbe visszatranszformélva mar egy nemlinedris hipersikot
eredményez.

A probléma matematikai formalizdcidja sordn valgjaban az elemeknek nem a pontos
pozicidja, hanem az egymdashoz val6 hasonldsdga szamit. Ez a kernel fliggvények hasz-
nalatdval lehet6vé teszi, hogy az elemeket egy joval nagyobb dimenzidju térbe transzfor-
maljuk, amely, mint ahogy az el6bb lattuk, az elemek nemlinedris szeparacidjét is meg-
engedi. Az egyik leggyakrabban hasznalt kernel fiiggvény az un. radidlis bazisfiiggvény

(radial basis function, RBF), amely tulajdonképpen gaussi fiiggvényeket illeszt a szupport

vektorok koré.

1.1.4. Szenzitivitas, precizitas, hamis felfedezési arany

Az osztalyozok teljesitményének mérése kiilonféle mérdszamok, illetve mutatok kisza-
mitdsdval lehetséges. Egy bindris osztdlyozasi feladat (pl. varidnskivonatolds) esetén egy

dontés eredménye alapvetden négy féle lehet:

Valddi pozitiv (true positive, TP): Az adott elem a valésdgban pozitiv, és az oszta-

lyozas eredménye is pozitiv (pl. a hivott varidns valéban létezik).

e Valddi negativ (true negative, TN): Az adott elem a valésdgban negativ, és az osz-

tdlyozds eredménye is negativ (pl. a kivonatolé nem hiv egy nem létez$ varidnst).

e Hamis pozitiv (false positive, FP): Az adott elem a valdsdgban negativ, de az oszta-
lyozés eredménye pozitiv (pl. a hivott varidns a valésdgban nem létezik). Ezt a fajta

tévedést els6faju hibanak vagy I-es tipusu hibdanak (Type I error) is szokds nevezni.

e Hamis negativ (false negative, FN): Az adott elem a val6sdgban pozitiv, de az oszta-
lyozés eredménye negativ (pl. a kivonatolé nem hiv egy 1étezd varidnst). Ezt a fajta

tévedést masodfaji hibanak vagy Il-es tipust hibanak (Type II error) is nevezik.

“Nemlinedris transzformdacié: Egy olyan matematikai eljaras, amely gy véltoztatja meg a valtozék ské-
14jat, hogy az nem 6rzi meg a véltozok kozotti linedris kapcsolatot. Példdul nemlinedris az a transzformécio,
amely az x véltozéhoz annak négyzetgyokét vagy reciprokdt rendeli.

3Jellemzd tér: a valtozék transzformécié utani magasabb dimenzids tere.
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Egy adott, ismert valddi besoroldsi mintahalmazon végrehajtva az osztilyozasi fel-
adatot, a dontések eredménye alapjan a kovetkezd fontosabb teljesitménymutatokat tud-

Juk kiszdmitani:

Szenzitivitas: Az osztilyozé a valésagban pozitiv elemek hanyad részérdl allitotta, hogy
pozitiv; azaz pl. egy varidnskivonatold a valddi varidnsok hanyad részét talalta meg.

Egyéb elnevezései: valddi pozitiv ardny (true positive rate, TPR), felidézés (recall).

Precizitids: Az osztalyozé dltal pozitivnak nyilvanitott elemek hdnyad része pozitiv a
valdsdgban; azaz pl. a kivonatol6 éltal hivott varidnsok hdnyad része valdédi varidns.

Egyéb elnevezése: pozitiv prediktiv érték (positive predictive value, PPV)

Specificitas: Az osztalyozé a valdsdgban negativ elemek hanyad részérdl allitotta, hogy
negativ. Varidnskivonatoldk esetén nehezen értelmezhetd, mert a nem valédi va-
ridnsok szdma potenciélisan rendkiviil nagy is lehet (indelek esetén potencidlisan

végtelen). Egyéb elnevezése: valddi negativ ardny (true negative rate, TNR)

Negativ prediktiv érték: Az osztilyozo éltal negativnak nyilvanitott elemek hanyad ré-

sze negativ a valdsdgban.

Hamis felfedezési arany: A precizités ellentéte; az osztalyozé altal pozitivnak nyilvani-
tott elemek hanyad része negativ a valdsdgban, azaz hanyad részrdl éllitja tévesen,

hogy pozitiv. Angol elnevezése: false discovery rate (FDR).

Valdsag (feltétel)

Pozitiv Negativ
. " Precizitds = Hamis felfedezési ardny
Pozitiv Valés pozitiv Hamis pozitiv valds pozitiv / teszt (FDR) = hamis pozitiv /
Osztalyozas (Elséfaju hiba) . - . L
, szerint pozitiv teszt szerint pozitiv
eredménye P’ T
. , Negativ prediktiv érték =
(teszt) Negati Hamis negativ Vald i y tiv / teszt
egativ aloés negativ valds negativ / tesz
83V (Masodfaju hiba) B . !
szerint negativ

Szenzitivitas = | Specificitas =

Valds pozitiv/ |valds negativ /

feltétel szerint | feltétel szerint
pozitiv negativ

1. dbra. A binaris osztalyozok dontéseinek lehetséges kimenetelei, illetve a teljesitmé-
nyiik mérésére hasznalhato legfontosabb méroszamok

10
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A négy lehetséges kimenetelt és az ezekbdl szdrmaztatott legfontosabb mutatdkat

az 1. dbran lathatjuk.

1.1.5. Genetikai asszociacids vizsgalat

A betegségek genetikai hatterét tanulmédnyozo populdcidgenetikai asszocidcids vizsgéla-
tok célja az, hogy olyan varidcidkat (pl. egypontos nukleotid polimorfizmusokat, single
nucleotide polymorphism, SNP) vagy ezeknek egy olyan mintdzatit azonositsuk, amely
szisztematikusan eltér egy adott betegségben szenvedd és egészséges emberekben [5].
Ez ugyan elég egyszerlinek hangzik, de val6jaban fellép egy alapvetd probléma: a ge-
nom olyan nagy méretl, hogy valddi oki tényezdnek tind polimorfizmusok, illetve eltér
mintdzatok egyszertien a véletlennek koszonhetSen is jelentkezhetnek. Emiatt a valds
€s véletlen jelzések megkiilonboztetésére rigordzus statisztikai modszereket, asszociacios
teszteket végziink. A munkdmnak, igy ennek a dolgozatnak sem volt célja a kiilonfé-
le asszocidcids tesztek részletekbe mend 0sszehasonlitdsa. Az érdekl6d6 olvasé szdmos
Osszefoglalo kozleményt taldlhat ebben a téméban [5-9]. A munkdm soréan a bayesi rele-
vanciaelemzési modszertannal foglalkoztam, amely bayesi statisztikdn €s tn. val6szind-
ségi hdlézatokon alapul. Mivel a bayesi mddszerek a megkozelitésmodjukban alapvetden

eltérnek a klasszikus statisztikai mdodszerektdl, ezért a kovetkezd alfejezetekben roviden

attekintem ezeket, illetve rdvildgitok a fobb kiilonbségekre.

1.1.6. Frekventista statisztika

Hipotézistesztelés Genetikai asszocidcios vizsgdlatok esetén a fenotipussal (pl. beteg-
séghajlam) asszocidl6do valtozok (polimorfizmusok, klinikai paraméterek) meghatéro-
zasara a leggyakrabban haszndlt statisztikai technika a klasszikus hipotézistesztelés [5].
Ennek sordn minden egyes valtozora teszteljiik azt a hipotézist, hogy az nem asszociél
a fenotipussal. Ez az un. null-hipotézis, Hy. Amennyiben nincs elegendd bizonyitékunk
arra, hogy ez a hipotézis nem igaz, akkor azt nem tudjuk elvetni; azaz nem tudjuk el-
fogadni az un. alternativ hipotézist, H,-et, amely szerint az adott véltozo és a fenotipus
kozott asszocidcio dll fenn. Azt a médszert, amivel 6sszegezziik az adatainkban taldlhat6
bizonyitékokat (az un. teszt statisztika kiszdmitasdval) annak érdekében, hogy valasztani

tudjunk a két hipotézis koziil, hipotézistesztelésnek nevezziik. A teszt statisztika kiszami-
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tdsanak eredménye egy valdszinliség (az Un. p-érték), ami a null-hipotézis abszurditdsa-
nak mértékét jelzi. Mdas szdval, ha a p-érték kisebb mint egy eldre definidlt, nulla kozeli
« érték (un. szignifikancia szint), az azt jelzi, hogy a null-hipotézis nagyon valdsziniit-
len, abszurd, igy el kell vetniink, €s helyette el kell fogadnunk az alternativ hipotézist. A
hipotézistesztelés folyamatat osszefoglalva a 2. dbran lathatjuk.

A leggyakrabban haszndlt asszocidcios tesztek példdul a Pearson-féle y-négyzet teszt
vagy a Fisher-féle egzakt teszt. A logisztikus regressziés modell alkalmazdasa szintén koz-
kedvelt, ezzel ugyanis mér komplexebb Osszefiiggések tesztelésére is lehetdség van, mint
példaul tobb SNP egyiittes hatdsdnak vagy interakciéjanak elemzése, illetve kornyezeti

valtozok, klinikai paraméterek (nem, életkor stb.) figyelembevétele.

Feltételezés A null-hipotézis, H igaz, azaz az v véltoz6 és a fenotipus
kozott nem 4ll fenn asszociacid

Ezutan Kiszamitjuk a teszt statisztikat, z,-t, és azt taldljuk, hogy a
p-érték (annak valészintisége, hogy legaldbb 2z, értéket figye-
liink meg abban az esetben, ha a null-hipotézis H igaz) ki-

sebb mint «
De Eppen az el6bb figyeltiik meg z,-t
Tehat A null-hipotézis hamis, és az alternativ hipotézis (majdnem

biztosan) igaz, azaz a v véltozd asszocidl a fenotipussal

2. dbra. A frekventista hipotézistesztelés menete asszociacios vizsgalatokban

Esélyhanyados, konfidencia-intervallum Populédcids genetikai asszocidcios vizsgdla-
tok esetén a leggyakrabban kiszamitott asszocidcidés mérdszam az un. esélyhdnyados (odds
ratio, OR), amely azt mutatja meg, hogy mekkora a kimenetel esélyének ardnya, ha valaki
egy adott tényez6 hatdsdnak ki van téve ahhoz képest, ha nincs kitéve. Példaul ha arra a
kérdésre keressiik a vdlaszt, hogy egy adott SNP dominédns forméja milyen mértékben
emeli meg az ALL kialakuldsdnak a kockazatat, akkor ezt az OR kiszdmitasaval vélaszol-
hatjuk meg. Ebben az esetben az OR azt jelenti, hogy mekkora az ALL kialakuldsdanak
esélye az SNP alléljanak hordozasakor ahhoz képest, mint amekkora a betegség esélye,
ha az allél nincs jelen. Az OR ért€ke mellett dltalaban a becslés konfidencia-intervallumat
(confidence interval, CI) is megadjuk (tipikusan 95%). Ez a tartomdny azt adja meg, hogy
ha a kisérletet végtelen sokszor elvégeznénk, akkor az esetek 95%-dban a kiszamitott OR

hova esne. Ha az OR szignifikdnsan nagyobb mint 1, akkor a tényezd noveli a kimenetel
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rizik6jat; ha kisebb, mint 1, akkor csokkenti.

Tobbszoros hipotézistesztelési probléma A genetikai asszocidciés elemzéseknek egy
stilyos problémaval kell szembenéznie, amely akkor jelentkezik, ha egyszerre parhuzamo-
san tobb hipotézist is teszteliink. Ez az un. ,,tobbszoros hipotézistesztelési probléma” [5].
A valasztott statisztikai médszertdl fiiggetleniil minél nagyobb szdmu hipotézisiink van,
anndl nagyobb annak valészintisége, hogy véletleniil extrém teszt statisztika-értékeket fi-
gyeliink meg, igy egyre valdszinlibb, hogy tévesen el fogjuk utasitani a null-hipotézist (és
ezzel hamis pozitiv kijelentést tesziink, azaz els6faju hibat kovetiink el). Sokféle meg-
kozelités 1étezik ennek a probléménak a kezelésére, amelyek abban kiilonboznek, hogy
milyen hibdt prébalnak meg kontrolldlni és mennyire konzervativak.

A legkonzervativabbnak tartott modszer az un. Bonferroni-eljdrds, amely a csalddi-
szinti hibdt (familywise error rate, FWER) kontrolldlja. Ez annak a valészinlisége, hogy
az Osszes vizsgalt, nem valddi asszocidcio koziil legalabb egyr6l tévesen azt éllitjuk, hogy
fenndll. A Bonferroni médszer sordn egyszeriien elosztjuk a-t (a megkivant FWER szig-
nifikanciaszintet) a hipotézisek szamaval. Példaul annak biztositasara, hogy 1000 statisz-
tikai teszt elvégzése esetén is a csalddi-szintdi hiba ardnya kisebb legyen mint 0,05, az
elfogadasi kiiszobot 5 x 1075-re kell allitanunk. Ugyanakkor a Bonferroni-korrekcié az
SNP-k kapcsoltsaga miatt a legtobb vizsgélatban tilsdgosan konzervativ; hasznélatdval
sok valddi asszocidciot figyelmen kiviil hagyunk (azaz hamis negativ kijelentést tesziink;
mdsodfaju hibét kovetiink el). Ebben az esetben az egyik leggyakrabban hasznalt médszer
a hamis felfedezési ardny (false discovery rate, FDR) kontrolldldsa. Az FDR, mint aho-
gyan az el6z0 alfejezetben lattuk, a nem valddi asszocidciok varhat6 ardnya azok kozott,
amelyekrdl azt allitjuk, hogy fenndllnak. Mds széval, ha a célunk az, hogy el6alljunk
hipotézisek egy olyan halmazaval, amelynek a legnagyobb része igaz, akkor az FDR-t
érdemes kontroll alatt tartani. Benjamini és Hochberg javasolt [10, 11] erre egy felfelé
1épegetd eljarast: az asszocidciokat rendezziik sorba a p-értékiik szerint, majd a legki-
sebbtdl indulva viszonyitsuk azokat egy folyamatosan ndvekvd kiiszobértékhez (a k-dik
p-€rtéket viszonyitsuk %a—hoz, ahol m a vizsgalt hipotézisek szdma), €s utasitsuk el az
Osszes nullhipotézist (azaz fogadjuk el az alternativ hipotézist) a legnagyobb olyan k-ig,

amelyre a p-érték még kisebb, mint az adott kiiszobérték. Ez egy kevésbé konzervativ
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korrekcids eljarast eredményez, ami jobban illeszkedik a genetikai asszocidcids tesztek

felderitd jellegéhez.

1.1.7. Bayesi statisztika

A bayesi statisztikai médszerek az utobbi id6ben szdmos tudomanyteriileten rendkiviili
népszertiségnek orvendenek [12], beleértve a genetikat [13—15] és a genetikai asszocid-
cios vizsgalatokat is [8, 16-22]. A mddszertan alapja az 1700-as évek kozepén, Thomas
Bayes tiszteletes €s matematikus altal megfogalmazott Bayes-tétel, amely az ok és oko-
zat (vagy elozmény és kovetkezmény) felcserélhetdségét mondja ki (a tétel kovetkezik a

feltételes valdszinliség definicidjabol):

Pr(A|B) x Pr(B)

Pr(BI4) = ——F

x Pr(A|B) x Pr(B), (1)

ahol o az ardnyossagot jelenti.

Orvosi példandl maradva, ha az A esemény a laz, a B esemény pedig az, hogy a beteg
influenzas-e, akkor a Pr(Laz|Influenza) feltételes valdsziniiség és a Pr(Influenza),
illetve Pr(Laz) a priori valészintiségek segitségével meg tudjuk vdlaszolni azt a fordi-
tott ok-okozati reldcidban all6, diagnosztikai jellegl kérdést, hogy 14z esetén mekkora az
influenza valészintisége, azaz mekkora a Pr(Influenza|Laz) a posteriori valészintiség.
Ez els6re nem feltétleniil tlinik nagy jelent6ségli eredménynek, hiszen a keresett valdszi-
niiség kiszdmitdsdhoz hdrom mdsik valészintiségi értéket kell meghatdroznunk. Azonban
ezek megaddsa bizonyos esetekben (pl. tipikusan a diagnosztikai problémdakban) jéval
konnyebb: a Pr(Laz|Influenza) feltételes valdsziniiség a betegség lefolydsabol kovet-
kezik, az influenza patomechanizmusatdl fiiggd dllando jellegli mennyiség, amely tipiku-
san nem valtozik és jol becsiilhetd (pl. az influenzas betegek hanyad részénél tapasztalunk
lazat); a Pr(Influenza) val6szintiség az adott idSben influenzdban szenvedd betegek
ardnyat jelenti a teljes népességhez képest, szintén jol becsiilhetd és jol kezelhetd példaul
jarvanyok kitorése esetén is, amikor ez az érték megugrik; a Pr(Laz) valészinliség mar
kissé nehezebben kezelhetd (az adott id6ben lazas emberek ardnya a teljes populdciéhoz
képest), azonban valdjdban nem sziikséges meghatdarozni, mert egy normalizdcids 1€péssel

kikiiszobolhetd (emiatt szerepel a fenti képletben az ardnyossag).
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A fenti példabdl az is latszik, hogy dltaldnos értelemben a Bayes-tétel a tudomanyos
gondolkodds egyszertsitett modellje lehet [23, 24]. Azt mondhatjuk ugyanis, hogy ren-
delkeziink valamiféle tuddssal a vilagrdl (pl. influenza a priori valdsziniisége), majd ta-
pasztalatokat, adatokat gy(jtiink (pl. megmérjiik a paciens testhOmérsékletét), ezt egybe-
vetjiikk és sulyozzuk a kezdeti ismereteinkkel, és ezaltal a tudds egy magasabb szintjére
jutunk el (pl. az influenza a posteriori valdszintisége).

A bayesi gondolkodast érintd leggyakoribb kritika az, hogy a priorok megfogalma-
zasa gyakran szubjektiv, a kisérletezd hiedelmeitdl, eldzetes tuddsétdl fiigg és emiatt a
posteriorban keverednek objektiv és szubjektiv elemek [23]. Ezzel szemben a bayesi
gondolkodok a klasszikus statisztikdban azt kifogasoljdk, hogy az csak tomegjelenségek-
re, illetve elméletileg végtelen sokszor ismételhetd kisérletekre hasznalhatd, igy a relativ
gyakorisadgokon alapul6 valdszintiségeket csak ilyen tipusi mintdkon lehet hasznélni. A
szubjektiv priorok problémadjat részben lehet kezelni az un. neminformativ priorokkal,
amelyek igyekeznek a lehetd legjobban kifejezni az ismeretek hidnyat, de ezek megfo-

galmazdsa (konstruédldsa) sokszor nehéz lehet, és a semlegességiik sokszor vitdra adhat

okot [23].

A bayesi és frekventista statisztika legfontosabb kiilonbségei A bayesi és frekventis-
ta statisztikai kovetkeztetések legfontosabb kiilonbségei a kiindul6 feltételezéseken ala-
pulnak. Tekintsiik az el6z06 rész péld4jat: hogyan hatarozza meg a két statisztikai méd-
szer az adott idSpontban influenzds betegek ardnyét a teljes népességhez képest egy adott
mintavétel alapjan. A klasszikus statisztika felfogdsa szerint ez az ardny egy jol megha-
tarozott, rogzitett, valds fizikai mennyiség, amely azonban nem ismert, de mintavételi ki-
sérletekkel tetszdleges pontossaggal meghatdrozhatd. Ezzel szemben a bayesi statisztikai
felfogas szerint ez egy valdszinliségi valtozo, azaz a lehetséges értékeinek egy valdszinii-
ségi eloszldsa van, amelyet sok mds tényezd befolydsolhat (pl. van-e éppen jarvény).

A két megkozelités masik nagy kiilonbsége a minta értelmezésében van. A klasszikus
statisztika ugyanigy az egyetlen mintavétel alapjan hozza meg a dontéseit, de ezt ugy
teszi, hogy kozben feltételezi a kisérlet ismételhetségét. Igy példdul ha egy statisztikai
tesztet végziink annak a kérdésnek az eldontésére, hogy az influenzdsok adott idSpontbeli

ardnya szignifikdnsan nagyobb-e, mint 0,1, akkor a statisztikai teszt eredményéiil kapott
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p-értéket ugy értelmezhetjiik, hogy ha végtelenszer elvégezném a mintavételt €s minden
esetben kiszdmitandm a teszt statisztikat, akkor mekkora val6szintiséggel (az esetek ha-
nyad részében) kapnék a jelenlegi mintapopuldcié alapjan kiszdmitottndl nagyobb teszt
statisztika értéket. Ezzel szemben a bayesi felfogds szerint az ismételt mintavételre nincs
sziikség, a kovetkeztetéseinket (az influenza a posteriori eloszlasat) az egyetlen mintapo-
puldci6 alapjin hatdrozzuk meg.

Végiil kiilonbség van a két megkozelités végeredményében is: a klasszikus esetben a
korabban bemutatott pontbecslés €s konfidencia-intervallum (ha a mintavételt végtelen-
szer ismételnénk, a keresett ardny az esetek 95%-dban melyik tartomdnyba esne); mig a
bayesi esetben a végeredmény valdjaban a valdszinliségi valtozo posterior eloszldsa. Ez
utébbi alapjan tovabbi eredmények is képezhetSk, példaul a hihetdségi tartomdny (melyik
az a legsziikebb értéktartomany, amely a valészintiségi véltozo értékét 95% valdszindiség-
gel tartalmazza) és a pontbecslés (melyik az az érték, amely a legkisebb hibaval kozeliti

a valdszinliségi véltozo eloszlasét; azaz a lehetd legjobban jellemzi a posterior eloszlast).

Hipotézisvizsgalat a bayesi megkozelitésben A teljesség kedvéért roviden kitériink a
bayesi hipotézisvizsgdlat mddszerére is, de a dolgozat sordn haszndlt bayesi megkoze-
lités nem ezt a technikat fogja kovetni. A klasszikus statisztikdhoz hasonldan itt is van
null-hipotézis €s alternativ hipotézis, de szemléletbeli kiillonbség van a két mddszer ko-
zott. A klasszikus esetben ugyanis a null-hipotézisnek Kkitiintetett szerepe van, és a f6
kérdés, hogy a bizonyitékok ismeretében el tudjuk-e vetni vagy sem. A bayesi esetben a
két hipotézis teljes mértékben egyenrangu, és arra a kérdésre keressiik a vélaszt, hogy a
bizonyitékok (adatok, jelolése: D) tiikkrében melyiknek nagyobb a valészinlisége, azaz az

un. posterior esélyhdanyadost (posterior odds, PO) szamitjuk ki:

o Pr(DIH)Pr(H))

- Pr(D|Hy)Pr(Hy) @

1.1.8. Tulélés-elemzés

Tulélés-elemzéEs alatt olyan statisztikai modszereket értiink, amelyek tilélési adatok elem-

z€sére hasznalhatok, azaz ahol a kimeneti (fiiggd) valtozé egy adott tipust esemény be-

///////
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ezt az id6t definidlhatjuk példdul rakos megbetegedések elemzésekor a teljes remissziotol
a relapszusig eltelt idoként, a diagndzistol a haldlig eltelt id6ként, vagy miiszaki példa
esetén lehet ez az id6 egy eszkoz tizembe helyezésétdl a meghibdsodasdig eltelt id9 is.
Amennyiben minden minta esetén ismert lenne a tilélés ideje, akkor a klasszikus statisz-
tika sok médszere bevethetd lenne az adatok elemzésére. Azonban az elemzések tobb-
ségében igaz, hogy nem minden egyén €letében kovetkezik be esemény vagy az egyének
kiesnek az elemzd6 14tokorébdl (pl. koltdzés vagy a vizsgélttdl eltérd haldlok miatt), igy
az 6 esetiikben a talélés ideje ismeretlen (ezek un. cenzoralt mintdk). Tovabba a talélési
adatok ritkdn normadlis eloszldsdak, ellenben gyakran ,.eltoltak™ és tipikusan sok korai és
kevés késdi eseményt tartalmaznak. Mindezek miatt a tdlélési adatok elemzése rendsze-
rint egyedi statisztikai modszerek hasznélatét teszi sziikségessé [25-28].

A kozonséges regresszids modellekkel szemben a tilélés-elemzési mddszerek képe-
sek a cenzordlt adatok kezelésre is. A mddszerek 4ltal becsiilt két legfontosabb fiiggvény a
mekkora az esemény tulélésének valdszinlisége (azaz hogy az esemény nem kovetkezik
be). A hazard fiiggvény egy adott idSpontban annak a valésziniiséget adja meg, hogy az
esemény bekovetkezik, feltéve, hogy eddig még nem kovetkezett be. A tulélés-elemzés
sordn altaldban a legfontosabb kérdés az, hogy egy adott faktor (pl. genetikai, kornyezeti
valtozd) hogyan befolydsolja a tilélési idot.

Az egyik leggyakrabban hasznalt nemparametrikus® teszt a Kaplan-Meier médszer [29],
amely egy valtozo6 értéke alapjan képzett csoportok kiillonbségének Osszehasonlitdsira is
haszndlhat6 (a y-négyzet teszthez hasonlé médon; ez az un. log-rank teszt) [25]. Szin-
tén nagyon gyakran haszndlt médszer a Cox-regresszié [30], amely a hazard fiiggvényt
(illetve annak logaritmuséat) kozeliti a fiiggetlen véltozok linedris modelljével. A logisz-
tikus regresszi6hoz hasonléan ebben a modellben is elemezhetiink kovaridnsokat, illetve
vizsgédlhatjuk a prediktor védltozok interakcidit is, igy bonyolultabb, tobbvéltozds 0ssze-

fliggések tesztelésére is haszndlhato [26].

®Nemparametrikus teszt: Olyan statisztikai teszt, amely nem tételez fel semmilyen eloszldst az adatok-
ban.
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1.2. Genetikai variansok meghatarozasa j generacios szekvenalassal

Az 1j generacids szekvendldsi (next-generation sequencing, NGS) technologidk megjele-
nése forradalmasitotta tobbek kozott a human genetikai és genomikai kutatdsokat is. A
teljes genom, illetve teljes exom szekvendlds segitségével ritka és komplex betegségek
genetikai hattere is felderithet6 [31]. A technoldgia folyamatos fejlédése és a gyarté cé-
gek versenye miatt egyre nagyobb ateresztéképességli szekvenald berendezések jelennek
meg, amelyekkel egy bazis meghatarozdsanak fajlagos koltsége egyre olcsobb. A jelen-
legi legnagyobb kapacitasu késziilék (Illumina HiSeq X) egyetlen futdsa soran 1800 Gb
méret(i adat keletkezik, ami a vizsgalt szekvencia 6 millidrd rovid (2 x 150 bp) leolvasasat
jelenti. Egy teljes genom szekvendlds sordn egyénenként atlagosan kb. 5 milli6 varidnst
(SNP-t és rovid inzerciot vagy torlddést, roviden: indelt) szoktak azonositani, amelybdl
144000 varians 4j, azaz nem fordul el a publikus adatbizisokban [32]. A teljes exom
szekvendldsok sordn a humdn genom kériilbeliil 1%-nyi teljes k6dold szekvencidjat hata-
rozzak meg, amely sordn egyénenként dtlagosan kb. 12000 varidnst azonositanak, amely-
nek 10%-a 4j [33, 34]. Ennek a hatalmas adatmennyiségnek az elemzése és értelmezése
jelentds kihivasokat tdmaszt a kutatok szamara. Az NGS projektek sziik keresztmetszete
emiatt nem maga a DNS szekvendldsa, hanem az adatmenedzsment €s a kisérleti adatok
szofisztikdlt elemzési munkafolyamatainak pontos kialakitdsa [35, 36], amely a jovOben
varhat6an egyre nagyobb kihivast fog jelenteni [37].

A teljes NGS munkafolyamat meglehet6sen komplex, sok elemzési 1€pésbdl dll, amely
szdmos szoftver €s adatbdzis haszndlatdn alapul. Emiatt nem meglepd, hogy rengeteg
bioinformatikai eszkoz sziiletett az egyes elemi 1€pések, illetve akar a teljes folyamat el-
végzésére, azonban a megfeleld eszk6zok kivalasztasa és bedllitdsa nem trividlis. Szamos
kutatds kimutatta, hogy (1) nincs legjobb varidnskivonatoldsi mddszer vagy olyan konkrét
munkafolyamat-bedllitas, amelynek teljesitménye altaldnos koriilmények kozott, minden
esetben feliilmilna a tobbiét [38—41] és (2) jelentds eltérés van a széles korben hasznalt
varianskivonatolé munkafolyamatok eredményei (azaz a hivott varidnsok) kozott, még ab-
ban az esetben is, ha ugyanazokra a mérési adatokra alkalmazzdk azokat [39, 40, 42, 43].
Ahhoz, hogy ezeket az eredményeket jobban megértsiik, roviden attekintjiik egy tipikus

elemzési munkafolyamat 1épéseit (1asd 3. dbra). A tovdbbiakban ezeket a Iépéseket rész-
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letezziik (a teljesség kedvéért a munkafolyamat késébbi — az elemzésre kész varidnsok

el6allitasan tdlmutat6 — elemeit is roviden bemutatjuk).

Konyvtar-el6készités

Szekvenalas

Min&ségi
ellenérzések,
leolvasasok szlirése

Szekvenciaillesztés

Illesztési hibak
javitasa

Varianskivonatolas

Variansok sz(rése

Variansok annotalasa

Variansok elemzése

Validalas

3. dbra. Egy tipikus teljes genom vagy teljes exom szekvenalasi projekt elemzési mun-
kafolyamatanak lépései. A laboratériumi elSkészités utan a mintdkat megszekvenaljak,
ami nagymennyiségi, rovid szekvencialeolvasdsokat eredményez. A kisérlet mindségé-
nek ellendrzése €s a leolvasdsok min8ségi szilirése utdn a szekvencidkat felillesztik a re-
ferenciagenomra, majd opciondlisan tovdbbi mindségi javitdsokat végeznek. Az illeszté-
sek alapjan megtorténik a varidnsok hivdsa, majd minéségi sziirése. Ezutan kiillonb6zo
adatbdzisok és szoftverek felhaszndldsdval a varidnsokat funkciondlisan annotéljdk, végiil
elemzik (és sziikség esetén tipikusan Sanger szekvendldssal validaljak). A bioinformati-
kai feladatok kék héttérrel vannak jelezve.

Szekvenalas Mivel a jelenlegi technoldgidk dltal megfelel6 mindséggel leolvashaté szek-
vencidk hossza viszonylag rovid, a DNS-t a konyvtar-el6készités sordn fel kell darabolni,
majd a szekvendldsi platformtdl fiiggéen a DNS darabokat PCR reakciokkal fel kell sok-
szorozni. Ezt koveti a tényleges szekvenalas, amely sordn a DNS darabok szekvencidja-
nak meghatarozasara keriil sor (leolvasds). A szekvendl6é gépek minden egyes leolvasott

bazishoz egy mindség pontszdmot (Gn. badzismindségi mutatét) rendelnek, amely a ké-
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s6bbi adatelemzési 1épések esetén hasznos informécidként szolgdl az adott bazis értéké-
nek megbizhatésdga szempontjabol. A bazismindséget az in. Phred-pontszdmmal szokds
megadni, amely a bdzishiba valdszinliségét fejezi ki (ha a hiba val6szintiségét P-vel je-

16]jiik, akkor ) = —10log1o P, l14sd 1. tablazat).

1. tdblazat. Phred-pontszamok értelmezése

A bazishivé
Phred- A hibas bazishivas azishivas

. 3 pontossaganak
pontszam aranya PP
valdszinlisége
10 1 a 10-bdl 90%
20 1 a 100-bdl 99%
30 1 az 1000-bdl 99,9%
40 1 a 10 000-bdl 99,99%
50 1 a 100 000-bél 99,999%

60 1 az 1 000 000-bol 99,9999%

Leolvasasok sziirése A szekvencidk meghatdrozasa utin az els6 1épés a nyers leolvasa-
sok mindségének meghatarozasa €s javitasa. A szekvendl6 gépek altal kiadott leolvasdasok
ugyanis tobbféle hibdt tartalmazhatnak, példdul bazishivasi (szubsztiticids) vagy indel hi-
bakat (pl. a homopolimer szakaszok hosszdnak tévesztése tipikusan Roche/454 és lonTor-
rent platformokon), alacsony min8ségii leolvasdsokat, kevert (4n. kiméra) szekvencidkat
vagy adapter szekvencidk kontamindcidjat [44]. Mivel az ilyen tipusu hibdk kezelésére
€s kiszlirésére a munkafolyamat késobbi 1épéseit megvaldsitd programok nincsenek teljes
kortien felkészitve, ezért a hibds bioldgiai konklizidk elkeriilése érdekében fontos, hogy
kiszirjiik a felismerhetd hibdkat [36]. Ennek els6 1épése tobbek kozott a bazismindségi
pontszamok, a GC tartalom €s a leolvasasok hossz-eloszldsdnak dbrazoldsabdl, illetve a
feldasult szekvenciarészletek és duplikélt szekvencidk azonositasdbol all [45]. Masodik
1épésként pedig az azonositott hibdk kisziirése kovetkezik a szekvencidk nem megfeleld
szakaszainak levdgdsdval és a hibds vagy nem megfeleld hosszisigi szekvencidk eldo-
basdval. Ezekre a feladatokra példdul a FASTQC [45], NGSQC [44], FASTX-Toolkit
(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html Hozzaférés: 2015.07.14.) és a PRIN-

SEQ [46] szoftvereket hasznalhatjuk.
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A leolvasasok felillesztése a referencia szekvencidra A mindségi sziirések elvégzése
utdn a leolvasdsokat fel kell illeszteni a humén referencia szekvencidra. Az illesztés so-
rdn egy adott poziciét lefedd leolvasdsok szamat leolvasdsi mélységnek vagy egyszerlien
lefedettségnek nevezziik. Az utébbi idoben szamos szoftver sziiletett az illesztési feladat
megoldasara [47], amelyek dltaldban valamilyen kiegészitd adatszerkezetek (pl. indexek)
felhaszndlasdval oldjak meg a rendkiviil nagy mennyiségii szekvencia gyors illesztésének
problémadjat. Ezek alapjdn az illeszt6programok két nagy csoportjat kiilonboztethetjiik
meg: (1) hash-tabla alapi illetve (2) szuffix fadkon alapul6 algoritmusok.

A hash-tdbla alapt programok a BLAST [48] megoldasat kdvetik, amely a leolvasaso-
kat rovid szakaszokra (k-merekre, azaz k hosszisdgu szekvenciadarabokra) bontja, majd
egy hash-tdbla alapjan megkeresi, hogy ezek hol taldlhatok a genomban. Ezt kdvetden
a taldlatok kiterjesztésével azonositja azt a poziciét, ahonnan a leolvasis nagy valdszi-
nliséggel szarmazik, majd az optimdlis megoldéast adé6 Smith-Waterman lokélis szekven-
ciaillesztési algoritmussal meghatdrozza a végleges illeszkedést. A jelenleg haszndlatos
hash-tdbla alapt programok a BLAST stratégidjat fejlesztették tovabb valamilyen médon.
Ilyen példdul a MAQ [49], amely a k-mereket nem egybefiiggd szakaszokként definidl-
ja, ami nagyobb szenzitivitdst eredményez és a szekvendldsi hibdk kezelését is lehetvé
teszi. A MAQ azonban nem képes ,.hézagok™ beillesztésére (gapped alignment), igy a
referencia szekvencidhoz képest indeleket tartalmaz6 leolvasdsok felillesztésére sem. A
szintén hash-tdbla alapd MOSAIK [50] azonban méar megoldja ezt a problémit.

Az illesztOprogramok masik nagy csoportja un. szuffix fakat haszndl a leolvasasok po-
zicidjanak azonositdsara. Ez egy olyan adatszerkezet, amely egy karaktersorozat 0sszes
utétagjanak hatékony taroldsara és ebbdl eredden karaktersorozatok rendkiviil gyors kere-
sésére haszndlhato. A szuffix fakon alapul6 algoritmusok altalaban 10 — 20-szor gyorsab-
bak a hash-tdbla alapui programokndl, mikdzben a pontossdguk hasonlé mértékd [51]. A
leggyakrabban hasznalt ilyen illesztGprogramok a BWA [51] és a Bowtie 2 [52], amelyek
egyarant képesek hézagos illesztésre, a bazishibdk és a paired-end’ leolvasasok kezelé-
sére. Emellett az illesztés mindségét leiré mutatdkat allitanak eld, amely a késdbbi vari-

anskivonatoldasi és sziirési 1épések sordn fontos informdcidként szolgdl a valddi és hamis

"Paired-end szekvendlds: a genomban egymdstél meghatdrozott dtlagos tavolsdgra 1év6 szekvencidk

szekvendldsa, amely joval nagyobb pontossagu illesztést tesz lehet6vé az ismétl6dod és alacsony komplexi-
tasd szakaszokra valé konnyebb illeszthetség miatt.
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variansok megkiilonboztetéséhez.

Az illesztések hibainak javitasa Az illesztGprogramok elsddleges eredményei kiilon-
boz6 tipusu hibdkat tartalmazhatnak. Példaul gyakran el6fordul, hogy azok a leolvasa-
sok, amelyek végei indelek kornyékére esnek, hamis szubsztiticids eltéréseket mutatnak
a referencia szekvencidhoz képest. Ez a lokalis szekvenciaillesztés algoritmusanak miiko-
désébdl fakad, ugyanis ebben az esetben valgjaban egy hézagot kellene nyitni, de ennek
nagyobb biintetése van, mint a szubsztiticiés hibdknak. Ezekben a pozicidkban a vari-
anskivonatol6 programok tévesen SNP-ket hivhatnak, igy célszerl az ilyen tipusu hibdkat
kijavitani. A Genome Analysis Toolkit (GATK) programcsomag [53, 54] egyik eszkoze
az indelek kornyékére esd leolvasdsok djraillesztésével ezt a hibat prébalja kikiiszobolni.
Egy maésik gyakori probléma, hogy a szekvendl6 platformok rosszul becsiilik meg a ba-
zisok mindségét. Ez szintén a kés6bbi varidnskivonatolds hibajahoz vezethet, a varidnsok
hivdsa ugyanis nagymértékben a biazismindségi mutatok pontossdgan alapul. A GATK
egy masik eszkoze, a bazismindségek tujrakalibraldsa (base quality score recalibration)
publikus varidnsadatbézisok felhaszndldsdval empirikus hibamodelleket allit el6 az illesz-
tett leolvasdsok alapjan, majd a hibamodellek segitségével pontositja a bazisok mindségi
pontszamait. Szdmos elemzési vizsgdlatban azt taldltdk, hogy mind az indelek kornyé-
ki ujraillesztés, mind pedig a bazismindségek Ujrakalibraldsa szignifikdnsan javitotta a
varianskivonatolas pontossdgat [43, 55], bar az eredmények némileg ellentmondasosak,

ugyanis mas kutatécsoportok eredményei nem ezt igazoltak [56].

Varianskivonatolas A varidnsok megkeresése az elemzés legfontosabb 1épése (amely-
re a dolgozatban a varidnshivas vagy varidnskivonatolds elnevezéseket is hasznélni fog-
juk) [36]. A megfelel6 mindségtli varidnshivas egyik legfontosabb tényezdje a leolvasasi
mélység, ugyanis megfeleld lefedettség nélkiil a valddi eltéréseket és a szekvenalasi hibé-
kat nem lehet megkiilonboztetni [41]. A varidnskivonatoldsi médszerek a hivott varidn-
sok tipusa alapjan négy nagy csoportba oszthatok: (1) csiravonali varidnshivok (SNP-k és
rovid indelek hivédsara), (2) szomatikus varidnshivok, (3) kopiaszam-valtozas detektdlo
programok és (4) strukturalis varidnsok (inverzidk, transzlokaciok, nagy indelek) meg-
hatdrozdsara szolgdlé modszerek. A tovabbiakban réviden bemutatunk néhany gyakran

haszndlt csiravonali varidnshivé programot.
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SAMtools Az eredetileg Heng Li 4ltal fejlesztett, majd mdasok 4ltal tovabbfejlesztett
SAMtools [57] az egyik leggyakrabban hasznalt NGS programcsomag, amely csi-
ravonali varidnsok kivonatoldsdra is hasznédlhat6. A mintak genotipusianak megal-
lapitasa bayesi statisztikai modszereken alapul, amelyet mas kivonatold programok
is atvettek és tovabbfejlesztettek. Az algoritmus a referencia genom minden egyes
poziciéjan egyesével végiglépked (ahol van megfelel6 mélységben illesztett szek-
vencia), és az adott pozicidban a leolvasott bazisok értékének és bdzismindségének
figyelembevételével meghatarozza a legnagyobb a posteriori valészinliségli geno-
tipust. A nem homozigéta vad genotipus azt eredményezi, hogy a program az adott

pozicidban egy varianst fog lejelenteni.

GATK UnifiedGenotyper A GATK [53] egy komplex programcsomag, amely NGS va-
ridnskivonatolésra, illetve ezzel 6sszefiiggd feladatok elvégzésére haszndlhatd. A
Broad Institute-ban fejlesztik, €és rendkiviil széleskorien hasznaljdk nagy genomi
projektekben is (pl. 1000Genome Project, The Cancer Genome Atlas). A GATK
két kivonatolot tartalmaz, amelyek koziil a UnifiedGenotyper a régebbi, €s jelenleg
mar nem fejlesztik tovabb. Az algoritmus a SAMtools mddszerének tovabbfejlesz-
tésén alapul, amely lehet6vé teszi tobb minta egyiittes kivonatoldsét és a multiallé-

likus varidnshivast is (a SAMtools tjabb verzidja is timogatja).

GATK HaplotypeCaller A GATK HaplotypeCaller algoritmusa szakitott a genomi po-
zicidk egyesével torténd bejardsdval, €s — szemben a kordbban emlitett modszerek-
kel — az illesztéseket csak tdmpontként haszndlja a varidnskivonatolds sordn. Az
algoritmus elsd 1épésében meghatirozza az un. aktiv régidkat, amelyek 1ényeges, a
szekvenalasi zajt meghalad6 mérték eltéréseket tartalmaznak a referencia szekven-
cidhoz képest. Ezutan az aktiv régidba esd leolvasdsokat dsszeilleszti, és ennek se-
gitségével meghatdrozza a régidba esé 0sszes lehetséges haplotipust. A haplotipu-
sokat az eredeti referencia szekvencidhoz illesztve a program megkapja a lehetséges
varidnsok tényleges genomi pozicidjat. Ezutan az algoritmus a leolvasasoknak a le-
hetséges haplotipusokra val6 visszaillesztésével a bazismindségi pontszdmok alap-
jan meghatdarozza annak valdszintiségét, hogy az adott leolvasést figyeltiik meg, ha

az adott haplotipus a valédi (ez az tn. likelihood). Végiil a Bayes-tétel segitségével
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kiszdmitja minden egyes minta esetén a két legnagyobb a posteriori valdsziniiségli

haplotipust, amely egyben a legval6szinlibb genotipus meghatdrozdsat is jelenti.

FreeBayes A FreeBayes bayesi statisztikai médszerek alapjan SNP-k, indelek, tobb nuk-
leotidot érintd polimorfizmusok (multi nucleotide polymorphisms) és komplex at-
rendezddések detektdlasara hasznalhaté program [58]. A varidnsok hivasa a Hap-

lotypeCallerhez hasonl6an haplotipusok rekonstrudlasaval torténik.

Annotacios mutatok a variansok minoségének jellemzésére A varianskivonatolds so-
rdn az egyes modszerek szdmos mutatét, in. annotacidkat generdlnak, amelyek a varidn-
tatunk néhdny fontosabb annoticiés mutatét, illetve segitséget adunk az értelmezésiikhoz

(I4sd pl. [39]).

Varians min6ség Minden kivonatolé mddszer eldéllit egy kozponti jelentéségili annota-
ciés mutatot, amely annak a valészinliségét adja meg Phred-pontszdmmal kifejezve
(lasd 1. tablazat), hogy az adott varidns legaldbb egy minta esetén nem homozigdta
vad genotipusu (azaz valdjdban egy varidbilis pozicid). Minél nagyobb ez az érték,

anndl biztosabbak lehetiink abban, hogy az adott varidns valdjaban létezik.

Szalirany-eltérés (strand bias) A szilirany-eltérés azt jelenti, hogy az alternativ allél
és a referencia allél nem egyforma ardnyban fordul eld a pozitiv és a negativ ira-
nyu szdlakon. Ez az illesztés problémadjat utalhat, €s megkérddjelezheti a varians
valddisdgat, ugyanis a szekvendlas sorédn elvileg megkozelitdleg egyenld ardnyban
olvassa le a szekvendld gép a szekvencidkat a pozitiv és a negativ irdnyb6l. Eltérd
lehet, hogy az egyes varidnskivonatolé6 mddszerek milyen tesztet haszndlnak en-
nek a problémdnak a jelzésére, de a leggyakoribb a Fisher-féle egzakt teszt vagy a

Wilcoxon-teszt hasznalata.

Illesztési mindség eltérés Az illesztGprogramok minden leolvasidshoz megadnak egy —
az illesztés mindségére utalé pontszdmot. Amennyiben kiilonbség van abban a te-
kintetben, hogy az alternativ és a referencia allélok inkébb az alacsonyabb vagy ma-

gasabb illesztési pontszammal rendelkez6 leolvasdsokon fordulnak eld, az szintén
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az illesztés problémdjara hivhatja fel a figyelmet. Ezt dltalaban Wilcoxon-teszttel

szamitjék ki az egyes modszerek.

Pozicié-eltérés Akkor beszéliink pozicio-eltérésrol, ha ahelyett, hogy a varidns a rd il-
leszkedd leolvasdsokban egyenletesen elszérva fordulna eld, konzisztensen a leol-
vasasok elején vagy végén taldlhatd. Ezt dltaldban szintén Wilcoxon-teszttel sza-

mitjak ki az egyes varianskivonatolé modszerek.

Haplotipus-pontszam A GATK dltal kiszamitott mutatd, amely azt jelzi, hogy egy adott

poziciéban kettdnél tobb haplotipus jelenik meg, ami illesztési problémédkra utalhat.

Minél nagyobb a mutaté értéke, anndl valdsziniibb, hogy az adott varians hamis.

Variansok sziirése Altaldnossigban elmondhaté, hogy a varidnskivonatoldsi médsze-
rek — a precizitidst mdsodlagos szempontnak tekintve — nagyfoku szenzitivitdsra toreksze-
nek, azaz ,,agressziven” hivnak varidnsokat, és a felhaszndldra bizzdk, hogy a varidnsok
mindségét jellemzd annotdciés mutatok segitségével az eredményekbdl valogassa ki a fel-
tehet6en valédi a varidnsokat. A sziirések célja tehéat a varidnskivonatoldsi eredmények
precizitdsdnak novelése lehetdleg tigy, hogy a szenzitivitds mindekdzben ne csokkenjen
az elfogadhatonal nagyobb mértékben. Nem hatdrozhaté meg azonban ezeknek a telje-
sitménymutatoknak egy — minden szekvendlasi projektben egységesen elfogadhaté szint-
je, ugyanis a kiilonbozé céld projektekben eltérd lehet a hamis negativ és hamis pozitiv
hibdk megitélése. Klinikai diagnosztikai esetekben (tipikusan célzott génpanelek, vagy
egyes gének, pl. BRCAI/BRCA?2 szekvendldsa esetén) a hamis negativ hibdknak alta-
laban nagyobb jelentdséget tulajdonitanak. Ugyanis ha egy valédi oki varidnst tévesen
kisziiriink, akkor a paciensrdl tévesen azt dllithatjuk, hogy nem hordoz veszélyes muté-
ciot, ami akar a kezelés modjat és kimenetelét is befolydsolhatja. A hamis pozitiv taldla-
tok azonban a diagnosztikai esetben nem jelentenek ugyanekkora jelentdségti problémat,
ugyanis komplementer mérési modszerekkel (pl. Sanger szekvendldssal) az okozatinak
tlind varidnsokat validalni lehet. Ezzel szemben egy kutatési projektben (pl. teljes genom
szekvendlds esetén) a hamis pozitiv varidnsok nagyobb ardnya mar nagyobb problémat
jelenthet, ugyanis az Osszes taldlat validdldsa mar nem lenne koltséghatékony, viszont

az oki varidnsokkal esetleg kapcsoltsdgi egyensulytalansdgban all6 varidnsok detektald-
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sa miatt nem jelent feltétleniil nagy problémat az oki varidns téves kisziirése. Mindezek
miatt a szekvendldsi projektekrél elmondhat, hogy a varidnsok sziirésének célja mindig
az aktualis, alkalmazds-specifikus egyensuly megtaldldsa a szenzitivitds és precizitds el-
fogadhatd szintje k6zott. Ennek alapjan egy szlir6é médszer nagyon hasznos tulajdonsaga,
ha a szfirést kozvetleniil az elvart precizitds értéke alapjan tudjuk elvégezni. Az ilyen

modszereket precizitds alapii szlirének nevezziik.

A varidansok manualis szilirése A varidnsok szlirésének egyik lehetséges, gyakran hasz-
nalt modszere az Un. manudlis sziirok (hard filtering) alkalmazdsa. Ez ugy torténik, hogy
(1) ki kell vélasztani azokat az annotdciés mutatdkat, amelyek jol jellemzik a varidn-
sok mindségét, majd (2) meg kell hatdrozni azokat a kiiszobértékeket, amelyek a lehetd
legjobban elvalasztjak a valédi varidnsokat a hamisaktél. Ezt kovetGen minden egyes va-
ridnsra ellendrizni kell, hogy az megfelel-e a megadott feltételeknek. Ha nem, akkor a
varidnst el kell dobni. A manuadlis sz{ir6k haszndlatat tobb tényezd is megneheziti, tobbek
kozott az annotaciok komplex osszefiiggésrendszere [39, 43], az adott kisérleti beallitas-
tol valo fiiggése, illetve a nehéz értelmezhet6sége [38]. Mindezek miatt gyakran nem
egyértelm, hogy pontosan mi a megfeleld szlir6beallitds. Léteznek ugyan altalanos ja-
vaslatok [53], de az elfogadhat6é eredményt ado kiiszobértékek megtaldldsa sok manudlis
kisérletezést és tesztelést igényel. A problémat tovéabb sulyosbitja, hogy a legtébb anno-
tacids mutato értéke fiigg az aktudlis leolvasdsi mélységtdl, igy egy sziirobedllitas, amely
alacsony lefedettség esetén jol miikodik, nagyobb leolvasdsi mélység esetén mar nem
feltétleniil ad optimalis megolddst. Ez az NGS vizsgdlatokban gyakran tapasztalt nem
egyenletes lefedettség miatt [S9] még inkdbb megneheziti a manudlis sz{ir6k hasznala-

tat. Végiil szintén hétranyos tulajdonsaguk, hogy nem tudjuk megbecsiilni az eredményiil

kapott varidnslista precizitasat.

A variansok sziirése a variansminéség ujrakalibralasaval A varidnskivonatolasi ered-
mények precizitdsdnak javitdsdra, illetve a varidnsok sziirésére haszndlhat6 a GATK dltal
fejlesztett varidnsmindség-kalibracids (variant quality score recalibration, VQSR) algo-
ritmus is. Ez a mddszer egy gépi tanuldsi eljardson alapul, és a felhasznal6 dltal meg-
adott annotdciok értéke, illetve nagy megbizhatésigu referencia varidnsok felhaszndlasa-

val megprobdlja megkiilonboztetni a valddi és a hamis varidnsokat. Ennek sordn a VQSR

26



DOI:10.14753/SE.2017.1938

megbecsiili a varidnsok valédisdganak valdszintiségét. Ez egyrészt a varidnsok sziirésére
is haszndlhatd, masrészt a valdszintiségek alapjan a médszer meg tudja josolni egy adott
varidnshalmaz precizitdsat, igy képes precizitds alapu sziirésre is. A modszer hétranya,
hogy csak nagy adatmennyiségek esetén hasznalhat6 (legaldbb 30 teljes exom, vagy tel-
jes genomok szekvendldsa esetén) [53], illetve csak olyan organizmusokra, amelyekhez

rendelkezésiinkre dllnak nagy megbizhat6sagu referencia varidns készletek (pl. human).

Varianskivonatolasok kombinalasa A varidnskivonatolds szenzitivitisdnak novelésé-
re tobb kutatdcsoport is felvetette a kiilonb6z6 kivonatolé mddszerek eredményének kom-
bindcidjat [36, 39, 42, 60]. Ez azon a megfigyelésen alapul, hogy az egyes mddszerek
részben eltér6 eredményeket adnak, és jellemzéen minden kivonatol6 taldl olyan valddi
varidnsokat, amelyeket mds mdédszer nem [39, 40, 42, 43]. Természetesen a kiilonbo-
z0 kivonatolok eredményének egyszeri unidja alacsonyabb precizitishoz vezethet, igy a
kombindci6 sordn komplexebb megolddsokra van sziikség. Cantarel és mtsai kifejlesztet-
ték a BAYSIC programot, amely nagy megbizhat6sagu referencia varidnsok felhaszndldsa
nélkiil, egy bayesi statisztikai modszer segitségével képes a varidnshalmazok kombinéci-
Ojara, amely éltal az egyedi kivonatol6kéndl jobb teljesitmény érhetd el [61]. A kom-
binicié sordn a BAYSIC csak a konkrét varidnspozicidkat haszndlja fel, az annotécids

informacidkat nem.

Variansok annotilasa A varidnsok annotalasa létfontossagu 1épés a szekvendldsi ada-
tok elemzésében. Ennek soran a variansokhoz funkciondlis informacidokat rendeliink,
mint példaul jésolt funkcid, hivatkozasok kiilonb6z6 genomi adatbazisokra, konzervalt-
sagi mutatdk, allélfrekvencia informéacidk kiilonbozé genomi projektekben, a varidns be-
tegségokozd hatdsanak josldsa kiilonbozo predikcids algoritmusokkal, mikroRNS-t érintd
variansok esetén a josolt mikroRNS-szerkezet megvéltozasa, funkciovesztés josldsa, gén-
szabdlyozas modositadsdnak joslasa stb..

Az annoticid egyik legfontosabb 1épése a varidnsok funkciondlis annotdldsa, azaz a
varidnsok potencidlis hatdsanak josldsa a génekre, a transzkriptumokra, illetve a keletke-
zett fehérjetermékekre vonatkozoan. Ezt a feladatot szamos programmal el tudjuk végez-
ni (pl. ANNOVAR [62], VEP [63], SnpEff [64]). Fontos azonban megjegyezni, hogy a
predikcié alapjaul kivélasztott transzkript halmaz (pl. ENSEMBL vagy REFSEQ) és a
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szoftver megvdlasztdsa is nagyban befolydsolja a végeredményt [65].

A varidnsok rs azonositdval valo ellatdsa, a kiilonbozé genomi adatbazisokba mutatd
hivatkozdsok és allélfrekvencia informéciok hasznos segitséget adhatnak az elemzéshez.
Példéaul gyakori 1épés mendeli 6roklédést betegségek vizsgalata esetén azoknak a vari-
ansoknak a kizdrdsa az elemzésbol, amelyek szerepelnek a dbSNP-ben, vagy bizonyos
populdciokban gyakoriak az 1000 Genom adatbdzis adatai alapjdan. Ez a sziirés azon
a feltételezésen alapul, hogy a ritka betegségekért a ritka varidnsok a feleldsek, azaz a
populdciéban gyakran el6fordulé polimorfizmusok nem tehetdk felelGssé a betegség ki-
alakuldsaért.

Fontos informécio lehet a varidns kornyezetének evolicios szekvencia konzervaltsiga,
amely mind a fehérjek6dold, mind a nem kdédol6 varidnsok potencidlisan karos (delete-
rious) szerepére vilagithat rd [66]. Szdmos predikcids szoftver sziiletett, amelyek bioké-
miai, evolicids és strukturdlis informdciokat is felhaszndlva, édltaldban gépi tanulési al-
goritmusok segitségével a varidnsok karossdganak joslasara haszndlhatok (pl. SIFT [67],
PolyPhen-2 [68], MutationTaster [69]). A dbNSFP adatbazis és annotécids szoftver [70]
jelenlegi verzidja (v3.0) 9 predikcids szoftver és szamos egyéb adatbazis adatait foglal-
ja magaban, amely altal a nemszinonim hatdsu varidnsok széleskordi annotdcidjat teszi

lehet&vé.

Variansok elemzése A variansok elemzési mdodszerének megvalasztasa nagyban fiigg
a vizsgélt jelleg fajtajatol (pl. adott betegség kockdzata, tilélés-elemzéEs, kvantitativ jel-
leg), gyakorisagatdl (pl. ritka vs. gyakori betegség), a vizsgélt polimorfizmusok szaméatol
¢és gyakorisdgatol, az egyéb rendelkezésre 4116 fenotipusos informécidktol, a mintdk sza-
matol, illetve természetesen a megvalaszolandé bioldgiai kérdéstdl, csak hogy néhdny
fontosabb tényez&t emlitsek. Ezen mddszerek bemutatdsa messze meghaladnd a dolgo-
zat kereteit. A bayesi relevanciaelemzési mddszer tobbek kozott populécids asszociacios
vizsgalatok és diszkretizalt (pl. 5 éves tulélés) talélés-elemzési vizsgdlatok esetén, gya-
kori polimorfizmusok és diszkrét fenotipusos valtozok dsszefiiggéseinek feltérképezésére

hasznalhat6, melyrdl részletesebben az 1.3. alfejezetben lesz sz6.
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1.3. Bayes-halé alapu relevanciaelemzés

A Budapesti Miszaki és Gazdasdgtudomanyi Egyetem bioinformatikai munkacsoportja-
nak tagjaként, dr. Antal Péter vezetésével, részt vettem egy statisztikai mdodszertan kidol-
gozéasaban, amely tobbek kozott genetikai asszocidcids adatok elemzésére hasznalhato.
A mddszertan Un. Bayes-hdlokat haszndl a targyteriilet valtozéinak modellezésére, illet-
ve Bayes-statisztikai médszerekkel meghatdrozza a valtozok kozotti komplex fiiggdségek

valoszintiségét. Ebben a fejezetben roviden dttekintjilk a médszertan alapjait.

1.3.1. Bayes-halok

A genetikai asszocidciés vizsgalatok sordn a célunk az, hogy meghatarozzuk azokat a
genetikai varidnsokat, amelyek befolydsoljdk egy adott fenotipus megjelenését (pl. egy
betegség kialakuldsat), azaz tulajdonképpen a genotipus €s a fenotipus komplex Ossze-
fliggésrendszerét szeretnénk megismerni. Minden egyes megfigyelés (minta) tekinthetd
a megismerni kivant rendszer egy adott dllapotdnak, amit a minta konkrét genotipusa és
fenotipusos jellemzdi irnak le. Amennyiben ezeket valdszintiségi valtozoknak tekintjiik,
akkor a célunkat ugy is megfogalmazhatjuk, hogy a targytartoményt leird egyiittes valo-
szinliségi eloszlést, illetve annak struktirdjat akarjuk feltérképezni.

A val6szindségi valtozok egyiittes eloszldsanak hatékony dbrazoldsara Bayes-hédlokat
(més néven valdszinliségi halozatokat) haszndlhatunk. A Bayes-hal6 egy graf, amely-
nek csomdpontjai a modellezett targytartomény valdszinliségi valtozdinak felelnek meg,
a csomOpontokat pedig irdnyitott élek kotik ossze. Egy X ,,sziil6” csombpontbdl egy YV
,»gyermek” csomoépontba futé €l azt jelenti, hogy az X véltozo6 kozvetlen befolydssal van
az Y valtozéra. A Bayes-hdloban minden csomdponthoz tartozik egy un. feltételes va-
16szinliségi tébla, amely azt irja le, hogy az adott valtozé értéke (eloszldsa) hogyan fiigg
a sziil§ véltozok értékétdl. Egy irdnyitott ut® kezdSpontja az tton szerepld tébbi csomo-
pont ,,Gse”, mig az irdnyitott dt végpontja az it tobbi pontjanak ,,leszarmazottja”. Igy egy
irdnyitott Ut azt jelenti, hogy az &s véltoz6 indirekt médon hatdssal van a leszarmazott
valtozokra. A valdszinliségi hdlok esetén fontos megkotés, hogy a graf nem tartalmaz-

hat irdnyitott koroket, azaz egy csomdpont nem lehet a sajat leszairmazottja vagy 6se. A

8Tranyitott tt: Egy adott csomépontbél az élek iranyultsiganak megfeleld tt az élek mentén egy masik
csomdpontba.
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tovabbiakban a halo struktiirdja alatt a csomépontok és az azokat 6sszekotd élek dsszes-
ségét értjiik, mig a hald paraméterezése a feltételes valoszintiségi tabldk osszessége.

Egy valdszinliségi hdlé akkor képes az egyiittes eloszlds hatékony abrazolaséra, ha
a halo struktdrdja pontosan tiikrozi az egyiittes eloszlasbdl kiolvashaté feltételes fiigget-
lenségeket, azaz ha minden csomépontnak pontosan azok a sziilei, amelyek az értékét
kozvetleniil befolyasoljak.” Egy valdsziniiségi halé akkor tud megfelelden tomor lenni,
ha a rendszer, amit modellez, lokdlisan strukturalt, azaz egy komponens csak korlatos
szamu masik komponenssel van kozvetlen kapcsolatban. A genetikai asszociicids vizs-
galatok targytartomdnya is tipikusan egy ilyen lokdlisan strukturdlt rendszer, ugyanis a
génekre is nagy altaldnossdgban igaz, hogy is csak korldtos szdmu maésik génnel dllnak

kozvetlen kapcsolatban [71, 72].

1.3.2. A valtozok kozotti kapcsolati tipusok

Amennyiben rendelkezésiinkre 4ll a targytartomdnyt leiré valészintiségi héld, akkor an-
nak strukturdjabdl kiolvashatok a véltozok kozott fenndlld feltételes fliggetlenségi alli-
tasok. Kozvetleniil adédik, hogy minden csomoépont feltételesen fiiggetlen minden nem
leszarmazott csoméponttdl az adott csomdpont sziileinek ismeretében (azaz ha ismerjiik a
sziil6 csomopontoknak megfelel6 valdszintségi valtozok konkrét értékét). Ezek a feltéte-
les fiiggetlenségi allitdsok tovabbiakat vonnak maguk utdn, amelyeket az Un. d-szepardcio
segitségével olvashatunk ki a graf struktirdjabol [73]. A d-szeparici6 altal megfogalmaz-
hat6 allitdsok koziil szamunkra legfontosabb az, hogy minden X véltozé feltételesen fiig-
getlen az Osszes tobbi valtozotdl a valtozot reprezentdlé csomépont Markov-hatdrdnak
(az X csomopont sziilei, gyermekei és gyermekeinek egyéb sziilei) ismeretében (1asd
4. dbra). Intuitiven megfogalmazva egy valtozé Markov-hatara azokat a véaltozdkat tartal-
mazza, amelyek bizonyos értelemben kézvetlen médon korreldlnak az adott valtozoval,
illetve a tovabbi modellbeli véiltozok hatdsat elfedik a valtozé eldl. Azaz ha ismerjiik
a Markov-hatart alkot6 véltozok értékét, akkor a tobbi valtozé értéke mar 1ényegtelen;
nem ad semmilyen plusz informaciét az adott csomépont értékére vonatkozéan. Bizo-

nyos altalanos feltételek teljesiilése esetén kimondhatjuk, hogy egy X valtozé pontosan

9Ez azt jelenti, hogy a viltozok minden olyan sorrendezésére, amely az élek irdnyitottsdgdval konzisz-
tens, teljesiil, hogy egy adott véltozé a sziilei ismeretében feltételesen fiiggetlen a sorrendben 6t megel$z6
valtozoktol.
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akkor erdsen relevdns egy Y véltozé szempontjabodl, ha X része az Y Markov-hatdranak.
Konny{ ellenérizni, hogy a Markov-hatarbeliség (és igy az erds relevancia is) szimmet-

rikus kapcsolat: Y pontosan akkor van X Markov-hatardban, ha van koztiik él, vagy

O

® i:\.ﬂc

4. abra. A valtozok kozotti kiilonféle kapcsolati tipusok abrazoliasa egy Bayes-
haloban. Az abran lathaté graf egy Bayes-hald strukturdjat abrazolja. A csomdpon-
tok a modellezett targytartomény valdsziniiségi valtozdinak felelnek meg, piros szinnel
vannak jelolve a kitiintetett célvaltozok, zolddel pedig a genetikai varidnsoknak megfe-
lel6 csomopontok. A pontokat 6sszekotd élek kozvetlen kapcsolatokat reprezentdlnak a
megfeleld valésziniiségi valtozok kozott. Pdronkénti kapcsolati tipusok: Kodzvetlen rele-
vancia (pl. SNP4 és Y1 kozott, a koztiik 1évS kozvetlen €l miatt), Tiszta (f6hatds nélkiili)
interakci6 (pl. Y1 és SNP9 kozott, a kozos gyermekiik Y2 miatt), Erds relevancia (pl.
SNPI és Y1 kozott, a koztiik 1évS kozvetlen relevancia miatt vagy pl. SNP7 és Y1 ko-
zott, az Y3 valtozon kersztiill megvaldsuld interakcids hatds miatt), Tranzitiv relevancia
(pl. SNP5 és Y3 kozott, a koztiik 1év6 irdnyitott Gt miatt), Zavart relevancia (pl. SNP3
és Y2 kozott, a koztiik 1év6 irdnyitatlan ut miatt), Asszociacié (pl. SNP3 és Y2 kozott
vagy pl. SNP5 és Y3 kozott).Varidnshalmazok relevancidja: Erds relevancia (més néven
Markov-hatar halmaz, pl. Y/ véltoz6 Markov-hatarat az Y1 sziilei, gyermekei és a gyer-
mekei egyéb sziilei alkotjak: {SNPI1,SNP4,Y2,Y3,SNP9,SNP7} Amennyiben ezeknek a
valtozoknak az értékét megismerjiik, Y/ fiiggetlenné valik a hal6 tobbi csomépontjatol.)
Forrés: doi:10.1371/journal.pone.0033573.g001

mindketten sziilei egy mésik véltozonak.

A fentiek alapjan adddik, hogy a genetikai asszocidcids vizsgélatok sordn egy adott
fenotipusos célvéltozo (pl. betegség megléte) szempontjabol erdsen relevans valtozok
jelentik azokat a genetikai €s fenotipusos faktorokat, amelyeknek kozvetlen hatdsa van a
célviltozéra. Igy a f6 célunk az ersen relevans valtozok felderitése lesz (illetve ezen kap-
csolatok valészintiségének becslése az adataink alapjan). Egy adott faktor és a célvaltozé

kozott a kovetkezd kapcesolati tipusokat definidljuk a valdszintiségi hal6zatok struktdrdja
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alapjan (lasd 4. 4bra):

Kozvetlen relevancia: A faktor és a célvaltozé kozott kozvetlen él fut. Ilyen kapcsolat

van példdul az oki (kauzalis) SNP és a fenotipus kozott.

Tiszta (f6hatas nélkiili) interakcié: A faktornak és a célvaltozonak van egy k6zos gyer-
meke. Ebben az esetben az adott faktornak nincs sajat (f6) hatdsa, de a gyermek
csomoépont ismeretében mar befolydsolja a célvéltozé értékét, igy interakcids ha-
tast fejt ki a célvaltozora. Az ilyen tipusu kapcsolat lehet példdul az, amikor egy
episztatikus hatdsi SNP befolydsolja egy masik SNP hatdsat a fenotipus megjele-

nése szempontjabol.

Eros relevancia: A faktor és a célvaltozo kozott kozvetlen relevancia vagy tiszta inter-

akcios hatds van, azaz kozvetlen €1 fut kozottiik vagy van k6zos gyermekiik.

Tranzitiv relevancia: A faktor és a célvaltozé kozott irdnyitott Gt van. Ilyen kapcsolat
lehet példdul az oki varidnssal kapcsoltsdgi egyenl6tlenségben all6 tovabbi varidn-

sok és a célvaltozd kozott.

Zavart relevancia: A faktor és a célvaltoz6 kozott irdnyitatlan Gt van (azaz olyan ut,
amely sordn legaldbb egy csomdpontban az élek egymads felé vagy egymdstdl elfe-
1€ néznek). A kapcsoltsdgi egyenlStlenségek komplex Osszefiiggésrendszere miatt
ilyen kapcsolat lehet az oki varidnssal kapcsolatban all6 tovabbi varidnsok és a cél-

valtozd kozott.

Asszociacié: A faktor és a célvaltoz6 kozott kozvetlen, tranzitiv vagy zavart relevancia
van, azaz létezik irdnyitott vagy irdnyitatlan at a két valtozo kozott, amely egyetlen
élbdl is éllhat. Ilyen kapcsolat lehet példaul az oki varidns és a célvaltozé kozott,
illetve az oki varidnssal kapcsoltsagi egyenlGtlenségben all6 tovabbi variansok és a

célvaltozod kozott.

Fontos hangstlyozni, hogy a frekventista megkozelités szerinti asszocidcié fogalma
nem egyezik meg az erds relevancia fogalmaval, ugyanis (1) az asszocidcié nem tartal-

mazza a tiszta interakcids hatdst, illetve (2) az erds relevancia a célvaltozé szempontjabol
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kozvetlen hatdsu varidnsokat foglalja magéban, azaz az asszocidcidval szemben nem tar-
talmazza a tranzitiv és zavart relevanciat. Megjegyezziik tovabb4, hogy két valtozé kozot-
ti erGs relevancia 4ltal teremtett kapcsolat abban az értelemben mondhaté kdzvetlennek,
hogy a modellben szerepld valtozok koziil egyetlen tovabbi valtozd sem tehetd felelGssé

s 22

a kozottiik 1évo fliggdség kialakitasaért. Létezhet ugyanakkor egy olyan, nem megfigyelt
valtoz6, amely kozvetlennek tlind hatast teremt, és amelyet ha megfigyelnénk, akkor ez a
kozvetlen hatds eltlinhetne. Emiatt a relevanciaelemzés eredményeit mindig a megfigyelt

valtozok tukrében lehet csak értelmezni.

1.3.3. A valtozok kozotti kapcsolati tipusok valésziniiségének meghatarozasa bayesi

modell atlagolassal

Az eldz0 alfejezet alapjdn, ha meg akarjuk hatdrozni a valtozok kozotti fliggdségek és fel-
tételes fiiggetlenségek teljes rendszerét, az azzal lenne egyenértékii, hogy meghatarozzuk
a legval6szintibb Bayes-hal6 struktirat a mérési eredményeink (genotipizaldsi adataink és
a fenotipusos jellemzdk vizsgdlata) alapjan, majd a hdlé struktirdjabdl kiolvassuk a kere-
sett 0sszefiiggéseket. A legtobb esetben azonban a rendelkezésiinkre 4116 adat mennyisé-
ge a véltozok szdmat tekintve nem elegendGen nagy, igy nagyon sok, nem elhanyagolhat6
a posteriori val6szinliségli modellstruktira lehet. Ennek megfeleléen nem célunk a tel-
jes struktira meghatdrozdsa, hanem a bayesi statisztika segitségével (Gn. bayesi modell
atlagoldssal) megbecsiiljiik az egyes kapcsolati tipusok, mint strukturélis jegyek fennalla-

sdnak val6szinliségét az adataink alapjan:
Pr(f|D) = Zf ) * Pr(G|D), 3)

ahol a G egy hdlostruktdrat, D pedig az adatainkat reprezentalja, az f(G) pedig egy indi-
katorfiiggvény, azaz értéke 1, ha az f strukturdlis tulajdonsag (pl. két valtozé erds relevan-
cidja) fenndll a GG struktirdban, és 0, ha nem. Intuitiven megfogalmazva: egy strukturalis
tulajdonsdg a posteriori valoszinliségét tigy szamitjuk ki, hogy Osszeadjuk azon halé-
struktdrdk a posteriori valoszinliségét, amelyek tartalmazzdk az adott strukturdlis tulaj-
donsdgot. Amennyiben az igy kiszdmitott val6szintség kozel van 1-hez, akkor majdnem

minden legnagyobb valdszinliségli modellben igaz, hogy az adott tulajdonsdg/kapcsolati
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tipus fenndll. Ha azonban a valészintiség alacsony, akkor az adott tulajdonsag/kapcsolati
tipus nem all fenn a legvalszintibb modellekben.

A Bayes-tételt alkalmazva adédik, hogy Pr(G|D) «< Pr(D|G)* Pr(G). A Pr(D|G)
kifejezés az adat margindlis likelihoodja a GG struktira mellett (azaz annak valdszintisége,
hogy a D adatot figyeltiik meg, ha a GG struktira valddi), a Pr(G) érték pedig a G struktira
a priori val6szintisége. A kisérleteink sordn neminformativ priorokat hasznaltunk. Alta-
lanos feltételek teljesiilése mellett a margindlis likelihood konnyen szamithat6 [74]. Mi-
vel azonban a lehetséges halostruktirdk szdma szuperexponencidlis a valtozok szdmanak
fliggvényében, a 3. képletben szerepls egzakt 6sszegzés helyett kozelitd modszereket kell
haszndlni. A bayesi statisztikdban leggyakrabban hasznalt technika a Markov-lanc Mon-

t10 definidlunk a

te Carlo médszerek hasznalata [75], amely sordn egy tn. Markov-ldnco
hdldstruktirak felett igy, hogy annak eloszldsa a kivant a posteriori Pr(G|D) eloszlas
legyen. Ezutin egy tetszGlegesen valasztott (dltaldban véletlen) struktirabdl kiindulva a
Markov-lancon véletlen sétakat tesziink, és a konvergencia elérése utdn mintavételezéssel
haléstruktirdkat védlasztunk ki, amelyek alapjén a 3. képlet értékét kozelitjiikk. Egy 1épés
a Markov-lancban a struktdra lokalis transzformacidjat jelenti; ilyen példaul egy él hoz-

zdadasa, kitorlése, illetve megforditdsa (iigyelve arra, hogy ne j6jjon létre irdnyitott kor a

grafban) [76, 77].

1.3.4. Interakciok és redundanciak meghatarozasa

A bayesi modell atlagolds sordn nemcsak az 1.3.2. alfejezetben definidlt kapcsolati ti-
pusok, hanem egyéb tulajdonsdgok a posteriori eloszlasat is kiszdmithatjuk. Az egyik
legfontosabb ezek koziil egy adott célvéltozé szempontjabdl er6sen relevans valtozok
halmaza, azaz az un. Markov-hatar halmazok (Markov-blanket set, MBS) eloszlasanak
kiszamitasa. Egy MBS halmaz poszteriorja azt fejezi ki, hogy az adataink tiikrében mek-
kora annak valdszintisége, hogy csak és kizardlag a halmazban szerepld valtozok erdsen
relevansak a célvéltoz6 szempontjabol. Az MBS halmazok eloszldsa a legtobbszor szin-
tén ,,Japos”, azaz nagyon sok nem elhanyagolhat6 valészintiségti halmaz van. Lehetséges

azonban, hogy kisebb részhalmazok (pl. egy, két, harom stb. elemii részhalmazok) vi-

OMarkov-lanc: Egy véletlen folyamat, amely egy adott 4llapottér elemei kozott 1épked tigy, hogy a
kovetkezd éllapot valdszintiségi eloszldsa csak a jelenlegi allapottdl fligg, azaz nem fiigg attél az 1ittdl,
amelyen a jelenlegi allapotba eljutottunk.
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szonylag stabilan részei a legvaldszinlibb MBS halmazoknak. Ez lehet6vé tesz egy koztes
elemzési szintet: az un. k—M B.S részhalmazok vizsgdlatat, ahol k£ a részhalmaz méretét
jelenti. Ezek alapjan 14thato, hogy az 1-M BS megegyezik az 1.3.2. alfejezetben emlitett
egyvaltozos erds relevancidval (Markov-hatarbeliséggel).

A valtozok kozotti 0sszefliggések miatt egy adott célvaltozd szempontjabol erdsen re-
levans valtozok halmazédba nem feltétleniil egymastol fiiggetleniil keriilnek be a véltozok.
El6fordulhat ugyanis, hogy egy véltoz6 csak akkor keriil be, ha egy masik valtozé mér
bent van (interakcid), illetve az is, hogy egy valtozé ,kiszorit” egy masikat (redundancia).
A k—M BS halmazok valészintiségének becslése lehetdvé teszi, hogy ezeket a hatasokat
szamszerUsitsiik, azaz meghatarozzuk a valtozok kozotti redundancidkat és interakciokat.
Ebben a kontextusban az interakci6 tehdt azt jelenti, hogy két valtozo a véartnal gyakrab-
ban fordul eld egyiitt az erdsen relevdns véltozok halmazaiban, a redundancia alatt pedig
azt értjiik, hogy két valtoz6 a vartndl ritkdbban szerepel egyiitt az MBS halmazokban.
Jelolje Pr(s|D) annak a posteriori valészintiségét, hogy az s halmaz egy erGsen rele-
vans részhalmaz (k—M BYS), illetve legyen X és X, két véltoz6. Ekkor kiszadmithatjuk a

kovetkez6 mutatot:
po _ PrUXiX}D)

~ Pr({X.}|D) * Pr({X>}|D)’ “

Ha R kiilonbozik 1-t6l, akkor az interakciéra (R > 1) vagy redundancidra (R < 1)
utal. Az interakcids ardnyt ekkor a log(R), a redundancia aranyt a —log(R) kifejezéssel
szamithatjuk ki. A képlet tetszOleges szamu véltozora kiterjeszthetd, azaz lehetdség van

szabadon valasztott szamu valtozo kozti interakcid €s redundancia kiszamitasara is.

1.4. A gyermekKkori akut limfoid leukémia

A leukémia a vérképz6 szervek rosszindulati megbetegedését magaban foglalé beteg-
ségcsoport, amelyben a koros fehérvérsejtek burjanzasa tdlnovi a normélis sejteket, és
infiltrdlja a kiilonboz6 szerveket (pl. csontvel6t, idegrendszert, szemet stb.) [78]. A gyer-
mekkori malignus megbetegedések viszonylag ritkak (100000 gyermekre 15 Gj megbete-
gedés esik évente), de ezek koziil a leukémia a leggyakoribb (kb. 35%), és a balesetek
utdn ez jelenti a vezetd gyermekkori haldlokot. A kiilonboz6 leukémia tipusok koziil az

akut limfoid leukémia (ALL) a leggyakoribb (kb. 80%), ezutdn kovetkezik a gyakorisagi
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sorrendben az akut mieloid (kb. 15%), majd a krénikus mieloid leukémia (kb 0,5%) [79].
A magyarorszagi tapasztalatok azt mutatjdk, hogy az akut limfoid leukémidval kezelt be-
tegek kb. 90%-ban remissziéba hozhatdk, az 6t éves tdlélés pedig 80 — 85% koriili, ami
jonak tekinthetd, bar — f6leg a korai elhaldlozdsok magasabb hdnyada miatt — elmarad a
nyugat-eurdpai dtlagtél [79].

Magyarorszagon az ALL kezelését a Berlin, Frankfurt és Miinster varosok gyermek-
onkoldgiai klinikdi altal kezdeményezett nemzetkozi munkacsoport (BFM) 4ltal kidol-
gozott protokollok alapjan végzik. A betegeket a terdpia elején a kockdzatuk alapjan
alacsony (low risk, LR), kdzepes (medium risk, MR) vagy magas (high risk, HR) riziké6ja
csoportokba soroljdk. A besorolds szempontjai az egyes protokollokban némileg eltérek,
de altaldban a kdvetkezd kritériumokon alapulnak: (1) leukocitaszdm a diagndzis felallita-
sakor, (2) életkor, (3) prednizolonra adott valasz, (4) remisszios stitusz a kezelés 33. nap-
jén, (5) t(9;22) (BCR/ABLI1 fizi6, Philadelphia kromoszéma), t(4;11) (MLL/AF4 fizid)
kromoszomalis transzlokaciok 1éte és (6) immunfenotipus (T vagy B-sejtes leukémia). A
kezelés sorédn a rizikdcsoport besoroldstdl fiiggden a betegek vinkrisztint, daunorubicint,
L-aszparagindzt, prednizolont, ciklofoszfamidot, citozinarabinozidot, 6-merkaptopurint,
metotrexatot, adriamicint, dexametazont, doxorubicint és 6-tioguanint kapnak [79, 80].

Az ALL egy multifaktoridlis betegség; genetikai és kornyezeti faktorok egyarant be-
folyédsoljak a betegség kialakulasat. Az eddig feltart kornyezeti tényez6k koz¢ tartoznak
bizonyos prenatdlis és posztnatélis hatdsok, példaul virusfert6z€s, sugarhatds, bizonyos
kemikalidk, drogok, sziil6i alkoholfogyasztas és dohdnyzas [81-88]. Szamos vizsgélat-
ban azt taldltdk, hogy a betegség riziké6jat befolydsol6 kornyezeti tényezdk hatdsat bizo-
nyos génvaridnsok médositjak [86, 89-91], igy a genetikai hattér és a kornyezeti tényezdk
szerepe egyardnt jelentds az ALL-re val6 hajlam szempontjabol.

Az ALL hajlamaéval illetve farmakogenetikdjdval kapcsolatban az egyik gyakran vizs-
galt anyagcsere-utvonal a foldt metabolizmus, amelynek jelentds szerepe van a DNS-
metilacid, illetve a DNS-szintézis és javitds mechanizmusaiban.

Az ut6bbi idSben tobb teljes-genom asszociacids vizsgdlat (genome-wide association
study) azonositott olyan vérképzésben, a sejtek kialakuldsaban, proliferdcidjdban, diffe-
rencidléddsaban vagy a sejtciklus szabdlyozasdban szerepet jatsz6 géneket, amelyek szig-

nifikansan befolyésoltdk az ALL kialakulasdnak kockézatét [78, 92-96].
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1.5. A CYP3A4 potencialis szerepe a gyermekkori akut limfoid leuké-

mia farmakogenetikajaban

Az ALL 6t éves tdlélési ardnya napjainkban koriilbeliil 80 — 90%. A jov6ben Gj gyogy-
szercélpontok azonositasdval, személyre szabott terdpidval, a kés6i mellékhatasok és a
gyogyszertoxicitas kiszlirésével remélhetdleg ez az ardny tovéabb javithat. Ennek sike-
réhez nagyban hozzdjdrulhatnak a kiilonboz6 farmakogenetikai vizsgélatok, amelyek a
gyogyszermetabolizdlé enzimeket, illetve gydgyszercélpontokat és transzportereket ko-
dol6 gének varidnsainak hatdsait elemzik. A gyermekkori ALL t6bb okbdl is gyakori cél-
pontja a farmakogenetikai kutatdsoknak, ugyanis a kornyezetei tényezdk hatdsa jéval ko-
riilhatarolhatébb, mint a feln6ttek esetén, masrészt jellemzden a betegek nem szenvednek
egyéb tarsbetegségekben, amelyek befolydsolndk a terdpids készitmények hatasat [97].

Az emberi szervezetben a citokrom P450 enzimcsaldd tagjai szdmos kiilonbozd ti-
pust gyoégyszer, valamint endogén anyag oxidativ metabolizmusdban jatszanak szerepet.
Az enzimek a szervezetbe keriilt idegen anyagok (xenobiotikumok) I. fazisi metaboli-
kus folyamataiban vesznek részt, ezdltal el6készitik az anyagokat a II. fazist konjugéci-
0s reakcidokra. A CYP3A4 a mdjban és a bélben legnagyobb mennyiségben el6forduld
citokrom P450 enzim, és ezaltal az egyik legfontosabb gydgyszermetabolizdlé fehérje.
Fontos szerepe van az ALL terdpidjaban alkalmazott gydgyszerek egy részének metabo-
lizmusédban (pl. vinkrisztin, ciklofoszfamid, dexametazon és doxorubicin). A CYP3AS5
enzim szubsztratspecificitdsa pedig nagy mértékben atfed a CYP3A4-el. Ennek ellenére
gyakorlatilag még nem sziiletett olyan tanulmény, amelyben a CYP3A4 vagy a CYP3AS5
polimorfizmusainak az ALL tilélésében betoltott szerepét vizsgdltak volna. Ennek egyik
oka az lehet, hogy az eddig talalt funkciondlis varidnsok, amelyek befolyésoltdk a gé-
nek expresszidjat [98, 99], alacsony allélfrekvencidval rendelkeztek (maximum 4 — 5%)
az egyébként kisméretli populaciokban, igy ezeknek az elemzéseknek a statisztikai ereje
alacsony volt. A Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet rendelkezésére allé6 biobank
mérete azonban lehetdvé teszi ezeknek a géneknek a vizsgdlatat joval nagyobb mintasza-
mon is.

Mivel a CYP3A4 aktivitasa és fehérje expresszidja szignifikidnsan korreldl az mRNS

expresszidjaval [100], tobb kutatdsban is vizsgdltdk a gén expresszids szintjét befolya-
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sol6 tényezdket. Egy egészséges onkénteseket vizsgdlé tanulmanyban Ozdemir és mtsai
megéllapitottdk, hogy az enzimszint nagyfoku variabilitdsdnak 6rokolhetdsége koriilbeliil
90%-o0s, ami a genetikai varidciok jelentSs szerepét mutatja a gén expresszids szintjének
befolyédsoldsaban [101]. Ez azonban egyes vizsgélatok szerint nem magyardzhaté 6n-
magdban a CYP3A4 gyakori varidnsainak hatdsdval [102]. Lamba és mtsai m4jdonorok
vizsgdlata sordn azt taldltdk, hogy a paciens neme, illetve a FoxA2, HNF4alpha, FoxA3,
PXR, ABCBI gének, és a CYP3A4 promoéterének egyes varidnsai egylittesen a méjban
mért CYP3A4 expressziOs szint variabilitasanak 24,6%-ét voltak képesek megmagyardz-
ni [103].

Mivel a kemoterépids kezelések sordn adott gydgyszerek hatdsossagat és hatékonysa-
gat szamtalan gén, illetve azok bonyolult egymadsra hatdsa befolydsolja, a farmakogene-
tikai vizsgdlatokban kiemelten fontos szerepe van azoknak a statisztikai médszereknek,

amelyek tobb valtozo egyiittes hatdsat, illetve az interakcidikat is képesek kimutatni.
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2. Ceélkituzések

A munkam soran a kovetkezd célkitlizéseim voltak:

1. Kiilonbozé varidnskivonatoldsi munkafolyamatok teljesitményének és egyiitt jara-
sénak (konkordancidjanak) dsszehasonlitasa, kiilonos tekintettel az illesztGprogram
megvdlasztasanak €s a leolvasdsi mélység hatdsanak elemzésére. A jelenleg javasolt
manudlis szlirési beallitdsok hatdsdnak kiértékelése a munkafolyamatok szenzitivi-

tasdra és precizitdsdara.

2. Egy olyan szoftver kifejlesztése, amely az egyedi varidnskivonatoldsi modszerek
eredményét kombinélja, amely sordn felhaszndlja a varidnsok mindségét leiré anno-
tacids jellemzdket is. A program nagy megbizhatésigu referencia varidnskészletek
haszndlata nélkiil, kisebb genomi régiok vagy kevés minta esetén is tegye lehet6vé a
varidnsok valdszinliségének becslését €s ezdltal a precizitas alapu szlirést. A kifej-
lesztett program teljesitményének Osszehasonlitdsa az egyedi varidnskivonatoldk,

illetve egy alternativ kombinaciés program (BAYSIC) eredményeivel.

3. A CYP3A4 gén és a CYP3A5 gyakori polimorfizmusainak a gyermekkori ALL tal-
élését befolydsold hatdsdnak vizsgdlata, interakcidok keresése a bayesi relevancia-

elemzés segitségével.

4. A Bayes-hdl6 alapt relevanciaelemzési mddszertan tesztelése €s Osszehasonlita-
sa a frekventista statisztikaval asszocidcios vizsgdlatokban. Ennek sordn a bayesi
modszertan tesztelése, a frekventista vizsgdlatok eredményeivel valé Osszevetése,
az eredmények metodoldgiai szempontbdl torténd elemzése, illetve ezek alapjan a

modszertan tovabbfejlesztése.
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3. Modszerek

3.1. Mesterséges szekvenciaadatok eldallitasa

Az egyes varidnskivonatold programok, illetve az dltalam kifejlesztett VariantMetaCaller
program teljesitményének 0sszehasonlitdsidt nagyban megkonnyiti mesterségesen eldalli-
tott varidnsok €s szekvenciaadatok haszndlata. Ekkor ugyanis (1) mivel pontosan ismer-
jik a mintdkban szerepl6 varidnsokat, igy ki tudjuk szamitani a médszerek kiillonbozé
teljesitménymutatoéit (pl. szenzitivitds, precizitds) is, és (2) szdmos olyan tényez6 hatdsat
szisztematikusan ki tudjuk értékelni, amely az eredményeket befolydsolhatja (pl. illesz-
téprogram, leolvasasi mélység).

Els6 1épésként mesterséges szekvenciaadatokat éllitottam elé a kovetkezd maédon:
(1) Hlusztraciés célokbdl kivalasztottam a 17-es kromoszémat, és 1étrehoztam 100 da-
rab haploid kromoszémat a hgl9 referencia szekvencia alapjan. (2) Az egyes kromo-
szomak szekvencidjat médositottam a kovetkezGképpen: egy altalam fejlesztett szimula-
cios szoftver segitségével az Exome Aggregation Consortium (ExAC) publikusan elér-
hetd varidnslistdjabol (Exome Aggregation Consortium, Cambridge, MA, 0.3-as verzio,
http://exac.broadinstitute.org Hozzaférés: 2015.01.20.) az alternativ allélok allélfrekven-
cidjaval megegyezd valdszinliséggel véletlenszertien kivalasztottam varidnsokat, és a kro-
moszomdk szekvencidjaban a megfeleld pozicidkban a referencia allélt kicseréltem az
alternativ allélra. Ezéltal olyan realisztikus mesterséges kromoszomadkat kaptam, ame-
lyekben 1év6 varidnsok allélfrekvencidja megkozelitéleg hasonld a valds variansokéhoz.
(3) A haploid kromoszomaékat parositottam, igy 0sszesen 50 diploid kromoszémadval ren-
delkez6 mesterséges mintat kaptam. Ezeket 6t, egyenként tiz tagot szamlalo csoportba
soroltam. (4) Az el6bbi szimulaciés szoftver és az ART program [104] segitségével (ver-
zi6: VanillalceCream 2014/11/03) egy paired-end szekvendlast szimuldltam (2 x 105 bp
hosszu leolvasdsok, az atlagos inzert méret: 180, illetve a szdérdsa: 10) a kromoszémak
exonikus régidir6l. Minden minta esetén tobb kiilonboz6 lefedettségli adathalmazt hoz-
tam létre (4, 8,12, 16, 20, 30, 40, 60, 100 és 200) annak érdekében, hogy szisztematikusan
ki tudjam értékelni a késdbbiekben a leolvasasi mélységnek hatdsat az egyes mddszerek

teljesitményére. A leolvasdsok véletlen hibdkat is tartalmaztak, ehhez az ART program
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[llumina szekvenal6 specifikus hibamodelljét hasznaltunk fel.

A csoportok szdmanak meghatdrozdsa sordn a kovetkezd praktikussagi szempontot
tartottam szem el6tt: mivel a varidnskivonatoldsi munkafolyamatok lefuttatdsa a tizféle
lefedettség szerint generdlt adatokon nagy szamitasi igénnyel rendelkezik, és a futdsi 1d6
egyenesen ardnyosan né a csoportok szdmaval, a fiiggetlen csoportok szamat lehet6ség
szerint minimalizaltam. Az igy maghatdrozott 6t csoport a kés6bbiekben elegenddnek
bizonyult a statisztikai értékelésekhez.

Az egyes varianskivonatoldsi modszerek szenzitivitdsdnak és precizitdsdnak mérése
soran soran a mintdkban szerepld valédi varidnsokat haszndltam referenciaként, azaz az
egyes modszerek eredményét ezekkel a referenciavaridnsokkal vetettem Ossze.

Megjegyzem, hogy a fenti generdldsi sémdban az egyes varidnsokat egymdstol fiigget-
leniil vélasztottuk ki, azaz az ilyen médon generdlt mintdk nem tiikrozik a populdcidban
megfigyelhetd kapcsoltsagi egyenlStlenségeket. Ez azonban nem befolyasolja az eredmé-
nyeket, ugyanis a leolvasdsok hossza kisebb, mint a varidnsok atlagos tavolsdga, illetve
a jelenlegi varidnskivonatolé programok nem haszndlnak fel referenciaként kapcsoltsagi
informéciodkat.

A késbbbiekben az egyes varidnskivonatoldsi médszerek eredményét az exonikus cél-
régidra sziikitettem, ugyanis az ExAC adatbdzis csak exonikus varidnsokat tartalmaz.

Annak érdekében, hogy a mddszerek teljesitményét kiillonb6z6 genomi célrégiok ese-
tén is megvizsgalhassam, tovabbi szliréseket is végeztem: kivalasztottam 10—10, egymast

kovetd genomi régiot, amelyek Osszesitett mérete 100, 200, 300, illetve 500 kb hossztisagu

volt.

3.2. Valos szekvenciaadatok

Az Illumina BaseSpace honlapjardl (https://basespace.illumina.com/home/index Hozza-
férés: 2015.02.10.), a ,,HiSeq 2000: TruSeq PCR-Free (Platinum Genomes)” projekt-
bdl letoltottem az NA12878-as egyén valds szekvendldsi adatait. Ez a minta eldszor a
nemzetkdzi HapMap projektben szerepelt, és azéta szdmos kutatdsban haszndltdk; méra
minden bizonnyal ez lett a legtobbszor szekvendlt emberi genom. Emiatt elérhet6 hozza
egy nagy pontossigu, ,,platinum mindségli” referencia varidnslista is, amit az 0sszeha-

sonlitasok soran referenciaként hasznaltam (Illumina Platinum Genomes, 6.0-4s verzio,

41


https://basespace.illumina.com/home/index

DOI:10.14753/SE.2017.1938

http://www.illumina.com/platinumgenomes/ Hozzaférés: 2015.02.10.).

3.3. Varianskivonatolasi munkafolyamatok

A leolvasdsokat eldszor mindségi sziiréseknek vetettem ald. Ehhez a picard-tools (Picard
Tools, Broad Institute, 1.122-es verzid, http://broadinstitute.github.io/picard/ Hozzaférés:
2015.04.26.) programot hasznéltam. A sziirések sordan eldobtam azokat a leolvasdsokat,
amelyek dtlagos bazismindsége 25 Phred-pontszam alatti volt, vagy tartalmaztak nem
egyértelmi nukleotidokat. Mivel a szekvendlds pontossaga a leolvasas el6rehaladtaval al-
taldban fokozatosan romlik, el6fordulhat, hogy a szekvencia vége rossz mindségii. Emiatt
a leolvasdasok végérdl a program adaptivan levagta azokat a bazisokat is, amelyek édtlaga
nem haladta meg a 20-as Phred-pontszdmot. Amennyiben az igy megmaradt szekvencia
hossza kisebb volt mint 40 bp, a leolvasdst a program eldobta.

A minGségi szlirések utan a leolvasasokat a BWA-MEM [51] és a Bowtie 2 [52] prog-
ramok segitségével felillesztettem a hg19 referenciagenomra. A BWA esetén az alapértel-
mezett bedllitdsokat haszndltam, a Bowtie 2 esetén pedig az Un. very-sensitive, azaz nagy
szenzitivitasu alapbeallitdst.

A val6s szekvenciaadatok esetén ezutan lefuttattam a GATK bazismindség-korrekcidjat
(base quality score recalibration) €s az indel kornyéki szekvencidk ujraillesztését (indel
realignment).

Ezt kovetden négy kiilonbozd varidnskivonatolé programot futtattam le a két kiilon-
boz6 illesztési eredményen az SNP-k és rovid indelek detektdldsara: a GATK Unified-
Genotyper és HaplotypeCaller programjit [105] (3.3-0-4s verzi6), a FreeBayes-t [58]
(v0.9.20-17-g5f1bc44-dirty verzid) €s a SAMtools-BCFtools programok [57] (1.1-22-
gc61d8d1 verzid) kombindcidjit. Utdbbira a dolgozat sordn SAMtools-ként fogok hivat-
kozni. A programokat a FreeBayes kivételével alapértelmezett bedllitdsokkal futtattam. A
FreeBayes-t igy 4llitottam be, hogy ne hivjon tobb nukleotidot érintd polimorfizmusokat
(egymas melletti SNP-k Osszeolvasztasdval) és komplex eseményeket (pl. azonos sza-
lon 1évd kozeli indel és SNP egybeolvasztisdval), mivel a tobbi mddszer ilyen komplex
varidnsokat nem hiv.

Altaldnossdgban elmondhaté, hogy az indelek bizonyos esetekben a referencia szek-

vencia tobb lehetséges pozicidjan is dbrazolhatéak (lasd 5. dbra), ez azonban megneheziti
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a varidnskivonatoldsi eredmények 6sszehasonlithatésdgat. Emiatt az indeleket a BCFtools

program segitségével a lehetséges pozicidikon beliil balra rendeztem.

A GATGATACAAAAACTAGTGTA B GATGATGATAAAGATAATGTA
GATGATACAAAA-CTAGTGTA GATGATGATAA------ TGTA
GATGATACAAA-ACTAGTGTA GATGATGATA------ ATGTA
GATGATACAA-AACTAGTGTA GATGATGAT------ AATGTA
GATGATACA-AAACTAGTGTA GATGATGA------ TAATGTA
GATGATAC-AAAACTAGTGTA GATGATG------ ATAATGTA

GATGAT------ GATAATGTA

5. abra. Torlodéses variansok nem egyértelmii reprezentacidjanak illusztralasa.
Mindkét dbran a felsd, piros, aldhizott szekvencia a referencia szekvencia része, amelybdl
az athuzott részszekvencia torl6dott. A feketével jelolt illesztések a torl6dés lehetséges
helyeit, illetve a lehetséges varidnsreprezentaciokat mutatjadk be, amelyek ekvivalensek
egymadssal. A legalso sor a lehetséges helyeken beliil balra rendezett indelt abrdzolja,
amely mdr az indel egyértelm(i reprezenticidjat adja. A. A homopolimer szakaszbdl tor-
16dott egyetlen nukleotid a homopolimer szakasz barmelyik pontjan dbrazolhat6. B Példa
egy bonyolultabb, nem ismétl6do, de atfeds szakasz torl6désére, amely szintén a szakasz
barmelyik pontjan dbrazolhaté.

2 2

A GATK alapu kivonatolok eredményét manudlis szlir6k haszndlatdval leszlirtem a
GATK ajanlasainak [53] megfeleléen. A FreeBayes és a SAMtools éltal hivott varidn-
sokat szintén leszlirtem a varidnsmindség minimalis kiiszobértékének meghatarozasaval.
Ez az eljaras szintén megfelel a fejleszt6k ajanldsainak. A szimulalt adatok esetén 100-as
Phred-pontszdm, a valds adatok esetén 30-as Phred-pontszdm volt a minimélisan elvart

varidnsmindség.

3.4. A varianskivonatolok eredményeinek kombinalasa a VariantMe-

taCallerrel

3.4.1. A VariantMetaCaller altalanos leirasa

Az 4ltalam kifejlesztett VariantMetaCaller program az egyedi sziiretlen varidnskivonato-
lasi eredményeket kombindlja SVM-ek hasznélatdval a kdvetkezd médon:
Els6 1épésben a kiilonb6zd varidnskivonatoldsi modszerek altal hivott varidnsokat a
program egyesiti, €s az atlapolddo, esetlegesen eltérd varidnsreprezentacidkat egységesiti.
Ezt kdvetden minden egyes varidnskivonatol6hoz és varidnstipushoz (azaz kiilon az

SNP-kre és kiilon az indelekre) a program egy SVM-et tanit. A pozitiv tanitomintdk
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kivélasztasdhoz a kovetkez6 heurisztikdt hasznédljuk: kiindulunk egy ¢ kiiszobértékbdl,
ami kezdetben a varidnskivonatolok szamdval egyezik meg (azaz jelen esetben 4-el). Ez-
utdn meghatdrozzuk azokat a varidnsokat, amelyeket legalabb ¢ mdédszer megtalalt. Ha
minden kivonatol6 esetén van legaldbb egy ilyen varidns, akkor ezek lesznek a pozitiv
tanitomintdk. Ellenkez6 esetben t-t addig csokkentjiik, amig nem taldlunk legaldbb egy,
a feltételeknek megfelel6 varidnst. Ezutdn minden egyes kivonatold esetén meghataroz-
zuk azokat az egyedi varidnsokat, amelyeket csak ez a mddszer taldlt meg. Amennyiben
minden mddszer esetén taldlunk ilyen varidnst, akkor ezek fogjak alkotni a negativ ta-
nitomintdkat, és kétosztilyos SVM-et haszndlunk. Ha azonban van legaldbb egy olyan
kivonatold, amely esetén nincs egyedi, csak ezdltal hivott varidns, akkor egyosztilyos
SVM-et haszndlunk, ahol csak a pozitiv tanitémintdkat vessziik figyelembe.

Az SVM funkcionalitds implementdldsdhoz a LIBSVM [106] fejleszt6i konyvtarat

hasznaltam fel és modositottam.

3.4.2. A Szupport Vektor Gépek paraméterezése

Az SVM tanitdsa sordn a program un. radidlis bazisfiiggvényt (RBF) haszndl a kernelek
kiszdmitdsdhoz. Ebbdl ered6en az SVM tanitdsdhoz két paraméter megadaséara van sziik-
ség. Ezek az osztdlyozds biintetési paramétere (C') és a gaussi fiiggvények szélességét
befolydsol6 v paraméter. A paraméterek konkrét értékét egy két szintdi, racs-modszer ti-
pust kereséssel allitjuk be. Az els6 szinten a C' paraméter értékét 27°-t81 217-ig noveljiik
22_szoros 1épéskozzel (azaz 275, 273, 271, ...), a v értékét pedig 2 '7-t8] 23-ig, szintén
22-szoros 1épéskdzzel, és minden pontban egy 5-szords keresztkiértékelési sémdval (1dsd
késébb) meghatdrozzuk az SVM pontossdgat az adott pontnak megfeleld paraméterezés
mellett. Ezt kovetéen az els6 szinten legjobb eredményt ad6 térrészt a masodik szinten
egy finomabb skaldval (2°2-szeres 1épéskozzel) tjra bejarjuk, és szintén keresztkiértéke-
1éssel meghatarozzuk a legnagyobb pontossdgot eredményez6 paraméterezési bedllitast.
Legvégiil a legjobbnak bizonyul6 (C,y) paraméterekkel kiszamitjuk a végsé modellt a
teljes adathalmaz felhasznalasaval.

A racs-modszer alapu keresést az OpenMP programkonyvtar felhasznéldsaval parhu-
zamositottam, igy a program hatékonyan ki tudja haszndlni a futtaté szamitégépen ren-

delkezésre all6 szamitési egységeket (CPU-k, CPU magok).

44



DOI:10.14753/SE.2017.1938

A keresztkiértékelés soran az adathalmazt (a tanitdmintakat) véletlenszertien feloszt-
juk k egyenld részre, majd minden egyes rész esetén a kovetkez6képpen jarunk el: a kiva-
lasztott %—ad rész lesz a teszt halmaz, a fennmarad6 %—ad rész pedig a tanito halmaz. A
tanit6 halmazzal megtanitjuk a modellt, majd annak felhaszndldsdval megjésoljuk a teszt
halmaz elemeinek hovatartozasat. Mivel ez eleve ismert volt, ezért a teszt halmaz ele-
meinek valodi értéke alapjan ki tudjuk szamitani a modell pontossagat. A becsiilt végsd
pontossadgot az k keresztkiértékelési 1épés sordn elért pontossdgok atlagaként kapjuk meg.
A keresztkiértékelések sordn a felosztdsok szamanak (k) meghatdrozdsara érzékenység-
vizsgélatot végeztiink, mely sordn a k& = 5 érték megfelel6 kompromisszumnak bizonyult

a szisztematikus eltérés mértéke (bias) €s a futtatdshoz sziikséges id6 kozott.

3.4.3. A tanitas soran felhasznalt jellemzok, annotaciok

7z

A program minden egyes varidnskivonatol6hoz el6allit egy adathalmazt az adott kivona-
tolo éltal generdlt, illetve egyéb annotacids adatok alapjan. Ez az adathalmaz definidlja
azt a teret, amelyben az SVM a pozitiv tanitépontként szerepld varidnsokat elszepardlja a
negativ tanitopontként szerepld variansoktol. Az adathalmaz létrehozdsédhoz az alapvetd
annotaciokon (pl. leolvasasi mélység, varidnsmindség, illesztési mindség stb.) tdl tovab-
bi jellemzdket is felhaszndlunk: (1) az adott varidnshoz legkozelebbi varians tavolsaga,
(2) a genotipus-eloszlds entropidjdnak dtlaga illetve szordsa az Osszes minta felett €s (3)
a referencia szekvencia entrépidja a varidns kozvetlen kozelében. Az Osszes felhasznalt

annotacio felsoroldsa és rovid magyardzata a Fliggelék: 1. tablazatban talalhato.

3.4.4. Variansok valészintiségének kiszamitasa

Mindegyik varidnskivonatol6 esetén minden egyes varidnshoz kiszamitjuk annak feltéte-
les val6szintiségét, hogy az adott varidns “valddi” (azaz a pozitiv osztdlyba tartozik) [107].
Ezutan a kovetkez6 képlettel kiszamitjuk minden varidns valdszintis€gét a varidnskivona-

tolok felett kidtlagolva (a médszerek kozott egyenld sulyt feltételezve):

N
_ 1
Psyar(i) = N Zpr<yij = 1lzij), ®)
j=1
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ahol N a varidanskivonatolok szama, Pr(y;; = 1|x;;) pedig annak a valdszintisége, hogy
az i-dik varidns a pozitiv osztdlyba tartozik a j-dik varidnskivonatol6 esetén, az x;; meg-

figyelések (annotdciés mutatok értékei) alapjan.

3.4.5. Varhaté precizitas kiszamitasa

A varidnsok valészintiségének kiszamitdsa lehetvé teszi, hogy megbecsiiljiik egy adott
varidanshalmaz vérhat6 precizitdsat, azaz a halmazba tartozé valddi varidnsok varhaté ara-
nydt. A precizitds maximalizdldsanak érdekében a varidnsokat valdszintiségiik szerint
csOkkend sorrendbe rendezziik, és a sorrend mentén minden egyes ¢ indexre kiszamitjuk

a varhato precizitast a kovetkezd képlettel:

£0) _ TP®

PREC TP(i) + FP(i)
_ Yo Psiar

S5 P+ X5 (L= PSy) ©

1

1 ()
- ZZPS]VM7
j=1

ahol TP® a valédi pozitivok, F P pedig a hamis negativok véarhaté szdma a sorrend
mentén az i-dik index{ varidnsra. Ekkor a varhaté hamis felfedezési ardny (FDR) pedig

nem mas, mint E}%R =1- EI(QDLEC.

3.4.6. A modszerek osszehasonlitasa

Az egyes mddszerek teljesitményét precizitds-szenzitivitds gorbék segitségével hasonli-
tottuk Ossze. Egy ilyen gorbe megalkotédsa egy adott mddszer esetén a kovetkez8képpen
torténik: a varidnsokat sorrendezziik varidnsmin8ség szerint (a VariantMetaCaller esetén
a varidnsok valdszintisége szerint) csokkend sorrendben, azonos értékek esetén leolvasasi
mélység szerint szintén csokkend sorrendben. Ezutdn a sorrend mentén minden elemre
kiszdmitjuk a precizitdst (a valédi varidnsok ardnya a sorrend elejétdl az adott varidnsig
bezardlag) és a szenzitivitdst (az 0sszes valddi varidns hanyad része taldlhaté a sorrend
elejétdl az adott varidnsig bezdrdlag). Végiil a precizitdst dbrazoljuk a szenzitivitds fiigg-

vényében.
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Ezen feliil kiszdmitottuk a precizitds-szenzitivitds gorbék alatti teriilet is (area under

the precision-recall curve, AUPRC) trapéz-szabdly integralassal [108].

3.5. A CYP3A4 potencialis szerepének vizsgalata a gyermekkori akut

limfoid leukémia farmakogenetikajaban

3.5.1. Mintak

A gyermekkori akut limfoid leukémia tilélését befolyasol6 genetikai és kornyezeti fakto-
rok elemzése sordn a Semmelweis Egyetem Genetikai Sejt- és Immunbioldgiai Intézeté-
ben kialakitott biobankot haszndltuk. A mintagyjtést a Magyar Etikai Bizottsdg (Egész-
ségiigyi Tudoményos Tandcs Tudomanyos és Kutatdsetikai Bizottsdg, ETT TUKEB; Eset-
szam: 8-374/2009-1018EKU 914/P1/08) engedélyezte. A vizsgalatba bevont személyek,
illetve kiskordak esetén sziileik aldirtdk a beleegyezd nyilatkozatot. A vizsgélatok sordn
1990 és 2010 kozott ALL-el diagnosztizalt betegek adatait elemeztiik (511 beteg). A kiva-
lasztott mintak a Magyar Gyermek Tumor Regiszter adatai alapjan a megadott idétartam-
ban Magyarorszagon regisztralt gyermekkori ALL-es megbetegedések tobb mint 40%-t
lefedték. A betegeket az ALL Berlin-Frankfurt-Miinster (BFM) 90 és 95-6s, vagy ALL
IC 2002-es kemoterdpiai protokollal kezelték, a rizikdcsoport-besorolds a protokollok-
ban meghatarozott paraméterek szerint tortént. A mintapopulécié jellemzgit a 2. tdblazat
mutatja be.

A vizsgalatokba bevont személyektdl periférids vérmintat gytjtottek. Mivel az elem-
z€sek célja csiravonali polimorfizmusok vizsgalata volt, a betegektdl a mintat retrospek-
tiv médon a remisszids fazisban, illetve Gssejt transzplanticion dtesett betegek esetén a

transzplantacio el6tt vették.

3.5.2. A vizsgalt gének és SNP-k Kkivalasztasa

A vizsgélat sordn a CYP3A4 és CYP3A5 gént valasztottuk ki, amelyek ismert gyogyszer-
metabolizdl6 enzimeket kédolnak. A vizsgdlandé SNP-k kivdlasztidsdban a f6bb szem-
pontok a kovetkezdk voltak: (1) a minor allél frekvencia a kaukazusi populdciéban meg-
haladja a 10%-ot, vagy (2) irodalmi adatok alapjan feltételezhetSen hatdssal van az gén

altal koédolt enzim expresszidjira (azaz funkciondlis SNP). A vizsgélt SNP-ket és fobb
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2. tablazat. Az akut limfoid leukémia vizsgalat soran elemzett mintapopulacié adatai

Betegek
Mintaszam 511
Nem (%)
Férfi 290 (56,8)
NG 221 (43,2)
Diagnéziskori életkor
Atlag (¢SD) 6,4 (¥4,2)
Median (Tartomany) 5,1 (1-18)
Rizikécsoport-besorolas (%)
Alacsony rizikd, LR 94 (21,1)
K6zepes rizikd, MR 299 (67,0)
Magas riziké, HR 53 (11,9)

Sejtmorfoldgiai alcsoport (%)

pre-B, B-ALL 372 (82,9)

pre-T, T-ALL 77 (17,1)
Citogenetika (%)

Normal 127 (27,9)

Hiperdiploid 79 (17,4)

Egyéb 249 (54,7)

tulajdonsagaikat a 3. tdblazat foglalja Ossze.

3. tablazat. Az akut limfoid leukémia vizsgalat soran elemzett SNP-k fobb tulajdon-
sagai Roviditések: MAF = minor allél frekvencia, UTR = nem transzlalédott régié

Genotipus gyakorisag (ALL)

Szerep a génben/

Allél Pozicié a .
SNP (rs#) Gén (1/2)" genomban’ 1t ! 22" MAF aminosavcsere v.
alternativ név

rs15524 CYP3AS A/G chr7:99245914 0,835 0,155 0,010 0,088 exon, UTR
rs776746 G/A  chr7:99270539 0,844 0,149 0,007 0,082 intron/ CYP3A5*3/*1
rs2404955 G/A  chr7:99353279 0,768 0,214 0,018 0,124 near-gene-3
rs12333983 T/A  chr7:99354114 0,771 0,211 0,018 0,123 near-gene-3
rs2242480 CYP3A4 C/T  chr7:99361466 0,773 0,217 0,010 0,119 intron
rs4646437 G/A  chr7:99365083 0,747 0,237 0,016 0,134 intron
rs2246709 A/G chr7:99365719 0,538 0,395 0,067 0,264 intron
rs35599367 G/A  chr7:99366316 0,914 0,084 0,002 0,044 intron/ CYP3A4*22

Az allélek a pozitiv szalon; 1, gyakori allél; 2, riziko allél
%Pozicidk a GRCh37.p10v104.0 szerint

3.5.3. Genotipizalas

A betegek DNS-ének i1zoldldsa QIAmp DNA Blood Midi/Maxi Kittel (Qiagen, Hilden,

s

Németorszag) tortént, a gyarto 4ltal eldirt protokolloknak megfeleléen. Az SNP-k geno-

tipizéldsa Sequenom iPLEX Gold MassARRAY technolégidval tortént a kanadai McGill

Egyetem €s Génome Québec Innovacids Kozpontban (Montreal, Kanada).
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3.5.4. Statisztikai elemzések

Frekventista statisztikai elemzések Az adatok frekventista elemzését az R statisztikai
szoftverrel végeztem (R Foundation for Statistical Computing, Bécs, Ausztria; v3.0.3) [109].
A tulélési adatok egy- és tobbvaltozds elemzésére Cox-regresszids modellt alkalmaztam,
amelyhez a survival [110] csomagot hasznaltam fel az R programban. A modellek szig-
nifikancidjanak kiszamitdsdhoz a log-rank tesztet alkalmaztam, €s egy eredményt akkor
tekintettem szignifikdnsnak, ha a kétoldalu p-érték kisebb volt, mint 0,05. A Kaplan-
Meier gorbéket a survMisc [111] csomag felhaszndldsdval éllitottam eld. A statisztikai
erd elemzéséhez a bootstrap modszert alkalmaztam. Ennek sordn az eredeti adathalmazt
10000-szer djramintavételeztem visszatevéses modon, majd minden igy generdlt adathal-
mazra elvégeztem a statisztikai tesztet, és az erdt azzal az értékkel becsiiltem, hogy az
esetek mekkora részében kellett elutasitanom a null-hipotézist (azaz az djramintavétele-
zett esetek hanyad részében kaptam szignifikdns eredményt).

A rizik6csoport-besoroldsi valtozok diszkriminativ teljesitményét a C-index [112]
(konkordancia index) kiszdmitasdaval végeztem a pec [113] csomag felhasznéldsaval. En-
nek konfidencia-intervallumét bootstrap modszerrel szamitottam ki. Ehhez az eredeti ada-
tot 100-szor Gjramintavételeztem visszatevéses moédon, majd minden adatsorra kiszami-
tottam a C-index értékét 75 idépontra (0,2 évtSl kezdve a 15. év végéig 0,2 évenként). Vé-
giil a 95%-os konfidencia-intervallumot minden egyes idGpontra a C-index értékek 2,5. és
97,5. percentilisének meghatarozasaval szamitottam ki. A kockézat-besoroldsi valtozok
kozotti kiillonbséget t-teszttel szamitottam ki minden egyes id6pontra, majd a p-értékeket

Benjamini-Hochberg médszerével [10] korrigaltam.

Bayesi relevanciaelemzés A bayesi relevanciaclemzés alapjait a 1.3. alfejezetben tar-
gyaltuk. Az elemzés futtatdsa sordn a kovetkezd beallitasokat hasznaltuk: a Bayes-halo
struktirdk mintavételezéséhez (az 1.3. alfejezetben taldlhatd 3. képlet kozelitéséhez) az
tin. M C? algoritmust (Metropolis Coupled Markov Chain Monte Carlo, [75]) hasznaltuk.
A Markov-lancokat a grafstrukturdk felett definidltuk; egy 1€pés a lancban a struktdra
lokdlis megvéltoztatdsat jelenti, amelyeket operdtoroknak neveziink [76, 77]. Egy vélet-
lenszer(, kormentes grafbdl kiindulva minden 1épésben a kovetkez6 harom operator koziil

valasztottunk egyet egyforma valoszintiséggel: (1) €l hozzdadédsa a grathoz két véletlen-
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szerlien kivdlasztott csomdpont kozé, (2) véletlenszeriien kivalasztott €1 megforditdsa és
(3) véletlenszertien kivalasztott él torlése. Az els6 és masodik operator esetén csak azokat
a 1épéslehetdségeket vettiik figyelembe, amelyek végrehajtasaval nem alakul ki irdnyitott
kor a grafban. A ldncokat 8 x 107 1épésig futtattuk, de az elsd 2 x 107 1épésben (tin. burn-in
szakasz) nem mintavételeztiink, ekkor ugyanis a lanc feltehetéen (konvergencia diagnosz-
tikai mérések alapjan) még nem a megfelels (Pr(G|D)) staciondrius eloszldsban jar. A
grifokban egy csomépont sziileinek maximadlis szdmat 4-ben korlatoztuk, ugyanis (1) a
rendelkezésre 4116 adat mennyisége altaldban nem elegendd nagyszamu sziild és a gyer-
mekvaltoz6 kozotti kapcsolat kimutatasara €s (2) a lehetséges sziilbhalmazok szdma a
binomidlis koefficiens szerint ((Z) , ahol k a sziil6halmaz mérete, n pedig a sziil6ként sz6-
ba johetd valtozok szdma) nd a sziildhalmazok méretével, ami a futdsi 1d6t is ugyanilyen
mértékben noveli meg. A targytartomdny lokdlis strukturdltsdga miatt ez a korlatozds
azonban tipikusan nem jelent problémat (1asd 1.3. alfejezet).

A mintavételezett grafstruktirdk alapjan kiszdmitottuk a véltozok kozotti kapesolati
tipusok és a célvaltoz6 szempontjabdl er6sen relevdns valtozéhalmazok (MBS) a pos-
teriori valészinlségét, illetve a valtozok kozotti interakcidkat €s redundancidkat (lasd

1.3.2. alfejezet és 1.3.4. alfejezet).
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4. Eredmények

4.1. Varianskivonatolasi munkafolyamatok teljesitménye és konkor-
danciaja

A munkam sorédn szisztematikusan kiértékeltem egyes varidnskivonatoldsi munkafolya-
matok teljesitményét, kiilonos tekintettel a leolvasasi mélység hatdsanak elemzésére. Eh-
hez mesterséges szekvendldsi adatokat allitottam el6, amelyek ismert eltéréseket tartal-
maztak a referencia genomhoz képest. Illusztracids célokbol kivalasztottam a 17-es kro-
moszOmdt, és olyan diploid kromoszémakat generdltam, amelyek véletlenszertien ki-
vélasztott exonikus varidnsokat tartalmaztak a publikusan elérhetd Exome Aggregation
Consortium allélfrekvencia adatainak megfeleléen (lasd Mddszerek). A célrégi6 a 17-es
kromoszéma teljes exonikus tartomanya volt, amelynek a mérete kb. 3,47 Mbp. Osszesen
50 fiiggetlen mintat hoztam létre, amelyeket 6t darab tizf6s csoportba soroltam. Az SNP-
k és indelek 0sszes szama 14384, illetve 1852 volt, a polimorf SNP-k és indelek 4tlagos
szdma (és szordsa) 3132 (29,5), illetve 455 (12,9) volt a generdlt mintdkban. A mestersé-
ges kromoszomdkrol kiilonbozo lefedettségi szinteket teljesitd paired-end szekvendldso-
kat szimulaltam, amelyek Illumina-specifikus szekvendldsi hibdkat is tartalmaztak.

A szimuldlt leolvasasokat két gyakran haszndlt illesztGprogrammal, a BWA-MEM
€s a Bowtie 2 segitségével felillesztettem a humdén referencia szekvencidra, majd az 6t
mintacsoporton varidnskivonatoldst végeztem négy kiilonb6z6 programmal (GATK Hap-
lotypeCaller, GATK UnifiedGenotyper, FreeBayes és SAMtools).

Végiil kiszamitottam a szliretlen varidnshivasi eredmények szenzitivitasat és precizi-

tasat, illetve az egyes kivonatolé modszerek egyiitt jardsat.

4.1.1. Varianskivonatolasi munkafolyamatok szenzitivitasa és precizitasa

Altalanossagban elmondhaté, hogy a varidnskivonatoldsi médszerek szenzitivitsa nétt
a leolvasasi mélység novekedésével (lasd Fuggelék: 2. tablazat). Ez dsszhangban van
az 4ltalanos elvardssal, mely szerint a varidnsokat tartalmazé pozicidkrdl szerzett infor-
macié mennyiségének novekedése eldnyos a varidnshivds szempontjabol [43]. Meglepd

azonban, hogy a SAMtools szenzitivitdsa indelek €s nagy leolvasdsi mélységek esetén
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(> 60x lefedettség) — az illesztGprogramtdl fiiggetleniil — csokkent a lefedettség noveke-
désével. SNP-k esetén kis és kozepes lefedettségekre a SAMtools taldlta meg a legtobb
valddi varidnst, fiiggetleniil az illesztGprogramtél. Ezzel szemben nagyobb (> 100x)
leolvasasi mélységek esetén a BWA illesztéseket hasznédlva a UnifiedGenotyper, mig a
Bowtie 2 illesztéseket hasznédlva a FreeBayes bizonyult a legszenzitivebbnek (1asd Fiig-
gelék: 2. tablazat és 6A. dbra). A madsodik legtobb valddi varidnst megtaldlé modszer
szintén valtozott a lefedettség novekedésével, de altalanossdgban és féleg alacsony leol-
vasasi mélység esetén elmondhatd, hogy a FreeBayes tobb valddi varidnst taldlt meg, mint
a GATK alapt varidnskivonatoldk. Indelek esetén a HaplotypeCaller szenzitivitdsa volt
a legmagasabb a leolvasasi mélységtdl €s a haszndlt illesztoprogramtdl fiiggetleniil (1asd
2. tablazat és 6B. dbra). Alacsony lefedettség esetén a FreeBayes, mig 16 x-nal nagyobb
lefedettségek esetén a UnifiedGenotyper taldlta meg a masodik legtobb valddi indelt.
Minden egyes varidnskivonatol6 médszer egy belso kiiszobértéket hasznal arra, hogy
eldontse, hogy egy adott poziciéban jelentsen-e varidnst vagy sem (az adott poziciéban
megjelend — a referencia szekvencidtdl valo eltérések értékelésekor). Ebbdl eredben, ha
egy moédszer magasabb szenzitivitdst ér el egy masikndl, akkor ez a precizitds csokke-
nésével is egyiitt jarhat. gy azt fontos is megvizsgdlni, hogy az egyes varianskivonato-
l6knak mekkora a precizitdsa, azaz hogy az altaluk hivott varidnsok hdnyad része volt
valédi varidns. SNP-k esetén a HaplotypeCaller, indelek esetén pedig a UnifiedGeno-
typer precizitdsa volt a legmagasabb az illesztGprogramtdl fiiggetleniil (1asd Fiiggelék:
2. tablazat). Az eredmények atldthatébb megjelenitése céljabol kiszdmitottam a precizi-
tds komplementerét: a hamis felfedezési ardnyt, azaz a hamisan hivott varidnsok aranyat
az Osszes varidnshoz képest (lasd 7. dbra). SNP-k esetén a leolvasdsi mélység novekedé-
sével a SAMtools egyre kisebb, mig a UnifiedGenotyper egyre nagyobb ardnyban hivott
hamis varidnsokat. Ezzel szemben a HaplotypeCaller és a FreeBayes dltal hivott hamis
varidnsok ardnya relative stabil volt. Indelek esetén a lefedettség novekedésével a SAM-
tools egyre nagyobb ardnyban hivott hamis varidnsokat az illeszt6programtdl fiiggetleniil,

€s jelent8sen nagyobb, 2 — 4-szeres hibaardnyt mutatott a tobbi mdédszerhez képest.

Az illeszt6program hatasa Altalanosan elmondhatd, hogy az egyes varidnskivonatol6

modszerek tobb valddi varianst hivtak a BWA, mint a Bowtie 2 illesztések hasznalatakor,
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6. dbra. Az egyedi varianskivonatolasi médszerek szenzitivitisa a szimulalt adato-
kon. Az oszlopdiagram az egyes varidnskivonatoldsi médszerek sziiretlen eredményeinek
szenzitivitdsat mutatja be az SNP-k (A) és indelek (B) esetén. A fels6 sorban szerepld ér-
tékek a BWA, az als6 sorban szerepld értékek pedig a Bowtie 2 illesztéseken alapulnak.
Az oszlopok a kiilonboz6 lefedettségek esetén mért szenzitivitasértékeket jelenitik meg.
A hibdk a szenzitivitds becslésének 95%-o0s konfidencia-intervalluméat mutatjak. A szi-
muldlt adatok lefrdsat 1asd a Mddszerek fejezetben. Roviditések: FB = FreeBayes, HC =
HaplotypeCaller, ST = SAMtools, UG = UnifiedGenotyper
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7. dbra. Az egyedi varianskivonatolasi médszerek altal hamisan hivott variansok ara-
nya a szimulalt adatokon. Az oszlopdiagram az egyedi varidnskivonatoldsi médszerek
altal hamisan hivott varidnsok ardnyat dbrdzolja az SNP-k (felsd sor) és indelek (alsé
sor) esetén. A bal oldalon szerepld értékek a BWA, a jobb oldalon szerepld értékek
pedig a Bowtie 2 illesztéseken alapulnak. Az oszlopok a kiillonbozé lefedettségek ese-
tén mért értékeket jelenitik meg. A hibdk a hibés felfedezési ardny becslésének 95%-0s
konfidencia-intervallumat mutatjak. A szimulalt adatok leirdsat 1asd a Modszerek feje-
zetben. Roviditések: FB = FreeBayes, HC = HaplotypeCaller, ST = SAMtools, UG =
UnifiedGenotyper

és a kiilonbség statisztikailag is szignifikdns volt (1asd 4. tdblazat). A legnagyobb kiilonb-
séget a HaplotypeCaller esetén tapasztaltuk: az 4tlagos kiillonbség SNP-k esetén 0,057,
indelek esetén pedig 0,053 volt. Ezzel szemben a HaplotypeCaller precizitisa a BWA
illesztéseket haszndlva szignifikdnsan kisebb volt, mint a Bowtie 2 illesztések hasznéla-
takor. A tobbi kivonatol6 mdédszer esetén a szenzitivitds kiillonbsége édltalaban kisebb volt
(0,031-0,042 kozott), viszont a mind a szenzitivitds, mind pedig a precizitds szignifikdn-

san nagyobb volt a BWA-t haszndlva.
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4.tablazat. A BWA és a Bowtie 2 illesztoprogramok hatasa az egyedi varianskivonato-
16 médszerek szenzitivitasara és precizitasara a szimulalt adatok esetén. Roviditések:
CI = konfidencia-intervallum

Szenzitivitas Precizitds
Varians- Varidnskivonatold . p
tipus modszer AUBOS okl perad DB gsyq 6rték?
P kiilonbség® ’ Perte kalsnbség’ ’ prerte
HaplotypeCaller 0,057 0,056-0,058 3,01E-57 -0,003  -0,003--0,002 2,19E-18
SNP UnifiedGenotyper 0,04 0,039-0,041 6,71E-57 0,007 0,006-0,008 1,40E-17
FreeBayes 0,031  0,029-0,033 1,49E-33 0,004 0,003-0,005 2,29E-20
SAMtools 0,034 0,032-0,035 7,45E-44 0,001 0-0,001 2,01E-04
HaplotypeCaller 0,053 0,05-0,055 5,55E-40 -0,012  -0,015--0,008 1,63E-08
indel UnifiedGenotyper 0,034 0,03-0,037 3,30E-26 0,003 0-0,006 8,25E-02
FreeBayes 0,042 0,04-0,044 2,30E-38 0,005 0,003-0,007 4,16E-07
SAMtools 0,032 0,03-0,034 1,06E-36 0,046 0,04-0,052 8,89E-21

! A BWA hasznalataval elért teljesitmény a Bowtie 2 illeszt6programhoz viszonyitva

2 parositott t-teszt p-értéke

4.1.2. Varianskivonatolasi médszerek konkordancidja

A varidnskivonatoldsi mddszerek teljesitményének Osszehasonlitdsa mellett az egyiitt ja-
rasukat (mds néven konkordancidjukat) is kiértékeltiik. Ez kiilonosen fontos az Gjonnan
kifejlesztett VariantMetaCaller médszer szempontjabol, ugyanis ennek miikddése a kom-
bindlandé mdédszerek konkordancidjin és komplementaritdsan alapul.

Eldszor kiszamitottuk, hogy az egyes varidnsokat hdny kivonatolé6 mddszer taldlta
meg. A mind a négy mddszer szerint megtalalt — teljesen konkorddns — varidnsok ardnya
joval nagyobb volt SNP-k, mint indelek esetén (lasd 8. dbra). A teljesen konkordans vari-
ansok ardnya SNP-k esetén az illesztGprogramtdl fiiggben az alacsony lefedettségek ese-
tén 78%-80% volt; ez a leolvasdsi mélység novekedésével 90%-95%-ra nétt. Ezzel parhu-
zamosan az egyetlen mdédszerrel hivott varidnsok ardanya 7%-10%-161 1%-2%-ra csokkent
a lefedettség novekedésével. Alacsony leolvasasi mélység esetén az egyetlen modszerrel
hivott varidnsok ardnya volt a masodik legnagyobb, de a lefedettség novekedésével ennek
az aranya lett a legkisebb.

Indelek esetén az egyes mddszerek eredménye joval nagyobb mértékben eltért egy-
mastol, igy a varidnskivonatoldk konkordancidja kisebb volt, mint SNP-k esetén. A le-
olvasdsi mélységtdl fiiggetleniil kevesebb mint a varidnsok fele volt teljesen konkordéns,

ugyanakkor az egy mddszerrel hivott varidnsok ardnya minden esetben magasabb volt,

55



DOI:10.14753/SE.2017.1938

Bowtie 2

BWA

SNP

o n

o v o o 0
T B T S
- SRS <]

S o o

indel

o o

ese|zsobaw sueleA SazssQ 2y

0.00

00¢

00T

09

or

0e

0c¢

9T

[43

©

<

o
o
N
Leolvasasi mélység

00T

09

or

0¢

0c

9T

cl

SNP indel

Bowtie 2

T 00T
T 09

Leolvasasi mélység

BWA
o
@

_ F v
3
o

[50) 4 ot ® o < O
@ @ 9@ 95 ©o o o o
o o o o

ese|zsobaw osueleA siweH

Leolvasasi mélys

n
~
o

0.25
0.00

o
< g )
- o o
S

OSugLIeA IDOJeA

0
...o.

o o o
ese|zsobaw

dszerek konkordanc

Varianskivonatolok

szama

il-

ans, i

oz

hivott vari

iaja az 0sszes

Iy

2

2

0 Mo

8. dbra. A varianskivonatol

abrazol-

Az oszlopdiagram azt

€1.

iansok eseté

1S var

k ham

i vagy csa

d

0
ja, hogy a négy egyedi varidnskivonatolé6 mddszer eredménye alapjan — adott leolvasdsi

letve a csak val

00 &
O h
~ 23
& E 8
<
> N
<
g =
e 3
AY
h, .,m
Ne) <
N
<

b

kre

SNP

6 sor az

fels

szabran a

ré
re vonatkozik; a bal oldali oszlop eredményei a BWA illesztésen, a jobb oldali oszlop

eredményei a Bowtie 2 illesztésen alapulnak.

7z

arom

llett — hogyan oszlik meg a pontosan egy, kett
mobdszerrel megtaldlt varidnsok ardnya az Osszes (A), a valédi (B), illetve a hamis (C)

<
S ST
g _ .5
2= =
H .
R 5
= g5
g 77}
(7)) 9]
O k
Lo 3
w

228
O Mm
g =

56



DOI:10.14753/SE.2017.1938

mint 25%, és ez az ardny volt a masodik legnagyobb.

A varianskivonatolék konkordancidja kozepes lefedettség felett a leolvasasi mélység
novekedésével enyhén csokkent mind SNP-k, mind indelek esetén.

Ezutan a konkordancia ardnyokat kiszamitottuk csak a valddi, illetve csak a hamis va-
ridnsokra szikitve is. A 8B., illetve 8C. dbran lathatjuk, hogy hogyan oszlik meg az egy,
kettd, harom vagy négy modszerrel megtaldlt valédi, illetve hamis varidnsok ardnya. A
valédi varidnsok esetén a teljesen konkordans, azaz négy moddszerrel is megtalalt varidn-
sok ardnya dltaldban a legmagasabb, mig a csak egy mddszerrel hivott varidnsok ardnya a
legalacsonyabb lefedettségek kivételével altaldban a legkisebb volt (1asd 8B. dbra). Ezzel
parhuzamosan a hamis varidnsok ardnya az egy mddszerrel hivott varidnsok korében volt
a legmagasabb, és elhanyagolhat6 volt (SNP: < 0,01%, indel: < 0,1%) a négy médszerrel
hivott variansok esetén (lasd 8C. dbra).

A hamisan hivott varidnsok ardnya egy nagysdgrenddel nagyobb volt indelek mint
SNP-k esetén. Mindkét varianstipus esetén a hibas varidnsok ardnya emelkedett a leol-
vasasi mélység novekedésével (SNP-k esetén 20x lefedettség folott). Nagy leolvasasi
mélységnél ez az ardny az illesztSprogramtdl fiiggden kb. 2%-3,6% volt SNP-k és 30%-
39% volt indelek esetén.

Végiil kiszamitottuk a valddi varidnsok ardnyat a pontosan egy, illetve négy mddszer
altal hivott varidnsok korében (lasd 9. dbra). A valddi varidnsok ardnya édltaldban magas
volt a mind a négy mddszerrel megtaldlt varidnsok korében mind az SNP-k (> 99,83%
BWA és > 99,94% Bowtie 2 illesztéssel), mind az indelek (> 97,6%) esetén. Ezzel
szemben a valédi varidnsok ardnya az egyetlen modszerrel megtaldlt varidnsok kozott
jelent6sen kisebb volt mindkét varidnstipus esetén, és dltaldban csokkent a lefedettség
novekedésével (SNP-kre: < 50% 30x lefedettség felett, indelek esetén: < 15% 30x

lefedettség felett).

4.1.3. A manualis szilirok hatasa a szenzitivitasra és a precizitasra

A varidnskivonatolds precizitdsanak javitdsa érdekében a jelenlegi, széles kortien hasznalt
ajanldsoknak megfelelden elvégeztiik a varidnsok manudlis szirését (lasd Mddszerek),
észben tartva, hogy ezek nem feltétleniil jelentenek optimalis megoldast. Megjegyezziik,

hogy a sziliretlen varidnsok precizitdsa dltalaban eleve magas volt (kiilondsen SNP-k ese-
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9. dbra. A valédi variansok aranya a pontosan egy, illetve négy médszer altal hivott
variansok korében. Az oszlopdiagram a valddi varidnsok ardnyat mutatja a pontosan
egy (piros), illetve négy (kék) mddszer altal hivott varidnsok korében, kiilonbozd leol-
vasdsi mélységek és illesztGprogramok esetén. A hibédk az ardnyok 95%-os konfidencia-
intervallumat mutatjdk az 6t mintacsoport eredményei alapjan. Fels6 sor: SNP-k, als6
sor: indelek, bal oszlop: BWA illesztés, jobb oszlop: Bowtie 2 illesztés
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tén), igy a manudlis sziirés varhat6 precizitdsnoveld hatdsa alacsony volt.
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10. dbra. A manualis sziirés hatasa az egyedi varianskivonatolok eredményének szen-
zitivitasara és specificitasara. A manualis sziiréseket a jelenlegi ajainldsoknak megfele-
16en elvégeztiik az egyedi varidnskivonatol6k eredményén. Az dbra pontjai a szenzitivi-
tds és a precizitds atlagos megvéltozdsat reprezentéljak, ahol az atlagot az 6t kiilonb6z6
mintacsoportok eredménye alapjan szamitottuk ki. A pontok mérete ardnyos a leolva-
sasi mélységgel. Felsd sor: SNP-k, alsé sor: indelek, bal oszlop: BWA illesztés, jobb
oszlop: Bowtie 2 illesztés. Roviditések: FB = FreeBayes, HC = HaplotypeCaller, ST =
SAMtools, UG = UnifiedGenotyper

A manudlis sziirés hatdsa jelentGsen kiillonbozott az egyes varidnskivonatoldsi méd-
szerek esetén (lasd 10. dbra). SNP-k esetén a sz{irés hatdsa a leolvasisi mélységtol fiig-
getleniil viszonylag alacsony volt a HaplotypeCaller eredményeire. A UnifiedGenotyper

esetén a szenzitivitds jelentds mértékben csokkent a lefedettség novekedésével, mig a
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precizitds csak kis mértékben emelkedett. A SAMtools és a FreeBayes esetén a manu-
alis szlirés hatdsa hasonl6 karakterisztikdt mutatott: a precizitds nagyon kis mértékben
novekedett, a szenzitivitds pedig a leolvasdsi mélység novekedésével egyre nagyobb mér-
tékben csokkent.

Indelek esetén a manudlis sz{irési stratégia kdzepesen jol teljesitett a SAMtools és a
HaplotypeCaller esetén, bar a szenzitivitds csokkenése dltaldban feliilmulta a precizitds
novekedését a SAMtools esetén. A sziirés a UnifiedGenotyper eredményeire csak nagyon
kis hatdssal volt, a FreeBayes esetén pedig a hatds ellentétes volt az elvarttal, ugyanis a

precizitas is csokkent.

4.2. Varianskivonatolok kombinalasa: VariantMetaCaller

Az éltalam kifejlesztett VariantMetaCaller program tobb varidnskivonatol6 mdédszer ered-
ményét kombindlja, mely sordn kihasznalja az egyes modszerek konkordancidjit és komp-
lementaritasit. A sziretlen varidnshivdsok egyesitése utdn a program minden egyes be-
menetéiil szolgdlé médszerhez készit egy adathalmazt az adott kivonatold, illetve a Va-
riantMetaCaller 4ltal el6allitott annoticids adatok alapjdn. Ezeken az adathalmazokon
a program varidnstipusonként egy-egy SVM-t tanit, amely sordn a teljesen konkordans
(négy mddszerrel is megtalélt), illetve az egyetlen médszerrel hivott varidnsok szolgalnak
pozitiv, illetve negativ tanitopéldaként. Ezdltal a VariantMetaCaller megprobalja szétva-
lasztani a valddi varidnsokat a hamisan hivottaktdl. A program minden egyes varidnshoz
kiszamit egy végsd pontszdmot, ami az adott varidns valddisdganak a valdszintiségét be-
csiili (lasd Médszerek).

A VariantMetaCallerrel a kordbban bemutatott varianskivonatoldsi munkafolyamato-
kat kombindltam. Az illeszt6programok hatasat fiiggetleniil értékeltem, azaz a kombind-
ci6 sordn a négy varidnskivonatol6 program vagy a BWA vagy a Bowtie 2 illesztéseken
alapult. A tovdbbiakban bemutatom a médszer teljesitéképességét elszor szimulalt, majd

valos adatok felhasznalasaval.

4.2.1. A VariantMetaCaller teljesitménye a szimulalt adatokon

Az egyes mddszerek teljesitményét Un. precizitds-szenzitivitds gorbék segitségével jelle-

mezziik. Ehhez el6szor sorrendeztiik az egyes varidnskivonatolok eredményeit az altaluk
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josolt varidnsmindség szerint, illetve a VariantMetaCaller eredményét a varidnsok becsiilt
valészindsége szerint. Ezutdn kiszamitottuk a szenzitivitast €s a precizitdst minden egyes
varidnskivonatol6 esetén minden lehetséges varidnsmindség-kiiszobérték mellett, illetve
a VariantMetaCaller esetén minden lehetséges varidns val6szintiség mellett'!, végiil 4b-
razoltuk az igy kiszdmitott precizitdst a szenzitivitds fiiggvényében (ldsd 11. dbra). A
kiértékelések sordn a manudlisan lesziirt varidnsokat vettiik alapul. Amint az jol lathato, a
VariantMetaCaller a leolvasdsi mélységtol, az illeszt6tdl és a varidnstipustdl fliggetleniil
feliilmadlta az egyedi varidnskivonatoldkat a precizitds—szenzitivitds térben, azaz nagyobb
precizitast ért el minden szenzitivitdsi szinten mint a bemenetéiil szolgdlé mddszerek.
A VariantMetaCaller maximalis szenzitivitdsa ugyancsak magasabb volt, és a precizitds
élesen csokkent a nagy szenzitivitds értékeknél.

Ezt kovetéen kiszamitottuk a precizitds-szenzitivitds gorbe alatti teriiletet (area un-
der the precision—recall curves, AUPRC), amely azt mutatja meg, hogy egy adott muta-
t6 mennyire képes elkiiloniteni a valodi varidnsokat a hamisakt6l. A VariantMetaCaller
AUPRC pontszdma a lefedettségtdl, az illeszt6tdl €s a varidnstipustol fiiggetleniil minden
esetben magasabb volt, mint az egyedi varidnskivonatolok AUPRC értéke (1asd 12. dbra),
és a kiillonbség statisztikailag erdsen szignifikdns volt (a Bonferroni-korrigdlt p-értékek
maximuma SNP-k esetén: 0,002, indelek esetén: 0,006; parositott t-teszt a mintacsopor-
tok kozott, 1asd Fiiggelék: 3. tablazat). A varakozdsoknak megfeleléen az AUPRC értéke
a leolvasasi mélység novekedésével nétt, és SNP-k esetén magasabb volt mint indelek
esetén.

SNP-k esetén a legmagasabb AUPRC pontszdmmal rendelkezd egyedi varidnskivona-
tolo a lefedettségtdl és az illesztGprogramtdl fiiggden valtozott (1asd 12A. dbra). Alacsony
leolvasasi mélységek esetén a UnifiedGenotyper esetén volt a legmagasabb az AUPRC,
de a lefedettség novekedésével ez lett a legalacsonyabb. Indelek esetén a lefedettségt6l
és az illesztGprogramtdl fiiggetleniil a HaplotypeCaller nyujtotta a legmagasabb AUPRC

értéket az egyedi mddszerek koziil (1asd 12B. dbra).

Az illesztoprogram hatasa Az egyedi varidnskivonatoldk édltaldban magasabb maxi-

malis szenzitivitast értek el a BWA, mint a Bowtie 2 illesztések hasznalata esetén. Ebbol

1 Azaz minden kiiszobértékre kiszamitottuk, hogy az afeletti variansok hanyad része valédi (precizitas),
illetve hogy az 6sszes valédi varidns hanyad része van a kiiszob felett (szenzitivitas).
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11. abra. Precizitas-szenzitivitas gorbék kivalasztott lefedettségek esetén a szimulalt
adatokon. Az egyes manudlisan lesz{irt varidnskivonatoldsi médszerek, illetve a sziiret-
len bemeneteket kombindlé VariantMetaCaller eredményére kiszdmitott precizitdst dbrd-
zoltuk a szenzitivitds fliggvényében minden lehetséges vagasi kiiszob mellett SNP-k (A)
és indelek (B) esetén két kivélasztott leolvasdsi mélységre (bal oldal: 8x és jobb oldal:
200x). Felss sor: BWA illesztés, als6 sor: Bowtie 2 illesztés. A sdavok a becslés 95%-o0s
konfidencia-intervallumat mutatjdk. Roviditések: FB = FreeBayes, HC = HaplotypeCal-
ler, ST = SAMtools, UG = UnifiedGenotyper, VMC = VariantMetaCaller
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12. abra. Az egyes modszerek precizitas-szenzitivitas gorbe alatti teriilete a szimulalt
adatokon. Az oszlopdiagram az egyedi varidnskivonatolé médszerek manudlis szirésé-
nek, illetve a VariantMetaCaller eredményének precizitds-szenzitivitds gorbe alatti terii-
letét dbrdazolja SNP-k (A) és indelek (B) esetén. A felss sorban szerepld értékek a BWA,
az also sorban szerepld értékek pedig a Bowtie 2 illesztéseken alapulnak. Az oszlopok a
kiilonboz6 lefedettségek esetén kiszamitott értékeket jelenitik meg. A hibdk az AUPRC
értékének 95%-o0s konfidencia-intervallumat mutatjdk. A szimuldlt adathalmaz leirdsat
lasd a Mddszerek fejezetben. Roviditések: FB = FreeBayes, HC = HaplotypeCaller, ST
= SAMtools, UG = UnifiedGenotyper, VMC = VariantMetaCaller
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ered6en a VariantMetaCaller dltal elért teljesitménymutaték a BWA illesztésekre alapozva
szintén jobbak voltak (l4sd 5. tablazat €és Fiiggelék: 4. tablazat). SNP-k esetén a Variant-
MetaCaller altal elért maximaélis szenzitivitds dtlagos kiilonbsége a BWA, illetve a Bow-
tie 2 illesztésekre alapozott eredmények kozott 0,028 volt (95%CI: 0,027-0,029). Bér ez
a kiilonbség nem tiinik jelentGsnek, a jelenlegi kisérleti beallitdsok mellett 1% szenzi-
tivitasbeli kiillonbség kb. 144-el tobb valddi varidns megtaldlasét jelenti. Indelek esetén
a maximadlis szenzitivitds atlagos kiilonbsége még nagyobb, 0,044 volt (95%CI: 0,042-
0,046). A jelenlegi bedllitisok mellett 1% szenzitivitds kiilonbség kb. 19-el tobb valddi
indel hivésat jelenti. A VariantMetaCaller altal eredményezett teljes varidnslista precizi-
tdsa és az AUPRC értékek is magasabbak volt a BWA haszndlatdval minden leolvasasi

mélység és mindkét varidnstipus esetén (lasd 5. tablazat).

5. tabldzat. Az illesztoprogram megvalasztasanak hatasa a VariantMetaCaller Kiilon-
bo6zo teljesitménymutatdira. Roviditések: CI = konfidencia-intervallum

SNP Indel
o ) Atlagos o Atlagos o
Teljesitménymutatd L L1 95% ClI p-érték . L1 95% ClI p-érték
kiilonbség kiilonbség
Maximalis szenzitivitas 0,028 0,027-0,029 < 2,2"‘10'16 0,044 0,042-0,046 < 2,2"‘10'16
Precizitas a teljes varianslistara 0,009 0,007-0,01 <2,2*107° 0,039 0,025-0,053  8,6%107
AUPRC 0,028  0,027-0,029 <2,2*107° 0,042  0,040-0,044 <2,2¥10™°

! A BWA hasznalataval elért teljesitmény a Bowtie 2 illeszt6programhoz viszonyitva
2 Parositott t-teszt p-értéke

Kiilonb6z6 méretli genomi régiokon elért eredmények A VariantMetaCaller kisebb
genomi célrégidkon valé hasznédlhatésdgdnak demonstrdldsa érdekében a teljes kromo-
szomat kisebb méretli régidkra szlkitettiik. A célrégiok méretét ugy hatdroztuk meg,
hogy hasonl6ak legyenek a tipikusan jelenleg hasznalatos célzott génpanelek méretéhez:
a teljes exonikus tartomédny 100 kb, 200 kb, 300 kb és 500 kb hosszisigu volt. Min-
den régidméretbdl tiz nem atfedd tartomdanyt vélasztottunk ki, és minden egyes régiéra
lefuttattuk az elemzést a kordbbihoz hasonléan. A varidnsok atlagos szdmat az egyes ré-
gidméretek esetén a Fliggelék: 5. tabldzatban lathatjuk. Ebben az esetben is elmondhatd,
hogy a VariantMetaCaller nyujtotta a legmagasabb AUPRC értéket az egyes modszerek
koziil, a célrégido méretétdl, a leolvasasi mélységtdl, az illesztGprogramtdl és a varidns

tipusatol fiiggetleniil (lasd 13. dbra). A kiilonbség a VariantMetaCaller és az egyedi vari-
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anskivonatolok kozott statisztikailag is szignifikdns volt (a Bonferroni-korrigélt p-értékek
maximuma SNP-k esetén: 0,041, indelek esetén: 0,005; parositott t-teszt a mintacso-
portok és az adott régioméretbe tartozo6 kiilonbozé régidkon elért eredmények alapjan).
A teljes kromoszéman bemutatott eredményekhez hasonléan az SNP-ken elért AUPRC

pontszdmok magasabbak voltak, mint indelek esetén.

4.2.2. A VariantMetaCaller teljesitménye valoés adatokon

A VariantMetaCaller teljesitményét valds szekvendlasi adatokon is kiértékeltiik. Ehhez
egy publikusan elérhet6 szekvendldsi adathalmazt hasznéltunk, amely az NA12878-as
kédszamu, rendkiviil széleskorlien tanulmanyozott emberi genom teljes szekvenaldsi ada-
tait tartalmazza. Ehhez a genomhoz ugyanis rendelkezésre all egy nagy megbizhatdsagu,
,platina” minbségl referencia varidnslista is (Platina referencia), amelyet az Illumina
cég dllitott el6. A minbségi szlirésen dtesett leolvasdsokat a kordbbiakhoz hasonléan a
BWA-MEM és a Bowtie 2 programokkal felillesztettiik a referencia szekvencidra, az il-
lesztéseket leszirtiik a teljes exomra, majd bazismindség-korrekcidt végeztiink, és az in-
delek kornyékén tjraillesztést végeztiink a GATK ajanldsainak megfeleléen. Az atlagos
leolvasasi mélység mindkét illesztés esetén kb. 12x volt. Végiil, szintén a kordbbiak-
hoz hasonldan, a négy varidnskivonatolé programmal meghataroztuk az SNP-ket és az
indeleket (lIasd Modszerek).

Az egyedi modszerek sziiretlen varidnshivasainak konkordancidja alacsony volt (lasd
6. tablazat). A mind a négy egyedi varidnskivonatolé 4ltal hivott, teljesen konkordans
SNP-k ardnya 88,8% volt a BWA és 84,27% a Bowtie 2 illesztések hasznélata esetén.
A pontosan egy mddszerrel megtaldlt SNP-k ardnya 3,48% volt a BWA, illetve ennél is
magasabb, 8,83% volt Bowtie 2 illesztéseket haszndlva. A konkordancia ardnyok jéval
alacsonyabbak voltak indelek esetén: kevesebb mint a varidnsok felét hivta mind a négy
kivonatold, és az egyetlen médszerrel megtaldlt indelek ardnya 21,36% (BWA), illetve
20,43% (Bowtie 2) volt.

A négy varidnskivonatolé6 médszer szliretlen eredményeit kombindltuk a VariantMe-
taCaller segitségével. Az SVM tanitdsa sordn ebben az esetben is a teljesen konkordédns
varidnsok szolgdltak pozitiv és az egyetlen mddszer éltal megtaldlt varidnsok szolgal-

tak negativ tanitomintaként. Az annoticids adatok fuziondldsa utdn a VariantMetaCaller
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Varianskivonatol6

13. dbra. Az egyes moédszerek precizitas-szenzitivitas gorbe alatti teriilete kiillonbo-
z6 méretii genomi régiok esetén. A teljes kromoszomat kisebb méretdi régidkra sziki-
tettiik, a célrégiok mérete 100 kb, 200 kb, 300 kb és 500 kb hosszusdgu volt. Minden
régiéméretbdl tiz nem atfedd tartomdnyt véalasztottunk ki, és minden egyes régiora lefut-
tattuk az elemzést. Az oszlopdiagram az egyedi varidnskivonatolé moédszerek manudlis
szlirésének, illetve a VariantMetaCaller eredményének precizitds-szenzitivitds gorbe alatti
teriiletét abrazolja SNP-k (A) és indelek (B) esetén. (folytatds a kovetkezd oldalon)
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13. dbra. (folytatds) A fels6 sorban szerepld értékek a BWA, az als6 sorban szerepld ér-
tékek pedig a Bowtie 2 illesztéseken alapulnak. Az oszlopok a kiillonbozd lefedettsé-
gek esetén kiszamitott értékeket jelenitik meg. A hibdk az AUPRC értékének 95%-os
konfidencia-intervallumat mutatjdk. A szimuldlt adathalmaz leirdsat lasd a Mddszerek
fejezetben. Roviditések: FB = FreeBayes, HC = HaplotypeCaller, ST = SAMtools, UG =
UnifiedGenotyper, VMC = VariantMetaCaller

6. tablazat. Az egyedi varianskivonatolé médszerek kiilonféle kombinacidi altal hi-
vott sziiretlen variansok szama a valds szekvenalasi adatokon. Roviditések: FB =
FreeBayes, HC = HaplotypeCaller, UG = UnifiedGenotyper, ST = SAMtools

L L, SNP Indel
Varianskivonatolé mddszer - -
BWA Bowtie 2 BWA Bowtie 2
Az 6sszes Az 8sszes Az 6sszes Az 6sszes
HC UG B ST Varif’msok var,iéns Variénsok var,iéns Variénsok var,iéns Vari.::’msok var,iéns
szama hany szama hany szama hany szama hany
szazaléka szazaléka szazaléka szazaléka
+ + + 48297 88,81% 43659 84,27% 2918 46,73% 2958 49,58%
+ + - 440 0,81% 297 0,57% 532 8,52% 544 9,12%
+ + - + 432 0,79% 273 0,53% 76 1,22% 77 1,29%
+ - + + 296 0,54% 215 0,42% 638 10,22% 466 7,81%
- + + 1332 2,45% 1078 2,08% 53 0,85% 66 1,11%
+ + - - 222 0,41% 115 0,22% 18 0,29% 24 0,40%
+ - + - 82 0,15% 45 0,09% 254 4,07% 186 3,12%
+ - - + 57 0,10% 36 0,07% 235 3,76% 130 2,18%
- + + - 367 0,67% 403 0,78% 56 0,90% 99 1,66%
- + - + 164 0,30% 90 0,17% 23 0,37% 41 0,69%
- - + + 798 1,47% 1021 1,97% 108 1,73% 156 2,61%
+ - - - 499 0,92% 178 0,34% 578 9,26% 342 5,73%
- + - - 329 0,60% 330 0,64% 11 0,18% 40 0,67%
- - + - 781 1,44% 3596 6,94% 256 4,10% 371 6,22%
- - - + 285 0,52% 471 0,91% 489 7,83% 466 7,81%

megbecsiilte minden varidns valddisdganak valészintségét. Az egyedi mddszerek va-
ridnshivdsait a BAYSIC [61] nevl programmal is kombindltuk, ami egy rejtett valtozds
elemzést haszndlva megbecsiili a varidnsok valdszintiségét. Ezen feliil lefuttattuk a GATK
varidnsmindség-kalibracids programjat (VQSR) is a HaploytypeCaller és a UnifiedGeno-

t'2 (Gaussian mixture

typer altal hivott varidnsokra. A VQSR egy kevert Gauss-modell
model) illeszt a kvantitativ annotdcids adatokra, és szintén varidnsvaldszintiségeket be-
csiil, melyhez referenciaként nagy megbizhat6sagu varidnskészletet hasznél. Végezetiil a
varianshivasokat lesztkitettiik a Platina referencia megbizhat6 tartomanyara.

Kiszamitottuk az egyedi varidnskivonatolok manualis szliréseinek, illetve a VQSR,

a BAYSIC és a VariantMetaCaller eredményeinek szenzitivitasat és precizitasat. A Va-

12Kevert Gauss-modell: Egy olyan valészintiségi modell, amely azt feltételezi, hogy a mért adatok véges
szamd, kiilonbozd paraméterd Gauss (normadlis) eloszldsok keverékébdl szarmaznak.
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riantMetaCaller — a szimuldlt adatok esetén tapasztalt eredményekhez hasonléan — az
illeszt6tdl és a varidnstipustdl fiiggetleniil dltaldnossdgban feliilmulta az egyedi varidns-
kivonatoldkat a precizitds—szenzitivitas térben, azaz nagyobb precizitést ért el a szenziti-
vitdsi szintek legnagyobb részében mint a tobbi mddszer (lasd 14A. dbra). Ugyanezt az
eredményt tiikrozi, hogy a VariantMetaCaller érte el a legnagyobb AUPRC értéket (lasd
14B. abra).

Az egyedi varidnskivonatolok egymashoz képesti teljesit6képessége hasonld volt a
szintetikus adatok esetén tapasztaltakhoz. SNP-k esetén a BWA illesztéseket hasznédlva
a manudlisan leszirt HaploytypeCaller és UnifiedGenotyper egymdshoz hasonlé ered-
ményt ért el (AUPRC: 0,92), és jobban teljesitettek, mint a szintén egymashoz hasonlé
eredményt elérd FreeBayes és SAMtools (AUPRC: 0,89). Ugyanakkor a Bowtie 2 illesz-
téseket haszndlva a SAMtools teljesitménye jobb volt (AUPRC: 0,85), mint a tobbi egyedi
kivonatol6é, és a UnifiedGenotyper bizonyult a legrosszabbnak (AUPRC: 0,8). Indelek
esetén az eredmények mindségileg tiikrozték a szintetikus adatok esetén latottakat azzal a
kiilonbséggel, hogy a UnifiedGenotyper és a FreeBayes egymdshoz képesti teljesitménye
forditott volt. A VQSR csak a Bowtie 2 illesztéseket hasznalva és csak SNP-k esetén
bizonyult jobbnak, mint a manudlis szlirési stratégia. Ez valdsziniileg annak kdszonhe-
t6, hogy a VQSR pontosabb miikodéséhez a jelenleg hasznéltndl nagyobb adathalmazra
lenne sziikség.

A fuziés moédszerek teljesit6képességét a kromoszémdkra lesziikitett célrégidkra is
megvizsgéltuk. A VariantMetaCaller az esetek legnagyobb részében jobb teljesitményt
nyujtott mint a BAYSIC, és a kiilonbség statisztikailag is er6sen szignifikdns volt (14sd
7. tablazat).

A VariantMetaCaller, a BAYSIC és a VQSR is megbecsiili a variansok valddisaga-
nak val6szintiségét, ami elméletileg lehetdvé teszi azt, hogy az adott mddszert alkalmazd
kutat6 a varidnsok valészintisége alapjan becsiilt precizitdst haszndlja fel a varidnsok sz-
résére. A precizitds pontos josldsa azonban csak a valdszinliségek pontos becslésével
lehetséges, ezért a modszereket Osszehasonlitottuk a becslés josdganak szempontjabdl is.
Ez a kovetkezoképpen tortént: mindhdrom mddszer esetén a varidnsokat a becsiilt valdszi-
niiségek szerint csokkend sorrendbe rendeztiik, majd a sorrend mentén minden varidnsra

kiszamitottuk a varhat6 precizitast (azaz a sorrend elejétdl az adott varidnsig bezarélag a
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14. abra. A VariantMetaCaller és az egyedi kivonatolé modszerek eredményeinek
osszehasonlitasa a valds szekvenalasi adatokon. Az NA12878 kodszamu minta teljes
genomi szekvendldsdbol szdrmazo leolvasdsokat felillesztettiik a human genomra a BWA
és a Bowtie 2 illesztGprogramokkal, majd az illesztéseket leszirtiik a teljes exoni cél-
régiora. Lefuttattuk a GATK HaplotypeCaller, GATK UnifiedGenotyper, FreeBayes és
SAMtools varidnskivonatoldkat, majd a sziiretlen varidnsokat kombindltuk a VariantMe-
taCaller és a BAYSIC programokkal. Az egyedi kivonatolok eredményeit leszrtiik az
altalanos manudlis sz(rési javaslatoknak megfelel6en, illetve a GATK alapu varidnskivo-
natoldsokat a VQSR haszndlatdval is leszfirtiik. (folytatds a kovetkez6 oldalon)
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14. abra. (folytatds) Ezt kovetéen minden varidnskivonatoldsi eredményt leszikitettiink
a referencia varidnsok megbizhaté tartomdnydra. A. Az egyes moddszerek precizitds-
szenzitivitds gorbéje SNP-k (felsé sor) és indelek (alsé sor) esetén a BWA (bal oszlop),
illetve a Bowtie 2 (jobb oszlop) illesztGprogramok eredménye alapjan. B. Az egyes mdd-
szerek precizitds-szenzitivitas gorbe alatti teriilete SNP-k (felsd sor) €s indelek (alsé sor)
esetén a BWA (bal oszlop), illetve a Bowtie 2 (jobb oszlop) illesztéprogramok eredménye
alapjan. C. A kiilonb6z$ varidnsvaldszintiséget is becsld modszerek dltal josolt precizi-
tas és a valodi precizitas atlagos abszolut hibdja. Roviditések: FB = FreeBayes, HC =
HaplotypeCaller, HF = manuélis sz{irés (hard filter), MAE = dtlagos abszolit hiba (me-
an absolute error), ST = SAMtools, UG = UnifiedGenotyper, VMC = VariantMetaCaller,
VQSR = varidansmindség-kalibraci6 (variant quality score recalibration)

7. tablazat. A VariantMetaCaller és a BAYSIC teljesitményének kiilonbsége a human
kromoszomakra sziikitett adatokon

Varians- llleszt§- Kromoszémak o
, 1 p-érték
tipus program szdma

BWA 21 *107

SNP . 5,96 105
Bowtie 2 22 2,15*10

BWA 19 5,33*10°

Indel .
Bowtie 2 21 3,93*10

! Hany kromoszéma esetén volt nagyobb az
AUPRC értéke a VariantMetaCaller esetén a
BAYSIC-hez képest

? Parositott Wilcoxon-teszt p-értéke

valddi varidnsok vérhat6 ardnyat a varidnsok becsiilt valdszintisége alapjdn, lasd 6. kép-
let). Ezutdn meghataroztuk a sorrend mentén a valddi precizitast is (azaz a sorrend elejétol
az adott varidnsig bezardlag a valddi varidnsok pontos ardnyét a referenciavariansok alap-
jan), majd kiszamitottuk a becsiilt és a valddi precizitds dtlagos abszolit hibdjat (mean
absolute error, MAE), azaz a kiilonbségek abszolut értékének 6sszegét.

Altalanossagban elmondhat6, hogy a MAE alacsony volt minden esetben, tehdt az
egyes modszerek jol kozelitették a valddi precizitast, de a VariantMetaCaller nyujtotta
a legpontosabb becslést SNP-ek esetén az illesztéprogramtdl fiiggetleniil, illetve indelek
esetén a Bowtie 2 illesztGprogram hasznalataval (1asd 14C. dbra). Indelekre a BWA il-
lesztések alapjan a VariantMetaCaller €s a UnifiedGenotyper esetén tapasztalt becslési

pontossag hasonlé volt, de a UnifiedGenotypernek jelentdsen kisebb volt a szenzitivitdsa.
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4.3. A CYP3A4 és a CYP3AS5 gének Kkivalasztott polimorfizmusainak

hatasa a gyermekkori ALL talélésére

4.3.1. A polimorfizmusok 6nallé hatasa a talélésre

Az elemzés sordn azt vizsgaltuk, hogy az egyik legfobb gydgyszer-metabolizadlé enzim,
a CYP3AA4, illetve az ezzel atfedd szubsztratspecificitassal rendelkez6 CYP3AS génjei-
ben 1év{ kivalasztott polimorfizmusok hogyan befolyédsoljdk a gyermekkori akut limfoid
leukémia tulélését. Az elemzést 511 ALL-ben szenvedd gyermek adatain végeztiik. A
mintapopuldcié alapadatait a Mddszerek fejezetben taldlhato 2. tdbldzatban lathatjuk. A
polimorfizmusok hatdsat kétféle tilélés-tipusra vonatkozéan vizsgaltuk. A teljes tiilélés
elemzésekor a vizsgalt esemény a paciens haldla, az eseménymentes tiilélés elemzése so-
rdn pedig a paciens haldla vagy a betegségbe val6 visszaesés (recidiva). A populdcidéban
a teljes tdlélési ardny 85,5%, az eseménymentes tilélési ardny pedig 81% volt.

A CYP3A4 és CYP3A5 gének kivalasztott polimorfizmusainak genotipus- és allél-
frekvencia adatai hasonléak a kiillonbozé genetikai adatbazisokban (dbSNP Home Page,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ Hozzaférés: 2014.05.29. és The Pharmacogenomics
Knowledge Base, https://www.pharmgkb.org/ Hozzaférés: 2014.05.29.) és mads euro-
pai/kaukdzusi populdcion végzett vizsgdlatokban latottakhoz [98, 99, 101, 114] (l4sd
3. tabl4zat).

Eldszor a log-rank teszt haszndlatdval megvizsgaltuk, hogy a kivélasztott SNP-k be-
folydsoljdk-e a teljes vagy az eseménymentes tdlélést (lasd 8. tdblazat). A CYP3A4
1s2246709 SNP-je szignifikdnsan asszocidlt a teljes tuléléssel (p-érték: 0,0028) és az ese-
ménymentes tualéléssel is (p-érték: 0,014). Ezeket az eredményeket a bayesi relevancia-
elemzés is megerdsitette, ugyanis az rs2246709 nagy valdszinliséggel erdsen relevansnak
bizonyult az 6téves teljes (Pr: 0,85) és eseménymentes tdlélés (Pr: 0,55) szempontjdbol is.
A tulélési aranyok valtozasat az eltelt id6 fiiggvényében a 15. dbran lathatjuk. A CYP3AS
rs15524 SNP-je szintén szignifikdnsan asszocialt mind a teljes tuléléssel (p-érték: 0,031)
mind pedig az eseménymentes tiléléssel (p-érték: 0,00058). Ez az er6s hatds annak a
kovetkezménye, hogy a ritka homozigéta genotipusu betegek a vartndl nagyobb ardnyban
fordulnak el6 a mintapopuldcidban, azonban az ilyen genotipussal rendelkezd betegek

szama valgjaban alacsony (2, illetve 3 beteg; lasd 8. tdblazat). Ez az asszocidci6 klinikai-
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lag relevéns lehet, de a betegek alacsony szdma miatt ezeket az eredményeket sziikséges

lenne validalni nagyobb populdcion is.

8. tdblazat. A log-rank teszt ereményei a CYP3A4 és a CYP3A5 polimorfizmusainak
teljes- és eseménymentes tiilélésre gyakorolt hatasanak elemzése soran. Roviditések:
N = mintaszam

Teljes tulélés Eseménymentes tilélés

Genotipus N  Megfigyelt Elvart p-érték Statf’rzé,t'ka' Megfigyelt Elvirt p-érték Statfrzg'ka'
1515524 = AA 313 50 48,97 59 59,95

rs15524 = AG 58 7 962 0031 0668 10 11,61 000058 0,838
rs15524 = GG 4 2 0,41 3 0,45

1ST76746=GG 318 51 50,23 61 61,22

1776746 = GA 56 8 936 0587 0336 10 1134 0,062 0,652
IST76746 = AA 3 1 0,41 2 0,45

rs2404955= GG 388 54 57,07 69 72,56

rs2404955=GA 108 18 167 0247 0505 23 20,93 0,396 043
rs2404955 = AA 9 3 1,23 3 1,51

1s12333983=TT 384 54 57,39 68 72,19

rs12333983=TA 105 18 1635 0249 0,506 23 2029 0,359 0,451
rs12333983=AA 9 3 1,26 3 1,52

12242480 = CC 295 45 45,18 53 55,36

rs2242480=CT 83 14 1312 0684 0,086 19 158 045 0,201
152242480 =TT 4 0 0,7 0 0,85

14646437 = GG 287 43 44,63 49 54,57

rs4646437 = GA 91 16 1444 089 0,194 23 1731 0,294 0,454
rs4646437 = AA 6 1 0,93 1 1,11

12246709 = AA 275 46 39,53 56 50,04

12246709 = AG 202 19 30,81 00028 0944 28 39,15 0,014 0,864
1s2246709=GG 34 10 4,66 1 5,81

rs35599367 = GG 459 65 63 82 81,31

rs35599367 = GA 42 4 584 0668 0056 7 748 0,882 0,037
rs35590367 = AA 1 0 0,17 0 0,22

Nem taldltunk szignifikdns Osszefiiggést a tilélés és a kordbban leirt funkciondlis
SNP-k kozott (a CYP3AS rs776746 és a CYP3A4 rs35599367 polimorfizmusa), bér az
1s35599367 és az rs2246709 kozott a mintapopuldcidban kapcesoltsagi egyenldtlenség fi-
gyelhetd meg (D': 0,88, r2: 0,1). Ez azonban egyoldali, ugyanis a két SNP allélfrek-
vencidja jelentsen eltér egymastol (rs35599367: 4,4%, 1s2246709: 26,4%). Ugyanakkor
a vizsgélatunkban ezeknek az SNP-knek a tesztelésekor a statisztikai erd is alacsonynak
adddott a polimorfizmusok viszonylag alacsony allélfrekvencidja miatt (1asd 8. tabl4zat),
igy az asszocidci6 hidnya sem jelenthetd ki teljes bizonyossaggal.

Ezt kovetSen egyvaltozds és kiillonbozd klinikai paraméterekkel kiegészitett tobbval-
tozos Cox-regresszids elemzéssel kiszdmitottuk az rs2246709 hazard hanyadosait (hazard

ratio, HR) a teljes és az eseménymentes tulélésre (lasd 9. tdblazat és 10. tdblazat). A

72



DOI:10.14753/SE.2017.1938

1.0 L_ 1.0
Fhy
Sy AG ©
L T =
0.9 S - - HH -0 0.9
) g
S AA 3
:g ~2
ﬁ 0.8 2 08
© 3
© @
> =
a8 2
< GG 3
2074 2 0.7
ﬁ & GG
L 3
e 2
0.6 @ 0.6
11}
0.54p = 0.00284 054 p=0.014
T T T T T T T T
0 5 10 15 0 5 10 15
1d6 (év) 1d6 (év)

15. abra. A CYP3A4 rs2246709 polimorfizmusanak hatasa a teljes- és eseménymentes
tilélésre. A Kaplan-Meier tilélési gorbék a CYP3A4 rs2246709 polimorfizmusanak ha-
tasat szemléltetik a teljes tulélésre (bal oldal) és az eseménymentes tilélésre (jobb oldal).
A gorbék a tiléldk ardnyat dbrdzoljdk az id6 fiiggvényében. A p-értékek az SNP hé-
rom lehetséges genotipusdnak a tuilélésre gyakorolt hatdsa kozotti kiillonbség statisztikai
szignifikancidjat mutatjik.

tobbvaltozos elemzés soran a rizikdcsoport-besorolast, az ALL sejtmorfoldgiai alcsoport-
jat (B-, T-ALL), a citogenetikai abnormalitast, a kezelési protokollt és a betegek nemét
vettiik figyelembe. A Cox-regresszids elemzés eredménye megerdsitette az rs2246709
teljes tilélésre gyakorolt szignifikdns hatdsat. A legkedvezdbb hatdsa az AG heterozigéta
genotipusnak volt, amely 0,52 (95%CI: 0,28-0,98, p-érték: 0,04) HR értéket mutatott az

AA genotipussal szemben (1dsd 9. tdblazat). Az rs2246709 polimorfizmus €s az esemény-

mentes tilélés kozott nem taldltunk szignifikdns asszocidciot (1asd 10. tdblazat).

4.3.2. A klinikai paraméterek és az rs2246709 polimorfizmus interakciéjanak hata-

sa a tulélésre

A polimorfizmusok 6ndllé hatdsdnak vizsgdlata utdn a bayesi relevanciaelemzés segitsé-
gével olyan interakcids hatdsokat kerestiink, amelyek befolydsolhatjdk a betegek ttlélését.
A vizsgaland6 interakcids hatdsok szdménak novelése érdekében az elemzésbe bevontuk
tovabbi 34 gén 127 SNP-jét, amelyek a munkacsoport kordbbi ALL vizsgalataiban szere-
peltek. Az elemzés sordn csak a 10%-ot meghaladé allélfrekvencidji polimorfizmusokat

vizsgaltuk. Ahogyan az a Fiiggelék: 6. tabldzataban is lathato, csak a CYP3A4 rs2246709
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9. tdblazat. A kiilonb6zo klinikai paraméterek és az rs2246709 teljes tilélésre gyako-
rolt hatasanak egyvaltozos és tobbvaltozés Cox-regresszios elemzésének eredménye.
Roviditések: CI = konfidencia-intervallum, HR = hazard hdnyados (hazard ratio), N =
mintaszdm, NE = események szdma, Rizikdcsoport esetén: LR = alacsony rizikd, MR =
kozepes rizikd, HR = magas riziké

Tobbvaltozos elemzés

Egyvaltozés elemzés

(N=373, NE=59, p=9,3*10®)

Kovarians N, NE HR 95% CI p-érték N, NE HR 95% Cl p-érték
LR=94,7 LR=90, 7

Rizikdcsoport MR=299, 39 2,87 1,87-4,40 14*10° MR=244, 36 2,53 1,63-3,94 38*10°
HR=53, 20 HR=39, 16

Sejtmorfologia Pre-T, T=77, 15 072 040127 0.249 Pre-T, T=64, 13 125 065240 0511

(Pre-B, B) Pre-B, B=372, 54 Pre-B, B=309, 46

Citogenetika

Normal 127, 20 1,00 104, 20 1,00

Hiperdiploid 79,8 0,63 0,28-1,43 0,268 66, 5 0,46 0,17-1,23 0,122

Egyéb 249, 44 1,14 0,67-193 0,638 203, 34 0,89 0,50-1,58 0,688

Protokoll

‘88-90 123,18 1,00 98, 15 1,00

‘95 244, 45 1,34 0,78-2,33 0,289 235,43 16 0,87-295 0,129

2002 117,10 0,76 0,35-1,66 0,493 40,1 0,22 0,03-1,70 0,148

Nem N&=221,29 1,26 0,79-2,01 0,326 N6=166, 22 1,15 0,66-2,00 0,629

(Férfi) Férfi=290, 46 Férfi=207, 37

rs2246709

AA 275, 46 1,00 207, 39 1,00

AG 202,19 0,53 0,31-0,90 0,02 144,14 0,52 0,28-0,98 0,042

GG 34,10 1,85 0,93-3,66 0,079 22,6 1,22 0,51-2,96 0,653
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10. tablazat. A kiilonb6z6 klinikai paraméterek és az rs2246709 eseménymentes tiil-
élésre gyakorolt hatasanak egyvaltozoés és tobbvaltozos Cox-regresszios elemzésének
eredménye. Roviditések: CI = konfidencia-intervallum, HR = hazard hanyados (hazard
ratio), N = mintaszdm, NE = események szdma, Rizikécsoport esetén: LR = alacsony
rizik, MR = kozepes rizikd, HR = magas riziko

Egyvaltozos elemzés

Tobbvaltozos elemzés

(N=373, NE=75, p=1,6*10"")

Kovarians N, NE HR 95% CI p-érték N, NE HR 95% ClI p-érték
LR=94, 9 LR=90, 9
Rizikoécsoport MR=299, 52 2,52 1,71-3,70 2,6*10'6 MR=244, 49 2,38 1,59-3,56 2,7*10'5
HR=52, 21 HR=39, 17
Sejtmorfologia Pre-T, T=77, 18 075 044-126 0271 Pre-T, T=64, 15 133 073-244 0357
(Pre-B, B) Pre-B, B=372, 69 Pre-B, B=309, 60
Citogenetika
Normal 127, 25 1,00 104, 24 1,00
Hiperdiploid 79, 12 0,76 0,38-1,51 0,426 66, 9 0,66 0,30-1,44 0,297
Egyéb 249, 53 1,11 0,69-1,79 0,665 203, 42 0,91 0,54-1,54 0,728
Protokoll
‘88-90 123, 24 1,00 98, 21 1,00
‘95 244,52 1,14 0,70-1,85 0,597 235,50 1,26 0,74-2,15 0,387
2002 117,15 0,83 0,44-1,59 0,581 40, 4 0,6 0,20-1,77 0,357
Nem N6=221.34 ) 45 095220 0,083 NE=166,26 1 41 086232 0,174
(Férfi) Férfi=290, 61 Férfi=207, 49
rs2246709
AA 275, 56 1,00 207, 47 1,00
AG 202, 28 0,64 0,41-1,01 0,053 144, 21 0,64 0,38-1,08 0,094
GG 34,11 1,69 0,89-3,23 0,111 22,7 1,27 0,56-2,87 0,573
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SNP-je bizonyult nagy valészintiséggel er6sen relevansnak az 6téves teljes és esemény-
mentes tilélés szempontjabol. Ugyanakkor a bayesi elemzés feltart néhdny potencidlis
Osszefiiggést a kiilonbozd véltozok (SNP-k és klinikai paraméterek) kozott (14sd 16. 4b-

ra). A tovdbbiakban csak a CYP3A4 gént érint0 interakciokat targyaljuk.
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16. abra. Jelentosebb interakciok és redundancidk a vizsgalt polimorfizmusok és Kli-
nikai paraméterek kozott a teljes és eseménymentes tilélés szempontjabol. Az abra
a valtozok kozotti legfontosabb interakcidkat és redundancidkat dbrdzolja a teljes (A) és
az eseménymentes (B) tilélés szempontjabol. Az interakcidkat a kor belsejében lathatéd
piros gorbék mutatjdk, a redundancidk kék gorbékkel vannak dbrdzolva. A gorbék vas-
tagsdga ardnyos a hatds métékével. A belsd sziirke sdvban lithaté bord6 oszlopok az
adott valtozo erGs relevancidjat mutatjdk a célviltozé szempontjdbol. A kiilsé koron a
polimorfizmusokhoz tartoz6 gének neve és kromoszémadja l4thato.

Az 152246709 SNP €s a betegek neme kozott teljes tilélés esetén interakcids hatést
figyeltiink meg (interakcids ardny = 0,22, 16A. dbra). Ezt a hatdst Cox-regresszidval
1s megvizsgaltuk, mely sordn a két valtoz6 kozotti interakcids tag modositd szerepét is
elemeztiik. A betegek neme erdsen befolyasolta az rs2246709 teljes €s eseménymentes
tdlélésre vonatkozo hatdsét is (teljes tdlélés: 11. tdblazat, eseménymentes tilélés: 12. tab-
lazat). Erdekes médon ugyanis a heterozigétak, illetve a vad tipusd homozigétak esetén
a paciens nemétdl fiiggden forditott hatdst figyeltiink meg: AG (heterozigéta) genotipus
esetén a fidk kockdzata alacsonyabb volt mint a lanyoké (HR: 0,26, 95%CI: 0,09-0,77,
p-érték: 0,0158), AA (homozigdta vad) genotipus esetén viszont a fidknak volt emelke-

dettebb a kockézata a lanyokéhoz képest (HR: 2,39, 95%CI: 1,21-4,70, p-érték: 0,012).
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Ugyanezt az interakcids hatést tapasztaltuk az eseménymentes tilélésre vonatkozdan is.
Az eredményeink szerint a legkedvez6bb kildtdsai a heterozigéta fidknak voltak teljes
és eseménymentes tulélés esetén is. A hatds szignifikdns maradt a rizikdcsoporttal (1asd
11. tablazat és 12. tablazat) illetve az Osszes klinikai paraméterrel tortént korrigdlds utin
is (1asd Fiiggelék: 7. tdblazat).

11. tablazat. A paciens neme és a CYP3A4 rs2246709 polimorfizmusa kozotti inter-
akcio hatasa a teljes tilélésre. Roviditések: CI = konfidencia-intervallum, HR = hazard

hanyados (hazard ratio), N = mintaszdm, NE = események szdma, Rizik6csoport esetén:
LR = alacsony rizik6, MR = kozepes rizikd, HR = magas riziké

Korrigalatlan Rizikodcsoporttal korrigalva
(N=511, NE=75, p=2,2*10™ (N=446, NE=66, p=4,1*10")
Kovarians N,NE HR 95% Cl p-érték N, NE HR 95% CI  p-érték
LR=94,7
Rizikécsoport - - - - MR=299, 39 2,48 1,61-3,82 34*10°
HR=53, 20
rs2246709, Nem
AA, N6 111,11 1,00 100,10 1,00
AA, Ferfi 164,35 2,39 1,21-4,70 0,012 149, 33 2,1 1,03-428 0,041
AG, N6 101,15 1,53 0,70-3,32 0,287 87, 12 1,31 0,57-3,04 0,526
AG, Ferfi 101,4 0,39 0,12-1,23 0,109 83,3 0,36 0,10-1,31 0,121
GG, N6 9,3 393 1,10-14,12 0,036 5,2 4,16 0,91-19,05 0,066
GG, Férfi 25,7 3,1 1,20-800 0,019 22,6 2,31 0,83-6,40 0,108

12. tablazat. A paciens neme és a CYP3A4 rs2246709 polimorfizmusa kozotti interak-
ci6 hatasa az eseménymentes talélésre. Roviditések: CI = konfidencia-intervallum, HR
= hazédrd hanyados (hazard ratio), N = mintaszdm, NE = események szama, Rizikécsoport
esetén: LR = alacsony rizikd, MR = kozepes rizikd, HR = magas rizik6

Korrigalatlan Rizikodcsoporttal korrigalva
(N=511, NE=95, p=8,3*10" (N=446, NE=82, p=2,6*10"°)
Kovarians N,NE HR 95% Cl p-érték N, NE HR 95% CI  p-érték
LR=94, 9
Rizikécsoport - - - - MR=299, 52 2,24 152-3,31 4,7*10°
HR=53, 21
rs2246709, Nem
AA, NG 111,13 1,00 100,12 1,00
AA, Férfi 164,43 2,55 1,37-4,74 0,0031 149,39 2,18 1,13-417 0,019
AG, N6 101,18 1,57 0,77-3,21 0,214 87,14 1,31 0,61-2,84 0,489
AG, Férfi 101,10 0,84 0,37-1,91 0,673 83,8 0,81 0,33-1,99 0,649
GG, N6 9,3 331 094-11,63 0,062 52 3,73 0,83-16,71 0,085
GG, Férfi 25,8 3,13 1,30-7,54 0,011 22,7 2,44 0,96-6,24 0,062

A fentin kiviil a bayesi elemzés egy mdsik interakcidra is ravildgitott, méghozzd az

MTHFDI rs1076991 SNP-je és az rs2246709 (CYP3A4) kozott eseménymentes tulélés

77



DOI:10.14753/SE.2017.1938

esetén (interakcids ardny = 0,9, 16B. dbra). A Cox-regresszids elemzés ezt a hatdst is
megerdsitette, mind a teljes, mind az eseménymentes tilélés esetén az Osszes klinikai pa-
raméterrel tortént korrigdlds utdn is (teljes tulélés: Filiggelék, 8. tablazat; eseménymentes
talélés: Fiiggelék, 9. tablazat). Ahogyan az a tdbldzatokbdl is lathatod, a kiilénb6z6 geno-

tipus kombinécidk szignifikdnsan kiilonboz6 kockdzatmddositéd hatdssal rendelkeztek.

4.3.3. A rizikécsoport-besorolas modositasa a paciens neme és az rs2246709 genoti-

pus alapjan

A tovadbbiakban megvizsgaltuk, hogy a paciens nemének és az rs2246709 (CYP3A4) poli-
morfizmus genotipusdnak figyelembevételével lehet-e médositani a betegek rizikdcsoport-
besoroldsat tigy, hogy az pontosabban jésolja a betegek haldldnak kockézatat.

Ehhez el6szor a Cox-regresszios modell alapjan, amely az eredeti rizikocsoport-beso-
roldst, a paciens nemét, az rs2246709 genotipusit €s az utdbbi két valtozé interakcidjat
tartalmazta fiiggetlen valtozoként, kiszamitottuk minden beteg esetén az elhaldlozas rela-
tiv rizik6jat. A gyakorlatban ez azt jelenti, hogy a véaltozok értékeinek Osszes lehetséges
konfigurdcidjéra, azaz a harom rizikdcsoport, a kétféle nem és a haromféle genotipusérték
alapjan kialakitottunk egy uj rizikdcsoport-besoroldst (RiskGroupCoxModel). Az érté-
keket harom csoportba osztottuk a kovetkezd szabdly szerint: a 0,85-nél kisebb relativ
rizik6val rendelkez6 paciensek az alacsony; a 0,85-ndl nagyobb, de 3,0-ndl kisebb rela-
tiv rizik6ja paciensek a kozepes; a 3,0-ndl nagyobb relativ rizikdju betegek pedig a nagy
rizikdju csoportba keriilnek. Ezeket a konkrét hatarértékeket a kovetkez6képpen allapi-
tottuk meg: A 18 relativ rizik6 értéket az dsszes lehetséges, konzisztens médon'® harom
csoportra osztottuk. Minden ilyen csoportbeosztasra kiszamitottuk az dtlagos C-indexet'*
(konkordancia index, lasd Mddszerek fejezet) a vizsgalt id6tartomanyra, majd ezek koziil
kivélasztottuk azt a csoportbeosztast (illetve vagdpont-varidciot), amelyik a legmagasabb

atlagos C'-indexet eredményezte.

3Egy csoportositast akkor neveziink konzisztensnek, ha minden konfigurdciéparra teljesiil, hogy az ala-
csonyabb relativ rizik6jui konfigurdcié alacsonyabb, vagy ugyanabba a kockdzatbesorolasba esik, mint a
magasabb relativ rizikéju konfiguracio.

1A (C-index az tin. konkorddns mintaparok (paciens parok) ardnyat méri az Osszes lehetséges mintapar
kozott. Egy mintapar akkor konkordans, ha a par két tagja koziil az, amelyik kordbbi idépontban tapasztal
eseményt, magasabb rizikdji csoportba tartozik, mint a par masik tagja.
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Ezutdn egy madsik uj rizikocsoport-besoroldsi mutatét is szdrmaztattunk (RiskGro-
upCTree) az 4j RiskGroupCoxModel besorolds alapjan egy tn. dontési fa tanuldsaval. A
célunk ezzel az volt, hogy meghatdrozzunk olyan viszonylag egyszerl szabdlyokat, ame-
lyek képesek megragadni a Cox-regresszids modell ,,1ényegét”. A dontési fa a kovetkezd
csoportbesoroldsi szabdlyokat dllapitotta meg: (1) az AG genotipust férfiak keriiljenek az
alacsony kockdazatu csoportba a kordbbi rizikdcsoport-besoroldstdl fiiggetleniil, (2) azok
a GG genotipust betegek, akik kordbban az alacsony rizikdju csoportba tartoztak, keriil-
jenek a kozepes rizik6jui csoportba a nemiiktdl fiiggetleniil.

A kiilonboz6 rizikécsoport-besoroldsok kozotti kiillonbségeket az egyes csoportokba

besorolt paciensek szdmanak tekintetében a 13. tabldzat mutatja be.

13. tablazat. A kiilonb6z6 rizikécsoport-besorolasok kozotti kiilonbségek a besorolt
paciensek szamat tekintve

Eredeti rizikdcsoport-besorolas RiskGroupCTree
Alacsony Ko6zepes Magas Alacsony Koézepes Magas
Alacsony 90 56 5 151 0 0
RiskGroupCoxModel |Kézepes 4 240 15 0 244 15
Magas 0 3 33 0 3 33
Alacsony 90 56 5
RiskGroupCTree Ko6zepes 4 243
Magas 0 0 48

Mindhérom rizikécsoport-besoroldsra meghatiroztuk azok diszkriminativ teljesitmé-
nyét a C'-index kiszdmitasaval. Az eredményeket a teljes tilélés esetén a 17. dbran lat-
hatjuk. Mindkét Uj rizikécsoport-besorolés szignifikdnsan feliilmilta az eredetit a vizs-
gdlt id6tartam minden egyes pontjdban (0,2 évtdl 15 évig 0,2 évente) teljes tilélés ese-
tén (a Benjamini-Hochberg-korrigélt p-értékek maximuma < 0,001). Az 4j besoroldsok
C-index értékeinek atlagos kiilonbsége az eredeti besoroldshoz képest 3,5 szdzalékpont
(RiskGroupCTree), illetve 4,21 szazalékpont (RiskGroupCoxModel) volt. Az eredmé-
nyek azt is mutatjdk, hogy a RiskGroupCTree besorolast leird szabdlyok j6l megragad-
tak a bonyolultabb Cox-modell 1ényegét, ugyanis a két 1j valtozé C-index értékei kozott
nem volt szignifikdns a kiilonbség (a Benjamini-Hochberg-korrigélt p-értékek minimuma

> 0,08).
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17. abra. A rizikécsoport-besorolasok teljesitményének osszehasonlitasa a teljes til-
€lés esetén. A gorbék a kiillonbozd rizikdcsoport-besorolasok becsiilt konkordancia in-
dexét dbrazoljak a vizsgdlt id6szakban. A rézsaszind gorbe az eredeti rizikdcsoport-
besorolasnak felel meg, a z6ld a Cox-modellen alapul6é besorolést dbrazolja (RiskGro-
upCoxModel), a kék pedig a dontési fa alapd besorolds teljesitményét mutatja (RiskGro-
upCTree). A becsiilt konkordancia indexek 95%-os konfidencia-intervallumat a gdrbék

koriili savok jelzik.
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4.4. A bayesi relevanciaelemzési médszertan alkalmazasi lehetoségei-

nek vizsgalata asszociacios vizsgalatokban

A bayesi relevanciaeclemzést munkacsoportunk tobb genetikai asszocidcids vizsgalatban
is alkalmazta. A vizsgalatok sikeres elvégzéséhez szamos metodoldgiai fejlesztést végez-
tilnk, amelyek magukban foglaljdk a valtozok kozotti kapesolati tipusok definidldsat (lasd
1.3.2. alfejezet) a véltozok kozotti interakcidk €s redundancidk automatikus felderitését
(lasd 1.3.4. alfejezet) €s az eredmények intuitiv megjelenitési lehet6ségeinek kidolgoza-
sat. Munkdm sordn a bayesi modszertant a 4.3. fejezetben bemutatott elemzésen kiviil
kettd, az akut limofid leukémia hajlamositdsat és tilélését tanulmédnyoz6 jelolt gén asszo-
cidcids vizsgdlatban alkalmaztam, illetve részt vettem egy - az asztma genetikai hatterét
tanulmdanyoz6 parcidlis genomsziirési vizsgalat statisztikai kiértékelésében is. Ezek soran
6 feladatom a bayesi mddszertan tesztelése, a frekventista vizsgalatok eredményeivel va-
16 osszevetése, az eredmények metodoldgiai szempontbdl torténd elemzése, illetve ezek
alapjan a médszertan tovabbfejlesztése volt.

Jelen dolgozatban a célom nem a részletes eredmények, illetve az azokbdl levonhat6
orvosbioldgiai kovetkeztetések bemutatdsa, hanem a metodoldgiai eredmények ismerte-

tése volt. Az elébbiek a munkacsoport tagjainak, Dr. Lautner-Csorba Orsolya és Dr. Ung-

vari I1diké doktori értekezéseiben olvashatok [78, 115].

4.4.1. Relevans valtozok meghatarozasa

A bayesi relevanciaelemzés sordn a valtozok (polimorfizmusok és klinikai paraméterek)
kozotti osszefiiggések feltérképezésével arra a kérdésre keressiik a vélaszt, hogy egy adott
célvaltozo szempontjdbol melyek a relevans valtozok, amelyek kozvetlen médon megha-
tdrozzak annak értékét. A relevans vdltozok ismeretében a célvaltozo értéke fiiggetlen
lesz a tobbi valtozotdl, azaz a relevans valtozok elfedik a tobbi valtozo hatasat.

A Bayes-statisztikai médszertani keret alkalmazasanak eredményképpen direkt valo-
szinliségi allitdsokat kapunk egy adott valtozo relevancidjira vonatkozéan, példaul: ,,Az
rs10821936 erds relevancidjanak valdszintsége 0,76 az ALL-re val6 hajlamositds szem-
pontjabol.”. Ez az 4llitas azt jelenti, hogy a genotipizdlasi adataink €s az elemzésbe bevont

véltozok alapjan 0,76 (azaz 76%) annak a valészintisége, hogy az rs10821936 SNP erdsen
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relevans, azaz meghatdrozoé szerepet tolt be az ALL-re valé hajlamban.

Az egyik f6 kiilonbség a bayesi relevanciaelemzés és a hagyomdnyos statisztikai asszo-
cidcids tesztek kozott az, hogy az el6bbi - az 6sszes valtozé hatdsanak egyiittes modelle-
7€sébdl eredben - képes megkiilonboztetni a kdzvetlen hatdsokat és a tranzitiv (péld4ul a
valtozok kozotti kapesoltsagi egyenlStlenségek miatt keletkezd) asszocidcidkat. Az ALL
irodalombdl ismert hajlamosité génjeit vizsgalo genetikai asszociicios vizsgalatban pél-
ddul azt talaltuk, hogy az ARID5B gén Osszes vizsgalt SNP-je (rs45097006, rs4948487,
rs10821936, rs4948496, rs4948502) nagy valdszintiséggel (Pr: > 0,8) asszocidlt az ALL-
hajlammal. Azonban csak az rs10821936 SNP-r61 mondhatjuk el, hogy kozvetlen rele-
vancidval is birt, ugyanis ennek posterior valoszintis€ge 0,76, mig a tobbi SNP esetén
< 0,1 volt. Igy, bar ezek az SNP-k is asszocidlnak az ALL-hajlammal, az is elmondha-
t6 réluk, hogy nem oki, illetve nem funkciondlis varidnsok. Nagyon hasonlé a helyzet
az IKZF1 gén polimorfizmusai esetén is, ahol az rs6954833, rs10235796 és rs4132601
asszocialtsdga nagyon valdszint (> 0,97), de csak a rs4132601 esetén valdszinii a koz-
vetlen relevancia (> 0,97). Fontos hangstlyozni azonban azt, hogy az eredményeket
a modellbe bevont véltozok alapjan sziikséges értelmezni, azaz valtozok elhagyasaval,
illetve 0 (példdul valddi oki varidnsok) hozzdvételével a posteriorokra vonatkozo ered-

mények mddosulhatnak.

4.4.2. Interakciok és redundanciak keresése

A bayesi modszer a valtozok kozotti interakciok felderitését kétféle modon is tdmogatja.
Az elsét, az un. strukturdlis interakciot, vagy tiszta (f6hatds nélkiili) interakcidt az egyes
kapcsolati tipusok kozott definidltuk (1dsd 1.3.2. alfejezet). Ez abban az esetben jelenik
meg, ha egy adott valtozonak dnmagaban nincs hatdsa az célvéltozora, azonban egy ma-
sik véltozoval egyiitt mar igen. Ebben az esetben tipikusan moédositja a masik véltozo -
célvaltozot befolyasold hatdsit. Ez a fajta interakcids hatds a Bayes-halo struktdrdkban
egy un. v-struktdra formdjaban jelenik meg, azaz két, egymdssal nem 6sszekotott csomo-
pontbdl (a célvaltozébol €s az interaktdld valtozobdl) egy-egy €l fut egy kozos gyermek
csomopontba (amelynek célvaltozéra vonatkozé hatdsat az interaktalé valtozé modosit-
ja). A tiszta interakcio hatds erdsségének jellemzésére a hatds a posteriori valdszintiségét

hasznaljuk.
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A masik fajta interakcids tipust a jellegébdl fakaddan statisztikai interakcidonak nevez-
hetjiik (lasd 1.3.4. alfejezet). Ezeket az interakcidkat a célvaltozé szempontjabol erdsen
relevans valtozéhalmazok vizsgalata alapjan derithetjiik fel. Ekkor ugyanis, ha két (vagy
tobb) véltozé gyakrabban fordul eld egyiitt a célvaltozd szempontjabol erdsen relevéans
valtozéhalmazokban, mint ahogyan azt az egyvaltozds margindlis val6szintiségek alap-
jan varnank, akkor ez a valtozok kozotti interakcids hatdsra utal. (Amennyiben ritkdbban
fordulnak eld egyiitt, akkor redundancia-hatasrdl beszélhetiink.) Ezeknek a hatdsoknak
az dbrazolésara fejlesztettem ki a 4.3. fejezetben is lathatd, Gn. interakcids korabrat (1asd
16. abra), illetve egy szoftvert, amellyel az elemzések eredménye alapjan ezeket az ab-
rdkat egyszeriien el6éllithatjuk. A statisztikai interakcids hatds erosségének jellemzésére
azt az ardnyszamot hasznéljuk, amely a véltozok tapasztalt, illetve elvart egyiittes el6for-
dulésat jellemzi.

A fent bemutatott két interakcid-tipus a legtobb esetben atfed egymdssal, azaz egy
strukturdlis interakcié dltaldban megjelenik statisztikai interakcidé formdjaban is. EI&-
fordulhatnak azonban eltérések is, ugyanis a statisztikai interakcié nem feltétleniil tiszta
interakcidként jelenik meg a modellekben. Az interakciétipusok atfedésének szemlélte-
tésére a kovetkezOkben bemutatok egy valds vizsgalatb6l szdrmazé példat (a részletes
eredmények, illetve az azokbdl levonhatd orvosbioldgiai kovetkeztetések Dr. Lautner-
Csorba Orsolya doktori értekezésében olvashatok [78]). A folat anyagcserében, transz-
portjaban szerepet jatszo gének ALL-re val6 hajlamosité hatdsat elemezve a hiperdiploid
ALL alcsoportban szdmos interakcios hatast figyeltiink meg (lasd 18B. abra). Ugyan-
ezek az interakcids hatdsok a konszenzus modell struktirdja alapjan is jol azonosithatok
(18A. dbra). A modellben ugyanis az SNP12, SNP3, SNP41 és SNP42 valtozok nem
kozvetleniil, hanem az SNP2 véltozén keresztiil kotédnek a hiperdiploid ALL-hez, azaz
legnagyobb valdszinliséggel a hatasuk tiszta interakcios. Ez azt jelenti, hogy csak akkor
véalnak relevdnssd a hiperdiploid ALL-hajlam szempontjabdl, ha az SNP2 polimorfizmus
értéke is ismert lesz. Mds széval az SNP2 genotipusatol fiigg, hogy a nem kozvetleniil
kotd6dé SNP-k genotipusa milyen mértékben befolyasolja a hiperdiploid ALL kialaku-
lasanak kockdazatat. Zavard lehet a biologus kutaté szdmdra, hogy a konszenzusos mo-
dellben a hiperdiploid ALL csomépontbdl irdnyitott él mutat az SNP2 csomépontba. Az

élek irdnyultsdga azonban nem feltétleniil jelent ok-okozati Osszefiiggést, hanem a fiig-
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gbségi/fiiggetlenségi viszonyokat tiikkrozi. Ebben az esetben a modell azt fejezi ki, hogy
az SNP2 csomdpont egyéb ,,sziilei” (azok a polimorfizmusok, amelyekbdl él mutat az
SNP2 csomdpontba) feltételesen fiiggetlenek a hiperdiploid ALL-t6l, azonban az SNP2
polimorfizmusdnak genotipusa ismeretében mar fiiggévé valnak attdl, azaz az egyiittes

értékiik befolydsolja a hiperdiploid ALL kialakuldsdnak kock4zatit.
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18. dbra. A strukturalis és statisztikai interakciok abrazolasa egy valos genetikai
asszociacios vizsgalat eredményei alapjan. A. A konszenzus modell (fent) a folat
anyagcserében szerepet jatszé gének vizsgalata sordn a hiperdiploid ALL kialakuldsanak
kockdazatat és annak legfontosabb befolyasold tényezdit, illetve a koztiik 1€v6 Osszefiiggé-
seket dbrdzolja. A csomodpontok a polimorfizmusoknak, illetve a célvéltozénak felelnek
meg, az €élek a koztiik 1évd kdzvetlen hatast jelentik. Az élek vastagsaga ardnyos a kapcso-
lat valoszintiségével. Az oszlopdiagram (lent) a kiilonféle kapcsolati tipusok a posteriori
valészintségét dbrazolja a hiperdiploid ALL kialakuldsa célvaltozé szempontjabdl. B. Az
dbra a valtozok kozotti legfontosabb interakcidkat és redundancidkat dbrdzolja a hiper-
diploid ALL kialakuldsa szempontjabol. Az interakcidkat a kor belsejében ldthaté piros
gorbék mutatjdk, a redundancia kék szinnel van dbrazolva. A gorbék vastagsdga aranyos
a hatds métékével. A belsd sziirke sdvban ldthaté bord6 oszlopok az adott valtozd erds
relevancidjat mutatjdk a célvaltozd szempontjabdl. A kiilsé koron a polimorfizmusok-
hoz tartozé gének neve lathaté. Megjegyzés: A gének és polimorfizmusok valédi nevei
Dr. Lautner-Csorba Orsolya doktori értekezésében olvashatok [78].

Interakcids elemzések természetesen frekventista statisztikai médszerekkel is vizsgal-
haték. Erre tobb lehetdség is kindlkozik, példaul valtozéparonkénti asszocidcids tesztek
formdjaban, vagy olyan logisztikus regressziés modell alkalmazdsaval, amely interakcids

tagot is tartalmaz. Amennyiben azonban frekventista mddszereket alkalmazunk, fellép a
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tobbszoros hipotézistesztelés problémadja, és az eredményeket az elvégzett tesztek szama-
nak megfeleléen korrigdlnunk kell. Mivel a tesztek szdma azonos hatvdnnyal nd, mint
az interakci6 szempontjabol vizsgdlt valtozohalmazok mérete (azaz véltozéparok esetén
négyzetesen, valtozoharmasok esetén kobosen), a korrekci6 a legtobb esetben tilsdgosan
konzervativ, azaz a val6s interakcids hatdsok nem mutathatok ki szignifikdnsan. A bayesi
modszertan segitségével azonban automatikusan felderithetjiik tetsz6leges méret(i valto-
zohalmazok interakcids hatdsait, mikdzben a tobbszords tesztelés problémdjat a bayesi

modellatlagolds haszndlatdval elkeriiljiik (illetve automatikusan kezeljiik).

4.4.3. Tobb célvaltozo kezelése

A bayesi relevanciaelemzés elonyei a frekventista modszerekkel szemben kiilonosen azok-
ban a helyzetekben nyilvanulnak meg, amelyekben tobb, egymaéssal dsszefiiggd fenotipu-
sos célvaltozé genetikai befolydsold tényezdit vizsgéljuk. Ekkor a kordbban ismertetett
egyvaltozos relevancia kiszdmitdsa mellett a tobbvaltozds, modell alapi megkozelités mi-
att tovabbi lehetdségek nyilnak a fenotipusos €s genetikai valtozok Osszefiiggésrendsze-
rének feltérképezésére: a bayesi relevanciaeclemzés ugyanis lehetdvé teszi, hogy gyakor-
latilag tetszdleges strukturdlis kérdés a posteriori valoszintiségét kiszamitsuk.

Ezt egy parcidlis genomsziirési vizsgalatban mutattuk meg, amelynek sordn az aszt-
ma €s a vele szoros Osszefiiggésben 1év6 IgE szint, eozinofil szint és allergia genetikai
hajlamosit6 tényezdit tanulmdnyoztuk. Minden egyes SNP-re és fenotipusos valtozoéra
kiszdmitottuk annak a posteriori valoszintiségét, (1) hogy az adott SNP erdsen relevans
az adott fenotipusos véltozé szempontjabdl, (2) hogy az adott SNP csak az adott fenotipu-
sos valtozé szempontjabol relevans, mig a tobbiébdl nem, (3) hogy az adott SNP az adott
fenotipusos valtozé szempontjdbol nem relevans, de barmely mdésik szempontjabdl igen.
Végiil minden egyes SNP-re kiszdmitottuk azt is, (4) hogy barmely fenotipusos valtozé
szempontjabol relevdns-e. Ez utdbbit az egyvéltozds eredmények alapjdn is meg lehet be-
csiilni az egyes valtozok fliggetlenségének feltételezésével, de az elemzés sordn megmu-
tattuk, hogy a becsiilt értékek a fenotipusos valtozok Osszefiiggésrendszere miatt eltérnek
a tobbvaltozés maddszerrel kiszamitott értékt6l. A tovdbbiakban egy példaval illusztra-
lom az el6bbi szamitdsok jelentdségét. A PTGER2 gén rs12587410 SNP-jét vizsgalva

azt kaptuk, hogy az erds relevancia a posteriori valoszintisége az IgE szint szempontja-
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bdl 0,31, az eozinofil szint szempontjabdl 0,38, az allergia szempontjabol 0,53, illetve
az asztma szempontjabdl pedig 0,81 volt. Ez azt jelenti, hogy az rs12587410 erds rele-
vancidja nem zdrhat6 ki egyik fenotipusos véltozé szempontjabdl sem, de legerdsebb az
asztma esetén volt. Amikor kiszdmitottuk annak valdszintiségét, hogy az SNP csak az
adott fenotipusos valtoz6 szempontjabdl relevéans, akkor az IgE szint és az eozinofil szint
esetén 0,02, az allergia esetén 0,04 mig az asztma esetén 0,16 valdszintiséget kaptunk.
Ez azt mutatja, hogy az SNP nem kapcsolhat6 kizarélagosan egyetlen fenotipusos val-
toz6hoz sem. Végiil amikor annak valdszinliségét szamitottuk ki, hogy az adott SNP az
adott fenotipusos valtoz6 szempontjabol nem relevans, de a tobbiébdl igen, az IgE szint
€s az eozinofil szint esetén 0,5-nél nagyobb, mig az allergia €s az asztma esetén 0,5-nél
kisebb értéket kaptunk. Mindez azt jelzi, hogy az rs12587410 feltehetGen az allergia és
az asztma szempontjabdl is relevans, mig az IgE szint és eozinofil szint esetén ez a hatds

csak az el6bbieken keresztiil jelenik meg.
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5. Megbeszélés

5.1. Varianskivonatoldasi munkafolyamatok teljesitménye és konkor-
danciaja

Az egyedi varidnskivonatoldsi munkafolyamatok teljesitményét szimulalt adatok segitsé-

gével hasonlitottuk 6ssze. Az eredményeink més kutatécsoportokkal egyetértésben [38—

41] azt mutattdk, hogy nem volt olyan éltaldnosan legjobbnak mondhaté médszer, amely-

nek a szenzitivitdsa és precizitdsa is a lefedettségtdl fiiggetleniil feliilmdlta volna a tobbiét.

Altaldnossagban elmondhaté azonban, hogy a HaplotypeCaller jol teljesitett: ez ta-
l4lta meg a legtobb valddi indelt, és ez bizonyult a legprecizebbnek SNP-k kivonatoldsa
esetén. A HaplotypeCaller jo teljesitoképességét Pirooznia és mtsai kutatdsa is igazol-
ta [43]. Liu és mtsai a miénkhez hasonlé eredményre jutottak a SAMtools és a Unifi-
edGenotyper 6sszehasonlité vizsgdlatakor. Eredményeik szerint a SAMtools precizitdsa
minden esetben feliilmulta a UnifiedGenotyperét, ugyanakkor a szenzitivitas tekintetében
forditott volt a helyzet a leolvasdsi mélységtdl fiiggetleniil [40]. A mi eredményeink nagy
leolvasasi mélység esetén szintén ugyanezt igazoltdk, kis lefedettségek esetén azonban
nem. A kiilonbséget a varidnskivonatolé algoritmusok fejlédése is okozhatja, ugyanis Liu
€s mtsai régebbi verzidju programokat hasznaltak.

Korabbi kutatdsokkal 0sszhangban [43, 116] kimutattuk, hogy a leolvasdsi mélység
novekedésével nétt a varidnskivonatolé modszerek szenzitivitdsa. Meglepé médon azon-
ban a hamisan hivott varidnsok szdma egy bizonyos lefedettség folott szintén nétt, azaz a
modszerek precizitasa csokkent a lefedettség novekedésével. Ez részben ellentmond mas
kutatécsoportok eredményeinek, de jol magyardzhat6 a zaj (szekvendldsi hibdk) felsza-
porodasdval. Mivel az egyes varidnskivonatolok mas médon kezelik a zajt, ezért eltérd
mértékben €s bizonyos esetekben eltérd trend szerint valtozott a precizitasuk. Tipikusan
azok a mddszerek hivtak nagyobb ardnyban hamis varidnsokat, amelyek egyedi 16kuszon-
ként vizsgaljdk az eltérést a referencia szekvencidtdl, igy valdszintisithetd, hogy ezek a
modszerek jobban ki vannak téve az ilyen tipusu hibaknak.

Az egyes mddszerek szenzitivitdsa és precizitidsa azonos lefedettség mellett joval ma-

gasabb volt SNP-k, mint indelek esetén (lasd 2. tabldzat). Mds kutatdsok is kimutat-
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tdk, hogy a jelenlegi indel-detektdlé mdodszerek relative pontatlanabbak [42] mint az SNP
kivonatoldk, annak ellenére, hogy az indeleknek a géntermékre potencidlisan joval na-
gyobb hatdsuk lehet mint az SNP-knek [117]. Az indel-hivéds nehézsége tobb tényez6bol
fakad: (1) azokat a leolvasdsokat, amelyek atfednek egy beszirddott vagy torl6dott geno-
mi szakaszt, dltaldban nehezebb felilleszteni a referencia szekvencidra, ugyanis a pontos
illeszkedéshez tn. ,hézagos” illesztésre van sziikség [51, 118], (2) az indel referencia
szekvencidhoz képesti pozicidja az esetek nagy részében nem egyértelmd, és elméletileg
mindegyik helyes lehet [42]. Az elsd probléma altalaban j6l kezelhetd a lefedettség no-
velésével, illetve nagyméretii beszurddasok vagy torl6dések esetén a leolvasas hosszanak
novelésével [41]. Az eredményeink azonban azt mutatjik, hogy jelentds lefedettségbeli
novekedésre van sziikség ugyanakkora szenzitivitas eléréséhez (pl. az SNP-k esetén 16 x
lefedettségnél tapasztalt szenzitivitdst indelek esetén csak 200 x lefedettség mellett tudta
elérni a HaplotypeCaller). A nem egyértelmi varidnsreprezentdcié problémdja részben
kezelhet$ a lehetséges pozicidkon beliili balra rendezéssel (normalizdlassal), de ez nem
fed le minden problémads esetet.

Mis kutatdsokhoz hasonléan [119, 120] mi is azt taldltuk, hogy az illesztoprogram
megvalasztdsa jelentGsen befolydsolja a varidnskivonatolds eredményét. A BWA haszné-
lata altaldban szignifikdnsan jobb eredményekre vezetett (1asd 4. tdblazat). Highnam és
mtsai a UnifiedGenotyper teljesitményét vizsgdlva szintén kimutattak, hogy az magasabb
szenzitivitast és precizitast ért el a BWA haszndlatdval a Bowtie 2-vel szemben [119].

Szamos kutatds kimutatta, hogy jelentds eltérés van a széles korben hasznalt varianski-
vonatolé munkafolyamatok eredményei kozott, még abban az esetben is, ha ugyanazokra
a szekvencia adatokra alkalmazzak is azokat [39, 40, 42, 43]. A mi eredményeink is ezt a
megfigyelést igazoltak mindkét varidnstipus esetén, de kiilondsen indelekre vonatkozdan.

Erdekes médon a varidnskivonatolék konkordancidja kizepes lefedettség felett a le-
olvasasi mélység novekedésével enyhén csokkent mind SNP-k, mind indelek esetén. Ez
egybevag Yu és Sun [39], illetve O’Rawe €s mtsai [42] eredményeivel, de ellentmond
annak az altalanos elvardsnak, mely szerint a leolvasdsi mélység novekedésével a kivona-
tolok pontossdga is nd, ami a mddszerek egyiitt jardsdnak novekedését is eredményezné.
Kordbban bemutattuk, hogy a leolvasasi mélység valtozasaval a szenzitivitds €s a precizi-

tas ellentétes irdnyban véltozik. A mddszerek konkordancidjdban megfigyelhetd trendval-

88



DOI:10.14753/SE.2017.1938

tozds azzal magyardzhatd, hogy alacsonyrodl kdzepes lefedettségek felé haladva a szenzi-
tivitdsnyereség feliilmuilja a precizitdsban bekovetkezd veszteséget, amely 0sszességében
a pontossag novekedését eredményezi. Nagyobb leolvasisi mélységek esetén azonban a
szenzitivitds novekedése és a precizitds csokkenése mar kiegyensulyozottabb, vagy adott
esetben forditott. Feltételezziik, hogy ez a jelenség a varidnskivonatolé programok eltérd
stratégidibdl ered, amellyel a kiilonboz tipusu statisztikai hibakat (pl. mintavételi hiba)
€s aszimptotikus hibdkat (pl. szisztematikus eltérések) kezelik.

Az illesztSprogramok kiilonbsége a varidnskivonatoldsi mddszerek konkordancidjara
is hatdssal volt, a médszerek egyiitt jarasa ugyanis altaldban kisebb volt a Bowtie 2 illesz-
tések hasznalatakor. Ez részben megmagyardzhat6 azzal, hogy a BWA hasznalata esetén
a kivonatolok altaldban nagyobb pontossagot értek el.

A varidnskivonatolds precizitdsdnak javitdsa érdekében a bioinformatikai kiértékelé-
sek sordn gyakran alkalmaznak manudlis varidns sziirést [38, 39, 121]. Mivel azonban
nem 4ll rendelkezésiinkre olyan mutaté vagy mutatok olyan kombindcidja, amely egy-
értelmiien megkiilonboztetné a valddi és a hibdsan hivott varidnsokat, a precizitds és a
szenzitivitds forditottan viszonyulnak egymashoz, azaz a precizitast csak a szenzitivitas
csokkenése drdn tudjuk novelni. A manudlis szliréseket a jelenlegi ajdnlasoknak megfe-
leléen végeztiik (1dsd Mddszerek), észben tartva, hogy ezek nem feltétleniil jelentenek
optimélis megoldést.

A manualis sziir6k hatasanak lefedettségtdl valo fiiggése jelentés mértékben kiilonbo-
zott a GATK-, illetve nem GATK alapu varidnskivonatolé modszerek esetén. A FreeBayes
€s a SAMtools esetén ugyanis a jelenlegi ajanldsok szerint egyediil a becsiilt varidnsmi-
ndség alapjan, egy kiiszobérték meghatarozasaval tortént a varidnsok sziirése. Mivel a va-
ridnsmindség mutatd értéke a lefedettség novekedésével dltaldban szintén nbtt egy adott
varidns esetén, igy a rogzitett kiiszobérték hasznalata miatt egyre kevesebb varidnst szlr-
tiilnk ki. A HaplotypeCaller és a UnifiedGenotyper esetén a szlir6feltételek tobb mutatd
értékén alapulnak, igy a lefedettségtdl vald fliggés is Osszetettebb.

Osszességében az eredményeink azt mutatjak, hogy a manudlis szlirések haszna kor-
latozott volt: (1) a szenzitivitds dltaldban nagyobb mértékben csokkent, mint amennyire
a precizitds novekedett a szirés hatdsara, illetve (2) ugyanaz a sz{ir6bedllitds nem volt

megfeleld minden leolvasdsi mélység esetén.
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5.2. Varianskivonatolok kombinalasa: VariantMetaCaller

A VariantMetaCaller program egyedi varidnskivonaté médszerek eredményeit kombindl-
ja, kihaszndlva azok erdsségeit és komplementaritdsat.

Mivel minden kivonatolé mddszer esetén vannak olyan valddi varidnsok, amelyeket az
nem taldl meg, de egy vagy tobb mésik mddszer igen, ezért a VariantMetaCallerrel kombi-
nalt varidnsok maximalis szenzitivitdsa magasabb volt, mint barmelyik egyedi médszeré.
A szenzitivitds novelésén tul a precizitds maximalizdldsa is alapvetd fontossdgu. Ezért
azt is figyelembe kell venni, hogy egy adott mddszer altal kiszdmitott mutaté mennyire
képes megkiilonboztetni a valédi és a hamis varidnsokat. Az eredmények alapjdn a Vari-
antMetaCaller éltal meghatédrozott varidns valdszinliségi pontszam teljesiti ezt az elvarast:
a varidnsokat valoszintiség szerint csokkend sorrendbe allitva a precizitds a sorrend men-
tén a szenzitivitds novekedésével lassan csokkent, és csak a nagy szenzitivitds értékeknél
kezdett élesen csokkenni (lasd 11. abra).

Osszességében elmondhatd, hogy a szimuldlt és a valés adatokon végzett elemzések
eredménye alapjan a VariantMetaCaller a leolvasdsi mélységtdl, az illeszt6tdl és a va-
ridnstipustdl fiiggetleniil nagyobb precizitdst ért el minden szenzitivitdsi szinten mint a
bemenetéiil szolgdld egyedi varidnskivonaté modszerek.

A varidansok sorrendezésére, illetve a valddi—hamis varidnsok megkiilonboztetésére
hasznédlhat6 mutatok teljesitményének szdmszer(isitésére a precizitds—szenzitivitds gor-
be alatti teriiletet haszndltuk. Az AUPRC pontszdm valdszintiségként is értelmezhetd:
megmutatja, hogy mekkora a varhat6 értéke a valddi variansok ardnydnak egy véletlen-
szerlien kivalasztott kiiszobnél nagyobb mutatéval rendelkez6 varidnsok kozott [122].
Az AUPRC-t gyakran haszndljdk az olyan erdsen kiegyensulyozatlan problémék telje-
sitményének a meghatarozdsara, amelyekben a valddi negativok szdma nagy mértékben
feliilmalja a valddi pozitivok szdmat. Ilyen példdul a dokumentumkeresés az interne-
ten, de ugyanez fenndll a varidnskivonatolds esetén is, hiszen a valddi negativ varidnsok
gyakorlatilag a teljes célrégiot lefedik. Az ilyen tipusd problémateriileteken az AUPRC
pontszam sokkal informativabb, mint példaul az éltalanosan ismert receiver operating
characteristic gorbe alatti teriilet (AUROC, AUC), ugyanis az AUPRC pontszamot nem

nyomja el a valédi negativok nagy szdma.
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A VariantMetaCaller AUPRC pontszdma a lefedettségtdl, az illeszt6t6l és a varidns-
tipustdl fiiggetleniil minden esetben magasabb volt, mint az egyedi varidnskivonatolok
AUPRC értéke mind a szimulélt, mind a val6s adatokon végzett elemzések eredménye
alapjan. Szimuldlt adathalmazok haszndlatdval azt is megmutattuk, hogy a VariantMe-
taCaller kisebb méretl — tipikusan a célzott génpanelek méretéhez hasonlé — célrégidok
esetén is jobb teljesitményt nyujtott.

A VariantMetaCaller és az egyedi modszerek kozotti kiillonbség a leolvasasi mélység-
t6l, az illesztoprogramtdl és a varidns tipusatol fiiggden véltozé volt, amely tobb tényezd
egylittes hatdsdnak az eredménye: (1) az egyedi médszerek egymashoz képesti szenzi-
tivitdsdnak valtozasa (lasd 6. dbra), (2) az egyedi kivonatoldk éltal hivott hamis varidn-
sok ardnyénak trendjellegli valtozésa (lasd 7. dbra), (3) a manudlis szlirések miatt valtozo
mértékben megvaltozott szenzitivitas €s precizitds (lasd 10. dbra) és (4) a kivonatolé mod-
szerek éltal nydjtott varidnsmin8ség-becslés josdganak valtozasa.

A VariantMetaCaller egyedi varianskivonatolokkal szemben tapasztalt jobb teljesit-
ményét a szimuldlt adatokon végzett elemzések sordn egy illusztraciés célokbdl kiva-
lasztott kromoszémadn (17-es) mutattuk ki. Felvetddhet a kérdés, hogy mennyire altala-
nosithatok az eredmények mas kromoszomadkra, illetve a human genom mads részeire is.
A VariantMetaCaller az egyedi varidnskivonatoldk egyiitt jardsat és komplementaritasat
haszndlja ki. Ebbdl kovetkezGen altalanossdgban elmondhatd, hogy minden olyan geno-
mi régid esetén varhatéan jobban fog teljesiteni, mint a bemenetéiil szolgdlé mddszerek,
amelyre teljesiil, hogy azon a régién a varidnskivonatolé mddszerek jellemzden egyiitt
jarnak (azaz a valdédi varidnsok nagy részét minden kivonatolé moédszer megtaldlja), de
egymast ki is egészitik (azaz vannak olyan varidnsok, amelyeket csak néhany kivonatold
taldl meg). Mivel a varidnskivonatolé médszereknek ez a tulajdonsédga az el6z6 fejezetben
hivatkozott kutatdsi eredmények alapjén a teljes genomra teljesiil, a VariantMetaCaller
teljesitménye varhatéan minden genomi régi6 esetén jobb lesz, mint az egyedi varidnski-
vonatolé mdédszerek teljesitménye. Ezt timasztja ald az is, hogy a kombiniciés modszer
minden vizsgalt genomi régidméret esetén szignifikdnsan jobb eredményt ért el.

A VariantMetaCaller egy gépi tanuldsi eljarast haszndl a valddi és a hamis varidnsok
megkiilonboztetésére, amelyhez pozitiv és negativ tanitépéldak megaddsara van sziikség.

A VariantMetaCaller miikddése sordn azt megfigyelést hasznalja ki, hogy a teljesen kon-
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kordans, minden egyedi kivonatolé mddszer dltal megtalalt varidnsok legnagyobb része
valés, mig a csak egyetlen mddszer dltal megtalalt varidnsok nagyobb része nem valddi.
Azonban, ahogyan azt a 9. dbra is mutatja, a VariantMetaCaller tanitdsara hasznalt adat
zajos, ugyanis a negativ tanitomintak egyes esetekben jelentds szdmban tartalmaznak va-
16di varidnsokat. Ezért megvizsgaltuk ennek a zajnak a hatdsat, és a kovetkezoket taldltuk:
(1) Ha a pozitiv tanitopélddkat felhaszndltuk a tanitdshoz, de a potencidlisan zajos negativ
tanitopélddkat egydltaldn nem (egyosztalyos SVM), akkor a program teljesitménye csok-
kent. (2) Ha 0sszehasonlitottuk a VariantMetaCaller teljesitményét az eredeti €s annak
az idealisztikus tanitémintanak a hasznélataval, amely csak a valéban pozitiv és valoban
negativ tanitopélddkat tartalmazta, akkor az idedlis esetben n6tt ugyan a program teljesit-
ménye, de csak kis mértékben (4tlagos AUPRC javulds: < 0,007% SNP-ek és < 0,4%
indelek esetén). (3) Amennyiben csak hdrom varidnskivonatolé6 médszert kombinaltunk
a VariantMetaCaller segitségével, a program teljesitménye jellemzen kisebb volt, mint
amikor mind a négy médszert hasznéltuk (l4sd Fiiggelék: 10. tabldzat). Igy 4ltaldnossag-
ban is az varhatd, hogy tovdbbi egyedi varidnskivonatol6 médszerek kombindlasaval a zaj
még tovabb csokken, illetve a VariantMetaCaller teljesitménye tovabb nd.

A dolgozat egyik célkitiizése az volt, hogy megmutassuk a koztes annoticids informa-
ci6 felhasznaldsdnak el6nyét a varidnshivdsok fuzionéldsakor. Ennek érdekében a Vari-
antMetaCaller 4ltal elért eredményeket dsszehasonlitottuk a BAY SIC-kel, amely un. késoi
fuziot valdsit meg, azaz a varidnshivok kombindldsakor csak a konkrét varidnshivasokat
haszndlja fel, annoticids adatokat nem. A teljes exomon elért eredményeket tekintve a
VariantMetaCaller nyujtott jobb teljesitményt; az AUPRC értékek kiilonbsége 1 — 4%
volt. Ez figyelemreméltd, ugyanis 1%-nyi kiilonbség kb. 473 SNP és 49 indel pontosabb
sorrendezését jelenti a jelenlegi kisérleti bedllitasok mellett. Ezen feliil kiszamitottuk
az AUPRC értékeket a két modszer esetén minden egyes kromoszémara sziikitve is, és
azt taldltuk, hogy a VariantMetaCaller az esetek legnagyobb részében jobb teljesitményt
nyujtott mint a BAYSIC, és a kiilonbség statisztikailag is erdsen szignifikdns volt.

A munkdm maésik célkitlizése az volt, hogy egy rugalmas, konnyen értelmezhetd meg-
oldést adjak a varidnsok sziirésére, a hamis felfedezési ardnyon alapul6 paradigma anal6-
gidjara [6, 10, 11]. Ez a varidnsok val6szintségének pontos becslésével vilik elérhetSvé:

a valoszintiségi értékekkel a varidnsokat sorrendezhetjiik, majd minden egyes kiiszobér-
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tékre ki tudjuk szdmitani a varhat6 precizitdst. Ezutan a precizitds kozvetleniil atfordithat6
a valodi, vagy ezzel ekvivalens médon a hamis varidnsok varhaté szamara. A VariantMe-
taCaller a varidnsok valdszinliségét pontosabban becsiilte mint a tobbi mddszer, igy a

program tdmogatja a kvantitativ, alkalmazas-specifikus sziirés lehetdségét.

5.3. A CYP3A4 és a CYP3AS5 gének kivalasztott polimorfizmusainak

hatasa a gyermekkori ALL talélésére

A munkdm sordn a CYP3A4 és a CYP3AS5 gének kivélasztott polimorfizmusainak a gyer-
mekkori akut limfoid leukémia tulélését befolydsol6 hatdsat vizsgédltam. Ennek sordn azt
talaltam, hogy a CYP3A4 gén egy gyakori SNP-je (rs2246709) szignifikdnsan befolyédsol-
ta az ALL-es betegek kemoterdpia utdni tilélését, €s ezt a hatdst a paciens neme erdsen
befolydsolta. A nemek kozotti kiilonbség kiillonosen jelentds volt az AG heterozigéta
genotipusu betegek esetén, ebben az esetben a fitiknak szignifikdnsan magasabb volt a
tulélési ardnya mint a lanyoknak.

A CYP3A4 az emberekben az egyik legfontosabb gydgyszer-metabolizal6 enzim, de
az ALL kemoterdpidjaban betoltott funkcidja meglehet6sen bonyolult. Fontos szerepe van
a vinkrisztin, dexametazon és a doxorubicin szervezetbdl valo kiiiritésében (clearance),
ugyanakkor a vinkrisztin és a dexametazon a CYP3A4 enzim miikodését gatolja (inhibi-
tor), a doxorubicin viszont serkenti (inducer). Emellett a CYP3A4 nemcsak a ciklofosz-
famid aktivécigjat, hanem a neurotoxikus hatdsu kléracetaldehid keletkezését is katalizal-
ja, ami sulyos mellékhatdsokhoz vezethet [123, 124]. Ezekbdl az ellentétes szerepekbdl
ered6en nehéz megjosolni a CYP3A4 enzim szintjében tapasztalhaté kiilonbségek haté-
sat az ALL-ben alkalmazott kemoterdpia hatdsossagara. Bar a CYP3A4 aktivitdsa akar
10 vagy 100-szoros kiilonbségeket mutathat az egyének kozott, melynek orokolhetdsége
90%-o0s, az enzimaktivitds genetikai hattere maig nem tisztizott. Nemrégiben azonositot-
tak egy funkciondlis SNP-t a 6-os intronban (rs35599367; CYP3A4*22), amely csokkent
CYP3A4 termel6déssel és aktivitdssal asszocidlt m4j sejtekben, illetve korreldlt statin d6-
zisfiiggéssel €s tacrolimus farmakokinetikdval [98, 99]. Ugyanebben a vizsgdlatban az

152246709 SNP gyengén asszocidlt allélikus mRNS expresszi6 egyensulytalansaggal (al-
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lelic imbalance) is, bér a tanulmdny szerz8i szerint ez az rs35599367 SNP-vel val6
kapcsoltsagi egyenl6tlenségnek a kovetkezménye.

A mi vizsgdlataink szerint az rs35599367 SNP nem befolyasolta a betegek tulélését,
ezzel szemben az rs2246709 polimorfizmusnak jelentds hatdsa volt. A két SNP kozott
kapcsoltsagi egyenstlytalansagot dllapitottunk meg, azonban az allélgyakorisdgukban ta-
pasztalt kiilonbségek miatt ez a kapcsolat egyiranyu volt, igy valészindsitheten a kevésbé
gyakori rs35599367 nem jéarulhatott jelentds mértékben hozza az rs2246709 hatdsdhoz.

Az 152246709 hatésat tekintve nagy kiillonbségeket mértiink a nemek kozott a tilélési
aranyokban. Tobb tanulmédnyban is kimutattdk, hogy a n6kben szignifikdnsan nagyobb a
CYP3A4 aktivitdsa mint férfiakban [125-127]. Erdekes médon a legalacsonyabb rizikét
a férfi heterozigotasag jelentette. Ezzel szemben a vad homozigdta AA genotipus férfiak-
ban rosszabb tilélési ardnnyal asszocidlt, mint nGkben. Jelenleg ezeket az eredményeket
nem tudjuk megmagyardzni. Elméletileg elképzelhetd, hogy az rs2246709 (vagy egy vele
kapcsolt, ismeretlen varidns) befolydsolja az enzim expresszidjanak nemtdl fiiggd sza-
balyozéasat. Tovéabba, feltehetden a CYP3A4 kemoterdpidban betoltott komplex szerepe
miatt barmelyik homozigéta genotipus hordozédsa rosszabb kimenetellel jar férfiakban a
terdpidra adott vdlasz szempontjabol.

A CYP3A4 polimorfizmusai és tovdbbi - az ALL hajlamositdsban, illetve a folat-
anyagcserében részt vevo kivalasztott 34 gén SNP-i1 k6zott a bayesi relevanciaelemzés
segitségével interakciokat kerestiink. Ennek sordn azt taldltuk, hogy az MTHFDI gén
egy SNP-je (rs1076991) szignifikansan befolyasolta az rs2246709 hatasat a tilélésre. Ez
a gén a folat-anyagcsere dtvonal része, amely a metotrexdt kemoterdpids szer célpontja.
Az 151076991 polimorfizmus GG genotipusa megnovelte a B-sejtes ALL kialakuldsanak
valészintiségét, de onmagdban nem volt hatdsa a talélésre. A CYP3A4 nem metabolizalja
a metotrexdtot, igy feltehetéen a két SNP hatdsa a kiilonb6zd ttvonalakon 0sszeadddik.
Ez az eredmény arra is ravilagit, hogy a gén-gén interakciok vizsgdlata és dontéstimogatd
rendszerekben val6 felhaszndldsa bonyolult és nagy mennyiségii adatot igényel. Tudjuk
ugyanis azt is, hogy a péciens neme is befolyasolja a rs2246709 polimorfizmus hatasat,

de a nemmel val6 interakci6 figyelembevétele mar 18 alcsoportot eredményez, amelynek

15 Allélikus egyenstlytalansdg: Adott gén két alléljanak egymdshoz képesti expresszis szintje ugyanab-
ban a mintdban mérve. Ezzel a technikdval cisz-reguldciés SNP-ket lehet azonositani.
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nagy része csak kevés pacienst foglal magéban, és emiatt a statisztikai elemezhetdsége
problémadkba iitkozik.

Ezzel szemben a paciens neme és az rs2246709 polimorfizmus interakcidja alapjan
egyszerl szabdlyok segitségével egy olyan uj rizikocsoport-besoroldst tudtunk megalla-
pitani, amelynek a kockdzatbecslési teljesitménye szignifikdnsan feliilmulta a jelenlegiét.

A vizsgdlataink erejét tobbek kozott az is adja, hogy szemben mds kutatécsoportok
elemzéseivel, amelyek 100 vagy annal kevesebb paciens adatai alapjan vontak le kovet-
keztetéseket [128—130], a mi elemzésiink jelentGsen nagyobb méretli mintapopuldcion
alapult. Az elemzésnek emellett azonban van néhdny gyenge pontja is. Bar a mintdink
a teljes populdciéban megfigyelhetvel azonos ardnyban tartalmaztak relapszusos bete-
geket; azok a pdciensek, akik a kemoterdpia sordn terdpia-rezisztens progressziv beteg-
ségben vagy a terdpia miatti fert6zés vagy toxicitds fellépése miatt elhunytak, alulrep-
rezentdltak voltak a mintdk ko6zott. Tovabba az adatok részleges hidnya miatt az egyes
elemzések sordn bizonyos esetekben eltérd mintaszamokkal kellett dolgoznunk.

Fontos azonban megjegyezni, hogy az rs2246709 SNP nagyon gyakori a kaukdzusi
populécidban, a heterozigétik ardnya ugyanis 40% koriili [99] (illetve 1dsd a kovetke-
z6 genomi adatbazisokban: ALFRED, http://alfred.med.yale.edu/alfred/recordinfo.asp?
UNID=SI317310P Hozzaférés: 2014.05.29. és dbSNP Home Page, Reference SNP (refSNP)
Cluster Report: rs2246709, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2246709
Hozzéférés: 2014.05.29.). Ez azt jelenti, hogy szemben a sokkal ritkdbban el6fordulé
funkciondlis SNP-kkel (pl. 1s35599367 minor allél frekvencidja 4,4% koriili), az SNP
gyenge hatdsdnak is jelentds hatdsa lehet a populdcié szintjén. Amennyiben az ered-
ményeink mds populdcidokban vagy vizsgdlatokban is megerGsitésre keriilnek, akkor a
CYP3A4 gén rs2246709 polimorfizmusanak genotipizdldsa akdr a jov6beli kockdzatbecs-

16 modellek és a személyre szabott ALL terapia rész€évé is valhat.

5.4. A bayesi relevanciaelemzési médszertan alkalmazasi lehetoségei-

nek vizsgalata asszociacios vizsgalatokban

A bayesi relevanciaelemzést két jelolt gén asszocidcids vizsgalatban alkalmaztuk a gyer-

mekkori ALL hajlamosité tényezbinek felderitésére, szintén egy jelolt gén asszocidcids
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vizsgélatban a CYP3A4 gén egyes gyakori polimorfizmusainak az ALL tulélését befo-
lydsol6 hatdsainak elemzésére, illetve egy parcidlis genomsz{irési vizsgdlatban az asztma
genetikai hajlamosité tényez8inek tanulméinyozdasara.

Az elemzések sordn a bayesi relevanciaelemzési médszer tobb elonyds tulajdonsidgara

is sikeriilt ravilagitani, melyek a kovetkezdk:

e A Bayes-statisztikai megkozelités miatt az egyes eredmények (hipotézisek) direkt
valdszintiségi allitdsok formdjaban fogalmazhaték meg, amelyek pontosan tiikro-
zik az adatainkban rejl6 informéciét. Ez, a frekventista megkozelitéssel szemben,
akdr azt is lehet6vé tenné, hogy az allitdsokbdl olyan valdszintliségi adat- és tudés-
bazisokat épitsiink, amelyek tdmogatjdk a komplex valdszintiségi lekérdezéseket,

a meta-analizisek konnyebb elvégezhet6ségét, illetve az eredmények hattértudassal

valé fuziojat.

e Mivel a médszer eredendGen tobbviltozos, igy egyszerre tudjuk elemezni az Osszes
polimorfizmus, kornyezeti tényezo €s fenotipusos leird fiiggését a célviltozotol, il-
letve a valtozok bonyolult Osszefiiggésrendszerét is. Ezdltal a valtozok direkt és
tranzitiv hatdsai is megkiilonboztethet6k egymadstdl, illetve a mddszer a kiilonféle
kapcsolati tipusok definidlasdval egy joval gazdagabb nyelvet nyujt a célvéltozot
befolydsol6 tényezdk hatasanak leirdsdra és értelmezésére. Hagyomanyos statiszti-
kai médszerekkel a valtozok kozotti kapcsolatrendszer hasonlé részletességgel csak
korlatozott médon lenne felderithetd (pl. valtozéparonkénti asszociacids tesztek-

kel), melyet tovabb stlyosbit a tobbszords hipotézistesztelés miatt fellépd korrekcid

sziikségessége.

o A tobbvaltozos modellezés miatt lehetdség van a valtozok kozotti interakciok és re-
dundancidk feltérképezésére is. A bayesi relevanciaelemzés a folat anyagcserében
szerepet jatszo gének vizsgélatakor példdul egy komplex interakcids hatdst mutatott

ki a hiperdiploid ALL alcsoportban.

e A Bayes-statisztika tovabbd egy automatikus és normativ megoldést ad a frekven-
tista statisztikai modszereket sujté tobbszords hipotézistesztelési problémadra, igy

az eredményeket nem kell korrigalni.
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e [ehetdség van tovabba egyszerre tobb célvaltozd kezelésére is azaltal, hogy gya-
korlatilag tetszdleges strukturdlis kérdés a posteriori valdszinlisége kiszdmithat6 a
modszer segitségével. Ennek jelentdségét egy asztma parcidlis genomsziirési elem-

z€s sordn mutattuk meg.

A moddszernek mindezek mellett tovdbbi elényei is vannak, amelyeket ezekben a vizs-
gdlatokban nem tudtunk kihaszndlni, de a kovetkez6kben roviden osszefoglalom eze-
ket. A mddszer a bayesi megkozelitésbdl eredden lehetdséget nyijt a priori informéci-
ok figyelembe vételére is, amelyek akdr a kutat6 eldzetes ismereteibdl, tudasbdzisokbol,
publikus adatbazisokbdl, kordbbi kisérleti eredményekbdl stb. szdrmazhatnak. A bayesi
hatdser8sség-elemzés a hatdserdsség a posteriori valoszinliségi eloszlasdnak kiszamita-
san keresztiil a hihetdségi tartomanyok abrazoldsdval a hagyomanyos frekventista statisz-
tikdban megszokott konfidencia-intervallumndl joval részletgazdagabb elemzésre ad le-
hetdséget. Végiil a médszer alapjit ad6 valdszinliségi megkozelités annak a feladatnak a
normativ megoldasét is lehet6vé teszi, hogy a polimorfizmusokra kiszdmitott eredménye-
ket magasabb szintekre, példdul génekre, szabalyozasi utvonalakra, fehérjekomplexekre

is kiterjessziik.
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6. Kovetkeztetések

A munkam eredményeképpen az aldbbi kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

1. Kifejlesztettiink egy i) mdédszert (VariantMetaCaller), amely 0 genericios szek-
vendlasi varidnskivonatolé programok varidnshivasi eredményeit kombindlja. A
modszer a kombindci6 sordn (1) kihasznélja az egyedi kivonatold programok ala-
csony konkordancidjét illetve komplementaritasat, (2) felhaszndlja az egyedi kivo-
natolé programok éaltal generalt nagy-dimenzids annotacios adatokat és (3) meg-
becsiili a varidnsok valddisdganak valdszintiségét. Szimulélt és valds szekvendlasi
adatok felhaszndldsaval megmutattuk, hogy a VariantMetaCaller az altalunk vizs-
galt genomi régié méretek esetén, néhany szdz kilobazistdl a teljes exomi méretig,
szignifikdnsan jobb teljesitményt nyujtott, mint a bemenetéiil szolgdlé varidnskivo-

natolasi modszerek.

2. Val6s szekvendldsi adatok hasznélatdval megvizsgéltuk a varidnsok valddisaganak
valészintiségét becsld moédszerek pontossagit. Az eredményeink szerint a Vari-
antMetaCaller pontosabban becsiilte a varhat6 precizitdst mint az alternativ mod-
szerek. Ezdltal a VariantMetaCaller egy konnyen értelmezhetd, kvantitativ, vdrhato
precizitas alapu szlir6t ad a felhasznal6 kutatdk, biolégusok, orvosok kezébe, amely
lehet&vé teszi, hogy megkeressiik a varidnskivonatolds szenzitivitdsanak €s preci-
zitdsdnak alkalmazdas-specifikus egyensuilyat. Az eredményeink alapjan a Variant-
MetaCaller célzott génpanelek, illetve olyan organizmusok szekvendldsa esetén is
hasznélhat6, amelyekhez jelenleg nem dllnak rendelkezésre nagy megbizhatosagu
referencia varidnskészletek. Ezaltal a kvantitativ, precizitds alapu sziirés azokon
az alkalmazasi teriileteken is lehet6vé valik, ahol eddig csak manudlis szliréseket

lehetett haszndlni a varidnshivasok precizitdsanak novelésére.

3. Az egyik legfontosabb gydgyszer-metabolizdl6 enzim, a CYP3A4 génjének poli-
morfizmusait vizsgdlva megmutattuk, hogy az rs2246709 SNP szignifikdnsan be-
folyasolja az akut limfoid leukémia kemoterdpids kezelésének teljes és esemény-
mentes tilélésének kockdzatit. A bayesi relevanciaelemzés segitségével kimutat-

tuk, hogy a CYP3A4 gén rs2246709 polimorfizmusanak és a folat-anyagcserében

98



DOI:10.14753/SE.2017.1938

szerepet jatsz6 MTHFD1 gén egyik polimorfizmusdnak interakcidja szignifikdnsan

befolydsolja a talélési kockazatot.

. A bayesi relevanciaelemzés segitségével kimutattuk, és frekventista statisztikai elem-
zéssel megerdsitettiik, hogy a CYP3A4 gén rs2246709 polimorfizmusdnak és a pa-
ciens nemének interakcidja szignifikdnsan befolydsolja a gyermekkori akut limfoid
leukémia kemoterdpids kezelésének tulélési kockdzatat. Az interakcids hatast le-
ir6 egyszerti szabdlyok segitségével egy olyan Uj rizikocsoport-besoroldsi valtozot
sikeriilt 1étrehozni, amely az eredeti besoroldshoz képest szignifikdnsan jobb koc-

kazatbecslést tett lehetOvé.

. Megmutattuk, hogy a bayesi relevanciaelemzési mddszer a hagyomanyos frekven-
tista statisztikai modszerekkel szemben a véltozok direkt és tranzitiv hatdsainak
megkiilonboztetésével, a kiillonféle kapcsolati tipusok definidldsaval, illetve az in-
terakciok €s redundancidk automatikus feltérképezésével joval részletgazdagabb
elemzést tesz lehetdvé genetikai asszocidcids vizsgalatok adatainak elemzése so-

2

ran.
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7. Osszefoglalas

Az Uj generacios szekvenalasi technoldgidk haszndlhatosdga nagy mértékben a hivott va-
ridnsok pontossdgdn alapul, amely a munkafolyamat komplexitdsa miatt nem minden
esetben felel meg az elvardsoknak. Mads kutatécsoportok eredményével osszhangban
megmutattuk, hogy a jelenleg gyakran haszndlt varidnskivonatol6 modszerek eredmé-
nye sok esetben kiilonbozik egymdstol, és nincs olyan legjobb mddszer, amely minden
koriilmények kozott feliilmilnd a tobbit.

Kifejlesztettem egy Uj mddszert (VariantMetaCaller), amely a varidnsok mindségét
jellemz6 annotécids adatok felhasznéldsaval kombindlja a kiilénb6z6 varidnshivési ered-
ményeket, és megbecsiili a varidnsok valdédisdganak valészintiségét. A VariantMetaCaller
minden adltalam vizsgalt genomi régié méret esetén szignifikansan jobb teljesitményt nyuj-
tott, mint a bemenetéiil szolgalo varidnskivonatolasi modszerek, és feliilmult egy alterna-
tiv fuzios szoftvert is, amely nem haszndlt annotacids informacidkat a kombinacio sordn.
A varidnsok valdszinlis€égének pontos megbecslésével a VariantMetaCaller lehet6séget
ad a variansok kvantitativ, vdrhato precizitds alapu szlrésére is, akar olyan alkalmazasi
teriileteken is, ahol eddig csak manudlis szlirést lehetett haszndlni.

A genetikai varidnsok elemzése kozponti jelentdségii a betegségek patomechanizmu-
sdnak feltardsaban és eredményesebb kezelési eljardsok kidolgozdsaban. A gyermekko-
ri akut limfoid leukémia (ALL) hajlamét és talélését befolydsold genetikai és fenotipu-
sos tényezOket harom jelolt gén asszocidcids vizsgdlatban tanulményoztuk. Ennek so-
rdn megmutattuk, hogy az egyik legfontosabb gydgyszer-metabolizal6 enzim, a CYP3A4
génjének rs2246709 polimorfizmusa szignifikdnsan befolydsolta az ALL kemoterdpids
kezelése tulélésének kockdzatat. Ez utébbi polimorfizmus €s a paciens neme kozott egy
erds interakcids hatdst azonositottunk. A hatést leir6 egyszeri szabdlyok segitségével egy
olyan 4j rizikdcsoport-besoroldst hoztunk 1étre, amely az eredetihez képest szignifikdnsan
jobb kockdzatbecslést tett lehetové. Az elemzések sordn megmutattam a bayesi relevan-
ciaelemzési modszer haszndlhatdsagét és a frekventista médszerekkel szembeni el6nyeit.
A bayesi relevanciaelemzési mddszertan a valtozok direkt €s tranzitiv hatdsainak meg-
kiilonboztetésével, a kiillonféle kapcsolati tipusok definidlasaval, illetve az interakcidk és

redundancidk feltérképezésével joval részletgazdagabb elemzést tesz lehetové.
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8. Summary

The lower than expected accuracy of variant calling methods still poses a challenge for the
wide-spread application of next-generation sequencing in research and clinical practice.
Our results showed in line with several studies that (1) currently there is no single best
general individual variant calling method at all circumstances, and (2) there are significant
discrepancies between commonly used variant calling pipelines, even when applied to the
same set of sequence data.

We developed a novel method, VariantMetaCaller, which combines annotation infor-
mation from various variant callers and predicts the probability that a variant is a true
genetic variant and not a sequencing artefact. VariantMetaCaller had significantly higher
sensitivity and precision than the individual variant callers in all target region sizes, rang-
ing from a few hundred kilobases to whole exomes. The novel method outperformed an
alternative fusion method, BAYSIC, as well, which does not utilize annotation informati-
on. We also demonstrated that VariantMetaCaller supports a quantitative, precision based
filtering of variants under wider conditions, therefore it can be a viable alternative to hard
filtering.

Analyzing genetic variants is of prime importance in the dissection of the pathome-
chanism of diseases and in developing efficient therapies. We analyzed the genetic and
phenotypic factors that influence the risk and the survival of acute lymphoid leukemia
(ALL) in three candidate gene association studies. The rs2246709 polymorphism in the
gene of an important drug metabolizing enzyme, CYP3A4, significantly influenced the
survival rate of chemotherapy for ALL. The polymorphism and the gender of the patient
had a strong interacting effect. We calculated new risk assessments involving this inter-
action and showed that it significantly outperformed the earlier risk-group assessments.
During the analyses, we showed the superiority of Bayesian relevance analysis methodo-
logy over traditional frequentist methods. We showed that the Bayesian approach enables
a more detailed analysis by the distinction of direct and transitive effects, by the defi-
nition of different dependency types, and by the automated discovery of interaction and

redundancies between variables.
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1. tdblazat. A VariantMetaCaller miikodése soran felhasznalt annotaciok csoporto-
sitasa és rovid leirasa. Roviditések: FB = FreeBayes, HC = HaplotypeCaller, ST =
SAMtools, UG = UnifiedGenotyper

SNP-k Indelek
Annotacio Leiras ololalelololale
IT|D|w|wn|IT|([D]|w|wn
AB Allél egylensully a heterozigétal genotiplusok esleté['n: 0és 1Ak626tti szam a referens és + +
alternativ allélokat tartalmazé leolvasasok aranyat mutatja (ref/(ref+alt))
ABHet Allél egyensuly a heterozigdta genotipusok esetén: (ref/(ref+alt)) +
ABHom /é\l[i)l (;giyrl;r;snﬁxzshomozigéta genotipusok esetén: (A/(A+0)) ahol A az allél (ref vagy alt) +
A megfigyelt allél egyensuly valdszinlisége Phred-pontszammal kifejezve Hoeffding
ABP egyenlGtlensége alapjan szamitva + +
Az alternativ vs. referencia allélokat tartalmazé bazisok min6ségi pontszamai kozotti
BaseQRankSum eltérés Wilcoxon-tesztjének eredménye (Z-score) A I
BasesToClosestVariant [A legkozelebbi varians tavolsaga + |+ [+ |+ ]+
Az alternativ vs. referencia allélokat tartalmazé bazisok minéségi pontszamai kozotti
BQB eltérés Wilcoxon-tesztjének eredménye +
Az alternativ vs. referencia allélokat tartalmazo leolvasasok végeinek levagasa kozotti
ClippingRankSum eltérés Wilcoxon-tesztjének eredménye (Z-score) + +
DP Leolvasdsi mélység + +
EntropyCenter_15 A referencia szekvencia Shannon entrépidja a varidns 15 bézis széles kornyezetében + +
EntropyCenter_7 A referencia szekvencia Shannon entrdpiaja a varidns 7 bazis széles kornyezetében + +
A referencia szekvencia Shannon entrdpiaja a varians 15 bazis széles kornyezetében a
Entropyleft_15 varianstol balra Bl B el Bl
A referencia szekvencia Shannon entrdpiaja a varians 7 bazis széles kornyezetében a
EntropyLeft_7 varianstdl balra Al I I B el B
A referencia szekvencia Shannon entrépiaja a varians 15 bazis széles kornyezetében a
EntropyRight_15 varianstdl jobbra R I B B B e B
A referencia szekvencia Shannon entrdpiaja a varians 7 bazis széles kornyezetében a
EntropyRight_7 varidnstol balra Ll I B L Il B
FS A szélirany eltérést teszteld Fisher egzakt teszt p-értéke Phred-pontszammal kifejezve L L
GC A varidns kornyéki referencia szekvencia GC tartalma +
GenotypeEntropyMean |A mintdk kdzétti genotipuseloszlasok entrépidjanak atlaga +| + +
GenotypeEntropySD A mintak kozotti genotipuseloszldsok entrépidjanak szdérasa + | + +
HaplotypeScore A varianspozicié konzisztencidja legfeljebb két szegregal6 haplotipussal +
HOB A HOM annotécid szisztematikus eltérésének mértéke + +
HRun A leghosszabb homopolimer szakasz barmelyik iranyban + +
ICB Inbreeding koefficiens binomialis teszt +
IDV Legfeljebb hany leolvasas tdmogat egy indelt
IMF Legfeljebb a leolvasasok hanyad része tamogat egy indelt
InbreedingCoeff Inbreeding koefficiens binomidlis teszt +|+ + |+
Az alternativ vs. referencia allélokat tartalmazé haplotipus valdszintiségek kozotti eltérés|
LikelihoodRankSum Wilcoxon-tesztjének eredménye (Z-score) + +
MQ Illesztési minéségi pontszamok négyzetes kozepe +| + +| +| + +
MQB Illesztési minGségi pontszamok eltérésének Wilcoxon-tesztje +
MQM Az alternativ allélokat tartalmazé leolvasasok atlagos minsége +
MQMR A referencia allélokat tartalmazo leolvasasok atlagos minésége +
MQRankSum Illesztési mindségi pontszamok eltérésének Wilcoxon-tesztje +| + +| +
MQSB lllesztési minGségi pontszdmok eltérésének vs. a széleltérés Wilcoxon-tesztje + +
A legvaldszintibb vs. a masodik legvaldszinlibb genotipuskombindcié esélyhdanyadosanak
ODDs logaritmusa + +
QD Varians megbizhat6sag/Mindség per leolvasasi mélység +| + +| +
Annak a valdszinlisége Phred-pontszammal kifejezve, hogy az adott varians legaldbb egy
QUAL minta esetén nem homozigéta vad genotipusu S I I B Bl B
SAP Szélirdny eltérés az alternativ allélokra + +
SGB* Szegregacis mutatd + +
SOR Szalirany eltérést mutatd szimmetrikus esélyhanyados +| + +| +
SRP Szalirany eltérés a referencia allélokra + +

Tovabbi referenciak

(1]

http://samtools.github.io/bcftools/rd-SegBias.pdf
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2. tdblazat. Az egyedi varianskivonatolasi médszerek szenzitivitasa és precizitasa a szimulalt adatokon. A legjobb mddszer félkovér betiitipussal van jelolve.

Roviditések: CI = konfidencia-intervallum

Varians-
tipus

Illeszt6-
program

Leolvasasi
mélység

DOI:10.14753/SE.2017.1938

Szenzitivitas (95% Cl)

Precizitas (95% Cl)

HaplotypeCaller

UnifiedGenotyper

FreeBayes

SAMtools

HaplotypeCaller

UnifiedGenotyper

FreeBayes

SAMtools

SNP

BWA

4
8
12
16
20
30
40
60
100
200

0,631 (0,611-0,651)
0,792 (0,773-0,812)
0,854 (0,832-0,876)
0,886 (0,869-0,903)
0,904 (0,89-0,919)

0,927 (0,913-0,941)
0,936 (0,926-0,947)
0,946 (0,935-0,957)
0,954 (0,945-0,963)
0,959 (0,95-0,968)

0,675 (0,658-0,691)
0,807 (0,789-0,825)
0,862 (0,842-0,883)
0,892 (0,876-0,908)
0,909 (0,895-0,923)
0,93 (0,916-0,944)

0,939 (0,929-0,95)

0,949 (0,938-0,96)

0,956 (0,946-0,966)
0,961 (0,952-0,971)

0,686 (0,665-0,708)
0,819 (0,801-0,838)
0,87 (0,849-0,891)

0,894 (0,879-0,909)
0,909 (0,896-0,922)
0,927 (0,912-0,941)
0,934 (0,922-0,946)
0,941 (0,929-0,954)
0,946 (0,934-0,958)
0,95 (0,939-0,962)

0,724 (0,706-0,741)
0,84 (0,822-0,858)

0,885 (0,866-0,904)
0,907 (0,892-0,922)
0,919 (0,906-0,932)
0,935 (0,922-0,948)
0,942 (0,931-0,953)
0,949 (0,938-0,96)

0,954 (0,945-0,963)
0,955 (0,946-0,965)

0,997 (0,996-0,998)
0,996 (0,995-0,997)
0,997 (0,996-0,997)
0,996 (0,995-0,997)
0,996 (0,995-0,996)
0,996 (0,995-0,997)
0,995 (0,994-0,996)
0,994 (0,993-0,995)
0,994 (0,993-0,995)
0,994 (0,993-0,995)

0,994 (0,993-0,995)
0,992 (0,991-0,993)
0,991 (0,991-0,992)
0,99 (0,989-0,991)
0,99 (0,989-0,99)
0,988 (0,987-0,99)
0,987 (0,985-0,989)
0,986 (0,984-0,988)
0,984 (0,982-0,985)
0,983 (0,981-0,984)

0,994 (0,993-0,996)
0,993 (0,991-0,994)
0,992 (0,992-0,993)
0,992 (0,991-0,994)
0,993 (0,992-0,993)
0,992 (0,991-0,993)
0,992 (0,991-0,993)
0,992 (0,991-0,993)
0,992 (0,992-0,993)
0,992 (0,991-0,993)

0,967 (0,963-0,971)
0,984 (0,981-0,987)
0,989 (0,987-0,99)
0,989 (0,988-0,99)
0,99 (0,989-0,991)
0,989 (0,987-0,991)
0,989 (0,987-0,99)
0,989 (0,988-0,99)
0,989 (0,987-0,99)
0,99 (0,988-0,991)

Bowtie 2

12
16
20
30
40
60
100
200

0,585 (0,567-0,602)
0,736 (0,718-0,755)
0,794 (0,773-0,815)
0,826 (0,809-0,843)
0,845 (0,832-0,859)
0,867 (0,853-0,881)
0,877 (0,866-0,888)
0,888 (0,875-0,9)

0,897 (0,887-0,906)
0,904 (0,895-0,914)

0,634 (0,619-0,648)
0,765 (0,746-0,784)
0,82 (0,801-0,839)
0,85 (0,835-0,865)
0,868 (0,854-0,882)
0,89 (0,876-0,904)
0,899 (0,888-0,91)
0,91 (0,899-0,922)
0,919 (0,909-0,93)
0,927 (0,917-0,937)

0,65 (0,633-0,668)

0,779 (0,761-0,797)
0,831 (0,811-0,852)
0,857 (0,844-0,871)
0,876 (0,862-0,889)
0,897 (0,883-0,911)
0,906 (0,895-0,918)
0,916 (0,903-0,928)
0,924 (0,912-0,936)
0,931 (0,919-0,943)

0,68 (0,665-0,696)
0,8 (0,783-0,818)
0,848 (0,83-0,867)
0,873 (0,859-0,887)
0,887 (0,874-0,901)
0,904 (0,891-0,917)
0,912 (0,901-0,923)
0,919 (0,907-0,931)
0,924 (0,915-0,934)
0,926 (0,916-0,936)

0,997 (0,996-0,998)
0,998 (0,997-0,999)
0,998 (0,998-0,999)
0,998 (0,998-0,999)
0,998 (0,998-0,999)
0,999 (0,998-0,999)
0,999 (0,998-0,999)
0,999 (0,999-0,999)
0,999 (0,998-0,999)
0,999 (0,998-0,999)

0,992 (0,99-0,994)

0,989 (0,988-0,99)

0,986 (0,984-0,988)
0,984 (0,982-0,987)
0,983 (0,98-0,986)

0,982 (0,979-0,984)
0,979 (0,976-0,981)
0,976 (0,973-0,979)
0,972 (0,967-0,977)
0,969 (0,966-0,973)

0,99 (0,988-0,992)
0,991 (0,99-0,992)
0,989 (0,988-0,99)
0,989 (0,987-0,99)
0,99 (0,988-0,991)
0,989 (0,987-0,991)
0,988 (0,987-0,989)
0,987 (0,986-0,989)
0,986 (0,983-0,988)
0,986 (0,984-0,987)

0,967 (0,965-0,97)
0,985 (0,983-0,987)
0,988 (0,986-0,99)
0,988 (0,987-0,99)
0,989 (0,988-0,99)
0,989 (0,987-0,99)
0,988 (0,987-0,989)
0,988 (0,987-0,989)
0,987 (0,987-0,988)
0,987 (0,985-0,988)

Indel

BWA

12
16
20
30
40
60
100
200

0,463 (0,442-0,484)
0,653 (0,624-0,681)
0,74 (0,722-0,758)

0,783 (0,768-0,798)
0,807 (0,791-0,823)
0,843 (0,823-0,864)
0,855 (0,837-0,873)
0,869 (0,85-0,888)

0,879 (0,861-0,898)
0,888 (0,871-0,904)

0,311 (0,3-0,322)
0,48 (0,465-0,495)
0,601 (0,582-0,62)
0,678 (0,662-0,694)
0,717 (0,696-0,738)
0,781 (0,764-0,798)
0,802 (0,783-0,821)
0,817 (0,799-0,834)
0,835 (0,817-0,853)
0,847 (0,827-0,866)

0,45 (0,432-0,468)
0,578 (0,557-0,6)
0,638 (0,62-0,656)
0,673 (0,653-0,692)
0,696 (0,672-0,72)
0,726 (0,701-0,75)
0,739 (0,718-0,76)
0,752 (0,725-0,779)
0,768 (0,744-0,791)
0,776 (0,751-0,8)

0,439 (0,42-0,458)

0,54 (0,528-0,553)

0,593 (0,581-0,604)
0,616 (0,607-0,625)
0,643 (0,634-0,652)
0,674 (0,661-0,688)
0,686 (0,676-0,697)
0,695 (0,679-0,711)
0,694 (0,681-0,706)
0,634 (0,619-0,648)

0,912 (0,893-0,931)
0,906 (0,894-0,919)
0,904 (0,898-0,91)

0,906 (0,897-0,916)
0,906 (0,896-0,915)
0,907 (0,896-0,918)
0,908 (0,898-0,918)
0,906 (0,895-0,918)
0,907 (0,897-0,917)
0,909 (0,897-0,92)

0,967 (0,96-0,974)
0,949 (0,937-0,96)
0,94 (0,935-0,946)
0,935 (0,927-0,942)
0,933 (0,928-0,937)
0,924 (0,913-0,934)
0,925 (0,92-0,931)
0,926 (0,915-0,938)
0,923 (0,915-0,932)
0,923 (0,911-0,935)

0,951 (0,944-0,958)
0,939 (0,927-0,95)
0,93 (0,919-0,941)
0,927 (0,924-0,93)
0,924 (0,918-0,931)
0,918 (0,913-0,924)
0,919 (0,91-0,928)
0,915 (0,91-0,921)
0,912 (0,91-0,915)
0,909 (0,905-0,912)

0,847 (0,832-0,862)
0,821 (0,799-0,842)
0,8 (0,78-0,819)
0,765 (0,75-0,779)
0,742 (0,729-0,756)
0,697 (0,68-0,715)
0,679 (0,66-0,697)
0,683 (0,675-0,69)
0,669 (0,646-0,691)
0,659 (0,643-0,675)

Bowtie 2

12
16
20
30
40
60
100
200

0,432 (0,409-0,455)
0,606 (0,577-0,636)
0,685 (0,668-0,702)
0,729 (0,714-0,744)
0,75 (0,735-0,765)

0,783 (0,765-0,802)
0,797 (0,778-0,817)
0,811 (0,791-0,831)
0,824 (0,806-0,843)
0,833 (0,815-0,85)

0,3 (0,294-0,306)
0,459 (0,439-0,479)
0,57 (0,556-0,584)
0,644 (0,628-0,66)
0,681 (0,662-0,7)
0,74 (0,724-0,757)
0,761 (0,744-0,777)
0,779 (0,76-0,799)
0,793 (0,776-0,811)
0,806 (0,788-0,823)

0,418 (0,4-0,437)
0,538 (0,519-0,556)
0,594 (0,577-0,61)
0,625 (0,61-0,641)
0,647 (0,623-0,67)
0,679 (0,657-0,701)
0,695 (0,678-0,712)
0,713 (0,69-0,736)
0,729 (0,706-0,753)
0,739 (0,719-0,758)

0,398 (0,38-0,415)
0,502 (0,489-0,514)
0,563 (0,553-0,573)
0,585 (0,576-0,595)
0,612 (0,607-0,618)
0,643 (0,635-0,65)
0,659 (0,652-0,666)
0,666 (0,655-0,677)
0,664 (0,657-0,67)
0,6 (0,584-0,616)

0,944 (0,933-0,956)
0,929 (0,922-0,936)
0,921 (0,913-0,929)
0,921 (0,911-0,932)
0,919 (0,912-0,926)
0,915 (0,907-0,923)
0,914 (0,905-0,923)
0,91 (0,901-0,919)

0,906 (0,892-0,919)
0,908 (0,897-0,92)

0,975 (0,967-0,983)
0,952 (0,941-0,962)
0,947 (0,938-0,956)
0,938 (0,933-0,942)
0,931 (0,924-0,937)
0,921 (0,914-0,928)
0,921 (0,913-0,93)

0,918 (0,909-0,926)
0,91 (0,902-0,918)

0,905 (0,893-0,917)

0,95 (0,942-0,958)

0,935 (0,926-0,944)
0,93 (0,921-0,939)

0,923 (0,917-0,929)
0,921 (0,909-0,932)
0,914 (0,903-0,926)
0,911 (0,902-0,92)

0,908 (0,903-0,913)
0,904 (0,898-0,909)
0,898 (0,894-0,903)

0,831 (0,821-0,841)
0,795 (0,776-0,813)
0,765 (0,75-0,78)

0,722 (0,709-0,736)
0,703 (0,683-0,724)
0,653 (0,633-0,673)
0,633 (0,611-0,655)
0,623 (0,614-0,633)
0,601 (0,587-0,615)
0,575 (0,554-0,595)
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3. tablazat. AUPRC értékek, illetve a VariantMetaCaller és az egyedi varianskivonatolé6 médszerek altal elért AUPRC értékek kiilonbségei a szimulalt

adatokon. Roviditések: AUPRC = precizitas-szenzitivitas gorbe alatti teriilet (area under the precision-recall curve), VMC = VariantMetaCaller

HaplotypeCaller UnifiedGenotyper FreeBayes SAMtools
Varians-  llleszt6- Leolvasasi A VMC altal Az AUPRC Az AUPRC Az AUPRC Az AUPRC
tipus  program  mélység elért AUPRC  AUPRC értékek p-értékt AUPRC értékek p-érték! AUPRC értékek p-érték’ AUPRC értékek p-érték*
kilonbsége kiilonbsége kiilonbsége kiilonbsége
4 0,730 0,622 0,109 6,11E-07 0,660 0,071 3,34E-06 0,380 0,350 1,33E-08 0,420 0,310 4,43E-09
8 0,846 0,777 0,068 3,70E-06 0,786 0,060 5,35E-07 0,555 0,291 8,09E-08 0,578 0,268 1,10€E-07
12 0,890 0,837 0,054 1,73E-06 0,838 0,052 2,30E-06 0,673 0,217 3,90E-07 0,686 0,204 3,17E-07
16 0,912 0,867 0,045 3,42E-07 0,864 0,048 1,01E-07 0,748 0,163 1,77€E-07 0,757 0,155 1,80E-07
BWA 20 0,924 0,884 0,039 7,64E-06 0,878 0,046 9,47E-07 0,800 0,123 4,54E-06 0,806 0,118 3,78E-06
30 0,940 0,905 0,035 2,18E-08 0,887 0,053 1,53E-06 0,866 0,074 3,54E-06 0,867 0,073 7,38E-06
40 0,947 0,911 0,036 1,26E-06 0,888 0,059 5,43E-07 0,890 0,057 2,13E-05 0,889 0,058 1,52E-05
60 0,955 0,919 0,036 3,38E-07 0,881 0,074 1,54E-06 0,912 0,042 2,58E-05 0,910 0,045 2,18E-05
100 0,961 0,924 0,037 6,80E-07 0,865 0,096 3,10E-07 0,928 0,032 1,02E-05 0,924 0,036 1,91E-05
SNP 200 0,965 0,926 0,040 8,30E-07 0,727 0,239 2,74E-06 0,940 0,026 2,21E-05 0,934 0,031 1,40E-05
4 0,699 0,561 0,138 9,65E-08 0,584 0,115 7,77E-08 0,345 0,355 3,42E-09 0,375 0,324 1,81E-09
8 0,812 0,698 0,114 4,02E-07 0,695 0,117 3,92E-08 0,511 0,301 8,71E-08 0,519 0,293 7,42E-08
12 0,856 0,749 0,108 3,18E-08 0,741 0,115 3,32E-09 0,625 0,231 1,16E-07 0,622 0,235 7,54E-08
16 0,879 0,775 0,105 1,44E-09 0,764 0,116 8,17E-11 0,701 0,179 1,76E-07 0,696 0,184 7,49E-08
Bowtie 2 20 0,894 0,789 0,105 5,04E-08 0,776 0,117 1,70E-08 0,753 0,141 2,18E-06 0,746 0,148 3,56E-07
30 0,911 0,805 0,106 9,34E-09 0,786 0,125 2,81E-08 0,824 0,087 3,44E-06 0,814 0,097 1,12E-06
40 0,920 0,812 0,108 5,20E-08 0,789 0,131 1,58E-08 0,850 0,070 1,22E-05 0,837 0,082 4,68E-06
60 0,929 0,819 0,110 2,13E-08 0,787 0,142 3,04E-08 0,880 0,049 1,02E-05 0,862 0,067 1,85E-06
100 0,938 0,823 0,115 1,22E-07 0,776 0,162 5,70E-08 0,901 0,037 9,14E-06 0,878 0,060 5,10E-06
200 0,945 0,825 0,121 1,09E-08 0,647 0,298 7,49E-07 0,917 0,028 1,80E-05 0,889 0,056 4,89E-06
4 0,583 0,425 0,158 4,90E-06 0,294 0,289 3,20E-07 0,205 0,378 4,06E-07 0,220 0,364 4,70E-08
8 0,718 0,592 0,125 1,90E-06 0,436 0,282 4,72E-06 0,332 0,386 2,27E-06 0,297 0,421 1,99E-06
12 0,783 0,672 0,111 4,25E-05 0,538 0,245 4,88E-06 0,421 0,363 2,81E-06 0,338 0,445 5,31E-07
16 0,813 0,709 0,104 1,67E-05 0,600 0,213 7,42E-07 0,477 0,336 5,59E-07 0,349 0,464 7,69E-08
BWA 20 0,834 0,732 0,102 5,86E-05 0,631 0,204 1,68E-07 0,523 0,311 1,59E-07 0,359 0,476 5,70E-07
30 0,865 0,763 0,102 1,16E-05 0,681 0,183 3,19E-06 0,592 0,273 3,78E-06 0,373 0,492 4,18E-07
40 0,873 0,775 0,098 2,33E-05 0,700 0,173 2,11E-08 0,622 0,250 1,90E-06 0,368 0,504 4,83E-07
60 0,884 0,790 0,093 2,85E-05 0,714 0,169 8,19E-07 0,652 0,232 5,74E-06 0,385 0,498 2,89E-07
100 0,894 0,798 0,095 7,01E-05 0,728 0,166 8,92E-06 0,676 0,217 2,14E-07 0,382 0,512 6,35E-07
Indel 200 0,902 0,806 0,096 2,59E-05 0,735 0,167 5,03E-06 0,689 0,213 7,70E-07 0,351 0,551 2,44E-07
4 0,539 0,416 0,123 1,16E-06 0,292 0,247 4,18E-06 0,187 0,352 6,56E-07 0,189 0,350 1,52E-08
8 0,674 0,574 0,100 1,35E-06 0,434 0,240 8,81E-06 0,307 0,367 1,00E-06 0,259 0,415 1,45E-06
12 0,738 0,645 0,093 9,01E-06 0,535 0,203 9,24E-06 0,395 0,343 2,03E-06 0,300 0,438 9,33E-08
16 0,768 0,684 0,084 2,02E-05 0,596 0,172 3,77E-07 0,445 0,323 2,03E-06 0,316 0,452 3,59E-07
Bowtie 2 20 0,788 0,703 0,085 3,41E-07 0,628 0,160 7,89E-07 0,489 0,299 1,70E-06 0,326 0,461 2,22E-07
30 0,817 0,731 0,087 2,51E-06 0,672 0,146 5,83E-06 0,555 0,262 4,83E-06 0,341 0,476 8,40E-07
40 0,835 0,742 0,093 9,45E-07 0,692 0,143 2,04E-05 0,580 0,255 1,03E-07 0,336 0,499 7,32E-07
60 0,844 0,755 0,089 1,71E-05 0,706 0,138 3,07E-06 0,611 0,233 3,33E-07 0,348 0,496 1,92E-07
100 0,858 0,765 0,093 1,51E-05 0,714 0,144 1,60E-05 0,637 0,221 9,86E-07 0,345 0,513 8,73E-07
200 0,864 0,769 0,095 6,82E-06 0,718 0,146 5,34E-06 0,651 0,213 4,62E-07 0,298 0,566 4,13E-07

! parositott t-teszt p-értéke



DOI:10.14753/SE.2017.1938

4. tablazat. A BWA illetve Bowtie 2 illesztoprogramok hatasa a VariantMetaCal-
ler maximalis szenzitivitasara a szimulalt szekvenalasi adatokon. Roviditések: CI
= konfidencia-intervallum

A VariantMetaCaller maximdlis szenzitivitdsa
Illeszt6program Atlagos kiilénbség
BWA Bowtie 2 (BWA vs. Bowtie 2)

Varians- Leolvasasi
tipus mélység

95%Cl  p-érték*

4 0,731 0,700 0,031 0,027-0,034 0,000015
8 0,846 0,813 0,033 0,032-0,035 0,000001
12 0,891 0,857 0,034 0,031-0,036 0,000005
16 0,912 0,880 0,032 0,03-0,034 0,000001
SNP 20 0,924 0,894 0,030 0,028-0,032 0,000001
30 0,940 0,911 0,029 0,027-0,031 0,000002
40 0,947 0,920 0,027 0,025-0,029 0,000001
60 0,955 0,929 0,026 0,023-0,028 0,000007
100 0,961 0,939 0,023 0,021-0,024 0,000001
200 0,966 0,946 0,020 0,019-0,021 0,000001
4 0,605 0,555 0,050 0,041-0,058 0,000094
8 0,741 0,690 0,051 0,046-0,055 0,000008
12 0,803 0,754 0,049 0,044-0,054 0,000012
16 0,830 0,782 0,047 0,038-0,057 0,000162
Indel 20 0,850 0,804 0,047 0,04-0,053 0,000048
30 0,880 0,831 0,048 0,044-0,053 0,000009
40 0,888 0,849 0,039 0,035-0,042 0,000009
60 0,899 0,858 0,041 0,033-0,048 0,000102
100 0,908 0,872 0,036 0,032-0,04 0,000016
200 0,917 0,880 0,037 0,032-0,042 0,000038

! parositott t-teszt p-értéke

5. tablazat. A Kiilonb6zo6 tipusi variansok szama a Kisebb méreti szimulalt genomi
régiokban

A polimorfikus A polimorfikus

SNP-k Indelek
L, ) ) SNP-k atlagos indelek atlagos
Célrégid atlagos atlagos ) )
) ) ) szama szama
mérete szama szama L i
. L, mintanként mintanként
(szoéras) (szoéras) , .
(széras) (szoéras)
100kb  450(73,8) 60(22,0) 98 (17,1) 14 (4,9)
200kb 814 (159,3) 111(30,6) 181 (44,3) 26 (7,1)
300 kb 1185(192,8) 160 (31,7) 262 (55,4) 40 (10,5)
500 kb 1976 (238,5) 267 (30,8) 436 (53,2) 67 (9,3)
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6. tablazat. A valtozok eros relevanciajanak a posteriori valoszintisége az ot éves tel-
jes és eseménymentes tilélés szempontjabol. Egy valtozot relevansnak neveziink, ha
relevancidjanak valészintsége nagyobb vagy egyenld mint 0,5 (félkovér bettivel jelolve).
A kozepesen relevans véltozok posterior értékei (Pr> 0,4 és Pr< 0,5) aldhuzéssal vannak
jelodlve.

Valtozo Teljes Esemény- Valtozo Telies Esemény-
(SNP, klinikai Gén o, mentes (SNP, klinikai Gén e mentes
, tulélés s , talélés L
paraméter) tulélés paraméter) tulélés
rs1202179 ABCB1 0.01 0.00 rs1950902 MTHFD1 0.20 0.12
rs2235013 ABCB1 0.02 0.01 rs2236225 MTHFD1 0.14 0.03
rs9282564 ABCB1 0.09 0.07 rs1801131 MTHFR 0.06 0.06
rs2066853 AHR 0.05 0.03 rs1801133 MTHFR 0.00 0.00
rs2282883 AHR 0.00 0.00 rs12759827 MTR 0.00 0.00
rs2282885 AHR 0.00 0.00 rs1805087 MTR 0.02 0.01
rs2088102 AKR1A1 0.04 0.02 rs3768142 MTR 0.01 0.00
rs4506592 ARID5B 0.05 0.03 rs4659724 MTR 0.03 0.01
rs4509706 ARID5B 0.49 0.11 rs10380 MTRR 0.23 0.32
rs4948487 ARID5B 0.00 0.00 rs1532268 MTRR 0.00 0.00
rs4948496 ARID5B 0.02 0.03 rs162036 MTRR 0.18 0.14
rs4948502 ARID5B 0.01 0.00 rs1801394 MTRR 0.00 0.00
rs3817074 BAX 0.07 0.05 rs2966952 MTRR 0.03 0.02
rs11876772 BCL2 0.01 0.00 rs3776455 MTRR 0.00 0.00
rs12457893 BCL2 0.00 0.01 rs3024979 NAB2 0.15 0.07
rs1801018 BCL2 0.01 0.00 rs703817 NAB2 0.00 0.01
rs1893806 BCL2 0.01 0.01 rs2229974 NOTCH1 0.05 0.01
rs2850761 BCL2 0.00 0.00 rs3124596 NOTCH1 0.00 0.00
rs4987845 BCL2 0.14 0.08 rs3124603 NOTCH1 0.01 0.00
rs8092560 BCL2 0.13 0.03 rs3124999 NOTCH1 0.02 0.02
rs1005695 CBR1 0.25 0.07 rs1469908 NQO1 0.01 0.01
rs20572 CBR1 0.02 0.02 rs1800566 NQO1 0.22 0.10
rs998383 CBR1 0.24 0.05 rs1143684 NQO2 0.01 0.01
rs1056892 CBR3 0.02 0.00 rs2070999 NQO2 0.02 0.01
rs11575815 CCR5 0.00 0.00 rs643333 SHMT1 0.01 0.01
rs1799988 CCR5 0.09 0.02 rs9909104 SHMT1 0.42 0.10
rs3087253 CCR5 0.00 0.00 rs1051266 SLC19A1 0.01 0.00
rs10403561 CEBPA-AS1 0.03 0.33 rs7499 SLC19A1 0.01 0.00
rs12434881 CEBPE 0.02 0.01 rs2276299 SLC22A8 0.06 0.03
rs8015478 CEBPE 0.01 0.00 rs3809069 SLC22A8 0.07 0.06
rs13306561 CLCN6 0.48 0.35 rs4149183 SLC22A8 0.01 0.00
rs2470893 CYP1A1 0.02 0.01 rs10841769 SLCO1B1 0.00 0.00
rs2246709 CYP3A4 0.85 0.57 rs11045818 SLCO1B1 0.06 0.07
rs2404955 CYP3A4 0.10 0.10 rs17328763 SLCO1B1 0.01 0.01
rs11742668 DHFR 0.12 0.14 rs4149056 SLCO1B1 0.07 0.03
rs12517451 DHFR 0.06 0.01 rs10208033 STAT1 0.02 0.01
rs1650723 DHFR 0.04 0.01 rs2030171 STAT1 0.26 0.02
rs2612100 ENOSF1 0.00 0.00 rs3088307 STAT1 0.01 0.00
rs10957267 GGH 0.03 0.31 rs12949918 STAT3 0.00 0.00
rs11545078 GGH 0.29 0.15 rs17405722 STAT3 0.16 0.09
rs719235 GGH 0.00 0.00 rs3198502 STAT5A 0.02 0.01
rs1695 GSTP1 0.02 0.12 rs4029774 STAT5B 0.01 0.01
rs7941395 GSTP1 0.04 0.09 rs2518463 TPMT 0.01 0.01
rs4132601 IKZF1 0.04 0.05 rs2842951 TPMT 0.02 0.02
rs12063205 JAK1 0.03 0.06 rs1004474 TYMS 0.00 0.00
rs310225 JAK1 0.45 0.02 rs2853533 TYMS 0.23 0.23
rs11888 JAK3 0.14 0.01 rs2853741 TYMS 0.00 0.01
rs3212713 JAK3 0.01 0.02 rs9967368 TYMS 0.00 0.00
rs1677626 MSH3 0.02 0.03 rs745686 ZBTB25 0.04 0.01
rs1076991 MTHFD1 0.07 0.40 Nem 0.47 0.21
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7. tablazat. A paciens neme és a CYP3A4 rs2246709 polimorfizmusa kozotti interak-
cié klinikai paraméterekkel korrigalt hatasa a teljes és az eseménymentes tilélésre.
Roviditések: CI = konfidencia-intervallum, HR = hazard hdnyados (hazard ratio), N =
mintaszdm, NE = események szdma, Rizikécsoport esetén: LR = alacsony riziké, MR =
kozepes rizik, HR = magas riziko

Teljes talélés Eseménymentes tulélés
(N=373, NE=59, p=4,84*10"°) (N=373, NE=75, p=1,2*10"")
Kovarians N, NE HR 95% ClI  p-érték N, NE HR 95% ClI p-érték
LR=90, 7 LR=90, 9
Rizikdcsoport MR=244,36 2,45 1,57-3,82 7,67*10° MR=244,49 2,31 154-3,47 51*10°
HR=39, 16 HR=39, 17
Sejtmorfologia Pre-T, T=64, 13 138 0,72-2,67 0,332 Pre-T, T=64, 15 143 0782,63 0247
(Pre-B, B) Pre-B, B=309, 46 Pre-B, B=309, 60
Citogenetika
Normal 104, 20 1,00 104, 24 1,00
Hiperdiploid 66, 5 0,48 0,18-1,29 0,145 66, 9 0,68 0,31-1,47 0,324
Egyéb 203, 34 0,95 0,53-1,70 0,868 203, 42 0,95 0,56-1,61 0,86
Protokoll
‘88-90 98, 15 1,00 98, 21 1,00
‘95 235,43 1,62 0,88-2,98 0,123 235, 50 1,28 0,75-2,17 0,37
2002 40, 1 0,24 0,03-1,84 0,17 40, 4 0,64 0,22-1,87 0,412
rs2246709, Nem
AA, N6 88, 10 1,00 88, 12 1,00
AA, Feérfi 119, 29 1,99 0,94-419 0,071 119, 35 2,17 1,10-4,27 0,025
AG, No 74,11 12 051-285 0,676 74,13 1,22 0,55-2,68 0,626
AG, Férfi 70, 3 0,37 0,10-1,34 0,13 70, 8 0,82 0,33-2,01 0,663
GG, N6 4,1 2,03 0,26-16,1 0,501 4,1 1,89 0,24-14,7 0,544
GG, Feérfi 18,5 2,07 0,68-6,29 0,2 18, 6 2,44 0,88-6,77 0,086
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8. tablazat. Az MTHFDI (rs1076991) és a CYP3A4 (rs2246709) genotipus interakci-
6janak korrigalatlan és rizikocsoporttal korrigalt hatasa a teljes tialélésre. Rovidité-
sek: CI = konfidencia-intervallum, HR = hazard hanyados (hazard ratio), N = mintaszam,
NE = események szdma, Rizikdcsoport esetén: LR = alacsony rizikd, MR = kodzepes
rizik6, HR = magas rizik6

Korrigalatlan Klinikai paraméterekkel korrigalt
(N=511, NE=75, p=0,0029) (N=373, NE=59, p:2,9*10'6)
Kovarians N,NE HR 95% Cl p-érték N, NE HR 95% CI p-érték
LR=90, 7
Rizikdcsoport - - - - MR=244, 36 2,69 1,73-4,19 1,23*10'5
HR=39, 16
Sejtmorfologia i i i i Pre-T, T=64, 13 103 0,52-2,04 0,928
(Pre-B, B) Pre-B, B=309, 46
Citogenetika
Normal - - - - 104, 20 1,00
Hiperdiploid - - - - 66, 5 0,44 0,16-1,20 0,11
Egyéb - - - - 203, 34 0,89 0,49-1,59 0,683
Protokoll
‘88-90 - - - - 98, 15 1,00
95 - - - - 235, 43 1,77 0,94-3,32 0,078
2002 - - - - 40,1 0,24 0,03-1,85 0,171
Nem - - - NOZI166.22 16 066204 06
(Férfi) Férfi=207, 37
rs1076991 :
rs2246709
AA, AA 66,5 1,00 46, 3 1,00
AA AG 48,7 191 0,61-6,02 0,269 32,4 2,72 0,59-12,58 0,2
AA, GG 6,2 522 1,01-26,92 0,048 2,1 23,74 2,22-254,2 0,009
AG, AA 157,28 2,46 0,95-6,37 0,064 122, 25 3,74 1,11-12,53 0,033
AG, AG 9,6 0,81 0,25-2,64 0,723 69, 5 1,47 0,34-6,26 0,606
AG, GG 15,3 2,64 0,63-11,0 0,184 12,2 2,32 0,38-13)9 0,359
GG, AA 52,13 3,53 1,26-9,89 0,017 39,11 6,11 1,67-22,36 0,006
GG, AG 58,6 1,31 0,40-4,31 0,651 43,5 1,85 0,43-7,96 0,406
GG, GG 13,5 594 1,72-20,5 0,005 8,3 4,99 0,96-25,9 0,056

127



DOI:10.14753/SE.2017.1938

9. tablazat. Az MTHFDI (rs1076991) és a CYP3A4 (rs2246709) genotipus interakcio-
janak Kkorrigalatlan és rizikécsoporttal korrigalt hatasa az eseménymentes tilélésre.
Roviditések: CI = konfidencia-intervallum, HR = hazard hanyados (hazard ratio), N =
mintaszdm, NE = események szdma, Rizikdcsoport esetén: LR = alacsony rizikd, MR =
kozepes rizikd, HR = magas rizik6

Korrigalatlan Klinikai paraméterekkel korrigalt
(N=511, NE=95, p=0,001) (N=373, NE=75, p=7,5*10")
Kovarians N,NE HR 95% Cl p-érték N, NE HR  95% CI  p-érték
LR=90, 9
Rizikocsoport - - - - MR=244, 49 2,45 1,63-3,67 1,4*10°
HR=39, 17
Sejtmorfologia i i i i Pre-T, T=64, 15 115 061217 0,665
(Pre-B, B) Pre-B, B=309, 60
Citogenetika
Normal - - - - 104, 24 1,00
Hiperdiploid - - - - 66, 9 0,61 0,28-1,33 0,21
Egyéb - - - - 203, 42 0,89 0,53-152 0,674
Protokoll
‘88-90 - - - - 98, 21 1,00
95 - - - - 235, 50 1,37 0,79-238 0,257
2002 - - - - 40, 4 0,64 0,21-190 0,419
Nem - - - NGZ166.26 9 44 087237 0,156
(Férfi) Férfi=207, 49
rs1076991 :
rs2246709
AA, AA 66,7 1,00 46, 5 1,00
AA, AG 48,12 2,44 0,96-6,20 0,061 32,8 3,13 1,00-9,82 0,05
AA, GG 6,2 3,76 0,78-18,12 0,098 2,1 11,36 1,22-105,3 0,032
AG, AA 157,33 2,07 0,92-468 0,08 122, 28 2,53 0,97-6,60 0,058
AG, AG 9,8 0,76 0,27-2,09 0,591 69, 6 0,98 0,29-3,25 0,972
AG, GG 15,3 19 049-736 0,351 12,2 151 0,29-7,84 0,623
GG, AA 52,16 3,18 1,31-7,72 0,011 39, 14 4,67 1,65-13,22 0,004
GG, AG 58,8 1,24 0,45-343 0,673 43,7 1,62 0,50-520 0,419
GG, GG 13,6 5,28 1,77-15,7 0,003 8,4 4,32 1,10-16,9 0,036
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10. tablazat. A VariantMetaCaller altal elért AUPRC értékek 3 illetve 4 egyedi vari-
anskivonatol6 kombinaldsaval. A legjobb eredményt ad6 bedllitas félkovér betiitipussal
van jelolve. Roviditések: FB = FreeBayes, HC = HaplotypeCaller, ST = SAMtools, UG
= UnifiedGenotyper

BWA Bowtie 2
Varians- Leolvasasi HC HC HC UG Sg HC HC HC UG :g
tipus mélység UG FB UG FB B UG FB UG FB B
FB T T T FB T T T
S S S ST S S S ST

4 0,7046 0,7295 0,7272 0,7296 0,7302 0,6701 0,6981 0,6847 0,6989 0,6992
8 0,8292 0,8448 0,8436 0,8443 0,8456 0,7922 0,8108 0,8042 0,8113 0,8121
12 0,8781 0,8896 0,8892 0,8893 0,8902 0,8414 0,8557 0,8517 0,8559 0,8565
16 0,9029 0,9110 0,9109 0,9107 0,9115 10,8677 0,8783 0,8763 0,8788 0,8794
20 0,9178 0,9231 0,9232 0,9229 0,9238 10,8854 0,8925 0,8903 0,8930 0,8935

SNP 30 0,9365 0,9390 0,9394 0,9388 0,9398 0,9065 0,9096 0,9078 0,9103 0,9110
40 0,9442 0,9461 0,9467 0,9459 0,9470 0,9160 0,9185 0,9159 0,9195 0,9199

60 0,9529 0,9540 0,9545 0,9539 0,9546 0,9264 0,9271 0,9236 0,9284 0,9289

100 0,9596 0,9600 0,9607 0,9602 0,9608 0,9366 0,9357 0,9303 0,9376 0,9379

200 0,9644 0,9641 0,9654 0,9648 0,9654 0,9443 0,9426 0,9359 0,9449 0,9451

4 0,5213 0,5859 0,5385 0,5579 0,5833 0,4923 0,5407 0,4996 0,5112 0,5392

8 0,6864 0,7228 0,6898 0,6818 0,7181 0,6447 0,6718 0,6452 0,6349 0,6737

12 0,7608 0,7837 0,7672 0,7440 0,7832 0,7121 0,7356 0,7233 0,7022 0,7377

16 0,8008 0,8130 0,8011 0,7712 0,8132 10,7533 0,7661 0,7593 0,7288 0,7680

Indel 20 0,8218 0,8321 0,8240 0,7921 0,8332 0,7724 0,7847 0,7821 0,7519 0,7879

30 0,8558 0,8633 0,8592 0,8270 0,8642 0,8066 0,8131 0,8141 0,7831 0,8179
40 0,8686 0,8700 0,8680 0,8405 0,8737 0,8239 0,8312 0,8320 0,8020 0,8351
60 0,8806 0,8831 0,8814 0,8480 0,8835 0,8378 0,8390 0,8421 0,8091 0,8440
100  0,8912 0,8919 0,8910 0,8596 0,8937 0,8508 0,8519 0,8537 0,8216 0,8575
200 0,8994 0,8980 0,8998 0,8620 0,9022 0,8604 0,8587 0,8599 0,8250 0,8638
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