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VYUZITI DVOUROZMERNEHO PRIMEHO AGLOMERATIVNIHO
SHLUKOVANI PRO ANALYZU IMUNITNI ODPOVEDI
REKOMBINANTNICH KONGENNICH KMENU

IGOR KARNIK A MARIE LIPOLDOVA

ABSTRAKT. Various components of the immune response are controlled by mul-
tiple genes. We have used a special tool for genetic analysis of these multigenically-
controlled biological traits: the Recombinant Congenic Strains (RCS). The series
of RCS comprises homozygous mouse strains. Each RC strain of OcB / Dem
Series contains a different, random, set of about 12.587.5used at least 10 mice
from each strain (total number 200 ¢ 300 mice). One task of the statistical
analysis was to establish whether RC strains statistically differ in immune re-
sponse to different factors (e.g. alloantigens or infection by Leishmania major).
We have used mainly MANOVA with mixed effects, in some cases we have also
used MANCOVA. Another studied question was to find similarity between indi-
vidual Recombinant Congenic Strains. We have used aglomerative methods of
hierarchical cluster analysis (mainly complete linkage and Ward method) and
the direct two-way cluster analysis. This paper describes this interesting method
and gives examples of some practical applications. This work was supported by
grants NM/28-3 and OK 394 from the Ministry of Health and the Ministry
of Education of the Czech Republic, respectively. We have used programmes
STATGRAPHICS PLUS 7, SPSS 8.01, and STATISTICA 4.3 (for two-way di-
rect cluster).

Abcrpakr. B oTOll crarhe m3ydaer Cs KIACTEP AHAJIU3 [AJsS CTATHUCTU-
LIIECKOT'0 KOHTPOJIA B [eHETUKe.

1. VECNY UVOD DO PROBLEMATIKY

Vétsina dtlezitych civiliza¢nich chorob (hypertenze, diabet, alergie, dusevni onemoc-
néni) jsou polygenné kontrolovany, to znamend, Ze jejich vznik je ovlivnén mnoha
raznymi geny. K jejich studiu pouzivame novy geneticky model, speciadlné pripraveny
pro analyzu polygenné kontrolovanych biologickych znaki, rekombinantni kongenni
kmeny (RCS) (Demant and Hart, 1986). V tomto systému je k¥izenim dvou rodiéov-
skych kment pfipravena série 20 homozygotnich RCS. Jeden rodi¢ovsky kmen slouzi
jako kmen zéakladni, druhy je darcem genetického materidlu. Kazdy z 20 raznych
RCS nese asi 12.5darce a 87.5geny darce, které se podileji na multigenni kontrole
vnimavosti k onemocnéni, rozdéleny mezi rizné kmeny, kde mohou byt studovany
oddélené. Systém RCS tak pfevadi rozdil v mnoha genech mezi darcem a zakladnim
kmenem na fadu rozdilid v jednom genu (nebo nékolika malo genech) mezi jednot-
livgymi RCS a kmenem zdkladnim. OdliS$nosti ve funkci jednoho genu pak mohou
byt pfedmétem vazebné analyzy a funkénich studii. Jednotlivé RCS jsou analogické
s tzv. izolovanymi populacemi, zndmymi z lidskych studii vazebného disekvilibria
(Frankel and Schork, 1996). Tento systém je zvlasté vhodny ke studiu infekci, jak
jsme ukézali na ptikladu studia vnimavosti k parazitu Leishmania major (Demant et
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al., 1996; Lipoldova et al., 2000). Dale jsme sledovali produkei cytokint, prolifera¢ni
odpovéd stimulovanou cytokiny, mitogeny a antigeny.

Jako priklad pouziti dvourozmeérné shlukové analyzy jsme vybrali jeden z nasich
experiment, v nichZ byla sledovdna odpovéd rekombinantnich kongennich kment
série OcB/Dem k lymfocyttim mysich kmentt DBA/1, CBA, BALB/c a C57BL/10.
Kazdy kmen této série nese rtiznou kombinaci 12.5gentt kmene B10.020 a 87.5analy-
zovali odpovéd minimélné 10 mysi. Rodi¢ovské kmeny 020 a B10.020 se v odpovédi
k témto antigenim nelisi, zatimco RCS vykazovaly zna¢nou heterogenitu odpovédi
(Havelkova et al., pfipravovany manuskript).

2. STATISTICKA ANALYZA SE ZVLASTNIM PRIHLEDNUTIM K VYUZITI
DVOUROZMERNEHO PRIMEHO CLUSTEROVE ANALYZY

Uvodem poznamenejme, Ze do kazdého experimentu vstupovalo 200 ¢ 300 mysi
(v ndmi uvddéném piipadé jich bylo konkrétné 230). Hlavnim ukolem statistické
analyzy pak bylo vytipovat jednotlivé faktory, resp. jejich interakce, statisticky vy-
znamné pusobici na odlinosti mezi jednotlivymi kmeny. Pro tuto tlohu byla pouzita
MANOVA se smiSenymi efekty (nékterych pfipadech i MANCOVA). Druhym hlav-
nim tkolem statistické analyzy pak bylo uréeni podobnosti mezi jednotlivymi kmeny.
Pro tento ucel byly pouzity aglomerativni metody hierarchické cluster analyzy (z in-
terpretacniho hlediska se pak jako nejvhodnéjsi ukazala metoda nejvzdalenéjsiho
souseda a metoda Wardova). Jako reprezentanty proménnych u jednotlivych kmentt
jsme prevazné uvazovali aritmetické priméry téchto proménnych (v nékterych pii-
padech i jejich mediany).

Pro clusterovou analyzu jsme pouzivali programu STATISTICA a pii této ptile-
Zitosti jsme se setkali s dvourozmérnou shlukovou analyzou (v originle Two ¢ way
Joining), kterd je popsana (pokud jsme zjistili) pouze v publikaci Hartigan (1975).
Zvlastnosti této metody je fakt, Ze vytvari dvourozmérné shluky mezi fadky a sloupci
datové matice. V citované praci jsou uvazovany jak divizni, tak i aglomerativni va-
rianty této metody (autor v8ak pouzivd ponékud jiné terminologie). Program STA-
TISTICA pak pouziva pouze aglomerativni metodu. S velmi podrobnym popisem
algoritm jednotlivych metod a programii ve FORTRANu se ¢tendf muze seznamit
v citované praci na str. 251 ¢ 298.

Uvedme vsak, Ze citovand publikace byla vydana v roce 1975 a neni orientovana
na graficky vystup, zatimco z interpreta¢niho hlediska je zajimavy pravé graficky
vystup poskytovany paketem STATISTICA.

Konkrétni interpretaci si ukdzeme na nami uvedeném prikladé. Disponujeme vy-
stupy jak pro vSechny uvazované kmeny, tak i bez kmene OcB - 3. Interpretace je
pro druhy pfipad. Graficky vystup je uveden v ptiloze. Datova matice byla uspo-
Ffadana tak, ze ve sloupcich byly uvedeny jednotlivé kmeny a v fadcich aritmetické
priméry jednotlivych proménnych. V grafu pak jsou na ose x uvedeny ¢isla jednot-
livych kmenti a na ose y jednotlivé proménné. Uvazujme napf. proménnou BALB/c.
Je zrejmé, ze z hlediska této proménné tvori 1. shluk kmeny 020, OcB -19, OcB
-8, 0cB -1, OcB - 15, OcB - 2, OcB - 10, OcB - 12, OcB - 7, B10.020. Druhy
shluk je tvofen kmeny OcB - 21, OcB - 5, OcB - 14 a OcB - 11. Kmeny OcB-16
a OcB - 17 jsou slouceny do tfetiho clusteru, zatimco kmeny OcB - 6 a OcB -9
tvofi samostatné shluky (tedy ¢tvrty a paty). Analogickd interpretace by byla i u
dalsich dvourozmérnych clustert. Zavérem uvedme, Ze poradi kmenti na ose x od-
povida priblizné shluktim hierarchického aglomerativniho clustrovani podle metody
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nejvzdalenéjsiho souseda, ¢i pribuzné Wardovy metody. Pro dobrou interpretaci je
tedy vhodné pouzit hierarchického i dvourozmérného shlukovani.

Tato metoda ndm muze podat prvni informaci o genetické podobnosti zkouma-
nych kment a na jejim zdkladé mtzeme 1épe vybrat kmeny pro dalsi studium. Pro-
toze kmen OcB ¢ 9 od vSech ostatnich nejvice lisil, pouzili jsme jej pro genetickou
analyzu a identifikovali jsme lokus Alan2, ktery kontroluje odpovéd aloantigentim
C57BL/10, BALB/c a CBA (Havelkovéa et al., v tisku).

Twwa-Way Joining Results

cs7raLM0

CBA

BEE 250
Bl 455
B 5,209
[ 7260
0420
111,182
12,849
14,505
Bl 16,162

010 821 145 2 1042 722 514 14 46 17 6 o HE 1757

DBAM

BALB/C

3. ZAVER

Samotnym zavérem pouze poznamenejme, ze pies zcela evidentni prednosti a znac-
nou aplikabilitu, mé nami pfedkladand metoda i slabiny. Za nejvétsi z nich povazu-
jeme to, ze de facto chybi jeji pfesny matematicky popis. Pokud je ndm znamo je
totiz uvedena v nami citované praci Hartigan (1975), kterd je napséna ryze progra-
matorskym stylem. Obsahuje pouze sahodlouhé algoritmy a programy. V Hartiganem
citované literatufe k této metodé jsou uvedeny pouze odkazy na ¢tyii FORTRANov-
ské subrutiny. Déle je nutno si uvédomit, Zze danéd publikace byla vydéana jiz v roce
1975, tedy v obdobi velkych salovych pocitaci, kdy byl rozvoj pocitacové grafiky
na samém pocatku a neobsahuje byt i jen zminku o grafickém vystupu zmirtiované
metody (viz P¥iloha), ktery je na ni beze sporu nejzajimavéjsi. Uplnym zavérem kon-
statujme, %e podobnou problematikou se zabyvaji napf. prace Lefkovitch (1987),
Bezdek (1987), Legendre (1987) a Pleszynska et al (1995) aj.

Priloha
Kmen 0 ptitom znac¢i kmen 020.
Kmen 22 pritom znaci kmen B10.020.
Ostatni kmeny pak OcB ¢ Dem (kmen 19 jest identicky se kmenem OcB ¢ 19).

Pomocny slovniéek

Leismania major = paraziticky prvok.

Cytokin = (rustovy faktor) bilkoviny produkované butikami, které ptsobi na dalsi
bunky.

Mitogen = latka stimulujici mnozeni bunék.
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Antigen = latka schopnd vyzvat imunitni odpovéd.

Proliferace = bunéény rist kdy dochazi ke zmnozeni bunék.

Lymfocyt = typ bilych krvinek.

BALB/c, DBA, CBA, C57BL/10 = nazvy mysich kmeni.

Alan 2 (Alloantigen response 2) = gen, ktery kontroluje odpovéd k aloantigenim
(antigeny stejného zivocisného druhu).
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