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Introduzione
In guesta nota vengono descritti alcuni prograsmi per la
gestione e 1% analisi dei dati prodotti in esperimenti di Colture
Miste di Linfociti.

Qﬁesto lavoro e? stato svolto nell?® ambito dell® accorde 4i
collaborazione tra 1°® Istituto di Elaborazione dell® Informazione
e il Centro di Immuncematologia dell® Ospedale di Bassa. Tutti i
programmi sono stati realizzati per essere utilizzati su
®"pacchine wirtuali® sotto il sistema operativo IBH VH/370-CHS e,
attualmente, sono operanti sﬁi sistemi del Centro di Calcolo
dell® Istituto CHUCE del CHNR. \

Per avere maggiori ipdicazioni sul sistema HLA e una
trattazione completa sul Sistema di Programwmei per 1° Blaborazione
di Dati Immunologici, cui si fa riferimento nell® ultismo
paragrafo di questa nota, si rinagda alla Nota Interna:

GADI/HLA-®Sistema di Gestione e Analisi di Dati Immunologici®,
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Colture Histe di Linfociti

el sistema HLA si considera incluso un locus (locus D) i cui
geni sono 1 principali, se non gli wunici, responsabili della
capacita® proliferativa dei linfociti in presenza di cellule
allogeniche.

In altre parole, i linfociti di due individui, se messi
insieme in coltura, normalmente non proliferano solo nel caso che
condividano gli stessi geni HLA-D.

Su guesto fenomeno si basa la tecnica di tipizzazione per il
locus HLA~-D che consiste nel mettere in coltura i lifociti di
individui di riferimento con guelli degli individui da tipizzare.
Tale tecnica viene indicata col nome di Tecnica delle Colture

Histe o HLC (Mixed Lymphocyte Culture) .

Allo scopo di poter ricavare il massimo possibile di
informazione dagli esperimenti di Colture Miste, e? necessario:

1 che L¢ inﬁivid&o di riferimento (detto donatore o
stimulator) sia omozigote per 1° HLA (per guesto si ricercano
donatori tra i1 figli di coppie formate da primi cugini) . In
tal modo, infatti, poiche® il donatore possiede lo stesso
gene su ambedue 1 cromosomi (paternoc e materno) omologhi,
risultera® univoca 1® interpretazione di una Bancata
stimolazione nei confronti dei linfociti dell® individuo da
tipizzare (responder) .

In altre parole, se i linfociti del responder nom vengono
stimolati a proliferare dai 1linfociti del donatore, guesto
significa che il responder possiede almeno uno dei due geni

HLA-D (ambedue se e® anch® esso omozigote) uguale al gene




HLA-D del donatoree.

2) che i linfociti del donatore siano inattivati, cioce® che
siano impediti di proliferare pur mantenendo la proprietat 4i
stimolare la proliferazione dei 1linfociti del responder. Il
che si puo® ottenere per irradiazione o con mezzi chimici.
Senza guesto accorgimento, i linfociti del donatore
prolifererebbero inevitabilmente in tutti i casi (che sono la
stragrande maggioranza) in cui il responder e® eterozigote
per 1°* HLA-D, indipendentemente dal fatto che il responder

abbia o meno uno dei due geni uguale a quello del donatore.

IL rilevamento quantitativo della proliferazione viene
effettuato incorporando dei precursori radioattivi del DNA (cioe?®
il materiale con cui viene "™costruito® il DEA delle cellule)
nelle cellule del responder e analizzando la coltura trapite un
contatore di eventi radioattivi.

In un sigolo esperimento MLC vengono normalmente preparate
humerose colture destinate ad analizzare la risposta di un certo
numero di responders (in genere da 10 a 20) contro un analogo
nurero di stimulators.

Il wmotivo principale per cui vengono svolti esperimenti in cui
si confrontano contemporaneamente piu® responders con piu®
donatori risiede nel fatto che i risultati di guesti esperimenti
Present4no una notevole variabilita® che deve essere attribuita,
oltre che alle differenze immunogenetiche tra donatore e
responder, anche a una diversa capacita® di risposta dei vari

responders, e a una diversa capacita® di stimolazione dei vari



stinulators.

Analizzando tutti 1 risultati che uno stesso stimulator da®
con diversi responders e, viceversa, i risultati di uno stesso
responder con diversi stimulators, si puo® valutare e
neutralizzare la wariabilita® dovuta alle caratteristiche

individuali sopra menzionate.

Bodalita® di acguisizione e formato dei dati

Come si e® detto nel paragrafo precedente un esperimento di
BLC consiste nell® analisi, attraverso un contatore di eventi
radicattivi, di tutte 1le colture prodotte attraverso tutti i
possibili accoppiamenti tra un certo numero di cellule di
omozigoti (stimulator) e di cellule di individui da tipizzare
(responder} . Ognuna di gueste colture e® inoltre ripetuta piun®
volte, normalmente tre, allo scopo di rendere piu® affidabile 1
apalisi.

Per motivi di controllo vengono analizzate, nell® esperimento,
anche le colture (anch? esse in piu® repliche) delle cellule di
ciascun responder con se stesse {autologo). L® autologo
costituisce un importante riferimento relatiwo al comportamento
della cellula in coltura in totale assenza di stimolazione
allogenica .

Le varie colture vengono analizzate sequenzialmente e
automaticamente dal contatore che, per ciascuna di esse, fornisce

in output, su una telescrivente, .il numero _ degli _eventi
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radicattivi rivelati per minuto (count per minute - CPH} . Il
valore CPM sara® elevato se c¢' e' stata una proliferaziocne
sensibile, basso in caso contrario.

I risultati prodotti dal contatore vengono guindi trasferiti
al calcolatore per 1% elaborazioneo Il trasferimento puo?
avvenire in due modi:

1) immettendo i risultati manualmente da un terainale

2) facendo produrre alla telescrivente anche un output su
nastro perforato. In questo modo pero®, non esistendo la
possibilita® di leggere bande di nastro perforato presso il
centro di calcolo del CHUCE, si deve provvedere alla lettura
del nastro e alla sua +trascrizione su bobina di nastro
magnetico tramite un calcolatore HP dello IEI.

Di norma, in un esperimento, fissate 1° insieme dei responders
e quello degli stimulators e stabilito su di essi un qualunque
ordinamento, si sottopongono all® analizzatore le tre (o piu® }
repliche delle colture del primo responder com ognuno degli
stimulators (presi nell® ordine fissato) e con se stesso
{autologo) e si procede cosi® in sequenza per tutti i successivi
responders .

Il rispetto rigoroso di un preciso ordinamento @l
indispensabile perche?® e® 1° unico criterio di associazione tra i
valori in uscita dal contatore e le varie colture.

Poiche® 1®* output del contatore andra® a costituire piu® o
meno direttamente il file di input del programma di elaborazione,
vale 1la ﬁéna fornire fim dall® inizio tutte le informazioni
neceséaxi@ all® interpretazione dei dati nel formato previsto dal
programma. A guesto scopo, prima di far partire il contatore,

vengono battute manualmente sulla telescrivente:
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- una riga contenente la sigla di identificazione dells®

esperimento (da 1 a 20 caratteri)

= una ¢ piuw® righe contenenti 1° elenco delle sigle dei

responders che partecipano all® esperimento (ovviamente nell?
ordine convenuto) .

Ciascuna sigla e® costituita da una parte numerica (da 1 a 5
cifre) e una parte letterale (da 0 a 2 caratteri). Hon ¢c? e®
nessun vincolo sul formato ne® sul numero delle sigle da
inpserire in ogni riga. Unica condizione e® che ogni sigla sia
separata dalla successiva tramite il carattere virgola (,) .«

~ una Triga contenete un carattere asterisco (*) a colonna 1

per indicare la fine dell® elenco

~ upa o piu® righe contenenti 1°¢ elenco delle sigle degli

stimnlators; in questo caso le sigle sono costituite dalla sola
parte numerica (max 5 cifre). Per il resto valgomo le stesse
condizioni precedentemente indicates.

- uka riga contenente un carattere asterisco a colonna 1

Seguiranno i risultati dell® esperimento, unoc per. riga. Per
convenzione i dati mancanti (in genere colture non riuscite)
devono essere indicati con il valore -1,

Quello descritto e' esattamente il formato che dovranno avere
i dati (comunque siano stati trasferiti) nel file di Input del
Programua »

Bl file di Input potra® essere attribuito qualungue npome,
mentre 1l tipo dovra® essere ébbligmtorian@nte RAW In un
singolo file di Input possono essere messi, uno di seguito all®
altro senza nessun particolare record di separazione, i dati

relativi a piu® esperimenti.




Normalizzazione dei dati

Un primo passo da compiere nell® elaborazione dei dati di un
esperimento e® quello di scegliere um unico valore da sostituire
agli NR valori corrispondenti alle repliche di una stessa
coltura. Il criterio, ormai universalmente accettato in questo
tipo di esperimenti, e® quello di scegliere la mediana degli ER
valori. Ricordiamo che 1la mediana di un insieme di ¥ wvalori si
ottiene disponendo in ordine gi N valori e scegliendo il valore
centrale se N e® dispari o la media dei due valori centrali se ¥
e® pari.

Per poter rendere i dati tra loro confrontabili si deve
eliminare la variabilita® dovuta sia alla capacita® di risposta
proliferativa delle varie cellule, diversa da un responder alle®
altro, sia alla diversa capacita® di stimolazione antigenica dei
singoli stimulators. Per questo scopo si procede alla "doppia

normalizzazione® dei dati nel modo seguente:

»vnormalizzazione dei responders
Per un generico responder Ri (i=1,n) si comsiderano tuttd 1
risultati C(Ri,Sj) delle colture tra il responder Ri e ognuno
degli stimulators Sj(j1,m), si calcola il 75-mo percentile di
guesto insieme di valori e si esprimono i vari risultati in

termini di percentuale del 75-mo percentile.
Indicando con RN i valori dei dati cosi?® normalizzati si hac
C(ri,s3)
BN (Bi,Sj) = =w=wwwececeeeeun ¥ 100
75mO perc Ri

dove con ®75mo0 perc Ri® si intende il 75-mo percentile dell®

insieme dei valori C(Ri,S%), C(Ri,52) cooC(Ri,Sm) .
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~ normalizzazione degli stimulators
Sui nuovi valori ottenuti, si procede alla normalizzazione
degli stimulators esprimendo i risultati che il generico
stimelator S3j ha prodotto con ognuno dei responders Ri (i=1,n),
come percentuale del valore del 75-mo percentile dell? insieme
dei risultati stessi. Indicando com DN i valori doppiamente
pormalizzati si ha:
RY (Ri, Sj)
DN (Ri,Sj) = ===—========= X 100
75m0 perc Sj

dove con ®*75me perc Sj® si intende il 75-mo percentile dell?

insieme dei valori RE (R1,SJ) ,RE (R2,Sj) - .EN (Rn,SH)

Ricordiamo qui la seguente definizione del 75mo percentile di
un insieme di valori:

Sia ¥ il pumero di osservazioni. Si ordinino i valori dal piu®
piccolo al piu® grande e si indichi com X (1) il piu® piccolo di
tali valori, con X(2) il secondo piu® piccolo...e con X (@) il

iun® grande. Allora il 75-mo percentile e® :
| 2

3 %
a) Xim) se B = -n ¢ -~ @ un numero interoc
& 2
L(K)+X (K +1)
b} === omom—— Se B non e! un numero intero {(com K = parte
2 intera di m)

Cos

> base per la normalizzazione dei dati e® stato scelto il
75-mo percentile anziche® la media o la mediana perche® gueste
ultime risentono troppo 1° influenza dei wvalori bassi

corrispondenti alla assenza di proliferazione.




Descrizione dei programmi

Il sistema che descriveremo e® costituito da un insieme di
programmi, Portran e Assembler, destinati a lavorare sotto il
sistema operativo CHS. Allo scopo di semplificare il piu®
possibile 1°® uso di tali prograsmi, e* stata predisposta una
serie di comandi di tipo EXEC mediante i quali si provvede alla
definizione dei files, al controllo e al passaggio dei parametri,
nonche® al caricamento e all® esecuzione dei programmi.

La descrizione del sistema, che daremo nel seguito, si basera®
principalmente sulla descrizione dei comandi  piuttosto che su
guella dei singoli programmi, sara® cioe® una descriziome piu®
orientata verso 1® uso del sistema che non verso 1° analisi della

struttura interna.

Programma per la lettura e il comtrollo formale dei dati

Allo scopo di permettere un controllo preventivo dei dati di
input prima dell® elaborazione, e® stato predisposto un programmsa
che provvede a leggere i dati relativi ai vari esperimenti
contenuti nel file di input e, per ciascuno esperimento,
controlla che siano presenti tutte le informazioni generali
previste, che siano nella forma corretta e, infine, che il numero
dei valori CPM sia congruente con tali informazioni.

| L® errore che si rileva piu® frequentemente nei dati di inpuat

NaoN
e® 1* omissione di uno o piu® risultati; normalmente gquesto si
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verifica durante la trascrizione manuale, ma non e? infrequente
la perdita di gqualche risultato, dovuta a errori di lettura,
anche nel caso di trasferimeto tramite nmastro perforato.

Ii Progra rea provvede alla segnalazione, attraverso
appropriati messaggi sul terminale, di tutti gli errori
riscoptrati sul file di input e formisce all® utente tutte le
informazioni possibili per facilitare la successiva correzione.

I1 programma, inoltre, trascrive tutti i dati del file di
input in un nuovo file che ha lo stesso nome del file di input ma
ha il tipo DATI. Questo nuovo file e in tutto uguale al file
originario, tranne per il fatto che i valori CPM sono raggruppati
a 13 per record anziche® uno per record. Il file di tipo DATI
risulta guindi molto meno ingombrante del file di tipo RAE, il
cui formato e® pero® molto piu® adatto per 1° input manuale e per
1% effettuazione delle eventuwali correzioni.

Una volta che siano state effettuate tutte le correzioni sui
dati, il f£ile di tipo BAW puo® essere distrutto, e mantenuto il

solo file d4i tipo DATI.

Il comando con cui si attiva il programma Rmenzionato e® COKP

1l cui formato e® il seguente:

ame s

CouP nomfile <nr>
nomfile
e® il nome del file, di tipo RAW, in cui sono
contenuti i dati di unro o piu® esperimenti nel
formato descritto precedenterente.

nr
e’ il numero delle repliche di o@mi singola
coltura, (se gli esperimenti sono piu® di uno,
devono avere tutti lo stesso numero di repliche) .
Se il parametro e® omesso viene assunto nr=1
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Per ogni esperimento il programma legge dal file "nomfile BAW®
= il codice dell® esperimento

= 1° elenco dei responders

1% elenco degli stimulators

§

n*{m+1) *nxr valori CPM, avendo indicato con n il numero dei
responders e con m quello degli stimulators.

Se non vengono rilevati errori, il programma riscrive i dati

letti sul file ®nomfile DATI®., A titolo di esempio, nella fig. 1

e® riportata la porziome iniziale di un file prodotte dal

comdando COMP.
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Programma per la doppia normalizzazione dei dati

I1 file prodotto dal comando COMP costituisce 1°® input per il
programma di normalizzazione il gquale, per ogni esperirento
incontrato, svolge le seguenti operazioni:

1) legge i dati dell® esperimento e sostituisce il wvalore
della mediana alle NR repliche di ciascuna misura:

2) svolge sui dati cosi® ridotti una serie di comtrolli che
possono comportare 1° eliminazione di wuno o piu® stimulators,
di uno o piu® responder o anche 1° eliminazione dell® intero
eSperimento:

3) provvede alla "doppia normalizzazione® dei dati rimasti
stampando i risultati sia in forma di tabella che di
istogrammi:

4) produce e/o aggiorna una serie di files destinati a
permettere 1° archiviazione dei dati e il loro eventuale
succesivo uso.

Hentre il punto % non necessita di alcun ulteriore
chiarimento, i punti 2, 3, % richiedono di essere illustrati piu®

dettagliatamente.

I1 primo controllo che si effettua sui dati comsiste nel
verificare se, nell® insieme dei valori dell® autologo dei vari
responders, la cui distribuzione e® considerata norsale, esistano
degli ®outliers®. A questo scopo si fa uso della Statistica di
Rurtosis, che illustriamo brevemente.

Supponiamo di avere n dati i cui valori siano X1,X¥2, ...in e
3i voglia determinare se qualcuno di tali valori e® un outlier.

A tal fine si calcola 1°® indice statistico.diKurtosis

0 W R b e

(b2} cosi®
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Si controlla se il valore di b2 e® significativamente elevato,
al livello di probabilita® del 5 per cento, usando la Tavola dei
Valori Critici per b2 di seguito riportata:

Tavola dei Valori Critici di b2 (@®<0.05)

dimensione valore critico
del per b2

campione
7 3.55
8 3.70
9 3.86
10 3.95
11 .00
12 4 .05
5 B.13
20 8.17

Se b2 eccede il valore critico si puo® concludere (con una
probabilita® contraria del 5 per cento) che c' e® un outlier nei
dati. L° outlier e® il dato il cui valore e® piu® distante dalla
nedia. Dopo aver scartato 1° outlier, il test deve esmsere
ripetuto sui rimanenti n-1 valori, e cosi® di sequito finche® non
ci siano piu® outliers.

Dopo aver eliminato tutti i respomders il cui autologo si sia
rilevato un outlier (1) si procede a svolgere ulteriori controlli
la cui giustificazione si bisa piu® sull® esperiemnza pratica che
su argomentazioni di carattere teorico.

In particolare vengono eliminati tutti i responders per i

guali il valore del 75-mo percentile non superi di almeno tre

0 s o S ramapos

(1) L® eliminazione e® giustificata dal fatto che un autologo, il
cui valore sia %eccessivamente anomalo®, indica chiaramente che
il comportamento delle cellule del responder im coltura non
garantisce 1° affidabilita® dei risultati.
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- volte gquello dell® autologo. In guesto caso infatti e®
praticamente certo che le cellule del responder non sono in grado
di proliferare in presenza di stimolazione allogenica.

L? ultimo controllo e® destinato alla elisinazione degli
stimulators che, con oltre la meta® dei responders, hanno
prodotto dei valori che non superano di almeno 3 volte guello del
rispettivo autologo. Si eliminano cioce® gli stimulators che si
presume abbiano una capacita® di stimolazione eccessivamente
ridotta.

Questo controllo non sempre e' appropriato, come, ad esempio,
nel caso di un test mirato in cui i responders siano stati scelti
in maniera da possedere tutti la stessa specificita® HLA-D dello
stimolatore. Per guesto motivo il controllo puo! essere escluso
tramite un® opzione del programma.

Se, a seguito delle eliminazoni operate, non rimangono almeno
4 responders e 4 stimulators 1® intero esperimento viene
elirinato. Per gli esperimenti che non vengono eliminati il
programma procede alla doppia normalizzazione con le modalitac®
esposte in precedenza e fornisce la stampa dei dati originali e
dei dati normalizzati sotto forma di tabella nonche® una serie di
istogrammi in cui sono riportati i risultati normalizzati che i
vari responders hanno dato con ciascun stimulator in wmodo da
evidenziare, ove cio® ' possibile, la bimodalita® della
distribuzione dei risultati (assenza/presenza di stimolazione) .

Un esempio, parziale, di queste stampe e' fornito nelle figg.
2 e 3, che si riferiscono alla normalizzazione dei dati contenuti
nel file della fig. 1.

Fella fig. 4 e® presentato un caso in cui il progranmma

elimina un responder (perche® il suo autologo e® un outlier) e
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due stimulators. In casi come guesto il programma stampa due
volte i dati originali, prima e dopo Llteffettuazione delle
eliminazioni. BAnalogamente a guante previsto per i dati mancanti
nell?input, nelle stampe i risultati eliminati sono forzati al
valore -1.
Il programma di normalizzazione crea i due files:

nomef INTER
nomef TABCEL

e aggiorma (0 crea se non esistono) i files:

EXP FERRARA
RLL TABCEL

dove nomef e il nome del file di input (di tipo DATI) .

I1 £file di tipo INTER contiene, per ogni esperimento : 1°
e@lenco dei responders, 1°® elemco degli stimulators, i dati
normalizzati e un indice che permette di ricollegare i wari dati
all *esperimento aﬁpropriatom

Questo file e® un ®file intermedio® in cui vengono posti i
dati normalizzati prisma della loro definitiva archiviazione che
avverra® , per mezzo di un apposito programma, solo guando 1°®

utente li avra® giudicati soddisfacenti.

Il file nomef TABCEL contiene le sigle (numeriche) di tutti
gli stimulators incontrati nei vari esperimenti presenti nel file
di input. ILa sigla di ciascun stimulator e® riportata nel file
uha volta sola anche se, come generalmente avviene, lo stimulator

e? presente in piu® di uno degli esperimenti.

Il file EXP FEBRRARA contiene le sigle di tutti gli esperimenti

sottoposti al programma di normalizzazione. Rd ogni esecuzione
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vengono aygiunte le sigle dei nuovi esperimenti in coda alle

precedenti.

Il file ALL TABCEL contiene le sigle di tutti gli stisulators
(ciascuna riportata una sola volta) presenti in tutti gli
esperimenti sottoposti al programma di normalizzazione. Ad ogni
esecuziqne vengono aggiunte al file solo le sigle degli

stimulators incontrati per la prima volta.

L* wuso di questi files verra® chiarito nel corso della

descrizione dei programmi che verranno illustrati nel seguito.

11 programma di normalizzazione viene attivato tramite il

comando NORM il cui formato e® il seguente:

o S <l D o e S i D e S S S W S S B S

L D S G SHI S S A IS S D N S S KD T D

nomef
nome del file di input di tipo DATI

le opzioni possibili sono:

CONTROL ON
(default) viene effettuato il contrello sugli
stimulators

CONTROL OFP
nessun controllo sugli stimulators

REPL N
nei dati di input somno previsti N (8 intero>0)
replicati (default N=1)

TERM
le stampe vengono presentate sul terminale (sono
omessli gli istogrammi)

NOTERH

{(default) le stampe sono inviate alla stampante
off-line.

Se si da® il comando:
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WORH ?

viene stampato sul terminale il formato del comando
insieme alle indicazioni sull® uwso e il significato dei
pararetri.



BESP 29 7 99 B21 892 263 557 336
STI%
5G1 972 1186 &89 586 178 1152 1965 991
503 318 83 286 077 678 288 1147 880
504 399 21 077 8% 1383 1150 1883 1153
A0E L) 151 139 1653 780 1086 1660 2031
5n7 3670 3891 14985 1893 1078 2250 2678 3555
513 376 29 Th 33 77 759 Juh 557
518 B85 71 0 88 63 34 61 62
517 57549 S46 163 155 g2 158 1677 465
52Z R &8 46 140 87 63 22 21
522 ELA 376 31 255 572 12066 543 49
533 787 17 684 1166 32 20 1263 1BS3
535 3912 1283 779 848 578 32 1848 1588
536 1176 g8 52 56 63 58 161 ToLg
5481 3188 267 675 77 276 377 1189 1549
542 2606 51 155 659 bn 37 1245 567
546 2150 61 248 3569 573 1060 562 544
547 2869 867 753 1152 1058 792 1758 2434
552 1272 878 488 1978 1162 43 1352 2182
553 6794 2292 478 3780 2157 2965 2776 868
557 79 1075 452 1793 168 16 676 1775
562 656 154 73 75 63 21 168 63
565 953 169 67 K43 57 254 483 891
566 3735 1257 61 281 4380 75 3493 401
0 268 19 21 49 18 15 34 20
HORMALIZED DATA
RESD 290G 71 99 821 492 263 557 336
sSTIf
501 29 116 10t 36 24 106 113 58
503 15 13 66 128 146 37 105 82
504 11 2 143 101 171 97 99 62
5065 kL 1& 23 124 147 101 96 120
507 52 7¢ 104 68 72 100 748 100
513 28 7 27 & 27 178 . 50 83
514 ie6 90 75 85 110 4o 45 87
517 163 &g 23 11 11 14 92 26
522 119 B2 60 94 116 2 11 11
523 131 47 & 24 99 149 40 8
533 25 8 in7 94 5 2 78 120
535 103 L 101 30 70 3 94 83
536 173 an 39 21 L] 3z 87 kL
541 146 43 152 9 58 54 103 181
542 117 7 33 71 8 5 105 4o
546 113 11 63 48 137 172 57 56
587 69 69 93 69 116 59 82 116
552 28 en 53 110 118 3 58 926
5§53 80 89 28 112 116 109 68 20
557 18 00 63 127 22 1 37 100
562 73 57 By 22 32 7 356 1
565 53 31 18 62 5 G4 52 99
E£5 20 Be a4 2 e 3e ] 2 10 98

278
092
1873

671
27548
51
1158
1388

284
1188

786
2p57
i67¢

291

L

877
1752
2556
3372
1569
866

269

345

64

346

26
95
93
37
72
202
816
98
139

46
99
466
25
35
84
77
104
73
87
301
28
22

226 573
991 &5
675 1547
1266201799
975 1947
228n 2572
364 1256

b 47
1267 1893
LgL L5
1968 1677
855 1884
575 2348
258 246
772 158
383 1371
1174 954
885 2228
243 2815
2834 3722

.57 1453
254 gus
663 1582
850 1369

27 55

226 573

81 3

87 117

94 8717

80 93

89 59

75 152

67 29

58 86
353 62
203 1901

75 96
113 99
106 60

°7 %2

17 95
168 80

58 85

15 85

29 Fis)

8 66

77 i5g
101 G419

82 i

L80
a7
249
457
3254

69
681
b5
29
383
253
22
252
385
80
376
871
460
1281
20
249
350
20

91

99
30
49
99
130
38
192
140
87

89
B8
24
-
122
30
66
140
39
264
36
i3
26

765
gus
568
580
i8s
956
583
1757
960
© 2565
3169
243
173
244
28

662

12
62
94
32

114
51
123
B2
79
82
105,
280
23
313
83
115
58
82
80
76
28
28

616

2088
865
1658
1187
239
587
5¢
3852
77
068
1B73
1866
283
559
188
850
1271
1875
3267
1758
566
1078
1348
31

610

215

489
53
87

4B5

855
62
30

653
30

151

1488

LBs
a4

259

267

265

977

Q44

2348

793

360
77

669
21

215

66
11

£6
121




FPAPERTHPNT

FPREQUMNCY

GHF 1T aen?T7

STINULATOR bn)y

PERCENTAG® ©

REPERINFNT GRF 177 qon?T7

FREQUERCY

% & i #* S " * Ed
1 T2 I 3 3 o4 o8 5 o N T T
non oA Nl T ¢ g ¥ 5

RRSPONDRYS

573
662
610
quz
306
8.1
336
215
226

@1

99
263
557

T

290

STIMULATOR 5.3

*
®
® % Ed EE Y #
Tor oz I3 3 oo h 7T 7 8 4
n = n ~ n @ n . Is) Y ~ y s} a O «

RESPONDERS

7 2640

50

GBF 177 5ol777 STIMULATOR 504

PERC
1% 215
30 91t
&40 263
65 662
70 a9
85 336
90 226
95 Ius
105 557
120 573
130 821
150 442
BXPERIHRNT
PREQDERCY 1
3
2
1 &

PERCENTAGE 5

PRREC

e
215
290

91
338
$10
386
263
a2zt

99
592
573

bl & E *
1 2 2 3 3 4 5 % 6 6 7T 7 8 8
n 5 N 5 a 5 0 5 9 & 5 0 5 0 5

RESPONDERS

226 662
557
@« @ ®

T
G 4
D Y
200
101
4 4

%
n 1

&
LI
44
¢ 5

1
8 9

9
o 0
L
8 9
5 0
o 0
1 01
8 9
5 0



XPERIVENT PDRA 12 90879

ORIGINAL DATA

REBSP 1037P 1038F 10397 Todir ifouldp

SPTIN
8104
8103
8108
8112
8113
8117
8122
8122
8124
8126
8132
8135
8139
8140
B143
8148
8150
8152
8154
8157
8159

9

STIH
8104
8103
8108
8112
8113
8117
8120
8122
8124
8126
8130
8135
8139
8140
8143
8148
8150
8152
8154
8157
8159

0

XPERIMENT PDR 12

15188 2015
25657 7161
76828 W2367
59692 9455
5296 852
20317 600
21332 9762
28018 6374
18988 6195
39119 186335
21817 w955
21178 9911
26876 29302
6992 9100
4832 15329

32770 29927

24976 3936
17973 5154
32109 6298
42407 8351
35073 6514
3171 1029
90879

ORIGINAL DATA

15188 2015
25657 7161
76828 42367
59692 9455
-1 -1
20317 600
21332 9762
28014 6374
18988 6195
39119 16335
-1 -1
21178 9911
26876 29302
6992 9146
4832 15329
32770 29927
24976 3936
17973 5154
32109 6298
42807 8351
35073 6518
3171 1029

HORMALIZED DATA

STIN
8104
8103
8108
8112
8117
8120
8122
8124
8126
8135
8139
8140
8143
81438
8150
8152
8154
8157
8159

72 26
93 70
78 115
78 33
220 17
70 87
100 61
T4 A5
107 120
75 94
60 177
ny 155
21 177
101 248
62 26
111 86
142 75
92 49
156 78

17350
23545
92404
27992

496

47
50644
23032
34323
20419
5467
18245
21856
12394
108 31
20648
38395
188488
3856
53671
23715
2266

17350
23545
92404
27992
-1
[
50444
23332
36323
204198
-1
18245
21856
12394
10831
20044
38395
18888
3856
53671
23715
2266

90
93
102
40
6
181
90
145
61
70
54
86
51
67
o4
127
19
127
115

6268
20308
47032
33376

1520

2424
21575
17256

5684
11090

3567
156 31
12948

1641

3813
17199

7271

3556

4452

10209
14710
66851
61256
1074
3394
12911
15764
9188
8214
7978
31086
18042
9169
5862
13152
284389
9992
9456

22252102714

424
6395

RESP 1037F 10387 10397 7043p

11139
1852

RESP 1037P 1038F 10397 1081F 03P

10

-1 10209
-1 18710
-1 66851
-1 61256
-1 -1
-1 3394
-1 12911
-1 15764
-1 9188
-1 8214
-1 -1
-1 31086
~1 18042
-1 9169
-1 5862
-1 13152
-1 28489
-1 9492
-1 9455
-11021 14
-1 11139
-1 1852
247F

71 b3
78 147
98 84
117 sS4
54 85
62 126
82 177
52

33 7
16¢ 7
59 58
85 113
37 117
59 42
n3 in5
82 87
61 105
324 99
72 127

247F 2487
14579 18054
30400 27789
84803127669
50421 47743
4988 4590
8094 9300
39082 299u4
28439 22735
2597 19143
2679 38293
2425 31423
2044 16206
26577 60182
18185 31669
27876 54306
13964 15742
429671 19255
14429 219248
24242 38581
us684 35732
29161 20645
1187 783

2477 2487%
14579 18054
30400 27789
B4BL3327669
So421 47743
-1 -1

8094 9300
39042 29944
28439 22735

2597 19143

2679 38293

-1 -1

2084 14200
26577 boiu2
18185 31669
27876 54306
13964 15742
42961 19255
14429 21924
24242 3485891
46684 35732
29161 20645

1187 783
248F

76 253
19 6
114 34
55 a3
a9 159
87 113
72 49
56 165
93 38
50 7
119 68
177 87
206 35
43 57
42 54
120 48
151 61
69 75
81 70

Yeg. ke

999% 1oo1lr

48216
18908
38054
71719

1345
11353
38647
15554
47802
15590

5028

2311
34343
15568

3141
24400
24393

B840
15594
38947
17772

2136

35486
14291
46255
86705

1268

482
22868
17709
16893
23997

9995
13213
32990

4151
17770
29467
16262
13145
19833
42642
17516

3120

999F 1D01F

43216
13908
3580564
71719
-1
11353
33647
15554
47802
15590
-1
2311
34343
15568
9141
24000
243983
B84C
15594
33947
17772
2136

999F 1091F

143
96
51

123
53
82
69
71
71
51
81
29
a3
99
43
88
95

101
85

35446
14291
456255
86705
-1
4482
22868
17799
16393
23997
~1
13213
32997
C 4151
17770
294n7
16162
13145
19333
Bzo642
17516
3120

996F 1002F oonF

23860 12105
H6645 39428
S7644 13988
84576168008
1248 5835
6055 6872
9942 18745
50842 48512
22826 15152
6174 7204
BBy 2304
1330 3729
48155 78525
13687 5290
17790 16460
26725 34921
30695 37321
192485 13964
19924 22491
59351 45786
23850 21272
824 874

998F 1002P tonnyg

23863 12105
45645 39428
57644 13988
44576168008
-1 ~1
6055 6872
9942 18745
5.842 48512
22826 15152
6174 7204
=1 =1
1330 372
4155 78525
13687 5290
17790 16460
26725 34921
39695 37321
19245 13904
19924 22491
59351 45786
23850 21272
824 874

Y98P 10N02F 1000F

34
125
43
43
49
24
136
56
13
3
81
65
57
61
57
89
66
S6
79

51 44
126 33
12 49
10y 68
46 143
55 56
154 62
52 b6
17 192
12 Y
156 65
3y 71
63 e
95 61
B2 97
76 70
88 5%
88 56
84 80

557

6832 3718487
6736 33929
36366101378
38454 99579
9462 15576
9833 13808
12545 36770
12913 30134
16447 47827
52135 #2030
16101 21816
29608 49249
21667 25324
8362 1929¢
12855 2593p
19618102462
28831 61566
8434 20608
BouL 25583
19038 61995
13393 22972
1495 3054

557F%

6832 37847
6736 33929
36366101378
38454 99579
-3 -4
9833 13808
12545 36770
12913 30138
foun? 47827
52135 42030
-1 -1
29608 89249
21667 25324
8362 19290
12855 25930
19618102452
23831 61566
8434 20608
s6ly 25583
19038 61995
13393 22972
495 3054

557F

119
75
63
80
XY
T4
66

114
71

b
35
75
68

194
94
78
69
83
63
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Archiviazione dei dati

L% uso che wviene fatto piu® comunemente dei dati dell® MLC
richiede di accedere contemporaneamente ai risultati che i vari
ﬁ@S@@méamﬁ hanno dato con uno stesso stimulator. Per guesto
motivo si e® scelto di creare un file per ciascuno stimulator e
di cumulare, in ognuno di tali files, tutti i risultati che il
relativo stimulator da® cbn i diversi responders con cui e messo
in coltura nei vari esperimenti.

1 nomi che vengono attribuiti a guesti files sono composti
dalla lettera C seguita dalla sigla dello stimulator, il tipo,
unico per tutti i files, @ PERRARA. Ad esempio, il file ®C100
FERRARA® conterra® tutti i risultati dello stisulator 100 con
tutti i responders con cui e°® stato messo a confronto.

Tutti i programmi che usano i dati MLC definiscono, durante 1°
esecuzione, i files a cui devono accedere a partire dalla sigla
dei vari stimulators.

I1 programma di archiviazione dei dati provvede alla creazione
© all® aggiornamento di questi file a partire dal file di tipo
INTER; per ciascun stimulator, ni, che incontra nel file di
imput, accede al file Cni FERRARA (creandolo se gia® non esiste)
per aggiundervi i nuovi risultati. L® aggiunta dei nuovi dati e®
effettuata attraverso una procedura di ®merging® in guanto i
risultati vengono mantenuti ordimati per valore crescente all®
interno dei files.

Hei files di archiviazione vengono associati ad ogni dato sia
la sigla del responder che il numero dell'esperimento in cui il
risultato ev stato ottenuto. (Attraverso il numero dello

esperimento si risale alla sigla completa tramite i dati
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contenuti nel file EXP FERRARA) .

Il programma di archiviazione viene attivato dal comando:

P T e —

MER nomef

o i <t S S B N

nomef
nome del file d4i input di tipo IETER

Pres egg z&n@ gg L g‘m

illo scopo di presentare i dati relativi ai vari stimulators
sotto forma di stampe variamente organizzate e stato realizzato
un programma che, parteado dai dati contenuti in un gemerico file
Cni FERRBARA, stampa:

1) 1® istogramma di tetti i risuvltati, sia utilizzando
asterischi, per una maggiore evidenza grafica, sia utilizzando
le sigle dei vari responders per rendere possibile un® amalisi
piu® dettagliata; (figge. 5-6)

2) la lista delle ®%pccorrenze multiple® cioce® la lista di
tutti i responders che sono stati messi in colturs con lo
stimulator piu® di uma volta. Per ciascuna occorrenza viene
indicato, sia il valore del risultato che 1°* esperimento in
cui esso e stato ottenuto; (fig. 7)

3) una lista in cui compaiono tutti i responders, «lascuno
con il relativo risultato e 1° indicazione dell® esperisento,

ordinata secondo le sigle dei responders ed una seconds lis

uguale alla precedente, ma ordinata secondo i valori cres

dei risuvltati. (fig 8,9)
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La presentazione dei dati sotto forma di istogramma e® molto
utile guando si debba operare una scelta "manuale® dell® eclemento
di separazione delle due classi di risultati (positivi/negativi),
mentre evidenziare i risultati multipli e¢® utile al fine di
ottenere upa indicazione della qualita® degli esperimenti (test
di riproducibilita®).

Il programma e® organizzato in maniera da presentare le stampe
relative a tutti gli stimulators contenuti nel file di tipo
TABCEL formitogli come input e viene attivato dal comando HIST il

cui formato ef:

i S D S AN, T B

HIST nomet

T B G TS I S T

ﬁumﬁg il nome di un file @i tipo TABCEL, prodotto dal
comando NORE
Quindi il comando
HIST BLL
produce le stampe relative a tutti gli stisulators, mentre il
cosando
BIST nomef
produce le stampe relative ai soli stimulators presenti negli
esperimenti contenuti nel file nomef DATI e che non sono stati
eliminati durante la normalizzazione.

Questa seconda forma permette cioe® di farsi presentare solo

gli stimulators per i guali sono stati acquisiti nuovi dati.



STIRULATOR 541

FREAUINCY 9 ¢ & 4 & 2 6 5 & 4.3 71 11 9 17 13 12 18 15 27 % 12 6 4 3 5 2 1 2 o 4 p o 1 1 3 o O 0 13
27 *
26 &
25 *
24 ®
23 *
22 *
21 ®
20 ¥
19 =
19 % %
17 * * *
15 ® & %
15 & % % %
14 ¥ ® % & % .
13 * % ® % % %
12 = 0% x k* & *x % %
11 * = o0& ok % kY % & %
19 # x =& x * % W & 0k % &
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VALUE/EYPERINENT
2/GRF 172 15 /GEP
2/GRP 172 59 /G pF
2/GRP 169 12/GEF
2/G8F 169 6/GBY
5GP 126 24 /G
6 /GPF 186 16 /G BF
8/68F 172 16 /GEF
8/GIF 427 48 /GRY
9/GRF 169 5S¢ /GRY
10 /GEF 169 100/GEF
12652 172 23/08F
15 /60F 178 25 /G LT
19 /GRT 186 52 SO R
26/5EF V€8 32/GLF
25/GEF 177 £1/GTF
27/G8F 177 89,/CTP
21/6TF 177 190 /60T
33/6FF 114 96 /GFF
38 /GHF 150 73 /5EF
40 /GRF 16R 4o /Gnp
42 /GRP 169 $1/PDA
48 /G7P 132 73/G0F
50/GEF 159  1.0/GRP
51/GRF 172 109/65HF
S1/GPF 132 B3/GEF
52/G°F 177 59 /GRF
53 /GRF 132 58 /G TP
54 JGEP 1686  259/GRF
55 /G3P 127 €5 /GEF
56 /GRF 177 196 /GRF
57 /6RF 178 96 /G EP
58 /GRF 131 £2/GRF
92 /GRF 138 98 /GRP
59 /GBF 132  109/GBP
£1/60P 122 69/GBF
64 JGRF 135 99 /G ¥
68 /6PF 134 100/GTF
66 /PDA 4 1 69 /6P
59 /G3F 131 110/GBF
70 /6GFP 112 97 /GRP
75 /GRY 134 42 /GBF
71/GRF 135 100 ,GEF
71607 135 94 /G BF
72/GRF 158 98,/G P
73/GRP 112 142/GLP
75 /6RF 178 89 /GDF
76 /GEF 112 % /G RF
76 /GLF 132 99 /G BP
B1/PDA 4 1 33/GHF
81 /GNP 172 46 /G RP
R1/GEP 138 inT/GRP
85 /GBF 127 104 /GBF
B8 /GRP 135 93 /G BT
89 /GR¥ 132  103/GBF
93/G8P 123 1U4/GBP
98 /GBF 135  131/G8F
95 /GBF 118 104 /GEF

100 /GBF 112 125/GBP

102/6RF 178  138/GEF

102/GBF 137  152/GBP
110/GBF 122  179/GBP
120/6BF 134 444 /GBF
121/6BF 118 126 /GBF
138 /GBF 134  154/GBP

131
186
112
122
178
177
121
135
172
135
127
186
178
174
166
122
166
166
186
135
22
172
127
177
172
158
120
178
122
1686
122
112
14
131
163
127
169
126
177
134
123
169
131
137
169
168
137
131
137
134
172
132
121
123
137
131
168
168
186
127
178
112
168
172

HOLTIPLE OCCURREBNCI®ES

116 /GBP

44 /GHE

42 /GRYP

100 /6BF
42 /GBF

INT/GHBP

S8 /6RF
1n6 /CPFP
151/PNA

Ve g

8n/CrF

7Y9/GBF
105/68F

I00/GRF

36 /GDF
116 /GHF
106 /G3F
152 /GHP

J5/GRF
86 /GDP

115/58F
00 /GRF

134

137

11

114
168

126
131

103/6i 7177

ap/GRF 123 BU4/G5F 120 38/GEP 168
118 /6P 135

128/60F 132

177 /68F 168

toy 7

88/6BF 126

oseBY 122
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GB T

GBF
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GBP
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GBY¥
GBY
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GBP
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GBw
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DR

172
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%9
177
16e
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3 3
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186
169
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168
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123
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186
77
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112
178
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131
77
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177
12
127
3 3
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11s
131
120
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169
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135
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138

12
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178
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&8
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59
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54
64
54
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79
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215
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175
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175
PD
625
436
843
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337
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311
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GBF
GBF
GBF
DA
GBF
GBF
GBF
GBP
GBF
GBP
GBF
PDA
GB¥
GBF
GBF
GBF
PDA
GBF
GBF

GBF
GBP
PDA
GBF
GRF
GRY
GBP
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134
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176
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RBSP

73
73
638
220
485
1011
574
810
646
%7
483
263
58
1H
615
318
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120
175
1015
599
377
ngs
168
309
1028
557
550
[23:39]
71
296
254
ip26
813
1023
113
5388
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613
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31
1
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77
SEA
1
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866
865
150
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1005
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215
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252
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8
89
6
42
81
111
48
73
98
103
93
4

3
27
59
1to
179
38
73
167
74
04
73
81
86
9¢
54
71
72
89
90
88
25

STIHULATOR

EYP
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485
492
506
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547
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550
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34
71
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54
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2
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15
25
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34
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57
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' GBP

GBP
GBP
GBF
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GBF
GBF
GBF
GBF
GBP
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114
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114
135
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172
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rsione del formato dei dati

V&

L® analisi dei risultati che i vari responders hanno dato con
upo stimulator permette, normalmente, di individuare due classi
di x@Sp@n@@raz

i) la classe dei responders che hanno dato luogo a una scarsa
proliferazione, per i quali si deve presumere che condividano

la stessa specificita® HLA-D dello stimulator (2)

ii} la classe dei responders che hanno dato luogo a una
marcata proliferazione, per i guali si presume che possiedano

specificita® diverse da guella dello stimulator.

I1 problema consiste, essenzialmente, nell® individuare un
valore di "soglia® che permetta di discriminare gli elementi
delle due classi. Un criterio oggettivo per la scelta dei valori
di soglia che sia pienamente soddisfacente non e® stato amncora
definito nonostante siano state proposte svariate retodologie
{analisi deil cluster, analisi della varianza ecc,.;) « Anche nel
corso di guesto lavoro sono stati realizzati alcuni programmi per
sperimentare diversi approcci alla soluzione del problema
{(fitting di curve normali, analisi dei cluster, tripla
normalizzazione) .

Questi programmmi, pur fornendo delle indicazioni molto utili

T T = g e puap

(2) Una "“assoluta®™ assenza di proliferazione (valori CPH dello
stesso ordine di guelli dell® autologo) e' molto difficilmente
riscontrabile. Questo e® probabilmente dowuto, oltre che a cause
sperimentali, anche a cause biologiche, come una non completa
identita® tra il determinante HLA-D del responder e del donatore
e un® influenza, se pur ridotta, di determinanti non HLA-D nelle
reazioni HMLC.




s
nella scelta delle soglie, allo stato attuale non garantiscono
risultati sempre e comunque affidabili. Per questo motivo non
sono stati inseriti fra i programmi, di uso roatinario, descritti
in questa nota.e.

Normalmente la procedera di classificazione dei risultati
relativi a ogni stimulator, sia essa svolta con ltajuto degli
appositi prograsmi o in modo esclusivamente manacle, porta alla
scelta di una coppia di valori ST e S2 (51<52) che ci permettono
di ripartire i risultati nelle tre classi distinte:

1 classe dei risultati negativi se v<s1

2 = = dubbi se SiIKvss2
3 = positivi se ¥>S2

([

0ot

avendo indicato con V il valore di un generico risultato.

La scelta delle soglie, anche se non viene basata su metodi
rigorosi, risulta ampiamente accettabile al fine pratico per la
possibilita® di definire un intervallo di incertezza (classe di
risultati dubbi) anche relativamente ampio.

Una volta effettuata la ripartizione dei dati in tre classi
distinte, diviene possibile assimilare i dati BLC ai dati
ottenuti dagli esperimenti serologici in modo da potersi
avvalere, anche per essi, dei vari progralii di analisi
realizzati per guesti ultimi (analisi dei pattern di reazioni,
analisﬁrﬁekl@ correlazioni, eCCece) o

A questo scopo basta produrre due files, uno contenente la
lista delle sigle degli stimulators e uno contenente, per ciascun
responder, la relativa sigla e i risultati, espressi com i
punteggi standard 0,1,4,8, che il responder ha dato con tutti gli
stimulators della lista. Questi due files costituiranmo 1° input
per il sistema Gknlwﬁna.\kxssi sono del tutto equivalenti, per

formato.e contenuto. ai filégkmnmtenenm@mhamlisxawdauliwant&gimrim
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e 1 risultati degli esperimenti serologici.

Kilws&ria&o adesso 1l metodo usato per la sostituzione dei
dati MLC con i punteggi standard.

Sia S un generico stimulator per cui sono stati scelti i
valori di soglia S1 e 52 (S% € S2) , B un gualungue responder e
V({S,R}) il valore CPH doppiamente normalizzato associato alla
coltura di 5 cop B (V(S,B)=0 se S e B non sono stati mai messi
insieme in coltura) , il punteggio P{S,k) si attribuisce secondo

il seguente criterio:

se ¥ (S,R) =0 allora P (S,H) =0
V(S,R)<S1 P (S,E)=8
S1<V (S,R) <S2 P(S,R) =0
V(S,R)>S2 P(S,R)=1

Se S e R sono statli messi insieme in coltura n volte, si
calcola un unico valore V(S,R) a partire dagli n wvalori V;{S,R)
ottenuti nelle varie prove, nel modo sequente:

se Vi (S.R) <52 ¥i oppure ¥y (S,R)>S1 A allora
Vi

altrimenti

¥ (S, R) =0

Il programma di conversione dei dati richiede, in input, due
files:
- un file, di tipo TABCEL, contenente la lista degli
stimulator da considerare
-~ un file, di tipo SOGLIE, contenente, per ogni stimulator
considerato, wuna coppia i valori interi da assumere cone
sogl ie
Talvolta avviene che la sigla usata per un individuo che
partecipa come Tresponder in esSperimenti MLC sia diversa dalla

sigla wusata, per lo stesso individuo, negli esperimenti




PP
serologoci. In tal caso il programma puo?® sostituire, nel file
di output di tipo DATICEL, quest® ultima alla sigla HLC. Questo
se si vuole ottenere la possibilita® di associare s Delle
analisi, i dati MLC ai dati serologici.

In un caso del genere basta provvedere alla creazione del file
SIGLE RESPK in cui si fornisce 1°% elenco delle sigle HBLC che si
intende sostituire, ciascuna seguita immediatamente dalla
corrispondente sigla sostitutiva.

Se esiste il file SIGLE RESPH, il programma provvede
automaticamente a svolgere le sostituzioni in esso indicate. I
dati contenuti nel file di tipo SOGLIE e nel file SIGLE RESPH non
sono sottoposti ad alcun vincolo di formato, a parte la
condizione di essere separati, tra loro, da almeno un carattere
spazio.

I1 comando che attiva il programma di conversione e® FORM il

cui formato e® il seguente:

s qme e

FPORM nomes <nomef>

e wi ey wus e - -

nOReSs
e® il nome attribuito ad ambedue i file di output
di tipo DATICEL e LISTACEL
nonef
e’ il nome di ambedue i file di input di tipo
TABCEL e SOGLIE. Se omesso viene assunto nomef=ALL

Fella tavola I e® riportato un diagramma che illustra il

flusso dei dati in connessione ai vari comandi.
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