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Bevezetés

A genetikai és genomikai kutatások jelentősége egyre nagyobb az orvostudomány-

ban. A humán genom szekvenciájának teljes meghatározása, az egyre gyorsabb és

olcsóbb szekvenálási technológiák rohamos fejlődése következtében a személyre

szabott orvoslás bizonyos területeken már a klinikai rutin részévé vált. A szekve-

nálási adatok mennyiségének soha nem látott mértékű növekedése azonban jelentős

kihívásokat támaszt az adatokat értelmezni és elemezni kívánó orvosok, biológusok

és bioinformatikusok számára. A genetikai variánsok elemzése során az új generá-

ciós szekvenálási vizsgálatokkal meghatározott biológiai konklúziók nagy mérték-

ben a hívott variánsok és genotípusok pontosságán alapulnak, amely azonban még

nem minden esetben éri el a klinikai diagnosztikában való felhasználhatóság szintjét.

Emiatt azok a bioinformatikai módszerek, amelyek javítani tudnak a variánshívások

pontosságán, nagy mértékben hozzájárulhatnak a technológiák minél szélesebb körű

használhatóságához. A munkám során kifejlesztettem egy szoftvert, amely különbö-

ző variánskivonatoló módszerek eredményének kombinálásával jobb teljesítményre

képes, mint az egyedi módszerek.

A genetikai variánsok elemzése központi jelentőségű a betegségek patomecha-

nizmusának feltárásában, a betegségre való hajlam, illetve a gyógyulást befolyásoló

tényezők felderítésében és eredményesebb kezelési lehetőségek, terápiás protokol-

lok kidolgozásában. A Bayes-statisztikán alapuló módszerek egyre nagyobb teret

hódítanak a genetikai adatelemzésben is. A munkám során részt vettem a bayesi re-

levanciaelemzési módszertan kifejlesztésében, amely a genetikai variánsok és fenotí-

pusos jellemzők komplex összefüggésrendszerének feltérképezésével a frekventista

statisztikai módszerek hatékony alternatíváját nyújtja asszociációs vizsgálatok ada-

tainak elemzésére. A bayesi módszertan használhatóságát és előnyeit a gyermekkori

akut limfoid leukémia hajlamát és túlélését befolyásoló polimorfizmusok elemzésén

keresztül mutatom be.

Új generációs szekvenálás

Az új generációs szekvenálási (next-generation sequencing, NGS) technológiák meg-

jelenése forradalmasította többek között a humán genetikai és genomikai kutatásokat
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is. A teljes genom, illetve teljes exom szekvenálás segítségével ritka és komplex be-

tegségek genetikai háttere is felderíthető. A technológia folyamatos fejlődése és a

gyártó cégek versenye miatt egyre nagyobb áteresztőképességű szekvenáló berende-

zések jelennek meg, amelyekkel egy bázis meghatározásának fajlagos költsége egyre

olcsóbb.

A teljes NGS munkafolyamat meglehetősen komplex, sok elemzési lépésből áll,

amely számos szoftver és adatbázis használatán alapul. Emiatt nem meglepő, hogy

rengeteg bioinformatikai eszköz született az egyes elemi lépések, illetve akár a teljes

folyamat elvégzésére, azonban a megfelelő eszközök kiválasztása és beállítása nem

triviális. Számos kutatás kimutatta, hogy (1) nincs legjobb variánskivonatolási mód-

szer vagy olyan konkrét munkafolyamat-beállítás, amelynek teljesítménye általános

körülmények között, minden esetben felülmúlná a többiét és (2) jelentős eltérés van a

széles körben használt variánskivonatoló munkafolyamatok eredményei között, még

abban az esetben is, ha ugyanazokra a mérési adatokra alkalmazzák azokat.

Bayes-háló alapú relevanciaelemzés

A Budapesti Műszaki és Gazdaságtudományi Egyetem bioinformatikai munkacso-

portjának tagjaként, dr. Antal Péter vezetésével, részt vettem egy statisztikai mód-

szertan kidolgozásában, amely többek között genetikai asszociációs adatok elemzé-

sére használható. A módszertan ún. Bayes-hálókat használ a tárgyterület változóinak

modellezésére, illetve Bayes-statisztikai módszerekkel meghatározza a változók kö-

zötti komplex függőségek valószínűségét.

A genetikai asszociációs vizsgálatok során a célunk az, hogy meghatározzuk

azokat a genetikai variánsokat, amelyek befolyásolják egy adott fenotípus megje-

lenését (pl. egy betegség kialakulását), azaz tulajdonképpen a genotípus és a feno-

típus komplex összefüggésrendszerét szeretnénk megismerni. Minden egyes megfi-

gyelés (minta) tekinthető a megismerni kívánt rendszer egy adott állapotának, amit

a minta konkrét genotípusa és fenotípusos jellemzői írnak le. Amennyiben ezeket

valószínűségi változóknak tekintjük, akkor a célunkat úgy is megfogalmazhatjuk,

hogy a tárgytartományt leíró együttes valószínűségi eloszlást, illetve annak struktú-

ráját akarjuk feltérképezni. Ehhez a feladathoz használjuk az ún. Bayes-háló alapú

relevanciaelemzést.
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A gyermekkori akut limfoid leukémia

A leukémia a vérképző szervek rosszindulatú megbetegedését magában foglaló be-

tegségcsoport, amelyben a kóros fehérvérsejtek burjánzása túlnövi a normális sejte-

ket, és infiltrálja a különböző szerveket (pl. csontvelőt, idegrendszert, szemet stb.).

A különböző leukémia típusok közül az akut limfoid leukémia (ALL) a leggyako-

ribb (kb. 80%), amely egy multifaktoriális betegség; genetikai és környezeti faktorok

egyaránt befolyásolják a betegség kialakulását.

Az ALL ötéves túlélési aránya napjainkban körülbelül 80 − 90%. A jövőben új

gyógyszercélpontok azonosításával, személyre szabott terápiával, a késői mellékha-

tások és a gyógyszertoxicitás kiszűrésével remélhetőleg ez az arány tovább javítható.

Ennek sikeréhez nagyban hozzájárulhatnak a különböző farmakogenetikai vizsgála-

tok, amelyek a gyógyszermetabolizáló enzimeket, illetve gyógyszercélpontokat és

transzportereket kódoló gének variánsainak hatásait elemzik.

Az emberi szervezetben a citokróm P450 enzimcsalád tagjai számos különbö-

ző típusú gyógyszer, valamint endogén anyag oxidatív metabolizmusában játszanak

szerepet. A CYP3A4 a májban és a bélben legnagyobb mennyiségben előforduló ci-

tokróm P450 enzim, és ezáltal az egyik legfontosabb gyógyszermetabolizáló fehér-

je. Fontos szerepe van az ALL terápiájában alkalmazott gyógyszerek egy részének

metabolizmusában (pl. vinkrisztin, ciklofoszfamid, dexametazon és doxorubicin).

A CYP3A5 enzim szubsztrátspecificitása pedig nagy mértékben átfed a CYP3A4-

el. Ennek ellenére gyakorlatilag még nem született olyan tanulmány, amelyben a

CYP3A4 vagy a CYP3A5 polimorfizmusainak az ALL túlélésében betöltött szerepét

vizsgálták volna. Ennek egyik oka az lehet, hogy az eddig talált funkcionális varián-

sok, amelyek befolyásolták a gének expresszióját, alacsony allélfrekvenciával ren-

delkeztek (maximum 4 − 5%) az egyébként kisméretű populációkban, így ezeknek

az elemzéseknek a statisztikai ereje alacsony volt. A Genetikai, Sejt- és Immunbio-

lógiai Intézet rendelkezésére álló biobank mérete azonban lehetővé teszi ezeknek a

géneknek a vizsgálatát jóval nagyobb mintaszámon is.

Mivel a kemoterápiás kezelések során adott gyógyszerek hatásosságát és haté-

konyságát számtalan gén, illetve azok bonyolult egymásra hatása befolyásolja, a far-

makogenetikai vizsgálatokban fontos szerepe van azoknak a módszereknek, amelyek

több változó együttes hatását, illetve az interakcióikat is képesek kimutatni.
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Célkitűzés

A munkám során a következő célkitűzéseim voltak:

1. Különböző variánskivonatolási munkafolyamatok teljesítményének és együtt

járásának (konkordanciájának) összehasonlítása, különös tekintettel az illesz-

tőprogram megválasztásának és a leolvasási mélység hatásának elemzésére. A

jelenleg javasolt manuális szűrési beállítások hatásának kiértékelése a munka-

folyamatok szenzitivitására és precizitására.

2. Egy olyan szoftver kifejlesztése, amely az egyedi variánskivonatolási módsze-

rek eredményét kombinálja, amely során felhasználja a variánsok minőségét

leíró annotációs jellemzőket is. A program nagy megbízhatóságú referencia

variánskészletek használata nélkül, kisebb genomi régiók vagy kevés minta

esetén is tegye lehetővé a variánsok valószínűségének becslését és ezáltal a

precizitás alapú szűrést. A kifejlesztett program teljesítményének összehason-

lítása az egyedi variánskivonatolók, illetve egy alternatív kombinációs prog-

ram (BAYSIC) eredményeivel.

3. A CYP3A4 gén és a CYP3A5 gyakori polimorfizmusainak a gyermekkori ALL

túlélését befolyásoló hatásának vizsgálata, interakciók keresése a bayesi rele-

vanciaelemzés segítségével.

4. A Bayes-háló alapú relevanciaelemzési módszertan tesztelése és összehason-

lítása a frekventista statisztikával asszociációs vizsgálatokban. Ennek során

a bayesi módszertan tesztelése, a frekventista vizsgálatok eredményeivel va-

ló összevetése, az eredmények metodológiai szempontból történő elemzése,

illetve ezek alapján a módszertan továbbfejlesztése.
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Módszerek

Variánskivonatoló programok teljesítményének és együtt járásá-
nak elemzése, a kivonatolási eredmények kombinálása

Az egyes variánskivonatoló programok, illetve az általam kifejlesztett VariantMe-

taCaller program teljesítményének összehasonlításához mesterséges szekvenciaada-

tokat állítottam elő. Az egyes variánskivonatolási módszerek szenzitivitásának és

precizitásának mérése során során az általam generált mintákban szereplő valódi va-

riánsokat használtam referenciaként, azaz az egyes módszerek eredményét ezekkel a

referenciavariánsokkal vetettem össze. A szimulált adatok mellett valós szekvenálá-

si adatokat is felhasználtam, melyet az Illumina BaseSpace honlapjáról töltöttem le.

Ehhez elérhető egy nagy pontosságú, „platinum minőségű” referencia variánslista is,

amit az összehasonlítások során referenciaként használtam.

A leolvasásokat először minőségi szűréseknek vetettem alá, majd a BWA–MEM

és a Bowtie 2 programok segítségével felillesztettem a hg19 referenciagenomra. Ezt

követően négy különböző variánskivonatoló programot futtattam le a két különböző

illesztési eredményen az SNP-k és rövid indelek detektálására: a GATK Unified-

Genotyper és HaplotypeCaller programját, a FreeBayes-t és a SAMtools-BCFtools

programok kombinációját. A GATK alapú kivonatolók eredményét manuális szű-

rők használatával leszűrtem a GATK ajánlásainak megfelelően. A FreeBayes és a

SAMtools által hívott variánsokat szintén leszűrtem a variánsminőség minimális kü-

szöbértékének meghatározásával.

Az általam kifejlesztett VariantMetaCaller program az egyedi szűretlen variáns-

kivonatolási eredményeket kombinálja ún. szupport vektor gépek (SVM) használatá-

val. Első lépésben a különböző variánskivonatolási módszerek által hívott variánso-

kat a program egyesíti, és az átlapolódó, esetlegesen eltérő variánsreprezentációkat

egységesíti. Ezt követően minden egyes variánskivonatolóhoz és variánstípushoz

(azaz külön az SNP-kre és külön az indelekre) a program egy SVM-et tanít. A ta-

nítóminták kiválasztásához a következő heurisztikát használjuk: azok a variánsok

lesznek a pozitív tanítóminták, amelyeket minden kivonatoló módszer megtalál, és

azok lesznek a negatív tanítóminták, amelyeket csak egyetlen kivonatoló program

talál meg. Végül mindegyik variánskivonatoló esetén minden egyes variánshoz ki-
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számítjuk annak feltételes valószínűségét, hogy az adott variáns “valódi” (azaz a

pozitív osztályba tartozik), majd ezt kiátlagoljuk a variánskivonatolók felett.

Az egyes módszerek teljesítményét precizitás-szenzitivitás görbék segítségével

hasonlítottuk össze.

A CYP3A4 potenciális szerepének vizsgálata a gyermekkori akut
limfoid leukémia farmakogenetikájában

A gyermekkori akut limfoid leukémia túlélését befolyásoló genetikai és környezeti

faktorok elemzése során a Semmelweis Egyetem Genetikai Sejt- és Immunbiológiai

Intézetében kialakított biobankot használtuk. A vizsgálatok során 1990 és 2010 kö-

zött ALL-el diagnosztizált betegek adatait elemeztük (511 beteg). A vizsgálatokba

bevont személyektől perifériás vérmintát gyűjtöttek.

A vizsgálat során a CYP3A4 és CYP3A5 gén egyes polimorfizmusait elemeztük.

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

Hilden, Németország) történt, a gyártó által előírt protokolloknak megfelelően. Az

SNP-k genotipizálása Sequenom iPLEX Gold MassARRAY technológiával történt

a kanadai McGill Egyetem és Génome Québec Innovációs Központban (Montreal,

Kanada).

Az adatok frekventista elemzését az R statisztikai szoftverrel végeztem. A túl-

élési adatok egy- és többváltozós elemzésére Cox-regressziós modellt alkalmaztam.

A statisztikai erő elemzéséhez a bootstrap módszert használtam.

A rizikócsoport-besorolási változók diszkriminatív teljesítményét a C-index (kon-

kordancia index) kiszámításával végeztem. Ennek konfidencia-intervallumát boot-

strap módszerrel számítottam ki. A kockázat-besorolási változók közötti különbsé-

get t-teszttel számítottam ki minden egyes időpontra, majd a p-értékeket Benjamini-

Hochberg módszerével korrigáltam.

Az adatokat bayesi relevanciaelemzéssel is vizsgáltuk. Ennek során a lehetsé-

ges Bayes-háló struktúrák mintavételezéséhez az ún. MC3 algoritmust (Metropolis

Coupled Markov Chain Monte Carlo) használtuk. A mintavételezett gráfstruktúrák

alapján kiszámítottuk a változók közötti kapcsolati típusok és a célváltozó szempont-

jából erősen releváns változóhalmazok a posteriori valószínűségét, illetve a változók

közötti interakciókat és redundanciákat.
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Eredmények

Variánskivonatolási munkafolyamatok teljesítménye és konkordan-
ciája

Az egyedi variánskivonatolási munkafolyamatok teljesítményét szimulált adatok se-

gítségével hasonlítottuk össze. Az eredményeink más kutatócsoportokkal egyetértés-

ben azt mutatták, hogy nem volt olyan általánosan legjobbnak mondható módszer,

amelynek a szenzitivitása és precizitása is a lefedettségtől függetlenül felülmúlta vol-

na a többiét. Általánosságban elmondható azonban, hogy a HaplotypeCaller jól tel-

jesített: ez találta meg a legtöbb valódi indelt, és ez bizonyult a legprecízebbnek

SNP-k kivonatolása esetén. Kimutattuk, hogy a leolvasási mélység növekedésével

nőtt a variánskivonatoló módszerek szenzitivitása. Meglepő módon azonban a ha-

misan hívott variánsok száma egy bizonyos lefedettség fölött szintén nőtt, azaz a

módszerek precizitása csökkent a lefedettség növekedésével.

Az egyes módszerek szenzitivitása és precizitása azonos lefedettség mellett jóval

magasabb volt SNP-k, mint indelek esetén. Az eredményeink azt mutatják, hogy je-

lentős lefedettségbeli növekedésre van szükség ugyanakkora szenzitivitás eléréséhez

(pl. az SNP-k esetén 16× lefedettségnél tapasztalt szenzitivitást indelek esetén csak

200× lefedettség mellett tudta elérni a HaplotypeCaller).

Az illesztőprogram megválasztása jelentősen befolyásolta a variánskivonatolás

eredményét. A BWA használata általában szignifikánsan jobb eredményekre veze-

tett, mint a Bowtie 2 program használata.

Kimutattuk, hogy jelentős eltérés van a széles körben használt variánskivonatoló

munkafolyamatok eredményei között. Az illesztőprogramok különbsége a variáns-

kivonatolási módszerek konkordanciájára is hatással volt, a módszerek együtt járása

ugyanis általában kisebb volt a Bowtie 2 illesztések használatakor.

A variánskivonatolás precizitásának javítása érdekében a bioinformatikai kiérté-

kelések során gyakran alkalmaznak manuális variáns szűrést. Mivel azonban nem

áll rendelkezésünkre olyan mutató vagy mutatók olyan kombinációja, amely egyér-

telműen megkülönböztetné a valódi és a hibásan hívott variánsokat, a precizitás és

a szenzitivitás fordítottan viszonyulnak egymáshoz, azaz a precizitást csak a szen-

zitivitás csökkenése árán tudjuk növelni. A manuális szűréseket a jelenlegi ajánlá-
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soknak megfelelően végeztük, észben tartva, hogy ezek nem feltétlenül jelentenek

optimális megoldást. A manuális szűrők hatásának lefedettségtől való függése je-

lentős mértékben különbözött a GATK-, illetve nem GATK alapú variánskivonatoló

módszerek esetén. A FreeBayes és a SAMtools esetén ugyanis a jelenlegi ajánlások

szerint egyedül a becsült variánsminőség alapján, egy küszöbérték meghatározásá-

val történt a variánsok szűrése. Mivel a variánsminőség mutató értéke a lefedettség

növekedésével általában szintén nőtt egy adott variáns esetén, így a rögzített küszöb-

érték használata miatt egyre kevesebb variánst szűrtünk ki. A HaplotypeCaller és

a UnifiedGenotyper esetén a szűrőfeltételek több mutató értékén alapulnak, így a

lefedettségtől való függés is összetettebb.

Összességében az eredményeink azt mutatják, hogy a manuális szűrések hasz-

na korlátozott volt: (1) a szenzitivitás általában nagyobb mértékben csökkent, mint

amennyire a precizitás növekedett a szűrés hatására, illetve (2) ugyanaz a szűrőbeál-

lítás nem volt megfelelő minden leolvasási mélység esetén.

Variánskivonatolók kombinálása: VariantMetaCaller

A VariantMetaCaller program egyedi variánskivonató módszerek eredményeit kom-

binálja, kihasználva azok erősségeit és komplementaritását.

Mivel minden kivonatoló módszer esetén vannak olyan valódi variánsok, ame-

lyeket az nem talál meg, de egy vagy több másik módszer igen, ezért a VariantMe-

taCallerrel kombinált variánsok maximális szenzitivitása magasabb volt, mint bár-

melyik egyedi módszeré. A szenzitivitás növelésén túl a precizitás maximalizálása

is alapvető fontosságú. Ezért azt is figyelembe kell venni, hogy egy adott módszer

által kiszámított mutató mennyire képes megkülönböztetni a valódi és a hamis va-

riánsokat. Az eredmények alapján a VariantMetaCaller által meghatározott variáns

valószínűségi pontszám teljesíti ezt az elvárást: a variánsokat valószínűség szerint

csökkenő sorrendbe állítva a precizitás a sorrend mentén a szenzitivitás növekedésé-

vel lassan csökkent, és csak a nagy szenzitivitás értékeknél kezdett élesen csökkenni.

Összességében elmondható, hogy a szimulált és a valós adatokon végzett elem-

zések eredménye alapján a VariantMetaCaller a leolvasási mélységtől, az illesztőtől

és a variánstípustól függetlenül nagyobb precizitást ért el minden szenzitivitási szin-

ten mint a bemenetéül szolgáló egyedi variánskivonató módszerek.
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A variánsok sorrendezésére, illetve a valódi–hamis variánsok megkülönbözteté-

sére használható mutatók teljesítményének számszerűsítésére a precizitás–szenziti-

vitás görbe alatti területet (AUPRC) használtuk. A VariantMetaCaller AUPRC pont-

száma a lefedettségtől, az illesztőtől és a variánstípustól függetlenül minden esetben

magasabb volt, mint az egyedi variánskivonatolók AUPRC értéke mind a szimulált,

mind a valós adatokon végzett elemzések eredménye alapján. Szimulált adathalma-

zok használatával azt is megmutattuk, hogy a VariantMetaCaller kisebb méretű –

tipikusan a célzott génpanelek méretéhez hasonló – célrégiók esetén is jobb teljesít-

ményt nyújtott.

A dolgozat egyik célkitűzése az volt, hogy megmutassuk a köztes annotációs in-

formáció felhasználásának előnyét a variánshívások fuzionálásakor. Ennek érdeké-

ben a VariantMetaCaller által elért eredményeket összehasonlítottuk a BAYSIC-kel,

amely ún. késői fúziót valósít meg, azaz a variánshívók kombinálásakor csak a konk-

rét variánshívásokat használja fel, annotációs adatokat nem. A teljes exomon elért

eredményeket tekintve a VariantMetaCaller nyújtott jobb teljesítményt; az AUPRC

értékek különbsége 1− 4% volt. Ez figyelemreméltó, ugyanis 1%-nyi különbség kb.

473 SNP és 49 indel pontosabb sorrendezését jelenti a jelenlegi kísérleti beállítások

mellett. Ezen felül kiszámítottuk az AUPRC értékeket a két módszer esetén minden

egyes kromoszómára szűkítve is, és azt találtuk, hogy a VariantMetaCaller az ese-

tek legnagyobb részében jobb teljesítményt nyújtott mint a BAYSIC, és a különbség

statisztikailag is erősen szignifikáns volt.

A munkám másik célkitűzése az volt, hogy egy rugalmas, könnyen értelmezhető

megoldást adjak a variánsok szűrésére, a hamis felfedezési arányon alapuló paradig-

ma analógiájára. Ez a variánsok valószínűségének pontos becslésével válik elérhe-

tővé: a valószínűségi értékekkel a variánsokat sorrendezhetjük, majd minden egyes

küszöbértékre ki tudjuk számítani a várható precizitást. Ezután a precizitás közvet-

lenül átfordítható a valódi, vagy ezzel ekvivalens módon a hamis variánsok várha-

tó számára. A VariantMetaCaller a variánsok valószínűségét pontosabban becsülte

mint a többi módszer, így a program támogatja a kvantitatív, alkalmazás-specifikus

szűrés lehetőségét.

9



A CYP3A4 és a CYP3A5 gének kiválasztott polimorfizmusainak
hatása a gyermekkori ALL túlélésére

A munkám során a CYP3A4 és a CYP3A5 gének kiválasztott polimorfizmusainak a

gyermekkori akut limfoid leukémia túlélését befolyásoló hatását vizsgáltam. Ennek

során azt találtam, hogy a CYP3A4 gén egy gyakori SNP-je (rs2246709) szignifi-

kánsan befolyásolta az ALL-es betegek kemoterápia utáni túlélését, és ezt a hatást

a páciens neme erősen befolyásolta. A nemek közötti különbség különösen jelen-

tős volt az AG heterozigóta genotípusú betegek esetén; ebben az esetben a fiúknak

szignifikánsan magasabb volt a túlélési aránya mint a lányoknak. Ezzel szemben

a vad homozigóta AA genotípus fiúkban rosszabb túlélési aránnyal asszociált, mint

lányokban.

A páciens neme és az rs2246709 polimorfizmus interakciója alapján egyszerű

szabályok segítségével egy olyan új rizikócsoport-besorolást tudtunk megállapítani,

amelynek a kockázatbecslési teljesítménye szignifikánsan felülmúlta a jelenlegiét.

A CYP3A4 polimorfizmusai és további - az ALL hajlamosításban, illetve a folát-

anyagcserében részt vevő kiválasztott 34 gén SNP-i között a bayesi relevanciaelem-

zés segítségével interakciókat kerestünk. Ennek során azt találtuk, hogy az MTHFD1

gén egy SNP-je (rs1076991) szignifikánsan befolyásolta az rs2246709 hatását a túl-

élésre. Ez a gén a folát-anyagcsere útvonal része, amely a metotrexát kemoterápiás

szer célpontja. Az rs1076991 polimorfizmus GG genotípusa megnövelte a B-sejtes

ALL kialakulásának valószínűségét, de önmagában nem volt hatása a túlélésre. A

CYP3A4 nem metabolizálja a metotrexátot, így feltehetően a két SNP hatása a kü-

lönböző útvonalakon összeadódik.

A bayesi relevanciaelemzési módszertan alkalmazási lehetőségei-
nek vizsgálata asszociációs vizsgálatokban

A bayesi relevanciaelemzést (a CYP3A4 gén elemzésén kívül) két jelölt gén asszo-

ciációs vizsgálatban alkalmaztuk a gyermekkori ALL hajlamosító tényezőinek fel-

derítésére, illetve egy parciális genomszűrési vizsgálatban az asztma genetikai haj-

lamosító tényezőinek tanulmányozására.

Az elemzések során a bayesi relevanciaelemzési módszer több előnyös tulajdon-
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ságára is sikerült rávilágítani, melyek a következők:

• A Bayes-statisztikai megközelítés miatt az egyes eredmények (hipotézisek)

direkt valószínűségi állítások formájában fogalmazhatók meg, amelyek pon-

tosan tükrözik az adatainkban rejlő információt. Ez, a frekventista megkö-

zelítéssel szemben, akár azt is lehetővé tenné, hogy az állításokból olyan va-

lószínűségi adat- és tudásbázisokat építsünk, amelyek támogatják a komplex

valószínűségi lekérdezéseket, a meta-analízisek könnyebb elvégezhetőségét,

illetve az eredmények háttértudással való fúzióját.

• Mivel a módszer eredendően többváltozós, így egyszerre tudjuk elemezni az

összes polimorfizmus, környezeti tényező és fenotípusos leíró függését a cél-

változótól, illetve a változók bonyolult összefüggésrendszerét is. Ezáltal a

változók direkt és tranzitív hatásai is megkülönböztethetők egymástól, illetve

a módszer a különféle kapcsolati típusok definiálásával egy jóval gazdagabb

nyelvet nyújt a célváltozót befolyásoló tényezők hatásának leírására és értel-

mezésére. Hagyományos statisztikai módszerekkel a változók közötti kapcso-

latrendszer hasonló részletességgel csak korlátozott módon lenne felderíthe-

tő (pl. változópáronkénti asszociációs tesztekkel), melyet tovább súlyosbít a

többszörös hipotézistesztelés miatt fellépő korrekció szükségessége.

• A többváltozós modellezés miatt lehetőség van a változók közötti interakciók

és redundanciák feltérképezésére is. A bayesi relevanciaelemzés a folát anyag-

cserében szerepet játszó gének vizsgálatakor például egy komplex interakciós

hatást mutatott ki a hiperdiploid ALL alcsoportban.

• A Bayes-statisztika továbbá egy automatikus és normatív megoldást ad a frek-

ventista statisztikai módszereket sújtó többszörös hipotézistesztelési problé-

mára, így az eredményeket nem kell korrigálni.

• Lehetőség van továbbá egyszerre több célváltozó kezelésére is azáltal, hogy

gyakorlatilag tetszőleges strukturális kérdés a posteriori valószínűsége kiszá-

mítható a módszer segítségével. Ennek jelentőségét egy asztma parciális ge-

nomszűrési elemzés során mutattuk meg.
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Következtetések

A munkám eredményeképpen az alábbi következtetéseket vonhatjuk le:

1. Kifejlesztettünk egy új módszert (VariantMetaCaller), amely új generációs

szekvenálási variánskivonatoló programok variánshívási eredményeit kombi-

nálja. A módszer a kombináció során (1) kihasználja az egyedi kivonatoló

programok alacsony konkordanciáját illetve komplementaritását, (2) felhasz-

nálja az egyedi kivonatoló programok által generált nagy-dimenziós annotáci-

ós adatokat és (3) megbecsüli a variánsok valódiságának valószínűségét. Szi-

mulált és valós szekvenálási adatok felhasználásával megmutattuk, hogy a Va-

riantMetaCaller az általunk vizsgált genomi régió méretek esetén, néhány száz

kilobázistól a teljes exomi méretig, szignifikánsan jobb teljesítményt nyújtott,

mint a bemenetéül szolgáló variánskivonatolási módszerek.

2. Valós szekvenálási adatok használatával megvizsgáltuk a variánsok valódisá-

gának valószínűségét becslő módszerek pontosságát. Az eredményeink sze-

rint a VariantMetaCaller pontosabban becsülte a várható precizitást mint az

alternatív módszerek. Ezáltal a VariantMetaCaller egy könnyen értelmezhető,

kvantitatív, várható precizitás alapú szűrőt ad a felhasználó kutatók, bioló-

gusok, orvosok kezébe, amely lehetővé teszi, hogy megkeressük a variánski-

vonatolás szenzitivitásának és precizitásának alkalmazás-specifikus egyensú-

lyát. Az eredményeink alapján a VariantMetaCaller célzott génpanelek, illetve

olyan organizmusok szekvenálása esetén is használható, amelyekhez jelenleg

nem állnak rendelkezésre nagy megbízhatóságú referencia variánskészletek.

Ezáltal a kvantitatív, precizitás alapú szűrés azokon az alkalmazási területe-

ken is lehetővé válik, ahol eddig csak manuális szűréseket lehetett használni a

variánshívások precizitásának növelésére.

3. Az egyik legfontosabb gyógyszer-metabolizáló enzim, a CYP3A4 génjének

polimorfizmusait vizsgálva megmutattuk, hogy az rs2246709 SNP szignifi-

kánsan befolyásolja az akut limfoid leukémia kemoterápiás kezelésének teljes

és eseménymentes túlélésének kockázatát. A bayesi relevanciaelemzés segít-

ségével kimutattuk, hogy a CYP3A4 gén rs2246709 polimorfizmusának és a
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folát-anyagcserében szerepet játszó MTHFD1 gén egyik polimorfizmusának

interakciója szignifikánsan befolyásolja a túlélési kockázatot.

4. A bayesi relevanciaelemzés segítségével kimutattuk, és frekventista statiszti-

kai elemzéssel megerősítettük, hogy a CYP3A4 gén rs2246709 polimorfizmu-

sának és a páciens nemének interakciója szignifikánsan befolyásolja a gyer-

mekkori akut limfoid leukémia kemoterápiás kezelésének túlélési kockáza-

tát. Az interakciós hatást leíró egyszerű szabályok segítségével egy olyan új

rizikócsoport-besorolási változót sikerült létrehozni, amely az eredeti besoro-

láshoz képest szignifikánsan jobb kockázatbecslést tett lehetővé.

5. Megmutattuk, hogy a bayesi relevanciaelemzési módszer a hagyományos frek-

ventista statisztikai módszerekkel szemben a változók direkt és tranzitív hatá-

sainak megkülönböztetésével, a különféle kapcsolati típusok definiálásával, il-

letve az interakciók és redundanciák automatikus feltérképezésével jóval rész-

letgazdagabb elemzést tesz lehetővé genetikai asszociációs vizsgálatok adata-

inak elemzése során.
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