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Bevezetés

A genetikai és genomikai kutatdsok jelentdsége egyre nagyobb az orvostudomany-
ban. A humén genom szekvencidjanak teljes meghatdrozasa, az egyre gyorsabb és
olcsébb szekvendldsi technolégidk rohamos fejlédése kovetkeztében a személyre
szabott orvoslas bizonyos teriileteken mar a klinikai rutin részévé valt. A szekve-
nalési adatok mennyiségének soha nem latott mértékli novekedése azonban jelentGs
kihivasokat timaszt az adatokat értelmezni és elemezni kivané orvosok, biolégusok
és bioinformatikusok szdmdra. A genetikai varidnsok elemzése sordn az Uj genera-
ci6s szekvenadldsi vizsgdlatokkal meghatdrozott biol6giai konkliziok nagy mérték-
ben a hivott varidnsok és genotipusok pontossidgdn alapulnak, amely azonban még
nem minden esetben éri el a klinikai diagnosztikdban valé felhasznalhatdsag szintjét.
Emiatt azok a bioinformatikai médszerek, amelyek javitani tudnak a varidnshivasok
pontossdgan, nagy mértékben hozzdjarulhatnak a technoldgidk minél szélesebb kori
hasznédlhat6sdgdhoz. A munkdm sordn kifejlesztettem egy szoftvert, amely kiilonbo-
z6 varidnskivonatol6 médszerek eredményének kombinaldsaval jobb teljesitményre
képes, mint az egyedi médszerek.

A genetikai varidnsok elemzése kozponti jelent6ségii a betegségek patomecha-
nizmusédnak feltardsaban, a betegségre vald hajlam, illetve a gy6gyuldst befolydsold
tényezdk felderitésében és eredményesebb kezelési lehetdségek, terdpids protokol-
lok kidolgozasaban. A Bayes-statisztikdn alapulé mddszerek egyre nagyobb teret
héditanak a genetikai adatelemzésben is. A munkdm sordn részt vettem a bayesi re-
levanciaelemzési médszertan kifejlesztésében, amely a genetikai varidnsok és fenoti-
pusos jellemzdk komplex osszefiiggésrendszerének feltérképezésével a frekventista
statisztikai médszerek hatékony alternativdjat nyudjtja asszocidcids vizsgalatok ada-
tainak elemzésére. A bayesi modszertan hasznalhatdsagat és eldnyeit a gyermekkori
akut limfoid leukémia hajlamat és tilélését befolydsold polimorfizmusok elemzésén

keresztiil mutatom be.

Uj generacios szekvenalas

Az 1j generacids szekvendldsi (next-generation sequencing, NGS) technolégidk meg-

jelenése forradalmasitotta tobbek kozott a humén genetikai és genomikai kutatdsokat



is. A teljes genom, illetve teljes exom szekvendlds segitségével ritka és komplex be-
tegségek genetikai hattere is felderithets. A technolégia folyamatos fejlédése és a
gyart6 cégek versenye miatt egyre nagyobb ateresztoképességii szekvendlo berende-
zések jelennek meg, amelyekkel egy bazis meghatdrozasanak fajlagos koltsége egyre
olcsébb.

A teljes NGS munkafolyamat meglehetésen komplex, sok elemzési 1épésbdl all,
amely szdmos szoftver és adatbdzis haszndlatdn alapul. Emiatt nem meglepd, hogy
rengeteg bioinformatikai eszkoz sziiletett az egyes elemi 1épések, illetve akar a teljes
folyamat elvégzésére, azonban a megfeleld eszkozok kivalasztisa és bedllitdsa nem
trividlis. Szamos kutatds kimutatta, hogy (1) nincs legjobb varidnskivonatoldsi mdd-
szer vagy olyan konkrét munkafolyamat-bedllitds, amelynek teljesitménye altaldnos
koriilmények kozott, minden esetben felillmiilna a tobbiét és (2) jelentss eltérés van a
sz€les korben hasznalt varidnskivonatolé munkafolyamatok eredményei kozott, még

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

Bayes-hal6 alapi relevanciaelemzés

A Budapesti Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem bioinformatikai munkacso-
portjanak tagjaként, dr. Antal Péter vezetésével, részt vettem egy statisztikai mdd-
szertan kidolgozdsdban, amely tobbek kozott genetikai asszocidcids adatok elemzé-
sére haszndlhat6. A mddszertan in. Bayes-hdlokat haszndl a targyteriilet valtozéinak
modellezésére, illetve Bayes-statisztikai médszerekkel meghatarozza a valtozok ko-
zotti komplex fiiggdségek valdszintiségét.

A genetikai asszocidcids vizsgdlatok sordn a célunk az, hogy meghatdrozzuk
azokat a genetikai varidnsokat, amelyek befolydsoljdk egy adott fenotipus megje-
lenését (pl. egy betegség kialakuldsat), azaz tulajdonképpen a genotipus és a feno-
tipus komplex Osszefiiggésrendszerét szeretnénk megismerni. Minden egyes megfi-
gyelés (minta) tekinthetd a megismerni kivant rendszer egy adott dllapotdnak, amit
a minta konkrét genotipusa €s fenotipusos jellemzdi irnak le. Amennyiben ezeket
valdszinfiségi valtozoknak tekintjiik, akkor a célunkat Ggy is megfogalmazhatjuk,
hogy a targytartomdnyt leir6 egyiittes valdszintiségi eloszldst, illetve annak struktd-
rdjat akarjuk feltérképezni. Ehhez a feladathoz hasznaljuk az Gn. Bayes-halé alapd

relevanciaelemzést.



A gyermekkori akut limfoid leukémia

A leukémia a vérképz6 szervek rosszindulati megbetegedését magaban foglald be-
tegségcsoport, amelyben a koros fehérvérsejtek burjanzasa tilnovi a normalis sejte-
ket, és infiltrdlja a kiilonbozé szerveket (pl. csontvel6t, idegrendszert, szemet stb.).
A kiilonbozd leukémia tipusok koziil az akut limfoid leukémia (ALL) a leggyako-
ribb (kb. 80%), amely egy multifaktoridlis betegség; genetikai és kornyezeti faktorok
egyarant befolyasoljak a betegség kialakuldsat.

Az ALL 6téves tilélési aranya napjainkban koriilbeliil 80 — 90%. A jovSben j
gyogyszercélpontok azonositasaval, személyre szabott terdpiaval, a kés6i mellékha-
tasok és a gydgyszertoxicitas kiszlirésével remélhetdleg ez az arany tovabb javithato.
Ennek sikeréhez nagyban hozzajarulhatnak a kiilonb6z6 farmakogenetikai vizsgala-
tok, amelyek a gydgyszermetabolizal6 enzimeket, illetve gydgyszercélpontokat és
transzportereket k6dolé gének varidnsainak hatdsait elemzik.

Az emberi szervezetben a citokrém P450 enzimcsalad tagjai szdmos kiilonbo-
z0 tipusu gydgyszer, valamint endogén anyag oxidativ metabolizmusadban jitszanak
szerepet. A CYP3A4 a méjban €s a bélben legnagyobb mennyiségben el6fordulé ci-
tokrém P450 enzim, és ezdltal az egyik legfontosabb gydgyszermetabolizald fehér-
je. Fontos szerepe van az ALL terdpidjaban alkalmazott gyégyszerek egy részének
metabolizmusdban (pl. vinkrisztin, ciklofoszfamid, dexametazon és doxorubicin).
A CYP3AS enzim szubsztritspecificitdsa pedig nagy mértékben atfed a CYP3A4-
el. Ennek ellenére gyakorlatilag még nem sziiletett olyan tanulmany, amelyben a
CYP3A4 vagy a CYP3A5 polimorfizmusainak az ALL tilélésében betoltott szerepét
vizsgaltak volna. Ennek egyik oka az lehet, hogy az eddig talalt funkciondlis varian-
sok, amelyek befolydsoltdk a gének expresszidjat, alacsony allélfrekvencidval ren-
delkeztek (maximum 4 — 5%) az egyébként kisméretii populdcidkban, igy ezeknek
az elemzéseknek a statisztikai ereje alacsony volt. A Genetikai, Sejt- és Immunbio-
l16giai Intézet rendelkezésére all6 biobank mérete azonban lehetévé teszi ezeknek a
géneknek a vizsgdlatat joval nagyobb mintaszdmon is.

Mivel a kemoterdpids kezelések sordn adott gydgyszerek hatdsossdgat és haté-
konysagat szamtalan gén, illetve azok bonyolult egymasra hatasa befolyasolja, a far-
makogenetikai vizsgalatokban fontos szerepe van azoknak a médszereknek, amelyek

tobb véltoz6 egyiittes hatdsat, illetve az interakcidikat is képesek kimutatni.



Célkittizés
A munkdm sordn a kovetkezd célkitlizéseim voltak:

1. Kiilonb6z6 varidnskivonatolasi munkafolyamatok teljesitményének és egytitt
jarasanak (konkordancidjanak) 6sszehasonlitdsa, kiilonos tekintettel az illesz-
toprogram megvalasztasanak és a leolvasasi mélység hatdsanak elemzésére. A
jelenleg javasolt manudlis sziirési bedllitdsok hatdsanak kiértékelése a munka-

folyamatok szenzitivitdsara és precizitdsdra.

2. Egy olyan szoftver kifejlesztése, amely az egyedi varidnskivonatoldsi médsze-
rek eredményét kombindlja, amely sordn felhaszndlja a varidnsok min&ségét
leiré annoticids jellemzdket is. A program nagy megbizhatésdgu referencia
varidnskészletek haszndlata nélkiil, kisebb genomi régidk vagy kevés minta
esetén is tegye lehet6vé a varidnsok valdszintiségének becslését és ezdltal a
precizitas alapu szfirést. A kifejlesztett program teljesitményének 6sszehason-
litdsa az egyedi varidnskivonatoldk, illetve egy alternativ kombinéciés prog-
ram (BAYSIC) eredményeivel.

3. A CYP3A4 gén és a CYP3AS5 gyakori polimorfizmusainak a gyermekkori ALL
tilélését befolydsold hatdsdnak vizsgdlata, interakcidk keresése a bayesi rele-

vanciaelemzé€s segitségével.

4. A Bayes-hdl6 alapt relevanciaelemzési médszertan tesztelése és osszehason-
litdsa a frekventista statisztikdval asszocidciés vizsgalatokban. Ennek sordn
a bayesi mddszertan tesztelése, a frekventista vizsgalatok eredményeivel va-

16 Osszevetése, az eredmények metodoldgiai szempontbdl torténd elemzése,

illetve ezek alapjan a mddszertan tovabbfejlesztése.



Modszerek

Varianskivonatolé programok teljesitményének és egyiitt jarasa-

nak elemzése, a Kivonatolasi eredmények kombinalasa

Az egyes varidnskivonatolé programok, illetve az dltalam kifejlesztett VariantMe-
taCaller program teljesitményének 0sszehasonlitdsdhoz mesterséges szekvenciaada-
tokat allitottam el6. Az egyes varidnskivonatoldsi médszerek szenzitivitidsdnak és
precizitisinak mérése soran sordn az dltalam generalt mintdkban szerepl$ valodi va-
ridnsokat hasznaltam referenciaként, azaz az egyes médszerek eredményét ezekkel a
referenciavaridnsokkal vetettem Ossze. A szimulalt adatok mellett valés szekvenald-
si adatokat is felhaszndltam, melyet az Illumina BaseSpace honlapjardl toltottem le.
Ehhez elérhet6 egy nagy pontossagu, ,,platinum mindségii” referencia varidnslista is,
amit az 0sszehasonlitdsok sordn referenciaként hasznaltam.

A leolvasdsokat el6szor mindségi sziliréseknek vetettem ald, majd a BWA-MEM
és a Bowtie 2 programok segitségével felillesztettem a hg19 referenciagenomra. Ezt
kovetden négy kiilonboz6 varidnskivonatol6 programot futtattam le a két kiilonb6z6
illesztési eredményen az SNP-k és rovid indelek detektdldsira: a GATK Unified-
Genotyper és HaplotypeCaller programjat, a FreeBayes-t és a SAMtools-BCFtools
programok kombindciéjat. A GATK alapu kivonatoldk eredményét manudlis szii-
rék hasznalatdval lesziirtem a GATK ajanldsainak megfeleléen. A FreeBayes €s a
SAMotools altal hivott varidnsokat szintén leszlirtem a varidnsmindség minimalis kii-
szobértékének meghatdrozasaval.

Az éltalam kifejlesztett VariantMetaCaller program az egyedi szfiretlen varidns-
kivonatoldsi eredményeket kombinalja tn. szupport vektor gépek (SVM) hasznélaté-
val. Elsé 1épésben a kiilonboz6 varidnskivonatoldsi médszerek éltal hivott varidnso-
kat a program egyesiti, és az atlapolddd, esetlegesen eltérd varidnsreprezentacidkat
egységesiti. Ezt kdvetéen minden egyes varidnskivonatoléhoz és varidnstipushoz
(azaz kiilon az SNP-kre és kiilon az indelekre) a program egy SVM-et tanit. A ta-
nitémintak kivalasztdsdhoz a kovetkezd heurisztikat hasznéljuk: azok a varidnsok
lesznek a pozitiv tanitémintdk, amelyeket minden kivonatolé médszer megtaldl, és
azok lesznek a negativ tanitomintdk, amelyeket csak egyetlen kivonatold program

taldl meg. Végiil mindegyik varidnskivonatol6 esetén minden egyes varidnshoz ki-



szamitjuk annak feltételes valészinliségét, hogy az adott varidns “val6di” (azaz a
pozitiv osztdlyba tartozik), majd ezt kidtlagoljuk a varidnskivonatoldk felett.
Az egyes moddszerek teljesitményét precizitds-szenzitivitds gorbék segitségével

hasonlitottuk 6ssze.

A CYP3A4 potencialis szerepének vizsgalata a gyermekkori akut

limfoid leukémia farmakogenetikajaban

A gyermekkori akut limfoid leukémia tilélését befolydsolé genetikai és kornyezeti
faktorok elemzése sordn a Semmelweis Egyetem Genetikai Sejt- és Immunbioldgiai
Intézetében kialakitott biobankot hasznéltuk. A vizsgdlatok sordn 1990 és 2010 ko-
zott ALL-el diagnosztizalt betegek adatait elemeztiik (511 beteg). A vizsgilatokba
bevont személyektdl periférids vérmintat gydjtottek.

A vizsgalat sordn a CYP3A4 és CYP3A5 gén egyes polimorfizmusait elemeztiik.

A betegek DNS-ének izoldldsa QIAmp DNA Blood Midi/Maxi Kittel (Qiagen,
Hilden, Németorszag) tortént, a gyarté altal eldirt protokolloknak megfeleléen. Az
SNP-k genotipizaldsa Sequenom iPLEX Gold MassARRAY technoldgidval tortént
a kanadai McGill Egyetem és Génome Québec Innovaciés Kozpontban (Montreal,
Kanada).

Az adatok frekventista elemzését az R statisztikai szoftverrel végeztem. A tul-
élési adatok egy- és tobbvaltozos elemzésére Cox-regresszids modellt alkalmaztam.
A statisztikai er6 elemzéséhez a bootstrap médszert hasznédltam.

A rizik6csoport-besorolasi valtozok diszkriminativ teljesitményét a C'-index (kon-
kordancia index) kiszdmitdsdval végeztem. Ennek konfidencia-intervallumat boot-
strap médszerrel szamitottam ki. A kockazat-besorolasi valtozok kozotti kiillonbsé-
get t-teszttel szdmitottam ki minden egyes idépontra, majd a p-értékeket Benjamini-
Hochberg médszerével korrigdltam.

Az adatokat bayesi relevanciaelemzéssel is vizsgédltuk. Ennek sordn a lehetsé-
ges Bayes-hdl6 struktirak mintavételezéséhez az Gn. M C? algoritmust (Metropolis
Coupled Markov Chain Monte Carlo) hasznaltuk. A mintavételezett grafstruktirdk
alapjan kiszamitottuk a valtozok kozotti kapesolati tipusok és a célvaltozé szempont-
jabol erésen relevans véltozéhalmazok a posteriori valszintiségét, illetve a valtozok

kozotti interakcidkat és redundanciakat.



Eredmények

Varianskivonatolasi munkafolyamatok teljesitménye és konkordan-
ciaja

Az egyedi varidnskivonatoldsi munkafolyamatok teljesitményét szimulélt adatok se-
gitségével hasonlitottuk 0ssze. Az eredményeink mdas kutatécsoportokkal egyetértés-
ben azt mutattdk, hogy nem volt olyan édltaldnosan legjobbnak mondhaté mdédszer,
amelynek a szenzitivitasa és precizitdsa is a lefedettségtdl fiiggetleniil felillmilta vol-
na a tobbiét. Altalanossdgban elmondhaté azonban, hogy a HaplotypeCaller jol tel-
jesitett: ez taldlta meg a legtobb valddi indelt, és ez bizonyult a legprecizebbnek
SNP-k kivonatoldsa esetén. Kimutattuk, hogy a leolvasdsi mélység novekedésével
ndtt a varidnskivonatolé médszerek szenzitivitdsa. Meglepd médon azonban a ha-
misan hivott varidnsok szdma egy bizonyos lefedettség folott szintén nott, azaz a
modszerek precizitdsa csokkent a lefedettség novekedésével.

Az egyes modszerek szenzitivitdsa és precizitdsa azonos lefedettség mellett joval
magasabb volt SNP-k, mint indelek esetén. Az eredményeink azt mutatjdk, hogy je-
lent8s lefedettségbeli novekedésre van sziikség ugyanakkora szenzitivitds eléréséhez
(pl. az SNP-k esetén 16 x lefedettségnél tapasztalt szenzitivitdst indelek esetén csak
200x lefedettség mellett tudta elérni a HaplotypeCaller).

Az illeszt6program megvdlasztasa jelentésen befolyasolta a varidnskivonatolds
eredményét. A BWA haszndlata dltalaban szignifikdnsan jobb eredményekre veze-
tett, mint a Bowtie 2 program hasznélata.

Kimutattuk, hogy jelentds eltérés van a széles korben hasznalt varidnskivonatold
munkafolyamatok eredményei kozott. Az illesztéprogramok kiilonbsége a varidns-
kivonatolasi médszerek konkordancidjara is hatassal volt, a médszerek egyiitt jardsa
ugyanis altaldban kisebb volt a Bowtie 2 illesztések hasznalatakor.

A varidnskivonatolds precizitdsdnak javitdsa érdekében a bioinformatikai kiérté-
kelések sordn gyakran alkalmaznak manudlis varidns sz(irést. Mivel azonban nem
all rendelkezéstinkre olyan mutaté vagy mutatok olyan kombindcidja, amely egyér-
telmien megkiilonboztetné a valédi és a hibasan hivott varidnsokat, a precizitds és
a szenzitivitds forditottan viszonyulnak egymashoz, azaz a precizitast csak a szen-

zitivitds csokkenése drdn tudjuk novelni. A manudlis szliréseket a jelenlegi ajanla-



soknak megfelel6en végeztiik, észben tartva, hogy ezek nem feltétleniil jelentenek
optimédlis megoldast. A manudlis sz{ir6k hatdsdnak lefedettségtdl valé fiiggése je-
lentds mértékben kiilonbozott a GATK-, illetve nem GATK alapti varidnskivonatold
modszerek esetén. A FreeBayes és a SAMtools esetén ugyanis a jelenlegi ajanldsok
szerint egyediil a becsiilt varidnsmindség alapjan, egy kiiszobérték meghatirozasa-
val tortént a varidnsok sziirése. Mivel a varidnsminéség mutato értéke a lefedettség
novekedésével dltaldban szintén nétt egy adott varidns esetén, igy a rogzitett kiiszob-
érték haszndlata miatt egyre kevesebb varidnst sziirtiink ki. A HaplotypeCaller és
a UnifiedGenotyper esetén a szlirofeltételek tobb mutaté értékén alapulnak, igy a
lefedettségtol valo fiiggés is Osszetettebb.

Osszességében az eredményeink azt mutatjdk, hogy a manudlis sziirések hasz-
na korlatozott volt: (1) a szenzitivitds 4ltaldban nagyobb mértékben csdkkent, mint

amennyire a precizitds novekedett a sz{irés hatasara, illetve (2) ugyanaz a sz{irbedl-

litds nem volt megfeleld minden leolvasasi mélység esetén.

Varianskivonatolok kombinalasa: VariantMetaCaller

A VariantMetaCaller program egyedi varidnskivonaté médszerek eredményeit kom-
bindlja, kihaszndlva azok er6sségeit €s komplementaritdsat.

Mivel minden kivonatolé médszer esetén vannak olyan valddi varidnsok, ame-
lyeket az nem taldl meg, de egy vagy tobb masik mddszer igen, ezért a VariantMe-
taCallerrel kombinalt varidnsok maximalis szenzitivitisa magasabb volt, mint bar-
melyik egyedi médszeré. A szenzitivitds novelésén tdl a precizitds maximalizdldsa
is alapvetd fontossagu. Ezért azt is figyelembe kell venni, hogy egy adott mddszer
altal kiszdmitott mutaté mennyire képes megkiillonboztetni a valddi és a hamis va-
ridnsokat. Az eredmények alapjan a VariantMetaCaller altal meghatdrozott varidns
valdszintiségi pontszam teljesiti ezt az elvardst: a varidnsokat valészinliség szerint
csokkend sorrendbe dllitva a precizitds a sorrend mentén a szenzitivitds novekedésé-
vel lassan csokkent, és csak a nagy szenzitivitds értékeknél kezdett élesen csokkenni.

Osszességében elmondhatd, hogy a szimuldlt és a valés adatokon végzett elem-
zések eredménye alapjan a VariantMetaCaller a leolvasdsi mélységt6l, az illeszt6tol
és a varianstipustol fiiggetleniil nagyobb precizitdst ért el minden szenzitivitdsi szin-

ten mint a bemenetéiil szolgdlé egyedi varidnskivonaté médszerek.



A varidnsok sorrendezésére, illetve a valédi—hamis varidnsok megkiilonbozteté-
sére haszndlhaté mutatok teljesitményének szdmszerdsitésére a precizitds—szenziti-
vitds gorbe alatti teriiletet (AUPRC) hasznéltuk. A VariantMetaCaller AUPRC pont-
szama a lefedettségtdl, az illeszt6tdl és a varianstipustdl fiiggetleniil minden esetben
magasabb volt, mint az egyedi varidnskivonatolok AUPRC értéke mind a szimulalt,
mind a valés adatokon végzett elemzések eredménye alapjan. Szimulalt adathalma-
zok haszndlatdval azt is megmutattuk, hogy a VariantMetaCaller kisebb méretd —
tipikusan a célzott génpanelek méretéhez hasonl6 — célrégidk esetén is jobb teljesit-
ményt nydjtott.

A dolgozat egyik célkitiizése az volt, hogy megmutassuk a koztes annotdcids in-
formaci6 felhaszndldsdnak eldnyét a varidnshivdsok fuziondldsakor. Ennek érdeké-
ben a VariantMetaCaller altal elért eredményeket dsszehasonlitottuk a BAYSIC-kel,
amely un. kés6i fizidt valdsit meg, azaz a varidnshivok kombindlasakor csak a konk-
rét varianshivdsokat hasznalja fel, annotacids 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 beallitdsok
mellett. Ezen feliil kiszamitottuk az AUPRC értékeket a két mdodszer esetén minden
egyes kromoszémadra sziikitve is, és azt talaltuk, hogy a VariantMetaCaller az ese-
tek legnagyobb részében jobb teljesitményt nytjtott mint a BAYSIC, és a kiilonbség
statisztikailag is er6sen szignifikans volt.

A munkdm masik célkitlizése az volt, hogy egy rugalmas, konnyen értelmezhet6d
megolddst adjak a varidnsok szlirésére, a hamis felfedezési ardnyon alapuld paradig-
ma analégidjara. Ez a varidnsok valészintiségének pontos becslésével vilik elérhe-
kiiszobértékre ki tudjuk szdmitani a varhat6 precizitast. Ezutan a precizitds kozvet-
leniil 4tfordithaté a valddi, vagy ezzel ekvivalens médon a hamis varidnsok varha-
té szdmdra. A VariantMetaCaller a varidnsok valdszintségét pontosabban becsiilte
mint a tobbi médszer, {gy a program tdmogatja a kvantitativ, alkalmazas-specifikus

sziirés lehetdségét.



A CYP3A4 és a CYP3A5 gének kivalasztott polimorfizmusainak

hatasa a gyermekkori ALL talélésére

A munkdm sordn a CYP3A4 és a CYP3AS5 gének kivdlasztott polimorfizmusainak a
gyermekkori akut limfoid leukémia tilélését befolydsold hatdsat vizsgdltam. Ennek
sordn azt taldltam, hogy a CYP3A4 gén egy gyakori SNP-je (rs2246709) szignifi-
kansan befolydsolta az ALL-es betegek kemoterdpia utdni tulélését, és ezt a hatast
a paciens neme erdsen befolydsolta. A nemek kozotti kiilonbség kiillondsen jelen-
t6s volt az AG heterozigdta genotipusu betegek esetén; ebben az esetben a fitiknak
szignifikdnsan magasabb volt a tidlélési ardnya mint a lanyoknak. Ezzel szemben
a vad homozigéta AA genotipus fiikban rosszabb tilélési arannyal asszocialt, mint
lanyokban.

A péciens neme €és az rs2246709 polimorfizmus interakcidja alapjdn egyszer(
szabdlyok segitségével egy olyan 1j rizikdcsoport-besoroldst tudtunk megéllapitani,
amelynek a kockdzatbecslési teljesitménye szignifikdnsan feliilmilta a jelenlegiét.

A CYP3A4 polimorfizmusai és tovabbi - az ALL hajlamositdsban, illetve a folat-
anyagcserében részt vevé kivalasztott 34 gén SNP-i kozott a bayesi relevanciaelem-
z¢€s segitségével interakcidkat kerestiink. Ennek soran azt talaltuk, hogy az MTHFD1
gén egy SNP-je (rs1076991) szignifikdnsan befolyasolta az rs2246709 hatésat a tdl-
élésre. Ez a gén a folat-anyagcsere dtvonal része, amely a metotrexat kemoterdpids
szer célpontja. Az rs1076991 polimorfizmus GG genotipusa megndvelte a B-sejtes
ALL kialakuldsanak valészinliségét, de 6nmagaban nem volt hatdsa a tilélésre. A
CYP3A4 nem metabolizdlja a metotrexatot, igy felteheten a két SNP hatédsa a kii-
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16nb6z46 utvonalakon 6sszeadodik.

A bayesi relevanciaelemzési médszertan alkalmazasi lehetoségei-

nek vizsgalata asszociacios vizsgalatokban

A bayesi relevanciaelemzést (a CYP3A4 gén elemzésén kiviil) két jelolt gén asszo-
cidcids vizsgalatban alkalmaztuk a gyermekkori ALL hajlamosité tényezdinek fel-
deritésére, illetve egy parcidlis genomsziirési vizsgdlatban az asztma genetikai haj-
lamosité tényezdinek tanulmanyozasara.

Az elemzések sordn a bayesi relevanciaelemzési médszer tobb elényos tulajdon-

10



sagara is sikeriilt ravilagitani, melyek a kovetkezok:

e A Bayes-statisztikai megkozelités miatt az egyes eredmények (hipotézisek)
direkt valészintiségi allitdsok formdjaban fogalmazhaték meg, amelyek pon-
tosan tiikrozik az adatainkban rejld informaciét. Ez, a frekventista megko-
zelitéssel szemben, akdr azt is lehet6vé tenné, hogy az allitdsokbdl olyan va-
16szintiségi adat- és tuddsbazisokat épitsiink, amelyek tdmogatjdk a komplex
val6sziniiségi lekérdezéseket, a meta-analizisek konnyebb elvégezhetdségét,

illetve az eredmények hattértuddssal valé fizidjat.

e Mivel a mddszer eredendéen tobbvaltozods, igy egyszerre tudjuk elemezni az
Osszes polimorfizmus, kornyezeti tényezé €s fenotipusos leird fiiggését a cél-
valtozétol, illetve a valtozok bonyolult Osszefiiggésrendszerét is. Ezaltal a
véltozdk direkt és tranzitiv hatdsai is megkiilonboztethetSk egymdstdl, illetve
a mddszer a kiilonféle kapcsolati tipusok definidldsaval egy joval gazdagabb
nyelvet nyujt a célvaltozét befolydsold tényezok hatdsanak lefrasara és értel-
mezésére. Hagyomanyos statisztikai médszerekkel a valtozék kozotti kapceso-
latrendszer hasonlé részletességgel csak korldtozott médon lenne felderithe-
t6 (pl. valtozéparonkénti asszocidcids tesztekkel), melyet tovabb stlyosbit a

s 2z

tobbszoros hipotézistesztelés miatt fellépd korrekcid sziikségessége.

e A tobbvaltozés modellezés miatt lehetdség van a valtozok kozotti interakcidk
és redundancidk feltérképezésére is. A bayesi relevanciaelemzés a folat anyag-
cserében szerepet jatsz6 gének vizsgélatakor példdul egy komplex interakcios

hatdst mutatott ki a hiperdiploid ALL alcsoportban.

e A Bayes-statisztika tovdbbd egy automatikus és normativ megoldast ad a frek-
ventista statisztikai modszereket sijtd tobbszords hipotézistesztelési problé-

mara, igy az eredményeket nem kell korrigalni.

e Lehet6ség van tovabba egyszerre tobb célviltozd kezelésére is azéltal, hogy
gyakorlatilag tetsz6leges strukturdlis kérdés a posteriori valdszintisége kisza-
mithaté a médszer segitségével. Ennek jelent6ségét egy asztma parcidlis ge-

nomszirési elemzés sordn mutattuk meg.
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Kovetkeztetések

A munkdm eredményeképpen az aldbbi kdvetkeztetéseket vonhatjuk le:

1. Kifejlesztettiink egy 4j moddszert (VariantMetaCaller), amely dj generacids
szekvendldsi varidnskivonatold programok varidnshivédsi eredményeit kombi-
nalja. A mddszer a kombinaci6 sordn (1) kihaszndlja az egyedi kivonatol6
programok alacsony konkordancidjat illetve komplementaritasat, (2) felhasz-
ndlja az egyedi kivonatol6 programok 4ltal generdlt nagy-dimenzids annotaci-
6s adatokat és (3) megbecsiili a varidnsok valédisdgdnak valdszintiségét. Szi-
mulalt és valds szekvenadlasi adatok felhasznalasaval megmutattuk, hogy a Va-
riantMetaCaller az altalunk vizsgalt genomi régié méretek esetén, néhany szaz
kilobdzistdl a teljes exomi méretig, szignifikdnsan jobb teljesitményt nyujtott,

mint a bemenetéiil szolgald varidnskivonatoldsi médszerek.

2. Val6s szekvendldsi adatok haszndlatdval megvizsgéltuk a varidnsok valddisa-
ganak valdszintiségét becslé mddszerek pontossagat. Az eredményeink sze-
rint a VariantMetaCaller pontosabban becsiilte a varhaté precizitast mint az
alternativ mddszerek. Ezaltal a VariantMetaCaller egy konnyen értelmezhetd,

2 2

kvantitativ, vdrhato precizitds alapu szlr6t ad a felhaszndlé kutatdk, biols-
gusok, orvosok kezébe, amely lehetévé teszi, hogy megkeressiik a varidnski-
vonatolds szenzitivitdsanak és precizitdsanak alkalmazés-specifikus egyensu-
lyat. Az eredményeink alapjan a VariantMetaCaller célzott génpanelek, illetve
olyan organizmusok szekvendldsa esetén is haszndlhat6, amelyekhez jelenleg
nem déllnak rendelkezésre nagy megbizhatésdgu referencia varidnskészletek.
Ezaltal a kvantitativ, precizitds alapu szlirés azokon az alkalmazasi teriilete-
ken is lehet6vé valik, ahol eddig csak manuadlis sztiréseket lehetett haszndlni a

varidnshivasok precizitdsdnak novelésére.

3. Az egyik legfontosabb gydgyszer-metabolizdlé enzim, a CYP3A4 génjének
polimorfizmusait vizsgdlva megmutattuk, hogy az rs2246709 SNP szignifi-
kansan befolyasolja az akut limfoid leukémia kemoterdpias kezelésének teljes
és eseménymentes tulélésének kockdzatat. A bayesi relevanciaclemzés segit-

ségével kimutattuk, hogy a CYP3A4 gén rs2246709 polimorfizmusanak és a
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folat-anyagcserében szerepet jatsz6 MTHFDI gén egyik polimorfizmusanak

interakci6ja szignifikdnsan befolyésolja a tilélési kockazatot.

. A bayesi relevanciaelemzés segitségével kimutattuk, és frekventista statiszti-
kai elemzéssel megerdsitettiik, hogy a CYP3A4 gén rs2246709 polimorfizmu-
sdnak és a paciens nemének interakcidja szignifikdnsan befolydsolja a gyer-
mekkori akut limfoid leukémia kemoterapids kezelésének tilélési kockaza-
tat. Az interakcids hatdst leir6 egyszerdi szabdlyok segitségével egy olyan Uj
rizikdcsoport-besoroldsi valtozot sikeriilt 1étrehozni, amely az eredeti besoro-

lashoz képest szignifikdnsan jobb kockazatbecslést tett lehet&vé.

. Megmutattuk, hogy a bayesi relevanciaelemzési médszer a hagyomdnyos frek-
ventista statisztikai médszerekkel szemben a valtozok direkt és tranzitiv hata-
sainak megkiilonboztetésével, a kiillonféle kapcsolati tipusok definidlasaval, il-
letve az interakciok és redundancidk automatikus feltérképezésével joval rész-
letgazdagabb elemzést tesz lehet6vé genetikai asszocidcids vizsgalatok adata-

inak elemzése soran.
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