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1. fejezet

Roviditések jegyzéke

APC
AUC
PB
CA
CD4
CDs8
Cv
FACS
FCM
FCS
FITC
FSC
KS
NM
PBMC
PCA
PBS
PE
PHA
ROS
SAD
SANN
SSC
SSD
Thl
Th2

Allophycocyanin (fluoreszcens festék)

Area Under Curve (gorbe alatti teriilet)

Probability Binning (valdsziniiségi ,.rekeszelés™)

Cluster Analysis (klaszterelemzés)

Cluster of Differentiation 4 (sejtfelszini glikoprotein bizonyos T sejteken)
Cluster of Differentiation 8 (transzmembrén glikoprotein bizonyos T sejteken)
Cross Validation (kereszt-validacid)

Fluorescent Activated Cell Separator (dramlasi citométer szortolé képességekkel)
Flow Cytometer (dramldsi citométer)

Flow Cytometry Standard (f4jlformatum FACS mérési adatok taroldsara)
Fluorescein Isothiocyanate (fluoreszcens festék)

Forward Scatter (el6refelé irdnyuld szoras)

Kolmogorov-Smirnov (statisztikai teszt)

Nelder-Mead (illeszt6 algoritmus)

Peripheral Blood Mononuclear Cells (periférids vér mononukledris sejtjei)
Principal Component Analysis (fékomponens-analizis)

Phosphate Buffer Saline (foszfétot tartalmazo pufferoldat)

Phycoerythrin (fluoreszcens festék)

Phytohemagglutinin

Reactive Oxigen Species (reaktiv oxigén-gyokok)

Sum of Absolute Deviation (abszolut eltérésdsszeg)

Simulated ANNealing (,,szimulélt hiités” illesztd algoritmus)

Side Scatter (oldalra irdnyul6 szoras)

Sum of Squared Deviation (négyzetes eltérésosszeg)

T-helper 1-es tipusu limfocita

T-helper 2-es tipusu limfocita



doi:10.14753/SE.2013.1852

2. fejezet

Bevezetés

Az aramlasi citometria egy vizsgaldeljaras, mely rovid id6 alatt nagyszamu sejt fényel-
nyelési, -szorési €s fluoreszcencia tulajdonsédgait képes detektdlni. F6 erdssége, hogy a
sejtekrdl egyenként ad informéciot, igy a mérés sordn nem csak az dtlagos sejt tulajdon-
sagairdl nyeriink adatokat, hanem a vizsgalt tulajdonsag szordsarol, sejtek kozott valod
eloszlasardl is, igy a sejtek egyes alcsoportjai is elkiilonithet6vé valnak. Sejt-alcsoportok
megoszlasdnak megéllapitasara évtizedek 6ta hasznéljdk az dramldsi citometridt az orvosi
diagnosztikaban ([[1]], [2]]) és sejtélettani kutatdsokban [3]]. A sejtben id6ben gyorsan val-
toz6 mennyiségli anyagok detektalasara kifejlesztett fluoreszcens festékek lehetdvé tették
az intracelluldris folyamatok valés idejli nyomon kdvetését dramlasi citométerrel is [4]].
Az ilyen tipusu, un. kinetikus mérések értékelése ennek a dolgozatnak a téméja.

Ebben a fejezetben osszefoglaljuk az dramlési citometria technikdjanak 1ényegét (2.1]
alfejezet), majd irodalmi 4ttekintést adunk az dramlési citometrids mérések értékelésé-
16l (2.2] alfejezet), kiilon kitérve a kinetikus mérésekre jelenleg alkalmazott médszerekre
(2.2.4.3] alfejezet). Munkdnk célkitlizése egy kinetikus méréseket értékeld eljards készi-
tése (3] fejezet), mely objektiv modon jellemzi a méréseket és statisztikai 6sszehasonli-
tasokra ad lehetSséget. A [, Modszerek fejezetben az értékelés kiilonboz6 fazisai szerint
csoportositva ismertetjiik azokat az eljarasokat, amelyeket megvizsgdltunk abbodl a szem-
pontbdl, hogy mennyire felelnek meg céljainknak. Az[5], Eredmények fejezetben Gssze-
hasonlitjuk az ismertetett eljarasokat, és megadjuk az altalunk legmegfelel6bbnek talalt
algoritmust. Megbeszélés (0] fejezet) és a tovabbfejlesztési lehetGségek ismertetése

alfejezet) utdn a tézisek tételes megfogalmazasaval és 0sszefoglalassal zarjuk a dolgozatot

(7. [8l fejezetek).
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2.1. Aramlasi citometria

Az dramlasi citométer (FCM) egyik legfontosabb alkatrésze az un. aramlasi cella, melyen
egyesével haladnak keresztiil szuszpenzidban levo részecskék (elsGsorban sejtek) a hid-
rodinamikai fékuszalas elve alapjan. A késziilékben monokromatikus fény vilagitja meg
a keresztiilhalad6 sejtet, és a sejt altal emittalt fényt egy optikai rendszer segitségével
fotoelektron-sokszorozoval vagy fotodiédaval detektdlja. Minden sejtrdl kiilon rogzités-
re keriil az athaladés id6p0ntja[|, az el6reE] irdnyul6 fényszérds (FSC, Forward Scatter),
a 90°-ban oldalra szort fény intenzitdsa (SSC, Side Scatter), és optikai szlir6k segitségé-
vel az oldalra szért fény adott hullimhossztartomdnyokban mért intenzitasa (fluoreszcens
paraméterek). Az FSC paraméter a sejt méretével, az SSC a granuléltsdgdval ardnyos, és
mar ezen két paraméter alapjan is elkiilonithetdk pl. a periferids vér mononukledris sejtjei
(PBMC) koziil a limfocitak (1} abra). Specidlisabb sejt-alcsoportok elkiilonitésre hasznal-
hat6k olyan fluoreszcens festékek, melyek egyrészt a gerjesztd fény hatdsara fluoreszkal-
nak, masrészt konjugélva vannak valamilyen sejtfelszini vagy intracelluldris molekuldhoz
specifikusan kotodd anyaggal (pl. antitesttel), igy a fluoreszcens paraméter értéke a jelolt
molekula sejtben levé mennyiségével ardnyos. Ilyen médon pl. anti-CD4 APC festékkel
konjugdlt antitesttel elkiilonithetSk a CD4+ limfocitdk a CD4- limfocitdktdl (2 dbra).
Egy FCM mérés eredményeit egy olyan tabldzatban lehet 0sszegezni, melynek egy
sora egy sejtnek, egy oszlopa pedig egy paraméternek felel meg(pl. |1} tdblazat). A tibla-
zatot, mint sejtek paraméter-vektorainak halmazat formalizéljuk: data C R™“", ahol data
a mérés eredménye, npar a paraméterek szima. A mérési eredmény éltaldban szabvanyos
FCS formédtumban keriil rogzitésre ([S], [6], [7], [8]), mely a tdblazat mellett metaadatokat

tartalmaz.

1. tablazat. Egy FCM mérés eredményének eleje. Egy sor egy sejtnek, egy oszlop egy
paraméternek felel meg. A Time paraméter masodpercben adja meg a sejt mérésének
idejét, az FSC és SSC paraméterek felelnek meg az el6re- és oldalra szérdsnak, a tobbi
paraméterérték (fluoreszcens paraméterek) egy relativ skalan adja meg a paraméternévnek
megfeleld fluoreszcens festékhez bedllitott hulldmhossztartomdnyban az adott sejt altal
emittalt fény intenzitdsat.

FSC SSC  FITC PE PE-Cy7 APC APC-Cy7 Time
63353,3 1254722 80345 781,2 2828 14537 627,3 0,001
54528,8 647401 64964 17275 6814 4295 717,5 0,002
811425 44227,6 51534 4888 2795,1 8,6 522,7 0,003
864435 458444 19496,7 3053 9773 684 93,2 0,004
35268,1 122954,8 51384 608,0  436,5 8905 537,8 0,005

'a mérés kezdetéhez viszonyitva
2a megvildgité fénynyaldb tengelyének irdnydba



doi:10.14753/SE.2013.1852

1.0E= T

SsC

F‘

2.0 1
5.0 FSC 1.0E2

1. dbra. FSC-SSC alcsoport szerinti kapuzas (gate-elés). Az dbran PBMC sejtek aramldsi
citometrids mérésének FSC és SSC paraméter szerinti kétdimenzids hisztogramja (density
plot) lathat6. Minél sotétebb egy tartomdny, anndl nagyobb a sejtek szdma. A limfocitdk
(korberajzolt teriilet) ezen paraméterek alapjan elkiilonithet6k a tobbi mononukledris sejt-

to1.

1.8E5 T
sejtek
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0 w0 :
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2. abra. APC paraméter szerinti alcsoport kapuzds (gate-elés). Az dbran PBMC sejtek
aramldsi citometrids mérésének APC paraméter szerinti hisztogramja lathat6. Az dbrdzo-
las a limfocitak kivalasztasa utan tortént. Az APC festék CD4-antitesttel volt kombinalva,

a CD4+ sejtek az abran korbe vannak rajzolva.
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Az FCM masodpercenként tobb tizezer sejtet képes detektdlni [3], egy mérés id6-
tartama perces nagysdgrendd, tehat pl. egy 10 perces mérés soran akdr 10 milli6 sejtrol
kaphatunk informdcidt; egy sejtrél egy mai FCM akér 20 paramétert is képes rogzitni [9]],

a keletkezett adathalmaz tehat tobb, mint szazmillié értéket tartalmazhat.

2.1.1. Kompenzalas

A mérés sordn fontos, hogy olyan festékeket hasznaljunk kiillonb6z6 anyagok jelolésére,
melyeknek emisszids spektruma nincs dtfedésben, vagy csak kicsit fed éﬂ A lehetsé-
ges atfedések miatt az egyes paraméterek értékeit in. kompenzaldssal mddositjuk, hogy
értékeik a tényleges, adott festék miatti fluoreszcenciat jobban kozelitsék [10]: a tényle-
ges mérések elott kontroll mérésekre van sziikség, minden egyes fluoreszcens festékkel
egy mérést kell végezni, melynek soran csak azzal az egy festékkel vannak megfestve
a sejtek. Az dramldsi citométer minden ilyen mérésre rogziti, hogy az aktudlisan hasz-
nalt festék mért intenzitdsdnak 4tlagosan hiny szdzaléka jelenik meg a tobbi fluoreszcens
paraméter értékében (ezeknek a szdzalékoknak, ha a mért fluoreszcens festék emisszids
spektruma O értékd mindegyik masik paraméter hullimhossz-tartomanyaban, 0-nak kelle-
ne lennie). Ezeket az értékeket az FCM a SPILL € [0,1]"P**"P%" matrixban rogziti [8]],
ahol SPILL;; megadja, hogy az i. paraméter fluoreszcencidjanak varhatéan hany szdza-
1€ka jelenik meg a j. paraméter értékében, ha a sejt csak az ¢. paraméteren mért festékkel
van megfestve. A SPILL matrix felhaszndldsaval egy tényleges mérés kompenzaldsa a
kovetkezOképp térténikﬂ

dataeompensated < | ) {SPILL™" xd}

d€data

2.1.2. Kinetikus mérések

A legtobb FCM mérés sordn a sejtek allapota a mérés teljes idGtartama alatt megegyezik,
tehat a fluoreszcens paraméterek eloszldsa nem fiigg az id6 paraméter értékét6l. Kineti-
kus mérések esetében létezik olyan paraméter, melynek eloszlasa fiigg az id6tol (3] dbra).
Ilyen mérések azok, melyek sordn egy, a mérés idotartamdval 6sszemérhetd hosszisagu
folyamat jatszodik le a sejtekben, mely valamilyen intracellularis anyag fluoreszcenci-
djanak valtozdsdval nyomon kovethetS. Ilyen anyag pl. a NADPH, mely intrinsic fluo-

reszcencidval bir, tehat megfeleld hulldmhosszi excitdcié hatdsara detektalhato jelet ad

3Lényeges még, hogy az FCM fényforrasa képes legyen mindegyik festéket excitalni, idedlis esetben az
excitdciés spektrumuk teljesen atfed.

4d oszlopvektor (npar x 1 méretli métrix), * a matrixszorzds, SPILL™' = COMP a SPILL matrix
inverze (compensation matrix, 1asd [8]]), <— értékadds
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[11], mennyiségének vdltozdsa az emittdlt fény intenzitdsdnak regisztraldsdval nyomon
kovethetd. Specifikus festékanyagok haszndlatdval autofluoreszcenciat nem mutat6 intra-
celluldris anyagok szintje is kovethets. Ilyen anyagok ill. jellemz6k és a kimutatdsukra
szolgdlo festékek a kovetkezok [11]:

e citoplazmatikus Ca®": Indo-1, Fluo-3, Fluo-3 / Fura Red ardny, Fluo-4, Calcium
Green, Calcium Orange ([12], [13]], [14], [15]], [16])

e mitokondridlis Ca?*: Rhod-2, AM ([17])

e K™: PBFI

e Na': SBFI, Sodium Green

e intracellularis pH: Karboxi SNARF AM, BCECF AM, 5-CFDA AM

e plazmamembran-potencial: DiBAC4(3), DiSBAC2(3), DiOC2(3) ([18], [19])
e mitokondrium-potencial: JC-1, TMRM

e ROS: DAF-FM diacetit (NO-specifikus), DHE, DCFHDA ([19]])

Megfeleld emisszids spektrumu festékek kivédlasztasaval ezek koziil tobb folyamat
akdr egyszerre is mérhetd ugyanazokban a sejtekben [20]. Az FCM kinetikus mérések
a single-cell technikdkhoz (fluoreszcens mikroszkdpia, patch-clamp) hasonlé kinetikus
adatokat szolgdltatnak, azzal a Iényeges kiilonbséggel, hogy FCM esetében egy adott
sejtrél csak egyetlen idGpillanatban késziil mérés, és arrdl, hogy a sejt a késGbbiekben
hogyan viselkedik, csak a tobbi sejt paraméter-értékeibdl kovetkeztethetiink. Az FCM-
mobdszer elénye azonban, hogy sokkal tobb adatot szolgdltat (a mintavétel akar kevert
sejtpopulécidkra is reprezentativ lehet), €s a mérés sordn megmaradnak a sejt-sejt inter-
akciok. Munkacsoportunk a kinetikus mérések koziil legtobbet a limfocitdk aktivacidja
soran torténd kalcium-szint valtozas detektalasaval, a kalcium-flux-szal [21]] foglalkozott.
Az aktivacié kozben az immunsejtek jeltovabbité molekuldk (citokinek, kemokinek) ter-
melésével befolydsoljak egymas milikodését, ezért ezen interakcidok megbrzése a bioldgiai

vizsgdlddds szempontjabol elényos.

2.2. Adatelemzés

2.2.1. Elemzo szoftverek

Az FCM mérések értékelése specifikus elemzd szoftverek segitségével torténik, melyek
az FCS formatumu mérési adatfdjlokat ([, [6], [7], [8]) beolvassdk, lehetové teszik a sej-

8
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3. 4bra. Bal oldal: kétdimenzids 1d6 - SSC ill. id6 - Fluo-3 / Fura Red hisztogramok
egy kalcium-flux mérés sordn. A sotétebb teriiletek tobb sejtnek felelnek meg. A Fluo-3 /
Fura Red ardny az intracelluldris Ca?*-koncentraciéval aranyos [13]. Az FCM mérés el6tt
a PBMC sejteket 25 pug/ml PHA-val stimuléltuk alfejezet). A mért sejtek koziil ki
lettek valasztva a CD4+ limfocitdk. Jobb oldal: 4 reprezentativ idGintervallumban (A, B,
C, D) abrazoltuk az SSC ill. Fluo-3/Fura Red paraméterek eloszlasét. Lathatd, hogy az
SSC paraméter eloszldsa idoben alland6 (bal oldali egymads alatti négy hisztogram), mig a
Fluo-3 / Fura Red paraméter eloszldsaban kb. 110 s-ig egy magasabb értékek felé tolodas
jatszodik le, ezutdn pedig egy alacsonyabb értékek felé tolodas (jobb oldali egymas alatti
négy hisztogram).

tek kivdlasztdsat, a kivdlasztott sejtpopuldciok statisztikai jellemzését €s kiilonbozd mé-
rések Osszehasonlitdsat. Léteznek kereskedelmi termékek, ilyenek a CellQuest Pro (BD,
Franklin Lakes, NJ, USA), CytoPaint (Leukobyte, Inc., Pleasanton, CA, USA), FCAP Ar-
ray (Soft Flow Inc., Pécs, Magyarorszag), FCSExpress (De Novo Software, Los Angeles,
CA, USA), FlowJo (Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA), Infinicyt (Cytognos S.L., Sa-
lamanca, Spain), VenturiOne (Applied Cytometry, Dinnington, Sheffield, UK) és ingye-
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nes szotfverek: Cytospec (Purdue University, West Lafayette, IN, USA), WinMDI (FACS
Core Facility, The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA). A flowCore [22] egy
nyilt forraskédd Bioconductor [23] csomag, mely R nyelven [24] valésit meg egy stan-
dard konyvtarat FCM adatok taroldsara, elemzésére. Sok mas FCM adatelemzd csomag

épit ra.

2.2.2. Szekvencialis kézi kapuzas

Az értékelés elso 1épése a vizsgalni kivant sejtek kivdlasztasa (kapuzdsa, gate-elése), mely
hagyomanyosan kézzel, egydimenziés hisztogramban egy tartomany kijelolésével (lasd 2]
abra) vagy kétdimenzids hisztogramban poligorﬂ vagy téglalap alaku tartomanyok kije-
161ésével (lasd[I] dbra) torténik [25]. A kétdimenziés hisztogram véltozatai a scatter-plot
(ahol egy pont egy sejtnek felel meg, és a pontok siirlisége mutatja a sejtek szamat) és
a contour-plot (szintvonalak jelolik az azonos siirliségi teriileteket) vagy ezek kombind-
cidi. A kézi médszer eldnye, hogy egyszerl és konnyen értelmezhetd. Hétrdnya, hogy
egyszerre csak két (esetleg harom-dimenzids hisztogramokkal hdrom) paraméter szerint
valaszthatunk ki alcsoportokat és szubjektiv. Haszndalataval 6nall6 limfocita alcsoportokat
fedeztek fel, melyeknek az immunfolyamatok szabdlyozédsa szempontjdbol kiilon szere-
piik van [26].

A kézi kapuzast finomithatjak félig-automatizalt médszerek, pl. egy kétcsicsu hisz-
togram egyik felének kapuzdsakor a két csics kozotti legalacsonyabb értéket a szoftver
automatikusan megkeresheti. Ez az otlet kiterjeszthetd tobb-dimenzidra, ilyen pl. a Flow-
Jo (Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA) ,,magnetic gate” funkcidja, amely automatikusan
egy szintvonalndl (ahol a sejtek siirlisége azonos) hizza meg a kapu hatérat.

A mai FCM késziikékek egyetlen sejtrol akar 20 paramétert is képesek rogziteni [9],
ezeket kézi kapuzassal €s kettesével-hdrmasdval megjelenitéssel végigelemezni nagyon
iddigényes feladat. Nem beszélve az tn. klaszter-citometridrdl [27], mely technikailag
megvaldsitja sok ezer FCM mérés automatikus elvégzését, ezzel Oridsi adathalmazokat
generalva.

A kapuzas folyamatanak rogzitése elengedhetetlen az értékelés reprodukélhatosaga-
nak biztositdsdhoz. A kapuk mdasok szdmadra is elérhetdvé tehetdk pl. az XML formatu-
mot hasznal6 gatingML szabvannyal [28], melynek hasznalatat az Gj FCS szabvany [8] is
javasolja. Az MIFlowCyt szabvdny [29] az egy citometrids mérés megértéséhez és repro-

dukdlhatésagdhoz sziikséges minimalis informéciét (MI) hatdrozza meg.

SEbben az esetben tin. ray-casting algoritmus hasznalatos annak eldontésére, hogy egy adott sejt benne
van -e a poligonban (PIP, Point In Polygon probléma).
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2.2.3. Explorativ adatelemzés

Ha pontosan tudjuk, hogy milyen alcsoportot vizsgalunk, akkor a kézi médszer jol hasz-
nalhat6, ha azonban nagyszdmdu, sokparaméteres FCM adathalmazbdl szeretnénk uj in-
forméciot nyerni, explorativ adatelemzd, adatbdnydsz moddszerekre van sziikség. Bayes
halok alkalmazdsaval FCM adatok alapjan olyan 4j jelatviteli folyamatokat fedeztek fel,
amelyeket kordbban klasszikus biokémiai médszerekkel nem tudtak azonositani [30]. A
kés6bb leirt Probability Binning (PB) eljards is haszndlhaté explorativ adatelemzésre az-
altal, hogy képes automatikusan kivélasztani sejteket a Frequency Difference Gating mod-
szerével [31]. A PB eljards n paraméter haszndlata esetén n-dimenzids rekeszekre oszt-
ja a mérést, és meghatirozza, hogy melyek azok a rekeszek, melyek két mérés kozott
a benniik levd sejtek mennyisége alapjan leginkdbb kiilonboznek. A kapukat ez alapjin
allapitja meg. Héatranya, hogy a mérési bedllitisokra nagyon érzékeny. Explorativ elem-
zésre hasznélatos még a klaszteranalizis (CA), mely sokdimenzids tdvolsdgok alapjan hoz
l1étre klasztereket a mérési adatokbol. Alkalmas trendek megallapitasdra [32]], a mérések
automatikus csoportositdsara (akar atfedé csoportokkal is, [33]], [34]) és kapuk megalla-
pitasara [35]]. Régota hasznélatos az FCM mérések értékelésére ([36], [37], [38], [39]), de
nem alakult ki standard klaszterez6 algoritmus [40], és az eljardsok bioldgiai validalasa
még hatra van [9].

Ha sok paraméter generdlja a szdzalékos megoszlast (az alcsoportokat), ezeknek meg-
jelenitése ill. értelmezése a sok alcsoport miatt nehéz: n paraméter esetén pl. maximali-
san 2" alcsoport lehetséges, ami 18 mért paraméter esetén is mdr szdzezres nagysidgrendd
szam. Ennek a problémanak a megoldasara fejlesztették ki a SPICE (Simplified Presenta-
tion of Incredibly Complex Evaluations, NIAID, NIH, USA) nevii szoftvert. Ez a program
a szokdsos kézi kapuzasi modszer utdn egyszerli médon, pl. kordiagramok segitségével
képes megjeleniteni a kapott alcsoportok megoszlasat. Kvantitativ adatokat is szolgaltat,
melyek statisztikai 6sszehasonlitdsokra alkalmasak. Szép példdk a szoftver haszndlatira
[41] és [42].

A sokdimenziés adathalmaz megjelenitését mas modon segiti el a f6komponens ana-
lizis (PCA): a meglevd paraméterek kombindldsaval kevesebb szamu 1j, olyan paraméte-
reket hoz 1étre, melyek nem korreldlnak egymassal, igy csokkenti az adathalmaz dimen-
zigjat [43]]. Szintén haszndlatos FCM adatok explorativ elemzésére [44], [33].

Az explorativ elemzd médszerek dltaldban nem adnak kvantitativ eredményeket, ha-
nem a mérési adatokban jelen levd olyan trendekre hivjdk fol a figyelmet, melyeket az-
utan kiilon, ezekre a trendekre kidolgozott bioldgiai eljardsokkal lehet validalni (a trendek
konnyen lehet, hogy csak véletlenek, és ezek az eljarasok nem adnak szignifikancia érté-
ket).
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2.2.4. Hipotézisek vizsgalata

Konkrét hipotézisek FCM-mel val6 ellen6rzésére a keletkezett nagy adathalmaz miatt
Bashashati és mtsai az értékelés szabvanyositdsat javasoljdk [45]. Eszerint egy mérés ér-

tékelése a kovetkezd 1épésekbdl all:
1. Minéségellenorzés: (esetleg mar a mérés kozben) a mérési hibak kikiiszobolésére.

2. Standardizélésﬂ: a nem-bioldgiai eltérések kikoszobolése, pl. kiilonbozé gyartok-
tél szarmazd antitestek altal okozott eltérések, kiillonb6zo erdsitési beallitasok a mé-

ré6eszkozon stb.

3. Outlierek eltavolitasa: pl. halott sejtek, dupla események (amikor két sejtet egy-

szerre mér az FCM).

4. Automatizalt kapuzas: objektiv és szisztematikus eljards sziikséges az ismert €s

még nem ismert sejt-alcsoportok meghatarozasara.

5. Alcsoportok elnevezése: hogy a kiilonb6zd mérések kozott csak ugyanazokat a
sejt-alcsoportokat hasonlitsuk 0ssze, sziikséges ezeket elnevezni, hogy pl. az egyik
mérés limfocitdit ne akarjuk Osszehasonlitani egy masik mérés granulocitdival. Ez

a 1épés lehet az el6zbnek is része.

6. Jellemzok szamitasa: az egyes alcsoportok szamszeri jellemzGinek (melyekkel
majd Osszehasonlitdsokat végziink) kiszamitésa, pl. szdzalékos megoszlasa, sejtek

szama, median, szoras.

7. Ertelmezés: a vizsgalat targyatol fiiggben statisztikai 6sszehasonlitdsok végzése, a

mérések csoportokba soroldsa stb.

A [2.2.2] pontban sz6 volt a 4-5. 1épésre haszndlhaté mddszerekrSl. A 6. 1épés attol
fiigg6en, hogy milyen adatokra van sziikségiink, tobbféle lehet. Ezeket foglalja 6ssze a[2]

tdblazat, az alabbiakban pedig részletesen irunk réluk.

2.2.4.1. Jellemzo: abszolit vagy relativ sejtszam

Abszolut sejtszdmot dllapitanak meg pl. a HIV fert6zés nyomon kovetésére (CD4+ sejtek
pl-enkénti szdma). A relativ sejtszdmok meghatdrozasa (pl. hematolégidban) az dramlési
citometria egyik leggyakoribb alkalmazasa. A sejtszamok megdllapitasdra hasznédlhat6 a

kapuzds, ilyenkor a kapuzds végén megmaradt sejtek szamat hasznéljuk fel. Ha ismerjiik

®Normalizaldsnak is nevezik, de mi standardiz4ldsnak hivjuk, hogy a normal eloszldsra hozds transzfor-
madciéval ne keveredjen.

12
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2. tdblazat. FCM mérésekbdl szamithat6 jellemzdk.

Alfejezet Numerikus jellemz6 Hény paraméterbdl szamitjuk
2.2.4.1| abszolut/relativ sejtszdm kapuk alap- egy paraméter
Jén

2.2.4.1] abszolut/relativ sejtszdm becsléssel egy paraméter
(Overton [46], Lampariello [49], Wat-

son [51]], PB [47])

2.2.4.20 kozépértékek: atlag, geometriai dtlag, egy paraméter

medidn
2.2.4.2| modell-paraméterek tobb-paraméteres is lehet
2.2.4.2| KS-teszttel szamitott |z| ill. 7; érték egy paraméter
(kontrollhoz képest)
2.2.4.2 PB-vel szamitott T érték (kontrollhoz tobb-paraméteres is lehet
képest)
2.2.4.2 PB-vel szamitott ujjlenyomat (kont- tobb paraméter
rollhoz képest)

2.2.4.3| kinetikus mérésekbdl szadmitott gorbék két paraméter: idd, kinetikus pa-
paraméterei (pl. maximum, maximum raméter
elérési ideje, meredekség)

az adott paraméter(ek) eloszlasait, akkor pontosabb eredményt kapunk, ha eloszlasfiigg-
vényeket illesztiink a tapasztalati eloszldsra, és pl. egy kétcsticsu hisztogram kettévagasa
helyett két atfedésben levd stirtiségfiiggvényt illesztiink, s ezek koziil az egyik gorbe alatti
teriilete lesz a kivant sejtszdm. A leggyakoribb eset az, amikor van egy kontroll mérésiink,
melyben a vizsgélt paraméternek egy-csticsu hisztogramja van, ill. egy teszt mérésiink,
melyben a kontroll-eloszlést pozitiv sejtek tarkitjdk. A kontroll mérést kivonva a teszt mé-
résbdl megkapjuk a csak pozitiv sejteket, ebbdl a szazalékos megoszlasuk kiszdmithato.
A kivonas egy fejlettebb valtozatat Overton dolgozta ki [46], mely figyelembe veszi azo-
kat az eseteket, amikor a kontroll hisztogram értéke valamelyik osztalyban nagyobb, mint
a teszt hisztogramé. Ilyenkor a negativ kiilonbséget hagyomanyosan 0-nak veszik, mig
Overton mddszere kumulativ médon hozzaadja ezeket a negativ kiilonbségeket mas osz-
talyokban levd pozitiv kiillonbségekhez. A késébb leirt PB mddszer szintén hasznalhat6 a
pozitiv sejtek ardnydnak meghatdrozaséra, és ebben ugyanolyan jél miikodik, mint Over-
ton modszere [47]. Lampariello és mtsai kidolgoztak egy matematikai modellt negativ és
gyengén pozitiv sejtek kozos hisztogramjanak alakjara ([48], [49]). A modell un. Johnson
Sy négy-paraméteres eloszlasokat hasznal [50], és robosztus az FCM méréseknél jellem-
70 zajossagra. Az eloszlas paramétereinek meghatdrozdsa maximum-likelihood médszer-
rel, Newton-tipusu algoritmussal torténik. A modszert Watson fejlesztette tovabb [S1],
modellje konkrét eloszlast nem feltételez, de az eloszlasok szimmetridjara és ferdeségére

érzékeny. Elonye, hogy konfidencia limitet is ad a szdzalékos megoszlasok megbizhato-
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sagara. Ezek a paraméteres modszerek sajnos nem hasznalhatok akkor, ha nagymértékd
kompenzaldsra van sziikség (lasd 2.1.1] alfejezet), mert ilyenkor az eloszlds kiszélesedik
[L1O].

Az abszolut sejtszamokat (koncentricidkat) kiilonb6zd csoportokban 6ssze lehet ha-
sonlitani klasszikus statisztikai tesztekkel (pl. t-préba, ANOVA, nem-normal eloszlas ese-
tén Kruskal-Wallis teszt [52]). Az ardnyok Osszehasonlitdsara specifikus statisztikai tesz-
tek 1éteznek ([S3l], (541, [S3]).

2.2.4.2. Eloszlas jellemzoi

A sejtszamok megdllapitasdhoz el6zetes ismeretekkel kell rendelkezniink egy (vagy tobb)
paraméter eloszlasardl ill. a sejtek alcsoportjair6l. Ha a nyers adatokat, tehat magukat
a paraméter-eloszlasokat haszndljuk, ilyen feltételezésekkel nem éliink, és meghagyjuk
annak lehet6ségét, hogy olyan kisebb kiilonbségeket (pl. egy eloszlds valamilyen finom
iranyu eltoldddsa) is kimutassunk, melyek esetleg egy kézzel nagyjdbol behuzott kapuval
eltlinnének. Masik elény a tobb-paraméteres eloszldsok jellemzésének lehetdsége.

Egyparaméteres eloszldsok megjelenitésére egyszert €s jol hasznédlhato eljards a box
and whisker’s plot [S6]], mely megjeleniti a medidnt, egy dobozzal a kvartiliseket (25. és
75. percentilis vagy 0,25 ill. 0,75 kvartilis) és bajszokkal (whiskers) a tartomanyt (feltéve,
hogy a dobozon nem nytlnak jobban til, mint az interkvartilis terjedelem masfélszerese;
ha igen, akkor az ezen kiviil levé adatokat outliereknek veszi, és kiillon pontokkal jeleniti
meg). Példdk box plotra a[27] és[29] abra.

Eloszlasok statisztikai 6sszehasonlitdsdhoz valamilyen konkrét numerikus értéket kell
egy-egy eloszlasbol szamitanunk. Ekkor minden eloszldst (vagyis minden mérést) egy da-
rab szdmmal jellemziink. Ez lehet az atlag (mean), amely az eloszlds , fizikai” silypontja
(a tdvolabbi értékeket nagyobb sillyal vessziik figyelembe). Az dtlag akkor j6 jellemzdje
az eloszldsnak, ha az normadlis. Ha log-normalis, haszndlhaté helyette a geometriai atlag,
mely megegyezik a logaritmizalt adatok 4tlagaval. Ha nem tesziink fel semmit eldzetesen
az eloszlasrol, akkor a mediant célszer(i hasznélni, mely az eloszlas felezGpontja, nem ér-
z€keny az outlierekre, €s megfelel6 mérdszama a ,,centrdlis tendencidnak™ [50]. [lleszthe-
tiink modellt is az eloszlasokra. FCM mérések eloszlasait leirtadk mar Weibull-eloszlassal
[57] és Johnson-féle Sy eloszlasokkal [48]], [49]. Ilyenkor a modell paramétereivel jel-
lemezziik az eloszlast. A modell-illesztés modszer haszndlhaté a mérés értékelésének 2.
1épésére (standardizdlds) is, hiszen egy szorzé (nagyitd) vagy eltolds paraméter figyel-
men kiviil hagyhatd, ha feltételezziik, hogy a mérés sordn ilyen tipusud, szamunkra nem
érdekes melléktermékek adédtak. Ha nincs a modellnek a melléktermékeknek megfeleld
paramétere, atparaméterezéssel kaphatunk ilyet.

Felmeriilhet, hogy hisztogramokat kozvetleniil, statisztikai tesztekkel hasonlitsunk
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Ossze. Pl. két mérés atlaga 6sszehasonlithaté t-teszttel, ha normadl eloszldsiak. Ha nem
normadl eloszldstak, Mann-Whitney U teszt hasznédlhatd, ez utébbi esetben a medidnokat
hasonlitjuk 6ssze. Ekkor megkapjuk az atlagot ill. mediant, mint az eloszlas jellemzd-
it, és egy p-értéket is. Egy fejlettebb hisztogram-6sszehasonlité eljards a Kolmogorov-
Smirnov (KS) teszt [58]], mely nemcsak a kozép (atlag, medidn) eltoléddsara érzékeny,
hanem az eloszlas alakjanak valtozasait is figyelembe veszi. Young mér 1977-ben javasol-
ta FCM adatok o6sszehasonlitdsara [S9)]. A KS teszt két minta (kumulativ) eloszlasfiigg-
vény kozti maximalis kiilonbség (D,,, ,,-vel jelolik, ahol n; €s ny a két minta elemszama)
eloszlasat adja meg. Ha a két minta ugyanabbdl a populaciébdl szdrmazik (nullhipoté-
zis), akkor , /% * Dy, n,-nek un. Kolmogorov-eloszldsa van, melyre 1éteznek kritikus
érték tablazatok [60] ill. kozelitd szamitdsok [61]. FCM mérések soran jellemzdk a m-
szer bedllitdsaibol vagy a fluoreszcens festékek mennyiségének kiillonbségeibdl kovetkezd
szisztematikus kiilonbségek, melyekbdl adoddan (standardizélds nélkiil) kétszer pontosan
ugyanazt a mintdt lemérve is szignifikans kiilonbségeket adnak a fenti tesztek [62]]. Ha-
bar az FCM mérések elemszama rendkiviil nagy, a mintavételezés modszere szisztema-
tikus torzitasokat rejt magaban, emiatt sziikséges sok mérés elvégzése, €s a mérésekbdl
egy konkrét numerikus érték szamitdsa. Lampariello a KS teszt egy médositott véltoza-
tat dolgozta ki [63]], mely kontroll-mérések alapjan megallapitja azt a Dy,.;; értéket, mely
bioldgiailag szignifikdns. Ebben az esetben a statisztikailag szignifikdns kiilonbség lehet
bioldgiailag inszignifikdns.

Az eljards a kovetkezd: n kontroll hisztogramunk van, és egy teszt hisztogramunk.
El6szor egy standardizaldssal kapcsolatos 1épés kovetkezik, amikor megallapitjuk, hogy
mekkora az atlagos eltolds (shift) a kontroll hisztogramok kozott, €s ehhez képest mennyi-
re van eltolva a teszt hisztogram. Ha az eltolds nagy, akkor kimondjuk, hogy bioldgiailag
szignifikans a kiilonbség. Ha nem nagy, akkor jon egy tobbszords, modositott KS teszt.

1. 1épés: a kontroll hisztogramok tapasztalati stirliségfiiggvényét c¢;(k)-val jeloljiik,
i€ {1,2,...,n}, ateszt hisztogramét t(k)-val, k € {1,2,...,nclass} (feltételezziik, hogy
mindegyik hisztogram ugyanigy nclass osztdlyra van bontva). Az i. hisztogram atlagos

osztalya:

nclass

Z '] *Gi (‘7) nclass
7=1

ahol size; = Z ¢i(7) (azi. minta elemszdma)

size; —
]:

Az 0sszes hisztogram atlagos osztdlya:
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Egy adott kontroll hisztogram eltolésa:

s; = round(c — ;)

A maximum eltolds, ami a kontroll mintdkban szerepelhet:

Sy = max |i]
i=1

A teszt hisztogram 4tlagos osztalyét (#) ugyanigy szamitjuk, mint a kontroll hisztog-

ramokét. A teszt hisztogram eltoldsa a kontroll hisztogramokhoz képest:

r = round(c — t)

Ha |z| > S), akkor megdllapitjuk, hogy a teszt minta bioldgiailag szignifikansan
kiilonbozik a kontrollokt6l. Ha nem, akkor jon a 2. 1épés.

2. 1épés: egy tobbszoros, modositott KS teszt, melynek sordan a kumulativ hisztog-
ramok kiilonbségének szamitdsdnal figyelembe vessziik az 1. 1épés sordn meghatarozott
eltolasokat, tehat a megfelelen eltolt kumulativ eloszldsfiiggvényeket vonjuk ki egymas-
bdl, és ezt megtessziikk minden kontroll mintdra. A ¢;(k) és t(k) értékekbdl szamitott ku-
mulativ eloszlasfiiggvényeket C;(k)-val ill. T'(k)-val jeloljiik (pl. T'(k) = Z?:l t(4)).

Minden kontroll hisztogramra (i € {1,2, ..., n}) kiszdmitjuk az aldbbi értéket:

1 nciass . .
ri = « Max |Ci(j — i) — T(j — )|
crit,it J=1

D.pirir @ KS teszt kritikus értéke, C;(j — s;) az i. kumulativ eloszlasfiiggvény s;-
vel eltolva (standardizélva), T'(j — x) hasonldképpen. 7; az r;-k dtlaga, ez lesz az (j

statisztika, amit egy L kritikus értékkel hasonlitunk dssze:

L=p+3xo0

ahol 7 az étlaga, o, pedig a szdrdsa az aldbbi r; ardnyoknak:

]_ nctass
x mlalx Ci(j—s:) — O — )| i € {1,2,con— 1}, 1€ {i+1,....,n}
]:

Ty =
crit,il

Tehat elvégezziik az eltolassal médositott KS tesztet az 6sszes kontroll-parra, majd

ezekbdl szdmitunk kritikus értéket r_t—rfﬂ Ha 7, > L, akkor a teszt mérés bioldgiailag

7 Az L kritikus érték kiszdmitdsakor a 3 * o szérds-értéket a Csebisev-egyenlStlenség azon kvetkezmé-
nye alapjan allapitotta meg Lampariello, hogy tetszdleges eloszlds 88,88889%-a ebben a tartomanyban van,
normadl eloszlasnal ez 99,7%.
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szignifikdnsan kiilonbozik a kontrolloktdl, egyébként csak statisztikailag lehet szignifi-
kans.

Brescia és mtsai ROS mérésekre fejlesztették tovabb Lampariello eljarast, azt még
robosztusabba téve (atlag helyett pl. medidnt hasznélnak) [62].

A KS-teszt ezen moédositott valtozata esetében az eloszlasbdl szamitott jellemzd az
|z| ill. az 77 érték, melyeknek kiszdmitdsdhoz kontroll eloszldsokat vesziink igénybe. A
kontroll eloszldsok haszndlata volt az alapja a Probability Binning (PB) eljardsnak is,
melyet Roederer és mtsai dolgoztak ki ([47], [64]) Cox ? statisztikdra épiil eljardsanak
[65] tovabbfejlesztéseként. A PB eljaras altal szamitott jellemzd az dn. 7' érték, mely
egy adott kontroll eloszlastdl valé eltéréssel ardnyos. Elénye, hogy a Lampariello (és a
SElﬂ [66]], Overton [46]) mddszerrel ellentétben pozitiv és negativ irdnyu eltéréseket is
jelez, és nagysdga ardnyos az eloszlasok kozotti kiilonbséggel, tehat valodi metrikaként
alkalmazhaté: a kiillonbozé mérések aszerint csoportosithatdk vele, hogy mennyire térnek
el a kontroll mérést6]ﬂ A bioldgiailag szignifikdns 7' érték empirikusan meghatdrozhatd.
A PB eljarés 6 elonye azonban, és ez volt kidolgozdsanak f6 motivacidja, hogy nem csak
egy, hanem tetszbleges szamu paraméter egyiittes 0sszehasonlitdsara alkalmas.

A PB eljards a kovetkez6: a kontroll mintit rekeszekre osztjuk, de a klasszikus
hisztogram-szdmitdsi modszerrel ellentétben nem egyenlé nagysdgu rekeszekre, hanem
egyenld szami sejtet tartalmazé rekeszekre. Igy az eloszlds azon részén, ahol tSbb érték
van, kisebbek lesznek a rekeszek, azon a részén, ahol kevesebb van, nagyobbak. Ez a
modszer altaldnosithatd tobb dimenzidra: kezdetben egy rekesziink van. Az eljards min-
den 1épésben az 0sszes rekeszt kettéosztja (elfelezi) aszerint a paraméter szerint, amelynek
legnagyobb a variancidja. Igy k 1épés utdn 2* db rekesz keletkezik, és azon paraméterek
mentén lesz tobb rekesz, melyeknek értékei jobban kiilonboznek.

A teszt mintdra megszdmoljuk, hogy (a kontroll minta rekeszeit hasznédlva) melyik
rekeszben hany sejt van. Jeloljiik c;-vel az 7. rekeszben levé kontroll sejtek relativ gyako-
riségéﬂ s;-vel az 1. rekeszben levé teszt sejtek szamat, ekkor, ha B rekesziink van, az

alabbi Y? értéket szamitjuk:

Ennek a statisztikdnak, feltéve, hogy nincs eltérés a kontroll és a teszt eloszlasok ko-

VB

zott, x2 = % atlaggal €s 0,2 = 7~ szorassal normal eloszlasa van. Ez a tulajdonsag

8]4sd lejjebb az ,,Egyéb modszerek” részben

“Hasznalhat6 sejtcsoportok szdzalékos ardnydnak meghatdrozasara [47], sét, kapuzésra is [31].

0Rekeszben levd kontroll sejtek szdma osztva az 6sszes kontroll sejt szamaval; ez j6 kozelitéssel meg-
egyezik az 6sszes kontroll sejt szdma osztva a rekeszek szadmaval, kis eltérés akkor lehet, ha el6bbi nem
tobbszordse utdbbinak.

17



doi:10.14753/SE.2013.1852

hasznalhat6 a T-metrika szdmitdsdra, mely tetszGleges x2, mérésbdl megallapitott értékre

2 _ 2
T = max <O,M)
X

Ha a teszt eloszlas nem tér el a kontroll eloszlasoktdl, ennek értéke 0, minél inkabb

kiszamithato:

eltér, anndl nagyobb az értéke. A normadl eloszlds eloszlasfiiggvénye alapjan kiszamit-
hatok a T-értékhez tartozd p-értékek (7' annak felel meg, hogy hany szordsnyival tér el
az atlagtol az adott teszt eloszlas), vagyis az eltérésekre szignifikancia szint is szamol-
hat6. Ezeknek azonban hasonldan korlatozott a jelentésége, mint a KS-tesztbdl szamolt
p-értékeknek, melyek lehetnek bioldgiailag inszignifikdnsak. Maguk az eloszlasbol szar-
maztatott T-értékek viszont kiilonboz6 mérések kozott osszehasonlithatdk klasszikus sta-
tisztikai mddszerekkel, csakiigy, mint az eloszldsok atlagai, medidnjai stb. Az értelmezés-
ben annyi a kiilonbség, hogy ezek nem az eloszlds kozepét jellemzik, hanem az elosz-
lasnak egy kontrolltél valo eltérésének mértékét, tehat fliggnek a kontroll eloszlastol. A
kontroll eloszlast lehet tobb mérésbdl 6sszednteni (pl. ha nincs kontroll, az 6sszes mérés
Osszeontve lehet az), vagy ha ismert egy valamilyen bioldgiai és méréstechnikai indokok
alapjan megfeleld kontroll, azt lehet hasznalni.

Ahelyett, hogy egy numerikus metrikit haszndlndnk egy mérés jellemzésére, Rogers
€s mtsai magat a rekeszek szerinti eloszldst haszndlja az eloszlas jellemzésére, melyet
citometrids ujjlenyomatnak (CF, Cytometric Fingerprint) nevez [67]. A kontroll minta re-
keszeinek meghatarozasanak algoritmusét is tovabbfejlesztette, miszerint nem csak sokdi-
menzids téglatesteket, hanem politépokat hatiroz meg. Az eljards szabadon hozzaférhetd
implementdcidja a £1owFP csomag [68]].

Egyéb moédszerek: FCM egy-dimenzids hisztogramok sszehasonlitdsara tobb, nem
széles korben elterjedt javaslat is sziiletett. Ilyenek Bagwell Bayes-tételre alapozott el-
jéarasa [69] ill. D-max (SED) algoritmusa [66]]. Zeng és mtsai hisztogramok Osszehason-
litdsanak egy informdcidelméletre épiild mddszerét dolgoztak ki [70]. A hisztogramokra
kiilonboz6 erdsségii simitdsi modszereket alkalmaztak, majd a kapott, simitott gorbék els6
derivaltjait karakterlancokka kodoltdk, és a karakterlancok informaciéelméleti tavolsagat
hatdroztak meg. Parikh és mtsai konfidencia intervallumok helyett predikciods interval-
lumok hasznélatét javasoljak [71], melyek jobban megkozelithetik az FCM méréseknél
haszndlatos gondolkoddsmddot, ahol érdekesebb az, hogy egy paraméternek milyen érté-
ke lesz a jov6re vonatkozdan adott valdszintiséggel, mint hogy egy hipotetikus végteleniil
nagy méréssorozat esetén mennyi lenne az értéke. Algoritmusuk paraméteres, alkalmaz4-
sédhoz tovabbi vizsgdlatok sziikségesek.

Tobb-dimenzids, nem explorativ 0sszehasonlitdsokra példa Davey €s mtsainak kozle-
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ménye [72], akik 3 mddszert, a PCA feliigyelt valtozatat, a PCR-t (Principal Component
Regression), a PLSR-t (Partial Least Square Regression) és a mesterséges neuronhalokat
(ANN) hasonlitottdk 6ssze mikrobioldgiai mintak felismerésére. A méréseket tanité hal-
mazra (training set, ez alapjan allitottdk be a médszerek paramétereit) és teszt halmazra
(test set, a modszereket ezen probaltak ki) osztottak, legjobbnak az ANN-t talaltak.

2.2.4.3. Jellemzok szamitasa kinetikus mérésekbol

Kinetikus mérések azok, melyekben az id6 paraméter és valamelyik mésik paraméter egy-
mastdl nem fiiggetlen (3] dbra). Az ilyen mérések értékelésére, hasonléan ahhoz, ahogy az
iddsor-analizisre vagy tilélési gorbék vizsgélatara specidlis statisztikai eljarasokat fejlesz-
tettek ki [[73]], az el6bbiektdl eltérd értékelési modszereket alkalmaznak az irodalombanﬂ

Abrazolas: a kinetikus méréseket 4ltaldban kétdimenzids hisztogrammal dbrizoljak,
az x tengelyen az id6t, az y tengelyen a kinetikus paramétert feltiintetve. A z tengely@
abrazolhat sejtslirliséget, ez megjelenithetd 3D-s médon (pl. [4]), szindrnyalatokkal vagy
szintvonalakkal (ldsd 4] dbra). A z tengely dbrdzolhatja a sejteket magukat pontonként,
ilyenkor, ha elég kicsik a pontok, a megjelenés hasonl6 egy stirtiség-abrahoz (scatter-plot
vagy dot-plot, pl. [75], [[76], [77], [78]). A kapott kép informdciétartalma erdsen fiigg
attol, hogy mekkora pontméretet haszndlunk (5| dbra) és hogyan valasztjuk meg az y

tengely széleit.

1000
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4. dbra. Kinetikus mérések dbrazoldsa sejtstirliséggel kiillonb6z6 médokon. Balrdl jobbra:
3D-s dbrazolds, szindrnyalatok (density plot), szintvonalak (contour plot). Az itt dbrézolt
kalcium-flux mérés a[4.7.2] alfejezetben bemutatott mérések koziil az, melynél 25 pg/ml
PHA-t hasznéltunk.

1Az irodalomban haszn4lt médszereket tablazatban foglaltuk 6ssze a FacsKin programrél sz616 konyv-
fejezetben [[74]].
12yagyis maga a feliilet, ha 2-dimenziés 4brardl van szé
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5. abra. Kinetikus mérések dbrazolasa pontokkal (scatter plot) kiilonbdzd pont-
méretekkel. A kalcium-flux mérés a alfejezetben bemutatott mérések koziil az,
melynél 25 pg/ml PHA-t hasznaltunk.

Gorbék szamitasa: az el6bb emlitett dbrak alapjan a kinetikus mérések csak er6sen
szubjektiv médon jellemezhet6k, emiatt szokds az adathalmazokbol gorbéket szdmitani.
Ez megtehetd dgy, hogy a mérés id6tartamét adott mennyiségt, pl. 100 egyenld hosszui-
sagu intervallumra osztjuk, majd mindegyik intervallumban kiszamitjuk az ott levé sejtek
kinetikus paraméter-ért€kének atlagat (pl. [4], [79], [80], [[76], [[77]), geometriai dtlagat
(pl. [16]) vagy medidnjat (pl. [81]]). Az igy kapott gorbék magassdga fiigg az alkalmazott
kozépérték-szamito eljarastol, lasd [6] dbra. Az atlagot a kiugré (outlier) értékek erSsen
elhizzdk, s6t, gyakori, hogy, az FCM az eloszldst maximalizdlja egy adott értéknél (a
bemutatott dbrdkon a maximalis érték 1023), és az 6sszes ennél nagyobb intenzitdsu sejt
értéke ennyi lesz. Ez az atlag értékét (ebben az esetben lefele) befolydsolja, mig a me-
didnra nincs hatdssal. A geometriai dtlag akkor haszndlhatd, ha az eloszlas log-normalis,
ekkor logaritmikus transzformdci6 utdn megegyezik az atlaggal.

A gorbe értékei kiszamithatok adott konkrét 1d6kozonként (pl. 10 s-onként, 8 s-os
sziinetekkel [[79]], 10 s-onként [80]], 25 s-onként [[77]], 30 s-onként [[78]], 60 s-onként [82])
vagy egy intervallum folyamatos csusztatdsdval, in. mozgodatlag segitségével (pl. [[/6l],
[16]). A[/| 4bra bemutatja, hogyan fiigg a gorbe zajossaga az idSintervallum hosszatol. A
kapott gorbe simithat6 kiilonb6z6 mddszerekkel, melyek koziil egy az un. lowess-eljaras
[83], haszndlatdra egy példa [81]. Kiilonboz6 er6sségii simitdsokat mutat be ugyanarrdl a
mérésrdl alfl abra.

Hogy kiilonb6z6 mérésekbdl szarmazé gorbék dsszehasonlithatok legyenek, standar-
dizélni[lzl szokds Oket, vagyis az y értékeket egy szdmmal szorozni, hogy 1-el kezdédjenek,

vagy pontos koncentracié-értéket mutassanak. Ez utébbihoz kalibralni kell a késziiléket,

133 standardizdldst normalizdlasnak is nevezik
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6. abra. Kiilonb6z6 kozépérték-szamitasi modszerek bemutatdsa. A mérés idGtartama 100
azonos hosszisdgu intervallumra lett osztva, és mindegyik id6tartamban meghatdroztuk
az atlagot (egybefiiggd gorbe), geometriai atlagot (pontozott gorbe) és mediant (vonal-
kazott gorbe). A kalcium-flux mérés a m alfejezetben bemutatott mérések koziil az,
melynél 25 pg/ml PHA-t hasznaltunk.

ezt Omann €s mtsai [79]] és Norgauer és mtsai [80] megtették. Az egyszeriibb, 1-re val6
standardizaldshoz dltalaban a mérés elsé részének atlagaval/medidnjaval osztjdk a gorbét.
Ez lehet az elsd 5 s [81], 20 s [77], 30 s [78] vagy 40 s [[75], [82], [84]. Ha késziil kiilon

alapvonal-mérés, akkor annak kozépértékét lehet erre a célra felhaszndlni.
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7. ébra. Kiilonboz6 finomsagi medidn simitds (ldsd x tengelyek felirata). A mérés id6-
tartamat 50, 200, 500 ill. 10000 egyenld hosszisagu részre osztottuk, és mindegyik inter-
vallumban dbrazoltuk a medidnt. A kalcium-flux mérés a alfejezetben bemutatott
mérések koziil az, melynél 25 pg/ml PHA-t haszndltunk.

Gorbék paramétereinek szamitasa: a gorbékbdl az irodalomban a kovetkezd para-

métereket olvastak le (9] dbra):

e intenzitas adott id6vel a mérés kezdete utan [[79]], [[75], [8O], [82], [184], [[78]]
e maximalis intenzitas [I80], [[76], [[77]], [L6], [81]

e maximimadlis intenzitds elérési ideje [81]]

e maximum intenzitds érték 50%-anak elérési ideje [4]

e meredekség adott id6vel a mérés kezdete utan [82]

e AUC (gorbe alatti teriilet) [81]

A paraméterekhez bioldgiai jelentés tarsithatd, pl. a maximalis intenzitds a maximalis
sejtben elért kalcium-koncentracidval ardnyos, a maximum elérésének ideje a kalcium-

valasz gyorsasdgaval, mig a meredekség azzal, hogy milyen hirtelen ndvekszik meg ez a
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8. dbra. Kiilonboz6 finomsagu lowess-tipusu [83]] simitds: az f simitdsi paraméter értékei
0,01, 0,05, 0,1, 0,5. A kalcium-flux mérés a[4.7.2] alfejezetben bemutatott mérések koziil
az, melynél 25 pg/ml PHA-t hasznaltunk.

kalcium-koncentracid. A gorbe alatti teriilet a kalcium-atomok mérés soran citoplazma-
ban toltott idejének Osszegével aranyos. Ezekkel a szamitott paraméterekkel jellemezve a
méréseket statisztikai 6sszehasonlitdsok végezhetdk, pl. t-teszt (pl. [[75]), Mann-Whitney
U teszt (pl. [82], [84], [81]), parositott Wilcoxon-teszt (pl. [78], [81]) stb.
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9. dbra. Példa paraméterekre, melyek egy kinetikus gorbébdl leolvashatdk. A fiiggbleges
tengelyen levs adatokat mértékegység nélkiilinek vettem.
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3. fejezet

Ceélkituzések

Célul tiztiik ki egy, a kinetikus dramldasi citometrids mérések leifrdsara és 0sszehasonlita-

sdra szolgdlo algoritmus kifejlesztését, mely

1.

2.

objektiv numerikus értékeket ad, ezdltal statisztikai 0sszehasonlitast tesz lehetdvé,

nem fiigg a felhaszndl6 4ltal ad-hoc médon megadott bedllitdsoktdl, igy reprodu-

kalhat6 eredményeket ad,

. a kinetika kiilonbzd aspektusait (pl. maximum, vélasz gyorsasaga) képes szamsze-

rdsiteni,

. megfeleld a kalcium-flux mérések kinetikdjanak leirdséra, de kell6en robosztus ah-

hoz, hogy mas, hasonl6an bonyolult kinetikdju méréseket leirjon,

. hatékonyan implementdlhat6 €s a kutatdsban felhaszndlhato.
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4. fejezet

Modszerek

Egy kinetikus FCM mérés soran sejtekrdl allapitunk meg paramétereket. Innentdl ezek
koziil kettdvel foglalkozunk, az id6 paraméterrel és az un. kinetikus paraméterrel. Méré-
sen innentdl kinetikus FCM mérést értiink, pontosabban ¢, 7 : [1, ncell] — R vektorokaﬂ
t; az 1. sejthez tartoz6 idGpont, r; az . sejthez tartozo kinetikus paraméter érték, ncell a
sejtek szdma.

Hogy kifejlessziik a célkitlizéseknek megfelels eljarast, mely tkp. numerikus jellem-
z6ket (lasd alfejezet) szamit ki a kinetikus mérésekbdl, az aldbb leirt algoritmu-
sokat implementaltuk R [24] nyelven. Az algoritmusokat aszerint csoportositottuk, hogy
a jellemzdk szamitdsdnak mely 1épésében vesznek részt. El6szor a paraméterek lehetsé-
ges transzformaci6irdl frunk (.1]), majd a mérési adathalmaz redukélasarél @.2]), ez-
utdn fiiggvények illesztésérdl a (redukélt) adathalmazra (4.3]). Standardizdldsra (4.4) és
eloszldsok meghatdrozarasara (4.5) van sziikség ahhoz, hogy a fiiggvényeket ssze tud-
juk hasonlitani (4.6). Az egyes alfejezetekben leirjuk az dltalunk arra a 1épésre kiprébalt
kiilonboz6 megolddsokat. Az algoritmusokat elsédlegesen a 4.7} alfejezetben leirt méré-

seken teszteltiik.

4.1. Dekvantalas

4.1.1. Id6 paraméter dekvantalasa

Bizonyos FCM-ek a mérési adatokat olyan formatumban adjdk meg, melyben az id6 pa-
raméter felbontdsa pl. 2,56 s, ami azt jelenti, hogy tetsz6leges sejtek kozotti idokiilonbség
ennek tobbszorose. Mivel tudjuk, hogy az FCM szekvencidlisan mérte meg a sejteket, és
ebben a sorrendben kapjuk meg a tdblazatban az eredményeket, az aldbbi algoritmussal

Ujraszamoljuk az id&pontokat, hogy minden sejthez kiilonb6z6 id6épont legyen rendelve,

Jelolés: [a,b] C N, [a,b] = {a,a+ 1,a+2,...,b}
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amely rdaddsul jobban megkozeliti a tényleges mérési idSpontot.

Legyen A a legkisebb pozitiv kiillonbség, ami két sejt id6 paramétere k6zott van:

A=min{x—y|x,y€E U {t;}
1€[1,ncell]
Azokra az egymds utan kovetkezd idéértékekre, melyek egyenl6ek, vagyis minden
i, j-re, melyekre ¢, < t; ést; < tj41 €st; = t; (4gy definidlva, hogy ¢y < t; és

tcell < tneei+1) @ kovetkez6t definidljuk:

1
ottt = (bt + ———— At 4+ ———— % A, o+ ————
(za 41 Y42 ]) ( +]—Z—|—1 +]—Z+1 ]—Z+1

A dekvantdlt idGvektor az igy kapott ¢’ vektor lesz.

4.1.2. Dekvantalas altalanos esetben

Ha nem hasznalhatunk fel olyan tobblet-tudast, mint az id6 paraméternél az el6bb, mégis
szeretnénk, hogy minden érték egy v : [1,n] — R vektorban kiilonb6z6 legyen, akkor,
ha a szamok lebegdpontos értékekként vannak tarolva, a mantissza m biten van dbrdzolva
(m > 6), és v-nek a K halmazbeli index{ elemei egyenldek (tehat |, {vi}| = 1 és
Vi€ [1,n]\ K : v; # v;,ahol j € K),av; «27™"3 % [0,1,2,...,| K| — 1] halmaz ele-
meit (ahol j € K) adjuk hozza a K index{ vektorelemekhez tetsz6leges sorrendben, igy
mindegyik szam kiilonbozni fog, és az értékiik csak a nem szignifikdns biteken médosul
kissé tetszSleges nagysegrendli szdmok esetén. Kis esély ugyan van arra, hogy a méd-
szerrel eddig nem egyenld szdmokat egyenldvé tesziink, de FCM mérési adatok esetén ez
elenyészd, mert a késziilékek mérési pontatlansdga joval nagyobb, mint a lebegépontos
szamabrazolas pontatlansdga, emiatt a mért értékek a legkevésbé szignifikdns biteken jel-
lemz&en megegyeznek. Ez a dekvantélasi algoritmus a £1owFP [68] sajat dekvantéldsi

algoritmusédnak (dequantize fiiggvény) tovabbfejlesztett viltozata.

4.2. Helyettesités

A mérést felosztjuk nts egyenl6 hosszisdgi egymast kovetd id6intervallumr242_-|> s minden

id6intervallumban meghatdrozunk ngs kvantilist cutoff leviagassal, mégpedig a kovetke-

2 Annak érdekében, hogy ezekben az intervallumokban egyenletesen oszoljanak meg a sejtek akkor is, ha
az intervallumok hossza 6sszemérhet6 a késziilék felbontdsaval, sziikséges az id6 paraméter dekvantdlasa,
lasd alfejezet.
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10. dbra. n db egyenletesen elosztott kvantilis kétoldali cutoff nagysdgu levagéssal.

zGket (10] dbra):

t 1 — cut 1 — cut
Szcu0ﬁ+ cuoﬁ+ cutoff 0, ngs — 1]
2 2ngs ngs

Ha megfelelden nagy szdmokat vélasztunk nts és ngs értékeként, és nem 4ll fonn
ncell < nts x ngs, a mérés helyettesithetd nis * ngs db szdmmal, vagyis egy qdata €
R™a5x1ts matrix-szal, ahol qdataij a 7. id6intervallumban az 7. kvantilis értéke, ill. az id6-
intervallumok kezdetének times € R™® vektordval. Ha vannak olyan idSintervallumok,
ahol kevesebb, mint ngs mérési adat van, ott a kvantilis-értékek pontatlanok lesznek, sz€l-
sO0séges esetben nem lesznek kvantilis értékek, ilyenkor azt az idéintervallumot kihagyjuk,
és nts kisebb lesz.

A helyettesités sordn 1étrejové adathalmazzal gyorsabban végezhetSk szdmitdsok,
mint az eredetivel. A helyettesitéssel ugyan elveszitjiik az eredeti, ncell-nek megfele-
16, akar milliés szabadsagi fokot, de, mivel a statisztikai tesztek szempontjabol érdekes
elemszdm a mérések szdma, nem pedig a méréseken beliili sejtszdm, ezt az eredeti sza-
badsédgi fokot nem is haszndlnank fel. Szintén elveszitjiik az id§ paraméter és a sejtszdm
Osszefliggését: az értékelést nem fogjdk jobban befolyasolni azok az id6intervallumok,

ahol tobb sejt van; tehét egyenletesitjiik az id6 szerinti sejt-eloszlast.
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4.3. Fiiggvény-illesztés

Kinetikus FCM méréseket jellemzd eljardsunk kifejlesztésének alapotlete volt, hogy az
1d6 és a kinetikus paraméter Osszefiiggését egy fliggvénnyel jellemezziik, vagyis fiigg-
vényt illessziink a mérésre. Ez azt jelenti, hogy egy megfelel6 algoritmussal ugy allitjuk
be a fiiggvény paramétereit, hogy a mérési pontoktdl valo eltérés lehetdleg minimalis le-
gyen. Ilyen eljards pl. egyenes fiiggvény (y = a x x + b) illesztésére a linedris regresszid
[85], amely az eltérés-négyzetosszeget (Sum of Squared Deviation, SSD) minimalizélja,

a fliggvény paraméterei a (meredekség) és b (tengelymetszet).

4.3.1. Fiiggvények

A matematikdban jol ismert S-alaku logisztikus fiiggvény altaldnos képlete:

d—c
1+ (4

Ertelmezési tartoménya R+, értékkészlete [min(c, d), max(c, d)].

logist(t; b, c,d,e) = ¢+

Paraméterei:

e b: meredekséggel kapcsolatos paraméter, ha pozitiv, akkor logist(0) = d és
limy,(logist) = c; ha negativ, akkor logist(0) = ¢ és limy(logist) = d; ha 0,

ct+d

akkor a gorbe dtmegy <* €rtéki konstans fliggvénybe.

e c: b-t0l fiiggben a kezdb- vagy végsd érték
o d: b-t0l fiiggben a végsd- vagy kezdd érték
o e:a <t érték elérési ideje

A logisztikus fliggvénnyel jol leirhatok olyan iddbeli folyamatok, melyek egy kons-
tans értékrdl indulnak, majd fokozatosan egy masik konstans értéket érnek el. A biol6gid-
ban gyakran haszndljék pl. novekedési vagy ddzis-hatds gorbék leirdsara. Egy médositott
véltozatat a hormesis nevii bioldgiai jelenség [86] leirdsara dolgoztdk ki Cedergreen és
mtsai [87]. A hormesis bizonyos dozis-hatds gorbék jellegzetessége, miszerint kis dozi-
sokra ellentétes reakcid alakul ki, mint nagyobbakra: egy adott dézistartomanyon beliil a
hatds dozsifiiggd moédon emelkedik, egy adott dozisszint elérése utdn pedig dozisfiiggd
modon csokken. A jelenséget eldszor toxikoldgidban figyelték meg [88]. A Cedergreen

és mtsai altal kidolgozott fiiggvény képlete:

d—c—l—f*exp(tagg))

hormesis(t; b, c,d, e, f) = ¢+ .
L+ ()
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A fiiggvényt a kovetkezdképp modositottuk (az e paraméter bekeriilt a szdmldloba az

f*... levago-tiiggvény alakjat modositando):
d—c—l—f*exp<W>
L+ (1)

A hormesis; fiiggvény értelmezési tartomdnya R™, b, ¢, d, e paramétereinek értelme

hormesis; (t;b,c,d, e, f) = c+

hasonlé a logisztikus fiiggvény paramétereihez, a fiiggvény hatarértéke b < 0 esetén +oo-
ben d + f. f = 0 esetén megegyezik a logisztikus fiiggvénnyel (f = b = 0 esetén pedig
konstans fiiggvény). Alakja a kdvetkezOképp fiigg a paraméterektdl:

e ¢ > d: afiiggvény alapvetSen negativ meredekségi

— f < 0: afiggvény végig negativ meredekségli

- 0 < f < c—d: afliggvény el6szor negativ, majd pozitiv meredekségdi, értéke
-+o00o-ben kisebb a kezd6értéknél

- f > ¢ — d: a figgvény el6szor negativ, majd pozitiv meredekségl, értéke

+o00-ben nagyobb a kezdbértéknél
e ¢ < d: afiiggvény alapvetSen pozitiv meredekségli

— f > 0: afliggvény végig pozitiv meredekségii
- c—d < f < 0:afiuggvény el6szor pozitiv, majd negativ meredekségd, értéke
+00-ben nagyobb a kezd6értéknél

- [ < ¢ — d: a fiiggvény el6szor pozitiv, majd negativ meredekségt, értéke

7 2

+oo-ben kisebb a kezdbértéknél

Az el6bbi fiiggvények paramétereinek értelmezése nem trividlis, hiszen pl. a logiszti-
kus fiiggvény egyik paraméterének eldjelétdl fiigg, hogy masik két paramétere mit is je-
lent (a fiiggvény kezdd értékét vagy végso értékét). Emiatt kidolgoztunk egy 5 olyan fiigg-
vénybdl all6 fiiggvény-készletet, melyeknek az 6sszes paramétere konnyen értelmezhetd,
és a ,,matematikai” és ,,biolégiai”” paraméterek egybeesnelﬂ Ezt tjabb paraméterek beve-
zetésével, régiek kikiiszobélésével és paraméter-megszoritdsokkal értiik el. Az 5 fiiggvény

a kovetkezd:

1. Konstans fiiggvény.
constant(t;y) =y

3A logisztikus ill. a hormesis fiiggvény paramétereib6l numerikus médszerekkel ugyan kiszamithaték
ugyanezek a bioldgiailag hasznalhaté paraméterek, de az, hogy a paramétereknek nincs egyszeri értelme-
zések, azzal is jar, hogy illesztésnél az indul6 paramétereket nehéz megbecsiilni (1asd alfejezet).
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Paraméter megszoritas: y > 0

Paraméter:
¢ y (konstans érték, constant value): a fiiggvény értéke tetszéleges id6pontban

2. Pozitiv logisztikus fiiggvény dbra): ez a fiiggvény egy adott y0 értékrdl indul
és értéke folyamatosan novekedve végiil végtelenben egy adott y2 értéket ér el. A

logisztikus fiiggvény dtparaméterezése.

y0 + (y2 — y0)

1+ exp (—4*m;(,;to+ ml))

logist, (t;y0,y2,x1,ml) =

Paraméter megszoritasok: y0,y2, x1,m1 > 0 and y0 < y2

Paraméterek:

e 10 (kezdo érték, starting value): a fiiggvény hatarértéke —oco-ben

e 12 (végso érték, ending value): a fiiggvény hatarértéke +oo-ben (nagyobb,
mint a kezd6 érték)

e 21 (50%-0s érték elérési ideje, time to reach 50% value): az az idGpont,
amikor a fliggvény értéke a kezddérték és végsd érték atlaga

e ml (meredekség az 50 %-os értéknél, slope at 50% value): az 50%-os érték-

nél a fiiggvény meredeksége (pozitiv)

ending value

starting value

L]
time to reach 50% value

11. dbra. A pozitiv logisztikus fiiggvény (logist,) paraméterei.

3. Negativ logisztikus fiiggvény dbra): ez a fiiggvény egy adott y0 értékrdl indul
és értéke folyamatosan csokkenve végiil végtelenben egy adott y2 értéket ér el. A

logisztikus fiiggvény dtparaméterezése.

y0 + (y2 — y0)

1+ exp (—4*%;(_;; Il))

logist_(t;y0,y2,x1,ml) =
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Paraméter megszoritasok: y0,y2, x1 > 0, m1 < 0 and y2 < y0

Paraméterek:

e 0 (kezdo érték, starting value): a fiiggvény hatarértéke —oo-ben

e 12 (végso érték, ending value): a fiiggvény hatarértéke +oo-ben (kisebb, mint

a kezdo6 érték)

o 11 (50%-0s érték elérési ideje, time to reach 50% value): az az idSpont,

amikor a fiiggvény értéke a kezd6érték és végsd érték atlaga

e ml (meredekség az 50 %-os értéknél, slope at 50% value): az 50%-os érték-

nél a fliggvény meredeksége (negativ)

starting value

ending value

time to reach 50% value

12. abra. A negativ logisztikus fiiggvény (logist_) paraméterei.

4. Pozitiv dupla logisztikus fiiggvény abra): ez a fiiggvény egy adott y0 értékrdl
indul, értéke folyamatosan névekedve elér egy y1 maximumot, majd innen folya-
matosan csokkenve végiil végtelenben egy adott y2 értéket ér el. Ez a fliggvény
két logisztikus fiiggvény egymdshoz illesztése tgy, hogy az illesztésnél az Gsszes

derivéltjuk megegyezik.

dlogist, (t;40,yl,y2, 21, 2d0, xd2, m0, m2) =

yo + yl_}ll*ozd()*m(l lft < x]‘

y2 + yl_f?de*m2 ift >l

Paraméter megszoritasok: 40, y1, y2, m0, x1, xd0, zd2 > 0, m2 < 0,
xd0 < x1, yl > y0, yl > y2

Paraméterek:

e 0 (kezdo érték, starting value): a fiiggvény hatarértéke —oo-ben
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e y1 (maximum érték, maximum value): a fiiggvény maximumanak értéke
o y2 (végso érték, ending value): a fiiggvény hatarértéke +oo-ben

e 1 (maximum érték elérési ideje, time to reach maximum value): az az id6-

pont, amikor a fliggvény értéke megegyezik a maximum értékkel

e 2d0 (az els6 50%-os érték és a maximum Kkozotti ido, time from the first
50% value to maximum): a tdvolsag az elsd 50%-os érték €s a maximum el-

érési ideje kozott (elobbi a kezdd érték és a maximum érték atlaga)

e 1d2 (a maximum és a masodik 50%-os érték kozotti ido, time from ma-
ximum to the second 50% value): a tdvolsdg a maximum érték €s a masodik
50%-os érték elérési ideje kozott (ez utébbi a maximum érték és a végsd érték

atlaga)

e m0 (meredekség az elsé 50 %-os értéknél, slope at first 50% value): az elsd

50%-os értéknél a fliggvény meredeksége (pozitiv)

e m?2 (meredekség a masodik 50%-os értéknél, slope at second 50% value):

a masodik 50%-os értéknél a fliiggvény meredeksége (negativ)

maximum value

ending value

starting value =

time to reach
maximum value

time from first 50% value to ma:-:imum"'—y'—

time from maximum to second 50% value

13. dbra. A pozitiv dupla logisztikus fiiggvény (dlogist, ) paraméterei.

5. Negativ dupla logisztikus fiiggvény abra): ez a fiiggvény egy adott y0 érték-
ol indul, értéke folyamatosan csokkenve elér egy y1 minimumot, majd innen fo-
lyamatosan novekedve végiil végtelenben egy adott y2 értéket ér el. Ez a fliiggvény

két logisztikus fiiggvény egymadshoz illesztése ugy, hogy az illesztésnél az Osszes
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derivéltjuk megegyezik.

dlogist_(t;40,yl,y2, 21, 2d0, xd2, m0, m2) =

y0 + w0 ift <zl

y2 + yl_i/zde*mQ lft Z xl

Paraméter megszoritasok: y0, y1,y2, m2, x1, xd0, zd2 > 0, m0 < 0,

xd0 < 21, yl < 90, yl < y2

Paraméterek:

y0 (kezd6 érték, starting value): a fliggvény hatarértéke —oo-ben

y1 (minimum érték, minimum value): a fiiggvény minimumanak értéke

y2 (végso érték, ending value): a fliggvény hatarértéke +oo-ben

21 (minimum érték elérési ideje, time to reach minimum value): az az id6-
pont, amikor a fliggvény értéke megegyezik a minimum értékkel

xd0 (az els6 50 % -os érték és a minimum kozotti ido, time from the first 50%
value to maximum): a tavolsdg az elsd 50%-os érték és a minimum elérési
ideje kozott (elébbi a kezd6 érték és a maximum érték atlaga)

xd2 (a minimum és a masodik 50 %-os érték kozotti ido, time from maxi-
mum to the second 50% value): a tdvolsdg a maximum érték és a minimum
50%-os érték elérési ideje kozott (ez utébbi a maximum érték és a végsd érték
atlaga)

m0 (meredekség az els6 50%-os értéknél, slope at first 50% value): az els6

50%-os értéknél a fiiggvény meredeksége (negativ)

m2 (meredekség a masodik 50%-os értéknél, slope at second 50% value):

a masodik 50%-os értéknél a fiiggvény meredeksége (pozitiv)

A fenti fiiggvényeknek szdmithat6 egy tovabbi, AUC paramétere, mely a fiiggvény

integréltja 0-t6] egy adott ¢ id6pontig.

4.3.2. Illesztési modszerek

Egy minta 4tlaga a minta elemeitdl val6 négyzetes eltérést (SSD-t) minimalizalja. Ha a

z,y : [1,n] — R vektorokra, ahol x egyenletes eloszlasu és y szérdsa fliggetlen x-tdl,

egy SSD-t minimalizal6 illeszt6-mddszerrel fliggvényt illesztiink, a fliggvény a mozgo-

atlaghoz kozel fog elhelyezkedni (a feltételes atlagra illesztiink). Egy minta medidnja a
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starting value =

ending value

minimum value

time to reach
minimum valua

time from first 50% wvalue to minimum
time from minimum to second 50% value

14. abra. A negativ dupla logisztikus fiiggvény (dlogist_) paraméterei.

minta elemeitd] valé abszoldt eltérést (SAD-ot) minimalizilja. Es hasonléképpen, ha egy
SAD-ot minimalizdlé6 mdédszerrel illesztiink, a fiiggvény a mozgémedidnhoz kozel fog
elhelyezkedni (a feltételes medidnra illesztiink). Ut6bbira 1asd [I9] dbra.

Emiatt, ha a mérést egy gdata € R™5*™5 mitrix-szal ill. times € R™* vektorral
helyettesitettiik alfejezet), a times, qdata 1,,,(

medidnokra) illesztett fliggvény ugyanoda fog illeszkedni, mint az eredeti mérésre SAD

ngs/2) @datokra (idSintervallumonkénti
minimalizal6 algoritmussal illesztett fiiggvény. Ez akkor igaz, ha a sejtek id6 szerinti el-
oszlasa egyenletes, ill. a kinetikus paraméter szérdsa nem fiigg az id6 paramétert6l. Ha ez
nincs igy, akkor a medidnokra illesztés olyan eredményt ad, mintha egyenletesitettﬁkﬂ vol-
na az eloszlast ezekbdl a szempontokbdl: az illesztést ugyanannyira fogjak befolyésolnia
kiilonb6z6 idSpontok.

Mivel az FCM eloszldsok nem normadlisak, a mozgdatlagnak megfelel6 SSD-
minimalizald illeszté megoldasok nem megfeleldek, a centralis tendencia mérésére a moz-
gémedidnnak megfelel6 SAD-t minimalizal6 illesztési médszert haszndltunk.

Nem linedris fliggvények illesztésére nem 1étezik mindig legjobb megoldést ad6 el-
jéras, ehelyett iteraciés megolddsokat haszndlhatunk, melyek a paraméterek értelmezési
tartomdnya altal meghatarozott problématérben keresik a minimumot pl. a minimalizalan-
do fiiggvény kiillonbozd paraméterek szerinti parcidlis derivaltjdnak értékei alapjan. Sok

kiilonb6z6 ilyen modszer 1étezik [89], mi a kdvetkez6ket hasznéltuk:

e Newton-mddszer [90]: tetszdleges fiiggvényt képes minimalizdlni, sziikségesek a
fliggvény masodik derivdltjai, R-ben megvaldsitja a stats csomag nlm fiiggvé-

nye.

e Gauss-Newton médszer: SSD-t minimalizal, R-ben megvaldsitja a stats csomag

* Az egyenletesités elméletileg pl. torténhet tigy, hogy tigy silyozzuk az egyes értékeket, hogy az 6ssz-
sulyok 1d6 szerint egyenletesen oszoljanak meg.
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nls fiiggvénye.

e Gauss Newton mddszer robosztus véltozata (Iterated Reweighted Least Squares,
IWLS): SSD-t minimalizél, R-ben megvaldsitja a robustbase csomag nlrob
fliggvénye.

e BFGS mddszer (Broyden, Fletcher, Goldfarb és Shanno) [91]: egy kvazi-Newton
modszer, fiiggvényértékeket és gradienseket haszndl, kvantilis-regresszio (tehat pl.
medidn regresszid, vagyis SAD-minimalizalds) céljara implementélja a quantreg

csomag nlrq fliggvénye.

e NM médszer (Nelder-Mead) [92]: szimplex algoritmus tetszdleges fiiggvény mini-

malizdlasara, R-ben megvalositja a stat s csomag opt im fiiggvénye.

e SANN moddszer (Simulated ANNealing) [93]: szimuldlt hiités algoritmus, R-ben

megvaldsitja a stats csomag opt im fliggvénye.

A fenti illesztd algoritmusok elinditdsdhoz becsléseket kell adni a paraméterekre.
Hogy az algoritmus megtaldlja -e a tényleges minimumot, erdsen fiigg az indulé paramé-
terektdl [94)]. Az indul6 paraméterbecslést az adathalmaz lowess-mddszerrel [83]] torténd
simitdsdval és a paramétereknek a simitott gorbérdl valé kozvetlen leolvasdsdval végez-
ziik. A logisztikus és hormesis fiiggvény b ill. g paramétere nem olvashato le kozvetleniil
a simitott gorbérdl, ezeket egy-paraméteres optimalizdldssal hatdrozzuk meg, a golden
section search algoritmus mddositott valtozatdval (az R st at s csomagjanak optimize
fliggvénye). Egy illesztés kimenete az eltérésosszeg (SSD vagy SAD) érték és az illesztett

paraméterek.

4.3.3. Illesztés josaganak becslése

Az illesztés josagit az eltérésosszeg (SAD/SSD) értéke jellemzi, minél kisebb ez az érték,
anndl kevésbé szérnak az adatok a fiiggvény koriil, tehat annal jobb az illesztés. Altald-
nossiagban, ha egy fiiggvény minél tobb paraméteres, anndl kisebb lesz ez az érték, de
anndl val6szintibb az is, hogy az adatokban tendenciézusan meglevd mintdk helyett a vé-
letlen sz6r6dds miatti mintdkat fogja kovetni a fliggvény. Ezt a jelenséget tulillesztésnek
(overfit) hivjak [93].

A talillesztés elkeriilésére F-tesztet lehet haszndlni: ha a szérdsok nem kiilonboznek
szignifikdnsan, akkor a kevesebb paraméteres modellt hasznaljuk.

A talillesztés elkeriilésére dolgoztdk ki a kereszt-validacié (cross validation, CV)
modszerét [96] is. Egy gyakorlatias bemutatdsa a témanak Moore prezentéacidja [97].

Az n-szeres kereszt validacié (n-fold cross validation) a kovetkez6képp miikodik:
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1. Az adathalmazt, amire illesztiink, n db random egyenld csoportra osztjuk.

2. Minden lépésben az n csoport koziil egy masik lesz a teszt halmaz (test set), a
maradék n — 1 a tanité halmaz (training set). A tanité halmazra illesztjiik az adott
modellt, és a teszt halmazon szamitjuk az eltérésosszeget (SSD-t vagy SAD-ot, az
illesztési médszernek megfelelGen). Igy, ha a modell sok paraméteres, igaz, hogy
kovetni fogja a véletlen sz6r6dds miatti mintdkat a tanulé halmazban, de ezek a
mintdk a teszt halmazban nem lesznek meg, igy a rugalmas modell (sok paraméter)

ellenére novekedni fog az eltérésosszeg.

3. Az el6bbi 1épést megismételjiik n-szer, €s a kapott eltéréseket 6sszegezziik. Minél

kisebb lesz ez az 6sszeg, anndl jobban illeszkedik a modell az adatokra.

4.4. Standardizalas

Hogy kiilonb6z6 koriilmények kozott felvett mérések dsszehasonlithatok legyenek, stan-
dardizélas sziikséges (1asd még[2.2.4.2] alfejezet). A vizszintes irdnyu (id6 szerinti) stan-
dardizélds a paraméterek megfeleld valasztasdval elérhetd, emiatt haszndljuk a ,,maxi-
mum és az 50%-os értékek kozotti killonbség”-tipust paramétereket a dupla logisztikus
fliggvényeknél ahelyett, hogy abszolit idé-paramétereket hasznédlnank, pl. ,,50%-os ér-
ték elérési ideje”. Igy ezek a paraméterek olyan mérések esetén is osszehasonlithaték
lesznek, melyek id&ben eltérden kezdddtek, az eltérd kezdést pedig a ,,maximum elérési
ideje” paraméter fejezi ki. A fiiggbleges iranyu standardizdldshoz az 6sszes olyan para-
métert, melyeknek van ilyen komponense (tehét az y, y0, y1, y2, m0 és m2 paraméterek a

kiilonboz6 fiiggvényeknél) elosztjuk egy adott értékkel, ami a kdvetkezd lehet:

e a fliggvény kezdd paramétere. Ekkor a fiiggvény 1-161 fog kezdddni, pl. a pozitiv

logisztikus fiiggvény kezdd érték paramétere 1 lesz.

e a mérés kezdeti szakaszanak medidn értéke. Ha késziilt alapvonal-mérés, akkor en-

27 7z

nek medidnja. Ekkor a kezdd érték lehet 1-tdl kiilonbozd is, a mérés kezdetén (a 0

id6pont kornyékén) fog 1-et felvenni a fiiggvény.

4.5. Paraméterek eloszlasanak generalasa

4.5.1. Median modszer

Medidn médszernek nevezziik azt, amikor egy mérésre SAD mddszerrel (4.3.2] alfejezet)

1 db fiiggvényt illesztiink, mely igy a mérés medidnjat jellemzi. A medidn médszerrel egy
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mérésbdl annyi paramétert kapunk, ahdny paraméteres a fiiggvény. Illyenkor egy értékbdl

all az eloszlés, tehat tkp. nem generédlunk eloszlést.

4.5.2. Median eloszlasa

A median mddszert haszndlva a paraméterek azt jellemzik, hogy a mérés kozepe hogyan
viselkedik, de nem adnak semmilyen adatot a mérés tobbi tartomanyardl, ill. hogy hogyan
szorhatnak ezek a paraméterek. A paraméterek eloszldsa (és igy konfidencia intervalluma)
bizonyos illesztd modszerek esetén megbecsiilhetd, pl. Gauss-Newton modszer hasznéla-
takor profile likelihood-ok haszndlataval [89]]. Szadmitott paraméterek (pl. hormesis fiigg-
vény maximum paramétere) esetén az illesztett paraméterek becsiilt eloszldsaibdl delta
modszerrel (delta method, [98]) kiszdmithatok a szdmitott paraméterek becsiilt eloszl4-
sai. Ha az illeszt6 mddszeriink nem ad eloszldsokat, vagy a delta mddszer nehezen alkal-
mazhatd, mert nem lehet kifejezni képlettel valamelyik paramétert, tjra-mintavételezési
eljarassal, bootstrap médszerrel [99] is megkaphatjuk azokat: a mérési adatokkal meg-
egyezd méretli visszatevéses mintdkat vesziink a mérési adatokbol, és ezekre végezziik
el az illesztéseket (1dsd [I5] dbra). Az igy kapott fiiggvények az eredeti mérésre illesztett
fliggvény koriil fognak szorni, és az egyes fliggvények megfeleld paraméterei megadjak
annak a paraméternek az eloszlasat, konfidencia intervallumat.

Ezek az eloszlasok tkp. a medidn gorbe paramétereinek eloszldsai (sampling
distribution-jei), egy adott paraméter eloszldsabdl szadmitott szords megfelel az adott para-
méter standard hibdjanak, vagyis minél nagyobb az elemszdm, anndl sziikebb eloszldsokat
kapunk. Ez a médszer tehdt nem végezhets el helyettesités (4.2] alfejezet) utdn, mert az
az eredeti szabadsagi fokot lecsokkenti, és igy a konfidencia intervallum szélessége nem

a méréstdl, hanem a helyettesitéshez hasznalt nts és ngs értékektdl fog fliggeni.

4.5.3. Kvantilis modszer

Annak érdekében, hogy a mérési adatoknak ne csak a kozepét jellemezziik, egy masik
lehetdség a kvantilif] szerinti rétegzett mintavétel a mérési adatokbdl: a alfejezetben
leirt gdata € R"5*™ egyes soraira, vagyis minden i € [1, ngs]-re a times és gdata,; vek-
torokra illesztiink, igy 0sszesen ngs db fiiggvényt kapunk. Az ngs db fiiggvény megfeleld
paraméterel megadjdk annak a paraméternek az eloszlasit (pl. a maximum paraméterre
lasd[16] dbra). Ez az eloszlas a paraméter tényleges eloszldsa az Osszes sejt kozott, feltéte-
lezve, hogy a kinetikus folyamat parhuzamosan halad a sejtekben, vagyis ha egy sejtnek
egy adott idépontban kicsi a kinetikus paraméter értéke, akkor késdbb is kicsi lesz. Egy

adott kvantilishez tartozé fiiggvény az ahhoz a kvantilishez tartozé sejteket helyettesiti.

SHa ngs = 100, akkor percentilisekr6l van sz6.
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15. ébra. Dupla logisztikus fiiggvény illesztve 20 db bootstrap mintdra. Az iires korok
a 100 idGintervallum medidnjait, a fekete gorbék a 20 fiiggvényt dbrdzoljak. A mintdkaz
visszatevéssel vettiik a mérésbol, méretiik megegyezik az eredeti adathalmaz méretével. A
kalcium-flux mérés a alfejezetben bemutatott mérések koziil az, melynél 25 pg/ml
PHA-t hasznaltunk.

s

Ahol tobb sejt van, ott slirtibben vannak a kvantilisek, igy tobb fiiggvény tartozik ahhoz a
teriilethez, ennek megfeleléen egy adott paraméter eloszlasaban ahhoz a teriilethez tobb
érték tartozik, igy az eloszlds alakjit az a teriilet jobban befolyédsolja. Hogy a fiiggvé-
nyek alakja minden kvantilisnél konzekvensen hasonl6 legyen, elkiilonitettiik a pozitiv és
negativ fiiggvényeket a logisztikus és a dupla logisztikus fiiggvényeken beliil, 14sd az 5
fiiggvénybol 4ll6 készletet afd.3.1] alfejezetben.

4.5.4. Halos illesztés

A kvantilis médszer a dupla logisztikus fiiggvény illesztésekor 8 * ngs paramétert illeszt,
vagyis kvantilisenként kiilon-kiilon 8-at. Ha ismert a paraméterek kvantilis-fiiggése, ez
haszndlhat6 arra, hogy az illesztett fiiggvény paramétereit feltételes paraméterekként, a
kvantilis fiiggvényében adjuk meg. Az illesztés pedig egy 1€pésben, az nqs szamu fiigg-
vény hozzdjuk tartoz6 kvantiliseitdl valo eltérések 6sszegét minimalizalva torténik.

Ha pl. mindegyik paramétert egy kvantilistdl fiiggd harmadfokd polinommal adunk
meg (param = a*q>+b*q>+ c*q+d, ahol g € [0, 1] a kvantilis és a, b, ¢, d a kvantilis-
fliggést meghataroz6 paraméterek), egy reprezentativ mérésre a(l’/| dbran lathato illesztést
kapjuk. A hdlés modszerrel egyszerre az Gsszes kvantilisre illesztett fiiggvények a [18]
abran lathatok. Latszik, hogy a fiiggvények jol kovetik a kvantilis értékeket, kivéve az 1.

kvantilis esetén, ahol a fliggvény kicsit feljebb keriilt.
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16. abra. Dupla logisztikus fiiggvény illesztése egy calcium flux mérés kiilonb6z6 kvan-
tiliseire (bal oldal, sziirke pontok felelnek meg az egyes kvantilis értékeknek, a sziirke
vonalak a maximum értékek) és a maximum paraméter eloszldsdnak meghatarozésa (jobb
oldal). A mérés id6tartama nts = 100 egyenld hosszisagud idGintervallumra lett osztva, és
minden intervallumban meghatdroztunk ngs = 201 kvantilist a[4.2] alfejeztben megadott
médszer szerint. A Fluo-3 / Fura Red ardny az intracelluldris Ca?*-koncentraciéval ara-
nyos [15]. Az FCM mérés elott a PBMC sejteket 10 p1g/ml PHA-val stimuldltuk. A mért
sejtek koziil ki lettek valasztva a CD4+ limfocitak.

Els6-, mdsod- és harmadfoku polinomokkal és normadl eloszlds kvantilis-fiiggvényével
(ezt ugy modositva, hogy ha a szérds negativ, a \q — 1 — ¢ fiiggvénnyel kompozitiljuk,
hogy kvantilistdl fiiggden csokkenni is tudjanak az értékek) probaltuk leirni a kvantilis-
fliggést. Utobbindl a kinetikus paraméter értékeinek illesztés elbtt valé logaritmalasat is
kiprébaltuk. A kvantilis-fiiggést leir6 fiiggvényeknek paramétereit (meta-paramétereket,
mert ezek hatarozzak meg a végleges paramétereket) kiilon-kiilon illesztettiik minden mé-
résnél, ill. hasznaltunk olyan modellt is, ahol pl. az xd0 és xd2 és x1 paramétereknél meg-
egyezett valamelyik metaparaméter (normal eloszlds kvantilisfiiggvénye metafiiggvény
esetén ilyen lehet a sz6rds, mely egy dimenzié mentén nagyjabdl dllandd). Kiillonbozé
helyettesitési bedllitasokat haszndltunk: ngs értékének 100-at és 20-at is hasznaltunk, és
0 és 0,5 kozott kiilonbozd cutoff értékekkel probaltuk ki az illesztéseket. A dupla logisz-
tikus fiiggvény altaldnos véltozatit (mely egyszerre irja le a pozitiv és negativ fiiggvényt)
€s egy olyan véltozatat is hasznaltuk, melyben nem sziikséges megadni az m2 paramétert,
ennek értékét a tobbi paraméterbdl szamitjuk.

A hal6s illesztés folyamata altaldnossdgban igy nézett ki:
1. Helyettesités.

2. Induld becslés szamitdsa az egyes kvantilisekre kiillon-kiilon.
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3. Az indul6 becslést finomitjuk kvantilisenkénti fliggvény-illesztéssel (NM algorit-

mus).

4. A hdlos illesztéshez indulé metaparaméterek meghatdrozasa pl. linedris regresszio-

val.

5. Halos illesztés, minden paramétert valahany ujabb metaparaméterrel becsiiliink,

melyek kozott lehetnek atfedések is.

6. A halos illesztéssel kapott paraméterek kvantilisfiiggéseinek és a kvantilisenkénti

illesztéssel kapott paramétereknek az dsszehasonlitdsa.

4.6. Osszehasonlitas

Kiilonbozd méréscsoportok 0sszehasonlitdsara a median modszert alfejezet) hasz-
ndlva a méréscsoportokat kiilonbozé szempontok szerint (az illesztett fiiggvény paramé-
tereinek megfeleléen) hasonlithatjuk Ossze klasszikus statisztikai mdodszerekkel (t-teszt,
Mann-Whitney U-teszt, Kruskal-Wallis teszt stb). Ha pl. pozitiv logisztikus fiiggvényt
illesztettiink 4.3.1] a szempontok, melyek szerint a méréscsoportok dsszehasonlithatok:
kezd6 érték, végso érték, 50%-os érték elérési ideje, meredekség az 50%-os értéknél.

Ha kvantilis mddszert haszndlunk alfejezet), egy mérésbol nqs db értéket ka-
punk minden paraméterre. Ilyenkor egy ilyen eloszlasbél édltalanos dekvantdlds (4.1.2]
alfejezet) utdn a PB modszerrel (2.2.4.2] alfejezet) egy T-értéket szdmolunk valamilyen
kontroll csoport segitségével, ezek a T értékek pedig mar nemcsak az eloszlas kozepét
jellemzik, mint a kvantilis médszernél, hanem az egész eloszlast. A T értékeket az el6bb
leirt statisztikai tesztekkel kiillonb6z6 méréscsoportok kozott dsszehasonlithatjuk.

A bootstrap illesztésre nem dolgoztunk ki dsszehasonlité modszert, mig halds illesztés

esetén a metaparaméterek hasonlithatok 6ssze a fent leirt médokon.

4.7. Mérések

A fenti algoritmusokat els6sorban az aldbbi, kifejezetten az értékelési eljaras kifejleszté-

sének elbsegitésére végzett méréseken probaltuk ki.

4.7.1. 1-5-10-25 sorozat

7

A PBMC sejteket standard strliség gradiens centrifugdldssal (Ficoll Paque, Amersham

Biosciences AB, Uppsala, Sweden, 25 perc, 400 g, 22°C) valasztottuk el 10 ml frissen,
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17. édbra. HAl6s illesztés. A mérés idGtartama nts = 100 egyenld hosszisagui iddinterval-
lumra lett osztva, és minden intervallumban meghatdroztunk ngs = 20 db kvantilist al4.2]
alfejeztben megadott modszer szerint. A dupla logisztikus fiiggvényt illesztettiik az egyes
kvantilisekre, a paraméterek értékeit a kvantilistdl fliggden tires korokkel dbrdzoltuk. Az x
tengelyeken a kvantilis, az y tengelyeken a paraméter értéke szerepel. Ezenkiviil az egyes
paraméterek kvantilisfiiggéseit harmadfokd polinomokkal (4 paraméter) leirva, mivel a
fliggvény 8-paraméteres, egy Osszesen 4 * 8§ = 32-paraméteres modellt is illesztettiink a
mérésre Nelder-Mead (NM, [92]]) algoritmussal. Az illesztett polinomokat fekete gorbék-
kel abrazoluk. A kalcium-flux mérés a alfejezetben bemutatott mérések koziil az,
melynél 25 pg/ml PHA-t hasznaltunk.
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18. abra. H4los illesztés. a dbra paramétereinek megfeleld fiiggvények. Az dbrik az
egyes iddintervallumokon beliili kvantilis adatokat tires korokkel mutatjdk. Fehér gorbé-
vel vannak megjelenitve a 32-paraméteres illesztés adott kvantilisnek megfeleld gorbéi.
A kvantiliseket 1-t61 20-ig sorszdmoztuk az dbrak tetején.
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litium heparinos cs6be (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA) vett periférids vénds vér-
bdl. A vért egészséges onkéntesektdl vettiik. A sejtszuszpenzidt kétszer mostuk PBS-ben
(Phosphate Buffer Saline), majd a sejteket 30 percig 30°C-on 4 pg/ml Fluo-3 AM és 10
pg/ml Fura Red AM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) keverékével inkubaltuk sotétben.
Mosas utan APC-anti-CD4 konjugalt monoklonaélis antitesttel (BD Pharmingen, San Jose,
CA) jeloltiik a sejteket a gyarto javaslatainak megfeleléen. Mosds utdn mérésig a sejteket
szobahdmérsékleten (21°C), sotétben tartottuk. A mérést egy 488 és egy 633 nm-es 1ézer-
rel felszerelt BD FACSAria aramlasi citométerrel (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)
végeztiik. A Fluo-3 és a Fura Red jeleket egy 610 nm-es alul dteresztd dikroikus tiikorrel
valasztottuk el, a Fluo-3 jelét 530/30 nm-es, a Fura Red jelét 695/40 nm-es savsziirdvel
detektaltuk.

Eldszor egy alapvonalat vettiink fel 30 s-ig, majd 1, 5, 10 1ll. 25 pg/ml PHA-t (Sigma,
Bonnem, Belgium) adtunk az egyes mintdkhoz.

Ezutdn 10 percen keresztiil mértiik a kinetikus folyamatot. A sejtek koziil SSC-FSC
paraméterek alapjan kézi kapuzdssal kivalasztottuk a limfocitdkat, és az APC paraméter

alapjan a CD4+ sejteket.

4.7.2. 5-20-50 sorozat

A mérési koriilmények és az elokészités megegyezett az 1-5-10-25 sorozatéval, csak 120
s-os alapvonalat vettiink fel, és a PHA stimul4ci6 is mds volt: 4 db mérés 5 pg/ml PHA
stimuldcidval tortént, 4 db mérés 20 pg/ml és tovabbi 4 db mérés 50 pg/ml-el. A vért

hasonloképpen egy egészséges dnkéntes adta a méréshez.
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S. fejezet

Eredmények

5.1. Helyettesités

A @2 alfejezetben leirt helyettesités elvégzését hatékonysdgi szempontok miatt minden-
képp sziikségesnek lattuk, hiszen pl. a[d.7.2] alfejezetben leirt 25 ;1g/ml PHA-val stimulalt

mérésre a dlogist, fliggvényt egy az egyben illeszteni 153 percig tartott, mig a medidn ér-

tékekre mindez 30 masodpercet vett igénybe ugyanazon a szamitogépen. A két fiiggvény

nagyon hasonldan illeszkedik (I9] dbra), a kiilonbség az egyenletesitd hatds kovetkezmé-

nye lehet.

egész mérés
medianok

Fluo-3 / Fura Red

id8 (s)

19. abra. Dupla logisztikus fiiggvény illesztése ugyanarra a mérésre alfejezet, 25
png/ml PHA) egyszerre az egész mérésre illesztve (folytonos gorbe), és csak a 100 egyenld

hosszusdgu iddintervallum medidnjaira (szaggatott gorbe).
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FCM mérések sordn el6fordul, hogy a sejtek szdma (az id6 paraméter eloszldsa) nem
egyenletes, ill. hogy sziinetek vannak a mérésben (pl. mert épp a PHA hozzdadésa torténik
a sejtekhez, vagy valamilyen mérési hiba tortént). Ezen, kisebb sejtszammal rendelkezd
mérési szakaszok kevésbé tudndk alakitani az illesztett fiiggvények alakjat, ha nem tor-

ténne egyenletesités.

5.2. Fiiggvény-illesztés

5.2.1. Fiiggvények

Minden fiiggvény megfeleltethetd egy kinetikai modellnek, melyet megprébalhatunk a
mérés lefrasdra hasznélni. Ezen kinetikai modellek megfelel6ségét azzal tudjuk igazolni,
ha sok mérésre illeszkednek. P1. abban reménykedtiink, hogy a pozitiv logisztikus fiigg-
vény @.3.1] alfejezet) megfelelGen leirja azokat a méréseket, melyek medidn értékei egy
konstans értékrdl kezd6dnek, majd folyamatosan novekednek, és nincs leszallé dguk.

A linedris (y = a * x + b), logisztikus vagy hormesis fiiggvény jol illeszkedett a
alfejezetben megadott mérések medidnjaira, valamint Bailey és Macardle [[16]] méréseire
[100]. Utobbiakra néhany példa a[20] abra.

A hormesis fiiggvény hatranya, hogy vizszintesen nem tolhaté el, vagyis nem ugyan-
ugy illeszkedik két mérésre, melyek csak abban kiillonboznek, hogy az egyik sszes id6-
pontjdhoz hozzd lett adva egy szdm (21] abra), ez a jelenség viszont gyakori FCM mé-
réseknél. Ennek lehet az is a kdvetkezménye, hogy a fliggvény leszallé dga tapasztala-
taink szerint nem tud megfelel6 meredekségli lenni, emiatt bizonyos mérésekre nem il-
leszthetd. Masik hatranya, hogy paraméterei nehezen becsiilhet6k. Ugyanez elmondhaté
a hormesis; fiiggvényr6l is. Elénye, hogy van olyan paramétere ( f), melyet O-nak valaszt-
va dtmegy egyszeriibb fiiggvénybe. Ezt az elényt azonban nem hasznaljuk ki, 1dsd
alfejezet.

Az 5 fiiggvénybdl all6 készlet eldnye, hogy paraméterei nagyon konnyen becsiilhetdk,
az 1d0 iranyu eltolds az x1 paraméter modositasaval, az y irdnyu eltolas pedig az y0, y1,
y2 paraméterek modositasaval érhetd el. Nagyszamu kinetikus FCM mérés medianjaira
illesztés alapjan gy taldltuk, hogy a (pozitiv/negativ) logisztikus fiiggvény tetszleges
olyan mérést le tud irni, melyben egy olyan emelkedd/ereszkedd folyamat van, mely-
nek maximum egy inflexids pontja van, mig a dupla logisztikus fiiggvény tetszdleges egy
,huplit” tartalmazé mérést le tud irni. Néhdny reprezentativ mérésre illesztett fliggvényt
mutat a[22] dbra, melyen az is latszik, milyen adatokra nincs megfelelé modelliink (fiigg-

vényiink).
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20. dbra. Bailey és Macardle cikkében [16] publikalt néhany reprezentativ mérésre me-
didn értékeire illesztett egyenes, logisztikus ill. hormesis fiiggvények képe (a medidnok
pontokkal vannak dbrdzolva). A mérésekben CD31+ Jurkat sejteket stimuléltak anti-CD3-
mal (1A, 1C) vagy thapsigarginnal (1B, 1D), a kalcium mennyiséget Fluo-3 / Fura Red
arannyal (1A, 1B) ill. Indo-1 festékekkel (1C, 1D) kovették. Az dbra megfelel a cikkben

szerepld 1. dbranak.
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21. 4bra. Hormesis fiiggvény illesztése ugyanarra a mérésre alfejezet, 10 pg/ml
PHA) kétszer, de egyik esetben 1000 s-ot hozzdadtunk minden id§-értékhez. Az illesz-
tés NM mddszerrel SAD minimalizdldssal tortént. Az eltolt adatokra vald illesztés SAD
értéke 0,1752, az eredeti adatokéra illesztésé 0,1693. Az eltolt adatokat, az ezekre illesz-
tett fiiggvényt (folytonos gorbe) és az eredeti adatokra illesztett gorbét 1000 s-al eltolva
(szaggatott gorbe) dbrazoltuk.

logistp logistn dlogistp dlogistp dlogistn

22. 4bra. 5 ,,j6” (elsd sor) és 5 ,,rossz” illesztés (mdsodik sor) az 5 fiiggvénybdl all6 kész-
lettel. Az illesztett fiiggvény neve az egyes dbrak folott szerepel. A ,;rossz” illesztések
esetén latszik, hogy olyan kinetikat kovetnek a mérések, melyeket az altalunk hasznalt
fliggvények nem tudnak leirni. Ilyen esetekben érdemes a mérésnek egy olyan részére
illeszteni, melyet le tudnak irni (pl. maximum egy ,.hupli” van benne). A mérések mind
kinetikus dramldsi citometrids mérések, medidn helyettesitést (ngs = 1 és nts = 100,
lasd 4.2] alfejezet) végeztiink, és a kapott adatokra illesztettiik a fiiggvényeket NM ill.
SANN modszerrel alfejezet). A CV érték alapjan vélasztottuk ki a legjobb fiigg-

vényt (4.3.3| alfejezet).
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5.2.2. Illesztési modszerek

Az illeszt§ algoritmusokat medidn helyettesitéssel (ngs = 1 és nts = 100, 1asd .2] alfe-
jezet) kapott adatokra hasonlitottuk 6ssze. A medidnok szérdsa mar jéval kisebb, mint az
eredeti mérési adatoké, emiatt az SSD-t minimalizal6 algoritmusok is széba johettek, de,
mivel kiugré értékek még a medidnok kozott is eléfordulnak (1dsd [22] dbra), a robosztu-
sabb SAD-minimalizalé eljarasokat vélasztottuk. Ugy taldltuk, hogy a Newton-médszer
€s a BFGS modszer ritkdbban konvergél a tesztadatainkra, mint az R alapértelmezett fiigg-
vényei kozott megtaldlhat6 optim eljaras altal implementalt SANN és NM algoritmusok.
Az illesztés josdga nagyon fiiggott az induld paraméterektdl, emiatt, hogy az illesztés
feliigyelet nélkiil, automatikusan végrehajthaté legyen, legjobbnak azt taldltuk, ha tobb
helyrdl (tobbféle paraméter-értékrdl) inditjuk el az illesztést. A kovetkezd modszert taldl-

tuk legjobbnak az indul6 becslésekre:

e A lowess mddszer kiillonbozd simitdsi fokozataival végezziik az induld becslést
(f =0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,35 simitasi fokozatokkal).

e Az indulé meredekség paramétereket kiillonboz6 értékekkel szorozzuk (0,01, 0,1, 1,
10, 100).

o A kétféle algoritmust felvaltva is hasznaljuk.

e Minden jabb illesztési Iépés esetén, ha az el6z6 1€pés kimeneti SAD-ja kisebb volt,
mint az aktudlis paraméterbecslés, az el6z6 1€pés kimeneti paramétereit hasznaljuk

az tjabb 1épés induld paramétereiként.

5.2.3. Illesztés josaganak becslése

A 10-szeres CV-t talaltuk megfelelonek erre a célra. Az F-teszt azért sem alkalmazhato,
mert nem négyzetes eltérésekkel dolgozunk, igy nem szérdst szamolunk (14sd el6z6 pont),
¢s a rezidudlisok gyakran nem normaél eloszlastak.

Mivel CV-vel dllapitjuk meg az illesztés josdgat, nem okoz problémat, hogy az 5 fligg-
vénybdl 4116 modellben nincs olyan paraméter, melyet O-nak védlasztva dtmenne a fiigg-
vény egy egyszerlibb modellbe, mert paraméterenkénti tesztek helyett egyszerre, egy CV

értékkel jellemezziik az illesztés josagat.

5.3. Standardizalas

Ha az illesztett fiiggvény kezd6 paraméterével standardizédlunk, az illesztés josdgatol fiigg,

hogy a mérés kezdetén mekkora értékeket talalunk. A 23] dbra mutatja, hogy ilyenkor
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23. 4bra. 4 kinetikus mérésre illesztett fiiggvény a fiiggvények kezdd paraméterei alapjin
standardizdlva. A legalsé, vastag egyenes fiiggvény nem illeszkedett rd az adatokra, emiatt
az adatok a standardizalds kovetkeztében lejjebb csusztak.

nem a mért adatok, hanem a fliggvény alapjan torténik a standardizdlas, igy rossz illesztés
esetén a mért adatok masik értékrdl kezdédnek.

Emiatt a mérés els6 szakasza alapjan standardizalast 1atjuk helyesnek.

5.4. Paraméterek eloszlasanak generalasa

5.4.1. Median modszer

A medidn médszer megfelel a[2.2.4.3] alfejezetben leirt, sokak dltal haszndlt simité méd-
szerek egy tovdbbfejlesztett valtozatdnak, mely (a célkitlizésekben megfogalmazottaknak

megfelelGen):

1. objektiv numerikus értékeket szamit a mérésekbdl, mégpedig az illesztett fiiggvény
paramétereit, melyeket aztin statisztikai Osszehasonlitdsokra haszndlni lehet. Kii-
16nb6z6 mérések dsszehasonlitdsakor ugyanazt a modellt (fiiggvényt) kell hasznal-

ni az 6sszehasonlitashoz.

2. a mérési adatokon kiviil mas bemend adattol nem fiigg, és reprodukélhat6 eredmé-
nyeket ad: 40-szer ugyanazt a mérést alfejezet, 25 pg/ml) kiértékelve a pozitiv
dupla logisztikus fiiggvény paraméterei 36 esetben 3 tizedesjegyig mind megegyez-
tek, 4 esetben pedig a mérés alapjan megjosolhatd paraméterekben alig kiilonboz-
tek, mig néhdny olyan paraméterben, melyet a mérés idejének rovidsége miatt nem
lehet pontosan megallapitani (a masodik 50%-os értékre vonatkoz6 paraméterek),
nagyobb, akar 70%-os eltérés is volt tapasztalhat6 (24] abra és[3] tablazat). Az, hogy
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az algoritmus nem pontosan ugyanoda illeszt minden esetben, valdszintileg az NM

vagy SANN algoritmusok R-beli implementacidjdnak kdszonhetd.

. megadja a CV érték alapjan, hogy melyik a legjobb modell a mérésre, és a mo-
dellnek megfeleld fiiggvény paramétereivel a kinetika kiilonbozé aspektusait képes

jellemezni.

. megfelel a kalcium-flux mérések és egyéb kinetikus mérések leirdsara: 1846 kine-
tikus mérésre (1asd kovetkezd pont), melyek nagy része kalcium-flux, illesztettiik az
5 fiiggvénybdl 4ll6 sorozatot, és CV modszerrel meghataroztuk a legjobban illesz-
kedd fliggvényt. Szemrevételezéssel megdllapitva ezek koziil 2 esetben (0,07 %) a
fliggvény nem illeszkedett j6 helyre, tehat az illeszt6 algoritmus nem taldlta meg a
minimumot, 68 esetben (3,68 %) pedig a mérések olyan kinetikat mutattak, melyet
az 5 fiiggvényliink koziil egyik sem képes leirni (22| dbra, mdsodik sor). Az Osszes
illesztés koziil 96 taldlomra kivélasztottat mutat a[25] dbra. Mitokondridlis kalcium-
szint, ROS termelés és plazmamembran-potencidl mérésekre is alkalmazhat6 volt

az eljarasunk, lasd [20].

. A medidn mddszert (a kvantilis médszerrel egyiitt, 1asd lejjebb) egy felhasznalo-
barét szamitogépes programban, a FacsKin-ben implementéltuk, miikodését az[5.5]
alfejezetben foglaltuk 0ssze. A programot a kutaték szamara az interneten keresztiil
elérhetdvé tettiik a http://www.facskin.com cimen. A honlapon 76 kutat
regisztralt, és 2011. janudr 27. és 2012. szeptember 26. kozott 1846 mérést értékel-
tek ki a modszerrel. Toldi és mtsai a medidn modszer haszndlataval vizsgaltdk lim-
focitdkban a kalcium-flux véltozésait djsziilottekben [[101], 1-es tipust cukorbeteg-
ségben [102], preeclampsidban [103]], sclerosis multiplexben [104] és rheumatoid
arthritisben [103)]. Egészségesekben a Thl és Th2 limfocita alcsoportok kalcium-

kinetikdjanak kiillonbségeire és azok okaira vildgitottak rd Toldi és mtsai [106].
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24. abra. A pozitiv dupla logisztikus fiiggvény 40-szer illesztve ugyanarra a mérésre
alfejezet, 25 pg/ml) a medidn médszerrel. Az illesztett fliggvényeket abrazoltuk (36 eset-
ben teljesen egybeestek, 4 esetben kicsit eltértek).

3. tdblazat. A pozitiv dupla logisztikus fiiggvény 40-szer illesztve ugyanarra a mérésre
(4.7] alfejezet, 25 pug/ml) a medidn mddszerrel. A tdblazat az illesztések eredményeit tar-
talmazza.

36 illesztés 1 illesztés 1 illesztés 1 illesztés 1 illesztés

kezdd érték 113,924 113,939 113,667 113,9 113,922
maximum €érték 181,014 180,995 181,078 181,03 181,51
végsd érték 112,587 106,422 119,942 104,949 119,978

maximum érték eléré- 284,489 289,477 288,274 289,546 274,688
sének ideje

elsé 50%-os érték €s a 124,337 129,317 129,042 129,543 114,303
maximum kozotti idd

maximum ¢és masodik 198,615 241,239 147,747 253,108 163,042
50%-0s érték kozotti

1d6

meredekség az elsd 1,238 1,243 1,251 1,182 1,256
50%-o0s értéknél

meredekség a masodik —0,075 —0,061 —0,098 —0,058 —0,099
50%-o0s értéknél

AUC 102985 103022 103079 103038 103067
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25. 4bra. 96 fliggvény-illesztés laboratériumunkban végzett calcium flux mérésekre me-
didn mddszerrel. Minden kis dbrdn a legkisebb CV érték fiiggvényt dbrazoltuk, nevét az
abra folé irtuk.
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5.4.2. Median eloszlasa

A median fiiggvény paramétereinek eloszlasait FCM mérések esetén olyan keskenynek
taldltuk, ami Osszehasonlitdsok végzésére nem alkalmas. Arra azonban alkalmas lehet,
hogy megjoésolja, melyek azok a paraméterek, melyeknek nagy a szérdsa, tehat értékiik
akar egészen mas is lehetne anélkiil, hogy az illesztés jésdga (SAD) nagyon megnéne. Ez
azt jelenti, hogy azoknak a paramétereknek az értékét csak pontatlanul tudjuk a mérési
adatokbdl megjésolni. A 24] abran lathato illesztés paramétereinek eloszldsat meghatd-
roztuk bootstrap médszerrel. Ahogy a[26] dbrardl leolvashatd, a mérés id6tartama alapjan
nem egészen megjosolhatd paraméterek (rd2, m2) szérdsa nagyobb, mert azok tobbfél-
eke értékkel is illeszkedhetnek ugyanazokra a mérési adatokra ugy, hogy kozben a SAD
érték alacsony marad. Az xd0 és m1 paraméterek szordsa is nagy, ez azt is jelzi, hogy a
paraméterek nem teljesen fliggetlenek, konnyen illeszkedik ugyanoda a fiiggvény kicsit

kiilonb6z6 paraméterekkel, és az ebbdl a szempontbdl leginkdbb 6sszefiiggd paraméterek

ezek.
y0 relativ sz6rdsa 0.00478 y1 relativ szorasa 0.0128 y2 relativ szbérdsa 0.0729
g 1 g g o=
s g = E
N SN EN
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26. abra. 100 visszatevéses mintavétel a a alfejezetben leirt 25 pg/ml mérésbal,
majd nts = 100 és ngs = 1 helyettesités utan pozitiv dupla logisztikus fiiggvény illeszté-
se. Az illesztett paraméterek hisztogramjai folott az adott paraméter relativ szordsat (va-
ridcids tényezdjét) is feltiintettiik. JOl 1atszik, hogy legjobban a médsodik 50%-os értékkel
kapcsolatos paraméterek (zd2, m2) szérnak, aztan az elsé 50%-os értékkel kapcsolatos
paraméterek (xd0, m0), legstabilabb pedig az AUC.
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5.4.3. Kvantilis modszer

A kvantilis médszer a mérés teljes terjedelmérdl szolgéltat informéaciot, és a paraméterek-
nek jéval szélesebb eloszlasokat kapjuk, mint az el6z6 médszernél. Ugy taldltuk, hogy
cutoff = 0, nts = 100 és ngs = 201 bedllitdsokkal, vagyis Osszesen 20100 adattal
torténd helyettesités esetén a kvantilis moédszer mar annyi adatot szolgaltat, melybdl egy
eloszlas konnyen kirajzolhatd, de még nem tart til hosszu ideig az illesztéﬂ A levéigast
nem lattuk sziikségesnek, mert a mérések szélei is beletartoznak a teljes képbe, és az itt
levd kiugré (outlier) paraméter-értékek csak kismértékben moédositottdk a kimenetet. A
pontos 201 értékre azért esett a valasztasunk, mert igy a medidnnak és a kvartiliseknek is
pontosan megfelel egy kvantilis (a 101. ill. az 51. és 151.).

A kvantilis médszert a célkitlizések szempontjdbol megvizsgalva:

1. Az eloszlasokbdl szamitott T értékekkel olyan numerikus eredményeket ad, me-

lyekkel statisztikai 6sszehasonlitdsok végezhetdk.

2. reprodukdlhatésdg: 40-szer ugyanarra a mérésre illesztve kvantilis médszerrel, és
az Osszes eloszlasbol az egyik randomhoz képest T értéket szdmolva a T-értékre
minden értékelés mindegyik paraméterére O-t kaptunk, a legdiverzebb paraméter
eloszldsat mutatja a[27] dbra.

3. A kinetika kiilonb6z6 aspektusait a medidn mddszer kiterjesztéseként 201 értékbdl

allo eloszlasokkal adja meg.
4. A fiiggvények illeszkedését a medidn mddszernél bemutattuk.

5. A FacsKin program tkp. a kvantilis médszert implementdlja, és ezzel automatikusan
a medidn médszert is, mert a 101. kvantilis a medidn. A program felkindlja a valasz-
tasi lehetdséget, hogy csak a medidn fiiggvényt haszndljuk, vagy az 0sszes kvanti-
list. Egy mérés-sorozat értékelése mindkét mddszerrel €s a paraméterek lathatok
a[28] dbran. A kétféle médszerrel mésok a szignifikdns paraméterek, az AUC para-
méterre vonatkozéan ennek magyardzata lathaté a[29] dbran. A kvantilis médszer
némely paraméter (példankban az AUC) esetén kitagitja az eloszlasokat a teljes
mért tartomany figyelembe vételével, és esetleg megsziinteti a medidn modszernél
szignifikans eltéréseket (persze nagyobb mérésszammal lehet, hogy kimutathat6 a
kiilonbség). Mas paraméterek (példankban az y0 és x1) esetén az eloszlasbol szar-
maz6 plusz informécidval szignifikdnssa tehet a median médszerrel nem szignifi-

kans eltéréseket. A modszer hormesis fiiggvénnyel miikodo valtozatat [100] és az

1Az alfejezetben leirt R implementécidval az 5 * 201 illesztés az esetek 50%-4ban 4 ora alatt vég-
rehajthaté egy Intel(R) Core(TM) i7 950 3,07 GHz-es processzorral (1055 mérés kiértékelésének ideje
alapjdn; az 5 = 201-ben az 5 az 5-féle fiiggvénynek felel meg).
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5 fiiggvénybdl all6 készletet hasznéld, FacsKin programban megvaldsitott véltoza-
tat [74] publikaltuk. Kutatdsban dj biolégiai megallapitdsokra a kvantilis médszert
egyel6re nem hasznaltdk, a kvantilisekre illesztett fliggvényekbdl szamolt eloszla-

sok bioldgiai értelmezése még varat magara.

- 1
1234 Time from maximum to second 50% value 5250

27. dbra. A pozitiv dupla logisztikus fliggvény 40-szer illesztve ugyanarra a mérésre (4.7]
alfejezet, 25 pg/ml) a kvantilis médszerrel. A maximum és a méasodik 50%-os érték para-
méter eloszldsait dbrazoltuk box plottal (mindegyik 201 értékbdl all), ez volt a legdiver-
zebb paraméter az illesztések soran.
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28. dbra. A alfejezetben leirt mérések ért€kelése medidn €s kvantilis modszerrel,
pozitiv logisztikus fiiggvényt illesztve. Az elsé sorban a median fiiggvény paraméterei,
a masodik sorban sorban a kvantilisenkénti illesztésekbdl kapott paramétereloszlasokbdl
a 05-0s csoportot kontrollul véve PB modszerrel szamitott T értékek vannak megjelenit-
ve. Minden paraméterre végeztiink egy Kruskal-Wallis tesztet, ennek p-értékei vannak
megadva az egyes dbrak folott, a p < 0,05 értékeket *-al jeloltiik
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29. dbra. AR.7.2] alfejezetben leirt mérések értékelése kvantilis médszerrel, az AUC para-
méterek eloszlasainak dbrazoldsa box plottal. A median fiiggvény AUC paramétere korrel
van jeldlve, ez dltalaban nagyon kozel volt az eloszlds medidnjahoz. Latszik, hogy, bar az
5-0s csoportban a medidnok mind kisebbek a mésik két csoport legkisebb értékénél is, ha
az egész eloszldsokat figyelembe vessziik, ez a kiilonbség eltlinik. Ez lehet a magyardzata,
hogy a abran lathat6 médon medidn modszerrel az AUC paraméterek szignifikdnsan
kiilonboznek, mig a kvantilis médszerrel nem.
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5.4.4. Halos illesztés

A B354 alfejezetben leirt hdlds illesztés azzal az elénnyel kecsegtet, hogy a paraméte-
rek elméleti eloszldsait a kvantilis-fliggésen keresztiil megadja, igy a kvantilis-fiiggések
metaparamétereitﬂ kozvetleniil 6ssze tudjuk hasonlitani anélkiil, hogy T értékeket vagy
hasonlé, az eloszlasok kiilonbozdségére jellemzd szamokat kellene szdmitanunk. Néhany
reprezentativ mérésre (4.7.2] alfejezet) a kobos metafiiggvény jol illeszkedett, 1dsd pl.[18]
abra. Mivel egy halos illesztés sordn sok paramétert illesztiink egyszerre, az NM eljaras a
sokdimenzi6s térben nem tud messzire menni a kiindulé paraméterektdl, ezért a kiinduld
becslés josdga nagyon fontos. Ezeket egy el6zetes, egyesével a kvantiliskre illesztésbdl
tudjuk megbecsiilni, mely sokszor zajos, emiatt nehezen becsiilheték meg az indul6 para-
méterek. Bar valdszintleg az dltalunk hasznalt metafiiggvények nem eléggé robosztusak
tetszOleges mérések lefrdsara, mégis, végiil mas miatt vetettiik el ezt a mdédszert: a halds
illesztés mesterségesen csokkenti a paraméterek szordsat. A probléma oka, hogy a dupla
logisztikus fiiggvény paraméterei kozott Osszefiiggések vannak, melyek miatt egy fiigg-
vény két vagy tobb féle paraméter-kombinacidval is tud ugyanarra a mérésre illeszkedni.
A kiindul6 értéktdl (ill. az illesztd algoritmus miikodésében levs véletlenszertiségtdl, 14sd
P3| tablazat) fugg, hogy melyik lokdlis eltérésosszeg-minimumot, és igy melyik paraméter-
kombin4ciot vélasztja az algoritmus. Ha kvantilisenként kiilon illesztiink, néha az egyik,
néha a masik tipusi paraméterezés nyer, mint az a[30] dbran latszik: az 1. (y0) és 3. (y2)
paraméterek esetében egy szinte kvantilisenként folytonos gorbét irnak le a paraméterek
(iires korok), de a 8. és 12. kvantilisnél (fekete korok) egy masik paraméter-kombinaciot
valasztott az illesztés. Hasonloképpen a 4. (x1), 5. (xd0) és 6. (zd2) paraméter esetén a
10-15. kvantilisek esetén masik paraméter-kombindcidt vdlasztott az algoritmus, mint az
Osszes tobbi kvantilisnél (a 13. kvantilis esetén ez talan nem igaz, mert az kozelebb esik
a tobbi kvantilis-érték paraméterei altal kirajzolt gorbéhez). A 8. paraméter esetén latszik
legjobban a két kiilonboz6 tipusui paraméter-kombindcid, ahol szinte felvaltva kovetnek
két kiilonbozo lefutasu gorbét a paraméterek, melyek koziil a halods illesztés metafiigg-
vénye, az egyenes latvanyosan az egyiket preferdlja. A hélds illesztés tobb kiilonbozo
paraméter-kombinécié koziil egy tipustt vélaszt ki, de konnyen el6fordulhat, hogy kii-
16nb6z6 mérések esetén kiilonbozot, amivel kiilonb6zé mérések Gsszehasonlitasa esetén
mesterségesen sok kiilonbséget taldlnank. Ez a probléma a kvantilis médszernél kevésbé
jelentkezik, hiszen a 201 kvantilis esetén néha az egyik, néha a mdsik tipusi paraméter-
kombindcidt vdlasztja az illesztés, ezzel a szordst nagyobb értéken tartva. Medidn mdéd-
szer hasznalatakor ez a probléma szintén jelentkezhet, emiatt érdemes a paraméterek re-

lativ szérdsat (varidciés tényezGjét, 1lasd [26] dbra) megtekinteni, és ha ez az érték nagy, a

2vagy az ezekbdl szamitott, az eloszlds vizsgdlni kivént tulajdonsdgait (pl. szélesség, szords, kozép)

jellemz6 értékeket
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paramétert nem szabad Osszehasonlitdsokra felhaszndlni.

30. dbra. Hdl6s illesztés linedris metafiiggvénnyel a[d.7.2] fejezetben leirt 25 ;1g/ml PHA
mérésre. A helyettesités ngs = 20 és cutoff = 0,5 beadllitdsokkal tortént. A metafiiggvény
a dupla logisztikus fiiggvény kvantilisfiiggését adja meg. Az x tengelyen a kvantilis, az y-
on az egyes paraméterek értékei lathatok. Korrel jeloltiik az egyesével (kvantilis médszer)
illesztett paramétereket, egyenes vonallal az egész mérésre egyszerre illesztett linedris
metafiiggvényt. Az 1. (y0) és 3. (y2) paraméterek esetén feketével vannak megjelolve az

2.2

Osszefiiggd, e tobbitdl eltérden illeszkedett paraméterek. A 4. (x1), 5. (xd0) és 6. (xd2)
paramétereknél hasonléképpen.

5.5. A FacsKin altal implementalt médszer

A kovetkez6 médszert implementéltuk a FacsKin programban Java, R és C programozési

nyelveken:

1. FCS f4jlok beolvasdsa, kézi kapuzasa (egy- és kétdimenziéﬂ), skalak allithaték

logaritmikusra, poligon-, téglalap- €s inverz kapuzas).

2. 1d6 paraméter szerinti dekvantélds (4.1.1] alfejezet).

3Kétdimenzi6s siiriség-4brazolds (density plot), 1dsd [2.2.4.3] alfejezet.
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3. A mérés helyettesitése nts = 100 egyenld hosszisdgi iddintervallumban felvett
ngs = 201 kvantilissel cutoff = 0 levagassal alfejezet).

4. A kvantilis médszer (4.5.3] alfejezet) alkalmazédsaval a 201 db kvantilisre a kons-
tans, pozitiv és negativ logisztikus, pozitiv és negativ dupla logisztikus fiiggvé-
nyek (4.3.1] alfejezet) illesztése a [4.3.2] alfejezetben megadott illesztési modszer-
rel: SAD minimalizalas, NM és SANN minimalizal6 moédszerek hasznalata tobb-
féle induld paraméterértékrol. A kozépsd (101.) fiiggvény a medidn modszernek

(4.5.1] alfejezet) megfelels fiiggvény lesz.

5. Az illesztések josdganak becslése 10-fold CV maddszerrel (4.3.3] alfejezet). A CV

értékeket a medidn €s a kvartilis értékekre szamoljuk ki, majd 0sszegezziik.

6. Az illesztett fiiggvények standardizdldsa a mérések tetszdleges hosszi elsd szaka-

szanak medidnja alapjan (4.4] alfejezet).
7. A mérések tetszdleges csoportokba soroldsa ill. mérésparok kijelolése.
8. Mérések jellemzdinek szdmitdsa a kovetkez6 mdédokon:

e Medidn médszer (4.5.1] alfejezet):

— Ha parositottak a mérések, a paramétereket paronként kivonjuk egymas-

bél, majd a kiillonbségeket paraméterenként az el6z6 pontban meghataro-

zott csoportokba soroljuk.

P

— Ha nem pérositottak a mérések, paraméterenként az el6z6 pontban meg-

hatarozott csoportokba soroljuk oket.
e Kvantilis médszer (#.5.3] alfejezet):

— Ha pérositottak a mérések, a parok koziil az egyiket kontrollnak véve a PB
modszerrel (2.2.4.2] alfejezet) meghatdrozzuk a parok kozotti eltéréssel
ardnyos T-értéket, majd ezeket soroljuk csoportokba.

— Ha nem pdérositottak a mérések, paraméterenként valamelyik csoportot
vagy az 0sszes mérést egyliitt kontrollnak véve mindegyik mérésre meg-

hatarozzuk PB mddszerrel a T értékeket, majd ezeket soroljuk csoportok-
ba.

9. Osszehasonlitds: Kruskal-Wallis teszttel [52] a csoportokat dsszehasonlitjuk. Két

csoport esetén ez a teszt megegyezik a Mann-Whitney U-teszttel.

Az 1. és a 6-9. 1épéseket felhaszndlobarat Java feliileten [107] implementéltuk, mig

a 2-5. 1épéseket R és C programozasi nyelven. Utébbiak egy dedikélt nagy teljesitményi
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szamitogépen hajtédnak végre. A két program kozotti kommunkacié hdlézaton keresztiil
FTP protokollal torténik. A [31] és a [32] dbrdkon lthat6 a FacsKin program felhasznéloi

feliilete.
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31. dbra. FacsKin 0.6.4 felhaszndlo6i feliilete. 8 mérés van megnyitva, ezek koziil a felhasz-
ndlé négyet az A, négyet a B csoportba sorolt. A logist, modell van kijelolve, a modell
paraméter-eloszldsai medidn [kvartilisek] formdban a tdbldzatban vannak megjelenitve.
Egy sor egy mérésnek, egy oszlop (a SAD fejlécli oszloptdl jobbra) egy paraméternek
felel meg. A kezdd érték (starting value) paraméter ki van jelolve €s a kiillonb6z6 méré-
sekben ennek a paraméternek az eloszldsa box and whisker’s plottal [56] megjelenitve a
jobb felsd dbran. A bal felsé dbran az egyes mérések medidn értékei és az ezekre illesz-
tett fiiggvény lathatd. A sejtek human PBMC-bdl kikapuzott CD4+ limfocitdk Fluo-3 és
Fura Red kalcium-szenzitiv festékekkel megfestve [15] és 5 ill. 50 pM PHA-val stimu-
lalva. A kinetikus paraméter érték a Fluo-3 / Fura Red ardny. A mérések az alapvonalhoz

medianjdra (2 perc) lettek standardizdlva.
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32. 4bra. FacsKin 0.6.4 felhasznéléi feliilete T értékek szamitdsa €s csoportositdsa utan.
A mérések megegyeznek a [31] dbra méréseivel. Kontroll csoportként az A csoport lett
kijelolve, az ett6l valé individudlis eltéréseket szdmolta ki a program PB mddszerrel,
majd ezeket csoportonként 0sszegezte paraméterenként median [kvartilisek] formajaban.
A kezdd érték paraméter T értékei pont-dbrazoldssal meg vannak jelenitve a két csoport-
ban. A program kiirja a Kruskal-Wallis teszt x? értékét és p-értékét.
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6. fejezet
Megbeszélés

Watson igy ir az FCM mérések értékelésérdl [108]]: ,,We collect very large, so-called, sta-
tistically valid data sets. This is a frequently voiced attribute of the various cytometric
technologies. However, we seldom use this to its full advantage.’ﬂ A nagyszdmu méré-
si adat 4ltal nydjtott eldnyoket gyakran nem hasznéljuk ki. Ennek egyik példdja, hogy
a kézi kapuzassal megéllapitott sejtszamlaldas még mindig altaldnosan elterjedt értékelé-
si médszer [45]. Erre magyardzat lehet pl. az aramlasi citometriat hasznal6 biolégusok
idegenkedése a matematikai eljardsoktdl. A trend azonban véltozni latszik: egyre tobb uj
fajta, akar bonyolult adatbanydsz mddszereket haszndl6 publikacié jelenik meg, amilyen
a klaszter analizis ([37], [38]) vagy a mesterséges neuronhdlok [72]] felhasznédldsa FCM
mérések értékelésére. Az FCM mérések tarolasdra vonatkoz6 szabvanyok [5] fejlédése
az értékelés reprodukalhatésagat segiti el azzal, hogy a folyamat ad-hoc jellegti 1épéseit
legaldbb rogzitik olyan formaban, hogy az djra ugyantigy lejatszhat6 legyen. Ezt néhany
folyoirat, pl. a Cytometry Part A kotelezOvé is teszi annak, aki FCM méréseket publi-
kal. Az értékelés teljes folyamatdnak szabvdanyositasdra is torténnek kisérletek [45], és a
mérések kevés adattal torténd prezentacidjara is, mely mégis minden fontos informéciét
tartalmaz (citometrids ujjlenyomat [67], lasd[2.2.4.2] alfejezet). A citometrids ujjlenyomat
alapjat képez6 Probability Binning (PB, [47]) eljards FCM-alkalmazésairdl az elmdlt tiz
évben szdmos publikicio sziiletett.

A kinetikus FCM mérések (amilyen a kalcium-flux) értékelésében azonban hasonld
folyamatok egyeldre nem ldtszanak. A fentebb leirt modszerek nem hasznédlhatok az 1d6
paraméterrel kapcsolatban, mely egészen mas jellegii, mint a tobbi: sejtek csoportositasa-
ra nem alkalmas, csak a kinetikus paraméterrel egyiitt hordoz informéciét. A citometrids

ujjlenyomatok szdmoldsdra haszndlatos £1owFP R csomag pl. nem is veszi figyelem-

I Igen nagyszamd, dn. statisztikailag érvényes adathalmazokat gyijtiink. Ezt a kiilonboz8 citometri-
as technikdk elényeként gyakran szoktdk emlegetni. Mégis, csak ritkdn hasznéljuk ki teljesen az ezéltal
nytjtott elényoket.”
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be az id6 paramétert az alcsoportok szamitdsdndl. Az ilyen mérések leirdsdra a simitd
modszerek a legelterjedtebbek, mint amilyen az intervallumonkénti kozépérték-szamitas,
mozgdatlag, lokdlis regresszio, lowess [83l], spline-ok stb. Ezek kimenetele szamos be-
allitasi tényezotdl fiigg, melyekrdl nincs megegyezéEs: simitds finomsdga, intervallumok
szélessége, kiilonbozd kozépértékek, vizszintes és fliggdleges standardizdldas mikéntje.
A paraméterek értékei, melyek egy ilyen simitott gorbérdl leolvashatdk, erdsen fiiggnek
ezektdl a bedllitdsoktol. Ez megneheziti kiillonb6zd, mésok altal publikalt mérések egy-
massal val6 Osszevetését (2.2.4.3] alfejezet).

A simitdsi mddszerek alkalmasak az adatok megjelenitésére és mintak explorativ ana-
lizisére, hipotézisek feldllitdsara, de nem hasznalhatok a hipotézisek igazoldsara, vagyis
adatelemzésre [109]. Matematikai modell hasznélatdval a kinetikus folyamatrol feltett hi-
potéziseink explicitté és igy verifikalhatova vélnak [110]. Egy modell altaldban egy fiigg-
vény, melynek van bemend és kimend értéke (ezekbdl tobb is lehet, ilyenkor pl. vektor
formdban adjuk meg), és kiillonb6z6 paraméterei. A modellt a mérési adatokra illesztve,
tehat a paramétereit tigy véltoztatva, hogy a kimend érték és a mért adatok kozotti eltérés
minimdlis legyen, megvizsgédlhatd, hogy a mérés megfelel -e a modellnek ill. a modell
paraméterei €s azok megbizhatésdga szamszerdsithet6k. A megbizhatésagot felhaszndlva
meghatdrozhatunk szignifikancia értékeket, melyekbdl statisztikai értelemben kovetkez-
tetéseket tudunk levonni.

Egy modell lehet empirikus vagy mechanisztikus. E16bbi az adatok altaldnos Ossze-
fliggéseit tiikrozi, és paraméterei nem feleltethet6k meg kozvetlen bioldgiai folyamatok-
nak. Utobbi kozvetleniil a biolégiai mikodést irja le fizikai vagy kémiai egyenletekre
épitve, és olyan paraméterei vannak, mint disszocidcids konstansok, enzimaktivitasok,
koncentraciok stb. A mechanisztikus modellek hatranya, hogy sokszor tdl bonyolultak
(nagyon sok paraméteriik van), ha pedig leegyszertsitjiik 6ket, akkor csak nagyon sziik
tartomdnyokban miikodnek, kevés mérésre illeszkednek.

Az immunsejtek aktivdcidjakor is lezajlé kalcium-szint valtozds lefrdsdra sokféle me-
chanisztikus modellt dolgoztak ki ([L11], [112], [113], [114]), melyek jol illeszkednek
a fluoreszcens mikroszkopidval vagy patch-clamp mérési technikdval kapott adatokra:
ilyenkor Osszesen egy sejt viselkedésének lefrdsara van sziikség. A kalcium nyugalmi
koncentricidja 50-200 nM, mig aktivacié utdn 1 yM-os szintig novekedhet, majd elkezd
csokkenni vagy oszcilldlni a nyugalmi érték €s e magas koncentraci6 kozott [115]. Az osz-
cillacié megléte vagy nem-léte, amplitiddja és frekvencidja adja a folyamat informécié-
tartalmat, kddolja a sejt specifikus reakcidjat [[116].

Munkénk motivécidja az volt, hogy a laboratériumunkban aramlési citométerrel mért
kalcium-flux mérések elemzésére nem ismertiink megfeleld eszkozt. Ezekben a mérések-

ben milliés nagysdgrendd sejt relativ kalcium-szintjét allapitjuk meg, de mindegyik sejt-
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6l csak egyetlen adott id6-pillanatban kapunk informdciét, tehédt a kalcium-gorbéjének
egyetlen pontjit ismerjiik csak. Arra, hogy eldtte meg utdna milyen volt abban a sejt-
ben a gorbe lefutdsa, csak a tobbi sejtben mért értékek alapjan tudunk kovetkeztetni.
Az oszcillaciét az adatok kozvetleniil nem 4brazoljak, helyette azt 1atjuk, hogy a sej-
tek kalcium-szintje dtlagosan emelkedik, és a szords is megndvekszik (4] dbra). Utébbira
magyardzat lehet az oszcillaci6 is: ugyan megnd a maximadlis kalcium-szint, de sok sejt
épp akkor, amikor megmérjiik, egy oszcillacios periddus kozepén vagy aljan van, igy ala-
csony értékeket is mériink. Ezekbdl a mérési adatokbdl a sejtek 6ndlld kalcium-gorbéit
visszakapni hasonlé feladat egy Fourier-transzformaciéhoz, amikor az dsszesitett id6be-
li lefolyas gorbéjébdl az azt eldallité szinusz-gorbék frekvencia-spektrumdt hatarozzuk
meg azzal a gondolattal, hogy az tkp. a sok kiilonallé gorbe 0sszegzéseképpen adddik.
Kalcium-flux esetében a hattérben lezajlé oszcillacios gorbék frekvencia- és amplitido-
eloszlasait kellene megbecsiilniink a mérési adatok alapjan. A képet tarkitjak a reagéld, de
nem oszcillalé-, ill. a nem-reagélé sejtek és a kalcium-szenzitiv festékek sejtekben vald
mennyiségének kiilonbségei.

Mivel (1) arrél, hogy milyenek lehetnek a sejtek individudlis gorbéi, ennyi sejt esetén
nagyon keveset tudunk, és (2) célunk volt, hogy médszeriink ne csak limfocitdkra ill. ne
csak kalcium-szint valtozdsokra milikodjon, gy dontottiink, hogy mechanisztikus helyett
empirikus modellt haszndlunk, amely képes leirni az olyan kinetikdkat, melyben maxi-
mum egy ,.hupli” van, tehat a kinetikus paraméter egy adott értékrdl indulva novekszik,
elér egy maximumot, majd csokken egy tjabb meghatarozott értékig (vagy épp forditva,
csOkkenés, majd egy minimum elérése utdn ndvekszik). Tapasztalataink alapjan az FCM
kalcium-flux mérések tilnyomé tobbségének medidnjai ilyen, vagy egyszerilibb kineti-
kat kovetnek (25] dbra). Olyan fiiggvényeket, vagyis paraméteres modelleket kerestiink,
melyek ilyen tipust kinetikat irnak le. A biologidban gyakran haszndlt 4-paraméteres lo-
gisztikus fiiggvény modositott valtozatat, az S-paraméteres hormesis fiiggvényt [87] vizs-
galtuk meg el6szor, majd, mivel vizszintesen nem eltolhaté és paraméterei nehezen be-
csiilhetSk, egy un. dupla logisztikus fliggvényt dolgoztunk ki, mely tkp. két logisztikus
fliggvény Osszeillesztve ugy, hogy egyik 180°-al tiikkrozve van. A dupla logisztikus fiigg-
vénynek igy 8 paramétere van, bemend értéke az id6, kimend értéke pedig a kinetikus
paraméter becsiilt értéke.

A filiggvényt a mérési adatok mozgdémedian gorbéjének egzakt leirdsdra hasznéltuk.
Atlag helyett azért haszndltuk a medidnt, mert a kinetikus paraméter eloszldsa tapaszta-
lataink alapjan nem normalis, még csak nem is log-normdlis a sok kiugré érték miatt,
a medidn pedig ezekre nem érzékeny. Ez ellentétben all azzal, hogy az irodalomban a
mozgdatlagot hasznéljak leginkdbb kinetikus FCM mérésekbdl gorbe szamitdsara ([4],
(791, (801, [76], [77]). Az atlag hatrdnya amellett, hogy értékét a kiugré értékek nagyon
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megnovelik, az, hogy nem stabil: a mért intenzitds késziiléktol fiiggd felsd korlatja miatt
kiilonbozd festék-koncentracidokndl, kiilonb6zd mérési bedllitdsok mellett ugyanannak a
mérésnek a mozgoddtlaga egészen mashol lehet.

Az illesztett fiiggvényekbdl olyan paraméterek olvashatdk le, melyekhez bioldgiai je-
lentés tarsithatd: maximum értéke, maximum elérési ideje (¢,,q,), kezdd érték, végsd ér-
ték, 50%-os értékek elérési idejének maximumtdl valo tdvolsaga, meredekség ezeknél az
értékeknél, AUC. Ezek a paraméterek megfeleltethetSk az irodalomban a simitott gorbék-

b6l szamitott paramétereknek, melyeket a[2.2.4.3] alfejezetben listdztunk:

e intenzitds, meredekség adott idovel a mérés kezdete utdn: az ilyen tipusu, szubjektiv
id6pont-valasztastodl fiiggd paraméterek helyett adjuk meg az ennél tobb informaci-
6t hordoz6 kezdd, végsd és maximalis intenzitds paramétereket. Ha mégis, bioldgiai
szempontbdl érdekes lenne konkrét idével a mérés kezdete utdn az (4tlagos) inten-
zitds, ez kiszamithat6 az illesztett fiiggvénybdl is, rdaddsal fix kontroll-pontokhoz

(mint pl. a maximum) képest is.

e maximadlis intenzitds, maximimadlis intenzitds elérési ideje, AUC: ezek a paraméte-

rek szerepelnek a modelliinkben.

e maximum intenzitds érték 50%-anak elérési ideje: ezt kozvetleniil nem adjuk meg,

hanem ehelyett a maximumt6l val6 tavolsagét, de egy kivondssal kiszdmithato.

A mddszeriinkkel illesztett dupla logisztikus fliggvény paramétereit felhasznaltuk ar-
ra, hogy a Th1 és Th2 limfocita alcsoport kalcium-kinetikdjanak kiilonbségeit karakteri-
zaljuk, és azokra magyarazatokat talaljunk [106]. Az AUC, meredekség az elsd 50%-os
értéknél (slope), maximum €s maximum elérési ideje (¢,,,,) paramétereket hasznéltuk er-
re a célra. Ruthenium Red-del, az MCU (mitokondridlis kalcium uniporter) gatloszerével
kezelt sejteket vizsgdlva az AUC, slope és maximum értékek alapjan arra lehetett kovet-
keztetni, hogy a mitokondridlis kalcium felvétel Th1 sejtekben a limfocita aktivacié kez-
deti és csucs szakaszaban is jelen van, mig Th2 sejtekben csupan a kalcium bedramlas csu-
csan van szerepe. Thapsigarginnal, az endoplazmas retikulum (ER) kalcium-pumpdjanak
(SERCA) gétloszerével kezelt mérések esetén a slope érték nagyobb mértékli novekedé-
sébdl arra lehetetett kovetkezetni, hogy az ER kalcium felvétele hamarabb indul meg Th2
sejtekben, mint Th1 sejtekben.

A T-sejtek kalcium-szintjének fenntartdsdban fontos kalium-csatornék specifikus gat-
lasaval az AUC, maximum é€s t,,,, paraméterek alapjan Toldi és mtsai mddszeriinkkel
kimutattdk, hogy nagyobb mennyiségli kdlium hagyja el kompenzatorikusan a sejtet a
limfocita aktivicié sordn a Thl sejttipusban, mint a Th2 sejttipusban [101]. Ezen csa-

tornak gatlasa akdr potencialis sejttipus-szelektiv terapidra adhat reményt. Ugyancsak az
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AUC, maximum és t,,,, paraméterek hasznélatdval Toldi és mtsai kimutattdk, hogy a lim-
focitak kalcium kinetikdja és kiilonbozd kédlium csatorna-gétloszerekre valo érzékenysége
egészséges varandos ndkben specifikus mintdzattal bir, amely hidnyzik preeclampsidban
[LO3]].

A CD4+, Thl, Th2 és CD8+ limfocita alcsoportokban a Kv1.3 és IKCal kalcium-
csatorndk specifikus gétloszereinek hatdsat egészségesekben és IFN-bétival kezelt ill.
nem kezelt sclerosis multiplex (SM) betegekben karakterisztikus kinetikus paraméter-
véaltozdsokkal lehetett leirni [104], melyekbdl a jovobeli terdpids lehetdségekre tudtunk
kovetkeztetni. 1-es tipusu diabeteses betegek esetén a limfocitdk a Kv1.3 csatorndk gatli-
sara érzékenyebben reagéltak, mint egészségesekben az AUC és maximum paraméterek
tekintetében, mig a ¢,,,,, értékben nem taldltunk kiilonbséget [102]].

Az AUC, maximum, maximum elérési ideje és az 50%-os érték meredeksége para-
méterek kutatdsban val6 felhasznaldsdra tehat vannak példdink. Ahhoz, hogy a tobbi, al-
talunk megadott paramétert is fel lehessen hasonl6 célokra haszndlni, sziikséges, hogy

értékiik jol becsiilhetd legyen a mérési adatokbdl. Ha példaul a masodik 50%-os érték a

//////

//////

indul6 szakaszdnak alakjédbol. A paraméterek bizonytalansidga azok eloszldsaval, és igy
szordsaval megallapithaté bootstrap mdédszerrel (1asd abra). A nagy relativ szérasu
paraméterek értéke az adott mérésbdl nehezen becsiilhetd, igy azok kovetkeztetésekre
nem haszndlhatdk fel. A nagy szoérds a paraméterek kozotti osszefiiggésekbdl is eredhet
(14sd[30] 4bra).

A mozgémediant fiiggvénnyel helyettesiteni, majd a fiiggvény paramétereit felhasz-
ndlni a mérés leirdsara ahhoz hasonld, mint amikor két méréscsoportot pl. FSC paraméter
szerint szeretnénk Osszehasonlitani, €s ezt gy tessziik, hogy minden mérés medidn FSC
értékét kiszamoljuk, majd ezeket az értékeket haszndljuk a statisztikai teszt bemeneteként.
A medidn értékeknél azonban tobb informéciét hordoznak a teljes FSC-eloszlasok, me-
lyeket a KS-teszt médositott valtozataval [63] vagy PB-mddszerrel [47] 6ssze is tudunk
hasonlitani. Ezt a mddszert szivesen kiterjesztenénk a kinetikus paraméterekre is: ne csak
a kinetikus paraméter medidnjat, vagyis a medidn fiiggvény paraméterét hasznaljuk fel
Osszehasonlitdsra, hanem annak teljes eloszlasat!

Egy kinetikus paraméter (amilyen a maximum, maximum elérési ideje stb.) abban kii-
16nbozik az FSC paramétert6l, hogy nem tudjuk értékét minden sejtre meghatarozni, és
ezzel az el6bbi mddszert alkalmazni. Megéllapithatjuk a medidn értékét vagy megallapit-
hatjuk egy lehetséges eloszlasit azzal a feltételezéssel élve, hogy a kinetikus folyamat a
sejtekben parhuzamosan halad. Ezt neveztiik kvantilis médszernek. Ilyenkor kiilonb6z6

kvantilisekre illesztjiik a fiiggvényeket, majd az illesztett fliggvények megfeleld paramé-
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tereit 0sszedntve kapjuk meg a paraméter-eloszldsokat. Az egyes sejtek feltételezett ki-
netikus paraméter-értéke tehdt annak a fiiggvénynek a paramétere lesz, melyet a sejtnek
megfeleld kvantilisre illesztettiink. A feltételezés, hogy a kiilonbozd sejtekben parhuza-
mosan zajlanak a folyamatok, valészintileg nem igaz (hiszen kiilonb6z6 sejtcsoportokat
mériink egyszerre, némelyikben oszcilldl a kalcium-szint stb.), de egy empirikus (és nem
mechanisztikus) modellben szerepelhet az adatok Osszefliggéseinek feltarasdra. A kvan-
tilis médszerrel kapott paraméter-eloszlasok elénye, hogy a mérés teljes tartomanyat le-
irjék, és a paraméterek kozott meglevd Osszefliggések miatti bizonytalansdgot a sokszori
illesztéssel a kvantilis szerinti eloszldsba viszik ét, de bioldgiai értelmezésiik még hatra
van.

Az illesztések sordn egy ot fiiggvénybdl 4ll6 modell-készletet haszndlunk, melyben
elkiilonitettiik a folfelé és lefele halad6 logisztikus ill. dupla logisztikus fiiggvényeket.
Ennek eldnye, hogy a kvantilis médszer sordn minden kvantilisre ugyanolyan irdnyu
fliggvény illeszkedik, ezzel csokkentve a sz€ls6é kvantiliseknél az esetleges kiugré érté-
kek miatti m4s irdnyu illesztésekbdl ad6do6 szordst. Az adott mérésre legjobban illeszkedd
modellt 10-szeres kereszt-validacio (CV) mddszerével vélasztjuk ki a talillesztést elkerii-
lendd.

A hélés illesztés a kvantilis mdodszer szigoritdsa azzal, hogy a paraméterek kvantilis-
fliggését egy metafiiggvénnyel irjuk le, nem hagyjuk szabadon. A mddszer hatranya, hogy
mesterségesen csokkenti a paraméterek szordsat, ezaltal mesterséges kiilonbségeket alla-
pithat meg egyébként kevéssé eltérd mérések kozott. A kalcium-gorbék kinetikdja a va-
16sdgban kevésbé fiigg 0ssze a kvantilissel, mint azt a hélds illesztés javasolja, de jobban,
mintha random mintdkat vennénk az adathalmazbdl, és ezekre illesztenénk fiiggvénye-
ket (melyeknek, mivel a mérési adatok szérdsa hatalmas, mind nagyon kiilonb6z6 alakjuk
lenne). A kettd kozott van a kvantilis modszer, amely valészintileg még mindig til szigord
az 0sszefiiggés megéllapitdsa szempontjabol.

A medidn és kvantilis médszert felhasznalobarat médon implementéltuk, és a tudoma-
nyos kozosség rendelkezésére bocsatottuk a http://www.facskin.com honlapon.

A honlapon a program felhasznal6i dokumentécidja is elérhetd.

6.1. Tovabbfejlesztési lehetoségek

A fiiggbleges irdnyud standardizdlds helyett a fliggvények 30, y1, y2 paraméterei koziil
egy kivételével a tobbi lehetne relativ paraméter, igy egyszertibbé valna a FacsKin prog-
ram felhasznaloi feliilete, és kiillon standardizalé szamitasok nélkiil 6sszehasonlithatova
valndnak bizonyos paraméterek. Ezt a miiveletet a vizszintes, 1d6 irdnyd paraméterek-

nél megtettiik, de ott relativ helyett kiilonbség-paraméterekre van sziikség, mert az id6
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intervallum-skéla, mig a fluoreszcens intenzitds arany-skéla.

A paraméterek Osszefiiggései (non-linearitdsuk) megnoveli a szérdsukat és megne-
heziti a non-linearis mddszerekkel torténd illesztésiiket. Egy linedris modell egy 1épés-
ben, iterdciok nélkiil illeszkedik, mig non-linedris modellekre nem ismeriink 4ltaldnosan
miikodo illesztd eljarast. A non-linearitds két 0sszetevobdl all ([117], [118]]): (1) az int-
rinsic non-linearitds a fizikai jelenségbdl, a mért adatokbdl kovetkezik, ezen a modell
egyszerlsitésével valtoztathatunk csak, de akkor nem biztos, hogy leirja a jelenséget,
(2) paraméter-hatds non-linearitds, melyen atparaméterezéssel lehet segiteni. A (dupla)
logisztikus fliggvény atparaméterezésével a paraméterek kozotti Osszefiiggések esetleg
csokkenthetSk lennének, igaz, hogy ennek az lehet az dra, hogy a bioldgiai értelmezhetd-
ségiik veszik el. El6ny lenne viszont a jobb (gyorsabb, gyakrabban konvergéld) illeszke-
dés.

A bootstrap mddszer altal adott szordsokat figyelembe lehetne venni az 6sszehason-
litdsoknal, ehhez azonban tobb mérésre kellene egyszerre illeszteni. Ekkor sziikség len-
ne egy egyszeriibb modellekké atparaméterezhetd fiiggvényre, és 0sszehasonlitdsndl meg

kellene hatdrozni a nullhipotézist a kovetkez&képpen:

1. El8szor megadjuk, hogy mely paraméterek mely méréseknél vagy méréscsoportok-
ndl egyeznek meg, mig mely paraméterek lehetnek kiilonbozbéek (utébbiaknak eset-
leges egyezOségére nem vagyunk kivancsiak: ilyen lehet pl. a logisztikus fliggvény-
nél az 50%-os érték elérési ideje paraméter, ha tudjuk, hogy a mérések egymdshoz
képest idében eltolva kezd6dhettek).

2. Az illesztést elvégezziik igy, majd elvégezziik ugy is, hogy nem vélasztjuk k6zos-

nek a megadott paramétereket.

3. A két kiilonboz6 illesztés eltérésosszegének Osszehasonlitdsdval megkapjuk, hogy
a paraméterek val6jaban kiillonboztek -e a méréseknél: ha az elsé illesztés eltérés-

Osszege szignifikdnsan nagyobb, mint a masodiké, a paraméterek kiillonboznek.

4. Hasonl6an, ha egy paraméter bootstrap konfidencia intervalluma tartalmazza a 0-t,
érdemes illeszteni az egyszerlibb modellt (igy lenne megadhat6 a modell-valasztas).
Az egyszerlibb modellek kozé beletartozhatna ugyanaz a fiiggvény ugy is, hogy
két paramétere megegyezik, pl. a kezd6- és a végsd érték, ezt is lehetne tesztelni

bootstrap konfidencia intervallumokkal.

Az altalunk fejlesztett szoftver a mérések értékelését (az illesztést) egyesével, mérésen-
ként végzi, és nagy adatmennyiség mellett a tobb mérésre illesztés igen sok szamitdst
igényelne. A helyettesités alfejezet) mindenképp sziikséges lenne ennek felgyorsita-
séhoz.
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Az FCM kinetikus méréseket érdemes lenne nagy mennyiségi sejten elvégzett sejten-
kénti, egyesével mérésekkel Osszevetni, ugyanolyan mintakon, ekkor tobb adatokat kap-
hatndnk a tényleges sejtenkénti kalcium-gorbék eloszlasarol, €s a kvantilis modszer biol6-
giai értelmérdl. Ezen adatok ismeretében esetleg kifejleszthet6k lennének a kalcium-flux
folyamat sejtélettani alapjaira épit6 mechanisztikus modellek is, melyekben kozvetlen
bioldgiai értelmezéssel rendelkezd paramétereket illeszthetnénk, mint amilyen a kezdeti
kalcium-koncentrécid, kiilonbozé transzmembran fehérjék, csatorndk, pumpak mennyi-
sége, sejttipus stb.

Tovabbi fejlesztési irdny lehetne kiilonbozd, a sejtben egyszerre lezajlé folyamatok-
ra (melyek mérhetSk is egyszerre, lasd [20]) egyszerre torténd fiiggvény-illesztés. Ehhez
szintén mechanisztikus modell lenne a legmegfelel6bb. Ilyen méréseknél tovabbi infor-

maciot ad, hogy egy sejtrdl két kiilonbozo értéket is figyelembe tudunk venni egyszerre.
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7. fejezet

Kovetkeztetések

1. Kifejlesztettiink egy fiiggvény-készletet, mely a kinetikus FCM mérések nagy ré-
sz€t képes leirni. Mindegyik fiiggvény kiilonbozd kinetikus modellnek felel meg: a
konstans fiiggvény a kinetikus folyamat hidnyédnak, a pozitiv logisztikus fiiggvény
az adott szintrdl induld, emelkedd, majd egy adott szintet elérd folyamatnak, a ne-
gativ logisztikus fiiggvény a hasonld, csak csokkend folyamatnak, a pozitiv dupla
logisztikus fiiggvény az adott szintrdl induld, egy maximumot elérd, majd egy ala-
csonyabb, adott szintre csokkend folyamatnak, a negativ dupla logisztikus fiiggvény

a hasonld, csak dtmeneti minimummal rendelkezé folyamatnak.

2. Algoritmusunk képes a kinetikus FCM mérésre a legjobban illeszked6 fiiggvényt
meghatarozni (10-szeres kereszt validdcié modszerével), és ezdltal a méréseket kva-
litativ médon osztdlyozni. Az egyes paraméterek mérésbdl valé megjosolhatdsiga-

nak szamszertsitésére relativ szordsukat hasznaljuk.

3. A fiiggvények paraméterei a kinetikus folyamat kiilonboz6 aspektusait irjak le,
melyekhez kiilonbozd bioldgiai jelentés tarsulhat: a maximum a kinetikus reakcio
nagysagat, a maximum elérési ideje annak gyorsasagat, az 50%-os értékek maxi-
mumtdl valé tdvolsdga az indulés ill. a lecsengés gyorsasagit, mig meredekségei
azt irjék le, hogy ez a lecsengés mennyire hirtelen torténik. A kezd6- és végso érték
a mérés eldtti ill. utdni kinetikus paraméter szintre enged kovetkeztetni. Az AUC
paraméter a kinetikus folyamat Osszesitett méretét adja meg, kalcium-flux esetén

pl. a kalcium-ionok citoplazméban eltotott idejének 6sszegével ardnyos.

4. A kiilonb6z6 paraméterek alapjan a méréseket a paramétereknek megfeleld as-
pektusok mentén tudjuk dsszehasonlitani, ezzel finomitva az dsszességében, pl. az
AUC paraméter altal adott kiilonbségek hatterét, ill. ki tudunk mutatni olyan kii-

lonbségeket, melyek Osszesitve nem ldtszanak.
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5. Moddszeriinket szdmos esetben sikerrel alkalmaztak kalcium-flux adatok elemzésére
és biologiai kovetkeztetések levonasara. Az utdbbi harom évben 6 ezzel kapcsolatos

publikécio jelent meg.

6. A mddszert implementél6 algoritmus a tudomanyos kdzvélemény szdmdra elérhe-
t6 ahttp://www.facskin.com honlapon egy felhaszndlébarat program for-
mdjaban. A program képes mérések kézi kapuzdsara, fiiggvények illesztésére, az
illesztett fiiggvények paramétereinek megaddsara, mérések csoportositisira és pa-

raméterek alapjan torténd 0sszehasonlitdsara.

7. Az egyel6re bioldgiailag nem validdlt, dn. kvantilis-mddszerrel a kinetikus FCM
méréseknek nem csak a kozepét (medidnjat), hanem teljes terjedelmét le tudjuk

irni.
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8. fejezet

Osszefoglalas

Hadttér: kinetikus dramlési citometrids mérések értékelésére az elterjedt mddszer az id6
szerinti simitds, majd a kapott gorbe kiilonboz6 paramétereinek leolvasasa. Ezen értékeket
nagymértékben befolydsoljak az alkalmazott simitdsi médszer bedllitasai.

Célkitiizések: célul tlztiik ki egy olyan algoritmus kifejlesztését, mely alkalmas ki-
netikus dramlési citometrids mérésekbdl numerikus jellemzék kiszamitasara, nem fiigg
a felhaszndl6 altal megadott ad-hoc bedllitasoktol, képes paraméterek formdjadban szdm-
szer(siteni a kinetika kiilonb6z6 aspektusait, haszndlhat6 kalcium-flux és mds kinetikus
mérések értékelésére a kutatasban.

Moddszerek: kifejlesztettiink egy fiiggvénycsalddot a kiillonb6z6 kinetik4ji mérések le-
ifrdsdra. A fiiggvényeket nem-linedris regressziés modszerekkel illesztettiikk a mérésekre.
Hogy ne csak a mérés kozepét irjuk le, bootstrap, kvantilis ill. hdlés modszerekkel tobb-
szor illesztettiik ugyanazt a fliggvényt a mérésre.

Eredmények: a kinetikus mérések tilnyomo része leirhaté az dltalunk kifejlesztett
fliggvénycsaladdal. Legtobbszor konvergald illesztési mdodszernek a Nelder-Mead és
SANN algoritmus kombindcidjat taldltuk. A T-limfocita aktivici6 kiilonb6zd betegségek
(1-es tipusu diabetes, SM, preeclampsia, RA) és koriilmények (djsziilott kor, bizonyos
kalcium-pumpék és kdlium-csatorndk gatldsa) hatdsira bekovetkezd specifikus valtozasa-
inak lefrdsdra a medidn fiiggvény maximum, maximum elérési id6, 50%-os érték mere-
deksége és AUC paraméterei megfelelonek bizonyultak.

Konklizio: kifejlesztettiink egy algoritmust kinetikus mérések leirdsdra és Ossze-
hasonlitdséra, és elérhetové tettiik a tudomanyos kozosség szaméra a http://www.
facskin.com honlapon. A honlapon 76 kutaté regisztralt és az utébbi masfél évben
1846 mérést értékeltek ki. Az elmult harom évben 6 tudoményos kézlemény jelent meg,
melyekben a program 4ltal adott eredményeket bioldgiai kovetkeztetésre hasznaltdk. A
program kvalitativ médon csoportositja a kinetikus méréseket, és numerikus paraméte-

rekkel jellemzi a mérést, elkiilonitve a kinetikus folyamat kiilonbozé aspektusait.
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9. fejezet

Summary

Background: the common method for evaluating kinetic flow cytometric measurements is
smoothing along time and calculating different parameters from the resulting curve. The
exact values of these parameters depend on the properties of the smoothing method used.

Aims: our aim was to develop an algorithm suitable for calculating numerical attri-
butes from kinetic measurements which do not depend on ad-hoc user-defined settings,
are capable of numerically characterizing different aspects of the kinetic process and are
suitable for describing Calcium flux and other kinetic measurements in medical research.

Methods: we developed a family of functions describing measurements with different
kinetics. We fitted these functions to the measurements using non-linear regression met-
hods. In order to describe not only the middle of the measurement but the whole range of
values, we fitted the same function multiple times to the same measurement using boot-
strap, quantile and metafunction methods.

Results: the majority of kinetic measurements can be described by the family of func-
tions we developed. We found the combination of the Nelder-Mead and SANN algo-
rithms to have the best convergence properties. We were able to use the maximum, time
to reach maximum, slope at 50% value and AUC parameters to describe the change of T-
lymphocyte activation in different diseases (type 1 diabetes, SM, preeclampsia, RA) and
conditions (newborns, specific inhibition of certain Potassium and Calcium channels).

Conclusion: we developed an algorithm for the description and comparison of ki-
netic measurements and made it available to the scientific community on the http:
//www.facskin.com website. 76 researchers have registered on the website and du-
ring the past 1.5 years 1846 measurements were analyzed using the program. During the
last 3 years, 6 papers were published using the results given by the program to establish
biological conclusions. The program classifies measurements qualitatively by determining
the best fitting function and describes the measurement by objective numerical parameters

separating different aspects of the kinetic process.
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11. fejezet

Sajat publikaciok jegyzéke

11.1. Az értekezéshez kapcsol6do kozlemények

Osszesitett impakt faktor: 17,351, els6 szerzéként: 3,729.

e Nemzetkozi kozlemények:

1.

Kaposi A, Veress G, Vasarhelyi B, Macardle P, Bailey S, Tulassay T, Treszl
A. (2008) Cytometry-acquired calcium-flux data analysis in activated lymp-
hocytes. Cytometry Part A, 73A: 246-53. IF: 3,729

. Toldi G, Véasarhelyi B, Kaposi A, Mészaros G, Panczél P, Hosszufalusi N, Tu-

lassay T, Treszl A. (2010) Lymphocyte activation in type 1 diabetes mellitus:
The increased significance of Kv1.3 potassium channels. Immunol Lett, 133:
35-41. IF: 2,526

. Toldi G, Folyovich A, Simon Z, Zsiga K, Kaposi A, Mészaros G, Tulassay T,

Visarhelyi B. (2011) Lymphocyte calcium influx kinetics in multiple sclerosis
treated without or with interferon beta. J Neuroimmunol, 237: 80-86. IF: 2,959

. Mészéros G, Szalay B, Toldi G, Kaposi A, Vasarhelyi B, Treszl A. (2012) Ki-

netic Kinetic Measurements Using Flow Cytometry: New Methods for Moni-
toring Intracellular Processes. ASSAY and Drug Development Technologies,
10: 97-104. IF: 1,727

. Toldi G, Kaposi A, Zsembery A, Treszl A, Tulassay T, Vasarhelyi B. (2012)

Human Th1 and Th2 Lymphocytes are Distinguished by Calcium Flux Regu-
lation During the First Ten Minutes of Lymphocyte Activation. Immunobio-
logy, 217: 37-43. IF: 3,205

. Toldi G, Bajnok A, Dobi D, Kaposi A, Kovacs L, Vasarhelyi B, Balog A.

(2012) The effects of Kv1.3 and IKCal potassium channel inhibition on cal-
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cium influx of human peripheral T lymphocytes in rheumatoid arthritis. Im-
munobiology, 218: 311-6. IF: 3,205

e Konyvfejezet:

7. Kaposi A, Toldi G, Mészaros G, Szalay B, Veress G, Vésarhelyi B. Experi-
mental conditions and mathematical analysis of kinetic measurements using
flow cytometry - the FacsKin method. In: Flow Cytometry/Book 1. Schmid I
(ed.). Intech, 2012. ISBN 979-953-307-355-1.

e Magyar kozlemény:

8. Mészaros G, Rénai K, Toldi G, Kaposi A, Vasarhelyi B, Treszl A. (2008)
Sejtélettani folyamatok jellemzése ,,real-time” dramlési citometrids modszer-

rel. Magyar Immunoldgia, 7: 22-29.

11.2. Az értekezéshez nem kapcsolddo kozlemények
Osszesitett impakt faktor: 3,705, els6 szerzdként: 0.
e Nemzetkozi kozlemények:

9. Treszl A, Kaposi A, Hajdua J, Szab6é M, Tulassay T, Vésarhelyi B. (2007)
The Extent to Which Genotype Information May Add to the Prediction of
Disturbed Perinatal Adaptation: None, Minor, or Major? Pediatr Res, 62: 610-
4.1F: 2,7

10. Gombos P, Langer RM, Korbely R, Varga M, Kaposi A, Dinya E, and Miil-
ler V. (2010) Smoking Following Renal Transplantation in Hungary and Its

Possible Deleterious Effect on Renal Graft Function. Transplantation Procee-
dings, 42: 2357-2359. IF: 1,005

o Konyvfejezet:

11. Mihalik A, Kaposi A, Kovacs IA, Nanasi T, Palotai R, Rak A, Szalay MS,
Csermely P. How creative elements help the recovery of networks after crisis:
lessons from biology. Networks in Social Policy Problems. B Vedres and M

Scotti (ed.). Cambridge University Press, Cambridge, 2011.

e Magyar kozlemény:
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12. Lantos B, Riesz P, Guldcsi A, Keszthelyi A, Sziics M, Kaposi A, Romics 1.
(2009) Holyagrak-diagnosztikai program klinikai felhasznéldsa. Uroonkol6-
gia, 6: 51-56.

88



doi:10.14753/SE.2013.1852

12. fejezet
Koszonetnyilvanitas

2006 6szén, harmadéves orvostanhallgaté koromban kapcsolédtam be TDK hallgatoként
az L. sz. Gyermekklinikdn m{ikod6 dramlési citometrids laboratérium munkdjiba. Az itt
tapasztalt szakmailag szinvonalas és emberileg befogadd, timogato kdzeg nélkiil az orvosi
egyetemet sem tudtam volna elvégezni. Koszonettel tartozom témavezetdmnek, Vasarhe-
lyi Barna professzornak, aki megteremtette ezt a kozeget, biztatott és barmilyen probléma
esetén mindig elérhetd volt. Szeretnék koszonetet mondani Tulassay Tivadar professzor

s 22

urnak személyes tdmogatasaért és a laboratérium munkdjidhoz sziikséges feltételek meg-
teremtéséért. A laboratériumban dolgozé Dr. Treszl Andrastdl sokat tanultam az orvosi
statisztikarol, Dr. Toldi Gergely, Dr. Mészaros Gergd és Dr. Szalay Baldzs hallgat6tarsa-
im pedig a FacsKin program f6 felhaszndl6iként hasznos észrevételeikkel, kérdéseikkel,
igényeikkel segitették el a program fejlédését. Ok adtdk a motivéci6t a program fejle-
szésére. A laboratérium kival6 atmoszférdjanak kialakitdsaért 6k is felelosek voltak.

Koszonettel tartozom Veress Gabor matematikusnak, akinek szakmai irdnyitdsa alatt
fejlesztettem az algoritmust. Minden k6zos megbesz€lésiinkon volt valamilyen izgalmas,
tovabblépést jelentd oOtlete.

K6szonom Dr. Dinya Eleknek, hogy megtanitott az orvosi statisztika alapjaira, és soha
véget nem ér0, ezzel kapcsolatos feladatokkal latott el. Nagyon sokat tanultam t6le.

A FacsKin programmal kapcsolatos értékes megjegyzéseikért koszonettel tartozom
Elids Gergelynek, Dividnszky Péternek és Egri Adamnak, valamint a program sszes fel-
hasznaléjanak.

Koszonom azon onkéntesek €s betegek felajanlasat €s dldozatkészségét, akik vérmin-

tdkkal segitették a kisérletek elvégzését.
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