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NEMZETI KUTATASI, FEJLESZTESI E Kop
ES INNOVACIOS HIVATAL
Egyetemi Kutatsi
Gszténdij Program

A helyi TDK forduléra késziilt angol nyelvli dolgozatunk leforditdsahoz és nyelvhelyesség

ellendrzéséhez részben mesterséges intelligencia eszkozoket alkalmaztunk.

1. Bevezetés

A rak vilagszerte az egyik vezet6 halélok [1], [2]. Szdmos kutatécsoport dolgozik folyamatosan
a mogottes mechanizmusok feltdrdsdn és a terdpids beavatkozdsok fejlesztésén; ez azonban
szamos okbdl kiilonosen nagy kihivés.

Az in vivo kisérletek, példaul betegbdl atiiltetett tumorokon végzett xenograft vizsgilatok
gyakran koltségesek, hosszadalmasak, €és a tumor evolicidjanak csak bizonyos aspektusait ké-
pesek vizsgdlni. Az in vitro kisérletek réksejtvonalakon koltséghatékonyabbak, €s novelik a
vizsgalati lehetdségek tarhazat, azonban a tumor mikrokornyezet, az extracellularis matrix és
mas, betegspecifikus tényezdk hidnya miatt a sejtkultirak korlatozottak az in situ tumorok meg-
felel6 modellezésében.

Az elmult években koztes megoldasként a beteghbdl izoldlt tumor organoid modellek igéretes
modszerként jelentek meg az in vitro onkoldgidban. Ezek haromdimenzids, tobbsejtii strukturak,

amelyek Onszervezddési képességeket mutatnak, és biopszids mintdkbol szdrmazd sejtekbdl

tenyésztik 6ket extracellularis métrix gélekben (pl. Matrigel vagy alapmembran kivonat) [3].



Szamos tekintetben jobbnak bizonyulnak a sejtkultirdkndl, mivel megdrzik a betegspecifikus
genetikai, fenotipusos, strukturalis és €lettani jellemzdket [3]-[6] és utdnozzdk az eredeti szovet
mikrokornyezetét €s idébeli fejlddését [6], [7]. A rakkutatasban az izoldlt organoidokat gyakran
hasznaljdk hatéanyagok hatékonysaginak és miikodési mechanizmusdnak tanulményozasara,
mivel az ezeken végzett kezelés j6 in vitro modellje a betegen alkalmazott kezelésnek és ezek a
struktirdk részletesebben megfigyelhet6k mikroszképos technikdkkal, mint egy tumor xenog-
raft.

Az immunterdpidk és molekuldris biol6giai mddszerek jelentds fejlédése tj lehet6ségeket
nyit arra, hogy megértsiik az immunrendszer miikodését és 1) terdpids modszereket dolgoz-
zunk ki. Az egyik ilyen 0j irdny a genetikalilag mddositott T-sejtek terapids hasznalata, amely
hatékonynak igérkezik a tumorok célzott megsemmisitésében. [8]—[10].

Dekkers és mtsai. [11] organoid és haromdimenzids képalkotdsi technologidkat kombindlva
térképezték fel bizonyos modositott T-sejtek viselkedési jellemzdit (pl. sejtmozgds, citotoxi-
kus aktivitds) betegekbdl izolélt tumor organoidokkal valé tarstenyésztés esetén. Tekintettel
a T-sejtek és az organoidok kozotti interakciok komplexitdsara, értékes lehet6ségnek tartjuk
a matematikai modellezés eszkoztardnak alkalmazdsit a mogottes mechanizmusok mélyebb
megértésének érdekében. A kisérletileg validalt in silico modellek és szimuldcidk betekintést
nyujthatnak a rendszer viselkedésébe olyan koriilmények kozott, amelyeket egy laboratériumban
nehéz vagy lehetetlen megval6sitani. A modell struktirijanak és paraméterérzékenységének
elemzése potencidlis terdpids célpontokat vildgithat meg, igy megkonnyitve 4j lehetdségek fel-
ismerését a terdpids gyakorlatban.

Gyakran alkalmaznak differencidlegyenlet-alapi modelleket immunterdpiak vizsgalatara [12]—
[14]. Ezek a modellek azonban nem képesek a tumorképz6dés korai szakaszaiban jellemzd
alacsony sejtszam miatt fellépd sztochasztikus hatdsok figyelembe vételére, és ilyen helyzetek-
ben gyakran pontatlannak bizonyulnak. Sztochasztikus modellekkel ezek a hatasok figyelembe
vehetSk, pontosabb eredményt nyujtva [15]. Mindazonéltal egyik megkozelités sem kezeli a
tumor- és kornyezetének térbeli szervez6désébdl ad6do hatdsokat, mint példaul a limfoid in-
filtracio, amely fontos prognosztikai tényezd szilard tumorokban [16].

Ebben a dolgozatban bemutatunk egy 4j, térbeli, 4gens alapu, egzakt sztochasztikus modellt
a T-sejtek és tumorsejtek kozotti interakcidk vizsgalatara. Modelliink jol reprodukélja a tumor
organoidok megsemmisitésének Dekkers €s mtsai. kisérleteiben megfigyeltek szerinti idbeli

dinamikajat [11]. Ezt az 4j megkozelitést a Kolcsonhaté Racsok Modszerének nevezziik.



A bevezetés hatralévo részében roviden ismertetjiik a dolgozat felépitését.

Elméleti hattér

El6sz6r bemutatjuk megkozelitésiink matematikai alapjait: Gillespie sztochasztikus szimulacids
algoritmusét [17] és ennek térben strukturdlt sejtpopuldcidkra értelmezett kiterjesztését, az un.

Redukdlt Rata Modszert (Boldog [18]).

A Kolcsonhato Racsok Modszere

A harmadik fejezetben bemutatjuk a dolgozatunk matematikai alapjiul szolgdlé Kolcsonhatéd
Réacsok Mddszerét, amely az el6z6ekben leirt alapokra épiil, és tobb jelentSs kiterjesztést tar-
talmaz, pontosabb leirdst adva az immun-tumor kolcsonhatdsokrdl. Részletesen ismertetjiik
a sejtek kozotti interakcidk kivédlasztasdhoz vezetd gondolatmenetet, €s targyaljuk a modell

feltételezéseit €s egyszerisitéseit. Ez a mddszer a dolgozat egyik dj eredménye.

Implementacio

Ebben a fejezetben réviden éttekintjiik az in silico szimulacidkat megvaldsité C++ kod felépités-
ét. Bemutatjuk az optimalizdldsi megoldédsainkat, amelyek sziikségesek a nagy méretl szi-
mulacidk futtatasdhoz, €s emlitést tesziink az adatok illesztéséhez és elemzéséhez hasznalt

tovabbi szoftverekrdl.

Paraméterbecslés

Annak igazoldsara, hogy a létrehozott modell képes reprodukalni a kisérletes megfigyeléseket,
modelliinket valés adatokra illesztettiik és megbecsiiltiik a sziikséges bioldgiai paraméterér-
tékeket. A hatodik fejezetben bemutatjuk a Dekkers és mtsai. [11] dltal végzett kisérletek
eredményeit, amelyeket validdciora hasznaltunk. Leirjuk tovabba az adatok feldolgozasanak és

illesztésének eljarisait.

Eredmények

A hetedik fejezetben bemutatjuk az illesztett paramétereket, majd Osszehasonlitjuk az ezek
alapjan szimuldlt eredményeket a kisérleti adatokkal, és kiemeljiik a megfigyelhetd trendeket.
Osszegzés

Végiil roviden 0sszefoglaljuk eredményeinket, és felvazoljuk jovdbeli terveinket.
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2. Matematikai hattér

2.1. A Sztochasztikus Szimulaciés Algoritmus

Ebben a szakaszban bemutatjuk a Gillespie-algoritmust [17], [19], [20], amely kés6bb matema-
tikai modelliink és szimulaciés algoritmusunk alapjaul szolgdl. A sztochasztikus szimulacids
algoritmust (SSA) Daniel T. Gillespie [17] dolgozta ki és publikdlta 1976-ban. Tdle fiigget-
leniil ugyanabban az évben Téth Janos és Erdi Péter is publikdlta a sztochasztikus szimuldciés

algoritmust, melyet Hars Vera implementalt [21] a szakdolgozataban.

2.1.1. Allapotvaltozok és mennyiségek

A sztochasztikus szimul4cids algoritmust eredetileg kémiai folyamatok idébeli modellezésére
vezették be. Tekintsiik az Sy, ..., Sy kémiai anyagokat, amelyek mennyisége a t € [0, c0)
idében (X (1), ..., Xy(t)) € NV, valamint kozottiik zajlo reakcidkat R, . .., Ry. A kényelem
érdekében u = 1,2,..., M jeloli a reakcidindexet, igy M a lehetséges reakcidk szdma, i =
1,2,...,N jeloli a kémiai anyagok indexét, igy tehat N a folyamatban szerepld kiilonb6zo
tipusd kémiai anyagok szdma. Az R, reakci6 a kémiai anyagok populdcidjdban (AXy, ..., AXy),
valtozast hataroz meg.

Az R, reakciot jellemzd un. a, hajlandosagi fiiggvény az a, = c, - h, formulaval adhat6
meg, ahol ¢, € R" a sebességi allandd, i, pedig a rendelkezésre 4ll6, kiilonboz6 molekuldris
reagens kombindciok szdma az adott pillanatban. Példaul az S| + S — S3 €s 251 + 52 — S3
tipusu reakcidk kiilonb6z6 molekuldris reagens kombinacidinak szama rendre ()i' )- ()iz) =X1-Xp
& (9)- (%) = 4% - (4 - ) - o

A hajlandéségi fiiggvények 0sszegének jelolésére bevezetjiik az a = ZZI:I a, mennyiséget.
Bebizonyithat6 [17], hogy a két egymast kdvetd reakcid kozotti varakozasi 1d6 T exponencidlis

eloszldsu a paraméterrel, és a kovetkezd reakcid valdszintisége P(R,,):
A
v~ Exp(a).  P(R) =" (1)

2.1.2. Az SSA lépései

Az algoritmus a véltozok inicializaldsdval és egy ledllasi feltétel eldirasdval kezdddik. A leéllasi
feltétel lehet példaul egy maximalis szimuldlt id6 eldirdsa vagy bonyolultabb feltétel a rendszer

allapotéra vonatkozoan. Pé€ldaul leallithatjuk a szimul4ciot, ha bizonyos kémiai anyagok aranya



elér egy meghatarozott, vagy ha egy bizonyos kémiai anyag teljesen eltlinik a rendszerbdl, ezzel
elkeriilve a folosleges szadmitdsokat.

Az inicializélds utan egy ciklusba 1épiink, amely addig ismétlédik, amig a leallasi feltétel
nem teljesiil. Minden ciklus az aktudlis allapothoz tartoz6 hajlandésdgok kiszamitasdval kezd6-
dik. A hajlandésagok kiszdmitasa utan az (1)-es egyenlet alapjan kivalasztjuk az R, reakciot
€s a 7 varakozasi id6t. Ezutan frissitjiik az allapotvaltozdkat a kivalasztott reakcid szerint, és
frissitjiik az 1dot az eltelt idOvel: az rendszer idejéhez hozzaadjuk 7-t. Végiil ellendrizziik a

ledllasi feltételt, és sziikség esetén megismételjiik a folyamatot. Az 1. &brdn az algoritmus

T és kovetkezd
reakcié valasztasa

Ismétlés

folyamatdbraja 14thato.

Viltozok
inicializalasa

Allapotvéltozék
és id6 frissitése

Hajlandésagi
értékek szamitasa

Megallasi
feltétel?

Igen

Szimulacié vége

1. abra. A Sztochasztikus Szimulaciés Algoritmus folyamatabraja

2.1.3. Az SSA elonyei és hatranyai

Az SSA nagyszerl alternativat nyujt az kozonséges differencialegyenleteken alapuld determi-
nisztikus modellekhez képest. Ellentétben a kdzonséges differencidlegyenletekkel, az SSA
értelmezhetd eredményeket ad még akkor is, ha az 4gensek szdma nagyon alacsony. A mdédszer
inherens sztochasztikus természete és a kis populacidk szimuldlasdnak lehetdsége lehetdvé te-
szi a sztochasztikus hatdsok figyelembevételét, amelyek alacsony dgens szam esetén jelentGsen
eltér6 kimeneteleket eredményezhetnek. Tovabba az SSA segitségével megbecsiilhetjiik a fo-
lyamat bizonyos kimeneteinek empirikus valdszintiségét. Példaul szimulacidinkban ilyen szi-
tuaci6 akkor fordul el8, amikor a tumor organoid kicsi, csupdn néhany sejtbdl 4ll, és igy pér
véletlen esemény hatdrozza meg a klaszter sorsat, azaz hogy az organoid novekszik vagy eli-
minalédik teljesen.

Ugyanakkor az egzakt sztochasztikus szimulaciok szamitasi szempontbodl koltségesek. Az



ilyen algoritmusok valdszinliségi természete miatt gyakran sziikséges szamos realizaciot vagy
trajektdriat szimuldlni ahhoz, hogy megbizhaté informdcidt nyerjiink egy adott kimenet valo-

szinlis€gérol, vagy hogy megkapjuk az allapotvaltozok varhato értékeit az 1d6 fiiggvényében.

2.2. Sejtkultarak egzakt sztochasztikus szimulacidoja

A Gillespie-algoritmus egyik feltételezése, hogy a rendszer jol kevert; azaz a molekulak térbeli
elhelyezkedése nem befolydsolja a lehetséges reakciok valdszintiségét. Ez kiilonosen megne-
heziti a sejtkultirdk modellezését, mivel az €16 szervezetekben a sejtek populacidi dltaldban jol
meghatérozott térbeli szerkezettel rendelkeznek a szovetek és szervek miikodésének fenntartasa
érdekében. Egy sejt elhelyezkedése €s kozvetlen szomszédjainak mibenléte meghatarozé egy
rakos sejt drtalmasként val6 felismerésekor és elpusztitdsakor. Egy masik probléma az, hogy
a sejtek tobb nagysagrenddel nagyobbak, mint az SSA segitségével vizsgalt molekuldk. Ebbol
adéddan mozgasuk sordn jelentds akadalyt jelentenek egymasnak. Ezt a térfogati kizaras je-
lenségének nevezziik és azt jelenti, hogy egy adott sejt altal elfoglalt térfogatban mds sejt nem
lehet jelen. A sejtkultirak viselkedésének megfeleld modellezéséhez — ahol a térfogati kizaras
kulcsszerepet jatszik — a térbeli struktirat egy racs formdjaban vezetjiik be a rendszerbe. En-
nek a matematikai alapjai Boldog [18]-ben taldlhatok meg. Ez a cikk tobb, matematikailag
ekvivalens modszert targyal a sejtkultirdk egzakt térbeli sztochasztikus szimuldcidjdnak meg-
val6sitasdhoz. A fejezet hatralévo részében az Gn. margindlis Redukdlt Rdata Modszert (mRRM)
fogjuk bemutatni [18] alapjan és kiterjeszteni a dolgozat kés6bbi fejezeteiben.

Ebben a keretrendszerben a sejtek és a kémiai anyagok egy (n; X np) méretli téglalap
alakd racson léteznek. A sejtek makroszkopikus entitdsok a kémiai részecskékhez képest.
Val6saght modellekben feltételezziik, hogy térfogati kizaras ald esnek, azaz két sejt nem foglal-
hatja el ugyanazt a racs cellat. Kovetkezésképpen a sejtek fizikai akadalyokat képeznek egymas
szamara. Ezzel szemben a kémiai anyagok nagysagrendekkel kisebbek, igy feltételezhet;jiik,
hogy szabadon diffunddlnak az intercellularis térben, diffizids egyiitthatéik jelentGsen nagyob-
bak, mint a sejteké. Ennek eredményeként a kémiai anyagokat jol kevertnek tekintjiik. A racs
egy adott pozicidjat celldnak vagy koordindtdnak nevezziik. A térfogati kizards miatt minden
cella legfeljebb egy sejtet tartalmazhat, lehetové téve egy sejt egyértelmii azonositasit a rdcson
elfoglalt pozici6ja alapjan.

Az €106 sejtek tipikus viselkedései koz€ tartoznak az olyan reakciok, mint a sejtosztodas,

/////



modellezziik, a koztes fazisokat elhanyagoljuk. Azaz az osztddds egy pillanatszerl esemény az
egyébként interfazisban 1évo sejt €letében.

A racs-alapu sejtpopulacids modellek legegyszeriibb esete egy kétdimenzids racs von Neu-
mann szomszédsiggal, ami azt jelenti, hogy minden cellanak négy szomszédja van: feliil, alul,
balra €s jobbra. Egy sejtrél akkor mondjuk, hogy j szabad szomszéddal rendelkezik, ha j da-
rab szomszédos cella iires, azaz nem tartalmaz sejtet. Ezeket a sejteket j-osztdlyu sejteknek
nevezziik. Kétdimenzids von Neumann szomszédsagot tekintve ez azt is jelenti, hogy a sejtnek
4 — j foglalt szomszédja van. Az egyszerliség kedvéért a j-osztilyu sejtek szamat N; jeloli, a

populdci6 6sszes sejtjének szdma pedig N = ijo N;.

2.2.1. Reakciétipusok

A reakcidkat megkiilonboztetjiik annak fliggvényében, hogy fiiggenek-e a szabad vagy foglalt
szomszédos celldktol. Egy reakciot kontaktus serkerntett-nek neveziink, ha nagyobb valoszi-
niliséggel (gyakrabban) fordul el6 olyan sejteknél, amelyeknek sok szomszédos sejtje van, mint
olyanokndl, amelyeknek kevés. Hasonloképpen, egy reakcid kontaktus gdtolt, ha el6forduldsa-
nak valdszinlisége csokken a szomszédok szamanak novekedésével. Egy reakcid lehet kontak-
tus fiiggetlen is, ha el6fordulasa fiiggetlen az adott sejt szomszédainak szamatol, vagy teljesen

fliggetlen a sejtektdl (pl. kémiai reakcio).

2.2.2. Hajlandésag fiiggvények

Az mRRM leirdsahoz kiilon jelolésrendszert hasznalunk: a mennyiségeket (pl. d,) kalapos
szimbolummal jeloljiik, igy a szokdsos, kalap nélkiili jelolést hasznalhatjuk a Kolcsonhat6

Racsok Mddszerének leirasahoz a 3. szakaszban.

1 ha kémiai anyagok nem vesznek részt R,-ben,
h, =
Kiilonboz6 reagenskombindciOk szima ha kémiai anyagok részt vesznek R, -ben.

2

Az egyszeriiség kedvéért bevezetiink egy Uj jelolést:

. ¢y - hy, sejteket (vagy esetleg kémiai anyagokat) €rintd reakcioknal, 3
Fu=
Sz csak kémiai anyagokat érintd reakcidknal.



Egy R, reakcio hajlandésaga az aldbbiak szerint definidlhato:

4
vy Z JN; (1) ha R, kontaktus gatolt,
=0
Ay = \F,N(t) ha R, kontaktus fiiggetlen, “4)
4
%" 2(4 - JIN;(1) ha R, kontaktus serkentett.
=0

Definici6 szerint a tisztdn kémiai reakciok csak a kémiai anyagok szamatdl fliggenek, és
fiiggetlenek barmely sejtosztily sejtjeinek szamatdl. gy egy egyszerii algebrai talakitdssal a
R, kémiai reakcio hajlanddsaga, d,,, ugyanazt a format olti, mint a kontaktus fiiggetlen reakciok
esetében:

Sy gy
N .

A

ay = cuhy, =

Konnyen beldthat6, hogy ha minden sejtnek pontosan 4 szabad szomszédja van, a kontaktus
serkentett reakci6 hajlanddsiga 0, és a kontaktus gatolt reakcié hajlanddsdga maximalis. Ha-
sonloképpen, ha a rics teljesen tele van (minden sejtnek O szabad szomszédja van), akkor a
kontaktus serkentett reakciok hajlandésdga maximalis, mig a kontaktus géatolt reakcidk lehetet-
lenek.

Bebizonyithat6 [18], hogy annak a valoszinliségnek a meghatarozasdhoz, hogy t varakozasi
1d6 mulva egy R, reakci6 kovetkezik be 7 el kell osztanunk az adott hajland6sdgot a haj-

land6sdgok Osszegével, d = 3., d,-vel:
P(R,) := P(R,|7) = ;" (5)

Az mRRM-ben nemcsak a reakciét valasztjuk ki, hanem azt is, hogy melyik sejten hajtjuk
végre a reakciot. Legyen A; az az esemény, hogy a reakcio egy j-osztilyu sejten megy végbe.
Annak a valosziniis€gét, hogy az R, kovetkez6 reakci6 egy j-osztilyu sejten megy végbe a

kovetkezSképpen szamithatjuk ki:

JN J .

ﬂ ha R, kontaktus gatolt,
j=0J1VJj

N; ..

P(AjIR,) = ~ ha R, kontaktus fiiggetlen, (6)

(4= JIN;
2 : ha R, kontaktus serkentett.

Zj:0(4 - ])Nj



Ezen egyenletek alapjan az algoritmus 1épéseit az aldbbiak szerint hajthatjuk végre:

2.2.3. Az mRRM Ilépései

1. Inicializalas:

(a) Allitsuk az idévaltozét #-t O-ra, és irjuk eld a leallasi feltételt.

(b) Inicializaljuk a n; X ny méret racsot, helyezziink el N(0) < n; - nj sejtet a racson,

€s taroljuk el azok pozicidit.
(c) Taroljuk el a kémiai anyagok kezdeti mennyiségeit.
2. Hajlandésdgok kiszamitésa:

Szamitsuk ki d,, u = 1,2, ..., M ért€keket a (4)-es egyenlet alapjan. Ha a hajland6sagok

Osszege nulla, dllitsuk le az algoritmust.

3. Eltelt id6 generélésa:
Hatérozzuk meg 7 értékét az d-al paraméterezett exponencidlis eloszlasbol torténd min-

tavételezéssel.

4. Reakci6 kivalasztasa:

Vilasszuk ki az R, reakciot az (5)-0s egyenlet alapjan.
5. Sejt kivélasztasa:

(a) Valasszuk ki j-t a sejtosztalyt a (6)-os egyenlet alapjan.

(b) Valasszuk ki a célsejtet egyenletes eloszlds szerint a kivalasztott sejtosztalybdl.

(c) Ha areakci6 szomszédos (szabad vagy foglalt) cellat érint, valasszuk ki a cél szom-
szédot diszkrét egyenletes eloszlasbdl valo mintavételezéssel.

6. Reakci6 végrehajtasa:

(a) Frissitsiik az id6t: ¢ =1t + 7.
(b) Hajtsuk végre az R, reakciot a kivélasztott j-osztalyu sejten.
(c) Frissitsiik az dllapotvaltozokat.

7. Ledllasi feltétel ellendrzése:

Ha a ledllasi feltétel teljesiil, fejezziik be az algoritmust; ha nem, ismételjiik meg a 2.

1épéstdl.
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A 2. édbra bemutatja az algoritmus folyamatabrajat.

Valtozok

inicializaldsa

Hajlandésagi
értékek szamitdsa

T és kovetkezd
reakci6 vélasztasa

A

Sejtosztaly
valasztasa

| C—

Y

—_—

Sejt valasztasa

A

Allapotvaltozok
és 1d6 frissitése

2. abra. Az mRRM folyamatabraja

11

Megallési feltétel?

Igen

Szimulécié vége




3. A Kolcsonhato Racsok Modszere

A marginélis Redukdlt Rata Mddszer hatékony megkdzelitést kindl homogén (egy sejttipusbdl
allo) sejttenyészetek szimuldldsara, azonban nem képes kezelni bioldgiailag relevans tumor-
és immunsejtek kozotti interakcidkat, ahol az immunsejtek egy zsufolt tumoros régioban is
képesek mozogni.

Ebben az 1j keretrendszerben ugyanabban a fizikai térben két kiilonall6 racsot vesziink fi-
gyelembe: egyet a tumorsejtek, és egyet az immunsejtek szamara. Ez a kialakitis lehetdvé
teszi, hogy modellezziik azt a bioldgiai tényt, hogy az immunsejtek behatolhatnak a tumor-
szovetbe, és elmozognak a tumorsejtek kozott. Ezt az 4j megkozelitést a Kolcsonhaté Rdcsok

Mddszerének nevezziik.

3.1. Heterogén sejtpopulaciok

Az mRRM-et kiterjesztettiik kiilonb6zd sejttipusokra, lehetdvé téve heterogén sejtpopulaciok,
példaul daganatok szimuldldsat. Ennek eredményeként egy sejtet a racson elfoglalt koordinétija,
szabad szomszédainak szama és tipusa jellemez.

Jelolje 6 = 1,2,...,a,a + 1,..., D a sejttipust, ahol D a sejttipusok szama, tovabb4 fel-
tessziik, hogy ¢ sejttipus a szoveti racson létezik, ha § € [1, @] és az immunracson létezik, ha
0 € [a+ 1, D]. Annak érdekében, hogy figyelembe tudjuk venni, hogy az egyes reakcidkban a
kiilonbozd sejttipusok eltérd valoszintiséggel vesznek részt, bevezetiink ¢, s konstansokat, ame-
lyek egy adott reakcidhoz és sejttipushoz tartoznak. Ezeket sejttipus konstansoknak nevezziik.

Ezek a konstansok olyan sulyozasi egyiitthatokként értelmezhetdk, amelyek meghatarozzak,

hogy a reakcionak megfeleld események hogyan oszlanak el a kiilonb6z6 sejttipusok kozott.

3.2. Kiterjesztett racsszerkezet
3.2.1. A szimulalt teriilet dimenzio6i

Annak érdekében, hogy a modell biologiailag €letszerlibb legyen, egy kétdimenzios feliilet he-
lyett egy haromdimenzids racsot vesziink figyelembe. Megjegyzendd, hogy az in. Neumann-
féle szomszédsdg esetén 3D-ben a sejteknek 6 szomszédos celldja lehet, igy ha egy sejtnek j

szabad szomszédja van, akkor a foglalt szomszédok szdma 6 — j.
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3. dbra. Neumann szomszédsag két dimenzioban: egy cellanak szomszédja egy masik cella, ha van
kozos éliik. A szinezett celldk a szabad szomszédokat jelolik.

3.2.2. Immunracs

Az immunsejtek mérete jelentGsen eltérhet a tumorsejtekétdl, gyakran egy nagysagrenddel ki-
sebbek [22], [23]. Ez és més molekularis mechanizmusok (pl. extracelluldris matrix bont6 enzi-
mek) lehetdvé teszik, hogy olyan helyeken is kozlekedjenek, ahol mas sejtek nem tudnak. Ezt a
jelenséget modelliinkbe egy kizar6lag immunsejteknek dedikalt masodik racs bevezetésével in-
tegraljuk, amelyet immunracsnak neveziink. Az immunsejtek kizar6lag ezen a racson léteznek,
mig mas sejtek a szoveti rdcson helyezkednek el. A két racs egymashoz viszonyitott térbeli elhe-
lyezkedése tigy képzelhetd el, mintha az immunsejtek az eddig is hasznalt szoveti racs celldinak
sarkain helyezkednének el. Ebben a konfiguraciéban az immunsejtek mozgésat a szoveti racson
1évd sejtek nem akadalyozzdk; akar kozottiik is mozoghatnak.

Ez a jelenség és a racsok térbeli szervezddése a 4. abran lathatd. A pirossal jelolt sejtek
a szoveti racson elhelyezkeddket (pl. tumorsejteket), mig a kékkel jeloltek az immunracson

elhelyezkedd immunsejteket jelolik.

3.3. Modell hipotézisek

A szimulalt tér jellemzoi

* A sejtek egyenld tavolsigra helyezkednek el egymdstol, csak rdcspozicidkon 1étezhetnek,
és egy adott racson egy id6pontban csak egy sejt tartézkodhat egy racspozicion, ezzel

megvalositva a térfogati kizaras elvét.

* A sejtek térfogata és feliilete egy racson beliil egyenld, és csak a legkdzelebbi 6 + 8

(azonos récs beli + keresztracsos) szomszédjukkal 1éphetnek kdlcsonhatisba.
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....................................................

................................................

4. abra. A kolcsonhaté racsok egymashoz viszonyitott elrendezése. A tumorsejtek (piros, nagyobb)
a szoveti racs celldiban helyezkednek el, mig az immunsejtek (kék, kisebb) az immunracson, a szoveti
rdcsot kijelold racsvonalak keresztez6désein, a szoveti sejtek kozott helyezkednek el. Mindkét sejttipus a
sajat racsan beliil mozog vagy osztddik, betartva a térfogati kizaras elvét. Ez a megkozelités modellezi azt
a bioldgiai tényt, hogy az immunsejtek képesek mozogni a tumorklaszteren beliil, az egyes tumorsejtek
kozott. Azonban mind a tumorsejtek, mind az immunsejtek akadalyozzéak sajat populdciéik mozgasat és
osztodasat.

* Egy récs sejtjei csak a sajat racsukon beliili térfogati kizardsban vesznek részt. Egy réacs
sejtjei nem akadalyozzdk a masik racs sejtjeinek mozgdsat.

* A szimulécids tér hatdrain nincs sejt be- vagy kidramlds. A szimuldcion kiviili celldkat

fal tolti fel, amely megakadélyozza a kifelé irdnytilé mozgéast.
A sejtpopulaciora vonatkozo feltételezések

* A sejtes viselkedések diszkrét eseményként vannak modellezve, és az események kozotti

1dd exponencidlis eloszlast kovet.

» Csak életképes sejtek foglaljak el a rdcsokat; apoptotikus tormelék nem befolyasolja az

élo sejteket.

* Dekkers és mtsai. kisérletében [11] szerepld Osszes sejt vagy tumorsejtnek, vagy T-
sejtnek tekinthets. Megjegyzendd, hogy bar a kisérletben CD4* és CD8" T-sejteket 1:1
aranyban kevertek kozvetleniil a felvételek elkészitése elott [11], az egyszertiség kedvéért
csak egyetlen T-sejt populdcidt vesziink figyelembe. Ezeket tgy tekinthetjiik, mint ame-

lyek e két alcsoport atlagos tulajdonségait képviselik.
Tumorsejtekre vonatkozo feltételezések

* A tumororganoidok kezdetben nagyjabol azonos méretliek, szerkezetiik jol kozelithetd

4 x 4 x 4 kockdkkal. Ezen tilmenden egyes tumorsejtek nem részei az organoidoknak,
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és a kezdeti allapotban, a szimuldcios térben egyenletesen oszlanak el. Ezt a modellezett

[11] kisérlet soran is megfigyelhetjiik.

* A tumorsejtek a szoveti rdcson véletlen bolyongast végeznek, ami egy kontaktus gatolt

folyamat.

* Feltételezziik, hogy a kisérlet id6tartama annyira rovid, hogy a tumorsejtek nem pusztul-
nak el spontdn mddon, vagyis a tumorsejtek pusztuldsa csak az immunsejteken keresztiil

valésul meg.
T-sejtekre vonatkozo feltételezések

* A T-sejtek elég kicsik és migracids képességeik lehetdvé teszik szamukra, hogy szabadon

mozogjanak a tumorsejtek kozott. Ezért az immunracson helyezkednek el.

* A késérlet [11] kezdetén a T-sejtek még nem hatoltak be az organoidokba. Ezért mo-
delliinkben olyan kezdeti feltételt alkalmazunk, amikor a T-sejtek mind a 0. immunsejt

osztalyba tartoznak, azaz nincsenek tumor szomszédaik.

* Feltessziik, hogy a T-sejtek proliferaci6janak mértéke a felvétel idéintervalluma alatt el-

hanyagolhat6.

* A T-sejtek sulyozott véletlen bolyongast végeznek az immunricson, ami egy kontaktus
gatolt folyamat. A T-sejtek mozgasat tumor szomszédaik szama alapjan sulyozzuk, ugy,

hogy a tébb tumor szomszéddal rendelkez6 T-sejtek kisebb valdszinlis€éggel mozognak.

3.4. A racsok feltoltése

Ahogyan a 3.3-as alfejezetben emlitettiik, a tumororganoidokat 4 X 4 x 4 tumorsejt-kockakkal
kozelitettiik. A kezdeti dllapotot tigy hozzuk létre, hogy a teljes tumorsejtszambdl a lehetd
legtobb organoidot elhelyezziik a racson, majd a fennmaradé tumorsejteket egyedileg, egyen-
letesen elosztva helyezziik el a fennmaradé térfogatban. Ezutan a T-sejteket az immunracson

helyezziik el ugy, hogy minden T-sejt a 0. immunsejt osztalyhoz tartozik.

3.5. Reakciok

Az immunrécs beépitésével olyan reakcidkat is megvaldsithatunk, amelyek hajlandésagi fiiggvé-

nyei nem irhatok le a 2.2-es szakaszban bemutatott médon. Ebben a részben azt targyaljuk,
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hogy hogyan lehet az mRRM hajland6ségi fiiggvényeit kiterjeszteni tobb sejttipusra és két
kolcsonhat6 racsra.

Azokra a reakciokra, amelyek két kiilonbozd racs sejtjei kozott zajlanak le racskozotti reak-
ciokként hivatkozhatunk. Természetesen lehetnek racskozotti kontaktus serkentett, racskozotti
kontaktus gatolt és racskozotti kontaktustdl fiiggetlen reakcidk is. Ha egy reakcidrél nem mond-
juk explicit médon, hogy racskozotti, akkor mindig egy nem racskozotti reakcidt értlink alatta.

Bevezetjiik az Ns; jelolést, amely a j szabad szomszéddal rendelkezd, ¢ tipusu sejtek
szamat jeloli, tovabbad az N (’s,j jelolést, amely a j racskozotti szabad szomszéddal rendelkezd, 6
tipusu sejtek szamat adja meg. Logikusan Ny a ¢ tipusu sejtek teljes szamat jeloli.

Ezekkel a mennyiségekkel definidlhatjuk a hajlanddsagi fliggvényeket:

%’ i Cu,é 26: JNs,i (1) ha R, kontaktus gétolt,

r 6;1 j;O

5 ; Cus ; JN; J (1) ha R, rdcskozotti kontaktus gatolt,
D

ay =\"u Z ¢, 6Ns(1) ha R, kontaktus fiiggetlen, (7)

5;1 ]

%“ Z ) 2(6 J)Ns.,i(1) ha R, kontaktus serkentett,

r 5;1 j;O

T ; Cus J;O(S J)Nj J (1) ha R, racskozotti kontaktus serkentett.

Az mRRM-hez hasonldan a kovetkezs T id6intervallumban bekovetkezs reakcid valoszinti-

sége a kovetkezdképpen adhaté meg:
Ay
P(R,) == P(R,|7) = - ()

Ugyanezt a stratégidt alkalmazzuk a P(R, s|R,) valoszinliség meghatdrozdsara, amely an-
nak valdsziniisége, hogy egy adott tipusu sejtre esik a vdlasztds, ha a reakcié indexe (u) mar
ismert. Jelolje a,, s annak a valoszintiségi fliggvénynek az értékét, hogy egy u indexi reakcio 6

tipusu sejten kovetkezik be. Ez alapjan a valdszinlis€g a kovetkezOképpen szamolhato:

a,s
P(R,s|R,) = QL. 9)

u

Hasonl6an, annak a valdszintisége, hogy egy j-osztilyu sejt esetében torténik a reakcio, ha a
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reakci6 indexe u és a sejt tipusa ¢ adott, a kovetkez6képpen adhaté meg:

aus.i
H,0,]
P(R,u,é,le,u,é) = a .

(10)
.0

Igy barmely A esemény 7 id6 miilva valé bekovetkezésének valGszintisége a kovetkezképpen
irhaté fel:

7 P(Rus 1R u6) P(Ry 5| Ry P(R,) ha R, kontaktus gatolt,

J.,N;:”P(RW;J |R.s)P(R,sIR)P(R,) ha R, racskozotti kontaktus gatolt,

P(A|r) = ﬁjP(RM;J|Rﬂ,5)P(Rﬂ,5|Rﬂ)P(R#) ha R, kontaktus fliggetlen,
mP(Rﬂ,g,j|Rﬂ,5)P(R#,5|RM)P(Rﬂ) ha R, kontaktus serkentett,
WP(RWM |R.s)P(R,s5|R,)P(R,) ha R, racskozdtti kontaktus serkentett.

(1)

Itt i, 0 és j az A esemény éltal meghatarozott ért€kek. Ezek alapjan minden esemény valOszi-
nlisége kiszdmithat6. Ehhez elegendd lenne egyszer mintit venni ebbdl az eloszlasbol, de ez
rendkiviil er6forrdsigényes feladat lenne a lehetséges események nagy szama miatt. Ezért mar-
ginalizaljuk a valészintiségeket és inkabb tobb kisebb eseménytert eloszlasbdl mintavételeziink.

Az egyes marginalizalt valoszintiségek kiszdmitdsdhoz sziikség van a, s €rtékére, amely
annak az eseménynek a hajlandosagat jelzi, hogy az R, reakcio egy 6 tipusu sejten kovetkezik

be:

FuCu,sNs (1) ha R, kontaktus fiiggetlen,

6

; ha R, nem racskozotti
P DILY Z ’ (12)

J=0

8
Z Aus,j ha R, racskozotti.
Jj=0

€s sziikség van a,, 5 j-re, amely a u index{i reakci6 egy ¢ tipusu €s j osztalyba tartozo sejten
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torténd bekovetkezésének hajlanddsaga:

%C#,5 JNs (1) ha R,, kontaktus gatolt,
%"c woJN (’;,j (1) ha R/, racskozotti kontaktus gétolt,
a#,(;,j = y . (13)
<Ccus(6—J)Ns (1) ha R, kontaktus serkentett,
%Cﬂ,5(8 - )N(’S’j(t) ha R, rdcskozotti kontaktus serkentett.

A kontaktus fiiggetlen reakcidk hajlandésagait a (12) képletben kiilon definidljuk, mivel
ezek esetében a szabad szomszédok szdma definicié szerint nem relevdns. A racskozotti re-
akciok képletel csak abban kiilonboznek a nem racskozotti reakcidktdl, hogy maximalisan 8

szabad szomszédot feltételeznek, és N (’5 j—ot hasznalnak N ; helyett.

Ot reakciét definidltunk, amelyek hajlandésigai megfelelnek az (7)-es képlet valamely ese-
tének. Fontos megemliteni, hogy a Kolcsonhaté Racsok Mddszere egy altaldnos megkozelités,
ami a fent leirtak szerint képes a mindkét racson tetszéleges szamui immun- vagy szoveti sejttipust
figyelembe venni. Jelen alkalmazasunk azonban racsonként csak egy-egy sejttipus vesziink fi-
gyelembe, valamint minden reakcid kizdrdlag csak az egyik sejttipusra lesz jellemzd. Mindezek

alapjdn a sejttipus konstansok haszndlata foloslegessé valik.

1. Osztodds: kontaktus gatolt reakcid, hiszen a szabad szomszéd nélkiili sejtek nem osz-
todhatnak. Tovabbd, a 3.3-as alfejezet feltételezései alapjan a T-sejtek proliferdcidjat

elhanyagoljuk, ezért ez kizardlag tumorsejtekre jellemzd reakcio.

2. Véletlen Bolyongds: ugyanazon megfontolas alapjan, mint az Osztodas, ez is kontaktus

gétolt reakcio, mely szintén kizdrdlag tumorsejtekre jellemzd.

3. Apoptozis: programozott sejthalal, sejten beliili- vagy kiviili tényezdk hatasara. A korab-
ban mar emlitett (3.3) feltételezéseinknek megfelelGen a tumorsejtek ellenalléak ezekkel
a tényezdkkel szemben, ezért ez kizarélag T-sejtekre jellemzd reakcié. Bar in vivo tu-
morok esetében a sejthaldl oka (akar tumorsejtek akar szoveti sejtek esetében) gyakran
az er6forrdsok szilikossége, ahol a szomszédok szdma jelentdsen befolydsolnd a sejthalal
valdszintiségét (€s kontaktus serkentett reakcioként lenne helyénvalé modellezni), itt kon-
taktus fliggetlen folyamatnak tekintjiik, mivel feltessziik, hogy ezek a hatdsok a vizsgélt

laboratériumi kornyezetben elhanyagolhatoak.
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4. Silyozott Véletlen Bolyongds: a T-sejtek mozgésat reprezentdlja, és modellezi, hogy
képesek a tumor organoidokon lehorgonyozni és akér tobb tumorsejtet is megolni mi-
el6tt Ujra eltavolodnak [11]. A T-sejteket a szomszédos tumorsejtek szdma alapjan diffe-
rencidlva vélasztjuk ki a mozgasra. A sulyozds a sejtvalasztds 1épésében torténik: azok
az immunsejtek, amelyeknek 8 tumorszomszédjuk van, é eséllyel keriilnek kivélasztisra
azokhoz képest, akiknek 0 tumorszomszédjuk van. A koztes értékek természetes mddon

sulyozddnak, példaul 5 tumorszomszéddal rendelkezd T-sejtek sulyozasi tényezdje g.

5. Citolizis: kizardlag a T-sejtek citotoxikus képességét reprezentdlja a tumorsejtekkel szem-
ben, ezért értelem szerlien kizarolag T-sejtekre jellemzd reakcid. Mivel a T-sejtek citoto-
xikus aktivitdsa immunsejt-tumorsejt kontaktust igényel, ezt a reakcidt racskozotti kon-
taktus serkentett reakcionak tekinthetjiik. Megjegyezziik, hogy egy T-sejt, amelynek j
szabad racskozotti szomszédja van, pontosan 8 — j racskdzotti tumorszomszéddal rendel-
kezik. Ha tobb sejttipus lenne a szoveti racson, tovabb kellene bdviteni ezt a keretet olyan
reakcidkra, amelyek nem csak a rdcskozotti szabad szomszédok szdmat veszik figyelem-

be, hanem sejttipus-specifikusan a racskozotti szomszédokat is.

Reakcio Kontaktusfiiggdség Hajlandésagi fiiggvény  Jellemzd sejttipus
D 6
Osztédés Kontaktus gatolt %“ Z cus ) JNsj(t) Tumor
5=1 j=0
D 6
Véletlen Bolyongas Kontaktus gatolt %‘ Z Cus Z JNs.j(1) Tumor
o=1 j=0
D
Apoptozis Kontaktus fiiggetlen Ty Z ¢, sNs(1) T-sejt
=1
D 6
Stlyozott Véletlen Bolyongas Kontaktus gatolt %" Z Cus Z JNs j(1) T-sejt
5=1 j=0
D 8
Citolizis Raécskozotti kontaktus serkentett %" Z Cus Z(S — JINg, i Tesejt

>
I

1 j=0
1. tdblazat. A reakcidk Osszefoglaldsa, kontaktusfiiggdségiik, megfelel6 hajlandéséagi fliiggvényeik és
sejttipus konstansaik.

3.6. Szimulacios lépések
1. Inicializalas:

(a) Allitsuk az id6valtozét ¢ = O-ra, és irjuk el6 a ledllasi feltételt.
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(b) Inicializaljuk a szdveti rdcsot ny X ny X n3 mérettel. Helyezziink el a 6 szoveti
sejttipusb6l Ns(0) < ny-np-n3, 6 = 1,2,...,a, X5 Ns(0) < ny - ny - n3 sejtet a

szOveti racsra, €s taroljuk a pozicidikat.
(c) Inicializaljuk az immunracsot (n; + 1) X (np + 1) X (n3 + 1) mérettel. Helyezziink el
a 0 immunsejt tipusbol Ns(0) < (ny+1) - (np+1) - (n3+1), 6 =a+1l,a+2,...,D,
ZﬁD:aH Ns(0) < (np+1) - (np+ 1) - (n3 + 1) sejtet az immunracsra, és taroljuk a
pozicidikat.
(d) Téroljuk a kémiai anyagok kezdeti mennyiségeit.
2. Hajlandésdgok kiszamitésa:

Szamitsuk ki az a,, €rtékeket a (7)-es egyenlet alapjan. Ha a hajlandosagok 6sszege nulla,

allitsuk le az algoritmust.

3. Eltelt 1d06 generalasa:

Szamitsuk ki 7-tegy a = Z/ﬁi | a, paraméterii exponencidlis eloszlasbol mintavételezve.

4. Reakci6 kivalasztasa:

Vilasszuk ki az R, reakciot a (8)-as egyenlet alapjan.
5. Célsejt kivalasztasa:

(a) Valasszuk ki a sejttipust, 0-t, a (9)-es egyenlet alapjan.
(b) Valasszuk ki a sejtosztalyt, j-t, a (10)-es egyenlet alapjan.

(c) Valasszuk ki a célsejtet egyenletes eloszlas szerint az adott sejtosztilybodl és sejt-
tipusbol. Kivéve a Silyozott Véletlen Bolyongds esetében, ahol az eloszlds a 4-es

alfejezetben leirtak szerint torténik.

(d) Ha a reakcié egy szomszédos cellat érint, valasszuk ki a célszomszédot diszkrét

egyenletes eloszlas szerint.
6. Végrehajtas:

(a) Id6 frissitése: t =t + 7.
(b) Hajtsuk végre az R, reakciot a kivélasztott cellan.

(c) Frissitsiik az allapotvaltozokat.
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7. Leallasi feltétel ellenbrzése:

Ha a ledllasi feltétel teljesiil, allitsuk le az algoritmust; kiilonben ismételjiik a 2. 1€péstdl.

A fent leirt algoritmus folyamatdbraja az 5. abran lathato.

Hajlandésagi

| 1 vélasztdsa | |

Valtozok S Reakcid Sejttipus Sejtosztaly
fiiggvények PR B . s .
oo valasztasa valasztasa valasztasa
kiszamitasa
} l

Torlendd
tumorsejt

Sejt valasztasa

A reakcio

A reakci6
Stlyozott Véletlen
Bolyongas?

Igen

Immunsejtosztaly

Leallasi feltétel?

Igen

" N Citolizis? p -
valasztdsa valasztasa
Nem
A
Mozgas J
irénv{?nak Igen reakcié Véletlen L .
—— Véla;Zlésa [ Bolyongis? Sejt valasztasa
Nem
A
_OlSZt(?dE'S . A reakcid Mozgds
1r’anyanlak [<a—lIgen- Osztédas? iranyanak
valasztasa valasztasa
Nem
y
Y
Allapotvéltozék
és id6 frissitése
y

Szimulaci6 vége

5. dbra. A Kolcsonhaté Racsok Mddszerének folyamatdbréja
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4. Implementacio

A szimul4cidés programot C++ nyelven fejlesztettiik objektumorientalt megkozelitéssel. A szi-
muléacids szoftver mellett szdmos eszkozt implementaltunk az adatok feldolgozédsara és vizua-
lizdlasara. A szimulédciés eredmények megfeleld értelmezhetdségének és kommunikacidjanak
érdekében egy Python programot hoztunk 1étre az események iddbeli lefolydsanak nyomon
kovetésére €s hotérképek generdldsara. Ehhez l1étrehoztunk egy kezdetleges Python konyvté-
rat, amely az Osszekottetést megvalositja. Azért valasztottuk ezt a megoldast az adatok vi-
zualizalasdra, mert a jovében célunk a keretrendszert publikusan is elérhet6vé tenni Python
konyvtar formdjaban. Ezenkiviil egy 3D-s vizualizal6 alkalmazast is fejlesztettiink Unity-ben,
amely intuitivabbd teszi az eredmények értelmezését.

A kéd Iényegében hiarom {0 részbdl all: a matematikai modell implementécidja, a futdsidejl

adatstruktarak, az SSA-alapu szimulaciés komponens, valamint egyéb segédeszkozok, mint

példaul az adatok fajlokba mentését végzd modul.

4.1. A matematikai modell megvalositasa
4.1.1. Sejtek

A sejteket a Cell osztdly példanyaival reprezentaljuk. Minden sejt tdrolja a tipusat, ame-
lyet egy enum hatdroz meg, valamint a rdcson elfoglalt koordinétdit. Ahogyan a 3.2-es al-
fejezetben emlitettiik, ezek a koordinatdk nemcsak az x, y és z poziciokat tartalmazzik, ha-
nem egy negyedik dimenziét is, amely lehet6vé teszi annak meghatdrozdsat, hogy a sejt a
szovet- vagy az immunracson helyezkedik el. Ezenkiviil minden sejt tarolja az indexét az adott
PreAllocVector-ban, ami egy adott szabad szomszéd szamhoz tartozik.

A PreAllocVector egy sajatkészitésii osztaly, amely el6re allokalt memoridban tarolja a
sejteket, és automatikusan defragmentalja az adatokat, lehetdvé téve a konstans idejl hozzaa-
dést/torlést és elérést indexelés alapjan. Az ImmuneCell osztdly a Cel1l osztalybdl szarmazik,

€és az eldbbieken tul tarolja a szomszédos tumorsejtek szamat, valamint az ennek megfeleld

PreAllocVector-ban elfoglalt indexét.

4.1.2. Reakciok

Minden reakciot egy osztaly reprezental, amely tartalmazza a GetPropensityésazEffect

tagfiiggvényeket. Ezeket az osztdlyokat a szimuldci6 kezdetén példanyositjuk a megfeleld re-

22



akcids allandok megadaséval.

A GetPropensity fliggvények a 3.5-0s szakaszban ismertetett allapot alapjan kiszamit-
Jék az adott reakcio hajlandosagét. Az algoritmus minden iteracidjaban a szimuldciés kompo-
nens meghivja ezeket a fiiggvényeket az dsszes reakcidhoz, és eltirolja az eredményeket, hogy
ennek megfelelen valassza ki a kovetkezd eseményt.

Miutén a kivéalasztds megtortént, a szimuldciés komponens meghivja a megfelel6 reak-
ci60 Effect fiiggvényét, amelynek paraméterként atadja a sziikséges adatokat, példaul azt,
hogy melyik sejten kell végrehajtani a reakcidt, vagy Sulyozott Véletlen Bolyongds esetén
melyik szomszédos helyre kell mozgatni a sejtet. Ezek a fiiggvények 1ényegében két dol-
got tesznek: sejtet torolnek vagy létrehoznak. Az Osszes reakcid ezek kombindcidja. Az
Apoptosis (Apoptdzis), Division (Osztédés) és Citolysis (Citolizis) reakciok mind-
egyike ezek koziil az egyik miiveletet valdsitja meg. A Random Walk (Véletlen Bolyongas)
€s a Biased Random Walk (Sulyozott Véletlen Bolyongas) reakciok esetén a kivalasztott
sejtet toroljiik, és egy ujat helyeziink a kijelolt szomszédos helyre, igy ez megvalositasat tekint-

ve egy Division és egy Apoptosis kombinécidjanak tekinthetd.

4.2. Futasideji adatstruktirak

A futasidd alatt két f6 adatstruktirat hasznalunk: a Lattice-tés a Cells-t, amelyeket ebben
a szakaszban részleteziink. Ezek az adatstruktarak, a szimulacid soran eltelt id6, valamint az

ezek frissitéséhez sziikséges fiiggvények a St ate osztdlyban vannak elhelyezve.

4.2.1. A Lattice

A Lattice osztily egy haromdimenzids racsot definidl, ahol a tér cellaméretii egységekre van
osztva egymdsba dgyazott std: :vector-ok segitségével. A legbels6 std: :vector-ok
elemei az altalunk 1étrehozott S1ot (Cella) osztily példanyai, amelyek taroljék a szabad szom-
szédok szamat, valamint egy mutatét az adott koordinétan taldlhat6 sejthez. Mivel a celldkat és
igy a sejteket is koordinatak alapjan kérdezziik le, az adatok elérési ideje ebben a struktiraban
konstans.

A Lattice osztily az adatokat tarol6 komponensek mellett tartalmazza az adatok médosi-
tdsahoz €s az jelenlegi allapot lekérdezéséhez sziikséges fliggvényeket és tulterhelt operatorokat,
példdul aDeleteCell (),AddCell () és GetTumorNeighbors () fliggvényeket. Ezek

a metddusok biztositjdk, hogy az egységbe zards elve érvényesiiljon a tagvéltozok esetében.
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4.2.2. Cells

A maésodik adatstruktira a sejtek taroldsara szolgal. A hajlandésdgok kiszamitasdhoz az egyes
sejttipusokba tartoz6 sejtek szdmdra, valamint az adott sejt szabad és tumor szomszédjainak
szamdra van sziikség, igy érdemes olyan adatstruktirit védlasztani, amelyben ezek gyorsan
lekérdezhet6k. Fontos tovabba, hogy a sejtek torlése és hozzdadasa hatékony legyen, mivel
ezek a miiveletek szinte minden reakcio részét képezik.

A szimuléci6 sordn a program nem igényel nagy memdria-teriiletet; azonban a futdsi id6
kritikus, ezért a sejtek redundans tdroldsa egy kézenfekvd opcid. Az egyes sejttipusokat a
szabad szomszédaik szdma szerint rendeztiik, az immunsejteket pedig a tumor szomszédjaik
szama szerint. Mindkét esetben el6szor a sejttipust taroljuk egy std: :unordered_map-
ben, majd a szabad/tumor szomszédok szama szerint egy std: : vector-ban, és a legbelso

szinten PreAllocVector-okat hasznalunk.

4.3. Szimulaciés komponens

Létrehoztunk egy Simulation osztdlyt, amely az eddig bemutatott komponensek mellett
tartalmazza a kommunikacidéjukhoz és a szimulaci6 futtatdsdhoz sziikséges fliggvényeket és
véltozokat.

Fontos megjegyezni, hogy amikor a Simulation osztily egy példanyat inicializaljuk, a
megadott State példany masolasra keriil, hogy biztositsuk, hogy a szimul4cié minden rea-
lizaci6ja ugyanabbdl a kezdeti allapotbdl induljon.

A megval6sitds sordn nagy hangsulyt fektettiink a futdsi id6 optimalizalasara azzal, hogy
minden adatstruktiranal biztositottuk az elemek konstans idejl elérését, hozzaadadsat és torlését.
Bar a futasi id6 nagyban fiigg a megadott paraméterektdl, a kisérletes adatokkal meghatarozott
értékekhez kozeli paraméterek mellett egyetlen szimulacié kevesebb mint 5 méasodpercig tart.

Egy masik fontos fejlesztés a parhuzamositas volt. Mivel az adatok elemzése szinte mindig
tobb szimulacids futtatas eredményeinek dtlagolasat igényelte, logikus 1épés volt a parhuzamo-
sitds implementéldsa a szimulacids szinten. Ez a megkozelités csokkentette az Osszesitett futdsi

Py

1d6t, és lehetdvé tette az eredmények hatékonyabb elemzését.
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5. Paraméterbecslés kisérleti adatok felhasznalasaval

Modelliinket kisérleti adatokhoz illesztettiik, hogy meghatdrozzuk az in silico szimuléacidk fut-
tatdsdhoz sziikséges paramétereket, és igazoljuk, hogy megkozelitésiink képes rekonstrudlni a

tumor—immun interakci6 id6beli dinamik4jat.

5.1. A Kkisérleti elrendezés

A validécios adatsor 1étrehozasdhoz Dekkers €s mtsai. [11] altal publikalt, betegbdl izolalt tu-
mor organoid — T-sejt tarstenyészeteket vizsgalo fluoreszcens mikroszképids adatokat hasznal-
tunk fel. A kisérlet részleteit ebben az alfejezetben mutatjuk be roviden. Ebben a tanulmanyban
tobb kisérletet is végeztek kiilonb6z6 mddositott T-sejtekkel és tumor organoidokkal. Mi az
eredeti cikkben T-sejt viselkedési térképek 1étrehozasdhoz hasznalt adatokbol négy kiillonbozo

T-sejt — izolalt organoid kombindci6 felvételeit dolgoztuk fel.

5.1.1. T-sejtek

Az emberi periférids vérbdl szarmazé vad tipust af TSR pozitiv T-sejteket virdlis transzduk-
cioval médositottdk, hogy kifejezzenek Vy9V 42 TSR-eket, de a8 TSR-eket ne [8]. A Vy9V 2
TSR-ek, amelyek egyfajta kiméra antigén receptorok, segitik a CD4* és CD8* T-sejteket a
daganatokra jellemz8 metabolikus eltérések felismerésében, ezdltal ndvelve hatékonysagukat
[9]. Ezeket a Vy9V§2 TSR™ T-sejteket az angol szakirodalom alapjan [8] mi is TEG-eknek
nevezzik.

Egy maésik vad tipusu T-sejt csoportot ugy moddositottak, hogy kifejezzenek egy funkcio
vesztett, defektiv Vy9V2 TSR-t. Ezeket a T-sejteket LM 1-nek nevezziik. Mindkét tipust a

virdlis transzdukci6 utin legalabb 90%-os tisztasagig tisztitottdk magneses szeparacidval.

5.1.2. Tumor organoidok

Bazélis membrdn kivonatban novesztettek organoidokat 14 beteg eml6rdk biopszidjabol, 12
lyuku lemezen. Az organoidokat, melyekkel kés6bb a T-sejt tarstenyészeteket 1étrehoztdk a
5-30. passzélasok valamelyikébdl nyerték vissza.

A 14 mintdbdl 1étrehozott organoid — TEG térstenyészetekben mérték a TEG-ek organo-
idokkal szembeni citotoxikus hatdsat. A legmagasabb relativ organoid pusztulds a 13T kodua

mintdban volt, a 100T kodu minta pedig ebben a tekintetben a harmadik legalacsonyabb volt a
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vizsgélt mintdk koziil. Ebbdl a két mintabol 1étrehozott organoidokat hasznaltak kés6bb a 2-es

tdblazatban felsorolt felvételek 1étrehozdsahoz, amiket jelen kutatdsunkhoz felhasznéltunk.

5.1.3. Képalkotasi paraméterek

Az izolalt organoid — T-sejt tarstenyészeteket egy ilivegfenekdi 96 lyukid lemezen helyezték
el, és harom kiilonb6z6 hullamhosszon (T-sejtek, organoidok, apoptotikus sejtek) készitettek
felvételeket 620 képkockan keresztiil, képkockdnként 2 perc kiilonbséggel. Minden képkocka
48 darab 208 x 208 pixeles sikbdl 4ll, amelyek megfelelnek egy fizikai térbeli téglatest alakd
képalkotasi térfogatnak, amelynek oldalméretei rendre 708,49 um, 708,49um és 50,40um az X,
Y és Z iranyokban. Az Osszesitett képalkotési térfogat tehat 2076672 haromdimenzids pixel

egység, azaz 25298687,24um?> fizikai térben.

5.2. Adatgyiijtés

A vizsgélatban[11] hasznalt viselkedési térképek létrehozdsahoz nyers mikroszképids adatok
nyilvdnosan elérhetdk [24]. Osszesen 22 fijl érhetd el, ezek koziil 4-et hasznéltunk, ame-
lyek féjlneveit a 2-es tdblazat tartalmazza. A CZI adatokat a py1ibCZIrw Python konyvtar

segitségével dolgoztuk fel.

Fajlnév Tumor organoid T-sejt
20190711 _13T100TLMI1TEG100%(0).czi 13T LM1
20190711_13T100TLMI1TEG100%(1).czi  100T LM1
20190711_13T100TLMI1TEG100%(2).czi 13T TEG
20190711_13T100TLMI1TEG_100%(3).czi  100T TEG

2. tablazat. Nyers adatok forrasai. Fajlnév és sejtvonalak a Dekkers és mtsai. [11] kiegészité anyagabdl.

5.2.1. Konverzio binaris tombbé

A pixelek értékei fluoreszcencia intenzitast jeldlnek, amely 0 és 255 kozotti értékeket vehet fel.
Bar egy egyszerli szegmentaldssal meghatarozhatd, hogy mely pixelek tartoznak sejtekhez, a
pontos sejtszam becslése egy komplex képszegmentacids feladat, amely tdlmutat-e tanulmany
keretein. Ezért a kisérlet és a szimul4cid 0sszehasonlitdsakor a sejtek éltal elfoglalt térfogat és
a teljes térfogat aranyat vettiik alapul.

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

zitas kiiszob értéket alkalmaztunk, amit k-val jeloliink. Ha az adott pixel értéke meghaladja a
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kiiszobot vagy azonos vele, foglaltnak tekintjiik; ha alatta van, iiresnek. A kiiszobértéket he-
urisztikusan 7-nek hataroztuk meg. Kiilonbozé kiiszobértékekkel végzett kisérletezés alapjan
(6. és 7. abra) azt valasztottuk, amely a legjobban megtartja a sejtek dltal elfoglalt részeket,

mikdzben elveti a nyilvanval6an nem életképes sejtekhez tartozo jeleket.

Eredeti kép

6. abra. A kiiszobérték, k hatdsa a binarizdldsra és az eredeti fluoreszcencia intenzitdsi kép Osszeha-
sonlitasa tumor organoidok (13T) esetén. Az abrdk a térfogat kozEépsd szeletét (Z-sorozat 25. elemét)
mutatjdk a r = 0 id6pillanatban.

Eredeti kép

k=1

| k=10 k=11 k=12
7. ébra. A kiiszobérték, k hatdsa a binarizdlasra és az eredeti fluoreszcencia intenzitdsi kép Osszeha-

sonlitdsa T-sejtek (TEG) esetén. Az abrdk a térfogat kozépsd szeletét (Z-sorozat 25. elemét) mutatjdk a
t = 0 id6pillanatban.

Ezutdn id6sorokka alakitottuk az adatokat a sejteket tartalmaz6 pixelek ardnydnak kiszami-
tasdval. Ezeket az id6sorokat hasznéltuk referenciaadatként a modellparaméterek becsléséhez

a 6. fejezetben.

5.3. Szimulalt és Kisérleti adatok osszehasonlitasa
5.3.1. Idobeli diszkretizacio és linearis interpolacio

A szimul4ci6 id6ben folytonos, mivel két reakcié kozott eltelt id6t exponencidlis eloszlasbdl
valasztjuk. Ahhoz, hogy 0sszehasonlithat6 legyen a kisérleti adatokkal, minden percben mintat
vettiink a sejtpopuldcio jelenlegi szamardl 20 ora €s 40 percen keresztiil, igy Osszesen 1240
adatpontot kaptunk sejttipusonként.

Mivel a kisérletekben a felvételek szintén 20 ora és 40 perc alatt késziiltek, de csak 2 per-

cenként, az igy kapott adatokat linearis interpolacioval bévitettiik, hogy szintén 1240 adatpontot

kapjunk sejttipusonként.

27



5.3.2. A rendszer kezdeti allapotanak meghatarozasa

A szimulaci6 kezdeti dllapotanak meghatarozasdhoz sziikség van a szimuldlandé térfogatra, a
rdcs oldalhosszaira és a t = 0 id6pontban elhelyezendd sejtek szamara sejttipusonként.

A tumorsejteket és T-sejteket tartalmazé pixelek szamat az adatokbol ki lehet nyerni, igy
hozzivetdleges térfogatuk is kiszdmithat6. Mivel szimuldcionk az egész teret azonos (sejtméretii)
részekre osztja, nem veszi figyelembe az azonos tipusi sejtek kozotti térfogat- és alakbeli
kiilonbségeket. Ezen egyszertsitések miatt a tumorsejtek [22] és T-sejtek [23] irodalmi atlagos
térfogatat haszndltuk, amelyek rendre 3262um> és 131um>. A sejtek kezdeti szamat tgy
becsiiltiik, hogy a sejtek dltal elfoglalt térfogatot elosztottuk egyetlen sejt atlagos térfogatdval.

Végiil meg kell hatdrozni a teljes szimulélt teriilet oldalhosszait. Mivel szimuldcionkban
a tumorsejtek a szovetracs egyes cellaiban helyezkednek el, a tumorsejtek méreteit vettiik fi-
gyelembe. A teljes fizikai térfogatot elosztottuk egy tumorsejt dtlagos méretével, hogy meg-
becsiiljiik a rdcson elhelyezhetd sejtek maximalis szamat. A képek oldalhosszainak és Z-

sorozatanak ardnyait megdrizve azt taldltuk, hogy a racsnak 44 x 44 x 4-esnek kell lennie.

5.3.3. Sejtsiiriiségek osszehasonlitasa

Amint azt az 5.2-es szakaszban emlitettiik, a sejtek altal elfoglalt térfogat ardnyat hasonlitottuk
Ossze a kisérletbeli vagy szimuldlt teljes térfogathoz. Ezt a szimulédcidban jelen 1évd tumor- és
T-sejtek szdmanak megszdmlilasaval kaptuk meg minden idépontban, majd megszoroztuk az

atlagos sejtmérettel. Végiil az igy kapott térfogatokat elosztottuk a teljes szimuldlt térfogattal.

5.4. Minimalizalé algoritmusok

A scipy.optimize konyvtarat hasznéltuk fiiggvényillesztéshez, mivel konnyen kezelhetd
€s széles korli minimalizal6 algoritmus tarhdzat biztosit.

5.4.1. A minimalizalandé fiiggvény meghatarozasa

A kisérleti T-sejt €s tumorsejt idésorokat a szimuldciébol szarmazé megfeleld id6sorokhoz
egyidejlileg illesztettiik. A minimalizdland6 fiiggvény a megfeleld iddsorok relativ négyzetes

hib4ja:

RSE(8) = Zk: ()’exp ywm[a l]) N Zk: (xexp[i] _xs.l.m[g’ il 2 |

y exp
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ahol 6 a médositandé paraméterek vektora, RSE(#) a relativ négyzetes hiba, k az adatpontok
szama, y[i] és x[i] a tumor- és T-sejtek szama az i-edik id6pontban, rendre. Az exp alséindex a

kisérleti, mig a sim a szimulalt értékeket jeloli.

5.4.2. Rogzitett paraméterek

A minimalizalas felgyorsitasa és a kisérleti megfigyelések rekonstrudldsara alkalmas paraméte-
rek meghatdrozasa érdekében bizonyos dllanddkat rogzitettiink.

Lodish klasszikus konyve [25] szerint a proliferdlé tumorsejtek hozzavetdlegesen napon-
ta egyszer osztddnak. Bar ilyen konstans nem szerepel kozvetleniil a matematikai modell-
ben, megkereshetjiik azt az dlland6t az osztddasi reakcidhoz, amely a sejtpopulédcié 24 6ran
beliili megdupldzédasahoz vezet. Meg kell jegyezni, hogy a hosszitdvon a sejtek osztédasi
hajlandésdgat nagymértékben befolydsolja a mozgasi ratdjuk. Ennek oka, hogy az osztédas
egy kontaktus gatolt reakcid; azaz minél tobb szomszédja van egy sejtnek, anndl kisebb az
osztddds valoszinlsége. A Véletlen Bolyongds ratdjanak novelésével a sejtek idével egyenle-
tesebben oszlanak el a racson, ellentétben a kezdeti klaszterezett elrendezéssel. Ezért nemcsak
az 0sztodasi reakcidhoz tartoz6 paramétert keressiik, hanem egy Véletlen Bolyongds-Osztodas
paraméterpart. Megfigyeltiik, hogy tobb ilyen paraméterpar is eredményezheti azt, hogy a sej-
tek naponta egyszer osztodjanak. Ezért azt vdlasztottuk, amelyik kvalitativan reprodukélja a
kisérleti adatsorban megfigyelhetd tendencidkat a sejtek elrendez6dési mintdzatait (értsd. frag-
mentaltsig, klaszterez6dés) tekintve.

A 8. dabra az Osztédds paraméterének 0,0015 és 0,0024 kozotti valtoztatdsdnak hatdsat
szemlélteti a Véletlen Bolyongds valdszinliségét szabalyozé paraméter 0,001-en valo rogzitése
mellett. Mind a 10 paraméterértéknél 100 szimuldciot futtattunk, az eredményeket dtlagoltuk,
és kiszamitottuk a tumorsejtek szamanak aranyat r = 1440min = 24h id6pontban ¢t = 0-hoz
képest (azaz t1440/t9). Az Osztédas konstans értékeit az x-tengelyen, a szamitott ardnyokat a
y-tengelyen tiintettiik fel. A szimulacidk eredményébdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a Véletlen
Bolyongas-Osztodas paraméterpar 0,001 és 0,0021 értéknél a tumorsejtek atlagos osztddasi
ratdja eléri a napi egy osztodast (1/1440).

Végiil a 3. tdblazat mutatja be a szimuldciok sordn haszndlt reakcid- és sejttipus kons-
tansokat, valamint azt, hogy a minimalizalé algoritmus modosithatta-e ezeket. Az Apoptdzis
paraméterét rogzitettiik, bar volt egy kisérlet, ahol sziikség volt a mddositdsdra, amint azt

részletesen targyaljuk a 6.3.2. szakaszban.
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8. dbra. Az Osztodas reakcié konstansanak meghatarozasa. Annak érdekében, hogy elérjiik a Lo-
dish konyvében [25] leirt tumorsejt osztdddsi ratat, miszerint egy tumorsejt dtlagosan naponta egy-
szer osztédik, meghatarozzuk az Osztédas reakcié konstansat, amelynél a tumorsejtek 24 6ran beliil
megdupldzédnak. Mivel az Osztédéds kontaktus gétolt reakcid, a teljes populdcidra vett valészintisége
nagymértékben fiigg a tumorsejtek rendelkezésére all6 szabad szomszédos helyeinek szamatdl, igy

kozvetve a Véletlen Bolyongds paraméterétdl is. Ezen megfontoldsok alapjdn a Véletlen Bolyongis
konstansat 0,001 értéken rogzitjiik.

Reakcio Rogzitett vagy szabad Reakcio konstans Jellemzo sejttipus
Osztdas Rogzitett 0,0021 Tumor

Véletlen Bolyongés Rogzitett 0,001 Tumor

Apopt6zis Kézzel illesztett 0,0001 vagy 0,001 T-sejt

Sulyozott Véletlen Bolyongds Szabad - T-sejt

Citolizis Szabad - T-sejt

3. tablazat. A hasznalt paraméterek értékei. A tdblazat 6sszefoglalja a szimuldciok soran lehetséges
reakcidkat, valamint a reakcié- és sejttipus konstansok értékeit. A masodik oszlop kiemeli, hogy mely
reakcié konstansokat médosithatta az optimalizacids algoritmus az adatillesztési folyamat sordn, és me-
lyeket rogzitettiik mas médszerekkel. Ebben a kontextusban a kézzel illesztett azt jelenti, hogy az adott
konstans kezdetben rogzitve volt, de manuélisan kellett médositani, hogy igazodjon egy T-sejt morta-
litdsdban jelentSsen eltérd trendet mutat6 adatsorhoz.

5.4.3. Az alkalmazott minimalizalo modszerek

Minimalizal6 algoritmusok kivalasztdsakor figyelembe kellett venni, hogy a minimalizdland6
fliggvény sztochasztikus természeti. Aszimptotikus megoldds csak akkor érhetd el, ha az
atlagolt trajektoridk szdma (n) a végtelenhez tart. Véges n esetén azonban nem garantalt, hogy
a paramétertér két egymdshoz kozeli pontjanak kimenete is kozel esik egymashoz. Tovabba
sziikségiink volt olyan médszerekre, amelyek lehetdvé teszik a hatarok kozotti keresést, mivel
példaul negativ konstansok negativ hajlamértékeket és ennek kovetkeztében értelmetlen negativ
valoszinliségeket eredményeznének. Ezen megfontoldsok alapjan a kovetkezd minimalizald
algoritmusokat hasznaltuk: Globélis minimum keresésére a Differencialis Evolicié, Direct

és Dual Annealing mddszereket alkalmaztuk, lokédlis minimum keresésére pedig a Powell és

Nelder-Mead modszereket.
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6. Eredmények

Ebben a szakaszban bemutatjuk a 5. szakaszban ismertetett médon illesztett modellparamétere-
ket, az ezekkel a paraméterekkel végzett szimulacidkat és kiemeliink néhany érdekes jelenséget

az eredményekben.

6.1. A paraméterek konzisztenciaja

A paramétereket tobb kiilonb6z6 mddszerrel illesztettiik. Minden esetben el6szor manudlis
kereséssel becsiiltiik meg a paraméterek értékeit, majd optimalizdlé algoritmusok pontositottak
azokat a nagysagrenden beliil a pontos értékek megtaldldsa érdekében.

A 100T tumorsejt és TEG T-sejt kombindcidval végzett kisérlethez illesztett paraméterek,
harom kiilonbozd minimalizalo algoritmus alkalmazdasaval, a 4. tiblazatban lathatok. Ahogy
az bemutatasra keriil, a kiilonb6z6 mddszerek szinte azonos paramétereket taldltak. Az aprd
eltérések a szimulécié sztochasztikus hatdsainak és az optimalizacids folyamat kisebb pontat-

lansdgédnak tudhatok be.

Minimalizal6 méodszer Silyozott Véletlen Bolyongas Citolizis

Powell 0.050266 0.000935
Nelder-Mead 0.052772 0.000935
Direct 0.032201 0.001132

4. tablazat. Illesztett paraméterek Kiilonboz6 modszerekkel. A tdblazat a 100T tumorsejt és TEG T-
sejt kombindcidval végzett kisérlethez illesztett paramétereket mutatja, hdrom kiilonb6z8 minimalizalé
algoritmus hasznalataval. Az paraméterek Osszehasonlitdsabdl lathatd, hogy ugyan eltérd megkozelitést
haszndl6 algoritmusok, hasonlé eredményekre jutottak.

6.2. Illesztett paraméterek osszehasonlitasa

A négy kiilonboz0 kisérleti adathalmazhoz illesztett paraméterek (azaz a Citolizis €és a Sulyozott
Véletlen Bolyongas reakcio konstansai) a 5. tablazatban lathatok. Az Osszes értéket a Powell-
modszerrel hatdroztuk meg.

A 5.1-es szakasz alapjan varhaté mdédon a Citolizis dllandok magasabbak a TEG sejtek
esetében, mint az LM1 sejtek esetében ugyanazon tumortipusokndl. Ennek oka, hogy a TEG
sejtek mesterségesen modositottak, ami noveli hatékonysagukat a rakos sejtek eliminalasidban.
Tovabba megfigyelhets, hogy a 100T sejtvonalhoz tartozé mindkét T-sejt tipus esetében ala-

csonyabb értékeket kaptunk a Citolizis reakcié konstansara, mint a 13T esetében ugyananndl
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a T-sejt tipusndl, ami szintén Osszhangban van a Dekkers €s mtsai.[11] dltal mar megfigyelt
kiilonbségekkel a két tumor sejtvonal kozott.

Azt is megfigyelhetjiik, hogy a Sulyozott Véletlen Bolyongas reakcid konstansa nem valtozik
jelent8sen a masodik, harmadik €és negyedik sejt kombinacidk kozott; azonban az elsé esetben
jelentSs eltérés figyelhetd meg. Ez valdszintileg annak készonhetd, hogy ebben az adathalmaz-

ban a tumorsejt-szam trendje markansan eltérd, amit részletesen targyalunk a 6.3-as szakaszban.

Sejtvonal kombinaciéo Silyozott Véletlen Bolyongas Citolizis

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. tablazat. Illesztett reakciés allandok osszehasonlitasa kiilonboz6 sejtvonal kombinaciokban.
A téblazat a négy kiilonbozd sejtkombinicidval végzett kisérletekhez illesztett paramétereket mutatja.
Az értékek azt jelzik, hogy bar a Sulyozott Véletlen Bolyongds reakcié konstansaban nincs jelentds

7

kiilonbség (kivéve a 13T - LM1 kisérletet, amit késébb részleteziink), a Citolizis paraméter kdvetkezete-
sen magasabb a TEG (médositott T) sejtek esetében, azonos tumorsejt tipusokra, illetve kdvetkezetesen
alacsonyabb 100T organoidok esetében azonos T-sejt tipusokra. Ezek egyezésben vannak a sejtvona-
lakrél korabban leirtakkal [11].

6.3. Az események idobeli lefolyasa

A 9. dbrén az illesztett paraméterekkel szimulélt adatok l4thatok. Az y-tengely a sejtek aranyat
mutatja a teljes (szimuldlt vagy fizikai) térfogathoz viszonyitva, mig az x-tengely az eltelt id6t
percben.

Az édbrdkon a sotétebb vonalak a kisérleti adatokat jelképezik, mig a vildgosabb, atlatszo
vonalak a szimulalt eredmények egyedi trajektoridit abrazoljdk. Minden dbra 10 trajektoriat
mutat, amelyek azonos paraméterekkel lettek szimulélva, de kiilonbozé kezdeti allapotokbdl
indultak. Az 4brak alatt olvashatd, hogy mely T-sejt tumorsejt kombindciot hasznaltik az adott

kisérlet soran.

6.3.1. A megfigyelt jelenségek

Az adathalmazokban tobb visszatéré jelenség is megfigyelhetd:

1. A T-sejtek szama nem csokken jelentdsen (kivéve a 13T TEG sejtkombinacioval végzett

kisérletet, 1asd 9b).

//////
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9. dbra. A négy kiilonboz6 sejttipus kombinécié szimuldcids eredményei az illesztett paraméterekkel ge-
nerdlt adatok alapjan. Mindegyik abrédn 10 trajektodria lathatd, amelyek azonos paraméterekkel lettek szi-
mulélva, de kiilonb6z6 kezdeti dllapotokbdl indultak. Az abrak feliratai jelzik, mely sejtkombinaciéhoz
tartozik az adott kisérlet. Az abrakon a sotétebb vonalak a kisérleti adatokat jelképezik, mig a vildgosabb,
atlatszé vonalak az egyes szimulélt eredményeket dbrdzoljdk. A 9b 4bran lathaté jelmagyardzat az Ssszes
abrara érvényes.

3. A stagnélési fazis utdn a tumorsejtek szdma viszonylag monoton mdédon csokken minden

esetben.
4. Enyhe lassul6 trend figyelhet6 meg a sejtszam csokkenésében.

Bar az egyes trajektoridk jelentGsen eltérhetnek egymastol, tobb trajektoria (szimuldcidinkban
96db) atlaganak vizsgélatakor a kisérleti adatokhoz viszonyitott relativ hiba nem 1épi til az 5%-

t.
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6.3.2. Az adatokban megfigyelt anomaliak

Bar a szimul4cidk altaldban jol visszaadjak a kisérleti eredményeket, vannak olyan jelenségek,
amelyekre még nem taldltunk magyarazatot.

Amint azt korabban emlitettiik, a 9b dbran jelentds, koriilbeliil 20%-o0s T-sejtszam csokkenés
figyelhet6 meg a kisérlet sordn. Ez a jelenség a tobbi adathalmazban nem fordul el6, és az
eredeti cikkben [11] sem taldlhat6 r4 magyardzat. Ezt figyelembe véve, a modell korrigdlhat6
az Apoptozis reakcié konstansdnak magasabbra allitasaval.

Egy masik ilyen jelenség a 9a abran lathato, ahol a tumorsejtek szdma meredeken novek-
szik a kisérlet kezdetén, majd stagndl, mieldtt végiil csokkenni kezd. Ez a jelenség a tobbi
kisérletben nem figyelhetd meg, és a cikk [11] nem ad rd magyarazatot. Feltételezhetd, hogy
a T-sejtek tumorsejtektol valo véletlenszeri tavolabb poziciondldsa (vagy két szuszpenzid nem
megfeleld elkeveredése) a kisérlet kezdetén ebben a lyukban lehetdséget adott a rdkos sejteknek

az osztodasra, miel6tt a T-sejtek elkezdték pusztitani Sket.

6.4. Kvalitativ morfologiai elemzés

Bér jelen dolgozatunk fékuszaban nem a kvantitativ morfoldgiai vizsgalatok allnak, bemuta-
tunk néhany illusztrativ dbrat annak szemléltetésére, hogy szimulaciok ebben a tekintetben is
tikkrozik a kisérleteket.

A 10. abra a négy sejttipus kombindci6 kisérleti adatait mutatja be, valamint az ezek-
hez illesztett szimuldciok eredményeit ¢t = O perc és t = 1240 perc id6pontban, amelyek a
kisérlet kezdeti és végsd allapotanak felelnek meg. Ezek a képek a haromdimenzids tér egy
sikjat dbrazoljak a Z-sorozat kozepérol, lehet6vé téve az organoidok kiilonbozd mértéki frag-
mentaltsdganak megfigyelését az egyes kisérletekben. Kezdetben lokalizalt csoportokban klasz-
teres elrendezést mutatnak a tumorsejtek, majd az egyes kisérletek koriilményeitdl fliggben
eltérd végallapotokat mutatnak. Az elsd sorban lathaté 13T-LMI1 sejtkombindcional mind a
kisérlet, mind a szimuldcid végén slirl sejtcsoportosulasok figyelhet6k meg, melyek mellett
szamos maganyos tumorsejt lathaté. A 100T-LM1 kisérlet és szimuldcié vég édllapotdban azon-
ban kompakt gécok maradnak meg kevesebb maganyos sejttel. A 13T-TEG kombinécié esetén
a kezdeti tumor klaszterek jobban szétesnek, mig az als6 sorban liathaté 100T-TEG esetben
kompakt gécokat latunk sok magédnyos sejttel. A képek jol szemléltetik, hogy a szimulaciok
visszaadjdk az organoidok kisérletekben megfigyelt fragmentalodédsat. Ez kiilonosen figyelem-

re mélto, hiszen a morfoldgiai informécidkat nem hasznaltuk fel a modell illesztése soran.
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abra. Kvalitativ morfolégiai elemzés Az dbra els§ és harmadik oszlopai a kisérletek kezdeti

(t = Operc) és végsd (t = 1240perc) idépontjainak felelnek meg. A mdasodik és negyedik oszlopok
a szimuléciok eredményeit mutatjdk ugyanebben az idSpontban. Minden esetben a képek kozépsd ke-
resztmetszetek (Z-sorozat 24. eleme). A képek demonstréljak, hogy a szimuléci6 visszaadja a kisérleti
adatokban megfigyelt jelenségeket, kiilondsen azt, hogy az organoidok fragmentalédasa sejttipus kom-
bin4ci6tdl fiiggden eltérden alakul a kezdeti klaszteres elrendezéshez képest.
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7. Osszefoglalas

Dolgozatunkban bemutattuk az altalunk kifejlesztett Kolcsonhaté Racsok Mddszerét, amely
a marginal Reduced Rate Method-on [18] alapul és a Gillespie-algoritmust haszndlja sejtpo-
puldcidkban zajlé folyamatok modellezésére. Ez a tovdbbfejlesztett modell képes heterogén
sejtpopulaciok szimuldlasira és az altalanos viselkedésiiket leird reakcidk, példaul Osztodas,
Apoptozis és Véletlen Bolyongas, modellezésére. Tovabba az immunrécson és a szdveti rdcson
keresztiil figyelembe veszi a tumor- és immunsejtek kozotti jelentds méretkiilonbséget és az
immunsejtek kiilonleges, mobilitast elésegitd képességeit, ezzel helyet adva a tumor limfoid
infiltraci6 ismert jelenségének.

Elkészitettiik a szimulaciés keretrendszer C++ nyelvli implementécidjat, amely gyorsan és
hatékonyan képes végrehajtani az Kolcsonhaté Racsok Moddszerét, lehetové téve az adatok
atfogo statisztikai €s mindségi elemzését. A szimulacids programon kiviil tobb Python és Unity
eszkozt fejlesztettiink ki, amelyek lehetdvé teszik az adatok széles kori vizualizdcidjat, mind
kvalitativ, mind kvantitativ elemzés céljabol.

A kész szoftverrendszer és a Dekkers €s mtsai. [11] altal publikalt mikroszkopids adatok fel-
hasznalasdval megbecsiiltiik a matematikai modell paramétereit, ami lehet6vé tette szamunkra
annak bemutatdsat, hogy megfelel6 paraméterezés mellett a mdodszeriink képes reprodukalni a
kisérletekben megfigyelt jelenségeket mind dinamikai mind morfolégiai szempontbdl.

Végezetiil bemutattuk és elemeztiik az eredményeket. Osszehasonlitottuk az adott kisérlethez
illesztett paramétereket kiilonb6z6 matematikai modszerekkel, hogy bizonyitsuk azok konzisz-
tencidjat. Megvizsgéltuk az illesztett paraméterek 0sszhangjat, a sejtvonalak mar ismert tulaj-
donsédgaival. Analizéltuk a szimuldcids trajektéridk dinamikdjat, hogy valéban megjelennek-e
a kisérleti uiton megfigyelt kulcsjelenségek.

Végezetiil kvalitativ médon elemeztiik a tumorsejtek morfoldgidjat a kisérlet kezdeti és
végsd éllapotaban, hogy kiemeljiik a szimuldlt adatok és a kisérletek kozotti egyezést ezen a
téren. Ez az eredmény kivaltképp fontos, hiszen ezt az egyezést Uigy tapasztaljuk, hogy a pa-
raméterek illesztésekor morfoldgiai informaciot nem haszndltunk fel.

Reméljiik, hogy a kozeljovében tovabb tudjuk fejleszteni ezt a mddszert. ElsGsorban sze-
retnénk feltarni a potencidlis alternativ és kiterjesztett modelleket, példaul megkiilonboztetve
a CD4" segit6 T-sejteket és a CD8" citotoxikus T-sejteket. Masodsorban pedig javitani sze-

retnénk az adat-feldogozasi folyamatot korszer(i szegmenticidés mddszerekkel, illetve validélni

szeretnénk a tumorsejtek eloszlasat a kezdeti allapotban. Ezenkiviil szeretnénk megvizsgalni a
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sejtciklus modellezésének kiilonboz6é megkozelitései €s a kialakuld populdcidédinamika kozotti

kapcsolatot.

Osszegzésképpen, megkozelitésiink igéretes modszer a racs-alapu agens-alapti modellezési

teriileten, amely kevés paraméterrel is megragadja a tumor—immun interakcié 1ényegét. A be-

tegbdl szarmazd organoid adatokkal valé sikeres kalibracié azt jelzi, hogy ez a mddszer és

szarmazékai nagy potencidllal rendelkeznek a személyre szabott orvoslds és a digitalis ikrek

teriileteinek el6relenditésében.
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