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Absztrakt

A Semmelweis Egyetem Pszichiatriai Klinika és az ELKH-TTK Human Pluripotens Ossejt
Laboratoriumanak egylittmiikodésében a szkizofrénia biologiai alapjait vizsgaljuk. A
laboratoriumban egy sejtes modellrendszer beallitasa folyik, melyben a betegséget kisérd
mutaciok hatdsa vizsgalhatdo. A modell potencidlis gyogyszercélpontok jellemzését teheti

lehetové.

Kontroll és mutans sejtvonalak 0sszevetésével az egészséges €s koros idegsejtmiikodés kozotti
eltéréseket elemezziik. Ezen eltérések tobbek kozt a sejt kalcium (Ca?*) szintjén keresztiil

monitorozhatdk.

A sejtkultira Ca?* szintjét eldszor beavatkozas nélkiil mértiik, megkeresve a nyugalmi
alapvonal szintet. Ezutdn ingerld anyaggal valtottunk ki neuronokra jellemzé tipikus Ca®*

jeleket.

Kutatasi célom, hogy automatizalt médszert adjak az alapvonal meghatarozasara. Ennek pontos
megadasa a sejt nyugalmi Ca?* szintjének spontin emelkedései (spontan aktivitis) miatt
dsszetett adatelemzési feladat. Ugyanis emiatt a sejt képes nyugalmi allapotban is akkora Ca?*
szintet mutatni, mint ingerlés utdn varhatd, noha rdvidebb ideig. Tehat, az alapvonal
meghatirozasahoz ezen spontdn aktiv hatisokat azonositani és eliminalni sziikséges a Ca®"

mérésekbol.

Modszertan
A mérés soran keletkezett adattomeg az egyes sejtek kalcium-szint iddsorai. A sejteket a

mikroszkopos felvételen manualisan jeloltiik ki, mint an. ROI-kat (Region of Interest).

Gaussian Mixture Model (GMM) segitségével adott ROI iddsordban az ingerlés eldtt
szétvalasztom az adatpontokat alpopuldcidkra. Az empirikus slriiségfiiggvényeken
megfigyelhetd, hogy a pontok tilnyomd tobbsége a tényleges nyugalmi Ca®" szint koriil
helyezkedik el, a tobbi pont magasabb értékek koriil tomoriilt a spontan aktiv tiizelések hatasara.
Alapvonalnak annak az alpopulécionak a varhatd értékét vettem, amely legnagyobb sullyal

szerepelt a teljes populécioban.

Bioldgiai szempontbol fontos adat, hogy adott mérésen beliil mekkora a spontan aktiv sejtek
ardnya. Igy a labortagok segitségével tanulé adatbazisokat készitettiink. Erre egy véletlen erd

modellt hoztam létre a spontan aktiv sejtek detektalasara.



Eredmények
Létrehoztam egy grafikus felhasznaldi feliiletet, ahova a mérések feltdlthetok. A kimenet egy

tablazat, mely tartalmazza a ROI-khoz tartozé alapvonalakat és reakciokat.

A GMM-mel pontosabban megallapithatd a sejtek alapvonala, nem kell kiilon metodikat

hasznalni a spontan aktiv és nyugalomban 1évé sejteken.

A véletlen erdd AUC értéke kiilon teszthalmazon 0,96. 105 ROI-bol 6sszesen 8-at azonositott

be tévesen a modell.
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I. Bevezetés
Dolgozatomban kisérleti adatvagyonkezeléssel foglalkoztam, tovabba egy olyan grafikus

felhasznaloi feliilet fejlesztésével, amely eldsegiti a kutatok munkajat kisérleti adataik

kiértékelésében.

Munkam soran a Humén Pluripotens Ossejt Laboratériumhoz csatlakoztam, akik a Semmelweis
Egyetem Pszichiatriai és Pszichoterapias Klinikaval egyiittmikodve a szkizofrénia biologiai
alapjait vizsgaljak. A szkizofrénia egy silyos mentalis betegség valtozatos tlinetekkel, nehezen
diagnosztizalhato és kezelhetd. Ennek egyik oka, hogy a betegséggel kapcsolatos pontos
biologiai folyamatok nem ismertek. A laboratoriumban egy olyan sejtes modellrendszert
allitottunk be, melyben a szkizofréniat kiséré mutaciok hatasat lehet megfigyelni. A modell a
betegség hatasara lejatszodod bioldgiai folyamatok pontosabb beazonositdsat és potencialis

gyogyszercélpontok hatasanak jellemzését teheti lehetové.

Az egészséges és koros idegsejtmikodés kozotti eltéréseket kontroll és mutans sejtvonalak
Osszevetésével elemeztiilk. Tobbféle szempontbol lehet eltéréseket keresni, tobbek kozott a
sejteken beliili kalcium (Ca?*) szint vizsgalatan keresztiil. En az utobbi mérésnek az adataival
foglalkoztam. A mérés soran keletkezett adathalmaz a mérésben résztvevd egyes sejtek
kalcium-szint id6sorait jelenti. A mérést kovetéen a mikroszkép felvételén manualisan
kijeloltiik az egyes sejteket, un. ROI-kat (Region of Interest, ,,relevans tartomany”) l1étrehozva.
Egy ilyen ROI iddsoron az x tengelyen az id6, az y-tengelyen kdzvetetten a kalcium-szint
szerepel, amit az atlagos fluoreszencia-jelintenzitds segitségével mériink kozvetleniil. A

kalcium-szint mérését részletesen a III. fejezetben ismertetem.

A sejtkultira Ca?* szintjét eldszor beavatkozas nélkiil mértiik meg, megkeresve a nyugalmi
alapvonal szintet. Ezutdn ingeriilet atvivé anyagot, glutamat oldatot cseppentettiink a
sejtkultura kamrajaba, amivel neuronokra jellemzd tipikus Ca?" jeleket valtottunk ki. A Ca?*

koncentraci6 beadas utan jelentésen megndtt, €s magasabb szinten maradt hosszabb ideig.

Els6 kutatdsi célom arra vonatkozott, hogy automatizalt médszert hozzak létre az alapvonal
meghatarozasara. Egyes sejteket a beavatkozas el6tti nyugalmi allapotban jellemezheti spontan
aktiv viselkedés. Ez azt jelenti, hogy a sejt Ca®" szintje nyugalmi allapotban is képes lehet
akkora szintet mutatni rovid ideig, esetleg tobb alkalommal is, mint az ingerlés kivaltasa utan
lenne véarhato. Az alapvonal meghatarozasahoz ezeket a spontan aktiv hatdsokat azonositani és

eliminalni sziikséges a Ca?" mérésekbdl.



Gaussian Mixture Model (GMM) segitségével adott ROI idsoraban az ingerld anyag beadasa
elott szétvalasztottam az adatpontokat alpopulacidkra. Az empirikus striségfiiggvényeken
megfigyelhetd volt, hogy a pontok tilnyomo tobbsége a tényleges nyugalmi Ca2+ szint koriil
helyezkedett el, a tobbi pont magasabb értékek koriil tomoriilt a spontan aktiv tliizelések hatasara.
Alapvonalnak annak az alpopulacionak a varhato értékét vettem, amely legnagyobb sullyal
szerepelt a teljes populdcidban. A modell hiperparamétereit 10-rétegli keresztvalidacioval

optimalizaltam.

Létrehoztam egy grafikus felhasznaloi feliiletet (GUI), ahova a mérések adatai feltdlthetok. A
GUI automatikusan szétvalasztja két részre a beadds id6pontjanal az adatbézist, majd
keresztvalidacio segitségével megallapitja, hogy a GMM modell hany normalis eloszlast
illesszen adott ROI adatpontjaira. Ezutdn minden ROI-ra felépiti a GMM modellt az optimalis
alpopulécié szdmmal, majd a legnagyobb sulyu alpopulacionak a varhato értékét, illetve az
alapvonal segitségével szamolt reakcio értékét jeleniti meg kimenetként egy tablazat

formajaban.

Masodik kutatasi célom a spontan aktivitas jelenlétének detektalasa volt. Adott mérésen beliil
a spontan aktiv sejtek aranya fontos informécié a biolégus kutatok szamara. Labortagok
segitségével tanuld adatbazisokat készitettiink a spontan aktiv sejtekrdl. Az adatbézis

segitségével egy véletlen erd6 modellt hoztam létre a spontan aktiv sejtek detektalasara.

A véletlen erd6 AUC értéke kiilon teszthalmazon 0,96 volt. 105 db ROI-bdl Gsszesen 8 db-ot
azonositott be tévesen a modell. Ha minden sejtet spontan aktivnak tekintiink, ahol a véletlen
erd6 modell alapjan becsiilt spontan aktivitasi valdszinliség legalabb 57%, akkor a vizsgalt
teszthalmazon nem sorol hibadsan ROI-kat spontan aktivnak a modell, és megtalalja az Gsszes

spontan aktiv ROI tobb, mint felét.

Dolgozatom tovabbi felépitése a kovetkezd. A Il. fejezetben a szkizofrénia betegséget
ismertetem roviden, illetve attekintem a gazdasagra kifejtett hatasait. A 111. fejezetben a Human
Pluripotens Ossejt Laboratorium munkéjat fogom bemutatni, és bevezetem a biologiai
fogalmakat. A IV. fejezetben a kalcium-jel elemzéssel foglalkozd, hasonld tudomanyos
munkdk modszertanat vazolom fel az alapvonal meghatirozasdnak szempontjabol. Az V.
fejezetben a Gaussian Mixture modellt mutatom be. A VI. fejezetben a véletlen erd6 modell
bemutatasa kovetkezik, szot ejtek a tanuld adatbazisok létrehozésanak nehézségérdl is. A VII.
fejezetben mutatom be a modelljeim eredményeit, illetve a modelljeimhez fejlesztett grafikus,

felhasznaloi feliileteket (GUI-kat). Az utolso, VIII. fejezetben 0sszegezem az eredményeket.



II. Szkizofrénia
A szkizofrénia egy sulyos mentalis betegség, ami a felndtt populacio kb. 1%-at érinti. (Kahn et

al., 2015) Diagnosztizalni nagy kihivas, mert nincs olyan tiinet, amely egyértelmiien igazolna
vagy kizarna a betegség fennallasat. Tiinetek egylittesébdl mar konnyebben lehet kovetkeztetni,
am ezek rendkiviil valtozatosak lehetnek. Tipikus tiinetcsoportok a gondolkodaszavar,

érzékcsalodas, a téveszmék, érzelmi kozony. (Tringer, 2010)

A tiineteknek 3 csoportjat kiilonboztetik meg: negativ, pozitiv és kognitiv. Negativ tiinetrdl
beszéliink, hogyha bizonyos viselkedésmintdk elvesztése, tompuldsa figyelheté meg. Ide
sorolhato példaul az érzelmi kifejezOképesség csokkenése, a beszédhang monotonna valasa.
Pozitiv tiinetekrdl van sz6, hogyha a beteg 1j viselkedésmintékat vesz fel, példaul hallucindlni
kezd, tévképzetei lesznek. Kognitiv tiinetek esetében a beteg észlelése érintett, nehezebben

koncentral, dolgozza fel a bejovo informaciot, memoriazavar is eléfordulhat.

A szkizofréniat 2013-ban vilagszerte az elsé 25 fogyatékossaghoz vezetd okok kozott tartottak
szamon. (Vos et al., 2013) A betegek legalabb felének ismételt korhazi ellatasra van sziiksége.
(Tringer, 2010) Az ebbdl fakadd kozvetlen koltségek, példaul a gyodgyszerek, a kura ara,
komoly mértékben megterhelik az egészségiigyi ellatorendszert. A kozvetett, nehezen
feltérképezhetd koltségek ennek tobbszordsét is kitehetik. Ide sorolhatd példdul a kiesett

jovedelem, és igy az elmaradt ado- €s jarulékbevételek, a szocialis segélyek koltségei.

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) 1998-as becslése szerint a szkizofrénia kozvetlen
koltségei a nyugati orszagokban az egészségiigyi kiadasok 1,6%-2,6%-at teszik ki, amely a
bruttd nemzeti termék (GNP) 7%-12%-at jelenti. (Barbato, 1998, 15. oldal) Ugy vélik, az
Osszkoltség 50%-85%-4ért nem a kdzvetlen, hanem a kozvetett koltség felelds. (Chong et al.,
2016). A szkizofrénidban szenvedd betegek nem tudnak egészséges mindennapi életet élni,

varhatoan 12-15 évvel hamarabb meghalnak az atlagos korhoz képest. (van Os, 2009)

Az el6bb leirtak alapjan tehat érthetd, miért olyan fontos, hogy a szkizofrénia hatterében zajlo
biologiai folyamatokat megértsiik, igy diagnosztizalasa és kezelése egyszerlibbé ¢és
hatékonyabba valjék. A hatékonyabb kezelés nem csak a betegek ¢letmindségének javulasahoz

jarhatna hozza, hanem a kozvetett koltségek csokkenéséhez is.

III. A kutatdécsoport munkaja

A kutatdcsoport tagjai azonositottak egy szkizofrén férfi beteget, akinek a sziilei egészségesek.
Genetikai vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a férfi egy olyan mutaciot hordoz génjeiben,

amely sziilei génjeiben nem talalhaté meg. Ezt a jelenséget de novo mutacionak (DNM) nevezik.
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Ebben az esetben a mutaci6 nem sziiloktdl ©Orokolt, hanem spontan mutacid tortént
sejtosztodaskor a magzatban a DNS-kett6z6dés folyamata sordn. A kutatdcsoport egy sejtes
modellrendszer felallitasan és vizsgalatan keresztiil arra a kérdésre keresi a valaszt, hogy ez a
bizonyos de novo mutdcid hozzajarulhat-e a szkizofrénia kialakuldsdhoz ebben a konkrét

esetben.

Ahhoz, hogy a mutacionak a bioldgiai jelentoségét és hatasat vizsgalni tudjuk, a betegtdl és egy
tole teljesen fiiggetlen személyt6l kontrollként vérmintat vettek. A vérminta felhasznalasaval
indukalt pluripotens 6ssejt (iPSC) vonalat készitettek, majd ezekbdl neuralis progenitor sejteket

(NPC-k) differencialtak.

Egyszeriibben fogalmazva, a vérsejteket géntechnolodgia segitségével vissza lehet programozni
pluripotens dssejt allapotba. Az Gssejt egy nem specializalodott sejt, azaz a sejtnek nincsen sajat,
kitlintetett feladata (Evans, 1981). Egy 0&ssejt korlatlanul tud osztodni, €és specializalodott
utodsejtek 1étrehozaséara képes. Pluripotens dssejt llapotrol az dssejt érésének 5-7. napja kozott
lehet beszélni. Az ebben az allapotban 1évd Ossejt minden testi sejt iranyaba képes
differencialodni. Hétkoznapi nyelven fogalmazva, barmilyen sejt kialakulhat beldle az érés
soran. Amikor ez a specializalodas megtorténik, azt hivjak differencialédasnak. (Apati, 2016)
Ennek az irdnyat a kutatok meghatirozott molekuldk hozzaaddséval befolydsolni tudjak,

esetiinkben az iPSC vonalbdl igy jottek 1étre idegsejtek. (Takahashi, 2006)

Osszefoglalva, neuron sejtkultirdkat lehetett kitenyészteni a szkizofrén betegbél és a fiiggetlen
kontroll személybdl. Ezeket a sejtkulturakat sejtvonalaknak nevezik, mert genetikailag
homogénnek tekinthetok, és megfeleld koriilmények kozott korlatlan ideig fenntartani és

tenyészteni lehet dket.

A kiilonféle kisérleteket a kutatok ilyen sejtvonalakon végezték el, Osszesen 2x2 par

neuronsejtvonalat vizsgéltunk.

Az els6 parban 1év0 sejtvonalak a szkizofrén betegbdl szdrmaznak. Az egyik sejtvonal hordozza
a mutéciot, ezt kodoltuk ,,3PC17-nek. A par masik tagja pedig e sejtvonalnak a genetikailag
modositott, kijavitott (,,egészséges”, vad tipus) valtozata, melyet a ,,#23” kod jelol. Utobbit vad
tipusu sejtvonalnak nevezik, mert a génnek azt a formajat tartalmazzak, amely a természetes

populéciodban (tehat a ,,vadonban™) a leggyakoribb.



A masik par tagjai egy fliggetlen kontroll személy egészséges szervezetébdl szarmaznak. Itt az
eredeti sejtvonal vad tipusu (XCL1), a masik pedig a genetikailag médositott elrontott valtozat,

amely mesterségesen tartalmazza a mutaciot (#25).

A sejtvonalakat jelold roviditéseket az alabbi tdblazat tartalmazza:

mutans vad tipus
szkizofrén beteg 3PC1 #23
egészséges kontroll #25 XCL1
1. tablazat: Sejtvonalak elnevezése

Atfogo kutatasi kérdésiink az, hogy taldlhaté-e a mutans és vad tipusi sejtkozosségek
tulajdonsagai, viselkedése kozott eltérés. Ha az egyik par esetében kiilonbséget talalunk, a
masik part is meg kell vizsgalni egyfajta kontrollként, hogy ott is fennall-e ugyanaz az eltérés,
igy validaljuk az eredményiinket. Azaz példanak okaért, ha a 3PC1 és #23 sejtvonalak kozott
valamilyen eltérést talalunk az egyik kisérlet soran, ugyanezt a kisérletet el kell végezni a #25
¢s XCL1 parra is, és megvizsgalni, ott is fennall-e az eltérés. Semmi megkdtés nincs arra
vonatkozodan, hogy hol és milyen kiilonbséget kell keresni. Rengetek kiilonféle mddszer all
rendelkezésre (pl.: elektromos aktivitds vizsgalata, kiilonbozé fehérjék kifejezddésének
vizsgalata, sejtosztodas, sejtmozgas, kornyezeti hatasok tirdképessége), a dolgozat keretein
azonban tilmutat ezek részletezése. Munkam sorén az egyik jol bevalt modszerrel, a sejten

beliili kalcium-jel elemzéssel foglalkoztam.

A kalcium ionok (Ca?") a sejt jelatviteli folyamataiban kulcsfontossagu szerepet toltenek be, a
sejtek életének szinte minden aspektusara hatissal vannak. A sejtek reagalnak a kornyezeti
véltozasokra, az ezekhez vald alkalmazkodas végett kiilonféle jeleket kell leadniuk. A
jelzésekhez olyan hirvivokre van sziikség, amelyek koncentracidja az 1d6 fliggvényében
valtozik. Ezt a szerepet tolti be a kalcium ion, amely a sejtek jelatvitelét az egyik legnagyobb

mértékben szabalyozza (a masik fontos masodlagos szabalyozoé a foszfation). (Clapham, 2007)

A sejt viselkedését a sejten beliili Ca?" szintjén keresztiil vizsgaltuk. A sejtvonal Ca?" szintjét
eldszor nyugalmi allapotban mértiik, majd bizonyos 1dd utan, miutan a mikroszkopot kezeld
kutaté ugy latta, hogy a neuronsejtek ,,normalisan” viselkednek (azaz a nyugalomban mért
kalcium szint koriilbeliil allandd: egy vizszintes egyenes, a zajt leszamitva nincsen benne trend),
kovetkezhetett az ingerld anyag, a glutamat beadasa. Ennek hat4sara a neuronsejtek tiizelni

kezdtek, a kalcium szint jelentésen megugrott, majd fokozatosan iiriilni, csokkeni kezdett.



A kalcium szint kovetéséhez egy un. kalcium szenzor fehérjét (Fluo-4) hasznéltunk. Ez a
kalcium szenzor egy olyan specialis fehérje, aminek a fluoreszcencidja attol fiiggden valtozik,
hogy mekkora a sejten beliili Ca?* koncentracid. A fluoreszcencia a fehérje altal kibocsatott
fényt jelenti. Fluoreszkalds soran az anyag (itt: a fehérje) elnyel egy adott hulldimhosszisagi
gerjesztd fényt, majd kibocsat egy ettdl eltérd hullamhosszisagl fényt. Magasabb intenzitasu
fluoreszcencia esetében nagyobb Ca®* szintr6l kapunk informaciét. Fluoreszcencia
mikroszkdppal tudtuk ezt a fluoreszcenciat kivaltani és detektalni, 0,85 frame/secundum idébeli
felbontassal. Igy részletes térbeli és idSbeli informéciét tudtunk gytijteni a kalcium szint

valtozasairol.

perikaryon

|
collateralis \ /

v
dendritek

\
|

I

|

|

|

} idegrost = neurit +
i hiivelyei
|

|

|

|

|

telodendrion
i /’\\
< motoros
o \ \\ | idegvégzodés
N\ |
TENIOVAT

1. dbra: A neuron dltalanos 2. dbra: Neuronhalozat mikroszkopos képe (3PC1, 6 hét differencidcié utdn)

sémdja (Forras: Szentagothai,
Réthelyi, 2006, 155. oldal 2/53.
dbra)

Miel6tt a fluoreszencia mikroszkopos felvételen 1évé sejteket bemutatnam, az 1. abra
segitségével ismertetem, hogy néz ki egy neuron (idegsejt). A perikaryon az idegsejttest,
amelyekbdl a kis nyulvanyok, a dendritek agaznak ki. A dendritek f6 feladata az
informdaciofelvétel. A neurit, masnéven axon pedig az informdacio tovabbitasara szolgald hosszu
idegnyulvany. Dendriteken és neuriten keresztiil kapcsolddnak egyméshoz, szervezddnek
halozatba az idegsejtek. A neuron tobbi alkotdéelemének ismertetése ezen dolgozat

szempontjabol nem relevans.

A kovetkez6 abraval szemléltetem, hogy néz ki egy neuronhalozat a valésagban. A 2. abran

egy neuronhal6zatrol készitett mikroszkopos felvétel lathatd. A kisebb, barna ovalis foltok a
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sejttestek. A jobb oldali sarokban egy kis négyzetben a felvétel egy ranagyitott része lathato,
amelyben piros korok jelolik a sejttesteket. Jol lathatd koztik és az egész felvételen is a
sejttestek kozotti rengeteg neurit (a hosszikas vonalak), amelyek haldzatba szervezik a sejtek

0sszesseget.

Glutamat beadasa elétt XCLI1 sejtvona] kon foké]]s mérés Glutamat beadasa utan
(5. idépont) (304. id6pont)

3. abra: XCLI sejtvonalakrol fluoreszcencia mikroszkoppal készitett mérések az 5. és 304. idépontban (glutamat
beadasanak idépontja: 299)

Az 3. abran az XCLI1 sejtvonalbol, azaz a fiiggetlen egészséges kontroll sejtvonalbol
kitenyésztett sejtkultura lathatd. A fény intenzitasa jeloli a Ca®" szintet. Ahol fekete a kép, ott
nem talalhato sejt. A fluoreszcencia mikroszkopos felvételen (3. abra) ugyancsak az ovalis és
kerek foltok jeldlik a sejttesteket. A hosszu ,,csikok™ a nytilvanyok, azaz a neuritek. A felvétel
a valosagban monokrom, a fluoreszkalas jelenségének lathatobba tétele érdekében mesterséges

szinezetet (,,16 colors”) raktunk ra.

A sotétkék szin mutatja az atlagos nyugalmi Ca®* szintet, mig az ennél vilagosabb szinek

(rendre: vilagoskék, vilagoszold piros, majd fehér) a minél magasabb Ca?* koncentraciot jeldlik.

Az 3. abran lathat6, hogy a glutamat beadasanak hatdsira az atlagos jelintenzitds nagy
mértékben megndvekedett, magasabb lett a vilagoskék és vilagoszold szinek aranya, illetve a
pirosé is. Fontos észrevenni azonban, hogy a glutamat beadasa el6tt is ,,vilagitottak” mar
sejttestek a sotétkéknél vildgosabb szinnel, vagyis a glutamat beadésa el6tt is lathatdak magas
jelintenzitast sejttestek. Ez a spontan aktiv viselkedés jelenlétét mutatja, azaz azt, hogy az
ingerld anyag beadasa el6tt is képesek a sejtek tiizelésre, amikor a Ca?* koncentracié spontan,

rovid idére megndvekszik. Lathatd, hogy a glutamat beadéasa eldtt csak néhany sejt vilagit
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erésen, mig beadas utan szinte az 0sszes. A spontan aktivitas jelenségének a megmagyarazasara

¢s jelentdségére az IV.2. fejezetben visszatérek.

Egyik kutatasi kérdésiink, hogy a glutamat beadésa eldtt és utdn hogyan valtozott a sejteken

belil a kalcium szint.

¢ 5XCI1 neu 03_13 20x1 glu KCLtif et a X
1/502; 7.11x7.11 cm (512x512): 16-bit: 251MB

ImageJ-n kijelolt adott ROI fluoreszcencia intenzitasa

M M
oy o A
T e Y “"\wl,(w,n\ jw‘vfw Y, ’\,FVM'MV’

Idspont

4. dbra: ImageJ szoftverrel kiértékelt adott ROI fluoreszcencia intenzitdsa (XCLI sejtvonal)

A 4. dbréan a bal oldalon az ImageJ képfeldolgozo6 program lathatd. A szoftverbe a mikroszkop
altal készitett képsorozatot kell feltdlteni, majd az ImageJ-n beliil manudlisan lehet kijel6lni a
sejttesteket. Ezeket a kijeloléseket (azaz kijelolt sejttesteket) nevezziik ROI-nak, azaz Region
of Interest-nek (magyarul: relevans tartomany). A bal oldali képen a mérés 1. idépontja lathato.
Az Image] minden iddpillanatban (itt: 1-502-ig) megméri a fluoreszcencia intenzitast, ennek
idGsora a 4. abra jobb oldalan lathato. A labor kutatasaban nem csak egy ROI-t vizsgalnak a

kutatok, hanem az Gsszes sejttest kijelolésre kertil, mindegyikhez tartozik egy sajat iddsor.

Egy mikroszkopos mérés soran Oriasi mennyiségli adat keletkezik. A mikroszkép egyszerre
koriilbeliil 200 sejtrél készit felvételt, altalaban 400 idépontban. Ilyen mérésekbdl dsszesen 18-
at kaptam kézhez a munkam elején. Osszességében tobb, mint egy millié adatpontrél lehet
beszélni. A mérések azota is sziintelentil folytatddnak, az adattomeg csak nd. Az adatok alapos

szlirésére és automatizalt modszerekre van sziikség a minél pontosabb eredmények érdekében.

IV. Kiértékelés

IV. 1. Adatvagyonkezelés
Az elsd 1épés a biologusok altal vald eldzetes sziirés elvégzése. A mikroszkop altal készitett

felvételen bizonyos sejtek nem keriilnek kijelolésre, mivel ezek a kutatas szempontjabdl nem
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relevansak. Ilyenek a ,glia” tipusi tamasztd sejtek (pl. asztrocitdk), ezek szelekcidjat
morfoldgia alapu manudlis szortirozassal végezziik. Egy szakavatott biologus felismeri a joval
nagyobb méretli és lassabban, kevésbé intenziven reagalo asztrocita sejteket. Ha véletlen mégis
bekeriilnek a mérésbe ezek a sejtek, az idésoron latszik az eltérd reakcid, ilyenkor utdlagos

szlirésre van sziikség.

Ezen feliil a halott sejteket is ki kell szlirni. Ezeket az eleve nagyon magas fluoreszcencia
intenzitasuk alapjan ugyancsak konnyen fel lehet ismerni. A mikroszkép képén ebben az

esetben egy hofehéren vilagitoé pontot lehet 1atni, amely szabadon tiszkal a kamra felszinén.

A harmadik tipusu sejtet, amelyet még sziirni kell, viszont méar csak utdlagosan lehet felismerni,
a ROI-k kijelolésekor. Vannak olyan sejtek, amelyek bizonyos okokbol bioldgiailag eltérden
viselkednek a megszokottol, példaul egyaltalan nem reagaltak a glutamat beadasara. Ezek

ugyancsak nem képezik a kutatas targyat, ezen sejtek sem kertilnek kijelolésre.

IV. 2. Nyugalmi allapot és spontdn aktivitas jelenségének bemutatasa
A reakcid kiszamitasahoz az elsd 1€épés a glutamat beadasa el6tt egy benchmark-ként szolgald

alapvonal megallapitasa. Az alapvonal a nyugalmi allapot atlagos jelintenzitasat irja le. Ez

nalunk konkrétan a beadas el6tti altaldnos, ingerlés nélkiili Ca?*-szintet jeldli.

Ennek meghatirozasa azonban problémakba iitkozik a spontadn aktivitas jelensége miatt. ,,A
spontan aktivitas a neuronok tiizelését jelenti érzékszervi bemenet hidnyaban. Ez a nem
kivaltott vagy ingerfliggetlen aktivitas az idegrendszerek alapvetd tulajdonsaga.” (Uddin, 2020)
A neuronok ezen tulajdonsaga, hogy barmiféle externalis hatas, ingerlés nélkiil tiizelhetnek,
lathato az 1. abra bal oldali felvételén is. A sejtek nyugalmi allapotban voltak, a glutamét ingerld
anyag beadasa csak a 299. idOpontban kovetkezett be. Mégis megfigyelhetd a mikroszkopos

felvételeken, hogy néhany sejt néha fel-felvillant, esetleg tobbszor is.

Pontos definici6é nincs arrol, hogy nyugalmi allapotban mekkora Ca?*-szint emelkedés szamit
spontan aktiv viselkedésnek. Altalanos jellemz6 azonban, hogy a spontan aktiv allapot csupan
rovid ideig all fenn, a tiizelés utan hamar visszazuhan a Ca?*-szint a nyugalmi alapvonal szintre.
Ko6z6s munkank soran a spontan aktivitasnak alapvetden két tipusat kiilonboztettiik meg. Az I.
tipusti spontan aktivitds soran a Ca?*-szint tobb alkalommal is megemelkedik. Ekkor a
neuronhaldzaton egy ingeriilet jar korbe-korbe, az okozza az emelkedés ismétlodését. Egyfajta
szezonalitas jellege van, 4m a periddusok nem feltétlen szabalyosak, emiatt a dekompozicios
idésormodellt nem lehet hasznalni a hatasnak a kisziirésére. Ennek részletei bovebben az IV.3.4.

fejezetben talalhatok. A II. tipusti spontdn aktivitds sordn a nyugalmi allapotban a Ca?*-szint
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csupan egyszer emelkedik meg. Ezt tiiskének (,,spike”) szokas nevezni. Ebben az esetben az
adott sejt mikrokdrnyezete ugy alakult, hogy kialakult egy ,,lokalis inger”, amire a sejt tiizelni

kezdett, am az ingeriilet nem terjedt szét.

1. tipusu spontan aktivitas II. tipus( spontan aktivitas
ROI30 - kontroll vad tipusu sejtvonal ROI101 - kontroll mutans sejtvonal

o
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Caz2+-szint (fluoreszcencia intenzitas)
. o :
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5. dbra: Nyugalmi dllapot a spontdn aktivitds két tipusanak jelenlétében és anélkiil

Az 5. abran harom ROI Ca?*-szintjének az iddsora lathaté. A fiiggdleges piros vonal jeldli a
glutamat beadasanak az idépontjat. A beadas elotti idoszakot nevezziik nyugalmi allapotnak. A
spontan aktivitas jelensége ekkor allhat fenn. A ROI14 alsé iddsoran egy spontan aktivitas
nélkiili nyugalmi allapot lathaté. Az adatpontok egy allando érték koriil mozognak, kisebb-
nagyobb zaj kiséretében, az idOsorban nincs trend (nyugalmi allapotban). Az iddsorban
talalhatd zaj egyrészt méréstechnikai eredetli, masrészt nem idegsejt jellegli
szignalfluktuaciobol tevddik dssze. Ezek lassabb, nem olyan nagy valtozasok szoktak lenni. A
masik két, a ROI30 és ROI101 iddsor esetében azonban nem ez a helyzet, ezek esetében rendre
I. és II. tipust spontan aktivitasrol beszélhetiink. Kilogo értékek tarkitjak a mérést, amelyek
megnehezitik a nyugalmi 4llapot atlagos jelintenzitasanak, az altalanos Ca?*-szintjének, azaz az

alapvonal értékének a megéllapitasat.

IV. 3. Alapvonal meghatdrozésa a kutatdcsoportunkban és mas hasonlé tudomanyos
munkéakban
Az alapvonal meghatarozasara tobbféle modszer is 1étezik. A kutatdcsoportunk és mas, hasonlo

témaval foglalkozd kutatocsoportok altal hasznalt fobb moddszereket az alabbi, 2. tablazat

tartalmazza:
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tényezOinek feltarasa

szennyezddésének kikiiszobolését a film
soran a nyugalmi allapot alatt jelen 1évo
spontan események altal.”

Hivatkozas Kutatasi téma Alapvonal idézet Médszer
Hathy et al., I?;;sz\rllgd?\?ichlita a »(...) és az alapvonal értéke a glutamat
2020, 6. oldal* ) K V1258 beadasa el6tti 20 idépontnak az atlaga.”
szkizofréniaban
»(...) az egyes terminalok alapvonal
Gover et al. Kalcium-jelatvitel . fluoreszcenciajat (Fo) az ingertilet
2003. 2. oldal felemzés a kornyéki kezdetét kozvetleniil megel6z6 harom- ingerlés elétti
T idegrendszerben négy képkockanyi fluoreszcencia rovid id6észak
atlagaként szamitottak ki.” atlaga
Osszefoglal6 a
kalcium-jelatvitel Az Fo alapvonal értékek kiszamithatok
Robbins et al., mérésének és az ingerlés kezdete el6tti, azonos
2021, 5. oldal elemzésének a régioban 1évo értékek atlagolasaval
folyamatarol és (Galizia et al., 1999).”
modszereirdl
»(...) az egyes 30 masodperces filmek
els6 30 képkockajanak atlagos minimalis
A szinaptikus intenzitasu képét hasznaltuk ingerlés eldtti
Newman et al., diverzitis meehatirozé alapvonalként (Fo). Ez a mddszer rovid idészak
2022, 13. oldal & lehetdvé tette a (...) jelek minimumainak

atlaga

Neuronpopulaciok
szerepének vizsgalata a

ingerlés el6tti

Hong et al., 2022,
10. oldal

(noradrenalin és
szerotonin) hatasanak
vizsgalata a vizualis
ingerléssel kivaltott
kortikalis valaszokra

szorvanyos tiiskék altal okozott
szennyezddést kikiiszoboljik” & ,.(...)
az alapvonal [az] atlagos fesziiltség a
villogo fény [ingerlés — a szerzd]
megjelenése eldtti 100 ms idészakban

(..

Jennings et al., viselkedes ,,Az’alapvotrlal ﬂ}loreszcenmat a_teljes ~ teljes _
i1 s felvétel soran mért fluoreszcencia- (=nyugalmi)
2019, 7. oldal szempontjabol az . e L . 1
. (1 . értékek medianjaként szamitottuk ki. iddészak
orbitofrontalis agyi L
g medianja
kéregben
,»a fesziiltségi jeleket 50
Hormonok milliszekundumos (ms) ablak
medianjaval simitottuk, hogy (...) a simitofliggvény

hasznalata +

ingerlés eldtti

rovid iddszak
atlaga

*A kutatocsoportunk tagjanak cikke, amely hasonlé témdban irodott. Kutatocsoportunk korabbi
publikaciokban az atlag modszert hasznalta az alapvonal megallapitasara.

2. tablazat: Alapvonal meghatarozasara hasznalt modszerek

Kutatdcsoportunkban a glutamat beadédsara adott valasznak az ingerlés utani 50 idOpont

maximum értékét vettiik. Azért a maximum értéket valasztottuk, mivel a mikroszkép idébeli

felbontasa nem olyan részletes, 0,85 frame/secundum. Igy lehetséges, hogy a valosagban még

magasabb valaszt (azaz Ca®*-szint novekedést) adtak a sejtek, a mikroszkop azonban til lassu

ahhoz, hogy elkapja ezeket az értékeket, igy mire elkésziil a kép, mér lejjebb esett a Ca®*-szint.
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Emiatt vettetiik el, hogy maximum helyett példdul a 99. percentilis atlagat vegyiik, mivel
biologiai szempontb6l még a maximum érték sem feltétlenil tiikrozi teljesen a valds

valaszértéket (a nem tul részletes felbontas miatt).

Annak az oka pedig, hogy 50 id6ponton beliil vizsgalodunk és nem vessziik figyelembe a
beadés utdni teljes idszakot, az az, hogy bizonyos mérések esetében a glutamat beaddsa utan
1 perccel tovabbi oldatokat is hozzaadtunk a sejtekhez. Igy a teljes id6szak figyelembevételével
nem tisztan a glutamat hatasat kapnank meg, hanem glutamat és tovabbi oldatok (pl. kalium)

egylittes ingerlésére adott valaszt.

A reakcio értéke az alapvonal és a valasz értékeinek hanyadosa. Szemléltetésiil a kovetkezo

abrak (6-8. abrak) tartalmazni fogjak a valasz szintjét is.

A kovetkezokben alfejezetekben mutatom be a kiilonb6z6 modszerek eredményeit és azt, hogy

spontan aktivitas jelenléte hogyan befolyasolja negativan ezeket a szamitdsokat.

IV. 3. 1. Alapvonal mint ingerlés eldtti rovid id6szak atlaga
Az alapvonalat meghatarozhatjuk az ingerlés eldtti néhany idépont (kutatécsoportunk el6zo

cikke alapjan 20 (Hathy et al., 2020)) értékének az atlagaként. Egy valéban nyugalmi allapotban

1év6 sejt esetén a kovetkezd abrat kapjuk ezzel a modszerrel:

Spontan aktivitas nélkili ROI alapvonala atlag médszerrel
ROI14 - kontroll vad tipust sejtvonal

Ca2+-szint (flucreszcencia intenzitas)
8

Id&pont

6. abra: Alapvonal meghatdarozasa spontan aktivitast nem mutato ROI esetén dtlag modszerrel
A 6. abran a sotétkék vonal jeldli az atlaggal szamitott alapvonalat, a vilagoskék a vélasz
értékét, a piros vonal pedig a beadas id6pontjaban a kettd kiilonbségét mutatja. Spontan
aktivitas hianyaban valoban jol miikodhet ez a modszer. A 6. abran megfigyelhetd, hogy az

alapvonal koriili értékek egyszerlien zajnak foghatoak fel.
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A 1II. tipust spontan aktivitas esetében ez a modszer mitkddhet, ha az egyszeri tiizelés nem a

2

beadas el6tti ,,n” id6pontban torténik. Az I. tipusi spontdn aktivitds esetében azonban a
megfigyelt tendencia az, hogy az ismétl6dé emelkedések miatti kilogo értékek nagy eséllyel
megjelenhetnek a beadas eldtti ,,n” idOpontban, igy az atlaggal szamitott alapvonal értéke

torzitott lesz a val6saghoz képest.

Spontan aktiv ROl alapvonala atlag médszerrel
ROI30 - kontroll vad tipusu sejtvonal
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7. dbra: Alapvonal meghatdrozésa spontdn aktiv ROI esetén dtlag médszerrel

A 7. ébran jol latszik, hogy az alapvonal mennyivel magasabbra keriilt a spontan aktivitas
kilogod értékeinek hatasara, hiszen az atlag nem robusztus helyzetmutat6. Az alapvonal
értékének valahol a tiizelések kozotti alacsony szinteken kéne lennie. Tehat az atlag modszer
nem alkalmas olyan sejtkultira alapvonalainak a megéallapitasara, amelyre jellemzd a spontan
aktivitas. A neuronsejtekre ez viszont jellemzd, igyhogy itt mas modszer sziikséges a nyugalmi
allapot Ca?*-szintjének meghatarozaséra.

IV. 3. 2. Alapvonal mint ingerlés el6tti (rovid id6szak) minimum értékek atlaga

A minimum modszer esetében az ingerld anyag beadésa eldtti teljes vagy rovid idészakban az
N7 legkisebb érték atlagat vessziik, és ez lesz az alapvonal. Ez a mddszer természetesen véd az
ellen, hogy a spontan aktivitas hatasara megjelené kilogo értékek miatt tal magas legyen az
alapvonal értéke. A spontan aktivitas hatdsdnak eliminédldsara igy alkalmas lenne ez a médszer,
am hasznalatat egy altalanosabb okbol mégis elvetem. Mivel az idsorban talalhato zaj, ha a
minimumokat vessziik, akkor azzal a zaj aljat kapjuk el, nem a valdés nyugalmi allapot
alapvonalat. Ekkor a reakcio értéke nagyobb lesz a valosagosnal, falsul magas értékeket fogunk

kapni akkor is, amikor a valosagban akar a sejt csak egy nagyon kis valaszt adott az ingerlésre.
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IV. 3. 3. Alapvonal mint nyugalmi allapot medianja
Az alapvonal megallapitasara az atlagnal jobb modszer lehet a median alkalmazasa annak

robusztussaga miatt a kilogo értékekre. Spontan aktivitas hidnyaban biztonsagosabb lehet ezt a
modszert hasznalni, hiszen, ha nagyobb zaj van a mérésben (példaul: fluktuacid), a median
jobban véd ellene, mint az atlag. Spontan aktivitas esetén a kovetkezoket lehet elmondani a
median modszerrdl. A II. tipusu spontan aktivitas esetében, mivel ott relative az I. tipusu
spontan aktivitdshoz, nincs sok kilogo érték, a medidn jo leirdja lehet az alapvonalnak. Az 1.
tipust spontan aktivitas esetében azonban a kilogo értékek nagyobb aranya miatt a median
értéke ugyancsak eltolodik felfelé, még ha nem is akkora mértékben, mint az atlag. Emiatt a

medidn modszer sem teljesen alkalmas az alapvonal megéllapitdsara.

Spontan aktiv ROl alapvonala atlag médszerrel
ROI30 - kontroll vad tipusu sejtvonal
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8. dbra: Alapvonal meghatdrozdsa spontin aktiv ROI esetén medidn médszerrel
A 8. abran jol latszik, hogy a teljes nyugalmi idészakra szamitott median (kék egyenes)
mennyivel alacsonyabban van, mint az atlag (z61d egyenes), &m mindkét érték tovabbra is tavol
all a valosagos alapvonaltol, amelyet kutatocsoportunk a tiizelések kozotti also, adott példaban
55-60 kozotti szintre szeretne megallapitani, amikor a mikroszkopos felvételeken is latszik,

hogy éppen nincs ingerlés alatt a sejt.

IV. 3. 4. Simitofiiggvény ¢és dekompozicios eljarasok alkalmazasa az alapvonal
meghatdrozasara
Tovabbi modszerként sorolhato fel az alapvonal értékének a meghatarozasara a simitofiiggvény

hasznalata. A szakirodalomban egy mas tipusu probléma kapcsan felmeriilt mar bioldgiai
idosorok elemzése soran simitd fiiggvények hasznalata. (Moore et al., 2022) A tanulmany
részletes bemutatasa nem relevans, mivel a vizsgalt kérdésiik és az altaluk szamitott alapvonal
tipusa eltér a kutatocsoportunk munkéjaban hasznalt alapvonaltol. Hormonok felszabaditasanak

a folyamatat vizsgaltak sejtcsoportok kalcium-jeleinek szinkronizaciojan keresztiil. Stimulalas
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nélkiil vizsgaltak az alapaktivitast. Otletet adtak arra, hogy simito fiiggvényeket, illetve idésor

dekompoziciés modelleket alkalmazzak a Ca?*-szint idésorokon.

Az elsd probléma a Ca?*-iddsorok hagyomanyos idésorként vald kezelésével az volt, hogy a
dekompozicio (ami a simitéfliggvények mogotti alapmodell, 1asd Hodrick-Prescott sziird)
elvégzéséhez az iddsort trend + szezonalitds + zaj komponensekre kell felbontani. A
szezonalitas Osszetevéhoz azonban meg kell adni az id6sor periddus hosszat. Ranézésre nem
lehet megmondani a spontan aktiv iddsorainkrél, hogy mekkora a frekvenciajuk, igy a
periodogram fliggvényhez fordultam segitségiil. A periodogram fiiggvényt jelfeldolgozas soran
hasznaljak, és alkalmas arra, hogy megéllapitsa az idésor dominans frekvencidjat, azaz
periodushosszat. (McSweeney, 2006) Hiaba végeztem am el ezeket a szamitasokat, a spontan
aktivitas kivaltotta tiizelések egyaltalan nem ismétlédnek olyan szabalyosan, mint példaul egy
makrogazdasagi idésor (pl. egy fore juto GDP) esetében a honap hatasok. Igy a dekompozicios
modellek nem muikddtek, mivel az idésort nem lehetett megtisztitani a ,,szezonhatastol”, azaz

a spontan aktivitastol.

Spontan aktiv ROI30 periodogrammal megallapitott periodusai
nyugalmi idészak - kontroll vad tipusy sejtvonal
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Spontan aktiv ROI63 periodogrammal megallapitott periddusai
nyugalmi iddszak - kontroll vad tipus0 sejtvonal
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9. dbra: Periodogram fiiggvénnyel megdllapitott periodushosszak spontdn aktiv ROI-k esetében
A 9. abra két spontan aktiv ROI a periodogram fliggvény altal megallapitott periodusait mutatja
be (fliggdleges piros vonalak). ROI30 esetén a megallapitott frekvencia 43, ROI63-nal pedig
37. Jol lathatd, hogy a szabalyosabban viselkedd ROI30 (fels6 iddsor) esetében is
periddusonként eltér a viselkedés (hol hamarabb, hol késébb tor magasra a Ca?*-koncentracio),

am a ROI63 esetében még komolyabb szabalytalansagot lathatunk.

Dekompozicios modell hasznalata ezeken az idésorokon nem vezet eredményre, a szezonhatast

nem lehet eltavolitani az idésorrdl hagyomanyos mddszerekkel.
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10. dbra: ROI30 (XCLI sejtvonal) idésor dekompozicios felbontdsa glutamat beaddsa elétt (1:299 idépontok)
A 10. abra jol illusztralja, hogy a trendet még a szabalyosabban viselkedd ROI30 esetében (igy
az alapvonalat) sem lehet ezzel a modszerrel megragadni. A trend komponens tele van kisebb
nagyobb kilengésekkel, a nem szabdlyos szezonalitds tal és alul becslései miatt. Tehat, a
szezonalitdst (azaz a spontdn aktivitast) nem lehet ilyen modon kiszlirni az iddsorbdl.
Ugyancsak ¢érdemes megfigyelni, hogy a hibatag viselkedése nem irhato le stacioner

folyamatként.

Simitofuggvények alkalmazasat ugyancsak elvetettem. Munkam soran a Hodrick-Prescott (H-
P) sziirével probalkoztam. A H-P sziir6 ugy szamolja ki a simitott idGsor értékeit, hogy egy
matematikai minimalizalasi feladatot old meg. Az egyenlet és tagjainak pontos leirasat
mell6zném, mivel a dolgozat szempontjabol a H-P sziird alkalmazasa nem hangstlyos, csupan
szemléltetés céljabol szerepel. A 1ényeges, hogy egy un. A hiperparaméter allitgatasaval lehet
szabalyozni, hogy a H-P sziird mennyire kozelitse a valds iddsort. Minél kisebb ennek értéke,

annal kozelebb keriilnek a simitott idosor értékei a valésokhoz. (Hodrick, Prescott, 1997)

A problémat az okozta, hogy két lehetséges kimenetelem volt: a A értékét allithatom alacsonyra,
és akkor az eredeti id6sort kapom vissza, csak zaj nélkiil. Ezzel az a gond, hogy a spontan aktiv
hatastol ez a mdédszer nem szabadit meg. Ha simitds utdn veszek atlagot, ahogy Hong és
kutatotarsai tették, a spontan aktiv hatas kilogo értékei tovabbra is zavarni fognak, ahogy az

el6z6 1V. 3. 1. kifejtettem.

A masik lehetdségem, hogy nagyra allitom A értékét, ekkor viszont igazabol amit teszek, az az,
hogy az egész nyugalmi idészakra szamitok egy atlagot, amelyet az el6z6, IV. 3. 1. és IV. 3. 3.

fejezetben targyaltam, hogy miért nem j6 megoldas.
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11. dbra: H-P sziird alkalmazasa spontan aktiv ROI30-0n

A 11. abran lathato, hogy alacsony A érték mellett (100) a H-P sziiré koriilbeliil lekoveti az

eredeti adatsort zajhatdsok nélkiil. Magas A érték mellett (51600 = %, a H-P ajanlasa

14400 havi periddus esetén) pedig tavol vagyunk a valdsnak vélt alapvonaltol, az atlaghoz

vagyunk kozelebb.

Ezek alapjan tehat a 2. tablazatban felsorolt Hong és kutatotarsai megoldésa sem alkalmazhat6
a mi esetiinkben. A simitofiiggvénnyel eltavolitottak a zajt, de magat a spontan aktiv hatast igy

nem lehet eltavolitani.

A kovetkezd, V. fejezetben azt a mdodszert mutatom be az alapvonal megallapitasara, amely
lehetdvé teszi, hogy az alapvonal megallapitdsakor a spontan aktivitds hatdsa mell6zhetdveé

valjon.

V. Gaussian Mixture modell
A spontan aktiv viselkedést mutato ROI-k esetén a Ca?* alapvonal meghatérozasa az V. fejezet

2. ¢és 3. alfejezetei alapjan egy zajsziirési feladatként foghatd fel. Zajsziirési feladat esetén
célunk a vizsgalt valtozd valdsziniiségi eloszlasanak dekompozicidja az eloszlas viselkedését
legnagyobb mértékben meghatarozé ,,f6 eloszlasra” és zajhatidsra. Azonban, a zajhatas tobb
kiilonb6z6 forrasbol szarmazhat, eltéré eloszlasokkal. Eppen ezért az alapvonal megallapitasara
a spontan aktivitds hatdsanak eliminédlasa céljabol a Gaussian Mixture modellt hasznaltam.
Ugyanis, ebben a modellben lehetdség van a vizsgalt valtozonk eloszlasat tetszdleges szamu

kiilonboz6 hatas linearis kombinaciojaként reprezentalni. (Yu, 2012).

A Gaussian Mixture modell esetén a vizsgalt valtozonk valdszinliségi eloszlasa felirhatd egy M

komponensbdl allo Gauss-eloszlasok (azaz: normalis eloszlasok) sulyozott 6sszegeként:
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M
pGID) = ) wig (el 50,
i=1

ahol x jeloli a D -dimenzidés folytonos értékii adatvektort, p(x|1) pedig annak
stiriségfiiggvényét. A A halmaz tartalmazza Osszefoglaloan a suly (w;), atlag (u; ) és
kovariancia (2;) paramétereket. A w;, (i = 1... M) vektor, az eloszlasok stlyait tartalmazza,

mig g(x|u;, 2;) pedig a normalis eloszlasok siiriiségfiiggvényét reprezentalja:

1 -1
Sy = —Ce—u)" Xy CGe—py)
g('xllu‘llzl) (Zn)D/ZIlel/ze 2 )

ahol u; az atlagok vektora, X; pedig a kovariancia-matrix. A w; sulyok osszege 1. Az M egy
hiperparaméter, ezzel a valtozéval azt lehet beallitani, hogy hany normalis eloszlas linearis

kombindciodjaként reprezentaljuk a vizsgalt x adatvektor eloszlasat.

A paraméterek becslése Maximum Likelihood (ML) becslésen alapul:

T
D = | [pel2) - maxi
t=1

ahol T a tanulé vektorokat jeloli, X = {x, ..., x7}. Az ML becslés soran a GMM modellt olyan
A paraméterekkel kivanjuk felépiteni, amelyek maximalizaljak annak a likelihood-jat (azaz
valoszinliségét), hogy véletlen mintanvétel esetén az altalunk megadott (tanitd) adathalmazt

kapjuk vissza. (Reynolds, 2009)

Mivel a GMM-likelihood fiiggvény a A paraméterek nem-linearis fiiggvénye, kdzvetleniil nem
lehet maximalizalni. Ezt az expectation-maximization (EM) algoritmussal lehet elvégezni.
Ennek lényege, hogy felépit egy kezdeti modellt A paraméterekkel, majd egy tjabbat A
paraméterekkel ugy, hogy p(X|1) = p(X|1), azaz az Gjabb modell altal becsiilt értékek
bekovetkezési valoszinlisége magasabb, mint az eldzé¢. A kovetkezo iteracidban az i) modell
lesz a kezdeti modell. Ez addig ismétlddik, amig egy konvergencia kiiszobértéket el nem ér az
algoritmus. A kezdeti modell altalaban egy binaris vektorkvantalas becslésbdl szarmazik.
(Ballard, 2000)

A modell hiperparaméterének, az eloszldsok szaménak ( M ) az optimalizalasara
keresztvalidaciot alkalmaztam. A klasszikus tesztek hasznalatat (példaul likelihood-ratio test)
azért vetettem el, mert a modellszelekcids tesztek esetében ismerni kéne a teszt

probastatisztikajanak hatareloszlasat igaz nullhipotézis (Ho) esetén. Egy olyan Gsszetett modell
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esetében, mint a GMM, ennek ismeretét nem feltételezhetjiik. Esetleg bootstrap szimulaciok
futtatdsaval lehetne kovetkeztetni az eloszlasra, amelyek futasidében koltségesebbek, mint a

keresztvalidacios szimulaciok alkalmazasa. (LeDell et al., 2015)

Az informacids kritériumok 6nallé hasznalatat is elutasitottam, mivel azok a sokasagot (nem
megfigyelt adatpontokat) nem veszik figyelembe. A két gyakran hasznalt informacids kritérium,
az Akaike- (AIC) és a Bayes-Schwarz informacios kritérium (BIC) képlete a kovetkezOképpen

néz ki,
AIC =2k — 21In(L)
és
BIC = kIn(n) — 21n(L),

ahol £ a likelihood fiiggvény maximalizalt értéke, k a modellben szerepld paraméterek szama
¢s n a mintaelemszdm. Lathatd, hogy egyik egyenletben sem szerepel olyan tag, ami

figyelembe venné a megfigyelt mintan kiviili, ,,out of sample” vilagot.

Redlisabb képet kaphatunk tehat, hogyha ,resampling” modszert haszndlunk, azaz
keresztvalidacio segitségével allapitjuk meg, hany normadlis eloszlast illesszen a GMM. A
keresztvalidalas 1ényege, hogy a bemeneti adathalmaz kiilon részét hasznalja fel arra, hogy a
modellt tanitsa (azaz elvégezze a maximum likelihood paraméterbecslést) és egy masik részét
arra, hogy validalja, azaz tesztelje. Ez a folyamat pedig tobbszor ismétlésre keriil (James et al.,
2021).

10 rétegii keresztvalidaciot alkalmaztam, a hiperparaméter hangolasara a Python scikit-learn
csomagjanak GridSearchCV fliggvényét hasznaltam. A 10 rétegli azt jelenti, hogy a modszer
az adathalmazt Gsszesen 10 rétegre bontja fel, és ezek mindegyike pontosan egyszer lesz
tesztelési rész. Azaz 10 iteracidoban mindig a teljes minta 9/10 része lesz tanul6 €s 1/10 része
teszteld minta, és minden iteracidban az eredeti felosztas egy masik tizede lesz a teszteld minta.
A modellt betanitom a tanul6 részen, majd validalom a teszteldn, €s ezt megismétlem Gsszesen
10-szer. Végiil atlagolom a validaciok soran kapott BIC értékeket. Mint lathattuk az
informacios kritériumok bemutatasanal, egy informacios kritérium leirja a modell illeszkedését
a maximum likelihood modszerrel megbecsiilt 4 paramétervektor mellett oly modon, hogy a
kisebb BIC jelent jobb illeszkedést. A keresztvalidacio soran kapott atlagos BIC irja le a GMM
teljesitményét egy adott hiperparaméter értek mellett. Amelyik hiperparaméter értek a
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legkisebb keresztvalidalt BIC értéket szolgaltatja, az tekinthetd optimalis hiperparaméter

valasztasnak.

A keresztvalidacio kezdeti 1épése a lehetséges hiperparaméter értékek megadasa egy vektorban.
Esetemben csak egy vektort kellett megadnom, amiben a lehetséges normalis eloszlasok szamat
1-6-ig hatdroztam meg. Ezutdn a GridSearchCV fiiggvény azt a hiperparaméter értéket adja
meg kimenetként, amellyel a felépitett modell ,.értékeld” (scoring) pontszdma a validalo
adathalmazon a legmagasabb volt. A GridSearchCV fiiggvény GMM modell
hiperparaméterének optimalizalasa soran automatikusan beépitett scoring fiiggvénye a Bayes
informacios kritérium (BIC). Mivel a scoring fliggvényt a GridSearchCV maximalizalja, igy itt
valdjaban a negativ BIC szerepel, hiszen a maximum negativ BIC = minimum pozitiv BIC.
Azaz annyi normalis eloszlast fog illeszteni, amire a negativ BIC értéke a lehetd legmagasabb.

A keresztvalidaciot minden egyes ROI-ra kiilon futtattam.

A Gaussian Mixture modell mogatti alapkoncepcid tehat az, hogy egy bonyolult (multimodalis)
eloszlas felirhatd sok egyszerli, normalis eloszlas Osszegeként is. A modell megkozelitése
Iényegében az approximacios tétel alkalmazasa stirtiségfliiggvényekre. Azt mondja a tétel, hogy
barmilyen bonyolult fiiggvény megkozelithetd egyszeribb elemek linedris kombinacidjaként.

(Cs4ji, 2001) Ez a neuralis halozatok alaptétele is. (Kratsios et al., 2020)

A Ca®" adatok esetében feltételezziik, hogy az adatpontok tilnyomo tdbbsége nyugalmi
allapotban az alapvonal szint kornyékén tomoriil, am az adatpontok egy kisebb, mégis jelentds
része egy magasabb értéknél taldlhatd a spontan aktivitds hatdsara. Az el6zdeket tdmasztja ald
a kdvetkezd, 12. 4bra is, ahol jol lathato, hogy a spontén aktivitas hataséra felvett magas Ca®*-
értékek kornyékén a jobb oldali hisztogramon a 100-as érték kornyékén puposodas lathato,
plurimodalis eloszlast olvashatunk le. Az alapvonal koérnyékén (kb. 55-6s érték) talalhato
természetesen a legtobb adat, &m nem elhanyagolhat6 a spontan aktivitas hatasara felvett magas,

100 koriili értékek aranya sem, lokalis méduszrol beszélhetiink.
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12. abra: Spontan aktiv ROI30 iddsora (beadds elétt) és hisztogramja

VI. Véletlen erdo modell

A véletlen erd6 modell dontési fak kombinacidjaként allithato eld.

A dontési fa egy olyan osztilyozo algoritmus, amely nem rendelkezik matematikai
elofeltevésekkel. Az adatok kiilonbozd attriblitumai, azaz magyardzo valtozoi, prediktorai
alapjan sorozatosan kettébontja az adathalmazt minél homogénebb csoportokra a kimenet

(eredményvaltozo) értéke szerint. Mas szoval a modell heterogenitast minimalizal.

A dontési fa 6sszesen 3 részbdl épiil fel, ezek a kovetkezdek: gyokér/torzs (root node), amely a
kiindulopontot jeloli, az dsszes adatot. Ez a kezdeti pont, amikor még nem tortént szétbontas.
Agak (branches), ahol mar megtortént az adatok szétvalasztasa bizonyos attribiitumok mentén,
de még nem alakultak ki a végleges csoportok, tovabbi bontasok fognak kovetkezni. Levelek
(leaf nodes), a végsd csoportok, amelyeket az algoritmus mar nem bont tovabb. A 13. abra
mutatja be ezeket az 9sszetevoket. Az abran egy mintaként szolgald dontési modellt lathatunk,
amelyet a Titanic utasainak tlélés szerinti osztalyozasara épitettek. Legfeliil lathato a gyokér,
a teljes minta még megtalalhato itt. A kovetkezo 1épés a bontas, amely itt a nemek szerint tortént.
A bal oldali 4gon taldlhatdak meg a férfiak, a jobb oldalin a ndk. Ezt tovabbi bontasok kovették,

amig el nem jutottunk a levelekig, amelyet a modell mar nem bont tovabb.
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13. abra: Titanic utasainak tulélés szerinti osztalyozasa véletlen erdé modellel (forrdas: Kovdcs LdszIo orai példa)

En a szakirodalomban legnépszeriibb CART (Classification and Regression Tree) algoritmuson
alapuld dontési fat alkalmaztam (James et al., 2021), amely a fa leveleinek 1étszamokkal

stlyozott atlagos heterogenitasat minimalizalja a Gini-index felhasznalésal,

k
G=1—Zfi2,
i=1

ahol k az eredményvaltoz6 kategoriainak szamat, f; pedig a kategoriak részaranyait jeldli a
teljes mintaban. A fa komplexitasat a komplexitasi paraméter (cp) hiperparaméter allitdsaval
lehet szabalyozni. Minél kisebb ennek értéke, annal szerteagazobb lesz a fa. A CART addig rak
ujabb kettébontdsokat a faba, amig azok az illeszkedését josdgat, ami esetiinkben, mivel

osztalyozasrol van sz6, a Gini-indexet legalabb cp-vel javitjak.

A véletlen erdd az ensemble, azaz bizottsag technikan alapszik. A véletlen erd6 egy rengeteg,
nem azonos dontési fabol allo modell. A végso osztalyozast tigy kapjuk meg, hogy az egyéni

dontési fak osztalyozasat tObbségi szavazas ala vetjiik.

Az eltérd dontési fak létrejottét két dolog biztositja, a bootstrap aggregating (bagging) és a
valtozok varidlasa. A bagging azt jelenti, egyik fa sem dolgozik azonos adatokbol. Az eredeti
adatokbol visszatevéses mintdval az eredeti adathalmazzal megegyezd elemszamu mintat
vesznek minden egyes dontési fa esetében. A valtozok varidlasa pedig azt jelenti, hogy a fak
minden egyes kettébontasndl mas valtozok koziil vélasztanak. A valtozokbdl visszateves

nélkiili mintat vesziink, ennek elemszamat az mtry hiperparaméter adja meg. (Breiman, 2001)
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A spontan aktivitds detektaldsara az osztalyozd véletlen erd6t alkalmasnak taldltam, mivel
pontos predikcidra képes a tulillesztés veszélye és a mélytanuld neuralis halézatok magas
szamitasi kapacitasa nélkiil. Ez alapvetden egy klasszifikacids probléma, és a véletlen erdd egy
népszerii osztalyozé modell, bizonyitottan jo eredményekkel. (James et al., 2021) A spontan
aktiv ROI-k automatikus detektalasa a kutatas szempontjabol rendkiviil fontos informacio. Ha
a vizsgalt sejteket szétbontanank két csoportra, spontan aktiv €s spontan aktivitdst nem mutato
sejtekre, ez tovabbi elemzési szempontokat jelentene, és vizsgalhatova valna sok 0j kérdés
(p¢ldaul: nagyobb reakciot ad-e egy olyan sejt az ingerlésre, ami spontan aktivitast mutatott;

mutans és vad tipus sejtvonalak kozott eltéré-e a spontan aktiv sejtek aranya.)

Véletlen erd0 modellem felépitéséhez az R nyelvet hasznaltam, a GMM-mel ellentétben,
amelyhez pedig a Python nyelvet hasznaltam. A véletlen erdd mtry hiperparaméter értékét 10
rétegli keresztvalidacio segitségével hangoltam. Erre a caret csomag train fliggvényét
hasznaltam, amelynek a GridSearchCV-hez hasonldéan ugyancsak meg kell adni a lehetséges
hiperparaméter értékeket. Ezek értékét 1-15-ig adtam meg, mivel dsszesen 198 valtozoém volt,
¢s alapesetben a hiperparaméter értékét a valtozok szamanak négyzetgyokeként hatdrozzak meg,

ami jelen esetben 14,07.

A keresztvalidacio soran a tanul6 adatokra modellt illeszt az algoritmus, majd a validalé mintan
kiszamitja a modell teljesitményét, amelyet itt a pontossag (accuracy) mutatd hatdroz meg. A
pontossag mutato a talalati ardnyt jelenti, amit gy kapunk meg, hogy a helyes talalatok szamat
elosztjuk az Osszes megfigyelés szamaval. Végiil a legjobb pontossagi teljesitményt elérd

paraméterek kertilnek a végleges modellbe. Ennek érteke 15 lett.

VII. Eredmények

VII. 1. Gaussian Mixture modell eredmények
A Gaussian Mixture Model segitségével klaszterezni tudtam az adatpontokat kiilonbozo

alpopulaciokra. Ahogy az V. fejezet 12. dbrdjan is szemléltettem, mind a vonaldiagram, mind
a hisztogram alapjan az a sejtésiink lehet, hogy a spontan aktiv ROI-k id6soranak az adatpontjai
tobb alpopulaciobol, azaz a GMM hasznalatabol kovetkezden tobb normalis eloszlasbol
éplilnek fel. Annak értékét, hogy hany normalis eloszlast illesszen a modell adott ROI-ra,
keresztvalidalt likelihood szdmitdsaval hatdroztam meg. A kovetkezd, 14. dbran bemutatom
spontan aktiv sejtek hisztogram abrajan, hogyan néz ki a gyakorlatban a populaciéjuk GMM

altali alpopulaciokra bontésa.

27



Spontan aktiv ROE
mpgaimi ibszak - kertrell vad Hpusi saptenal

i

| | | .
[T/ N N I A
i 1 ‘

- Ilw”'"l i {'\ (. | \l\ |
PN holl \
PO AL VLA

" \ IR AN 1\ |
Vl‘l.w"\"‘ '\W‘MI MI"\MF"I 1“’“‘."“ Hu"l \u‘fuwi v M'\’ L'.f A \/
Spontan akliv ROISS )
1
\ I AI
f‘u /" ‘|\

| | | Il

i | | I
O ) |
-l I LA i
o A M \ I A
[ T A RV R A
’ 'I‘ I‘ A _f'\;j NI‘. |‘J o k‘w }j‘ | .\"f‘ ‘I‘1 M ‘I# \‘n

! I‘r\\.’ﬂ I‘!‘I \M\,IA'L"HV“J\I‘M ¥ ’ J“h\ N’“ A v‘\\ ﬁuj'\ \"vl\n"‘j\(
. !

ROI16 hisztogram és GMM alpopulaciék
\

0.150
0.125
Fyﬂ 0.100
=
S 0.075
wI
0.050

0.025

0.000 s
60 70 80 90
Ca2+-szint (fluoreszcencia intenzitds)
ROI56 hisztogram és GMM alpopuléciok
f

50 60 70 80 90 100
Ca2+-szint (fluoreszcencia intenzitas)

14. abra: XCLI sejtvonalbol szarmazo ROI16 és ROI56 spontan aktiv sejtek iddsorai és hisztogramjai nyugalmi allapotban,

és az alpopulaciok normalis eloszlasai

Az ,,.XCL1” sejtvonalbol szarmazo ROI16 és ROI56 spontan aktiv sejtek. A 14. abra bal oldalan
a nyugalmi allapot idésorai lathatéak, jobb oldalon pedig ezen értékek hisztogramjai. A

keresztvalidacid elvégzésével a ROI16 esetében 5, a ROIS6 esetében 4 normalis eloszlast

optimalis illesztenie a GMM-nek. A kiilonféle szinli, folytonos vonalak jelolik az

alpopuléciokra illesztett normalis eloszlasokat, a szaggatott vonal pedig a normalis eloszlasok

stlyozott sszege, azaz a valtozo tapasztalati valosziniiségi eloszlasa.
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15. abra: XCL1 sejtvonalbdl szarmazo ROI156 nem spontan aktiv sejt idésora és hisztogramja nyugalmi és teljes iddszakban,
és az alpopulacio normalis eloszldasai

A 15. abran a spontan aktiv tevékenységet nem mutatd ROI iddsora és hisztogramja lathato,
illetve a GMM altal megallapitott 2 alpopuldciok normalis eloszldsai. A bal fels¢ abra a

nyugalmi, az also a teljes id0szak idOsorat mutatja.

Az idegsejtekre jellemz6 spontan aktivitas hianyaban is beszélhetiink nem idegsejt jellegii
szignalfluktuaciorol. gy a nem spontéan aktiv sejtek idésoraban taldlhato zaj a mérési zaj mellett
ezt a kisebb fluktuacids hatést is tartalmazhatja, igy indokoltnak taladljuk a GMM hasznélatat a

nem spontdn aktiv sejtek esetén is.

Alapvonalként annak a normalis eloszlasnak a varhat6 értékét, azaz atlagat vettem, amelyik a
legnagyobb sullyal szerepel a modellben, més szoval az a normalis eloszlas ,.klaszter”, ahova
az adatpontok a legnagyobb valoszinliséggel tartoznak. A kovetkezd dbrakon és tablazatokon
bemutatom, hogy mekkora lett az alapvonal érteke GMM ¢s egyéb alternativ (atlag, median,
minimum) modszerekkel 2 spontan aktiv (ROI30 és ROI63) és egy spontan aktivitast nem

mutat6é (ROI156) ROI esetében.

Az alternativ modszerek a kovetkezoket jelentik: atlag modszer = glutamat beadasa elotti 20
id6pont atlaga; median mddszer = nyugalmi allapot (glutamét beadasa elotti teljes iddszak)

medidnja; minimum maddszer = nyugalmi allapot 30 legkisebb értékének atlaga.
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A tablazatok emellett a valaszokat (glutamat beadésa utdni 50 idOpont maximuma) ¢és a

reakciokat (vélasz és alapvonal hdnyadosa) is tartalmazzak a kiilonb6z6 alapvonalak esetén.

Spontan aktiv ROI30 Spontan aktiv ROI63 Spontan aktivitast nem mutato ROI156
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16. dbra: Spontan aktiv és spontan aktivitast nem mutato ROI-k alapvonalai 4 kiilénbozé modszerrel

A 16. dbran az els6 két iddsor a két spontan aktiv ROIL, ROI30 és ROI63 iddsorat mutatja, illetve
a kiilonb6z6 modszerekkel meghatarozott alapvonalakat. A jobb oldali idésor a ROI156 nem

spontan aktiv sejt Ca®*-szintjét mutatja be.

A minimum moédszerrel meghatarozott alapvonal értéke a legalacsonyabb, ha mutat spontan
aktivitast a sejt, ha nem. A spontan aktiv idésorok esetében megfigyelhetd, hogy a GMM-mel
meghatarozott alapvonal veszi fel a 2. legalacsonyabb értéket. Ezt koveti a median és az atlag,
ahol a median altalaban az atlaggal meghatarozott alapvonal alatt helyezkedik el (mivel az
eloszlas jobbra elnyuld), de ahogy a ROI30 abrajan is lathatjuk, a median és az atlag felvehet
kozeli értéket 1s egymashoz. Azaz lathatjuk, hogy a GMM mddszerrel hatékonyan szét tudtuk
valasztani az adatpontokat, és az alapvonalak tgy lettek meghatarozva, mintha nem lenne
spontan aktivitds jelenség az iddsorban. A tiizelések kezdete eldtti alacsony alapszintre kertilt
az alapvonal, &m mégse olyan alulra, mint a minimum, ami a zaj als6 felére keriilt, igy nem ad

valos képet a nyugalmi allapot atlagos jelintenzitasarol.

Spontan aktiv viselkedést nem mutato sejt esetében, ahogy a 16. abra jobb oldali idésoran is
lathatjuk, a 2. legalacsonyabb értéket a median veszi fel, és ebben az esetben az atlag és a GMM
vesznek fel kozeli értékeket egymashoz. Spontdn aktivitds hidnyaban nem vérhaté olyan

drasztikus eltérés az alapvonalak értékei kozott, mint jelenlétében. A GMM tovabbra is annak
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az alpopulacionak a varhato értékét fogja megadni alapvonalként, amely értékek a legnagyobb
stlllyal szerepelnek a teljes populacioban. Igy spontan aktivitas hidnyaban is hasznalhaté a GM
modell. Méréseink azt mutatjak, hogy nem spontan aktiv sejt esetében a GMM-mel kapott

eredmény nincs messze az atlag modszerrel szamitott alapvonaltol.

Lo ingerlésre adott spontan
ROI M |neg_log_likelihood g vélasz aﬂ tivitas
ROI30 5 -3,7331 128,91 1
ROI63 3 -3,4461 74,38 1
ROI156| 2 -1,9794 89,97 0
3. tablazat: Spontdan aktiv és spontan aktivitast nem mutato sejtek keresztvalidacioval megallapitott optimalis normalis
eloszlas komponensei GMM-ben (M), keresztvalidalt likelihood érték (neg log likelihood), valasz és sp. aktivitas
ROI/médszer ROI30 _ ROI63 _ ROI1156 _
alapvonal | reakci6 || alapvonal | reakcio || alapvonal | reakcio
GMM 56,78 2,27 23,75 3,13 28,80 3,12
atlag 61,70 2,09 31,68 2,35 28,73 3,13
medidn 61,97 2,08 27,40 2,71 28,10 3,20
minimum 54,16 2,38 21,07 3,53 25,16 3,58

4. tdblézat: Spontdn aktiv és spontdn aktivitdst nem mutato sejtek alapvonalai és reakcidi kiilonbézd modszerekkel

A 3. és 4. tablazat jol bemutatja a kiillonb6zé moddszerek eldnyeit és hatranyait. Nem meglepd
moédon a minimum moddszerrel meghatarozott alapvonal a legalacsonyabb mindharom ROI
esetében, azaz a reakcio értéke minimum modszerrel a legmagasabb. Ezzel az a gond, hogy a
nagyobb reakci6 csak annak tudhat6 be, hogy az alapvonal a zaj miatt tal alacsonyra kertilt. A
valosagban el6fordulhat, hogy a sejt igazdbol nem is reagalt érdemileg az ingerlé anyag
beadéséra, viszont a minimum modszer hasznalata miatt mégis olyan eredményeket kapunk,
mintha érdemlegesen reagalt volna a sejt. Ha beallitanank egy abszolut reakci6 értéket (pl. 2),
ami folott reagalonak soroljuk be a sejtet, alatta pedig nem reagalonak, fals értéket kaphatunk

a mérésen beliil a reagdlo €és nem reagalo sejtek aranyarol.

Spontan aktiv sejt esetében az atlag és median modszer esetén a reakcio alacsonyabb, mint a
valosagban. Ez annak tudhatd be, hogy a kilogd értékek miatt mindkét modszer esetén tul
magasra kertil az alapvonal (ahogy a 16. abran is lathato volt), igy a reakcié alacsonyabb lesz a
valosagosnal. A GMM hasznalataval kiszlirédik a spontan aktiv hatas, am nem kapunk a
valdsadgosnal nagyobb reakcid értékeket, mint a minimum modszer esetén. A GMM altali

klaszterezés alapjan redlis értékii reakciot kapunk eredményiil.

Spontan aktivitds hidnyaban a minimum mddszert félretéve nagyjabol azonos nagysagu
reakciokrol beszélhetiink. Ez véarhatd volt, hiszen a nem spontdn aktiv idésorokban nem

talalhatoak a spontan aktivitishoz hasonlé nagy kilogo értékek, igy a GMM-mel a
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kutatécsoportunk altal eddig is hasznalt atlag modszerhez hasonld értékeket kapunk.
Keresztvalidacio alapjan spontan aktivitas hianyaban is akkor kapjuk a maximum likelihood
(azaz: negativ logaritmizalt likelihood) értéket, ha legalabb 2 normalis eloszlast illeszt a GMM.

1 normalis eloszlas varhato értéke, azaz egyszerl atlagszamitas a modell alapjan nem javasolt.

Tehat a GMM spontan aktiv ROI-k esetében sikeresen eltdvolitja a spontan aktivitas hatasat az
1d6sorbol anélkiil, hogy tul alacsonyra becsiilné az alapvonalat. Spontan aktivitas hidnyaban
pedig az alapvonalat azon normalis eloszlas varhatd értékeként hatarozza meg, ahova az
adatpontok a legnagyobb sullyal (valdszintiséggel) keriilnek. Ennélfogva ez esetben a GMM az
alpopuléciokra bontast nem a spontan aktiv kilogoé értékei alapjan végzi el, hanem az idésorban

talalhato zaj alapjan.

VII. 2. Véletlen erd6 eredmények
A véletlen erdd6 modell megépitéséhez tanuld adatbazisra volt sziikség, amelynek

elkészitésében a kutatocsoport tagjai voltak segitségemre. Mivel spontéan aktiv sejtek ugyanugy
jellemzdek a mutans, mint a vad tipusu sejtvonalakra, a tanul6 adatbazisok felépitése soran nem
tettiink kiilonbséget a sejtvonalak iddsorai kozott, mindkét vonalbol hasznéaltunk fel adatokat.
Osszesen 4 mérés idésorait vizsgaltuk meg, 4 kiilonb6z6 sejtvonalon (#25, XCL1, 3PC1, #23),
amely 525 sornyi adatot jelent. A beadasok idOpontjaig vizsgéltuk vonaldiagramon az
iddsorokat, és 2 csoportba, spontan aktiv (1) és spontan aktivitdst nem mutat6 (0) csoportba
soroltuk a megfigyeléseket. A ROI-k esetében az egyes idOpontok fluoreszcencia intenzitas
atlagértékei, azaz a sejtek adott idépontbeli Ca*-koncentracioi jelentik a magyarazovaltozokat.
Tovabbi két magyarazovaltozoként szerepeltettiik emellett a ROI-k nyugalmi idészakaban mért

atlagos Ca?*-szintet, illetve ennek szorasat.

Mivel a spontan aktivitasra nincs egzakt definicio, a kutatok kozott is eltérések alltak fenn, mi
szamit spontan aktiv viselkedésnek. Munkam sordn a témavezetdm, Dr. Tordai Csongor
csoportositasaval dolgoztam, de a kutatdcsoport vezetdje, Dr. Apati Agota is készitett
besorolast 3 idsorra. Erdekes volt dsszevetni a csoportositisuk kozotti kiilonbségeket. A
Cramer-féle V egyiitthato értéke 0,8575 lett, ami erds kapcsolatot mutat a két valtozo kozott,

erds konzisztenciarol beszélhetiink. Azaz érdemben nem tér el a két besorolas.

Tovabbi nehézséget okozott, hogy a glutamat beadasanak idépontja mérésenként valtozik.
Ennek bioldgiai okai vannak. Nem lehet automatizalni, hogy a glutamétot mindig ugyanakkor
adjak be, mivel a mikroszkdpos mérés kezdetekor a sejtektdl fliggott, hogy mennyit kell varni

a nyugalmi allapot bedlltara. Bizonyos esetekben ez hamar megtortént, ekkor relative hamar
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megtorténhetett az ingerlés, am volt, hogy a mérés kezdetekor a Ca®*-szint csokkend trendet
mutatott egy ideig. Ilyenkor a kutatok addig vartak, amig ez a csdokkenés megszilint, és beallt

egy koriilbeliil egyenes vonalld a Ca?*-szint, és csak ezutdn kovetkezhetett a glutamat beadasa.

A 4 mérés kiillonbozo beadasi id6pontjai 196, 254, 298 és 318. Mivel a véletlen erd6 nem tud
se tobb, se kevesebb valtozoval dolgozni, mint az eredetileg megadott valtozdszammal, ezért a
modellt a legrovidebb idészakra, 196-ra készitettem el. Ez gy tortént, hogy a hosszabb
méréseket 196 hosszusagura skalaztam, azaz ezeken az iddsorokon bizonyos oszlopokat
Osszevontam a szomszédos oszloppal atlagolés segitségével, bizonyosakat pedig 6nmagukban

szerepeltettem. Az dsszevonasi helyeket kiilon-kiilon meghatdroztam mindhdrom iddsorra.

Igy a modellben dsszesen 196+2 magyarazovaltozo szerepelt. Az elsd 196 valtozo a 196 mérési
idépont, a két masik valtozo pedig adott sejt atlaga és szorasa az egész nyugalmi allapot alatt.
Utobbi két véltozd szerepeltetése azért fontos, mivel a Ca?*-szint alapvonalak eltérnek
egymastol akkor is, hogyha nincs spontan aktivitas. felépitett Az adatbazist 80%-20% aranyban
osztottam fel, azaz 420 elemil lett a tanito és 105 elemi lett a teszteld adatbazis. Az adatok
normalizalasaval is probalkoztam, ekkor csak a 196 idépont normalizalt értékei szerepeltek a
modellben, mint magyardz6 valtozok. Ez csokkenést eredményezett a keresztvalidalt talalati
aranyban, igy ennek haszndlatat elvetettem. A normalizalt adatokra épitett véletlen erdé modell
AUC értéke kiilon teszthalmazon 0,92, 105 db ROI-bol 0sszesen 17-et tévesen azonosit be a
modell. A végleges modellben igy az eredeti mértékegységiikben szerepeltettem a valtozokat,
a tovabbiakban e modell bemutatasa kovetkezik. Ezen modell részletes teljesitményét az 5. és

6. tablazatok tartalmazzal.

Mivel a spontan aktivitds nem olyan gyakori, érdemesnek taldltam a modell cut-off értékét
atallitani az alapbeallitds 50%-arol alacsonyabb értékre. Azaz azt szeretném, hogy ne 50%-0S
valosziniiség felett becstilje a modell spontan aktivnak az adott sejt viselkedését, hanem esetleg
mar egy kisebb spontan aktivitasi valoszinliség felett is. Ennek az értéknek a meghatarozasara
eldszor is ROC-gorbét szamitottam. A pozitiv osztaly, amit pontosan megbecsiilni kivanok, az
1-es osztaly, azaz a spontan aktivitas. Olyan cut-off értéket akarok tehat megallapitani, amely
esetében a szenzitivitds (True Positive Rate, TPR) a lehetd legmagasabb, azaz annak az értéke,
hogy a modelliink hany szizalékat azonositja a valdsdgban az eredményvaltozd pozitiv
osztalyaba tartozo egyedeknek helyesen, a lehetd legnagyobb. Ekozben az 1 — specificitds
(False Positive Rate, FPR) értékét minimalizalni kivanjuk. A specificitds mutatja, hogy a
modelliink hany szazalékat azonositja a valésagban az eredményvaltozo negativ osztalydba
tartozo egyedeknek helyesen. A ROC-gorbe az 1 — specificitas értékét hasznalja, azaz azt, hogy
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a negativ osztalyba tartozd egyedeknek hany szézaléka lett tévesen a pozitiv osztalyba sorolva
(igy ez a pozitiv osztaly FPR-ének nevezhetd). A ROC-gorbe x-tengelyén az 1-specificitas, y-
tengelyén pedig a szenzitivitas talalhato, €s a gorbe pontjai a kiillonbozé cut-off értékekhez

szamolt FPR-TPR értékeket adja meg.

A ROC-gorbe alatti teriilet optimalis esetben 1, hiszen ekkor y = 1, azaz TPR = 100% (minden
pozitiv osztalyba tartoz6 egyedet helyesen beazonosit a modell) és x =0, azaz FPR = 0% (egyik
negativ osztalyba tartozo egyedet sem azonositja pozitiv osztalyba tartozoként a modell). A
ROC-gorbe alatti teriilet a modellem esetében 0,9598, ami kozel van az idealis allapothoz.
Akkor vagyunk ehhez a legk6zelebb, ha az idealis (0,1) pont és a ROC-gorbén talalhatd Gsszes
(x,y) pont euklideszi tavolsagat megmérjiik, €s a legkisebb tavolsaghoz tartozé cut-off értéket
vessziik. Ennek értéke esetemben 29,75%. Tehat, ha a véletlen erdd6 modell altal becsiilt

valosziniiség legalabb 29,75%, akkor mar spontan aktivnak szdmit a ROI.

Tesztel6 adatbazison a modellem konfuziés matrixa 50% és 29,75%-0s cut-off mellett a

kovetkezoképpen néz ki:

Val6s spontan aktivitas

cut-off = 50% cut-off = 29,75%
0 1 0 1
= 0 84 7 77 1
(&}
53 1 0 14 7 20

5. tablazat: Véletlen erdd modell konfiizios matrixai 50%-os és 29,75%-0s cut-off mellett

cut-off =50% | cut-off = 29,75%
Accuracy 93,30% 92,40%
Precision(1) 100,00% 74,07%
Precision(0) 92,31% 98,72%
Recall(1) 66,67% 95,24%
Recall(0) 100,00% 91,67%

6. tablazat: Véletlen erdd teljesitménymutatoi 50%-os és 29,75%-0s cut-off mellett. Piros = csokkenés, zold = novekedés az
eredeti mutatohoz képest.

A 6. tablazatban lathat6 eredeti, cut-off = 50%-0s véletlen erdé teljesitménymutatoi a recall(1)
mutatot leszamitva magas értékek. Azonban mivel a modelliink célja, hogy a recall(1) mutato
minél magasabb legyen (tehat annak értéke, hogy a modell altal spontan aktivnak prediktalt
ROI-k kozott legyen az 6sszes valojaban spontan aktiv ROI-k minél nagyobb szazaléka), a cut-
off értéket optimalizaltam, és mar 29,75%-os becsiilt valoszinliség felett spontan aktivnak
azonositotta a modell a sejtet. Az (1j modell teljesitménymutatoinak az értelmezése a kovetkezo:

Accuracy/Pontossag = 92,40%, azaz a modell helyesen osztalyozta az Osszes sejt 92,4%-at;
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Precision(1)/Precizitas(1) = 74,07%, azaz a modell altal spontan aktivnak becsiilt sejtek koziil
74,07% valdban spontan aktiv; Precision(0)/Precizitas(0) = 98,72%, azaz a modell altal spontan
aktiv viselkedést nem mutatonak becsiilt sejtek koziil 98,72% valoban nem spontan aktiv;
Recall(1) = 95,24%, azaz a spontan aktivnak prediktalt sejtek kozott van az Gsszes valdjaban
spontan aktiv sejt 95,24%-a; Recall(0) = 91,67%, azaz a nem spontan aktivnak becsiilt sejtek
kozott van az 6sszes nem spontan aktiv sejt 91,67%-a. Azaz valdban nétt a pozitiv osztalyba
(spontan aktiv) tartozé egyedek becsiilésének a helyessége, és a csokkenés ellenére is magasak
a teljesitménymutatok értékei. Az ) 29,75%-0s cut-off haszndlataval a modell, ahogy az
absztraktban is szerepelt, csak 8-at hibazik a 105 elemi tesztelé adathalmazon. Habar a
hibazasok szdma 1-gyel tobb, mint az 50%-0s cut-off esetében, megéri a csokkenés a talalati
aranyban a recall(1) mutatd nagyfoku javulasa okan. A ROC-gorbe alatti teriilet (AUC) értéke
0,96.

VII. 3. Grafikus felhasznaloi feliilet

VII. 3. 1. GMM alkalmazas
A kutatocsoportban dolgozd bioldogusok és orvosok nem tanultak programozni tanulmanyaik

soran. Emiatt fontosnak tartottam, hogy a Gaussian Mixture és a véletlen erdd6 modell
hasznalatat felhasznalobaratta tegyem, alkalmazasok fejlesztésén keresztiil. Célom az egyszeri

hasznalat és az automatizacid kialakitasa volt.

A Gaussian Mixture modellt Python nyelven készitettem el, igy az alkalmazas elkészitéséhez a
tkinter csomagot hasznaltam. Az alkalmazas python kodja Githubon, a kdvetkez6 linken érhet6

el: https://github.com/Lorega/ TDK 2023

Az ott talalhat6 README.md f4jlban megtalalhatdak a kéd futtatasdhoz sziikséges csomagok
¢€s verzidszamaik, illetve emellett két proba adatsor is talalhato, amellyel a GMM ¢és a véletlen

erdd alkalmazas is kiprobalhatok.

i GMM application - O X

Calcium Imaging GMM alapvonal

készitette: Gardi Réka Lorin
2023

1.Fi]bet6lt6u|
=
3.Exporﬁlés|

17. abra: GMM alkalmazas (sajat fejlesztés)
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A 17. dbran lathato az altalam fejlesztett alkalmazas. Az 1. gomb megnyomasaval bemenetként
egy .csv fajlt kell megadni (els6é oszlop: iddpontok, ,,Frame” oszlopnévvel; tovabbi oszlopok:
ROI-k [,,ROI0”, ,ROI1”, ,ROI2”... oszlopnevekkel]; sorok: idépontok; értékek: Ca®*-szint,
tehat fluoreszcencia-intenzitas). A fajl elnevezése soran a kutatocsoport altal kovetett fajlnév
konvencidkat kell kdvetni. A névben az informacidkat (pl. kisérlet éve, ingerlé anyag tipusa)
kotdjelekkel kell elvalasztani, és az utolsd tagnak kell lennie a szdmmal megadott beadasi
idopontnak. Ez azért fontos, mert a program automatikusan a f4jlnévbdl szedi ki a beadas
id6pontjat, €s az alapjan végzi el a feltoltott mérés idosoranak kettévalasztasat nyugalmi és
ingerlés utani allapotra. Példanak okéaért megfeleld név ezek alapjan, hogy ,,XxxX-XXX-XXX-
300.csv”, ha a 300. id6pontban tortént az ingerlé anyag beadasa. Sikeres betoltés esetén egy

felugro ablak értesiti errdl a felhasznalot.

Ezutén a 2. gomb megnyomaésaval az alkalmazas elvégzi a keresztvalidaciot és az alapvonalak
kiszamitasit GMM modszerrel. Koriilbeliil 1 perc varakozas utan automatikusan megjelenik
kimenetként egy adattabla, amely tartalmazza a keresztvalidalt normalis eloszlasok szamat (M),
a keresztvalidalt likelihood értéket (neg_log_likelihood), a GMM altal szamitott alapvonal

értéket (gmm_baseline), a valasz értékét (max_value) és a reakcio értékét (reaction).

Miutan a felhasznald megtekintette a tablat, csukja be, majd a 3. gomb megnyomasaval .xIsx

formatumban exportalni tudja az el6zb6leg megtekintett tablat az 4ltala beallitott konyvtarba.

VII. 3. 2. Véletlen erd6 alkalmazas
A spontan aktivitds detektalasara felépitett véletlen erdd modell R alapt, igy a véletlen erdd

alkalmazas megépitéséhez az R shiny csomagjat hasznaltam.

Az alkalmazas elérhetd a kovetkezd linken: https://lorega.shinyapps.io/sp akt veletlen erdo/

Els6 1épésként a ,,.csv fajl tallozas™ alatti ,,Browse” gombbal kell feltdlteni egy .csv adatfa;lt
(elsd oszlop: Idépont; tovabbi oszlopok: ROI; sorok: idépontok és Ca®*-szint (fluoreszcencia-
intenzitas). Az ,,Eredeti adatfajl” fiil alatt megtekintheté a feltoltott adattabla. Az oldalséd
panelen lehet megadni, hogy a .csv fajl mivel van elvalasztva, tartalmaz-e oszlopneveket, illetve,
hogy a fiil alatt a teljes adatfajlt, vagy csak az elsé sorokat szeretné-e megjeleniteni a

felhasznalo.

Alatta a ,,Vektor megadasa (vesszével elvalasztva)” bemeneti cellaba kell beirni vesszével
elvalasztva, hogy a program mely oszlopokat vonja 9ssze a tdle jobbra talalhato szomszédjaval.
Erre a VII. 2. fejezetben is emlitett ok miatt van sziikség a tanul6 adatbazisokkal kapcsolatban.

A véletlen erdé6 modellt 196 megfigyeléssel rendelkezd tanuld adatbézisra épitettem fel (a
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tovabbi 2 valtozdé mar az ebbdl a 196 valtozobdl szamitott atlag €és szords). Emiatt tehat a
bemenetként megadott adatsor nem lehet rovidebb 196 megfigyelésnél. Ha tobb nala, akkor a
felhasznalonak kell megadnia, hogy hol térténjen meg az 6sszevonds. Alapértelmezettként azok
a helyek vannak megadva, ahol 300 hosszusagt adatsor feltltése esetén kell 0sszevonni az

oszlopokat.

A ,,Megadott vektor” fiil alatt tekintheté meg a felhasznalo altal megadott vektor, avagy, ha
nem ad meg semmit, az alapértelmezettként beallitott értékek jelennek meg. Az ,,Osszevont
tablazat (modell bemenete)” fiil alatt tekinthetd meg az adattabla, ami alapjan a véletlen erdd
modell el fogja végezni a prediktalast, azaz a spontan aktivitas becslését. Az ,,Eredeti és
Osszevont tablazat vonaldiagram” fiil arra szolgal, hogy a felhasznal¢ le tudja ellendrizni magat
¢s a programot, hogy az 4bra alapjéan sikeres lett-e az 0sszevonds. A fenti dbra tartalmazza az
Osszevont tablazat ROI1 vonaldiagramjat, az als6 pedig az eredeti ROIl1 vonaldiagramjat
nyugalmi idészakban. A fenti dbra x-tengelye értelemszertien 1-196 kozotti értékeket vesz fel.
Sikeres 0sszevonas esetén lathatd, hogy alapvetden ugyanaz a két vonaldiagram alakja, csak az

alsé abran suriibbek az értékek.

A ,,Spontan aktivitas” fiil alatt tekinthetd6 meg az adattabla, ami ROI-nként tartalmazza a
véletlen erdé modell altal becsiilt spontan aktivitas valoszintiségét (sp_akt_valoszinuseg) és a
becslést, hogy spontan aktiv-e a sejt (becsult_sp_akt, 1 = spontan aktiv, 0 = nem spontan aktiv).
A véletlen erd6 alkalmazasba a VII. 2. fejezetben szerepld 29,75%-0s cut-off alapjan dontd
véletlen erdd modell keriilt a spontan aktivitas becslésére. Alatta egy vektor talalhato, ami a
spontan aktiv ROI-k mennyiségét €s nevét tartalmazza. Az alatt pedig egy interaktiv tabla, ahol
a felhasznalo kivalaszthatja, hogy az eredeti tablabol melyik ROI-t szeretné vonaldiagramon
abrazolva latni. A piros filiggéleges vonal az ingerld anyag beadasanak az idOpontjat jelzi.
Ennek segitségével ellendrizni tudja a kapott eredményeket, megtekintheti példaul, hogy

néznek ki a spontan aktivnak becsiilt ROI-k 1ddsorai a teljes iddszakon.

Végil a ,,Spontan aktiv tablazat letoltése” gombbal a felhasznaldé exportalni tudja .csv
formatumban a ,,Spontan aktiv” fiil alatt talalhato tdblazatot. Fontos, hogy a gombot csak azutan
nyomja meg, hogy a ,,Spontan aktiv” fiilet egyszer mar megnyitotta, hogy legeneralodjon az

exportalni kivant adattabla.
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VIII. Osszefoglalas

A szkizofrénia sulyos pszichidtriai megbetegedés, egyelére nem gyogyithato. A
kutatocsoporttal mutans és vad tipust sejtvonalak Ca?*-jeleinek adatgytijtése és elésziirése utan

megkezdtem az adatok feldolgozasat.

Az abrak ravilagitottak arra, hogy a spontan aktivitas jelenléte miatt az alapvonal
meghatarozasara az irodalomban eddig hasznalt modszerek nem megfelelGek, torzitott
eredményeket adnak. A Ca®*-idésorok elemzése hagyomanyos modszerekkel (idSsor-
dekompozicio, simitoéfiiggvények) nem vezettek eredményre, sziikség volt a spontan aktiv

hatasok elkulonitésére.

Az alapvonal meghatarozasit GMM mddszerrel végeztem el, a spontdn aktivitas hatasokat
ezaltal klasztereztem. 10-rétegli keresztvalidacioval kiszamitottam az egyes sejtekhez tartozo
optimalis normalis eloszlds komponensek szdmat, majd felépitettem a modellt minden ROI-ra
kiilon-kiilon. A modellben legnagyobb sullyal szereplé normalis eloszlas varhato értékét vettem
alapvonalnak ROI-nként. Spontan aktiv sejtek esetében az atlag és median modszerek alatti,
am a minimum modszer feletti alapvonal értéket kaptam, ahogy vartam, ott, ahova a
kutatotarsaim manudlisan is helyezték volna az alapvonalat az dbrak alapjan. Spontén aktivitas
hianyaban pedig az eredeti atlag és median modszerhez hasonlo értékeket kaptam, komoly

eltérésrol nem lehet beszélni a mdodszerek kozott.

Fontos informacio a kutatas szempontjabol, melyik ROl spontan aktiv, igy a spontan aktivitas
automatizalt detektalasara véletlen erdd modellt épitettem. 1000 dontési fat tartalmaz, az mtry
paraméter értéke keresztvalidacio alapjan 15. A magyarazd valtozok a 196 iddépont
megfigyelései, illetve ezek atlaga és szorasa. A cut-off értéke az egységnégyzet ¢s a ROC-gorbe
kozotti legkisebb euklideszi tavolsagot eredményez6 29,75% lett. A modell pontossaga teszteld
adathalmazon 92,4%, 21 spontan aktiv sejtb6l 20-at helyesen beazonosit. ROC-gérbe alatti
tertilete 0,96.

A modellek hasznalatat alkalmazasok fejlesztésével felhasznalobaratta tettem. A kutatds soran
hasznalt egyéb programok kimeneti stilusdnak (pl. ImagelJ) és a fajlelnevezési konvencidknak
megfeleléen a mérés soran kapott adatokat azonnal fel lehet tolteni az alkalmazasokba, nincs
sziikség eldzetes atalakitdsra. A GMM alkalmazas hasznalataval nem sziikséges a kutatonak
egyesével kiszdmolnia a reakciokat kiilon excel fajlokban, hanem a méréseit egymas utan
feltoltheti és kimenetként egy Osszefoglald tdblazatban megkapja az alapvonal, a valasz és a

reakcio értékét is.
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A véletlen erd6 alkalmazasba hasonloan felt6lthet6 a mérés adatfajlja, emellett egy vektort kell
még megadni az Osszevonashoz, hogy a megfigyelések 196 hosszusaguak legyenek. Az
alkalmazds ezutan megbecsiili a ROI-nként a spontdn aktivitas jelenlétét. Interaktiv abra
segitségével leellendrizheti vonaldiagramon a kutatd, mely ROI iddésort sorolta spontan

aktivnak, melyet nem a modell.
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