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Témavezetők:
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Köszönetnyilvánı́tás

Hálás köszönettel tartozunk témavezetőinknek: Vághy Mihály Andrásnak és Dr. Boldog Péternek

a rengeteg a támogatásért és útmutatásért, amit az elmúlt másfél évben kaptunk tőlük. Igazán

hálásak vagyunk nekik.

Köszönetet mondunk továbbá az Információs Technológiai és Bionikai Karnak, hogy biz-

tosı́tották a szükséges hardvert számı́tásaink elvégzéséhez.

Paless Ágoston részéről a projekt a Kulturális és Innovációs Minisztérium EKÖP-24-1

kódszámú Egyetemi Kutatói Ösztöndı́j Programjának a Nemzeti Kutatási, Fejlesztési és In-

novációs Alapból finanszı́rozott szakmai támogatásával készült.

A helyi TDK fordulóra készült angol nyelvű dolgozatunk lefordı́tásához és nyelvhelyesség

ellenőrzéséhez részben mesterséges intelligencia eszközöket alkalmaztunk.

1. Bevezetés

A rák világszerte az egyik vezető halálok [1], [2]. Számos kutatócsoport dolgozik folyamatosan

a mögöttes mechanizmusok feltárásán és a terápiás beavatkozások fejlesztésén; ez azonban több

okból is nagy kihı́vás.

Az in vivo kı́sérletek, például betegből átültetett tumorokon végzett xenograft vizsgálatok

gyakran költségesek, hosszadalmasak, és a tumor evolúciójának csak bizonyos aspektusait képesek

vizsgálni. Az in vitro kı́sérletek ráksejtvonalakon költséghatékonyabbak, és növelik a vizsgálati

lehetőségek tárházát, azonban a tumor mikrokörnyezet, az extracelluláris mátrix és más, be-

tegspecifikus tényezők hiánya miatt a sejtkultúrák korlátozottak az in situ tumorok megfelelő

modellezésében.

Az elmúlt években köztes megoldásként a betegből izolált tumor organoid modellek ı́géretes

módszerként jelentek meg az in vitro onkológiában. Ezek háromdimenziós, többsejtű struktúrák,

amelyek önszerveződési képességeket mutatnak, és biopsziás mintákból származó sejtekből

tenyésztik őket extracelluláris mátrix gélekben (pl. Matrigel vagy alapmembrán kivonat) [3].
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Számos tekintetben jobbnak bizonyulnak a sejtkultúráknál, mivel megőrzik a betegspecifikus

genetikai, fenotı́pusos, strukturális és élettani jellemzőket [3]–[6] és utánozzák az eredeti szövet

mikrokörnyezetét és időbeli fejlődését [6], [7]. A rákkutatásban az izolált organoidokat gyakran

használják hatóanyagok hatékonyságának és működési mechanizmusának tanulmányozására,

mivel az ezeken végzett kezelés jó in vitro modellje a betegen alkalmazott kezelésnek és ezek a

struktúrák részletesebben megfigyelhetők mikroszkópos technikákkal, mint egy tumor xenog-

raft.

Az immunterápiák és molekuláris biológiai módszerek jelentős fejlődése új lehetőségeket

nyit arra, hogy megértsük az immunrendszer működését és új terápiás módszereket dolgozzunk

ki. Az egyik ilyen új irány a genetikalilag módosı́tott T-sejt receptorokkal (TSR) ellátott T-

sejtek terápiás használata, amely hatékonynak ı́gérkezik a tumorok célzott megsemmisı́tésében.

[8]–[10].

Dekkers és mtsai. [11] organoid és háromdimenziós képalkotási technológiákat kombinálva

térképezték fel bizonyos módosı́tott T-sejtek viselkedési jellemzőit (pl. sejtmozgás, citotoxikus

aktivitás) betegből izolált tumor organoidokkal való társtenyésztés esetén. Tekintettel a T-sejtek

és az organoidok közötti interakciók komplexitására, értékes lehetőségnek tartjuk a matemati-

kai modellezés eszköztárának alkalmazását a mögöttes mechanizmusok mélyebb megértésének

érdekében. A kı́sérletileg validált in silico modellek és szimulációk betekintést nyújthatnak a

rendszer viselkedésébe olyan körülmények között, amelyeket egy laboratóriumban nehéz vagy

lehetetlen megvalósı́tani. A modell struktúrájának és paraméterérzékenységének elemzése po-

tenciális terápiás célpontokat világı́that meg, ı́gy megkönnyı́tve új lehetőségek felismerését a

terápiás gyakorlatban.

Ebben a dolgozatban bemutatunk egy új, ágens alapú, egzakt sztochasztikus modellt a T-

sejtek és tumorsejtek közötti interakciók vizsgálatára. Modellünk jól reprodukálja a tumor

organoidok megsemmisı́tésének Dekkers és mtsai. kı́sérleteiben megfigyeltek szerinti időbeli

dinamikáját [11]. Ezt az új megközelı́tést a Kölcsönható Rácsok Módszerének nevezzük. A

bevezetés hátralévő részében röviden ismertetjük a dolgozat felépı́tését.
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Elméleti háttér

Először bemutatjuk megközelı́tésünk matematikai alapjait: Gillespie sztochasztikus szimulációs

algoritmusát [12] és ennek térben strukturált sejtpopulációkra értelmezett kiterjesztését, az ún.

Redukált Ráta Módszert (Boldog [13]).

A Kölcsönható Rácsok Módszere

A harmadik fejezetben bemutatjuk a dolgozatunk matematikai alapjául szolgáló Kölcsönható

Rácsok Módszerét, amely az előzőekben leı́rt alapokra épül, és több jelentős kiterjesztést tar-

talmaz, pontosabb leı́rást adva az immun-tumor kölcsönhatásokról. Részletesen ismertetjük

a sejtek közötti interakciók kiválasztásához vezető gondolatmenetet, és tárgyaljuk a modell

feltételezéseit és egyszerűsı́téseit. Ez a módszer a dolgozat egyik új eredménye.

Implementáció

Ebben a fejezetben röviden áttekintjük az in silico szimulációkat megvalósı́tó C++ kód felépı́tését.

Bemutatjuk az optimalizálási megoldásainkat, amelyek szükségesek a nagy méretű szimulációk

futtatásához, és emlı́tést teszünk az adatok illesztéséhez és elemzéséhez használt további szoft-

verekről.

Paraméterbecslés

Annak igazolására, hogy a létrehozott modell képes reprodukálni a kı́sérletes megfigyeléseket,

modellünket valós adatokra illesztettük és megbecsültük a szükséges biológiai paraméterértékeket.

A hatodik fejezetben bemutatjuk a Dekkers és mtsai. [11] által végzett kı́sérletek eredményeit,

amelyeket validációra használtunk. Leı́rjuk továbbá az adatok feldolgozásának és illesztésének

eljárásait.

Eredmények

A hetedik fejezetben bemutatjuk az illesztett paramétereket, majd összehasonlı́tjuk az ezek

alapján szimulált eredményeket a kı́sérleti adatokkal, és kiemeljük a megfigyelhető trendeket.

Összegzés

Végül röviden összefoglaljuk eredményeinket, és felvázoljuk jövőbeli terveinket.
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2. Matematikai háttér

2.1. A Sztochasztikus Szimulációs Algoritmus

Ebben a szakaszban bemutatjuk a Gillespie-algoritmust [12], [14], [15], amely később matema-

tikai modellünk és szimulációs algoritmusunk alapjául szolgál. A sztochasztikus szimulációs

algoritmust (SSA) Daniel T. Gillespie [12] dolgozta ki és publikálta 1976-ban. Tőle függet-

lenül ugyanabban az évben Tóth János és Érdi Péter is publikálta a sztochasztikus szimulációs

algoritmust, melyet Hárs Vera implementált [16] a szakdolgozatában.

2.1.1. Állapotváltozók és mennyiségek

A sztochasztikus szimulációs algoritmust eredetileg kémiai folyamatok időbeli modellezésére

vezették be. Tekintsük az 𝑆1, . . . , 𝑆𝑁 kémiai anyagokat, amelyek mennyisége a 𝑡 ∈ [0,∞)

időben (𝑋1(𝑡), . . . , 𝑋𝑁 (𝑡)) ∈ N𝑁
0 , valamint közöttük zajló reakciókat 𝑅1, . . . , 𝑅𝑀 . A kényelem

érdekében 𝜇 = 1, 2, . . . , 𝑀 jelöli a reakcióindexet, ı́gy 𝑀 a lehetséges reakciók száma, 𝑖 =

1, 2, . . . , 𝑁 jelöli a kémiai anyagok indexét, ı́gy tehát 𝑁 a folyamatban szereplő különböző

tı́pusú kémiai anyagok száma. Az 𝑅𝜇 reakció a kémiai anyagok populációjában (Δ𝑋1, . . . ,Δ𝑋𝑁 )𝜇
változást határoz meg.

Az 𝑅𝜇 reakciót jellemző ún. 𝑎𝜇 hajlandósági függvény az 𝑎𝜇 = 𝑐𝜇 · ℎ𝜇 formulával adható

meg, ahol 𝑐𝜇 ∈ R+ a sebességi állandó, ℎ𝜇 pedig a rendelkezésre álló, különböző molekuláris

reagens kombinációk száma az adott pillanatban. Például az 𝑆1 + 𝑆2 → 𝑆3 és 2𝑆1 + 𝑆2 → 𝑆3

tı́pusú reakciók különböző molekuláris reagens kombinációinak száma rendre
(𝑋1

1
)
·
(𝑋2

1
)
= 𝑋1·𝑋2

és
(𝑋1

2
)
·
(𝑋2

1
)
= 1

2𝑋1 · (𝑋1 − 1) · 𝑋2.

A hajlandósági függvények összegének jelölésére bevezetjük az 𝑎 =
∑𝑀

𝜇=1 𝑎𝜇 mennyiséget.

Bebizonyı́tható [12], hogy a két egymást követő reakció közötti várakozási idő 𝜏 exponenciális

eloszlású 𝑎 paraméterrel, és a következő reakció valószı́nűsége 𝑃(𝑅𝜇):

𝜏 ∼ 𝐸𝑥𝑝(𝑎), 𝑃(𝑅𝜇) =
𝑎𝜇

𝑎
. (1)

2.1.2. Az SSA lépései

Az algoritmus a változók inicializálásával és egy leállási feltétel előı́rásával kezdődik. A leállási

feltétel lehet például egy maximális szimulált idő előı́rása vagy bonyolultabb feltétel a rendszer

állapotára vonatkozóan. Például leállı́thatjuk a szimulációt, ha bizonyos kémiai anyagok aránya
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elér egy meghatározott, vagy ha egy bizonyos kémiai anyag teljesen eltűnik a rendszerből, ezzel

elkerülve a fölösleges számı́tásokat.

Az inicializálás után egy ciklusba lépünk, amely addig ismétlődik, amı́g a leállási feltétel

nem teljesül. Minden ciklus az aktuális állapothoz tartozó hajlandóságok kiszámı́tásával kezdődik.

A hajlandóságok kiszámı́tása után az (1)-es egyenlet alapján kiválasztjuk az 𝑅𝜇 reakciót és

a 𝜏 várakozási időt. Ezután frissı́tjük az állapotváltozókat a kiválasztott reakció szerint, és

frissı́tjük az időt az eltelt idővel: az rendszer idejéhez hozzáadjuk 𝜏-t. Végül ellenőrizzük a

leállási feltételt, és szükség esetén megismételjük a folyamatot. Az 1. ábrán az algoritmus

folyamatábrája látható.

1. ábra. A Sztochasztikus Szimulációs Algoritmus folyamatábrája

2.1.3. Az SSA előnyei és hátrányai

Az SSA nagyszerű alternatı́vát nyújt az közönséges differenciálegyenleteken alapuló determi-

nisztikus modellekhez képest. Ellentétben a közönséges differenciálegyenletekkel, az SSA

értelmezhető eredményeket ad még akkor is, ha az ágensek száma nagyon alacsony. A módszer

inherens sztochasztikus természete és a kis populációk szimulálásának lehetősége lehetővé te-

szi a sztochasztikus hatások figyelembevételét, amelyek alacsony ágens szám esetén jelentősen

eltérő kimeneteleket eredményezhetnek. Továbbá az SSA segı́tségével megbecsülhetjük a fo-

lyamat bizonyos kimeneteinek empirikus valószı́nűségét. Például szimulációinkban ilyen szi-

tuáció akkor fordul elő, amikor a tumor organoid kicsi, csupán néhány sejtből áll, és ı́gy pár

véletlen esemény határozza meg a klaszter sorsát, azaz hogy az organoid növekszik vagy eli-

minálódik teljesen.

Ugyanakkor az egzakt sztochasztikus szimulációk számı́tási szempontból költségesek. Az
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ilyen algoritmusok valószı́nűségi természete miatt gyakran szükséges számos realizációt vagy

trajektóriát szimulálni ahhoz, hogy megbı́zható információt nyerjünk egy adott kimenet valószı́nűségéről,

vagy hogy megkapjuk az állapotváltozók várható értékeit az idő függvényében.

2.2. Sejtkultúrák egzakt sztochasztikus szimulációja

A Gillespie-algoritmus egyik feltételezése, hogy a rendszer jól kevert; azaz a molekulák térbeli

elhelyezkedése nem befolyásolja a lehetséges reakciók valószı́nűségét. Ez különösen megne-

hezı́ti a sejtkultúrák modellezését, mivel az élő szervezetekben a sejtek populációi általában jól

meghatározott térbeli szerkezettel rendelkeznek a szövetek és szervek működésének fenntartása

érdekében. Egy sejt elhelyezkedése és közvetlen szomszédjainak mibenléte meghatározó egy

rákos sejt ártalmasként való felismerésekor és elpusztı́tásakor. Egy másik probléma az, hogy

a sejtek több nagyságrenddel nagyobbak, mint az SSA segı́tségével vizsgált molekulák. Ebből

adódóan mozgásuk során jelentős akadályt jelentenek egymásnak. Ezt a térfogati kizárás je-

lenségének nevezzük és azt jelenti, hogy egy adott sejt által elfoglalt térfogatban más sejt nem

lehet jelen. A sejtkultúrák viselkedésének megfelelő modellezéséhez – ahol a térfogati kizárás

kulcsszerepet játszik – a térbeli struktúrát egy rács formájában vezetjük be a rendszerbe. En-

nek a matematikai alapjai Boldog [13]-ben találhatók meg. Ez a cikk több, matematikailag

ekvivalens módszert tárgyal a sejtkultúrák egzakt térbeli sztochasztikus simulációjának meg-

valósı́tásához. A fejezet hátralévő részében az ún. marginális Redukált Ráta Módszert (mRRM)

fogjuk bemutatni [13] alapján és ezt fogjuk kiterjeszteni a dolgozat későbbi fejezeteiben.

Ebben a keretrendszerben a sejtek és a kémiai anyagok egy (𝑛1 × 𝑛2) méretű téglalap

alakú rácson léteznek. A sejtek makroszkópikus entitások a kémiai részecskékhez képest.

Valósághű modellekben feltételezzük, hogy térfogati kizárás alá esnek, azaz két sejt nem foglal-

hatja el ugyanazt a rács cellát. Következésképpen a sejtek fizikai akadályokat képeznek egymás

számára. Ezzel szemben a kémiai anyagok nagyságrendekkel kisebbek, ı́gy feltételezhetjük,

hogy szabadon diffundálnak az intercelluláris térben, diffúziós együtthatóik jelentősen nagyob-

bak, mint a sejteké. Ennek eredményeként a kémiai anyagokat jól kevertnek tekintjük. A rács

egy adott pozı́cióját cellának vagy koordinátának nevezzük. A térfogati kizárás miatt minden

cella legfeljebb egy sejtet tartalmazhat, lehetővé téve egy sejt egyértelmű azonosı́tását a rácson

elfoglalt pozı́ciója alapján.

Az élő sejtek tipikus viselkedései közé tartoznak az olyan reakciók, mint a sejtosztódás,

a mozgás és az apoptózis. Az egyszerűség kedvéért csak a sejtciklus mitózisát és interfázisát
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modellezzük, a köztes fázisokat elhanyagoljuk. Azaz az osztódás egy pillanatszerű esemény az

egyébként interfázisban lévő sejt életében.

A rács-alapú sejtpopulációs modellek legegyszerűbb esete egy kétdimenziós rács von Neu-

mann szomszédsággal, ami azt jelenti, hogy minden cellának négy szomszédja van: felül, alul,

balra és jobbra. Egy sejtről akkor mondjuk, hogy 𝑗 szabad szomszéddal rendelkezik, ha 𝑗 da-

rab szomszédos cella üres, azaz nem tartalmaz sejtet. Ezeket a sejteket 𝑗-osztályú sejteknek

nevezzük. Kétdimenziós von Neumann szomszédságot tekintve ez azt is jelenti, hogy a sejtnek

4 − 𝑗 foglalt szomszédja van. Az egyszerűség kedvéért a 𝑗-osztályú sejtek számát 𝑁 𝑗 jelöli, a

populáció összes sejtjének száma pedig 𝑁 =
∑4

𝑗=0 𝑁 𝑗 .

2.2.1. Reakciótı́pusok

A reakciókat megkülönböztetjük annak függvényében, hogy függenek-e a szabad vagy foglalt

szomszédos celláktól. Egy reakciót kontaktus serkerntett-nek nevezünk, ha nagyobb valószı́nűséggel

(gyakrabban) fordul elő olyan sejteknél, amelyeknek sok szomszédos sejtje van, mint olya-

noknál, amelyeknek kevés. Hasonlóképpen, egy reakció kontaktus gátolt, ha előfordulásának

valószı́nűsége csökken a szomszédok számának növekedésével. Egy reakció lehet kontaktus

független is, ha előfordulása független az adott sejt szomszédainak számától, vagy teljesen

független a sejtektől (pl. kémiai reakció).

2.2.2. Hajlandóság függvények

Az mRRM leı́rásához külön jelölésrendszert használunk: a mennyiségeket (pl. 𝑎̂𝜇) kalapos

szimbólummal jelöljük, ı́gy a szokásos, kalap nélküli jelölést használhatjuk a Kölcsönható

Rácsok Módszerének leı́rásához a 3. szakaszban.

ℎ𝜇 =


1 ha kémiai anyagok nem vesznek részt 𝑅𝜇-ben,

Különböző reagenskombinációk száma ha kémiai anyagok részt vesznek 𝑅𝜇-ben.
(2)

Az egyszerűség kedvéért bevezetünk egy új jelölést:

𝑟𝜇 =


𝑐𝜇 · ℎ𝜇 sejteket (vagy esetleg kémiai anyagokat) érintő reakcióknál,

𝑐𝜇 ·ℎ𝜇
𝑁

csak kémiai anyagokat érintő reakcióknál.
(3)
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Egy 𝑅𝜇 reakció hajlandósága az alábbiak szerint definiálható:

𝑎̂𝜇 =



𝑟𝜇
4

4∑︁
𝑗=0

𝑗𝑁 𝑗 (𝑡) ha 𝑅𝜇 kontaktus gátolt,

𝑟𝜇𝑁 (𝑡) ha 𝑅𝜇 kontaktus független,

𝑟𝜇
4

4∑︁
𝑗=0

(4 − 𝑗)𝑁 𝑗 (𝑡) ha 𝑅𝜇 kontaktus serkentett.

(4)

Definı́ció szerint a tisztán kémiai reakciók csak a kémiai anyagok számától függenek, és

függetlenek bármely sejtosztály sejtjeinek számától. Így egy egyszerű algebrai átalakı́tással a

𝑅𝜇 kémiai reakció hajlandósága, 𝑎̂𝜇, ugyanazt a formát ölti, mint a kontaktus független reakciók

esetében:

𝑎̂𝜇 = 𝑐𝜇ℎ𝜇 =
𝑐𝜇ℎ𝜇

𝑁
𝑁 = 𝑟𝜇𝑁.

Könnyen belátható, hogy ha minden sejtnek pontosan 4 szabad szomszédja van, a kontaktus

serkentett reakció hajlandósága 0, és a kontaktus gátolt reakció hajlandósága maximális. Ha-

sonlóképpen, ha a rács teljesen tele van (minden sejtnek 0 szabad szomszédja van), akkor a

kontaktus serkentett reakciók hajlandósága maximális, mı́g a kontaktus gátolt reakciók lehetet-

lenek.

Bebizonyı́tható [13], hogy annak a valószı́nűségnek a meghatározásához, hogy 𝜏 várakozási

idő múlva egy 𝑅𝜇 reakció következik be 𝜏 el kell osztanunk az adott hajlandóságot a haj-

landóságok összegével, 𝑎̂ =
∑

𝜇 𝑎̂𝜇-vel:

𝑃(𝑅𝜇) := 𝑃(𝑅𝜇 |𝜏) =
𝑎̂𝜇

𝑎̂
. (5)

Az mRRM-ben nemcsak a reakciót választjuk ki, hanem azt is, hogy melyik sejten hajtjuk

végre a reakciót. Legyen 𝐴 𝑗 az az esemény, hogy a reakció egy 𝑗-osztályú sejten megy végbe.

Annak a valószı́nűségét, hogy az 𝑅𝜇 következő reakció egy 𝑗-osztályú sejten megy végbe a

következőképpen számı́thatjuk ki:

𝑃(𝐴 𝑗 |𝑅𝜇) =



𝑗𝑁 𝑗∑4
𝑗=0 𝑗𝑁 𝑗

ha 𝑅𝜇 kontaktus gátolt,

𝑁 𝑗

𝑁
ha 𝑅𝜇 kontaktus független,

(4 − 𝑗)𝑁 𝑗∑4
𝑗=0(4 − 𝑗)𝑁 𝑗

ha 𝑅𝜇 kontaktus serkentett.

(6)
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Ezen egyenletek alapján az algoritmus lépéseit az alábbiak szerint hajthatjuk végre:

2.2.3. Az mRRM lépései

1. Inicializálás:

(a) Állı́tsuk az időváltozót 𝑡-t 0-ra, és ı́rjuk elő a leállási feltételt.

(b) Inicializáljuk a 𝑛1 × 𝑛2 méretű rácsot, helyezzünk el 𝑁 (0) ≤ 𝑛1 · 𝑛2 sejtet a rácson,

és tároljuk el azok pozı́cióit.

(c) Tároljuk el a kémiai anyagok kezdeti mennyiségeit.

2. Hajlandóságok kiszámı́tása:

Számı́tsuk ki 𝑎̂𝜇, 𝜇 = 1, 2, . . . , 𝑀 értékeket a (4)-es egyenlet alapján. Ha a hajlandóságok

összege nulla, állı́tsuk le az algoritmust.

3. Eltelt idő generálása:

Határozzuk meg 𝜏 értékét az 𝑎̂-al paraméterezett exponenciális eloszlásból történő min-

tavételezéssel.

4. Reakció kiválasztása:

Válasszuk ki az 𝑅𝜇 reakciót az (5)-ös egyenlet alapján.

5. Sejt kiválasztása:

(a) Válasszuk ki 𝑗-t a sejtosztályt a (6)-os egyenlet alapján.

(b) Válasszuk ki a célsejtet egyenletes eloszlás szerint a kiválasztott sejtosztályból.

(c) Ha a reakció szomszédos (szabad vagy foglalt) cellát érint, válasszuk ki a cél szom-

szédot diszkrét egyenletes eloszlásból való mintavételezéssel.

6. Reakció végrehajtása:

(a) Frissı́tsük az időt: 𝑡 = 𝑡 + 𝜏.

(b) Hajtsuk végre az 𝑅𝜇 reakciót a kiválasztott 𝑗-osztályú sejten.

(c) Frissı́tsük az állapotváltozókat.

7. Leállási feltétel ellenőrzése:

Ha a leállási feltétel teljesül, fejezzük be az algoritmust; ha nem, ismételjük meg a 2.

lépéstől.
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A 2. ábra bemutatja az algoritmus folyamatábráját.

2. ábra. Az mRRM folyamatábrája
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3. A Kölcsönható Rácsok Módszere

A marginális Redukált Ráta Módszer hatékony megközelı́tést kı́nál homogén (egy sejttı́pusból

álló) sejttenyészetek szimulálására, azonban nem képes kezelni biológiailag releváns tumor-

és immunsejtek közötti interakciókat, ahol az immunsejtek egy zsúfolt tumoros régióban is

képesek mozogni.

Ebben az új keretrendszerben ugyanabban a fizikai térben két különálló rácsot veszünk fi-

gyelembe: egyet a tumorsejtek, és egyet az immunsejtek számára. Ez a kialakı́tás lehetővé

teszi, hogy modellezzük azt a biológiai tényt, hogy az immunsejtek behatolhatnak a tumor-

szövetbe, és elmozognak a tumorsejtek között. Ezt az új megközelı́tést a Kölcsönható Rácsok

Módszerének nevezzük.

3.1. Heterogén sejtpopulációk

Az mRRM-et kiterjesztettük különböző sejttı́pusokra, lehetővé téve heterogén sejtpopulációk,

például daganatok szimulálását. Ennek eredményeként egy sejtet a rácson elfoglalt koordinátája,

szabad szomszédainak száma és tı́pusa jellemez.

Jelölje 𝛿 = 1, 2, . . . , 𝐷 a sejttı́pust, ahol 𝐷 a sejttı́pusok száma. Annak érdekében, hogy fi-

gyelembe tudjuk venni, hogy az egyes reakciókban a különböző sejttı́pusok eltérő valószı́nűséggel

vesznek részt, bevezetünk 𝑐𝜇,𝛿 konstansokat, amelyek egy adott reakcióhoz és sejttı́pushoz tar-

toznak. Ezeket sejttı́pus konstansoknak nevezzük. Ezek a konstansok olyan súlyozási együtt-

hatókként értelmezhetők, amelyek meghatározzák, hogy a reakciónak megfelelő események

hogyan oszlanak el a különböző sejttı́pusok között.

3.2. Kiterjesztett rácsszerkezet

3.2.1. A szimulált terület dimenziói

Annak érdekében, hogy a modell biológiailag életszerűbb legyen, egy kétdimenziós felület he-

lyett egy háromdimenziós rácsot veszünk figyelembe. Megjegyzendő, hogy az ún. Neumann-

féle szomszédság esetén 3D-ben a sejteknek 6 szomszédos cellája lehet, ı́gy ha egy sejtnek 𝑗

szabad szomszédja van, akkor a foglalt szomszédok száma 6 − 𝑗 .
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3. ábra. Neumann szomszédság két dimenzióban: egy cellának szomszédja egy másik cella, ha van
közös élük. A szı́nezett cellák a szabad szomszédokat jelölik.

3.2.2. Immunrács

Az immunsejtek mérete jelentősen eltérhet a tumorsejtekétől, gyakran egy nagyságrenddel ki-

sebbek [17], [18]. Ez és más molekuláris mechanizmusok (pl. extracelluláris mátrix bontó enzi-

mek) lehetővé teszik, hogy olyan helyeken is közlekedjenek, ahol más sejtek nem tudnak. Ezt a

jelenséget modellünkbe egy kizárólag immunsejteknek dedikált második rács bevezetésével in-

tegráljuk, amelyet immunrácsnak nevezünk. Az immunsejtek kizárólag ezen a rácson léteznek,

mı́g más sejtek a szöveti rácson helyezkednek el. A két rács egymáshoz viszonyı́tott térbeli elhe-

lyezkedése úgy képzelhető el, mintha az immunsejtek az eddig is használt szöveti rács celláinak

sarkain helyezkednének el. Ebben a konfigurációban az immunsejtek mozgását a szöveti rácson

lévő sejtek nem akadályozzák; akár közöttük is mozoghatnak.

Ez a jelenség és a rácsok térbeli szerveződése a 4. ábrán látható. A pirossal jelölt sejtek

a szöveti rácson elhelyezkedőket (pl. tumorsejteket), mı́g a kékkel jelöltek az immunrácson

elhelyezkedő immunsejteket jelölik.

3.3. Modell hipotézisek

• A sejtek egyenlő távolságra helyezkednek el egymástól, csak rácspozı́ciókon létezhetnek,

és egy adott rácson egy időpontban csak egy sejt tartózkodhat egy rácspozı́ción, ezzel

megvalósı́tva a térfogati kizárás elvét.

• A sejtek térfogata és felülete egy rácson belül egyenlő, és csak a legközelebbi 6 + 8

(azonos rács beli + keresztrácsos) szomszédjukkal léphetnek kölcsönhatásba.
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4. ábra. A kölcsönható rácsok egymáshoz viszonyı́tott elrendezése. A tumorsejtek (piros, nagyobb)
a szöveti rács celláiban helyezkednek el, mı́g az immunsejtek (kék, kisebb) az immunrácson, a szöveti
rácsot kijelölő rácsvonalak kereszteződésein, a szöveti sejtek között helyezkednek el. Mindkét sejttı́pus a
saját rácsán belül mozog vagy osztódik, betartva a térfogati kizárás elvét. Ez a megközelı́tés modellezi azt
a biológiai tényt, hogy az immunsejtek képesek mozogni a tumorklaszteren belül, az egyes tumorsejtek
között. Azonban mind a tumorsejtek, mind az immunsejtek akadályozzák saját populációik mozgását és
osztódását.

• Egy rács sejtjei csak a saját rácsukon belüli térfogati kizárásban vesznek részt. Egy rács

sejtjei nem akadályozzák a másik rács sejtjeinek mozgását.

• A sejtes viselkedések diszkrét eseményként vannak modellezve, és az események közötti

idő exponenciális eloszlást követ.

• A szimulációs tér határain nincs sejt be- vagy kiáramlás. A szimuláción kı́vüli cellákat

fal tölti fel, amely megakadályozza a kifelé irányúló mozgást.

• Dekkers és mtsai. kı́sérletében [11] szereplő összes sejt vagy tumorsejtnek, vagy T-

sejtnek tekinthető. Megjegyzendő, hogy bár a kı́sérletben CD4+ és CD8+ T-sejteket 1:1

arányban kevertek közvetlenül a felvételek elkészı́tése előtt [11], az egyszerűség kedvéért

csak egyetlen T-sejt populációt veszünk figyelembe. Ezeket úgy tekinthetjük, mint ame-

lyek e két alcsoport átlagos tulajdonságait képviselik.

• Csak életképes sejtek foglalják el a rácsokat; apoptotikus törmelék nem befolyásolja az

élő sejteket.

• A T-sejtek elég kicsik és migrációs képességeik lehetővé teszik számukra, hogy szabadon

mozogjanak a tumorsejtek között. Ezért az immunrácson helyezkednek el.

• A tumororganoidok kezdetben nagyjából azonos méretűek, szerkezetük jól közelı́thető

4 × 4 × 4 kockákkal. Ezen túlmenően egyes tumorsejtek nem részei az organoidoknak,
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és a kezdeti állapotban, a szimulációs térben egyenletesen oszlanak el. Ezt a modellezett

[11] kı́sérlet során is megfigyelhetjük.

• A késérlet [11] kezdetén a T-sejtek még nem hatoltak be az organoidokba. Ezért mo-

dellünkben olyan kezdeti feltételt alkalmazunk, amikor a T-sejtek mind a 0. immunsejt

osztályba tartoznak, azaz nincsenek tumor szomszédaik.

• A tumorsejtek a szöveti rácson véletlen bolyongást végeznek, ami egy kontaktus gátolt

folyamat.

• Feltételezzük, hogy a kı́sérlet időtartama annyira rövid, hogy a tumorsejtek nem pusztul-

nak el spontán módon, vagyis a tumorsejtek pusztulása csak az immunsejteken keresztül

valósul meg. Valamint feltesszük, hogy a T-sejtek proliferációjának mértéke a felvétel

időintervalluma alatt elhanyagolható.

• A T-sejtek súlyozott véletlen bolyongást végeznek az immunrácson, ami egy kontaktus

gátolt folyamat. A T-sejtek mozgását tumor szomszédaik száma alapján súlyozzuk, úgy,

hogy a több tumor szomszéddal rendelkező T-sejtek kisebb valószı́nűséggel mozognak.

3.4. A rácsok feltöltése

Ahogyan a 3.3-as alfejezetben emlı́tettük, a tumororganoidokat 4 × 4 × 4 tumorsejt-kockákkal

közelı́tettük. A kezdeti állapotot úgy hozzuk létre, hogy a teljes tumorsejtszámból a lehető

legtöbb organoidot elhelyezzük a rácson, majd a fennmaradó tumorsejteket egyedileg, egyen-

letesen elosztva helyezzük el a fennmaradó térfogatban. Ezután a T-sejteket az immunrácson

helyezzük el úgy, hogy minden T-sejt a 0. immunsejt osztályhoz tartozik.

3.5. Reakciók

Az immunrács beépı́tésével olyan reakciókat is megvalósı́thatunk, amelyek hajlandósági függvényei

nem ı́rhatók le az 2.2 szakaszban bemutatott módon. Ebben a részben azt tárgyaljuk, hogy ho-

gyan lehet az mRRM hajlandósági függvényeit kiterjeszteni több sejttı́pusra és két kölcsönható

rácsra.

Azokra a reakciókra, amelyek két különböző rács sejtjei között zajlanak le rácsközötti reak-

ciókként hivatkozhatunk. Természetesen lehetnek rácsközötti kontaktus serkentett, rácsközötti

15



kontaktus gátolt és rácsközötti kontaktustól független reakciók is. Ha egy reakcióról nem mond-

juk explicit módon, hogy rácsközötti, akkor mindig egy nem rácsközötti reakciót értünk alatta.

Bevezetjük az 𝑁𝛿, 𝑗 jelölést, amely a 𝑗 szabad szomszéddal rendelkező, 𝛿 tı́pusú sejtek

számát jelöli, továbbá az 𝑁′
𝛿, 𝑗

jelölést, amely a 𝑗 rácsközötti szabad szomszéddal rendelkező, 𝛿

tı́pusú sejtek számát adja meg. Logikusan 𝑁𝛿 a 𝛿 tı́pusú sejtek teljes számát jelöli.

Ezekkel a mennyiségekkel definiálhatjuk a hajlandósági függvényeket:

𝑎𝜇 =



𝑟𝜇
6

𝐷∑︁
𝛿=1

𝑐𝜇,𝛿

6∑︁
𝑗=0

𝑗𝑁𝛿, 𝑗 (𝑡) ha 𝑅𝜇 kontaktus gátolt,

𝑟𝜇
8

𝐷∑︁
𝛿=1

𝑐𝜇,𝛿

8∑︁
𝑗=0

𝑗𝑁′
𝛿, 𝑗 (𝑡) ha 𝑅𝜇 rácsközötti kontaktus gátolt,

𝑟𝜇

𝐷∑︁
𝛿=1

𝑐𝜇,𝛿𝑁𝛿 (𝑡) ha 𝑅𝜇 kontaktus független,

𝑟𝜇
6

𝐷∑︁
𝛿=1

𝑐𝜇,𝛿

6∑︁
𝑗=0

(6 − 𝑗)𝑁𝛿, 𝑗 (𝑡) ha 𝑅𝜇 kontaktus serkentett,

𝑟𝜇
8

𝐷∑︁
𝛿=1

𝑐𝜇,𝛿

8∑︁
𝑗=0

(8 − 𝑗)𝑁′
𝛿, 𝑗 (𝑡) ha 𝑅𝜇 rácsközötti kontaktus serkentett.

(7)

Az mRRM-hez hasonlóan a következő 𝜏 időintervallumban bekövetkező reakció valószı́nűsége

a következőképpen adható meg:

𝑃(𝑅𝜇) := 𝑃(𝑅𝜇 |𝜏) =
𝑎𝜇

𝑎
. (8)

Ugyanezt a stratégiát alkalmazzuk a 𝑃(𝑅𝜇,𝛿 |𝑅𝜇) valószı́nűség meghatározására, amely an-

nak valószı́nűsége, hogy egy adott tı́pusú sejtre esik a választás, ha a reakció indexe (𝜇) már

ismert. Jelölje 𝑎𝜇,𝛿 annak a valószı́nűségi függvénynek az értékét, hogy egy 𝜇 indexű reakció 𝛿

tı́pusú sejten következik be. Ez alapján a valószı́nűség a következőképpen számolható:

𝑃(𝑅𝜇,𝛿 |𝑅𝜇) =
𝑎𝜇,𝛿

𝑎𝜇
. (9)

Hasonlóan, annak a valószı́nűsége, hogy egy 𝑗-osztályú sejt esetében történik a reakció, ha a

reakció indexe 𝜇 és a sejt tı́pusa 𝛿 adott, a következőképpen adható meg:

𝑃(𝑅𝜇,𝛿, 𝑗 |𝑅𝜇,𝛿) =
𝑎𝜇,𝛿, 𝑗

𝑎𝜇,𝛿
. (10)
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Így bármely 𝐴 esemény 𝜏 idő múlva való bekövetkezésének valószı́nűsége a következőképpen

ı́rható fel:

𝑃(𝐴|𝜏) =



1
𝑗 ·𝑁𝛿, 𝑗

𝑃(𝑅𝜇,𝛿, 𝑗 |𝑅𝜇,𝛿)𝑃(𝑅𝜇,𝛿 |𝑅𝜇)𝑃(𝑅𝜇) ha 𝑅𝜇 kontaktus gátolt,

1
𝑗 ·𝑁 ′

𝛿, 𝑗

𝑃(𝑅𝜇,𝛿, 𝑗 |𝑅𝜇,𝛿)𝑃(𝑅𝜇,𝛿 |𝑅𝜇)𝑃(𝑅𝜇) ha 𝑅𝜇 rácsközötti kontaktus gátolt,

1
𝑁𝛿, 𝑗

𝑃(𝑅𝜇,𝛿, 𝑗 |𝑅𝜇,𝛿)𝑃(𝑅𝜇,𝛿 |𝑅𝜇)𝑃(𝑅𝜇) ha 𝑅𝜇 kontaktus független,

1
(6− 𝑗)·𝑁𝛿, 𝑗

𝑃(𝑅𝜇,𝛿, 𝑗 |𝑅𝜇,𝛿)𝑃(𝑅𝜇,𝛿 |𝑅𝜇)𝑃(𝑅𝜇) ha 𝑅𝜇 kontaktus serkentett,

1
(8− 𝑗)·𝑁 ′

𝛿, 𝑗

𝑃(𝑅𝜇,𝛿, 𝑗 |𝑅𝜇,𝛿)𝑃(𝑅𝜇,𝛿 |𝑅𝜇)𝑃(𝑅𝜇) ha 𝑅𝜇 rácsközötti kontaktus serkentett.

(11)

Itt 𝜇, 𝛿 és 𝑗 az 𝐴 esemény által meghatározott értékek. Ezek alapján minden esemény valószı́nűsége

kiszámı́tható. Ehhez elegendő lenne egyszer mintát venni ebből az eloszlásból, de ez rendkı́vül

erőforrásigényes feladat lenne a lehetséges események nagy száma miatt. Ezért marginalizáljuk

a valószı́nűségeket és inkább több kisebb eseményterű eloszlásból mintavételezünk.

Az egyes marginalizált valószı́nűségek kiszámı́tásához szükség van 𝑎𝜇,𝛿 értékére, amely

annak az eseménynek a hajlandóságát jelzi, hogy az 𝑅𝜇 reakció egy 𝛿 tı́pusú sejten következik

be:

𝑎𝜇,𝛿 =



𝑟𝜇𝑐𝜇,𝛿𝑁𝛿 (𝑡) ha 𝑅𝜇 kontaktus független,
6∑︁
𝑗=0

𝑎𝜇,𝛿, 𝑗 ha 𝑅𝜇 nem rácsközötti,

8∑︁
𝑗=0

𝑎𝜇,𝛿, 𝑗 ha 𝑅𝜇 rácsközötti.

(12)

és szükség van 𝑎𝜇,𝛿, 𝑗 -re, amely a 𝜇 indexű reakció egy 𝛿 tı́pusú és 𝑗 osztályba tartozó sejten

történő bekövetkezésének hajlandósága:

𝑎𝜇,𝛿, 𝑗 =



𝑟𝜇
6 𝑐𝜇,𝛿 𝑗𝑁𝛿, 𝑗 (𝑡) ha 𝑅𝜇 kontaktus gátolt,

𝑟𝜇
8 𝑐𝜇,𝛿 𝑗𝑁

′
𝛿, 𝑗

(𝑡) ha 𝑅𝜇 rácsközötti kontaktus gátolt,

𝑟𝜇
6 𝑐𝜇,𝛿 (6 − 𝑗)𝑁𝛿, 𝑗 (𝑡) ha 𝑅𝜇 kontaktus serkentett,

𝑟𝜇
8 𝑐𝜇,𝛿 (8 − 𝑗)𝑁′

𝛿, 𝑗
(𝑡) ha 𝑅𝜇 rácsközötti kontaktus serkentett.

(13)

A kontaktus független reakciók hajlandóságait a (12) képletben külön definiáljuk, mivel
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ezek esetében a szabad szomszédok száma definı́ció szerint nem releváns. A rácsközötti re-

akciók képletei csak abban különböznek a nem rácsközötti reakcióktól, hogy maximálisan 8

szabad szomszédot feltételeznek, és 𝑁′
𝛿, 𝑗

-ot használnak 𝑁𝛿, 𝑗 helyett.

Öt reakciót definiáltunk, amelyek hajlandóságai megfelelnek az (7)-es képlet valamely esetének.

Mivel csak kétféle sejtet különböztetünk meg (tumorsejteket és T-sejteket), a reakciók tárgyalásakor

a sejttı́pus konstansokat 𝑐𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟-ként és 𝑐𝑇𝑠𝑒 𝑗𝑡-ként emlı́tjük.

1. Osztódás: kontaktus gátolt reakció, hiszen a szabad szomszéd nélküli sejtek nem osztódhatnak.

Továbbá, a 3.3-as alfejezet feltételezései alapján a T-sejtek proliferációját elhanyagoljuk,

ezért 𝑐𝑇𝑠𝑒 𝑗𝑡 = 0 erre a reakcióra.

2. Véletlen Bolyongás: ugyanazon megfontolás alapján, mint az Osztódás, ez is kontaktus

gátolt reakció, de kizárólag tumorsejtekre vonatkozik, azaz 𝑐𝑇𝑠𝑒 𝑗𝑡 = 0.

3. Apoptózis: programozott sejthalál, sejten belüli- vagy kı́vüli tényezők hatására. A korábban

már emlı́tett 3.3 feltételezéseinknek megfelelően a tumorsejtek ellenállóak ezekkel a tényezőkkel

szemben (𝑐𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟 = 0). Bár in vivo tumorok esetében a sejthalál oka (akár tumorsejtek akár

szöveti sejtek esetében) gyakran az erőforrások szűkössége, ahol a szomszédok száma

jelentősen befolyásolná a sejthalál valószı́nűségét (és kontaktus serkentett reakcióként

lenne helyénvaló modellezni), itt kontaktus független folyamatnak tekintjük, mivel fel-

tesszük, hogy ezek a hatások a vizsgált laboratóriumi környezetben elhanyagolhatóak.

4. Súlyozott Véletlen Bolyongás: a T-sejtek mozgását reprezentálja (𝑐𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟 = 0), és modelle-

zi, hogy képesek a tumor organoidokon lehorgonyozni és akár több tumorsejtet is megölni

mielőtt újra eltávolodnak [11]. A T-sejteket a szomszédos tumorsejtek száma alapján dif-

ferenciálva választjuk ki a mozgásra. A súlyozás a sejtválasztás lépésében történik: azok

az immunsejtek, amelyeknek 8 tumorszomszédjuk van, 1
9 eséllyel kerülnek kiválasztásra

azokhoz képest, akiknek 0 tumorszomszédjuk van. A köztes értékek természetes módon

súlyozódnak, például 5 tumorszomszéddal rendelkező T-sejtek súlyozási tényezője 4
9 .

5. Citolı́zis: a T-sejtek citotoxikus képességét reprezentálja a tumorsejtekkel szemben. Mi-

vel a T-sejtek citotoxikus aktivitása immunsejt-tumorsejt kontaktust igényel, ezt a reak-

ciót rácsközötti kontaktus serkentett reakciónak tekinthetjük. Megjegyezzük, hogy 𝑐𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟

értékét nullára kell állı́tani, különben a tumorsejtek (és azok rácsközötti szomszédai) is
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beleszámı́tanának a hajlandósági függvénybe. Továbbá megjegyezzük, hogy egy T-sejt,

amelynek 𝑗 szabad rácsközötti szomszédja van, pontosan 8 − 𝑗 rácsközötti tumorszom-

széddal rendelkezik. Ha több sejttı́pus lenne a szöveti rácson, tovább kellene bővı́teni ezt

a keretet olyan reakciókra, amelyek nem csak a rácsközötti szabad szomszédok számát

veszik figyelembe, hanem sejttı́pus-specifikusan a rácsközötti szomszédokat is.

Reakció Kontaktusfüggőség Hajlandósági függvény 𝑐𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟 𝑐𝑇𝑠𝑒 𝑗𝑡

Osztódás Kontaktus gátolt 𝑟𝜇
6

𝐷∑︁
𝛿=1

𝑐𝜇,𝛿

6∑︁
𝑗=0

𝑗𝑁𝛿, 𝑗 (𝑡) 1 0

Véletlen Bolyongás Kontaktus gátolt 𝑟𝜇
6

𝐷∑︁
𝛿=1

𝑐𝜇,𝛿

6∑︁
𝑗=0

𝑗𝑁𝛿, 𝑗 (𝑡) 1 0

Apoptózis Kontaktus független 𝑟𝜇

𝐷∑︁
𝛿=1

𝑐𝜇,𝛿𝑁𝛿 (𝑡) 0 1

Súlyozott Véletlen Bolyongás Kontaktus gátolt 𝑟𝜇
6

𝐷∑︁
𝛿=1

𝑐𝜇,𝛿

6∑︁
𝑗=0

𝑗𝑁𝛿, 𝑗 (𝑡) 0 1

Citolı́zis Rácsközötti kontaktus serkentett 𝑟𝜇
8

𝐷∑︁
𝛿=1

𝑐𝜇,𝛿

8∑︁
𝑗=0

(8 − 𝑗)𝑁′
𝛿, 𝑗 0 1

1. táblázat. A reakciók összefoglalása, kontaktusfüggőségük, megfelelő hajlandósági függvényeik és
sejttı́pus konstansaik.

3.6. Szimulációs lépések

1. Inicializálás:

(a) Állı́tsuk az időváltozót 𝑡 = 0-ra, és ı́rjuk elő a leállási feltételt.

(b) Inicializáljuk a szöveti rácsot 𝑛1 × 𝑛2 × 𝑛3 mérettel. Helyezzünk el a 𝛿𝑠𝑧 szöveti

sejttı́pusból 𝑁𝛿𝑠𝑧 (0) ≤ 𝑛1 · 𝑛2 · 𝑛3, 𝛿𝑠𝑧 = 1, 2, . . . , 𝐷𝑠𝑧,
∑𝐷𝑠𝑧

𝛿𝑠𝑧=1 𝑁𝛿𝑠𝑧 (0) ≤ 𝑛1 · 𝑛2 · 𝑛3

sejtet a szöveti rácsra, és tároljuk a pozı́cióikat.

(c) Inicializáljuk az immunrácsot (𝑛1 + 1) × (𝑛2 + 1) × (𝑛3 + 1) mérettel. Helyezzünk

el a 𝛿𝑖 immunsejt tı́pusból 𝑁𝛿𝑖 (0) ≤ 𝑛1 · 𝑛2 · 𝑛3, 𝛿𝑖 = 1, 2, . . . , 𝐷𝑖,
∑𝐷𝑖

𝛿𝑖=1 𝑁𝛿𝑖(0) ≤

(𝑛1 + 1) · (𝑛2 + 1) · (𝑛3 + 1) sejtet az immunrácsra, és tároljuk a pozı́cióikat.

(d) Tároljuk a kémiai anyagok kezdeti mennyiségeit.

2. Hajlandóságok kiszámı́tása:

Számı́tsuk ki az 𝑎𝜇 értékeket a (7)-es egyenlet alapján. Ha a hajlandóságok összege nulla,

állı́tsuk le az algoritmust.

19



3. Eltelt idő generálása:

Számı́tsuk ki 𝜏-t egy 𝑎 =
∑𝑀

𝜇=1 𝑎𝜇 paraméterű exponenciális eloszlásból mintavételezve.

4. Reakció kiválasztása:

Válasszuk ki az 𝑅𝜇 reakciót a (8)-as egyenlet alapján.

5. Célsejt kiválasztása:

(a) Válasszuk ki a sejttı́pust, 𝛿-t, a (9)-es egyenlet alapján.

(b) Válasszuk ki a sejtosztályt, 𝑗-t, a (10)-es egyenlet alapján.

(c) Válasszuk ki a célsejtet egyenletes eloszlás szerint az adott sejtosztályból és sejttı́pusból.

Kivéve a Súlyozott Véletlen Séta esetében, ahol az eloszlás a 4-es alfejezetben

leı́rtak szerint történik.

(d) Ha a reakció egy szomszédos cellát érint (akár üres, akár foglalt), válasszuk ki a

célszomszédot diszkrét egyenletes eloszlás szerint.

6. Végrehajtás:

(a) Idő frissı́tése: 𝑡 = 𝑡 + 𝜏.

(b) Hajtsuk végre az 𝑅𝜇 reakciót a kiválasztott cellán.

(c) Frissı́tsük az állapotváltozókat.

7. Leállási feltétel ellenőrzése:

Ha a leállási feltétel teljesül, állı́tsuk le az algoritmust; különben ismételjük a 2. lépéstől.

A fent leı́rt algoritmus folyamatábrája az 5. ábrán látható.
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5. ábra. A Kölcsönható Rácsok Módszerének folyamatábrája
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4. Implementáció

A szimulációs programot C++ nyelven fejlesztettük objektumorientált megközelı́téssel. A szi-

mulációs szoftver mellett számos eszközt implementáltunk az adatok feldolgozására és vizua-

lizálására. A szimulációs eredmények megfelelő értelmezhetőségének és kommunikációjának

érdekében egy Python programot hoztunk létre az események időbeli lefolyásának nyomon

követésére és hőtérképek generálására. Ehhez létrehoztunk egy kezdetleges Python könyvtárat,

amely az összeköttetést megvalósı́tja. Azért választottuk ezt a megoldást az adatok vizua-

lizálására, mert a jövőben célunk a keretrendszert publikusan is elérhetővé tenni Python könyvtár

formájában. Ezenkı́vül egy 3D-s vizualizáló alkalmazást is fejlesztettünk Unity-ben, amely in-

tuitı́vabbá teszi az eredmények értelmezését.

A kód lényegében három fő részből áll: a matematikai modell implementációja, a futásidejű

adatstruktúrák, az SSA-alapú szimulációs komponens, valamint egyéb segédeszközök, mint

például az adatok fájlokba mentését végző modul.

4.1. A matematikai modell megvalósı́tása

4.1.1. Sejtek

A sejteket a Cell osztály példányaival reprezentáljuk. Minden sejt tárolja a tı́pusát, ame-

lyet egy enum határoz meg, valamint a rácson elfoglalt koordinátáit. Ahogyan a 3.2-es al-

fejezetben emlı́tettük, ezek a koordináták nemcsak az x, y és z pozı́ciókat tartalmazzák, ha-

nem egy negyedik dimenziót is, amely lehetővé teszi annak meghatározását, hogy a sejt a

szövet- vagy az immunrácson helyezkedik el. Ezenkı́vül minden sejt tárolja az indexét az adott

PreAllocVector-ban, ami egy adott szabad szomszéd számhoz tartozik. A PreAllocVector

egy sajátkészı́tésű osztály, amely előre allokált memóriában tárolja a sejteket, és automatikusan

defragmentálja az adatokat, lehetővé téve a konstans idejű hozzáadást/törlést és elérést inde-

xelés alapján. Az ImmuneCell osztály a Cell osztályból származik, és az előbbieken túl

tárolja a szomszédos tumorsejtek számát, valamint az ennek megfelelő PreAllocVector-

ban elfoglalt indexét.

4.1.2. Reakciók

Minden reakciót egy osztály reprezentál, amely tartalmazza a GetPropensity és az Effect

tagfüggvényeket. Ezeket az osztályokat a szimuláció kezdetén példányosı́tjuk a megfelelő re-
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akciós állandók megadásával.

A GetPropensity függvények a 3.5-ös szakaszban ismertetett állapot alapján kiszámı́tják

az adott reakció hajlandóságát. Az algoritmus minden iterációjában a szimulációs komponens

meghı́vja ezeket a függvényeket az összes reakcióhoz, és eltárolja az eredményeket, hogy ennek

megfelelően válassza ki a következő eseményt.

Miután a kiválasztás megtörtént, a szimulációs komponens meghı́vja a megfelelő reak-

ció Effect függvényét, amelynek paraméterként átadja a szükséges adatokat, például azt,

hogy melyik sejten kell végrehajtani a reakciót, vagy Súlyozott Véletlen Bolyongás esetén

melyik szomszédos helyre kell mozgatni a sejtet. Ezek a függvények lényegében két dol-

got tesznek: sejtet törölnek vagy létrehoznak. Az összes reakció ezek kombinációja. Az

Apoptosis (Apoptózis), Division (Osztódás) és Citolysis (Citolı́zis) reakciók mind-

egyike ezek közül az egyik műveletet valósı́tja meg. A Random Walk (Véletlen Bolyongás)

és a Biased Random Walk (Súlyozott Véletlen Bolyongás) reakciók esetén a kiválasztott

sejtet töröljük, és egy újat helyezünk a kijelölt szomszédos helyre, ı́gy ez megvalósı́tását tekint-

ve egy Division és egy Apoptosis kombinációjának tekinthető.

4.2. Futásidejű adatstruktúrák

A futásidő alatt két fő adatstruktúrát használunk: a Lattice-t és a Cells-t, amelyeket ebben

a szakaszban részletezünk. Ezek az adatstruktúrák, a szimuláció során eltelt idő, valamint az

ezek frissı́téséhez szükséges függvények a State osztályban vannak elhelyezve.

4.2.1. A Lattice

A Lattice osztály egy háromdimenziós rácsot definiál, ahol a tér cellaméretű egységekre van

osztva egymásba ágyazott std::vector-ok segı́tségével. A legbelső std::vector-ok

elemei az általunk létrehozott Slot (Cella) osztály példányai, amelyek tárolják a szabad szom-

szédok számát, valamint egy mutatót az adott koordinátán található sejthez. Mivel a cellákat és

ı́gy a sejteket is koordináták alapján kérdezzük le, az adatok elérési ideje ebben a struktúrában

konstans.

A Lattice osztály az adatokat tároló komponensek mellett tartalmazza az adatok módosı́tásához

és az jelenlegi állapot lekérdezéséhez szükséges függvényeket és túlterhelt operátorokat, például

a DeleteCell(), AddCell() és GetTumorNeighbors() függvényeket. Ezek a metódusok

biztosı́tják, hogy az egységbe zárás elve érvényesüljön a tagváltozók esetében.
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4.2.2. Cells

A második adatstruktúra a sejtek tárolására szolgál. A hajlandóságok kiszámı́tásához az egyes

sejttı́pusokba tartozó sejtek számára, valamint az adott sejt szabad és tumor szomszédjainak

számára van szükség, ı́gy érdemes olyan adatstruktúrát választani, amelyben ezek gyorsan

lekérdezhetők. Fontos továbbá, hogy a sejtek törlése és hozzáadása hatékony legyen, mivel

ezek a műveletek szinte minden reakció részét képezik.

A szimuláció során a program nem igényel nagy memória-területet; azonban a futási idő

kritikus, ezért a sejtek redundáns tárolása egy kézenfekvő opció. Az egyes sejttı́pusokat a

szabad szomszédaik száma szerint rendeztük, az immunsejteket pedig a tumor szomszédjaik

száma szerint. Mindkét esetben először a sejttı́pust tároljuk egy std::unordered_map-

ben, majd a szabad/tumor szomszédok száma szerint egy std::vector-ban, és a legbelső

szinten PreAllocVector-okat használunk.

4.3. Szimulációs komponens

Létrehoztunk egy Simulation osztályt, amely az eddig bemutatott komponensek mellett

tartalmazza a kommunikációjukhoz és a szimuláció futtatásához szükséges függvényeket és

változókat.

Fontos megjegyezni, hogy amikor a Simulation osztály egy példányát inicializáljuk, a

megadott State példány másolásra kerül, hogy biztosı́tsuk, hogy a szimuláció minden rea-

lizációja ugyanabból a kezdeti állapotból induljon.

A megvalósı́tás során nagy hangsúlyt fektettünk a futási idő optimalizálására azzal, hogy

minden adatstruktúránál biztosı́tottuk az elemek konstans idejű elérését, hozzáadását és törlését.

Bár a futási idő nagyban függ a megadott paraméterektől, a kı́sérletes adatokkal meghatározott

értékekhez közeli paraméterek mellett egyetlen szimuláció kevesebb mint 5 másodpercig tart.

Egy másik fontos fejlesztés a párhuzamosı́tás volt. Mivel az adatok elemzése szinte mindig

több szimulációs futtatás eredményeinek átlagolását igényelte, logikus lépés volt a párhuzamosı́tás

implementálása a szimulációs szinten. Ez a megközelı́tés csökkentette az összesı́tett futási időt,

és lehetővé tette az eredmények hatékonyabb elemzését.
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5. Paraméterbecslés kı́sérleti adatok felhasználásával

Modellünket kı́sérleti adatokhoz illesztettük, hogy meghatározzuk az in silico szimulációk fut-

tatásához szükséges paramétereket, és igazoljuk, hogy megközelı́tésünk képes rekonstruálni a

tumor-immun interakció időbeli dinamikáját. A megfelelő állandók meghatározásával olyan

adatokat generáltunk, amelyek a kı́sérletekben megfigyelt trendekkel összhangban vannak.

5.1. A kı́sérleti elrendezés

A validációs adatsor létrehozásához Dekkers és mtsai. [11] által publikált, betegből izolált tu-

mor organoid – T-sejt társtenyészeteket vizsgáló fluoreszcens mikroszkópiás adatokat használtunk

fel. A kı́sérlet részleteit ebben az alfejezetben mutatjuk be röviden. Ebben a tanulmányban több

kı́sérletet is végeztek különböző módosı́tott T-sejtekkel és tumor organoidokkal. Mi az eredeti

cikkben T-sejt viselkedési térképek létrehozásához használt adatokból négy különböző T-sejt –

izolált organoid kombináció felvételeit dolgoztuk fel.

5.1.1. T-sejtek

Az emberi perifériás vérből származó vad tı́pusú 𝛼𝛽 TSR pozitı́v T-sejteket virális transzduk-

cióval módosı́tották, hogy kifejezzenek 𝑉𝛾9𝑉𝛿2 TSR-eket, de 𝛼𝛽 TSR-eket ne [8]. A 𝑉𝛾9𝑉𝛿2

TSR-ek, amelyek egyfajta kiméra antigén receptorok, segı́tik a CD4+ és CD8+ T-sejteket a

daganatokra jellemző metabolikus eltérések felismerésében, ezáltal növelve hatékonyságukat

[9]. Ezeket a 𝑉𝛾9𝑉𝛿2 TSR+ T-sejteket az angol szakirodalom alapján [8] mi is TEG-eknek

nevezzük.

Egy másik vad tı́pusú T-sejt csoportot úgy módosı́tottak, hogy kifejezzenek egy funkció

vesztett, defektı́v 𝑉𝛾9𝑉𝛿2 TSR-t. Ezeket a T-sejteket LM1-nek nevezzük. Mindkét tı́pust a

virális transzdukció után legalább 90%-os tisztaságig tisztı́tották mágneses szeparációval.

5.1.2. Tumor organoidok

Bazális membrán kivonatban növesztettek organoidokat 14 beteg emlőrák biopsziájából, 12

lyukú lemezen. Az organoidokat, melyekkel később a T-sejt társtenyészeteket létrehozták a

5-30. passzálások valamelyikéből nyerték vissza.

A 14 mintából létrehozott organoid – TEG társtenyészetekben mérték a TEG-ek organo-

idokkal szembeni citotoxikus hatását. A legmagasabb relatı́v organoid pusztulás a 13T kódú
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mintában volt, a 100T kódú minta pedig ebben a tekintetben a harmadik legalacsonyabb volt a

vizsgált minták közül. Ebből a két mintából létrehozott organoidokat használták később a 2-es

táblázatban felsorolt felvételek létrehozásához, amiket jelen kutatásunkhoz felhasználtunk.

5.1.3. Képalkotási paraméterek

Az izolált organoid – T-sejt társtenyészeteket egy üvegfenekű 96 lyukú lemezen helyezték

el, és három különböző hullámhosszon (T-sejtek, organoidok, apoptotikus sejtek) készı́tettek

felvételeket 620 képkockán keresztül, képkockánként 2 perc különbséggel. Minden képkocka

48 darab 208 × 208 pixeles sı́kból áll, amelyek megfelelnek egy fizikai térbeli téglatest alakú

képalkotási térfogatnak, amelynek oldalméretei rendre 708,49𝜇𝑚, 708,49𝜇𝑚 és 50,40𝜇𝑚 az X,

Y és Z irányokban. Az összesı́tett képalkotási térfogat tehát 2076672 háromdimenziós pixel

egység, azaz 25298687,24𝜇𝑚3 fizikai térben.

5.2. Adatgyűjtés

A vizsgálatban[11] használt viselkedési térképek létrehozásához nyers mikroszkópiás adatok

nyilvánosan elérhetők [19]. Összesen 22 fájl érhető el, ezek közül 4-et használtunk, ame-

lyek fájlneveit a 2-es táblázat tartalmazza. A CZI adatokat a pylibCZIrw Python könyvtár

segı́tségével dolgoztuk fel.

Fájlnév Tumor organoid T-sejt
20190711 13T100TLM1TEG100%(0).czi 13T LM1
20190711 13T100TLM1TEG100%(1).czi 100T LM1
20190711 13T100TLM1TEG100%(2).czi 13T TEG
20190711 13T100TLM1TEG 100%(3).czi 100T TEG

2. táblázat. Nyers adatok forrásai. Fájlnév és sejtvonalak a Dekkers és mtsai. [11] kiegészı́tő anyagából.

5.2.1. Konverzió bináris tömbbé

A pixelek értékei fluoreszcencia intenzitást jelölnek, amely 0 és 255 közötti értékeket vehet fel.

Bár egy egyszerű szegmentálással meghatározható, hogy mely pixelek tartoznak sejtekhez, a

pontos sejtszám becslése egy komplex képszegmentációs feladat, amely túlmutat-e tanulmány

keretein. Ezért a kı́sérlet és a szimuláció összehasonlı́tásakor a sejtek által elfoglalt térfogat és

a teljes térfogat arányát vettük alapul.

Annak meghatározására, hogy egy adott pixel foglalt-e vagy sem, egy fluoreszcencia inten-

zitás küszöb értéket alkalmaztunk, amit 𝑘-val jelölünk. Ha az adott pixel értéke meghaladja a
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küszöböt vagy azonos vele, foglaltnak tekintjük; ha alatta van, üresnek. A küszöbértéket he-

urisztikusan 7-nek határoztuk meg. Különböző küszöbértékekkel végzett kı́sérletezés alapján

(6. és 7. ábra) azt választottuk, amely a legjobban megtartja a sejtek által elfoglalt részeket,

miközben elveti a nyilvánvalóan nem életképes sejtekhez tartozó jeleket.

6. ábra. A küszöbérték, 𝑘 hatása a binarizálásra és az eredeti fluoreszcencia intenzitású kép összeha-
sonlı́tása tumor organoidok (13T) esetén. Az ábrák a térfogat középső szeletét (Z-sorozat 25. elemét)
mutatják a 𝑡 = 0 időpillanatban.

7. ábra. A küszöbérték, 𝑘 hatása a binarizálásra és az eredeti fluoreszcencia intenzitású kép összeha-
sonlı́tása T-sejtek (TEG) esetén. Az ábrák a térfogat középső szeletét (Z-sorozat 25. elemét) mutatják a
𝑡 = 0 időpillanatban.

Ezután idősorokká alakı́tottuk az adatokat a sejteket tartalmazó pixelek arányának kiszámı́tásával.

Ezeket az idősorokat használtuk referenciaadatként a modellparaméterek becsléséhez a 6. feje-

zetben.

5.3. Szimulált és kı́sérleti adatok összehasonlı́tása

5.3.1. Időbeli diszkretizáció és lineáris interpoláció

A szimuláció időben folytonos, mivel két reakció között eltelt időt exponenciális eloszlásból

választjuk. Ahhoz, hogy összehasonlı́tható legyen a kı́sérleti adatokkal, minden percben mintát

vettünk a sejtpopuláció jelenlegi számáról 20 óra és 40 percen keresztül, ı́gy összesen 1240

adatpontot kaptunk sejttı́pusonként.

Mivel a kı́sérletekben a felvételek szintén 20 óra és 40 perc alatt készültek, de csak 2 per-

cenként, az ı́gy kapott adatokat lineáris interpolációval bővı́tettük, hogy szintén 1240 adatpontot

kapjunk sejttı́pusonként.
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5.3.2. A rendszer kezdeti állapotának meghatározása

A szimuláció kezdeti állapotának meghatározásához szükség van a szimulálandó térfogatra, a

rács oldalhosszaira és a 𝑡 = 0 időpontban elhelyezendő sejtek számára sejttı́pusonként.

A tumorsejteket és T-sejteket tartalmazó pixelek számát az adatokból ki lehet nyerni, ı́gy

hozzávetőleges térfogatuk is kiszámı́tható. Mivel szimulációnk az egész teret azonos (sejtméretű)

részekre osztja, nem veszi figyelembe az azonos tı́pusú sejtek közötti térfogat- és alakbeli

különbségeket. Ezen egyszerűsı́tések miatt a tumorsejtek [17] és T-sejtek [18] irodalmi átlagos

térfogatát használtuk, amelyek rendre 3262𝜇𝑚3 és 131𝜇𝑚3. A sejtek kezdeti számát úgy

becsültük, hogy a sejtek által elfoglalt teljes térfogatot elosztottuk egyetlen sejt átlagos térfogatával.

Végül meg kell határozni az teljes szimulált terület oldalhosszait. Mivel szimulációnkban

a tumorsejtek a szövetrács egyes celláiban helyezkednek el, a tumorsejtek méreteit vettük fi-

gyelembe. A teljes fizikai térfogatot elosztottuk egy tumorsejt átlagos méretével, hogy meg-

becsüljük a rácson elhelyezhető sejtek maximális számát. A képek oldalhosszainak és Z-

sorozatának arányait megőrizve azt találtuk, hogy a rácsnak 44 × 44 × 4-esnek kell lennie.

5.3.3. Sejtsűrűségek összehasonlı́tása

Amint azt az 5.2-es szakaszban emlı́tettük, a sejtek által elfoglalt térfogat arányát hasonlı́tottuk

össze a kı́sérletbeli vagy szimulált teljes térfogathoz. Ezt a szimulációban jelen lévő tumor- és

T-sejtek számának megszámlálásával kaptuk meg minden időpontban, majd megszoroztuk az

átlagos sejtmérettel. Végül az ı́gy kapott térfogatokat elosztottuk a teljes szimulált térfogattal.

5.4. Minimalizáló algoritmusok

A scipy.optimize könyvtárat használtuk függvényillesztéshez, mivel könnyen kezelhető

és széles körű minimalizáló algoritmus tárházat biztosı́t.

5.4.1. A minimalizálandó függvény meghatározása

A kı́sérleti T-sejt és tumorsejt idősorokat a szimulációból származó megfelelő idősorokhoz

egyidejűleg illesztettük. A minimalizálandó függvény a megfelelő idősorok relatı́v négyzetes

hibája:

RSE(𝜽) =
𝑘∑︁
𝑖=0

(
𝑦exp [𝑖] − 𝑦sim [𝜽 , 𝑖]

𝑦exp [𝑖]

)2
+

𝑘∑︁
𝑖=0

(
𝑥exp [𝑖] − 𝑥sim [𝜽 , 𝑖]

𝑥exp [𝑖]

)2
,
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ahol 𝜽 a módosı́tandó paraméterek vektora, RSE(𝜽) a relatı́v négyzetes hiba, 𝑘 az adatpontok

száma, 𝑦[𝑖] és 𝑥 [𝑖] a tumor- és T-sejtek száma az 𝑖-edik időpontban, rendre. Az exp alsóindex a

kı́sérleti, mı́g a sim a szimulált értékeket jelöli.

5.4.2. Rögzı́tett paraméterek

A minimalizálás felgyorsı́tása és a kı́sérleti megfigyelések rekonstruálására alkalmas paraméterek

meghatározása érdekében bizonyos állandókat rögzı́tettünk.

Lodish klasszikus könyve [20] szerint a proliferáló tumorsejtek hozzávetőlegesen naponta

egyszer osztódnak. Bár ezt nem tudjuk közvetlenül beépı́teni a matematikai modellbe, könnyen

találhatunk egy állandót az osztódási reakcióhoz, amely a sejtpopuláció 24 órán belüli meg-

duplázódásához vezet. Meg kell jegyezni, hogy a hosszútávon a sejtek osztódási hajlandóságát

nagymértékben befolyásolja a Véletlen Bolyongás rátájuk. Ennek oka, hogy az osztódás egy

kontaktus gátolt reakció; azaz minél több szomszédja van egy sejtnek, annál kisebb az osztódás

valószı́nűsége. A Véletlen Bolyongás rátájának növelésével a sejtek idővel egyenletesebben

oszlanak el a rácson, ellentétben a kezdeti klaszterezett elrendezéssel. Ezért nemcsak az osztódási

reakcióhoz tartozó paramétert keressük, hanem egy Véletlen Bolyongás-Osztódás paraméterpárt.

Megfigyeltük, hogy több ilyen paraméterpár is eredményezheti azt, hogy a sejtek naponta egy-

szer osztódjanak. Ezért azt választottuk, amelyik kvalitatı́van reprodukálja a kı́sérleti adat-

sorban megfigyelhető tendenciákat a sejtek elrendeződési mintázatait (értsd. fragmentáltság,

klasztereződés) tekintve.

A 8. ábra az Osztódás paraméterének 0,0015 és 0,0024 közötti változtatásának hatását

szemlélteti a Véletlen Bolyongás valószı́nűségét szabályozó paraméter 0,001-en való rögzı́tése

mellett. Mind a 10 paraméterértéknél 100 szimulációt futtattunk, az eredményeket átlagoltuk,

és kiszámı́tottuk a tumorsejtek számának arányát 𝑡 = 1440𝑚𝑖𝑛 = 24ℎ időpontban 𝑡 = 0-hoz

képest (azaz 𝑡1440/𝑡0). Az Osztódás konstans értékeit az 𝑥-tengelyen, a számı́tott arányokat a

𝑦-tengelyen tüntettük fel. A szimulációk eredményéből arra következtethetünk, hogy a Véletlen

Bolyongás-Osztódás paraméterpár 0,001 és 0,0021 értéknél a tumorsejtek átlagos osztódási

rátája eléri a napi egy osztódást (1/1440).

Végül a 3. táblázat mutatja be a szimulációk során használt reakció- és sejttı́pus kons-

tansokat, valamint azt, hogy a minimalizáló algoritmus módosı́thatta-e ezeket. Az Apoptózis

paraméterét rögzı́tettük, bár volt egy kı́sérlet, ahol szükség volt a módosı́tására, amint azt

részletesen tárgyaljuk a 6.3.2. szakaszban.
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8. ábra. Az Osztódás reakció konstansának meghatározása. Annak érdekében, hogy elérjük a Lo-
dish könyvében [20] leı́rt tumorsejt osztódási rátát, miszerint egy tumorsejt átlagosan naponta egy-
szer osztódik, meghatározzuk az Osztódás reakció konstansát, amelynél a tumorsejtek 24 órán belül
megduplázódnak. Mivel az Osztódás kontaktus gátolt reakció, a teljes populációra vett valószı́nűsége
nagymértékben függ a tumorsejtek rendelkezésére álló szabad szomszédos helyeinek számától, ı́gy
közvetve a Véletlen Bolyongás paraméterétől is. Ezen megfontolások alapján a Véletlen Bolyongás
konstansát 0,001 értéken rögzı́tjük.

Reakció Rögzı́tett vagy szabad Reakció konstans 𝑐𝑡𝑢𝑚𝑜𝑟 𝑐𝑇𝑠𝑒 𝑗𝑡
Osztódás Rögzı́tett 0,0021 1 0
Véletlen Bolyongás Rögzı́tett 0,001 1 0
Apoptózis Kézzel illesztett 0,0001 vagy 0,001 0 1
Súlyozott Véletlen Bolyongás Szabad - 0 1
Citolı́zis Szabad - 0 1

3. táblázat. A használt paraméterek értékei. A táblázat összefoglalja a szimulációk során lehetséges
reakciókat, valamint a reakció- és sejttı́pus konstansok értékeit. A második oszlop kiemeli, hogy mely
reakció konstansokat módosı́thatta az optimalizációs algoritmus az adatillesztési folyamat során, és me-
lyeket rögzı́tettük más módszerekkel. Ebben a kontextusban a kézzel illesztett azt jelenti, hogy az adott
konstans kezdetben rögzı́tve volt, de manuálisan kellett módosı́tani, hogy igazodjon egy T-sejt morta-
litásában jelentősen eltérő trendet mutató adatsorhoz.

5.4.3. Az alkalmazott minimalizáló módszerek

Minimalizáló algoritmusok kiválasztásakor figyelembe kellett venni, hogy a minimalizálandó

függvény sztochasztikus természetű. Aszimptotikus megoldás csak akkor érhető el, ha az

átlagolt trajektóriák száma (𝑛) a végtelenhez tart. Véges 𝑛 esetén azonban nem garantált, hogy

a paramétertér két egymáshoz közeli pontjának kimenete is közel esik egymáshoz. Továbbá

szükségünk volt olyan módszerekre, amelyek lehetővé teszik a határok közötti keresést, mivel

például negatı́v konstansok negatı́v hajlamértékeket és ennek következtében értelmetlen negatı́v

valószı́nűségeket eredményeznének. Ezen megfontolások alapján a következő minimalizáló

algoritmusokat használtuk: Globális minimum keresésére a Differenciális Evolúció, Direct

és Dual Annealing módszereket alkalmaztuk, lokális minimum keresésére pedig a Powell és

Nelder-Mead módszereket.
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6. Eredmények

Ebben a szakaszban bemutatjuk a 5. szakaszban ismertetett módon illesztett modellparamétereket,

az ezekkel a paraméterekkel végzett szimulációkat és kiemelünk néhány érdekes jelenséget az

eredményekben.

6.1. A paraméterek konzisztenciája

A paramétereket több különböző módszerrel illesztettük. Minden esetben először manuális

kereséssel becsültük meg a paraméterek értékeit, majd optimalizáló algoritmusok pontosı́tották

azokat a nagyságrenden belül a pontos értékek megtalálása érdekében.

A 100T tumorsejt és TEG T-sejt kombinációval végzett kı́sérlethez illesztett paraméterek,

három különböző minimalizáló algoritmus alkalmazásával, a 4. táblázatban láthatók. Ahogy

az bemutatásra kerül, a különböző módszerek szinte azonos paramétereket találtak. Az apró

eltérések a szimuláció sztochasztikus hatásainak és az optimalizációs folyamat kisebb pontat-

lanságának tudhatók be.

Minimalizáló módszer Súlyozott Véletlen Bolyongás Citolı́zis
Powell 0.050266 0.000935
Nelder-Mead 0.052772 0.000935
Direct 0.032201 0.001132

4. táblázat. Illesztett paraméterek különböző módszerekkel. A táblázat a 100T tumorsejt és TEG T-
sejt kombinációval végzett kı́sérlethez illesztett paramétereket mutatja, három különböző minimalizáló
algoritmus használatával. Az paraméterek összehasonlı́tásából látható, hogy ugyan eltérő megközelı́tést
használó algoritmusok, hasonló eredményekre jutottak.

6.2. Illesztett paraméterek összehasonlı́tása

A négy különböző kı́sérleti adathalmazhoz illesztett paraméterek (azaz a Citolı́zis és a Súlyozott

Véletlen Bolyongás reakció konstansai) a 5. táblázatban láthatók. Az összes értéket a Powell-

módszerrel határoztuk meg.

A 5.1-es szakasz alapján várható módon a Citolı́zis állandók magasabbak a TEG sejtek

esetében, mint az LM1 sejtek esetében ugyanazon tumortı́pusoknál. Ennek oka, hogy a TEG

sejtek mesterségesen módosı́tottak, ami növeli hatékonyságukat a rákos sejtek eliminálásában.

Továbbá megfigyelhető, hogy a 100T sejtvonalhoz tartozó mindkét T-sejt tı́pus esetében ala-

csonyabb értékeket kaptunk a Citolı́zis reakció konstansára, mint a 13T esetében ugyanannál
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a T-sejt tı́pusnál, ami szintén összhangban van a Dekkers és mtsai.[11] által már megfigyelt

különbségekkel a két tumor sejtvonal között.

Azt is megfigyelhetjük, hogy a Súlyozott Véletlen Bolyongás reakció konstansa nem változik

jelentősen a második, harmadik és negyedik sejt kombinációk között; azonban az első esetben

jelentős eltérés figyelhető meg. Ez valószı́nűleg annak köszönhető, hogy ebben az adathalmaz-

ban a tumorsejt-szám trendje markánsan eltérő, amit részletesen tárgyalunk a 6.3-as szakaszban.

Sejtvonal kombináció Súlyozott Véletlen Bolyongás Citolı́zis
13T - LM1 0.0264 0.00080
13T - TEG 0.0564 0.00101
100T - LM1 0.0551 0.00063
100T - TEG 0.0502 0.00093

5. táblázat. Illesztett reakciós állandók összehasonlı́tása különböző sejtvonal kombinációkban.
A táblázat a négy különböző sejtkombinációval végzett kı́sérletekhez illesztett paramétereket mutatja.
Az értékek azt jelzik, hogy bár a Súlyozott Véletlen Bolyongás reakció konstansában nincs jelentős
különbség (kivéve a 13T - LM1 kı́sérletet, amit később részletezünk), a Citolı́zis paraméter következete-
sen magasabb a TEG (módosı́tott T) sejtek esetében, azonos tumorsejt tı́pusokra, illetve következetesen
alacsonyabb 100T organoidok esetében azonos T-sejt tı́pusokra. Ezek egyezésben vannak a sejtvona-
lakról korábban leı́rtakkal [11].

6.3. Az események időbeli lefolyása

A 9. ábrán az illesztett paraméterekkel szimulált adatok láthatók. Az y-tengely a sejtek arányát

mutatja a teljes (szimulált vagy fizikai) térfogathoz viszonyı́tva, mı́g az x-tengely az eltelt időt

percben.

Az ábrákon a sötétebb vonalak a kı́sérleti adatokat jelképezik, mı́g a világosabb, átlátszó

vonalak a szimulált eredmények egyedi trajektóriáit ábrázolják. Minden ábra 10 trajektóriát

mutat, amelyek azonos paraméterekkel lettek szimulálva, de különböző kezdeti állapotokból

indultak. Az ábrák alatt olvasható, hogy mely T-sejt tumorsejt kombinációt használták az adott

kı́sérlet során.

6.3.1. A megfigyelt jelenségek

Az adathalmazokban több visszatérő jelenség is megfigyelhető:

1. A T-sejtek száma nem csökken jelentősen (kivéve a 13T TEG sejtkombinációval végzett

kı́sérletet, lásd 9b).

2. A kı́sérlet kezdetén a tumorsejtek számában stagnálási időszak figyelhető meg.
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(a) Sejttı́pus kombináció: 13T, LM1 (b) Sejttı́pus kombináció: 13T, TEG

(c) Sejttı́pus kombináció: 100T, LM1 (d) Sejttı́pus kombináció: 100T, TEG

9. ábra. A négy különböző sejttı́pus kombináció szimulációs eredményei az illesztett paraméterekkel ge-
nerált adatok alapján. Mindegyik ábrán 10 trajektória látható, amelyek azonos paraméterekkel lettek szi-
mulálva, de különböző kezdeti állapotokból indultak. Az ábrák feliratai jelzik, mely sejtkombinációhoz
tartozik az adott kı́sérlet. Az ábrákon a sötétebb vonalak a kı́sérleti adatokat jelképezik, mı́g a világosabb,
átlátszó vonalak az egyes szimulált eredményeket ábrázolják. A 9b ábrán látható jelmagyarázat az összes
ábrára érvényes.

3. A stagnálási fázis után a tumorsejtek száma viszonylag monoton módon csökken minden

esetben.

4. Enyhe lassuló trend figyelhető meg a sejtszám csökkenésében.

Bár az egyes trajektóriák jelentősen eltérhetnek egymástól, ezek a jelenségek a szimulált

adatokban is megfigyelhetők. Több trajektória (szimulációinkban 96db) átlaga vizsgálatakor a

kı́sérleti adatokhoz viszonyı́tott relatı́v hiba alacsony marad, 5% alatti.
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6.3.2. Az adatokban megfigyelt anomáliák

Bár a szimulációk általában jól visszaadják a kı́sérleti eredményeket, vannak olyan jelenségek,

amelyekre még nem találtunk magyarázatot.

Amint azt korábban emlı́tettük, a 9b ábrán jelentős, körülbelül 20%-os T-sejtszám csökkenés

figyelhető meg a kı́sérlet során. Ez a jelenség a többi adathalmazban nem fordul elő, és az

eredeti cikkben [11] sem található rá magyarázat. Ezt figyelembe véve, a modell korrigálható

az Apoptózis reakció konstansának magasabbra állı́tásával.

Egy másik ilyen jelenség a 9a ábrán látható, ahol a tumorsejtek száma meredeken növek-

szik a kı́sérlet kezdetén, majd stagnál, mielőtt végül csökkenni kezd. Ez a jelenség a többi

kı́sérletben nem figyelhető meg, és a cikk [11] nem ad rá magyarázatot. Feltételezhető, hogy

a T-sejtek tumorsejtektől való véletlenszerű távolabb pozicionálása (vagy két szuszpenzió nem

megfelelő elkeveredése) a kı́sérlet kezdetén ebben a lyukban lehetőséget adott a rákos sejteknek

az osztódásra, mielőtt a T-sejtek elkezdték pusztı́tani őket.

6.4. Kvalitatı́v morfológiai elemzés

Bár jelen dolgozatunk fókuszában nem a kvantitatı́v morfológiai vizsgálatok állnak, bemuta-

tunk néhány illusztratı́v ábrát annak szemléltetésére, hogy szimulációk ebben a tekintetben is

tükrözik a kı́sérleteket.

A 10. ábra a négy sejttı́pus kombináció kı́sérleti adatait mutatja be, valamint az ezek-

hez illesztett szimulációk eredményeit 𝑡 = 0 perc és 𝑡 = 1240 perc időpontban, amelyek a

kı́sérlet kezdeti és végső állapotának felelnek meg. Ezek a képek a háromdimenziós tér egy

sı́kját ábrázolják a Z-sorozat közepéről, lehetővé téve az organoidok különböző mértékű frag-

mentáltságának megfigyelését az egyes kı́sérletekben. Kezdetben lokalizált csoportokban klasz-

teres elrendezést mutatnak a tumorsejtek, majd az egyes kı́sérletek körülményeitől függően

eltérő végállapotokat mutatnak. Az első sorban látható 13T-LM1 sejtkombinációnál mind az

kı́sérlet, mind a szimuláció végén sűrű sejtcsoportosulások figyelhetők meg, melyek mellett

számos magányos tumorsejt látható. A 100T-LM1 kı́sérlet és szimuláció vég állapotában azon-

ban kompakt gócok maradnak meg kevesebb magányos sejttel. A 13T-TEG kombináció esetén

a kezdeti tumor klaszterek jobban szétesnek, mı́g az alsó sorban látható 100T-TEG esetben

kompakt gócokat látunk sok magányos sejttel. A képek jól szemléltetik, hogy a szimulációk

visszaadják az organoidok kı́sérletekben megfigyelt fragmentálódását. Ez különösen figyelem-

re méltó, hiszen a morfológiai információkat nem használtuk fel a modell illesztése során.
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10. ábra. Kvalitatı́v morfológiai elemzés Az ábra első és harmadik oszlopai a kı́sérletek kezdeti
(𝑡 = 0𝑝𝑒𝑟𝑐) és végső (𝑡 = 1240𝑝𝑒𝑟𝑐) időpontjainak felelnek meg. A második és negyedik oszlopok
a szimulációk eredményeit mutatják ugyanebben az időpontban. Minden esetben a képek középső ke-
resztmetszetek (Z-sorozat 24. eleme). A képek demonstrálják, hogy a szimuláció visszaadja a kı́sérleti
adatokban megfigyelt jelenségeket, különösen azt, hogy az organoidok fragmentálódása sejttı́pus kom-
binációtól függően eltérően alakul a kezdeti klaszteres elrendezéshez képest.
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7. Összefoglalás

Dolgozatunkban bemutattuk az általunk kifejlesztett Kölcsönható Rácsok Módszerét, amely

a marginal Reduced Rate Method-on [13] alapul és a Gillespie-algoritmust használja sejtpo-

pulációkban zajló folyamatok modellezésére. Ez a továbbfejlesztett modell képes heterogén

sejtpopulációk szimulálására és az általános viselkedésüket leı́ró reakciók, például Osztódás,

Apoptózis és Véletlen Bolyongás, modellezésére. Továbbá az immunrácson és a szöveti rácson

keresztül figyelembe veszi a tumor- és immunsejtek közötti jelentős méretkülönbséget és az

immunsejtek különleges, mobilitást elősegı́tő képességeit, ezzel helyet adva a tumor limfoid

infiltráció ismert jelenségének.

Elkészı́tettük a szimulációs keretrendszer C++ nyelvű implementációját, amely gyorsan és

hatékonyan képes végrehajtani az Kölcsönható Rácsok Módszerét, lehetővé téve az adatok

átfogó statisztikai és minőségi elemzését. A szimulációs programon kı́vül több Python és Unity

eszközt fejlesztettünk ki, amelyek lehetővé teszik az adatok széles körű vizualizációját, mind

kvalitatı́v, mind kvantitatı́v elemzés céljából.

A kész szoftverrendszer és a Dekkers és mtsai. [11] által publikált mikroszkópiás adatok fel-

használásával megbecsültük a matematikai modell paramétereit, ami lehetővé tette számunkra

annak bemutatását, hogy megfelelő paraméterezés mellett a módszerünk képes reprodukálni a

kı́sérletekben megfigyelt jelenségeket mind dinamikai mind morfológiai szempontból.

Végezetül bemutattuk és elemeztük az eredményeket. Összehasonlı́tottuk az adott kı́sérlethez

illesztett paramétereket különböző matematikai módszerekkel, hogy bizonyı́tsuk azok konzisz-

tenciáját. Megvizsgáltuk az illesztett paraméterek összhangját, a sejtvonalak már ismert tulaj-

donságaival. Analizáltuk a szimulációs trajektóriák dinamikáját, hogy valóban megjelennek-e

a kı́sérleti úton megfigyelt kulcsjelenségek.

Végezetül kvalitatı́v módon elemeztük a tumorsejtek morfológiáját a kı́sérlet kezdeti és

végső állapotában, hogy kiemeljük a szimulált adatok és a kı́sérletek közötti egyezést ezen a

téren. Ez az eredmény kiváltképp fontos, hiszen ezt az egyezést úgy tapasztaljuk, hogy a pa-

raméterek illesztésekor morfológiai információt nem használtunk fel.

Reméljük, hogy a közeljövőben tovább tudjuk fejleszteni ezt a módszert. Elsősorban sze-

retnénk feltárni a potenciális alternatı́v és kiterjesztett modelleket, például megkülönböztetve

a CD4+ segı́tő T-sejteket és a CD8+ citotoxikus T-sejteket. Másodsorban pedig javı́tani sze-

retnénk az adat-feldogozási folyamatot korszerű szegmentációs módszerekkel, illetve validálni

szeretnénk a tumorsejtek eloszlását a kezdeti állapotban. Ezenkı́vül szeretnénk megvizsgálni a
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sejtciklus modellezésének különböző megközelı́tései és a kialakuló populációdinamika közötti

kapcsolatot.

Összegzésképpen, megközelı́tésünk ı́géretes módszer a rács-alapú ágens-alapú modellezési

területen, amely kevés paraméterrel is megragadja a tumor–immun interakció lényegét. A be-

tegből származó organoid adatokkal való sikeres kalibráció azt jelzi, hogy ez a módszer és

származékai nagy potenciállal rendelkeznek a személyre szabott orvoslás és a digitális ikrek

területeinek előrelendı́tésében.
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Letters, 26. évf., 328. old., 2023. cı́m: https://doi.org/10.3892/ol.2023.13914.
[4] E. B. Gunnarsson, S. Kim, B. Choi és tsai., “Understanding patient-derived tumor organoid growth through

an integrated imaging and mathematical modeling framework”, PLOS Computational Biology, 20. évf., 1–
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