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Samenvatting

In dit proefschrift worden statistische methoden ontwikkeld voor het analyse-
ren van microarray-data. De microarray is een nieuwe technologie uit de mo-
leculaire biologie, die onderzoekers in staat stelt metingen te doen aan gen-
expressie. Dit is het proces waarmee de informatie die in de genen ligt opge-
slagen wordt gebruikt voor de productie van eiwitten. De activiteit van gen-
expressie kan worden gemeten via het RNA, de belangrijke tussenstap tussen
gen en eiwit. Een microarray meet de concentratie van RNA behorend bijj ie-
der specifiek gen en doet dit tegelijkertijd voor tienduizenden genen. Met een
microarray is dus het patroon te zien van de gen-expressie van grote aantallen
genen in een weefsel of een opgekweekte cellijn.

Door microarrays te vergelijken tussen verschillende typen weefsel, tussen
weefsels van verschillende patienten of tussen cellijnen die verschillend behan-
deld zijn, kunnen allerlei wetenschappelijke vragen beantwoord worden. Inte-
ressante vragen zijn er bijvoorbeeld op het gebied van diagnose en prognose.
Het vinden van gen-expressiepatronen die onderscheid maken tussen ernstige
en minder ernstige vormen van ziekte kan de kwaliteit van diagnoses verbe-
teren, en daarmee de kwaliteit van de behandeling laten toenemen. Als de
microarray bijvoorbeeld gebruikt kan worden om de overleving van borstkan-
kerpatiénten nauwkeuriger te voorspellen zou een groot aantal patiénten een
onnodige chemotherapie bespaard kunnen worden. Andere onderzoeksvra-
gen die mogelijk worden gemaakt door microarrays gaan over de functie van
genen: door uit te vinden van welke genen de gen-expressie verandert als cellij-
nen een bepaalde behandeling krijgen, kan iets worden afgeleid over de functie
van die genen.

Een statistisch probleem bij het beantwoorden van deze vragen is de hoge
dimensionaliteit van de microarray, gekoppeld aan de kleine steekproefgroot-
te. In een typisch klinisch onderzoek worden microarrays gemaakt van enkele
tientallen tot hoogstens enkele honderden patiénten, terwijl voor iedere patiént
de gen-expressie gemeten is van tienduizenden genen. Deze hoge dimensio-
naliteit leidt tot problemen bij het toepassen van klassieke statistische metho-
den. Bij het zoeken naar genen die een verschillende gen-expressie hebben on-
der verschillende experimentele condities moet een zo groot aantal statistische
toetsen worden uitgevoerd, dat bekende methoden om te corrigeren voor meer-
voudig toetsen niet meer goed functioneren. Bij het zoeken naar voorspelregels
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om kenmerken van patienten te voorspellen, treedt het verschijnsel van overfit
op: er zijn vele voorspelregels te vinden die de kenmerken van de onderzochte
patiénten perfect voorspellen, maar waarvan de prestaties op nieuwe gevallen
allerminst gegarandeerd zijn. De uitdaging die het oplossen van deze proble-
men biedt, heeft al geleid tot een groot aantal nieuwe statistische methoden.

De statistische methoden die in dit proefschrift ontwikkeld worden, maken
zoveel mogelijk gebruik van inhoudelijke kennis uit de biologie, in het bijzon-
der annotatie van genen, om de kwaliteit en interpreteerbaarheid van de con-
clusies the verhogen. Annotatie koppelt genen aan de informatie die reeds over
deze genen in de literatuur bekend is, bijvoorbeeld in welke celprocessen het
gen betrokken is, met welke functies, organen of ziekten het gen is geassocieerd
of op welk chromosoom het gen gelokaliseerd is. Een belangrijk concept hierbij
is het begrip pathway: een pathway is een groep genen die met dezelfde functie
geassocieerd wordt.

De belangrijkste nieuwe methode in dit proefschrift is de GlobalTest-
methodologie. Deze wordt uiteengezet in de hoofdstukken 2 tot en met 5. Deze
methode biedt een statistische toets die onderzoekers in staat stelt om microar-
ray data te analyseren op het niveau van pathways, in plaats van op het niveau
van individuele genen. De onderzoeker gaat dan niet op zoek naar genen waar-
van de expressie geassocieerd is met bepaalde kenmerken van patiénten, maar
naar pathways waarvan de expressie met deze kenmerken geassocieerd is. Dit
is een andere manier van werken, die vaak een tegengestelde onderzoeksvraag
heeft. Methoden die zoeken naar individuele genen hebben meestal tot doel de
functie van het gen af te leiden uit het kenmerk waarmee de expressie van dat
gen associatie vertoont. Als bijvoorbeeld de expressie van genen in gekweekte
cellen sterk verandert na kortdurend verhitten van deze cellen, zullen die genen
waarschijnlijk een functie hebben bij het herstellen van celschade na hitte. Om-
gekeerd probeert een methode die zoekt naar pathways juist iets te leren over
biologie achter een geobserveerd kenmerk, vanuit de bekende functies van de
pathways. Als bijvoorbeeld blijkt dat de expressie van de apoptose-pathway
(die de geprogrammeerde celdood regelt) in tumorweefsel dat zich heeft uit-
gezaaid duidelijk anders is dan in tumorweefsel dat zich niet heeft uitgezaaid,
kan geconcludeerd worden dat een storing in de apoptose een stap is in het
proces van uitzaaien van tumoren.

Hoofdstuk 2 introduceert de GlobalTest-methodologie die kan toetsen of het
gen-expressiepatroon van een bepaalde pathway geassocieerd is met een be-
paalde responsvariabele. De details van de methode worden uitgewerkt voor
het geval de respons ofwel twee mogelijke waarden aanneemt, ofwel een nor-
maal verdeelde grootheid is.

Hoofdstuk 3 geeft een uitbreiding van dezelfde methodologie naar de si-
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tuatie waarin gezocht wordt naar pathways die geassocieerd zijn met overle-
vingsduur. Het introduceert bovendien de mogelijkheid te corrigeren voor de
effecten van verstorende variabelen, wat van groot belang is bij observationeel
onderzoek.

Hoofdstuk 4 werkt de wiskunde uit die nodig is om de GlobalTest-methode
toe te passen op een responsvariabele die meer dan twee ongeordende waar-
den aanneemt. De toets die dit artikel presenteert, wordt niet beschreven als
een toets voor microarray data, maar in de vorm van een goodness-of-fit toets
voor het mutinomiale logistische regressiemodel. Dit is een toets waarmee kan
worden onderzocht of een dergelijk multinomiaal logistisch model een dataset
adequaat beschrijft. Wiskundig gezien is deze toets dezelfde als de toets die no-
dig is om de GlobalTest-methode te generaliseren naar responsvariabelen met
meerdere uitkomstcategorieén.

Hoofdstuk 5 plaatst de toetsen van de vorige drie hoofdstukken in een al-
gemener kader door te laten zien dat ze deel uitmaken van een brede klasse
van toetsen die een eenvoudige nulhypothese toetsen tegen een hoogdimensi-
onaal alternatief. Het laat bovendien zien dat dit soort toetsen gemiddeld in
een omgeving van de nulhypothese een optimaal onderscheidend vermogen
heeft.

Hoofdstuk 6 staat buiten de GlobalTest-methodologie. Het behandelt het
probleem hoe een klinische variabele van een patiént te voorspellen uit de
microarray data van die patiént. Ook hier wordt zoveel mogelijk gebruik
gemaakt van kennis over de microarray-data om een goede voorspelregel te
construeren. Hiertoe wordt een model van de simultane verdeling van de
gen-expressiemetingen en de te voorspellen uitkomstvariabele geconstrueerd.
Dit model is gebouwd op de aanname dat er een klein aantal onobserveerba-
re onderliggende variabelen bestaat, dat zowel de gen-expressiemetingen be-
invloedt als de uitkomstvariabele, en dat alle gemeten waarden gepaard gaan
met ruis. Op basis van deze eenvoudige aannamen wordt een voorspelregel
geconstrueerd die goede eigenschappen heeft in dit model.

Hoofdstuk 7, tenslotte, gaat in op het belangrijke onderwerp van visualisa-
tie van microarray data. Een veelgebruite visualisatiemethode als de punten-
wolk geeft al snel een vertekend beeld als er duizenden punten in één diagram
weergegeven moeten worden. Het is dan beter om in plaats van een punten-
wolk een kleurenweergave van de dichtheid te presenteren, omdat een der-
gelijke weergave veel duidelijker aangeeft waar de massa van de punten zich
bevindt. In het hoofdstuk wordt een snel algoritme gegeven om een dergelijke
visualisatie te genereren.
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