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1 Einfuhrung

Mithilfe der Durchflusszytometrie wird in der Multiple Sklerose Forschung am Zentrum fur
molekulare Neurobiologie Hamburg (ZMNH) das Blut von Multiple Sklerose erkrankten Per-
sonen untersucht. Ziel hierbei ist es, die im Blut vorhandenen Zellpopulationen zu bestim-
men, was Aufschluss Uber den aktuellen Stand der Krankheit geben kann.

Das Verfahren wird auch als »Fluorescence activated cell sorting« (FACS) und die dabei
entstehenden Daten, als FACS-Daten bezeichnet.

Diese FACS-Daten wurden Uber mehrere Jahre im Rahmen verschiedener Studien erhoben
und in einer sogenannten Biobank gespeichert. Diese enthalt Daten von mehreren hundert
Patienten und tausenden von Proben. Zusatzlich wurden noch weitere klinische Daten, bei-
spielsweise Uber Krankheitsverlaufe und eingenommene Medikamente erhoben und gespei-
chert.

1.1 Motivation

Die in der Biobank vorhandenen Daten haben einen hohen wissenschaftlichen Wert, da ei-
ne derart umfangreiche Erfassung von erkrankten Personen bisher nur selten durchgefiihrt
wurde. Von besonderem Interesse ist die Koppelung der Daten aus der Durchflusszytome-
trie (FACS-Daten) mit den klinischen Daten, wobei eine Korrelation zwischen klinischen Pa-
rametern, wie zum Beispiel Krankheitsverlauf und den Zellpopulationen im Blut, hergestellt
werden kann.

Eine umfangreiche Analyse des Datenbestandes ist zum aktuellen Zeitpunkt mit einem sehr
hohen Aufwand verbunden. Vor der Analyse mlssen die Daten vorverarbeitet werden, um
bestimmte Zellpopulationen, die von besonderem Interesse sind, aus den Daten zu extrahie-
ren. Dies erfolgt zurzeit mit der Software FACSDiva, die keine Mdglichkeit bietet, die Verar-
beitung zu automatisieren. Ein weiteres Problem stellt die unzureichende Organisation der
Daten dar. Diese sind sehr willkirlich in Ordnerstrukturen im Dateisystem organisiert, was
das Finden von Daten anhand bestimmter Kriterien so gut wie unméglich macht.

Eine mdglichst automatisierte Analyse des gesamten Datenbestandes, der sich mitlerweile
in einer GréBenordnung von mehreren Terabyte bewegt, ist sehr wiinschenswert.
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1.2 Einfuhrung in die Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie (vgl. Perfetto u.a. (2004)) kénnen Zellen im Blut gemessen
werden. Hierflr wird das Blut durch eine diinne Messkammer geleitet und mit einem La-
ser beschossen, wobei die Signale des Lasers von zwei Sensoren detektiert werden. Diese
kénnen sowohl das Seitwarts- als auch das Vorwarts-Streulicht bestimmen. Das Vorwarts-
Streulicht gibt Auskunft Gber die GréBe der Zelle, das Seitwarts-Streulicht Uber die Kérnigkeit
(Granularitat) der Zelle. In der Abbildung 1.1 ist die Anwendung der Durchflusszytometrie
schematisch dargestellt.

Neben diesen zwei Detektoren gibt es noch weitere Sensoren fur farbiges Licht. Méchte man
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Abbildung 1.1: Schematik der Durchflusszytometrie (Quelle: http://med4you.at)

die Haufigkeiten bestimmter Zelltypen bestimmen, zum Beispiel die von T-Lymphozyten, die
eine Untergruppe der Lymphozyten sind, wird ein eingefarbter Antikérper zum Blut hinzu-
gefugt. Dieser Antikérper reagiert auf bestimmte Zelltypen und haftet an ihrerer Oberflache.
Durch die Einfarbung erzeugt der Laser farbiges Licht, sobald er auf die Zelle trifft. Diese far-
bigen Signale werden dann gemessen, um die Haufigkeiten der unterschiedlichen Zelltypen
zu bestimmen.

Bei der Analyse einer Blutprobe werden mehrere hundertausend Signale des Lasers erfasst.
Hierbei besteht ein Ereignis des Lasers aus den Signalen der Detektoren fiir das Seitwarts-
und Vorwarts-Streulicht, sowie des farbigen Laserlichts. Zur Visualisierung der Messung wer-
den die Signale in ein X-Y-Diagramm aufgefuhrt, wobei die X- und Y-Achse jeweils einen
Sensor darstellen. In der Abbildung 1.2 ist das Messergebnis fiir eine Blutprobe dargestellt,
hierbei wurden die Signale des Vorwarts- und des Seitwarts-Streulichtes im Diagramm auf-
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getragen. Jeder Punkt stellt ein Ereignis des Lasers dar.
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Abbildung 1.2: Messergebnis flir eine Blutprobe (Quelle http://www.med4you.at)

Anhand der Signale kdnnen die Zelltypen im Blut unterschieden werden. So haben Lym-
phozyten ein geringes Vorwarts-Streulicht, das hei3t eine geringe GréBe und ein geringes
Seitwarts-Streulicht und somit eine geringe Granularitat. In der Abbildung 1.3 ist veranschau-
licht, wie die verschiedenen Zelltypen anhand der Signale bestimmt werden kénnen. Bei der
Diagnose des aktuellen Status einer Erkrankung werden die Haufigkeiten bestimmter Zellen
im Blut ermittelt. Der Grund fiir eine geringe Anzahl an Lymphozyten kann zum Beispiel eine
AIDS-Erkrankung oder Autoimmunerkrankung wie Multiple Sklerose sein.

Gating

Das Gating stellt einen elementaren Schritt bei der Analyse der FACS-Daten dar. Hierbei
werden in mehreren Schritten Signale des Lasers selektiert, um Haufigkeiten verschiedener
Zellen bestimmen zu kénnen.

In Abbildung 1.4 ist das Gating veranschaulicht. Mit der Selektion R1 wurden ausschlief3lich
Lymphozyten selektiert. Die hierbei ausgewahlten Signale des Lasers werden dann in ein
weiteres Diagramm Gberfuhrt. Hierbei werden die farbigen Signale gegenlbergestellt. In der
Abbildung 1.4 wurden die Kanale CD19-PE und CD3-FITC aufgetragen. Der Kanal CD19-
PE misst Signale von Antikérpern, die auf B-Zellen haften, der Kanal CD3-FITC die Signale
von Antikérpern, die auf T-Zellen haften. Da es sich bei T-Zellen sowie B-Zellen um eine
Untergruppe der Lymphozyten handelt, wurden im ersten Schritt des Gatings ausschlief3lich
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Lymphozyten selektiert.
Die Selektion beim Gating kann nicht immer eindeutig durchgefiihrt werden, da teilweise
Messfehler in den Daten vorhanden sind.
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Abbildung 1.3: X-Y-Dot-Plot der Signale einer Messung (Quelle http://www.med4you.at)
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Abbildung 1.4: Selektion von Lymphozyten (Quelle http://www.med4you.at)



2 Masterarbeit

Die Masterarbeit lasst sich in insgesamt drei Teilziele aufteilen. Im ersten Schritt wird die
Organisation der Daten durch Entwicklung eines Data Management System verbessert.
Im zweiten Schritt wird ein Verfahren entwickelt, das bisher manuell durchgefihrte Gating
der Daten zu automatisieren. Im finalen Schritt kann Data Mining auf den Datenbestand
angewendet werden.

2.1 Zielsetzung

Die FACS-Daten sind zurzeit in einfachen Verzeichnisstrukturen im Dateisystem organisiert.
Diese wurden individuell von der jeweiligen Person, die die Daten erfasst hat, angelegt und
sind gréBtenteils sehr inkonsistent benannt. Damit komplexe Analysen der Daten durchge-
fahrt werden kénnen, ist es winschenswert, diese anhand verschiedener Kriterien selek-
tierbar zu machen. Das kann zum Beispiel anhand der analysierten Zelltypen, des Pati-
enten oder einer bestimmten Studie erfolgen. Die aktuelle Datenorganisation bietet hierfur
kaum Méglichkeiten, da die Daten ohne Erfassung weiterer Meta-Informationen abgespei-
chert werden.

Das Gating der Daten wird mit der Software FACSDiva' durchgefiihrt, die keine Méglich-
keit zur Automatisierung bietet. Die Selektion der Zellen beim Gating erfolgt manuell und
basierend auf Erfahrung oder »scharfes Hinsehen« der jeweiligen Person, die eine Analyse
durchfihrt. Diese sehr aufwandige manuelle Vorverarbeitung soll mithilfe von Algorithmen
automatisiert werden und ohne Interaktion mit dem Benutzer durchgefiihrt werden.

Im dritten Schritt werden die Daten aus der Durchflusszytometrie mit klinischen Forschungs-
daten zusammengefiihrt. Diese beinhalten unter anderem Krankheitsverlaufe und einge-
nommene Medikamente der Patienten, deren Blut untersucht wurde. Mithilfe von Data Mining
Algorithmen soll eine Korrelation zwischen den in den Blutproben vorhandenen Zellpopula-
tionen und den, in der klinischen Datenbank erfassten, Informationen tber Krankheitsverlauf
und eingenommene Medikamente hergestellt werden.

Thttp://www.bdbiosciences.com/instruments/software/facsdiva/index.jsp
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2.2 Vorgehen

Die Rohdaten aus der Durchflusszytometrie liegen im sogenannten » FACS «-Dateiformat vor.
Hierbei wird die Analyse einer einzelnen Blutprobe jeweils als eigenstandige Datei abgespei-
chert. Zusétzlich werden Metadaten, die unter anderem das Datum der Analyse und die ge-
messenen Kanéle enthalten, mit in der Datei hinterlegt. Die Messergebnisse des Lasers sind
als Matrix abgespeichert, wobei jede Zeile ein Ereignis des Lasers, also die Erfassung einer
Zelle, darstellt. In der Tabelle 2.2 ist die Matrix beispielhaft aufgefiihrt, die Signale werden
als einfache numerische Werte gespeichert, wobei ein hoher Wert ein starkes Signal des
Lasers darstellt.

Zeitpunkt | SSC-A | FSC-A | PACIFIC-BLUE

1 5324 330 10254
2 150 730 4504
3 4234 6882 9253

Tabelle 2.1: FACS-Datensatz

In der Bioinformatik ist die Programmiersprache R? sehr verbreitet. Zur Verarbeitung von
Daten aus der Durchflusszytometrie stehen verschiedene Bibliotheken zur Auswahl, diese
werden in dem Bioconductor-Projekt® organisiert. Mit der Bibliothek »flowCore« (vgl. Hahne
u.a. (2009)) kann direkt auf die FACS-Daten zugegriffen werden und sowohl die Signale des
Lasers als auch die Metainformationen extrahiert werden.

Desweiteren bietet sich R fiir die Datenanalyse sehr an, da eine umfangreiche Sammlung an
Methoden und Bibliotheken fiir mathematische Berechnungen und Statistik enthalten sind.

Entwicklung eines Data Management Systems

Die Organisation des Datenbestandes soll durch Entwicklung eines Data Management Sys-
tems (DMS) wesentlich verbessert werden. Dieses soll Uber eine Suchfunktion verfigen, um
die Daten anhand verschiedener Parameter zu finden. Das DMS basiert auf einer relatio-
nalen Datenbank, die zum Beispiel MySQL sein kann. Aus den FACS-Rohdaten werden die
Metadaten extrahiert und in die Datenbank tibertragen. Uber eine Weboberflache kann auf
die Daten zugegriffen und automatisierte Analysen gestartet werden.

2http://www.r-project.org
Shttp://www.bioconductor.org
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Automatisieren des Gatings

Es stehen verschiedene Verfahren und Ansatze zur Auswahl, um ein automatisiertes Ga-
ting durchzuflhren (vgl. Bashashati und Brinkman (2009)). In der Masterarbeit werden
Clustering-Algorithmen eingesetzt, um die Selektion der Zellen beim Gating vorzunehmen.
Far die Programmiersprache R stehen mit flowMeans (vgl. Nima Aghaeepour und Brink-
man (2011)), flowClust (vgl. Lo u. a. (2009)) und flowPeaks (vgl. Ge und Sealfon (2012)) drei
Implementierungen von Clustering-Algorithmen zur Verfligung, die auf FACS-Daten ange-
wendet werden kénnen.

Sofern sich die bereits zur Verfligung stehenden Verfahren als nicht optimal fiir den Daten-
bestand erweisen, ist es denkbar, dass ein eigenes Verfahren zur Durchfihrung des Gatings
entwickelt wird.

Analyse mit Data Mining

Sobald es mdglich ist das Gating automatisiert durchzufiihren, kénnen die Zellpopulationen
der Daten untersucht werden. Hierfir missen diese mit den klinischen Daten zusammenge-
fihrt werden.

Eine Mdglichkeit fir die Analyse ist es, einen Zusammenhang zwischen den im Blut vorhan-
denen Zellen und den eingenommen Medikamenten herzustellen. So kann eine Schluss-
folgerung getétigt werden, ob ein Medikament wirkt. In der Tabelle 2.2 ist eine Liste von
Beispieldatensatzen aufgefiihrt. Hierbei wurden die Zellpopulation, das eingenommene Me-
dikament und der Krankheitszustand gegentbergestellt.

Aus dieser vereinfachten Darstellung kénnte abgeleitet werden, dass das Medikament M2
nicht wirkt. Diese Schlussfolgerungen kdénnten anhand einer Vielzahl von Daten, mithilfe von
Algorithmen aus dem Bereich »Frequent pattern mining« (vgl. Han u. a. (2000)), erzeugt wer-
den.

Zellpopulation Medikament Krankheitszustand
Wenig Lymphozyten | Keine Medikamente eingenommen Schlecht
Viele Lymphozyten M1 Gut
Wenig Lymphozyten M2 Schlecht

Tabelle 2.2: Klinische- und FACS-Daten zusammengefthrt

Desweiteren ist es denkbar, dass versucht wird, mithilfe von Algorithmen langfristige Veran-
derungen in den Datensatzen zu analysieren. Beim »Frequent pattern mining« wird nur ein
aktueller Zustand analysiert, jedoch keine langfristige Veranderung. Interessant wéare es zu
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analysieren, wie sich der Gesundheitstatus von Patienten, zum Beispiel bei Einnahme ver-
schiedener Medikamente, Uber einen Zeitraum veradndert.

In Projekt 1 und Projekt 2 wurde eine Plattform entwickelt, die verschiedene Data Mining Al-
gorithmen zur Verfligung stellt und fir die Analyse der FACS-Daten verwendet werden kann.
In Abbildung 2.1 ist die schematische Architektur der Plattform aufgefuhrt. Die Daten wer-
den als JSON-Datenobjekt Uber einen Webservice an die Plattform gesendet. Diese kann
dann verschiedene Algorithmen auf den Daten ausflihren und gibt das Ergebnis als JSON-
Datenobjekt zuriick.

Eingabe
JSON-Datenobjekt

/‘ Canopy Clustering ‘

Webservice ‘ 4I-‘ K-Means-Clustering ‘

\ \ FP-Growth \

Ausgabe
JSON-Datenobjekt

Abbildung 2.1: Data Mining Plattform

Entwicklung der Analyseplattform

In der Masterarbeit soll eine Analyseplattform entstehen, die es erméglicht die FACS-Daten
in mehreren Schritten zu analysieren. Die grundlegende Aufbau dieser Plattform ist in Abbil-
dung 2.2 dargestellt.

Bevor die Benutzer mit den Daten arbeiten kénnen missen diese in das »Data Management
System« import werden. Der Benutzer kann dann eine Selektion, anhand verschiedener Kri-
terien, auf den Daten durchfiihren. Diese Kriterien kénnten zum Beispiel sein, dass es sich
um einen bestimmten Patient oder eine Studie handeln soll. Fir die selektierten Daten wird
dann mit einem automatisierten Verfahren das Gating durchgefiihrt. Die daraus resultieren-
den Zellpopulationen werden an den Webservice der Data Mining Plattform gesendet.

Im zweiten Schritt fiihrt der Benutzer eine Selektion von klinischen Daten durch, die den zu-
vor selektierten FACS-Daten zugeordnet sind. Diese klinischen Daten werden ebenfalls an
den Webservice fir die Analyse gesendet.

Der Webservice liefert ein Ergebnis, das dem Benutzer prasentiert wird.
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Abbildung 2.2: Schematik der Analysplattform

2.3 Chancen und Risiken

Das in der Masterarbeit zu entwickelnde System ermdglicht es den groBen Datenbestand an
FACS-Daten zu analysieren und so neue Erkenntnisse fir die Multiple Sklerose Forschung
zu gewinnen. Die Daten wurden erfasst, konnten jedoch bisher nur mit hohem Aufwand aus-
gewertet werden. Die Zeitnahe Analyse des gesamten Datenbestandes ist von groBem In-
teresse.

Das Projekt birgt allerdings ein paar Risiken. So kann es passieren, dass als Ergebnis der
Analyse nur ein »weilBes Rauschen« geliefert wird, was keine Aussagekraft hat. Weiterhin
ist es mdglich, dass die Daten in einem so inkonsisten Zustand sind, dass es nicht méglich
ist eine Analyse Uber den gesamten Datenbestand durchzufiihren. Ein weiteres Risiko ist,
das die automatisierte Durchfiihrung des Gatings nur auf einen sehr kleinen Teil der Daten
anwendbar ist und so wiederum doch viel Zeit in die Vorverarbeitung der Daten investiert
werden musste.



3 Fazit und Ausblick

Durch das in der Masterarbeit zu entwickelnde System wird es mdglich, véllig neue Erkennt-
nisse aus den Daten der Durchflusszytometrie zu gewinnen. Die Daten wurden bisher nur in
aufwandigen manuellen Analysen untersucht und eine umfangreiche Analyse des gesamten
Datenbestandes war nicht mdéglich. Mithilfe verschiedener Data Mining Algorithmen kann er-
mdglicht werden, neues Wissen aus den Daten zu gewinnen, wobei besonders das Zusam-
menfiihren von klinischen Daten und Daten aus der Durchflusszytometrie vielversprechend
ist.

Sollte sich das entwickelte System bewéhren, ist es denkbar, dass es noch in weiteren Insti-
tuten eingesetzt wird, in denen FACS-Daten erfasst werden.

Im Rahmen der Masterarbeit werden Clustering-Algorithmen verwendet, um das Gating der
Daten zu automatisieren. Hier ist der Einsatz weiterer Technologien aus der kinstlichen In-
telligenz, wie zum Beispiel Neuronale-Netze oder »Support Vector Machines« denkbar.
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