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A b s t r a c t

T h e  d e v e l o p m e n t  o f  s i n g l e - c e l l  t e c h n o l o g i e s  l i k e  m a s s  c y t o m e t r y  a l l o w e d  f o r  a n  i n 

d e p t h  u n d e r s t a n d i n g  o f  c e l l u l a r  p r o c e s s e s  a n d  t h e  d i s c o v e r y  o f  n e w  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s  a n d  

t h e i r  r o l e s  i n  t h e  o r g a n i s m .  T h e  k n o w l e d g e  c a n  h e l p  i n v e n t  n e w  t h e r a p i e s ,  d r u g s ,  a n d  d i s e a s e  

p r e v e n t i o n  m e t h o d s .  M a s s  c y t o m e t r y  e n a b l e s  t h e  s i m u l t a n e o u s  m e a s u r e m e n t  o f  d o z e n s  o f  

m a r k e r s  u s e d  f o r  c e l l  i d e n t i f i c a t i o n ,  r e s u l t i n g  i n  a  m a t r i x  o f  e x p r e s s i o n  v a l u e s  f o r  e a c h  c e l l  

a n d  f e a t u r e .  H o w e v e r ,  t h e  h i g h  d i m e n s i o n a l i t y  o f  s i n g l e - c e l l  d a t a s e t s  m a k e s  t h e  a n a l y s i s  

a  c h a l l e n g e .

T u b e r c u l o s i s ,  a n  i n f e c t i o u s  d i s e a s e  c a u s e d  b y  t h e  b a c t e r i a  Mycobacterium 

Tuberculosis, k i l l s  m i l l i o n s  o f  p e o p l e  e v e r y  y e a r  a r o u n d  t h e  g l o b e .  T h e  m e d i c a t i o n s  a r e  

e x p e n s i v e ,  e s p e c i a l l y  w h e n  t h e  g e r m s  r e s i s t  o n e  o r  m o r e  p r i m a r y  d r u g s .  T h e  o u t b r e a k  o f  t h e  

C O V I D - 1 9  p a n d e m i c  h a s  l e d  t o  t h e  l o s s  o f  r e c e n t  y e a r s '  p r o g r e s s  i n  c o m b a t i n g  t h e  s p r e a d  o f  

T u b e r c u l o s i s .  S c i e n t i s t s  a r e  t r y i n g  t o  r e d u c e  t h e  o c c u r r e n c e  o f  n e w l y  d i a g n o s e d  c a s e s  t o  

a  m i n i m u m  b y  w o r k i n g  o n  n e w  t h e r a p i e s  a n d  d r u g s  u s i n g ,  a m o n g  o t h e r s ,  m a s s  c y t o m e t r y  

t e c h n o l o g y .

T h e  d i s s e r t a t i o n  t h e s i s  f o c u s e s  o n  t h e  a n a l y s i s  o f  h i g h - d i m e n s i o n a l  m a s s  c y t o m e t r y  

d a t a s e t s .  B a s e d  o n  t h e  p u b l i c a l l y  a v a i l a b l e  o n e s ,  t h e  p r o p o s e d  a n a l y s i s  p i p e l i n e  t r i e s  t o  s o l v e  

p r o b l e m s  o c c u r r i n g  w i t h  t h e  e x i s t i n g  m e t h o d s .  T h e  i m p l e m e n t e d  a l g o r i t h m s  a r e  u s e d  t o  

p r o c e s s  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  p r o v i d e d  b y  p a r t n e r s  f r o m  S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y ,  R P A .  

T h e  a n a l y s i s  i n c l u d e s  a  n e w  t e c h n i q u e  t h a t  i s  f u l l y  a u t o m a t e d  a n d  r e p r o d u c i b l e  f o r  p r e - g a t i n g  

m a s s  c y t o m e t r y  e v e n t s .  I n  a d d i t i o n ,  d i f f e r e n t  m e t h o d s  f o r  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n  a r e  

c o m p a r e d  i n  t e r m s  o f  r e m o v i n g  t h e  t e c h n i c a l  v a r i a n c e  a n d  i n f l u e n c i n g  t h e  c e l l - t y p e  

i d e n t i f i c a t i o n  r e s u l t s .  T h e  p r o p o s e d  m a c h i n e  l e a r n i n g  t e c h n i q u e  o f  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  

c o n s i d e r s  t h e  e x i s t e n c e  o f  h e t e r o g e n e i t y  o f  c e l l  g r o u p s  d u r i n g  m o d e l  e v a l u a t i o n  w h i c h  i s  

a  n o v e l  a p p r o a c h .  F u r t h e r m o r e ,  i n t r o d u c i n g  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  a n d  t w o - s t e p  

c l u s t e r i n g  t e c h n i q u e  a l l o w s  f o r  o b t a i n i n g  w e l l - d e f i n e d  a n d  s e p a r a t e d  c l u s t e r s .

T h e  a n a l y z e s  c a r r i e d  o u t  i n d i c a t e  t h e  p o t e n t i a l  o f  t h e  i n t r o d u c e d  m e t h o d s  i n  t h e  

i d e n t i f i c a t i o n  o f  c e l l  t y p e s  a n d  t h e  a p p r o p r i a t e  v e r i f i c a t i o n  o f  t h e i r  r e s u l t s .



 



S t r e s z c z e n i e

Rozwój technologii badających pojedyncze komórki, jak cytometria masowa, pozwolił 

na dogłębne zrozumienie procesów komórkowych i odkrycie nowych subpopulacji oraz ich roli 

w organizmie. Wiedza ta ma szansę przyczynić się do rozwoju nowych terapii, leków i metod 

zapobiegania różnym chorobom. Cytometria masowa umożliwia jednoczesny pomiar 

dziesiątek markerów wykorzystywanych do identyfikacji typów komórek czego wynikiem jest 

macierz zawierająca wartości ekspresji dla każdej komórki i markera. Jednakże wysoka 

wymiarowość danych sprawia, że ich analiza jest wyzwaniem.

Gruźlica, czyli infekcja spowodowana przez bakterie Mycobacterium Tuberculosis, 

każdego roku zabija miliony ludzi na świecie. Leczenie jest drogie, zwłaszcza gdy bakterie 

uodpornią się na jeden lub więcej głównych leków. Wybuch pandemii COVID-19 doprowadził do 

regresji w postępach ostatnich lat w powstrzymywaniu roznoszenia się gruźlicy. Naukowcy 

próbują zmniejszyć występowanie nowo zdiagnozowanych przypadków do minimalnego 

poziomu poprzez pracę nad nowymi terapiami i lekami, wykorzystując, między innymi, 

cytometrię masową.

Rozprawa doktorska skupia się na analizie wysokowymiarowych danych z cytometrii 

masowej. Publicznie dostępne zbiory danych posłużyły do zaproponowania schematu analizy, 

który rozwiązuje problemy występujące przy istniejących rozwiązaniach. Zaimplementowane 

metody zostały wykorzystane do przetworzenia zbioru danych z badań nad gruźlicą, 

zapewnionego przez partnerów naukowych z Stellenbosch University, RPA. Analiza obejmuje 

nową, w pełni automatyczną metodę do wstępnego bramkowania danych z cytometrii 

masowej. Dodatkowo, istniejące rozwiązania do korekty efektu paczki zostały porównane pod 

względem usuwania technicznej wariancji i wpływu na końcowe wyniki identyfikacji 

subpopulacji. Zaproponowana technika do identyfikacji typów komórek bierze pod uwagę 

istnienie heterogeniczności grup komórek podczas ewaluacji modelu, co jest podejściem 

zupełnie nowym. Wprowadzenie rozszerzonej przestrzeni cech i dwukrokowej techniki 

klasteryzacji pozwala uzyskać dobrze zdefiniowane i spójne populacje.

Przeprowadzone analizy wskazują na potencjał wprowadzonych metod w identyfikacji 

typów komórek i odpowiedniej weryfikacji ich wyników.



 



1  I n t r o d u c t i o n  t o  t h e  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a  a n a l y s i s

1 . 1  M o t i v a t i o n

W i t h  t h e  i n c r e a s i n g  p o p u l a r i t y  a n d  d e v e l o p m e n t  o f  n e w  s i n g l e - c e l l  t e c h n o l o g i e s  a n d  

c o m p u t a t i o n a l  m e t h o d s  o v e r  r e c e n t  y e a r s ,  i t  b e c o m e s  p o s s i b l e  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  

h e t e r o g e n e i t y  o f  t i s s u e s  a n d  c e l l  p o p u l a t i o n s  t h a t  m a y  h e l p  u n d e r s t a n d  b e t t e r  t h e  

m e c h a n i s m s  l e a d i n g  t o  v a r i o u s  d i s e a s e s .  T h e  k n o w l e d g e  a b o u t  t h e  c e l l  s t a t e ,  i t s  d y n a m i c s ,  

a n d  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m s  i s  v a l u a b l e  d u r i n g  t h e  i n v e n t i o n  o f  n e w  t r e a t m e n t s  a n d  t h e  

i m p r o v e m e n t  o f  t h e  e x i s t i n g  o n e s .  D e s p i t e  t h e  w e a l t h  o f  i n f o r m a t i o n  p r o v i d e d  b y  h i g h -  

t h r o u g h p u t  t e c h n o l o g i e s ,  a n a l y z i n g  t h e  d a t a  i s  c h a l l e n g i n g  [ 1 ] .  T h e  m a i n  c h a r a c t e r i s t i c  

o f  s i n g l e - c e l l  d a t a s e t s  i s  b i g  d i m e n s i o n a l i t y  t h a t  u s u a l l y  n e e d s  h i g h - p e r f o r m a n c e  c o m p u t i n g  

c l u s t e r s  a n d  a d j u s t e d  a l g o r i t h m s .  T h e y  a r e  o f t e n  c o m p a r e d  t o  t h e  r e f e r e n c e  p r o p o s e d  b y  

e x p e r t s  t o  e v a l u a t e  t h e  a n a l y s i s  r e s u l t s ,  b u t  t h e  a n n o t a t i o n s  a r e  m a n u a l  a n d ,  t h e r e f o r e ,  

b i a s e d .  M o r e o v e r ,  b e c a u s e  m a n y  b i o l o g i c a l  f u n c t i o n s  a n d  c o m p o s i t i o n s  o f  c e l l s  a r e  n o t  y e t  

u n d e r s t o o d ,  t h e r e  i s  a  l a c k  o f  c o n s e n s u s  a b o u t  r a r e  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s  a n d  t h e i r  n a t u r a l  

m e a n i n g ,  e s p e c i a l l y  i n  f u r t h e r  s u b d i v i s i o n s  [ 1  ] - [ 3 ] .

T u b e r c u l o s i s ,  a s  o n e  o f  t h e  l e a d i n g  c a u s e s  o f  d e a t h  w o r l d w i d e ,  i s  s t i l l  a  c h a l l e n g e  a n d  

a  h e a l t h  s e c u r i t y  t h r e a t .  S t u d i e s  i n v o l v i n g  T u b e r c u l o s i s  p a t i e n t s '  c e l l s  m a y  h e l p  d e v e l o p  n e w  

t r e a t m e n t s  a n d  p r e v e n t i o n  m e t h o d s .  T h e  s c i e n t i f i c  p a r t n e r s  t o  t h e  d o c t o r a l  t h e s i s  p r o v i d e d  

a  h i g h - d i m e n s i o n a l  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a s e t  i n v o l v i n g  t h r e e  p a t i e n t  g r o u p s  a n d  o v e r  t e n  m l n  

c e l l s .  S u c h  a n  e x t e n s i v e  d a t a s e t  m a k e s  t h e  a n a l y s i s  d i f f i c u l t ,  e v e n  u s i n g  t h e  b e s t  a n d  s t a t e -  

o f - t h e - a r t  m e t h o d s  f o r  s i m i l a r  p r o b l e m s .

B e f o r e  i d e n t i f y i n g  c e l l  p o p u l a t i o n s ,  w h i c h  i s  t h e  m a i n  i n t e r e s t  i n  s i n g l e - c e l l  m a s s  

c y t o m e t r y  d a t a  a n a l y s i s ,  t h e  d a t a  m u s t  b e  a p p r o p r i a t e l y  p r e p r o c e s s e d .  D a t a  a c q u i s i t i o n  f r o m  

l a b o r a t o r y  s a m p l e s  c a r r i e s  a  l o t  o f  a r t i f a c t s  a n d  u n w a n t e d  r e c o r d s .  T h e  p r o c e s s  o f  d a t a  

c l e a n i n g  i s  u s u a l l y  p e r f o r m e d  m a n u a l l y ,  t h e r e f o r e ,  i s  p r o n e  t o  h u m a n  e r r o r .  A d d i t i o n a l l y ,  

p r e p a r i n g  a n d  p r o c e s s i n g  s a m p l e s  w i t h o u t  i n t r o d u c i n g  t e c h n i c a l  v a r i a n c e  t o  t h e  d a t a  

r e q u i r e s  w e l l - p l a n n e d  e x p e r i m e n t s  a n d  m u c h  e f f o r t ;  s t i l l ,  s u c c e s s  i s  n o t  g u a r a n t e e d .  T h e  

l i m i t e d  c o r r e c t i o n  m e t h o d s  f o r  t h e  a r t i f i c i a l l y  i n t r o d u c e d  v a r i a n c e  i n  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a s e t s



w e r e  i m p e r f e c t  f o r  a  l o n g  t i m e .  R e c e n t l y  s o m e  n e w  t e c h n i q u e s  w e r e  p r o p o s e d  w i t h  d i f f e r e n t  

r e q u i r e m e n t s  a n d  c o n d i t i o n s  r e l a t e d  t o  t h e i r  u s e .  H o w e v e r ,  i t  i s  u n c l e a r  w h i c h  o f  t h e s e  

m e t h o d s  w i l l  b e  t h e  b e s t  a n d  w h e t h e r  t h e  k i n d  o f  c o r r e c t i o n  i m p a c t s  t h e  f u r t h e r  a n a l y s i s  

r e s u l t s .

F i n a l l y ,  t h e  c e l l  p o p u l a t i o n  i d e n t i f i c a t i o n  t a s k  l a c k s  t h e  a b i l i t y  t o  d i s c o v e r  r a r e  c e l l  

t y p e s  ( c o m p o s e d  o f  l e s s  t h a n  1 %  o f  t h e  d a t a s e t  c e l l s ) .  T h e  e x i s t i n g  s o l u t i o n s  o f t e n  d e p e n d  o n  

t h e  m a n u a l  e x p e r t s '  a n n o t a t i o n s  t o  w h i c h  t h e  a l g o r i t h m s  a r e  c o m p a r e d .  T h e  k n o w l e d g e  a b o u t  

t h e  h e t e r o g e n e i t y  o f  c e l l  t y p e s  i s  r a r e l y  c o n s i d e r e d  w h e n  e v a l u a t i n g  t h e  m o d e l ' s  p e r f o r m a n c e .

T o g e t h e r  w i t h  t h e  u n c o v e r e d  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  b i o l o g i c a l  f u n c t i o n s  a n d  i m p o r t a n c e  

o f  r a r e  c e l l  p o p u l a t i o n s ,  t h e  r e s u l t s  a r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  w o r s e  i f  t h e y  d o  n o t  m a t c h  t h e  

k n o w n  c e l l  l a b e l s .  I t  l e a d s  t o  u n d e r r a t e d  s o l u t i o n s  t h a t ,  i n  f a c t ,  c a p t u r e  t h e  n a t u r a l  

h e t e r o g e n e i t y  o f  s a m p l e s .

F r o m  a  t e c h n i c a l  p o i n t  o f  v i e w ,  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  i s  a n  u n s u p e r v i s e d  t a s k  t h a t  

e n g a g e s  c l u s t e r i n g  t e c h n i q u e s  i n  s e a r c h i n g  f o r  p a t t e r n s  a n d  r e l a t i o n s h i p s  w i t h i n  t h e  d a t a .  

T h e  m a i n  c h a l l e n g e  i n  c l u s t e r i n g  m e t h o d s  i s  d e t e r m i n i n g  t h e  o p t i m a l  n u m b e r  o f  c l u s t e r s  a n d  

s c a l a b i l i t y  t o  b i g  d a t a s e t s .  T h e  b e s t  s o l u t i o n  w o u l d  b e  d a t a - d r i v e n  w i t h o u t  t h e  n e e d  f o r  t u n i n g  

t o o  m a n y  p a r a m e t e r s  a n d  s p e c i f y i n g  t h e  n u m b e r  o f  g r o u p s .  A l s o ,  t h e  a l g o r i t h m  s h o u l d  w o r k  

f o r  h i g h - d i m e n s i o n a l  d a t a s e t s  i n  a  r e a s o n a b l e  t i m e .

S i n c e  o u r  t e a m  h a s  a  s u c c e s s f u l  e x p e r i e n c e  w i t h  s i m i l a r  s t u d i e s ,  w e  t h i n k  w e  c a n  

s i g n i f i c a n t l y  c o n t r i b u t e  t o  s o l v i n g  t h e  a b o v e m e n t i o n e d  p r o b l e m s .

1 . 2  A i m  o f  t h e  w o r k

T h e  m a i n  a i m  o f  t h e  w o r k  w a s  t o  p r o p o s e  a  s o l u t i o n  f o r  t h e  p r o b l e m  o f  c l u s t e r i n g  

h i g h - d i m e n s i o n a l  d a t a s e t s  c o n t a i n i n g  s m a l l  p o p u l a t i o n s  o f  o b s e r v a t i o n s .  T h e  p r o p o s e d  

a l g o r i t h m  s h o u l d  b e  a b l e  t o  p r o c e s s  d a t a s e t s  c o n t a i n i n g  m i l l i o n s  o f  c e l l s  a n d  d o z e n s  

o f  m a r k e r s  w i t h  h i g h  s e n s i t i v i t y  t o  r a r e  c e l l  t y p e s  ( s m a l l  s u b p o p u l a t i o n s ) .  T h e  m e t h o d  s h o u l d  

a l s o  c o n s i d e r  t h e  h e t e r o g e n e i t y  o f  b i o l o g i c a l  d a t a  a n d  p o t e n t i a l  p r o b l e m s  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  

s a m p l e  p r e p a r a t i o n  i n  a  l a b o r a t o r y .  T h e r e f o r e ,  t h e  s u b o r d i n a t e  g o a l  o f  t h e  d o c t o r a l  t h e s i s  w a s
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t o  e x a m i n e  t h e  d a t a  p r e p r o c e s s i n g  s t e p s  d e d i c a t e d  t o  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a  a n d  p r o p o s e  

i m p r o v e m e n t s  i n  t h e  p r o c e s s .

T h e  m a i n  f o c u s  o f  t h e  d a t a  p r o c e s s i n g  s e c t i o n  w a s  t h e  p r e - g a t i n g  s t e p  a n d  t h e  

c o r r e c t i o n  o f  t h e  t e c h n i c a l  v a r i a n c e  i n t r o d u c e d  t o  t h e  s a m p l e s .  T h e  p r e - g a t i n g  i s  a  p r i m a r y  

d a t a - c l e a n i n g  s t e p  l a c k i n g  a c c u r a c y  a n d  r e p r o d u c i b i l i t y ,  w h i c h  m a y  a f f e c t  t h e  c e l l - t y p e  

i d e n t i f i c a t i o n  p r o c e s s .  T h e r e f o r e  i t  w a s  d e c i d e d  t o  p r o p o s e  a  n e w  a n d  f u l l y - a u t o m a t e d  

m e t h o d .  T h e  b a t c h  e f f e c t  ( t h e  t e c h n i c a l  v a r i a n c e )  c o r r e c t i o n  m e t h o d s  a r e  c o m p a r e d  i n  t h e  

d o c t o r a l  d i s s e r t a t i o n  t o  i n d i c a t e  t h e  m o s t  s u i t a b l e  t e c h n i q u e  a n d  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  

c o r r e c t i o n  o n  t h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t s .

T h e  p i p e l i n e  i s  p r e p a r e d  u s i n g  p u b l i c a l l y  a v a i l a b l e  h i g h - d i m e n s i o n a l  d a t a s e t s  i n  o r d e r  

t o  p r o c e s s  T u b e r c u l o s i s  s a m p l e s  p r o v i d e d  b y  t h e  p a r t n e r s .

D u r i n g  t h e  d o c t o r a l  d i s s e r t a t i o n ,  t h e  f o l l o w i n g  t h e s e s  w e r e  f o r m u l a t e d :

T h e  u n s u p e r v i s e d  m a c h i n e  l e a r n i n g  m e t h o d s  a l l o w  d a t a - d r i v e n  i d e n t i f i c a t i o n  o f  c e l l

s u b p o p u l a t i o n s  l e a d i n g  t o  a  b e t t e r  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  c e l l - t y p e  h e t e r o g e n e i t y .

2 )

3 )

T r a n s f o r m a t i o n  o f  d a t a  f e a t u r e  s p a c e  i n t o  a n  e x p a n d e d  r e p r e s e n t a t i o n  u s i n g

G a u s s i a n  M i x t u r e  M o d e l l i n g  a l l o w s  f o r  b e t t e r  s e p a r a t i o n  a n d  d e f i n i t i o n  o f  t h e  

i d e n t i f i e d  c e l l  p o p u l a t i o n s .

A  t w o - s t e p  c l u s t e r i n g  a p p r o a c h  w i t h  l o c a l  f e a t u r e  s p a c e  o p t i m i z a t i o n  e n a b l e s  t h e

i d e n t i f i c a t i o n  o f  r a r e  c e l l  p o p u l a t i o n s .

1 . 3  C h a p t e r  c o n t e n t s

T h e  d o c t o r a l  t h e s i s  i s  o r g a n i z e d  i n t o  f o u r  m a i n  p a r t s :  a n  i n t r o d u c t i o n  t o  t h e  m a s s  

c y t o m e t r y  d a t a  a n a l y s i s  e x p l a i n i n g  t h e  b a s i c  t e r m s ,  d a t a  a c q u i s i t i o n ,  a n d  p r e p r o c e s s i n g  

s t e p s ,  a n d  t h r e e  s p e c i f i c  t o p i c s  t h a t  w e r e  t h e  s u b j e c t  o f  d e t a i l e d  s t u d i e s .

T h e  f i r s t  c h a p t e r  c o n c e r n s  t h e  i m p l e m e n t a t i o n  o f  a n  a u t o m a t i c  s o l u t i o n  f o r  t h e  m a s s  

c y t o m e t r y  p r e - g a t i n g  s t e p .  T h e  s e c o n d  c h a p t e r  d e s c r i b e s  t h e  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  b a t c h  

e f f e c t  r e m o v a l  m e t h o d s  a n d  t h e i r  i n f l u e n c e  o n  c l u s t e r i n g  r e s u l t s .  T h e  l a s t  c h a p t e r  r e f e r s
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t o  t h e  m a i n  g o a l  o f  t h e  t h e s i s  -  c e l l  s u b t y p e s  i d e n t i f i c a t i o n .  T h e  t h i r d  p r o b l e m  w a s  t h e  m o s t  

e x a m i n e d ,  o c c u p y i n g  m o s t  o f  t h e  d o c t o r a l  d i s s e r t a t i o n .  T h e  l a s t  s e c t i o n  i n c l u d e s  t h e  r e s u l t s  

f o r  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  t h e  s c i e n t i f i c  p a r t n e r s  p r o v i d e d .

E a c h  t o p i c  i s  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  a n d  i n c l u d e s  a  b r i e f  i n t r o d u c t i o n  t o  t h e  p r o b l e m ,  

a  l i t e r a t u r e  r e v i e w ,  a  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  d a t a s e t s  u s e d ,  a  r e s u l t s  s e c t i o n ,  a n d  a  d i s c u s s i o n  

s e c t i o n  w i t h  c o n c l u s i o n s .  T h e  d o c t o r a l  t h e s i s  i s  s u m m a r i z e d  a t  t h e  e n d  i n  a  f e w  s e n t e n c e s .

1 . 4  B a c k g r o u n d

1 . 4 . 1  T u b e r c u l o s i s

T u b e r c u l o s i s  ( T B )  i s  c a u s e d  b y  a  b a c t e r i a  c a l l e d  Mycobacterium Tuberculosis, t h a t  i n  

1 8 8 2 ,  w h e n  D r .  K o c h  d i s c o v e r e d  i t ,  k i l l e d  e v e r y  s e v e n t h  p e r s o n  i n  A m e r i c a  a n d  E u r o p e  [ 4 ] .  

T o d a y ,  T u b e r c u l o s i s  i s  o n e  o f  t h e  l e a d i n g  c a u s e s  o f  d e a t h  a n d  i l l n e s s  w o r l d w i d e .  O n l y  i n  2 0 2 1 ,  

t h e  d i s e a s e  k i l l e d  o v e r  1 . 6  m i l l i o n  p e o p l e .  T h e  b a c t e r i a  i s  s p r e a d  t h r o u g h  t h e  a i r ,  m a k i n g  

T u b e r c u l o s i s  t h e  s e c o n d  m o s t  i n f e c t i o u s  k i l l e r  a f t e r  C O V I D - 1 9 .  I n  2 0 2 1  a n  e s t i m a t e d  

1 0 . 6  m i l l i o n  p e o p l e  f e l l  i l l  w i t h  T B .  T h e  d i s e a s e  i s  p r e s e n t  i n  e a c h  c o u n t r y  b u t ,  w h e n  

a p p r o p r i a t e l y  t r e a t e d ,  i s  c u r a b l e  [ 5 ] .

U n t r e a t e d  T u b e r c u l o s i s  r e a c h e s  a  d e a t h  r a t e  o f  a b o u t  5 0 % ,  b u t  w i t h  c u r r e n t l y  

r e c o m m e n d e d  t r e a t m e n t ,  a b o u t  8 5 %  o f  p e o p l e  w i t h  T u b e r c u l o s i s  c a n  b e  c u r e d .  T h e  

t r e a t m e n t  l a s t s  6  t o  1 2  m o n t h s  a n d  m u s t  b e  s t r i c t l y  f o l l o w e d  t o  p r e v e n t  t h e  d i s e a s e ' s  

r e c u r r e n c e  a n d  b a c t e r i a  r e s i s t a n c e  t o  t h e  d r u g s .

N o t  e v e r y o n e  e x p o s e d  t o  Mycobacterium Tuberculosis w i l l  d e v e l o p  t h e  d i s e a s e .  T h e r e  

i s  a l s o  a  l a t e n t  T B  i n f e c t i o n  w h e n  t h e  g e r m s  a r e  i n  t h e  o r g a n i s m  b u t  a r e  i n a c t i v e .  S u c h  

a  p e r s o n  d o e s  n o t  h a v e  T B  s y m p t o m s  a n d  c a n n o t  s p r e a d  t h e  b a c t e r i a  t o  o t h e r s .  H o w e v e r ,  h e  

c a n  d e v e l o p  t h e  d i s e a s e  i n  t h e  f u t u r e .  T h e r e f o r e ,  i t  i s  e s s e n t i a l  t o  i m p l e m e n t  p r e v e n t i v e  

t r e a t m e n t .  I n  a d d i t i o n ,  c e r t a i n  f a c t o r s  i n c r e a s e  t h e  l i k e l i h o o d  o f  d e v e l o p i n g  T B ,  l i k e  d i a b e t e s ,  

H I V  i n f e c t i o n ,  p o v e r t y ,  a n d  s m o k i n g .  T h e  t y p i c a l  s y m p t o m s  o f  T u b e r c u l o s i s  a r e  w e a k n e s s ,  

c o u g h  ( a l s o  w i t h  b l o o d ) ,  w e i g h t  l o s s ,  c h e s t  p a i n ,  f e v e r ,  a n d  n i g h t  s w e a t s  [ 5 ] .



T h e  d r u g s  f o r  T B  a r e  e x p e n s i v e ,  e s p e c i a l l y  i f  t h e  b a c t e r i a  a r e  r e s i s t a n t  t o  t h e  m o s t  

e f f e c t i v e  f i r s t - l i n e  d r u g s  a n d  s o m e t i m e s  e v e n  t h e  s e c o n d - l i n e  o n e s .  T h e  m u l t i d r u g - r e s i s t a n t  

T B  i s  a  p u b l i c  h e a l t h  c r i s i s ;  i n  s u c h  c a s e s ,  t h e  m e d i c a t i o n s  a r e  l i m i t e d ,  e x p e n s i v e ,  t o x i c ,  a n d  

r e q u i r e  e x t e n s i v e  c h e m o t h e r a p y  [ A ] .

S c i e n t i s t s  f r o m  a r o u n d  t h e  g l o b e  a r e  i n v o l v e d  i n  r e s e a r c h  i n t o  t h e r a p i e s ,  d r u g s ,  a n d  

w a y s  t o  p r e v e n t  t h e  s p r e a d  o f  T u b e r c u l o s i s ,  b u t  t h e i r  s t u d i e s  a r e  c o s t l y .  T h e  s t u d i e s  i n v o l v e  

t h e  e x a m i n a t i o n  o f  h u m a n  c e l l  p o p u l a t i o n s  i n  T B  p a t i e n t s  b y  a p p l y i n g  t h e  t e c h n i q u e s  o f  d a t a  

s c i e n c e  a n d  b i o i n f o r m a t i c s .  A  t h o r o u g h  u n d e r s t a n d i n g  o f  h o w  i n f e c t i o n  w o r k s ,  c e l l u l a r  

p r o c e s s e s ,  a n d  c h a n g e s  i n  t h e  b o d y  c a n  l e a d  t o  b e t t e r  w a y s  o f  d e a l i n g  w i t h  t h e  d i s e a s e .

1 . 4 . 2  M a s s  c y t o m e t r y  ( C y T O F )  t e c h n o l o g y

O n e  o f  t h e  s i n g l e - c e l l  t e c h n o l o g i e s  i s  M a s s  C y t o m e t r y  b y  T i m e - o f - F l i g h t  ( C y T O F ) .  M a s s  

c y t o m e t r y  i s  a n  a l t e r n a t i v e  t o  t h e  o l d e r  v e r s i o n  o f  t h e  t e c h n i q u e ,  f l o w  c y t o m e t r y .  

I t  o v e r c o m e s  m o s t  f l o w  c y t o m e t r y  l i m i t a t i o n s ,  l i k e  s p e c t r a  o v e r l a p  [ 6 ] ,  s i n c e  i t  u s e s  r a r e  

s t a b l e  i s o t o p e s  i n s t e a d  o f  f l u o r o p h o r e s  t o  l a b e l  t h e  a n t i b o d i e s  t o  i d e n t i f y  c e l l  t y p e s .  H o w e v e r ,  

u s i n g  i s o t o p e s  a l s o  i n c r e a s e d  d i m e n s i o n a l i t y  -  f r o m  t e n s  t o  d o z e n s  o f  m a r k e r s  m e a s u r e d  

s i m u l t a n e o u s l y .

M o r e  p a r a m e t e r s  a n d  m i l l i o n s  o f  m e a s u r e d  c e l l s  d e m a n d  h i g h e r  c o m p u t a t i o n a l  

r e s o u r c e s  a n d  c a r e f u l  a n a l y s i s .  A d d i t i o n a l l y ,  b e c a u s e  o f  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t e c h n o l o g y  u s e d  f o r  

d e t e c t i o n  a n d  q u a n t i f i c a t i o n ,  t h a t  i s ,  i n d u c t i v e l y - c o u p l e d  p l a s m a  i n s t e a d  o f  p h o t o m u l t i p l i e r  

t u b e s ,  t h e  p r e p a r e d  c e l l s  a r e  b u r i e d  i n  c o n t r a s t  t o  f l o w  c y t o m e t r y  w h e r e  t h e  c e l l s  m a y  b e  

s o r t e d  a n d  f u r t h e r  p r o c e s s e d  a f t e r  t h e  s i g n a l  i s  r e c o r d e d .

1 . 4 . 3  S a m p l e  p r e p a r a t i o n

P r e p a r i n g  s a m p l e s  f o r  C y T O F  i n v o l v e s  s e v e r a l  s t e p s ,  b u t  t h e i r  o r d e r  m a y  d i f f e r  

d e p e n d i n g  o n  t h e  a s s a y  t y p e .  T h e  f i r s t  s t e p  i s  t h e  c h o i c e  o f  p r o b e s  ( u s u a l  a n t i b o d i e s )  t h a t  w i l l  

b i n d  a n d  i d e n t i f y  s p e c i f i c  c e l l  t y p e s  o f  i n t e r e s t .  T h e  n e x t  s t e p  i s  p a n e l  d e s i g n ,  i n  w h i c h  t h e  

p r o b e s  a r e  m a t c h e d  w i t h  i s o t o p e s .  T h e  s t a i n i n g  s t a g e  a l l o w s  t h e  c o n j u g a t i o n  o f  t h e  p r o b e s  

t o  i o n s  c o v a l e n t l y  a t t a c h e d  t o  a  m e t a l - c h e l a t i n g  p o l y m e r .  W a s h i n g  i s  m a d e  m u l t i p l e  t i m e s  

a t  e a c h  s t e p  t o  r e m o v e  u n b o u n d  r e a g e n t s  a n d  a v o i d  c o n t a m i n a t i o n .  N e x t ,  e a c h  s a m p l e  c e l l



i s  c o v a l e n t l y  s t a i n e d  w i t h  a  u n i q u e  c o m b i n a t i o n  o f  b a r c o d i n g  i s o t o p e s  ( e . g . ,  P a l l a d i u m ) .

T h e  s t e p s  a l l o w  f o r  r u n n i n g  a l l  s a m p l e s  t o g e t h e r  o n  t h e  C y T O F ,  r e d u c i n g  t e c h n i c a l  v a r i a t i o n  

t h a t  m a y  b e  i n t r o d u c e d  t o  t h e  d a t a .  A f t e r  w a s h i n g ,  t h e  c e l l s  a r e  r e s u s p e n d e d  i n  M i l l i O  

c o n t a i n i n g  c a l i b r a t i o n  b e a d s  [ 2 ] ,  [ 7 ] .

1 . 4 . 4  M a s s  c y t o m e t e r

S e v e n  s t e p s  o f  d a t a  a c q u i s i t i o n  f r o m  a  m a s s  c y t o m e t e r  c a n  b e  d i s t i n g u i s h e d  ( F i g u r e

1 . 1 . ) .  T h e  p r e p a r e d  s a m p l e s  w i t h  c a l i b r a t i o n  b e a d s  a r e  i n t r o d u c e d  t o  t h e  m a s s  c y t o m e t e r ,  

w h e r e  t h e  n e b u l i z e r  s e p a r a t e s  t h e  c e l l s  i n t o  t i n y ,  s i n g l e  d r o p l e t s .  E a c h  d r o p l e t  i s  e v a p o r a t e d  

a n d  b u r i e d  a t  t h e  i n d u c t i v e l y  c o u p l e d  p l a s m a  ( I C P )  t o r c h  a t  a p p r o x i m a t e l y  7 , 0 0 0  K e l v i n ,  w h i c h  

r e s u l t s  i n  t h e  i o n i z a t i o n  o f  t h e  c e l l ' s  m e t a l s .  T h e  c e l l  i s  c o n v e r t e d  i n t o  a  c l o u d  o f  i o n s ,  b u t  n o t  

a l l  o f  t h e m  a r e  o f  a n a l y t i c a l  i n t e r e s t .  T h e  h i g h - p a s s  i o n  o p t i c  a l l o w s  f i l t e r i n g  o u t  u n w a n t e d  

i o n s  ( n e g a t i v e l y  c h a r g e d ,  n e u t r a l  e l e m e n t s ,  a n d  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  w i t h  t o o  s m a l l  m a s s ) .  T h e  

r e m a i n i n g  i o n s  a r e  i n t r o d u c e d  t o  t h e  T i m e - o f - f l i g h t  ( T O F )  c h a m b e r ,  w h e r e  t h e y  t r a v e l  w i t h  t h e  

s p e e d  a p p r o p r i a t e  t o  t h e i r  m a s s e s  -  s m a l l e r  i o n s  t r a v e l  f a s t e r ,  a n d  h e a v i e r  i o n s  t r a v e l  s l o w e r .  

W h e n  t h e  i o n s  h i t  t h e  d e t e c t o r ,  t h e  s i g n a l  i s  r e c o r d e d  a s  a  d i g i t i z e d  w a v e f o r m  t h a t  i s  f u r t h e r  

c o n v e r t e d  i n t o  i o n  c o u n t s .  T h e  i n t e g r a t e d  i n f o r m a t i o n  f o r  e a c h  c e l l  i s  s t o r e d  i n  F l o w  

C y t o m e t r y  S t a n d a r d  ( F C S )  f i l e  f o r m a t  [ 2 ] .  B e c a u s e  e a c h  s a m p l e  o f  c e l l s  a l s o  c o n t a i n s  

c a l i b r a t i o n  b e a d s ,  e a c h  o b s e r v a t i o n  s t o r e d  i n  t h e  f i l e  ( e a c h  r o w )  i s  c a l l e d  a n  " e v e n t "  ( c e l l  

o r  b e a d  o r  c o n t a m i n a t i o n ) .



Figure 1.1. Mass cytometer workflow.
1) The cells are labeled with antibodies stained with stable isotopes of rare metals and are separated in the 
nebulizer. 2) ICP evaporates and ionizes the cells. 3) Resulting cloud of ions is filtered in the high-pass ion optic. 
A) Remaining ions enter the time-of-flight detector, where they are separated based on their masses. 5) Each ion 
hits the detector, and the signal is recorded and integrated for each cell. 6) The information is stored in an FCS 
file. 7) FCS file is analyzed.
(Source: "Helios, a CyTOF system" by Fluidigm, https://www.fredhutch.org/content/dam/www/shared- 
resources/fc-cytof/CyTOF-Helios-User-Guide.pdf).

1.4.5 FCS format

Measurements obtained from the mass cytometer are stored in the Flow Cytometry 

Standard (FCS) file format (Figure 1.2.). The format is a binary data file standard containing 

the ion count matrix and metadata like experiment information, used markers (antibodies) 

names, and corresponding isotopes. Usually, for each sample, a separate FCS file is created 

after the debarcoding step (see Section 1.4.7. Data preprocessing)^].



F i g u r e  1 . 2 .  T h e  p r o c e s s  o f  s t o r i n g  i o n  c o u n t  i n f o r m a t i o n  i n  a n  F C S  f i l e  

( S o u r c e :  [ 8 ] ) .

1 . 4 . 6  A n a l y s i s  p i p e l i n e  f o r  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a

Sampling on the problem)

Bead normalization

Compensation

Counts transformation

Debarcoding

Pre-gating

Batch correction

Analysis using clean data:

Identification of cell

populations (clustering)

Differential abundance

Other (depending

Optional, for clustering 

or visualization

• PCA

• t-SNE

• UMAP

Data pre-processing Dimensionality 
reduction Further analysis

F i g u r e  1 . 3 .  M a i n  p a r t s  o f  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a  a n a l y s i s  

( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .



1 . 4 . 7  D a t a  p r e p r o c e s s i n g

B e f o r e  a n y  e x p l o r a t o r y  a n a l y s i s ,  t h e  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a  m u s t  b e  p r e p r o c e s s e d  t o  

r e m o v e  t h e  e r r o r s  a n d  a r t i f a c t s  p r e s e n t  a f t e r  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  i n  t h e  l a b o r a t o r y .  A n o t h e r  

c r i t i c a l  i s s u e  i s  t h a t  t h e  i n v e s t i g a t i o n  s h o u l d  b e  p e r f o r m e d  o n  s i n g l e ,  i n t a c t ,  a n d  l i v e  c e l l s .  

T h e r e f o r e ,  d u b l e t s  a n d  d e a d  c e l l s  s h o u l d  b e  f i l t e r e d  o u t .  F o r  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a  

p r e p r o c e s s i n g ,  s e v e r a l  d i f f e r e n t  s t e p s  c a n  b e  i d e n t i f i e d :  b e a d  n o r m a l i z a t i o n ,  c o u n t s  

t r a n s f o r m a t i o n ,  c o m p e n s a t i o n ,  s a m p l e  d e b a r c o d i n g ,  p r e - g a t i n g ,  a n d  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n .

B e a d  n o r m a l i z a t i o n  u s e s  t h e  i n s e r t e d  b e a d s  [ 7 ]  d u r i n g  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  t o  c o r r e c t  

t h e  s i g n a l  i n t e n s i t y  d e c a y  a n d  l i m i t  t h e  i m p a c t  o f  t e c h n i c a l  v a r i a t i o n  o n  t h e  a n a l y s i s  r e s u l t s .  

T h e  p o l y s t y r e n e  b e a d s  a r e  u s e d  a s  a  r e f e r e n c e  f o r  t h e  n o r m a l i z a t i o n  s t e p  s i n c e  t h e  

c o m p o s i t i o n  o f  i s o t o p e s  i s  k n o w n .  T h e  t w o  m o s t  p o p u l a r  m e t h o d s  c a n  b e  u s e d  f o r  t h i s  

p u r p o s e :  t h e  F l u i d i g m  m e t h o d  o r  M A T L A B  b e a d  n o r m a l i z a t i o n  ( F i g u r e  1 . 4 . )  [ 9 ] .

F i g u r e  1 . 4 .  I n t e n s i t y  c o r r e c t i o n  w i t h  t h e  c a l i b r a t i o n  b e a d s  u s i n g  M A T L A B  n o r m a l i z e r .  

( S o u r c e :  [ 9 ] ) .

T h e  F C S  f i l e s  c o n t a i n  D i  ( d u a l  i n s t r u m e n t )  o r  D d  ( d u a l  d a t a )  c o u n t s  ( r a w  i n t e g e r s  

o r  n o n - z e r o  i n t e g e r s  r a n d o m i z e d  b e t w e e n  r a n g e s  [ x - 1 ,  x ] .  O n e  c e l l  t y p e  d o e s  n o t  e x p r e s s  a l l  

o f  t h e  m a r k e r s  u s e d .  T h e r e f o r e  t h e r e  i s  a  g r e a t  n u m b e r  o f  z e r o  v a l u e s .  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  

m a r k e r s  u s u a l l y  i s  s t r o n g l y  s k e w e d .  F o r  b e t t e r  v i s u a l i z a t i o n ,  t h e  i o n  c o u n t s  a r e  t r a n s f o r m e d  

w i t h  A r c S i n h  o r  l o g i c l e  f u n c t i o n s  ( F i g u r e  1 . 5 . ) .  H o w e v e r ,  t h e  A r c S i n h  t r a n s f o r m a t i o n  i s  m o r e



o f t e n  u s e d ,  w i t h  a  c o - f a c t o r  o f  5  f o r  t h e  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a  ( a  c o - f a c t o r  o f  1 5 0  i s  i n t e n d e d  

f o r  f l o w  c y t o m e t r y )  [ 2 ] .

F i g u r e  1 . 5 .  T r a n s f o r m a t i o n  f u n c t i o n s  f o r  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a .
( S o u r c e :  " D a t a  s c i e n t i s t ' s  p r i m e r  t o  a n a l y s i s  o f  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a , "  T h e  S i n g l e  C e l l s  O m i c s  G r o u p ,  

h t t p s : / / b i o s u r f . o r g / c y t o f _ d a t a _ s c i e n t i s t . h t m l ,  a c c e s s :  F e b r u a r y  2 0 2 3 )

C o m p e n s a t i o n ,  i f  a p p l i c a b l e ,  c o r r e c t s  s o - c a l l e d  " s p i l l o v e r "  b e t w e e n  t h e  c h a n n e l s ,  

w h i c h  i s  u s u a l l y  t h e  p r o b l e m  i n  f l o w  c y t o m e t r y  c a s e s .  S t i l l ,  s t u d i e s  s h o w  t h a t  i t  m a y  a l s o  o c c u r  

i n  m a s s  c y t o m e t r y  [ 2 ] .

A r c S i n h  t r a n s f o r m a t i o n

u n t r a n s f o r m e d  c o u n t s

D i f f e r e n t  p a l l a d i u m  i s o t o p e  c o m b i n a t i o n s  a t t a c h e d  t o  t h e  c e l l s  d u r i n g  s a m p l e  

p r e p a r a t i o n  a l l o w  r u n n i n g  a l l  s a m p l e s  t h r o u g h  a  m a s s  c y t o m e t e r  s i m u l t a n e o u s l y ,  d e c r e a s i n g  

t h e  m e a s u r e m e n t s ’  t e c h n i c a l  v a r i a t i o n  a n d  b a t c h  e f f e c t .  H o w e v e r ,  d u r i n g  t h e  a n a l y s i s ,  i t  i s  

d e s i r a b l e  t o  s e p a r a t e  t h e  e v e n t s  i n t o  d i f f e r e n t  F C S  f i l e s ,  o n e  p e r  s a m p l e  ( f o r  e x a m p l e ,  

s e p a r a t e  c e l l s  f r o m  o t h e r  p a t i e n t s ) .  T h e  s t e p  i s  c a l l e d  d e b a r c o d i n g  a n d  r e q u i r e s  i d e n t i f y i n g  

e v e n t s  e x p r e s s i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  i s o t o p e s  [ 2 ] .

A t  t h e  b e g i n n i n g  o f  c y t o m e t r y  d a t a  a n a l y s i s ,  t h e  c e l l  s u b t y p e s  i d e n t i f i c a t i o n  w a s  m a d e  

m a n u a l l y  w i t h  a  p r o c e d u r e  c a l l e d  g a t i n g  [ 1 0 ] ,  [ 1 1 ] .  S o m e  e x p e r i e n c e d  a n a l y t i c s  v i e w  t h e  

c h a n n e l s  p a i r w i s e l y ,  a n d  o n  e a c h  o f  t h e  b i - a x i a l  p l o t s ,  t h e y  o u t l i n e d  c e l l s  o f  i n t e r e s t ,  

s i m u l t a n e o u s l y  e x c l u d i n g  d e a d  c e l l s  a n d  a n y  d o u b l e t s .  A l t h o u g h  i t  i s  p o s s i b l e  t o  f i n d  c e l l  

s u b t y p e s  i n  f l o w  c y t o m e t r y  t h i s  w a y ,  b e c a u s e  o f  t h e  s m a l l  n u m b e r  o f  m a r k e r s ,  i t  w o u l d  b e  

v e r y  t i m e - c o n s u m i n g  i n  m a s s  c y t o m e t r y .  T h e r e f o r e ,  i n s t e a d  o f  i d e n t i f y i n g  t h e  s u b g r o u p s ,

1 1 0



i n  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a ,  g a t i n g  i s  u s e d  o n l y  f o r  f i l t e r i n g  o u t  d e b r i s ,  d e a d  c e l l s ,  a n d  d o u b l e t s  

( c e l l - c e l l ,  c e l l - b e a d ,  a n d  b e a d - b e a d  d o u b l e t s )  a n d  i s  c a l l e d  p r e - g a t i n g  [ 2 ] ,  [ 1 0 ] .  M o r e  a b o u t  

p r e - g a t i n g  c a n  b e  f o u n d  i n  Chapter?.

T h e  l a s t  s t e p  o f  d a t a  p r e p r o c e s s i n g  i s  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n .  T h e  b a t c h  e f f e c t  i s  

a  t e c h n i c a l  v a r i a t i o n  i n t r o d u c e d  t o  t h e  d a t a  d u r i n g  e x p e r i m e n t i n g ,  a n d  i t  m a k e s  i t  c h a l l e n g i n g  

t o  f i n d  t h e  n a t u r a l  b i o l o g i c a l  r e l a t i o n s  [ 2 ] ,  [ 1 2 ] ,  [ 1 3 ] .  S o m e  t o o l s  a r e  f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  

p r e s e n c e  o f  b a t c h  e f f e c t  a n d  r e m o v i n g  i t  f r o m  t h e  s a m p l e s  b e f o r e  a n a l y z i n g .  M o r e  a b o u t  t h e  

b a t c h  e f f e c t  i n  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a  c a n  b e  f o u n d  i n  Chapter 3.

1 . 4 . 8  D i m e n s i o n a l i t y  r e d u c t i o n  a n d  s a m p l i n g

B e c a u s e  o f  t h e  h i g h - d i m e n s i o n a l  n a t u r e  o f  s i n g l e - c e l l  d a t a ,  t h e  a n a l y s i s  

i s  c o m p l i c a t e d  a n d  r e q u i r e s  h i g h  c o m p u t a t i o n  r e s o u r c e s ,  w h i c h  a r e  e x p e n s i v e  a n d  n o t  a l w a y s  

a v a i l a b l e .  O n e  s o l u t i o n  t o  o v e r c o m e  t h e  p r o b l e m  i s  d i m e n s i o n a l i t y  r e d u c t i o n  t e c h n i q u e s  l i k e  

P C A ,  t - S N E  [ 1 4 ]  o r  U M A P  [ 1 5 ] .  T h e s e  t e c h n i q u e s  a l l o w  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  c l u s t e r i n g  m e t h o d s  

f o r  c e l l  t y p e s  i d e n t i f i c a t i o n  a s  w e l l  a s  t h e  v i s u a l i z a t i o n  o f  t h e  d a t a s e t  i n  t w o / t h r e e 

d i m e n s i o n a l  s p a c e s  b y  c r e a t i n g  a n  e m b e d d i n g  -  l o w - d i m e n s i o n a l  r e p r e s e n t a t i o n  o f  h i g h  

d i m e n s i o n a l  i n f o r m a t i o n .  I n  o t h e r  w o r d s ,  t h e s e  t e c h n i q u e s  m o d i f y  t h e  n u m b e r  a n d  

p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  f e a t u r e s  ( m a r k e r s ,  m a t r i x  c o l u m n s ) .  H o w e v e r ,  t h e  c r e a t e d  e m b e d d i n g  i s  

l e s s  a c c u r a t e  t h a n  t h e  o r i g i n a l  f e a t u r e  s p a c e ,  w h i c h  m a y  i n f l u e n c e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  f i n d i n g  

r a r e  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s .  P C A  i s  a  l i n e a r  m e t h o d  t h a t  r e p r e s e n t s  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p s .  S t i l l ,  

i t  h a s  l i m i t a t i o n s  i n  t e r m s  o f  v a r i a n c e  e x p l a i n e d  i n  t h e  f i r s t  t w o - t h r e e  d i m e n s i o n s  ( f o r  m a s s  

c y t o m e t r y ,  t h e  f i r s t  t w o  c o m p o n e n t s  c a p t u r e  a r o u n d  4 0 - 5 0 %  o f  v a r i a n c e )  t h a t  a r e  

i n s u f f i c i e n t  t o  v i s u a l i z e  t h e  c l u s t e r s  o n  t w o - d i m e n s i o n a l  p l o t s  [ 1 0 ] .  I n  o p p o s i t i o n  t o  t h i s ,  

t - S N E  a n d  U M A P ,  a s  n o n - l i n e a r  m e t h o d s  w i t h  d i f f e r e n t  a p p r o a c h e s  f o r  m e a s u r i n g  d i s t a n c e s ,  

b e t t e r  r e f l e c t  t h e  r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  p o i n t s  i n  2 D  s p a c e  t h a n  P C A .  H o w e v e r ,  U M A P  

p r o j e c t i o n  b e t t e r  r e f l e c t s  t h e  g l o b a l  s t r u c t u r e  o f  d a t a  t h a n  t - S N E ,  m e a n i n g  t h a t  t w o  c l u s t e r s  

o f  s i m i l a r  p o i n t s  w i l l  b e  p l a c e d  c l o s e r  t o  e a c h  o t h e r  i n  t h e  U M A P  e m b e d d i n g .  S t i l l ,  i t  i s  n o t  

g u a r a n t e e d  i n  t - S N E  e m b e d d i n g  [ 1 0 ] ,  [ 1 4 ] ,  [ 1 5 ] .

I n  m a s s  c y t o m e t r y ,  t h e  n u m b e r  o f  m a r k e r s  ( f e a t u r e s )  i s  u s u a l l y  a r o u n d  2 5 - 6 0 ,  w h i c h  

i s  n o t  a s  p r o b l e m a t i c  a s  i n ,  f o r  e x a m p l e ,  R N A - S e q  d a t a ,  w h e r e  t h e  n u m b e r  i s  i n  t h o u s a n d s .



O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  n u m b e r  o f  o b s e r v a t i o n s  ( c e l l s )  m a y  r e a c h  s e v e r a l  m i l l i o n ,  m a k i n g  

i t  i m p o s s i b l e  t o  c a l c u l a t e  d i s t a n c e s  b e t w e e n  e a c h  p a i r  o f  c e l l s .  T h e r e f o r e ,  m o s t  o f  t h e  

p r o p o s e d  s o l u t i o n s  d o  n o t  w o r k  f o r  s o  m a n y  o b s e r v a t i o n s  ( o r  h a v e  a  t o o  l o n g  c o m p u t a t i o n  

t i m e ) .  T o  o v e r c o m e  t h e  p r o b l e m ,  s o m e  o f  t h e m  a p p l y  d o w n s a m p l i n g .  S a m p l i n g  ( o r  

d o w n s a m p l i n g )  r e d u c e s  t h e  n u m b e r  o f  o b s e r v a t i o n s ,  w h i c h  m a y  c a u s e  i s s u e s  i n  t h e  c a s e  o f  

m i l l i o n s  o f  c e l l s  w h e r e  r a r e  s u b p o p u l a t i o n s  m a y  b e  o m i t t e d  o r  l e s s  r e p r e s e n t e d  i n  t h e  

s a m p l e d  s u b s p a c e .  A s  a  r e s u l t ,  t h e y  m i g h t  b e  o v e r l o o k e d  a n d  n e v e r  d e t e c t e d .  D u e  t o  t h i s ,  

i n  t h e  d o c t o r a l  d i s s e r t a t i o n ,  m o s t  o f  t h e  a l g o r i t h m s  d o  n o t  u s e  s a m p l i n g  i f  n o t  n e c e s s a r y .

1 . 4 . 9  F u r t h e r  a n a l y s i s

W h i c h  m a j o r  p r o c e s s i n g  s t e p s  w i l l  b e  u s e d  i n  m a s s  c y t o m e t r y  a n a l y s i s  d e p e n d s  o n  t h e  

p r o b l e m  a n d  d a t a s e t .  T h e  c l e a n  d a t a s e t  c a n  b e  u s e d  f o r  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n ,  l i k e  c e l l - t y p e  

i d e n t i f i c a t i o n  o r  d i f f e r e n t i a l  a b u n d a n c e .  T h e  d o c t o r a l  t h e s i s  f o c u s e s  o n  f i n d i n g  c e l l  

p o p u l a t i o n s  a n d  a l l  t h e  n e c e s s a r y  s t e p s  t h a t  h a v e  t o  b e  t a k e n  i n  o r d e r  t o  p r e p a r e  t h e  d a t a  f o r  

c l u s t e r i n g .

1 . 4 . 1 0  C l u s t e r i n g  f o r  t h e  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  t a s k

C l u s t e r  a n a l y s i s  i s  a  m a c h i n e  l e a r n i n g  t e c h n i q u e  t h a t  t r i e s  t o  f i n d  s t r u c t u r e s  i n  d a t a  i n  

a n  u n s u p e r v i s e d  w a y  -  w i t h o u t  a n n o t a t i o n s  p r o v i d e d  b y  t h e  u s e r .  U s u a l l y ,  t h e  t a s k  i s  

u n s u p e r v i s e d  i f  t h e  l a b e l s  a r e  u n a v a i l a b l e  a n d  h a r d  t o  c r e a t e .  C l u s t e r i n g  ( o r  g r o u p i n g )  i s  m o r e  

c o m p l i c a t e d  t h a n  c l a s s i f i c a t i o n  t a s k s ,  w h e r e  t h e  m o d e l  l e a r n s  p a t t e r n s  i n  d a t a  w i t h  p r i o r  

k n o w l e d g e  a b o u t  t h e  e x p e c t e d  o u t c o m e  [ 1 6 ] .  T h e  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m  d e f i n e s  a  s e t  o f  r u l e s  

t o  g r o u p  o b s e r v a t i o n s  w i t h  s i m i l a r  c h a r a c t e r i s t i c s .  T h e  p e r f e c t  r e s u l t  i s  w h e n  e a c h  c l u s t e r  

c o n t a i n s  s i m i l a r  o b s e r v a t i o n s  a n d  i s  d i s s i m i l a r  t o  o t h e r s  [ 1 7 ] ,  w h i c h  m e a n s  t h e  g r o u p s  a r e  

h o m o g e n e o u s .  S e v e r a l  f a m i l i e s  o f  g r o u p i n g  t e c h n i q u e s  c a n  b e  d i s t i n g u i s h e d :  h i e r a r c h i c a l ,  

p a r t i t i o n a l ,  p r o b a b i l i s t i c ,  a n d  d e n s i t y - b a s e d  [ 1 6 ] .

T h e  m o s t  p o p u l a r  a n d  f u n d a m e n t a l ,  b u t  i n f l u e n t i a l  i n  i t s  s i m p l i c i t y ,  p a r t i t i o n a l  

c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m  i s  k - M e a n s .  T h e  i d e a  b e h i n d  k - M e a n s  i s  t h a t  e a c h  c l u s t e r  c a n  b e  

r e p r e s e n t e d  b y  a  c e n t r o i d ,  a  p o i n t  i n  t h e  N - d i m e n s i o n a l  f e a t u r e  s p a c e  c r e a t e d  f r o m  t h e  m e a n  

f e a t u r e  v a l u e s  o f  t h e  c l u s t e r  m e m b e r s .  T h e  a l g o r i t h m  a s s i g n s  e a c h  p o i n t  i n  s p a c e  t o  t h e  

c l o s e s t ,  b a s e d  o n  E u c l i d e a n  d i s t a n c e ,  i n i t i a l  c e n t r o i d s  u p d a t e d  a t  e a c h  i t e r a t i o n  w i t h  t h e  h e l p
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o f  a n  o b j e c t i v e  f u n c t i o n .  T h e  m o d e l  t r a i n i n g  s t o p s  w h e n  t h e r e  i s  n o  s i g n i f i c a n t  i m p r o v e m e n t  

i n  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  c e n t r o i d s .  H o w e v e r ,  t h e  a l g o r i t h m  h a s  d i s a d v a n t a g e s  -  i t  r e q u i r e s  t h e  

u s e r  t o  s p e c i f y  t h e  n u m b e r  o f  g r o u p s  t h a t  m u s t  b e  f o u n d .

M o r e o v e r ,  t h e  c r e a t e d  c l u s t e r s  h a v e  r e g u l a r  s h a p e s  t h a t  m a y  n o t  s u i t  t h e  d a t a  

s t r u c t u r e  a n d  l e a d  t o  e r r o n e o u s  r e s u l t s .  F i n a l l y ,  a n d  m o s t  i m p o r t a n t l y ,  d e s p i t e  b e i n g  o n e  o f  

t h e  f a s t e s t  a l g o r i t h m s  c o m p a r e d  t o  o t h e r s ,  i t  d o e s  n o t  s c a l e  w e l l  t o  s u b s t a n t i a l  v o l u m e  

d a t a s e t s  s i n c e  i t  i t e r a t e s  o v e r  a l l  d a t a  p o i n t s .  T h e r e f o r e ,  g e n e r a t i n g  r e s u l t s  m a y  t a k e  a  l o t  o f  

t i m e  [ 1 6 ] .

T h e  i s s u e  o f  t h e  c i r c u l a r  c l u s t e r s  c a n  b e  f i x e d  w i t h  G a u s s i a n  M i x t u r e  M o d e l  ( G M M ) ,  

w h i c h  a s s u m e s  t h a t  t h e  d a t a  p o i n t s  a r e  G a u s s i a n  d i s t r i b u t e d .  T h e  t w o  p a r a m e t e r s :  m e a n  a n d  

s t a n d a r d  d e v i a t i o n  v a l u e s ,  d e t e r m i n e  t h e  s h a p e  o f  t h e  g r o u p s .  G M M ,  a s  t h e  n a m e  i n d i c a t e s ,  

c o n t a i n s  f r o m  t w o  t o  m u l t i p l e  G a u s s i a n s  ( c o m p o n e n t s )  i n  o n e  o r  N - d i m e n s i o n a l  s p a c e .  T h e  

o b s e r v a t i o n s  a r e  a s s i g n e d  t o  t h e  c o m p o n e n t s  b a s e d  o n  p r o b a b i l i t y  -  t h e  c l o s e r  t h e  p o i n t  i s  t o  

t h e  p a r t i c u l a r  G a u s s i a n  c e n t e r ,  t h e  m o r e  l i k e l y  i t  i s  t o  b e l o n g  t o  t h a t  c l u s t e r .  T h e  r a n d o m l y  

i n i t i a l i z e d  p a r a m e t e r s  a r e  u p d a t e d  w i t h  a n  o p t i m i z a t i o n  a l g o r i t h m  c a l l e d  E x p e c t a t i o n -  

M a x i m i z a t i o n  ( E M ) .  H o w e v e r ,  G M M  h a s  m o r e  p a r a m e t e r s  t h a n  k - M e a n s  t h a t  h a v e  t o  b e  t u n e d .  

M o r e o v e r ,  s e a r c h i n g  f o r  t h e  o p t i m a l  n u m b e r  o f  c o m p o n e n t s  a n d  t h e i r  p a r a m e t e r s  f o r  a  h i g h 

d i m e n s i o n a l  d a t a s e t  m a y  b e  t i m e - c o n s u m i n g  [ 1 8 ] .

A n o t h e r  e x t e n s i v e l y  u s e d  a n d  s i m p l e  t e c h n i q u e  i s  a g g l o m e r a t i v e  c l u s t e r i n g .  I n  t h i s  

b o t t o m - u p  a p p r o a c h ,  e a c h  d a t a  p o i n t  i s  c o n s i d e r e d  a  s i n g l e  c l u s t e r .  T h e  c l u s t e r s  a r e  m e r g e d  

t o g e t h e r  b a s e d  o n  t h e  c l o s e s t  d i s t a n c e  u n t i l  o n e  c l u s t e r  c o n t a i n i n g  a l l  t h e  d a t a  i s  f o r m e d  [ 1 8 ] .  

T h e  t e c h n i q u e  m a y  a l s o  w o r k  a s  a  t o p - b o t t o m  v e r s i o n ,  i . e . ,  h i e r a r c h i c a l  c l u s t e r i n g ,  t h a t  s t a r t s  

t r e a t i n g  a l l  p o i n t s  a s  o n e  c l u s t e r  a n d  s u c c e s s i v e l y  d i v i d e s  t h e m  i n t o  s m a l l e r  o n e s .  T h e  r e s u l t s  

c a n  b e  p r e s e n t e d  a s  a  d e n d r o g r a m  -  a  t r e e  d i a g r a m  f o l l o w i n g  t h e  c l u s t e r i n g  s t e p s .  T h e  

a l g o r i t h m s  d o  n o t  n e e d  t h e  n u m b e r  o f  f i n a l  c l u s t e r s  s i n c e  i t  c a n  b e  c h o s e n  a s  t h e  b e s t - s p l i t  

s t e p .  T h e  m e t h o d s  a r e  s u i t a b l e  w h e n  t h e  d a t a  i s  h i e r a r c h i c a l ;  h o w e v e r ,  t h e y  s u f f e r  f r o m  l o w  

e f f i c i e n c y .

O t h e r  t y p e s  o f  p o p u l a r  a l g o r i t h m s  a r e ,  a m o n g  o t h e r s ,  D B S C A N ,  A f f i n i t y  P r o p a g a t i o n ,  

M e a n S h i f t ,  a n d  B I R C H  a n d  t h e i r  m o d i f i c a t i o n s .  I n  a d d i t i o n ,  t r a d i t i o n a l  m a c h i n e  l e a r n i n g
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t e c h n i q u e s  a r e  o f t e n  u s e d  a s  a  b a s e  a l g o r i t h m  f o r  t h e  m o r e  c o m p l e x  a n d  a d v a n c e d  m e t h o d s  

[ 1 6 ] ,  [ 1 8 ] ,

1 . 5  M a t e r i a l s

I n  t h e  d o c t o r a l  t h e s i s ,  s e v e r a l  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a s e t s  w e r e  u s e d .  T h e  T u b e r c u l o s i s  

d a t a s e t  w a s  o b t a i n e d  f r o m  s c i e n t i f i c  p a r t n e r s  f r o m  S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y ,  R P A ,  a n d  f o u r  

o t h e r  d a t a s e t s  w e r e  p u b l i c a l l y  a v a i l a b l e .  D e p e n d i n g  o n  t h e  p r o v i d e d  i n f o r m a t i o n  b y  e a c h  

d a t a s e t ,  t h e y  w e r e  u s e d  f o r  d e v e l o p i n g  d i f f e r e n t  a l g o r i t h m s .  T h e  p u b l i c  d a t a s e t s  a r e  

d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  i n  t h e  d o c t o r a l  t h e s i s  t o p i c s  w h e r e  t h e y  w e r e  u s e d .

1 . 5 . 1  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  f r o m  S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y

T h e  d a t a s e t  c o n s i s t e d  o f  c e l l s  o b t a i n e d  f r o m  2 1  p a t i e n t s  b e l o n g i n g  t o  t h r e e  g r o u p s :  

d r u g - r e s i s t a n t  T u b e r c u l o s i s  ( T B ) ,  O t h e r  L u n g  D i s e a s e s  ( O L D ) ,  a n d  H e a l t h y  D o n o r s  ( H D ) .  O t h e r

L u n g  D i s e a s e s  i n c l u d e d  s u b j e c t s  w i t h  d i s e a s e s  l i k e  H I V ,  H i l a r  L y m p h a d e n i t i s ,  B r o n c h i e c t a s i s ,

S I A D H ,  A s t h m a ,  a n d  c a n c e r  a n d  w e r e  r e c r u i t e d  f r o m  t h e  P u l m o n o l o g y  D i v i s i o n  o f  T y g e r b e r g  

A c a d e m i c  H o s p i t a l .  H e a l t h y  s u b j e c t s  w e r e  r e c r u i t e d  f r o m  r e g i o n s  w i t h  h i g h  T B  i n f e c t i o n  

p r e s s u r e .  T h e  c e l l s  c a m e  f r o m  b r o n c h o a l v e o l a r  l a v a g e  f l u i d  ( B A L F )  o b t a i n e d  t h r o u g h  

b r o n c h o s c o p y  i n  T y g e r b e r g  H o s p i t a l  ( T B H ) .  S a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d  i n  t h r e e  s i m u l a t i o n  

c o n d i t i o n s :  u n s t i m u l a t e d  ( U N S ) ,  s t i m u l a t e d  w i t h  T u b e r c u l i n  p u r i f i e d  p r o t e i n  d e r i v a t i v e  ( P P D )  

a n d  w i t h  P h y t o h a e m a g g l u t i n i n  ( P H A ) .  T h e  d a t a s e t  w a s  m e a s u r e d  i n  s e v e n  b a t c h e s  w i t h  t h e  

C y T 0 F 2  i n s t r u m e n t  i n  t h e  S A T V I  i n s t i t u t i o n  ( S o u t h  A f r i c a n  T u b e r c u l o s i s  V a c c i n e  I n i t i a t i v e )  a t  

t h e  U n i v e r s i t y  o f  C a p e  T o w n  [ 1 9 ] .  T h e  d e t a i l s  o f  t h e  g a t h e r e d  s a m p l e s  c a n  b e  f o u n d  i n  T a b l e

1 . 1 .  T h e  e x p e r t s  m a n u a l l y  g a t e d  t h e  d a t a s e t  t o  r e m o v e  d e b r i s ,  d e a d  c e l l s ,  a n d  d o u b l e t s

T a b l e  1 . 1 .  D e t a i l s  a b o u t  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  f r o m  S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y .

S i m u l a t i o n  c o n d i t i o n s

G r o u p  o f N o .  o f  S m o k i n g  s t a t u s
A g e  r a n g e  S e x ( M / F )  U N S  P P D  P H A

p a t i e n t s p a t i e n t s  ( Y / N )

T B 7  3 3 - 5 3  6 / 1  7 / 0  7  7  2

O L D 7  2 7 - 7 8  1 / 6  3 / 4  7 7 2

H D 7  2 0 - 6 9  2 / 5  5 / 2  7 7 2
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I n  t o t a l ,  t h e r e  w e r e  1 0 , 0 6 5 , 6 4 1  c e l l s .  T h e  c e l l s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  a n  a n t i b o d y  p a n e l  

c o n t a i n i n g  3 2  t a r g e t s .  N i n e t e e n  o f  t h e  m a r k e r s  w e r e  e x t r a c e l l u l a r ,  d e s c r i b i n g  p h e n o t y p e s  o f  

t h e  c e l l s ,  a n d  1 3  w e r e  i n t r a c e l l u l a r ,  t e l l i n g  t h e  c e l l ' s  f u n c t i o n s .  T h e  p a n e l  i s  d e s c r i b e d  

i n  S u p p l e m e n t a r y  T a b l e  6 . 1 .

1 . 5 . 2  P u b l i c  d a t a s e t s

F o u r  h i g h - d i m e n s i o n a l  p u b l i c a l l y  a v a i l a b l e  d a t a s e t s  w e r e  u s e d  d u r i n g  t h e  d o c t o r a l  

s t u d i e s .  T h r e e  o f  t h e  d a t a s e t s  w e r e  u s e d  f o r  t h e  p r e - g a t i n g  a p p r o a c h  d e v e l o p m e n t  a n d  o n e  

f o r  t h e  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  p r o c e s s .  T a b l e  1 . 2 .  s u m m a r i z e s  t h e  d a t a s e t s .

T a b l e  1 . 2 .  S u m m a r y  o f  t h e  p u b l i c  d a t a s e t s  u s e d  i n  t h e  d o c t o r a l  t h e s i s .

D a t a s e t

N o .  o f

e v e n t s

N o .  o f  

m a r k e r s

A n n o t a t e d D e s c r i p t i o n

P u r p o s e  i n  

t h e  d o c t o r a l  

t h e s i s

L e i p o l d  a n d  

M a e c k e r ( 2 0 1 5 )  

[ 2 0 ]

5 , 2 5 0 , 0 0 0 3 3 N o

2 1  p e r i p h e r a l  

m o n o n u c l e a r  c e l l  

( P B M C )  s a m p l e s

P r e - g a t i n g

2 4  p e r i p h e r a l

m o n o n u c l e a r  c e l l

T r u s s a r t  et al.

( 2 0 2 0 ) [ 1 2 ]
8 , 8 1 7 , 8 4 5 3 1 N o

( P B M C )  s a m p l e s  

f r o m  p a t i e n t s  w i t h  

c h r o n i c  l y m p h o c y t i c  

l e u k e m i a  ( C L L )  a n d  

h e a l t h y  d o n o r s

P r e - g a t i n g

S i m o n i  et al.

( 2 0 1 7 )  [ 2 1 ]
2 , 5 2 3 , 2 4 0 3 8 N o

H u m a n  i n n a t e

l y m p h o i d  c e l l s  ( I L C )
P r e - g a t i n g

S a m u s i k  et al.

( 2 0 1 6 ) [ 2 2 ]
5 1 4 , 3 8 6 3 8 Y e s

T e n  m o u s e  s a m p l e s  

w i t h  a n n o t a t i o n s  f o r  

2 4  c e l l  t y p e s

C e l l - t y p e  

i d e n t i f i c a t i o n
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1 . 6  U M A P  a n d  m I S O  p l o t s  f o r  v i s u a l i z a t i o n  o f  h i g h - d i m e n s i o n a l  d a t a

B e c a u s e  o f  t h e  h i g h  d i m e n s i o n a l i t y  o f  t h e  d a t a s e t s ,  i t  i s  a  c h a l l e n g e  t o  v i s u a l i z e  t h e  

r e s u l t s  o f  c l u s t e r i n g  o r  o t h e r  c h a r a c t e r i s t i c s  i n  a n  e a s y - t o - i n t e r p r e t  w a y .  T h e r e f o r e ,  t h e

U M A P  d i m e n s i o n a l i t y  r e d u c t i o n  t e c h n i q u e  w a s  u s e d  t o  c r e a t e  a  l o w - d i m e n s i o n a l  

r e p r e s e n t a t i o n  f o r  v i s u a l i z a t i o n  p u r p o s e s .  U M A P  i n  e a c h  c a s e  w a s  c r e a t e d  u s i n g  t h e  P y t h o n  

p a c k a g e  ' u  m a p - 1  e a r n ' ,  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  p a r a m e t e r s :  n _ n e i g h b o r s = 3 0 ,  m i n _ d i s t = 0 . 2 ,  

m e t r i c - e u c l i d e a n '  o r ' h a m m i n g ' ( f o r  b i n a r y  d a t a ) .

H o w e v e r ,  i n d i c a t i n g  c l u s t e r s  w i t h  d i f f e r e n t  c o l o r s  o n  t h e  U M A P  p l o t  w h e n  t h e  n u m b e r  

o f  o b s e r v a t i o n s  ( c e l l s )  i s  o v e r  a  m i l l i o n  a n d  t h e y  o v e r l a p  i n  t h e  e m b e d d i n g  o f t e n  r e s u l t s  i n  

m e a n i n g l e s s  v i s u a l i z a t i o n .  T o  o v e r c o m e  t h e  p r o b l e m ,  a  v i s u a l i z a t i o n  t e c h n i q u e  c a l l e d  m e d i a n  

i s o l i n e  ( m I S O )  p l o t  w a s  p r o p o s e d  [ 1 9 ] ,  w h i c h  c a n  b e  s u p e r i m p o s e d  o n  U M A P  p l o t s .  T h e  d e n s i t y  

o f  p o i n t s  i s  d e t e r m i n e d  b y  i s o l i n e s  u s i n g  p a r a m e t e r  m  ( d e f a u l t s  t o  0 . 5 ) ,  w h i c h  i n d i c a t e s  t h e  

d e n s i t y  l e v e l  a b o v e  w h i c h  t h e  d a t a  w i l l  b e  s h o w n .  m I S O  p l o t  p r e s e n t s  t h e  r e g i o n s  o f  t h e  

h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  w i t h i n  a  g r o u p  o f  p o i n t s ,  f o r  e x a m p l e ,  c l u s t e r s  o r  s a m p l e s  ( F i g u r e  1 . 6 . ) .
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Figure 1.6. Exemplary of mISO plots - proposition of high dimensionality data visualization method.
A) The scatterplot of a dataset in the UMAP space. Green points represent observations belonging to one cluster, 
and gray points are other observations in the dataset. B) mISO plot with m parameter set to 0.25 showing a 
region in the UMAP space above 25% quartile isoline. 0) mISO plot showing region above 50% quartile isoline. 0) 
mISO plot showing region above 75% quartile isoline. (Source: [19]).
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2  P r e - g a t i n g  o f  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a

2 . 1  I n t r o d u c t i o n  t o  p r e - g a t i n g

I n  m a s s  c y t o m e t r y ,  p r e - g a t i n g  a l l o w s  f o r  t h e  r e m o v a l  o f  d e b r i s ,  d e a d  c e l l s ,  a n d  d o u b l e  

e v e n t s .  F i r s t l y ,  p r e - g a t i n g  w a s  d o n e  m a n u a l l y ,  m a k i n g  t h e  p r o c e s s  i n e f f e c t i v e  a n d  p r o n e  t o  

e r r o r s .  A l s o ,  t h e  r e s u l t s  w e r e  n o n - r e p r o d u c i b l e .  R e c e n t l y ,  w i t h  m o r e  a u t o m a t e d  s o l u t i o n s ,  t h e  

u s e r  s t i l l  h a s  t o  s e t  s o m e  p a r a m e t e r s  t h a t  m a y  i n f l u e n c e  t h e  r e s u l t s ,  l i k e  a  g a t e  s h a p e  [ 2 3 ] .  

M o r e o v e r ,  t h e  p r o p o s e d  s o l u t i o n s  a r e  n o t  a p p r o p r i a t e  f o r  h i g h - d i m e n s i o n a l  d a t a s e t s  w i t h  

m i l l i o n s  o f  e v e n t s .  T h e r e f o r e ,  a s  a  p a r t  o f  t h e  d o c t o r a l  t h e s i s ,  w e  p r o p o s e d  a  n e w ,  f u l l y -  

a u t o m a t e d  s o l u t i o n  t o  t h i s  p r o b l e m .  T h e  a n a l y s i s  d e t a i l s  a n d  r e s u l t s  w e r e  p u b l i s h e d  i n  [ 2 4 ] .

S o m e  r e a d y - t o - u s e  g a t i n g  m e t h o d s  e x i s t ,  l i k e  O p e n C y t o  [ 2 5 ]  o r  F l o w C a l  [ 2 6 ] .  

H o w e v e r ,  t h e y  w e r e  d e v e l o p e d  p r i m a r i l y  f o r  c e l l  s u b t y p e s  i d e n t i f i c a t i o n  i n  f l o w  c y t o m e t r y  

d a t a ,  a n d  t h e y  d o  n o t  p e r f o r m  w e l l  o n  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a  [ 2 7 ] .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  

G a t e F i n d e r  [ 2 8 ] ,  C l u s t e r - T o - G a t e  [ 2 9 ]  a n d  H y p e r G a t e  [ 3 0 ]  a r e  m a s s  c y t o m e t r y  m e t h o d s  

i n t e n d e d  f o r  g a t i n g  h i e r a r c h y  g e n e r a t i o n  g i v e n  t a r g e t  c e l l s  t o  p r o v i d e  a  b e t t e r  e x p l a n a t i o n  o f  

r e s u l t s  f o r  n o n - t e c h n i c a l  e x p e r t s  l i k e  b i o l o g i s t s .  A n o t h e r  p r o b l e m  w i t h  t h e  e x i s t i n g  a l g o r i t h m s  

i s  t h a t  t h e y  o f t e n  u s e  d o w n s a m p l i n g ,  w h i c h  m a y  l e a d  t o  t h e  o m i s s i o n  o f  r a r e  c e l l  p o p u l a t i o n s .

I n  [ 2 4 ] ,  w e  p r o p o s e d  a  m e t h o d  f o r  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a  p r e - g a t i n g  t h a t  i s  b a s e d  

o n  t h e  G a u s s i a n  M i x t u r e  M o d e l  a n d  c l u s t e r i n g  o f  i t s  c o m p o n e n t s .  B e c a u s e  t h e  t e c h n i q u e  

i s  a u t o m a t e d ,  t h e  r e s u l t s  a r e  r e p r o d u c i b l e .  M o r e o v e r ,  i t  i s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  s a m p l e  s i z e ,  s o  

a p p r o p r i a t e  f o r  h i g h - d i m e n s i o n a l  d a t a s e t s .

2 . 2  M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s

F i v e  d i f f e r e n t  m a r k e r s  a r e  u s e d  i n  t h e  p r e - g a t i n g  o f  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a :  D N A 1  

( i s o t o p e  l r l 9 1 D i ) ,  D N A 2  ( l r 1 9 3 D i ) ,  B e a d  ( C e l 4 0 D i ) ,  D e a d  ( l n l ! 5 0 i ) ,  a n d  E v e n t  l e n g t h .  T h e  e v e n t  

l e n g t h  i s  a  d u r a t i o n  o f  a  t y p i c a l  c e l l  i o n  c l o u d  m e a s u r e d  i n  2 0 0 - 3 0 0  m i c r o s e c o n d s  [ 3 1 ] .  W i t h  

t h e  m a r k e r s ,  f o u r  t w o - d i m e n s i o n a l  v i s u a l i z a t i o n s  c a n  b e  c r e a t e d :

D N A 1 - D N A 2  -  t o  d i s t i n g u i s h  c e l l u l a r  e v e n t s  f r o m  d e b r i s  a n d  c e l l - c e l l  d o u b l e t s ,
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B e a d - D N A l  -  t o  i d e n t i f y  p o l y s t y r e n e  b e a d s  a d d e d  t o  t h e  s a m p l e s  f o r  n o r m a l i z a t i o n  

p u r p o s e s ,

D e a d - D N A 1  -  t o  i d e n t i f y  d e a d  c e l l s ,

E v e n t  l e n g t h - D N A 1  - t o  i d e n t i f y  d o u b l e t s  ( c e l l - c e l l ,  c e l l - b e a d )  a n d  b e a d s .

H o w e v e r ,  n o t  a l w a y s  a l l  o f  t h e  m a r k e r s  a r e  a v a i l a b l e .  T h r e e  p u b l i c a l l y  a v a i l a b l e  

d a t a s e t s  ( T a b l e  1 . 2 . )  w e r e  u s e d  f o r  t h e  e x p e r i m e n t s  s i n c e  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  f r o m  

S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y  p a r t n e r s  w a s  r e c e i v e d  a f t e r  t h e  m a n u a l  p r e - g a t i n g  b y  t h e  e x p e r t s .  

T h e  n u m b e r  o f  a v a i l a b l e  p r e - g a t i n g  m a r k e r s  v a r i e d  b e t w e e n  t h e  d a t a s e t s  a n d  i s  s u m m a r i z e d  

i n  T a b l e  2 . 1 .  B e c a u s e  t h e  d a t a s e t  f r o m  L e i p o l d  a n d  M a e c k e r  ( 2 0 1 5 )  h a d  a l l  t h e  r e q u i r e d  p r e 

g a t i n g  m a r k e r s  ( c o m p l e t e  i n f o r m a t i o n ) ,  i t  w a s  u s e d  a s  a  t r a i n i n g  s e t  -  t h e  p r o p o s e d  

a l g o r i t h m s  w e r e  d e v e l o p e d  b a s e d  o n  t h e  d a t a s e t .  T h e  r e m a i n i n g  t w o  d a t a s e t s  w e r e  u s e d  t o  

v a l i d a t e  t h e  i m p l e m e n t e d  a l g o r i t h m s .  A  v i s u a l i z a t i o n  o f  t h e  b i - a x i a l  p l o t s  f o r  e a c h  o f  t h e  d a t a  

i s  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  2 . 1 .  T h e  d a t a s e t s  a n d  c a l i b r a t i o n  b e a d s  w e r e  n o r m a l i z e d  a n d  

t r a n s f o r m e d  w i t h  t h e  A r c S i n h  f u n c t i o n .

T a b l e  2 . 1 .  D e t a i l s  o n  t h e  d a t a s e t  u s e d  f o r  t h e  i m p l e m e n t a t i o n  o f  t h e  p r e - g a t i n g  m e t h o d .  

( S o u r c e :  [ 2 4 ] )

D a t a s e t P r e - g a t i n g  m a r k e r s B i - a x i a l  p l o t s  ( g a t e s )

L e i p o l d  a n d  M a e c k e r  ( 2 0 1 5 )
D N A 1 ,  D N A 2 ,  B e a d ,  D e a d , D N A 1 - D N A 2 ,  B e a d - D N A l ,

E v e n t  l e n g t h D e a d - D N A l ,  E v e n t  l e n g t h - D N A l

T r u s s a r t  et al. ( 2 0 2 0 ) D N A 1 ,  D N A 2 ,  E v e n t  l e n g t h D N A 1 - D N A 2 ,  E v e n t  l e n g t h - D N A l

D N A 1 ,  D N A 2 ,  D e a d , D N A 1 - D N A 2 ,  D e a d - D N A l ,
S i m o n i  et al. ( 2 0 1 7 )

E v e n t  l e n g t h E v e n t  l e n g t h - D N A l
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F i g u r e  2 . 1 .  B i - a x i a l  p l o t s  w e r e  c r e a t e d  w i t h  p r e - g a t i n g  m a r k e r s  f o r  f i l t r a t i o n  p u r p o s e s .

T h e  o b s e r v a t i o n s  a r e  c o l o r e d  b y  d e n s i t y  e s t i m a t e ,  w h e r e  y e l l o w  i n d i c a t e s  r e g i o n s  o f  t h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n .  

T h e  f i r s t  c o l u m n  s h o w s  D N A 1 - D N A 2  c h a n n e l s  b i - a x i a l  p l o t ;  t h e  s e c o n d  c o l u m n  -  B e a d - D N A l ;  t h e  t h i r d  c o l u m n  

-  D e a d - D N A 1  a n d  t h e  l a s t  c o l u m n  -  E v e n t _ l e n g t h - D N A 1 .  A )  L e i p o l d  a n d  M a e c k e r  d a t a s e t .  B )  T r u s s a r t  e t  al. 
d a t a s e t .  C )  S i m o n i  etal. d a t a s e t .  ( S o u r c e :  [ 2 4 ] ) .

T h e  p r o p o s e d  m e t h o d  i s  f u l l y  a u t o m a t e d .  F i r s t l y ,  t w o - d i m e n s i o n a l  G a u s s i a n  M i x t u r e  

M o d e l  ( G M M )  d e c o m p o s i t i o n  [ 3 2 ]  w a s  p e r f o r m e d  o n  e a c h  b i - a x i a l  p l o t ,  a n d  t h e  r e s u l t i n g  

c o m p o n e n t s  w e r e  c l u s t e r e d .  T h e  E x p e c t a t i o n - M a x i m i z a t i o n  a l g o r i t h m  a n d  B a y e s  F a c t o r  [ 3 3 ]  

a s  t h e  s t o p p i n g  c r i t e r i o n  f o u n d  t h e  o p t i m a l  n u m b e r  o f  c o m p o n e n t s .  U s u a l l y ,  b i g g e r  

a g g r e g a t e s  o f  c e l l s  a r e  d e s c r i b e d  a s  a  m i x t u r e  o f  G a u s s i a n  c o m p o n e n t s .  T h e r e f o r e ,  t h e y  l i e  

c l o s e  t o  e a c h  o t h e r  i n  t h e  f e a t u r e  s p a c e .  G r o u p i n g  t h e  e l e m e n t s  a l l o w s  f o r  f i n d i n g  t h e  

a g g r e g a t e s  a n d  c r e a t i n g  f i n a l  c l u s t e r s  o f  e v e n t s .  T h e  n e x t  s t e p  c a l c u l a t e s  a  c o n d i t i o n a l  

p r o b a b i l i t y  f o r  e a c h  o b s e r v a t i o n  t o  a s s i g n  i t  t o  t h e  c o r r e c t  g r o u p .  T h e  f i l t r a t i o n  o f  u n w a n t e d  

e v e n t s  i s  b a s e d  o n  t h e  f i n a l  c l u s t e r s  

2 . 2 . 1  C l u s t e r i n g  a l g o r i t h m

C o m p o n e n t s  r e s u l t i n g  f r o m  2 D  G M M  c a n  b e  v i s u a l i z e d  a s  r o t a t e d  e l l i p s e s  i n  a  2 D  s p a c e  

w h e r e  t h e  c e n t e r  o f  e a c h  e l l i p s e  i s  t h e  m e a n  v a l u e  r e p r e s e n t e d  a s  a  p o i n t  ( x , y ) ,  a n d  

a  c o v a r i a n c e  m a t r i x  d e t e r m i n e s  t h e  s h a p e .  B e c a u s e  o f  t h e  h i g h  n u m b e r  o f  o b s e r v a t i o n s ,  t h e
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α α

d e n s e s t  a r e a s  o n  t h e  b i - a x i a l  p l o t s  r e s u l t  i n  m a n y  c o m p o n e n t s  d e s c r i b i n g  o n e  a g g r e g a t e  o f  

c e l l s  t h a t  s h o u l d  f o r m  o n e  c l u s t e r .  T h e s e  a g g r e g a t e s  a r e  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  f o r  p r e - g a t i n g  

s i n c e  t h e y  c o n t a i n  l i v e ,  i n t a c t ,  s i n g l e  c e l l s .

T h e  p r o p o s e d  s o l u t i o n  s e a r c h e s  f o r  s o - c a l l e d  b i g  s e e d s  -  t h e  c o m p o n e n t  m e a n  

v a l u e s .  T h e  c o m p o n e n t  p r o p o r t i o n s  a r e  s o r t e d  i n  d e s c e n d i n g  o r d e r  a n d  a d d e d  s u c c e s s i v e l y  

u n t i l  9 0 %  i s  r e a c h e d .  T h e  r e s t  o f  t h e  c o m p o n e n t s  a r e  c a l l e d  s m a l l  s e e d s .

- - - - - - - - - - - - -  ( 2 . 1 )

- - - - - - - - - - -  ( 2 . 2 )

B e t w e e n  a l l  t h e  s e e d s ,  a  d i s t a n c e  m e a s u r e  i s  c a l c u l a t e d .  T h e  d i s t a n c e  m e a s u r e  i s  a n  

e f f e c t  s i z e  ( 2 . 1 )  d e f i n e d  a s  t h e  l e n g t h  o f  a  v e c t o r  b e t w e e n  t w o  s e e d s  d i v i d e d  b y  t h e i r  p o o l e d  

v a r i a n c e  ( 2 . 2 ) ,  w h e r e  S j 2 ,  S 2 2  a r e  n e w  v a r i a n c e s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  i n t e r s e c t i o n  o f  t h e  e l l i p s e s  

w i t h  t h e  l i n e  ( v e c t o r )  c o n n e c t i n g  t h e  s e e d s .  A n d  1  a n d  2  a r e  c o m p o n e n t s '  p r o p o r t i o n s .  U s i n g  

1 0  G M M  o n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  d i s t a n c e s ,  t h e  l o w e s t  c u t - o f f  t h r e s h o l d  w a s  d e t e r m i n e d  a s  

a n  i n t e r s e c t i o n  o f  t w o  f i r s t  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y  l i n e s .  T h e  p o i n t  d e f i n e s  t h e  m a x i m u m  

d i s t a n c e  n e e d e d  t o  m e r g e  t w o  b i g  s e e d s  o r  t w o  s m a l l  i n t o  o n e  c l u s t e r .  I n  t h e  o p p o s i t e  c a s e ,  

t h e  s e e d  c r e a t e s  a  n e w  c l u s t e r .  T h e n ,  t h e  r e s t  o f  t h e  s m a l l  s e e d s  a r e  j o i n e d  t o  t h e  c r e a t e d  

c l u s t e r s .

T h e  r e s u l t  o f  t h e  a b o v e  s t e p  i s  a  s m a l l e r  n u m b e r  o f  g r o u p s  o f  e v e n t s .  T h e  c o n d i t i o n a l  

p r o b a b i l i t y  l i n e s  d e t e r m i n e  t h e  a s s i g n m e n t  o f  e a c h  e v e n t  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  c l u s t e r  -  t h e  

e v e n t  b e l o n g s  t o  t h e  c l u s t e r  f o r  w h i c h  t h e  p r o b a b i l i t y  i s  t h e  h i g h e s t .

2 . 2 . 2  P r e - g a t i n g  f i l t r a t i o n  c r i t e r i o n

I f  a n  e v e n t  b e l o n g s  t o  a t  l e a s t  o n e  c l u s t e r  t h a t  c o n t a i n s  l e s s  t h a n  1 5 %  o f  d a t a  

i s  d i s c a r d e d  f r o m  t h e  a n a l y s i s .  T h e  c r i t e r i o n  w a s  e s t a b l i s h e d  a f t e r  e x a m i n i n g  t h e  p e r c e n t a g e  

o f  d a t a  i n  t h e  t r a i n i n g  s e t  c l u s t e r s  k n o w i n g  w h i c h  c l u s t e r s  p r o b a b l y  c o n t a i n  u n w a n t e d  e v e n t s .
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2.3 Results
T h e  2 D  G M M  w a s  f i t t e d  t o  e a c h  p a i r  o f  m a r k e r s ,  c o n s t i t u t i n g  a  2 D  p l o t  u s e d  f o r  p r e 

g a t i n g ,  a n d  t h e  r e s u l t i n g  c o m p o n e n t s  w e r e  a g g r e g a t e d  i n t o  f i n a l  c l u s t e r s .  T h e  n u m b e r  o f  

c o m p o n e n t s  v a r i e d  b e t w e e n  1 3  a n d  1 5 ,  a n d  t h e y  w e r e  j o i n e d  t o  c r e a t e  t h r e e  t o  f i v e  c l u s t e r s  

d e p e n d i n g  o n  t h e  f e a t u r e  s p a c e .  A  d i s t a n c e  t h r e s h o l d  w a s  f o u n d  f o r  e a c h  p a i r  o f  t h e  p r e 

g a t i n g  m a r k e r s  b a s e d  o n  t h e  I D  G M M  d e c o m p o s i t i o n  o f  t h e  c a l c u l a t e d  e f f e c t  s i z e s .  T h e  d e t a i l s  

o f  t h e  r e s u l t i n g  n u m b e r  o f  c o m p o n e n t s  a n d  c l u s t e r s  a n d  d i s t a n c e  t h r e s h o l d s  a r e  s u m m a r i s e d  

i n  T a b l e  2 . 2 .

T a b l e  2 . 2 .  P r e - g a t i n g  r e s u l t s  f o r  L e i p o l d  a n d  M a e c k e r ' s  d a t a s e t .  

( S o u r c e :  [ 2 4 ] )

P r e - g a t i n g  p l o t
N o .  o f  

c o m p o n e n t s
D i s t a n c e  
t h r e s h o l d

N o .  o f  
c l u s t e r s

D N A 1 - D N A 2 1 5 4 . 8 2 3

B e a d - D N A 1 1 3 5 . 6 4 5

D e a d - D N A l 1 5 6 . 9 7 4

E v e n t  l e n g t h - D N A l 1 4 5 . 4 9 4

E a c h  e v e n t  w a s  a s s i g n e d  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  c l u s t e r  b y  t h e  h i g h e s t  c o n d i t i o n a l  

p r o b a b i l i t y .  I f  a n  e v e n t  w a s  a s s i g n e d  t o  a t  l e a s t  o n e  c l u s t e r  c o n t a i n i n g  l e s s  t h a n  1 5 %  

o f  o b s e r v a t i o n s ,  i t  w a s  d i s c a r d e d  f r o m  t h e  a n a l y s i s .  T h e  w h o l e  p r o c e s s  c o n s t i t u t e s  t h e  

p r o p o s e d  a u t o m a t i c  p r e - g a t i n g  a p p r o a c h .  R e s u l t s  f o r  t h e  t r a i n i n g  d a t a s e t  ( L e i p o l d  a n d  

M a e c k e r )  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  2 . 2 .  A f t e r  t h e  a u t o m a t i c  p r e - g a t i n g ,  t h e  o b s e r v a t i o n s  

d e c r e a s e d  f r o m  5 , 2 5 0 , 0 0 0  t o  4 , 1 7 0 , 5 6 5  l i v e ,  i n t a c t ,  a n d  s i n g l e  c e l l s  r e a d y  t o  b e  a n a l y z e d  ( r e d  

d o t s  i n  F i g u r e  2 . 2 . ,  t h i r d  c o l u m n ) .
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F i g u r e  2 . 2 .  V i s u a l i z a t i o n  o f  t h e  r e s u l t s  f o r  L e i p o l d  a n d  M a e c k e r ' s  d a t a s e t .

T h e  f i r s t  c o l u m n  s h o w s  t h e  r e s u l t i n g  2 D  G M M  c o m p o n e n t s ;  t h e  s e c o n d  c o l u m n  s h o w s  o b s e r v a t i o n s  a s s i g n e d  

t o  t h e  a p p r o p r i a t e  c l u s t e r  b a s e d  o n  t h e  h i g h e s t  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y ;  t h e  t h i r d  c o l u m n  -  t h e  f i n a l  r e s u l t  o f  

p r e - g a t i n g ,  r e d  p o i n t s  i n d i c a t i n g  l i v e ,  i n t a c t ,  s i n g l e  c e l l s  t h a t  r e m a i n  i n  t h e  f u r t h e r  a n a l y s i s .  A )  D N A 1 - D N A 2  

m a r k e r s  w i t h  1 5  c o m p o n e n t s  o r g a n i z e d  i n t o  t h r e e  c l u s t e r s .  B )  B e a d - D N A l  m a r k e r s  w i t h  1 3  c o m p o n e n t s  o r g a n i z e d  

i n t o  f i v e  c l u s t e r s .  C )  D e a d - D N A l  m a r k e r s  w i t h  1 5  c o m p o n e n t s  o r g a n i z e d  i n t o  f o u r  c l u s t e r s .  D )  E v e n t  J e n g t h - D  N A 1  

m a r k e r s  w i t h  1 4  c o m p o n e n t s  o r g a n i z e d  i n  f o u r  c l u s t e r s .  ( S o u r c e :  [ 2 4 ] ) .

The training set's thresholds were applied to the validation datasets: Trussart et al. 

and Simoni et al. to check the generalization abilities. The results are presented in Figure 2.3. 

Details on the number of filtered events are contained in Table 2.3.
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R e s u l t s  f o r  t h e  t r a i n i n g  s e t  a r e  s a t i s f a c t o r y  -  t h e  p r o p o s e d  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m  

m e r g e d  t h e  G M M  c o m p o n e n t s  i n t o  b i g g e r  a g g r e g a t e s  b a s e d  o n  t h e  d e n s i t y  o f  e v e n t s .  

I t  r e s u l t e d  i n  c l u s t e r s  w i t h  e i t h e r  a  l a r g e  o r  a  s m a l l  n u m b e r  o f  o b s e r v a t i o n s .  T h i s  s t e p  e n a b l e d  

d e f i n i n g  t h e  f i l t r a t i o n  c r i t e r i o n  b a s e d  o n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  t h e  d a t a s e t  c o n t a i n e d  i n  t h e  

c l u s t e r s .  I t  i s  k n o w n  w h e r e  a r e a s  o n  t h e  t w o - d i m e n s i o n a l  p l o t s  o f  m a r k e r s  h a v e  u n w a n t e d  

e v e n t s ;  f o r  e x a m p l e ,  t h e  D N A 1 - D N A 2  p l o t  ( F i g u r e  2 . 2 . A )  b o t t o m - l e f t  c o r n e r  i n d i c a t e s  d e b r i s .  

A f t e r  a p p l y i n g  t h e  p r o p o s e d  a p p r o a c h ,  i t  c a n  b e  o b s e r v e d  t h a t  t h i s  r e g i o n  i s  i n c l u d e d  i n  o n e  

c l u s t e r  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  5 %  o f  t h e  d a t a  p o i n t s .  T h e s e  e v e n t s  a r e  p r o b a b l y  a s s i g n e d  

t o  o t h e r  u n w a n t e d  c l u s t e r s  o n  o t h e r  b i - a x i a l  p l o t s .  I n  t h e  s a m e  g r a p h ,  t h e  t o p - r i g h t  c o r n e r  

u s u a l l y  c o n t a i n s  c e l l - c e l l  d o u b l e t s .  A l t h o u g h  t h e r e  i s  n o  s e p a r a t e  c l u s t e r  f o r  t h e  a r e a ,  t h o s e  

e v e n t s  a r e  r e m o v e d  ( F i g u r e  2 . 2 . A )  w i t h  t h e  h e l p  o f  t h e  o t h e r  c l u s t e r  a s s i g n m e n t s  o n  d i f f e r e n t  

p a i r s  o f  m a r k e r s ' s p a c e .

A f t e r  e x a m i n i n g  t h e  r e s u l t i n g  c l u s t e r s  i n  e a c h  2 0  f e a t u r e  s p a c e ,  t h e  f i l t r a t i o n  c r i t e r i o n  

w a s  d e f i n e d  a s  a  t h r e s h o l d  o f  a t  l e a s t  1 5 %  o f  d a t a s e t  o b s e r v a t i o n s  t h a t  m u s t  b e  c o n t a i n e d  i n  

a  c l u s t e r .  O t h e r w i s e ,  t h e  c l u s t e r  o f  e v e n t s  i s  d i s c a r d e d .  T h i s  t h r e s h o l d  m a y  b e  t o o  h i g h  o r  t o o  

l o w  i n  s o m e  c a s e s ,  b u t  t h e  r e s u l t s  f o r  v a l i d a t i o n  d a t a s e t s  s h o w  t h a t  i t  w a s  s u i t a b l e  f o r  t h e m  

t o  g e t  g o o d  r e s u l t s  ( F i g u r e  2 . 3 . ) .

I t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  f i l t r a t i o n  c r i t e r i o n  r e m o v e s  t o o  m a n y  o b s e r v a t i o n s  f r o m  

L e i p o l d  a n d  M a e c k e r ' s  d a t a s e t ,  m o r e  t h a n  n e e d e d  t o  b e  r e m o v e d .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  a  l o w e r  

f i l t e r i n g  t h r e s h o l d  r e s u l t e d  i n  t h e  i n a c c u r a t e  r e m o v a l  o f  k n o w n  u n w a n t e d  o b s e r v a t i o n s .  S o m e  

o f  t h e  c e l l - c e l l  d o u b l e t s  a n d  d e b r i s  w e r e  l e f t  i n  t h e  d a t a s e t .  A s  m e n t i o n e d  b e f o r e ,  t h e  

p a r t i c u l a r  o b s e r v a t i o n  i s  d i s c a r d e d  f r o m  t h e  a n a l y s i s  i f  i t  b e l o n g s  t o  a t  l e a s t  o n e  c l u s t e r  t h a t  

c o n t a i n s  l e s s  t h a n  1 5 %  o f  t h e  d a t a .  I t  w i l l  b e  i n v e s t i g a t e d  i n  f u t u r e  w o r k  i f  t h e  c o n d i t i o n  

s h o u l d  b e  m o d i f i e d  t o  o b s e r v a t i o n s  t h a t  b e l o n g  t o  a t  l e a s t  t w o  o r  m o r e  s u c h  c l u s t e r s ,  w h i c h  

c o u l d  p r e s e r v e  m o r e  l i v e ,  i n t a c t  c e l l s .

T h e  i m p l e m e n t e d  c l u s t e r i n g  m e t h o d  g i v e s  s a t i s f a c t o r y  r e s u l t s  w h e n  d e a l i n g  w i t h  

d i f f e r e n t  d a t a  d i s t r i b u t i o n s  i n  t h e  t w o - d i m e n s i o n a l  s p a c e  o f  p r e - g a t i n g  m a r k e r s  ( F i g u r e  2 . 2 . ) .  

C l u s t e r  s h a p e s  a r e  o t h e r  t h a n  t h o s e  d e f i n e d  i n  [ 1 1 ]  s i n c e  t h e  m e t h o d  i s  b a s e d  o n  t h e  d e n s i t y
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o f  p o i n t s .  T h i s  m a k e s  t h e  g a t e s  m o r e  a c c u r a t e  a s  t h e  r e g u l a r  s h a p e s  m a y  i n c l u d e  m o r e  

e v e n t s  t h a t  s h o u l d  b e  r e m o v e d

T h e  p r o p o s e d  a p p r o a c h  d o e s  n o t  r e q u i r e  a l l  f i v e  p r e - g a t i n g  m a r k e r s ,  w h i c h  i s  i t s  

a d v a n t a g e  s i n c e  s o m e  o f  t h e  m a r k e r s  m a y  n o t  a l w a y s  b e  a v a i l a b l e ,  l i k e  i n  t h e  v a l i d a t i o n  

d a t a s e t s .  F o r  e x a m p l e ,  d a t a s e t s  f r o m  T r u s s a r t  et al. a n d  S i m o n i  et al. h a v e  d i f f e r e n t  m a r k e r s  

a v a i l a b l e ,  b u t  t h e  r e s u l t s  a r e  s t i l l  p r o m i s i n g .  H o w e v e r ,  w i t h  t h e  s m a l l e r  n u m b e r  o f  b i - a x i a l  

p l o t s ,  t h e  n u m b e r  o f  c o n d i t i o n s  i s  a l s o  s m a l l e r ,  a n d  t h e  r e s u l t  m a y  b e  l e s s  a c c u r a t e  -  f e w e r  

e v e n t s  m a y  b e  d i s c a r d e d  f r o m  t h e  a n a l y s i s  ( T a b l e  2 . 3 . ) .

T h e  e x i s t i n g  s o l u t i o n  p r e s e n t e d  i n  [ 3 3 ]  i s  a l s o  b a s e d  o n  G M M .  H o w e v e r ,  t h e  m e t h o d  i s  

i n t e n d e d  t o  i d e n t i f y  c e l l  s u b t y p e s  i n  f l o w  c y t o m e t r y .  T h e  f i r s t  s t e p  i s  f i n d i n g  d e a d  c e l l s  w i t h  

c h a n n e l s  f o r  f o r w a r d  a n d  s i d e w a r d  s c a t t e r  l i g h t  n o t  p r e s e n t  i n  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a .  T h e n  

t h e y  c l u s t e r  t h e  d a t a  t o  f i n d  t h e  p o p u l a t i o n s  o f  c e l l s .  T h e  p r o p o s e d  a p p r o a c h  i n  t h e  d o c t o r a l  

t h e s i s  a i m s  t o  f i l t e r  o u t  u n w a n t e d  e v e n t s  r a t h e r  t h a n  f i n d  c e l l  p o p u l a t i o n s .  I t  e n a b l e s  t h e  d a t a  

c l e a n - u p  w i t h o u t  u s e r  i n t e r v e n t i o n  s i n c e  a l l  t h e  p a r a m e t e r s  a r e  d a t a - d r i v e n .

O n e  d r a w b a c k  o f  t h e  p r e s e n t e d  m e t h o d  i s  t h e  c o m p u t a t i o n  t i m e  f o r  f i n d i n g  t h e  

o p t i m a l  n u m b e r  o f  G M M  c o m p o n e n t s  w i t h  t h e  E x p e c t a t i o n  M a x i m i z a t i o n  a l g o r i t h m  w h e n  t h e  

d a t a s e t  r e a c h e s  m i l l i o n s  o f  e v e n t s .  I t  t o o k  a p p r o x i m a t e l y  1 2 - 4 8  h o u r s ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  

d a t a s e t .  T h i s  i s  a  t r a d e - o f f  b e t w e e n  c o m p u t a t i o n  t i m e  a n d  t h e  a c c u r a c y  o f  t h e  p r e - g a t i n g  b y  

d i s c a r d i n g  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  u s i n g  d o w n s a m p l i n g .  T h e  c o m p u t a t i o n  t i m e  s h o u l d  b e  o p t i m i z e d  

i n  f u t u r e  w o r k .  T h e  c a l c u l a t i o n s  w e r e  d o n e  u s i n g  M A T L A B  2 0 2 0 a  o n  G e C O N i l  s e r v e r s  ( A M D  

C P U  2 5 6  t h r e a d s ,  2 . 6 G ,  2 T B  R A M ) .

I n  s u m m a r y ,  t h e  p r o p o s e d  m e t h o d ' s  r e s u l t s  a r e  s a t i s f a c t o r y  f o r  h i g h - d i m e n s i o n a l  

d a t a .  T h e  p r e - g a t i n g  a p p r o a c h  p r o v i d e s  c o m p l e t e  a u t o m a t i o n  a n d ,  t h e r e f o r e ,  r e p r o d u c t i o n  o f  

t h e  r e s u l t s .  I t  c a n  b e  g e n e r a l i z e d  t o  o t h e r  d a t a s e t s  t h a t  c o n t a i n  f e w e r  p r e - g a t i n g  m a r k e r s  

r e m o v i n g  u n w a n t e d  o b s e r v a t i o n s  f r o m  t h e  a n a l y s i s .  T h e  s o l u t i o n  d o e s  n o t  a p p l y  

d o w n s a m p l i n g ,  p r e v e n t i n g  t h e  r e m o v a l  o f  r a r e  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s .  H o w e v e r ,  i t  c a n  b e  

e x t e n d e d  w i t h  a d d i t i o n a l  f i l t r a t i o n  c r i t e r i a  t o  m a k e  t h e  r e s u l t s  m o r e  r e l i a b l e  a n d  o p t i m i z e d  t o  

r e d u c e  t h e  c o m p u t a t i o n  t i m e .
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3  B a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n  a n a l y s i s

3 . 1  I n t r o d u c t i o n

O n e  o f  t h e  c r i t i c a l  s t e p s  i n  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a  a n a l y s i s  i s  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n  

[ 2 ] .  T h e  b a t c h  e f f e c t  i s  a  t e c h n i c a l  v a r i a n c e  i n t r o d u c e d  t o  t h e  d a t a ,  m a k i n g  i t  d i f f i c u l t  t o  f i n d  

r e a l  b i o l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p s .  T h e r e f o r e ,  m u c h  e f f o r t  i s  p u t  i n t o  i m p l e m e n t i n g  m e t h o d s  t h a t  

e f f e c t i v e l y  r e m o v e  t e c h n o l o g i c a l  a r t i f a c t s .  T h e  b a t c h  e f f e c t  c a n  r e s u l t  f r o m  e x p e r i m e n t a l  

d e s i g n ,  b u t  i t  a l s o  o c c u r s  b e t w e e n  d a t a s e t s  a c q u i r e d  f r o m  d i f f e r e n t  e x p e r i m e n t s  

o r  t e c h n o l o g i e s  ( l i k e  s i n g l e - c e l l  R N A - S e q ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t o  m e r g e  d a t a  f r o m  d i f f e r e n t  

e x p e r i m e n t a l  t e c h n i q u e s  t o  g a i n  m o r e  i n - d e p t h  k n o w l e d g e  a b o u t  t h e  b i o l o g i c a l  p r o b l e m ,  a n d  

t h e  b a t c h  e f f e c t  m a k e s  i t  a l m o s t  i m p o s s i b l e  [ 1 3 ] .

A  f e w  m e t h o d s  f o r  b a t c h  e f f e c t  r e m o v a l  a r e  d e d i c a t e d  t o  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a ,  l i k e  

C y t o f B a t c h A d j u s t ,  C y t o N o r m ,  C y t o f R U V ,  i M U B A C ,  a n d  c y C o m b i n e .  T h e  f i r s t  o n e ,  

C y t o f B a t c h A d j u s t  [ 3 4 ]  r e q u i r e s  t e c h n i c a l  r e p l i c a t e s  t o  b e  i n c l u d e d  i n  e a c h  r u n  t h a t  w o r k s  a s  a  

r e f e r e n c e  t o  w h i c h  t h e  s a m p l e s  a r e  a d j u s t e d  w i t h o u t  m a n u a l  i n t e r v e n t i o n .  S i m i l a r l y  

t o  C y t o f B a t c h  A d j u s t ,  C y t o N o r m  [ 3 5 ]  d e p e n d s  o n  a n  i d e n t i c a l  c o n t r o l  s a m p l e  t o  b e  i n c l u d e d  i n  

e a c h  b a t c h  t o  a p p l y  t h e  c o r r e c t i o n  b e t w e e n  s e t s .  T h e  a l g o r i t h m  u s e s  F l o w S O M  [ 3 6 ]  t o  f i n d  

c e l l  s u b p o p u l a t i o n s .  F o r  e a c h  c l u s t e r ,  q u a n t i l e s  a r e  c o m p u t e d  t o  d e t e r m i n e  g o a l  d i s t r i b u t i o n s  

t o  w h i c h  t h e  o r i g i n a l  v a l u e s  a r e  t r a n s l a t e d ,  a n d  t h e n  s a m p l e s  a r e  n o r m a l i z e d  t o  r e m o v e  

t e c h n i c a l  v a r i a t i o n .  C y t o f R U V  [ 1 2 ]  i s  b a s e d  o n  t h e  R U V - I I I  m e t h o d  t h a t  w a s  d e d i c a t e d  

t o  t e c h n o l o g i e s  l i k e  T N A - S e q  o r  m i c r o a r r a y s .  I t  r e q u i r e s  s o - c a l l e d  p s e u d o r e p l i c a t e s  

t o  e s t i m a t e  t h e  v a r i a t i o n  i n t r o d u c e d  t o  t h e  d a t a .  i M U B A C  [ 3 7 ]  u s e s  o n l y  h e a l t h y  ( c o n t r o l )  

s a m p l e s  f o r  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n .  F i r s t l y ,  t h e  d a t a s e t  i s  d o w n s a m p l e d  t o  a  f i x e d  n u m b e r  o f  

o b s e r v a t i o n s  p e r  b a t c h ,  a n d  t h e n  t h e  s e t s  a r e  c o r r e c t e d  w i t h  H a r m o n y  [ 3 8 ]  w i t h  t h e  d e f a u l t  

p a r a m e t e r s .  T h e  m o s t  r e c e n t  m e t h o d ,  c y C o m b i n e  [ 1 3 ]  i s  b a s e d  o n  C o m B a t  [ 3 9 ] ,  w h i c h  w a s  

i n i t i a l l y  i m p l e m e n t e d  f o r  b a t c h  e f f e c t  r e d u c t i o n  i n  m i c r o a r r a y s  t o  r e m o v e  t h e  b a t c h  e f f e c t  

f r o m  c e l l  c l u s t e r s  r e s u l t i n g  a f t e r  u s i n g  a  s e l f - o r g a n i z i n g  m a p .  T h e  m e t h o d  a l l o w s  t h e  

i n t e g r a t i o n  o f  d a t a  f r o m  d i f f e r e n t  b a t c h e s ,  e x p e r i m e n t s ,  a n d  a l s o  d i f f e r e n t  e x p e r i m e n t a l  

t e c h n i q u e s
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T h e  m e n t i o n e d  a p p r o a c h e s  a l s o  o f f e r  a  l o t  o f  d i a g n o s t i c  p l o t s  a n d  m e a s u r e m e n t s  t h a t  

i n d i c a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  b a t c h  e f f e c t  a n d  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  a p p l i e d  c o r r e c t i o n .

E x a m p l e s  o f  s u c h  d i a g n o s t i c  m e a s u r e s  a r e  E a r t h  M o v e r ' s  D i s t a n c e  ( E M D )  w h i c h  c o m p a r e s  

b a t c h e s  o n  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  p l o t s ,  t h e  c o m p a r i s o n  o f  E M D  v a l u e s  b e f o r e  a n d  a f t e r  c o r r e c t i o n  

[ A O ] ,  a n d  t h e  m a r k e r ' s  d i s t r i b u t i o n  i n  e a c h  b a t c h .  O t h e r  e x a m p l e s  a r e  m u l t i d i m e n s i o n a l  

s c a l i n g  p l o t s  ( M D S )  a n d  v i s u a l i z a t i o n s  o f  t h e  b a t c h e s  i n  2 D  s p a c e  a f t e r  d i m e n s i o n a l i t y  

r e d u c t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  m e n t i o n e d  t e c h n i q u e s ,  e s p e c i a l l y  t h e  l a s t  o n e ,  a r e  n o t  a c c u r a t e  

i n d i c a t o r s  o f  t h e  b a t c h  e f f e c t  w h e n  m i l l i o n s  o f  c e l l s  a r e  g i v e n .

T o  e x a m i n e  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n  m e t h o d s  f o r  h i g h 

d i m e n s i o n a l  d a t a ,  t h e y  w e r e  d e c i d e d  t o  b e  a p p l i e d  t o  t h e  s u b s e t  o f  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  

o b t a i n e d  f r o m  S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y  (Chapter 1, Section 1.5.1.). S i n c e  t h e  d a t a  d o e s  n o t  

c o n t a i n  t e c h n i c a l  n o r  b i o l o g i c a l  r e p l i c a t e s  t h a t  a r e  r e q u i r e d  b y  t h r e e  o f  t h e  m e n t i o n e d  

m e t h o d s  ( C y t o f B a t c h A d j u s t ,  C y t o N o r m ,  C y t o f R U V ) ,  o n l y  t w o  m e t h o d s  w e r e  c o m p a r e d :  

i M U B A C  a n d  c y C o m b i n e .  B e c a u s e  e a c h  p r o c e s s  w o r k s  d i f f e r e n t l y ,  t h e r e  i s  a  c h a n c e  t h a t  t h e  

c o r r e c t i o n s  c h a n g e  e x p r e s s i o n  v a l u e s  s i g n i f i c a n t l y ,  w h i c h  w i l l  a f f e c t  c e l l  p o p u l a t i o n  

i d e n t i f i c a t i o n ,  l i k e  t h e  n u m b e r  o f  f o u n d  c e l l  t y p e s .  T h e r e f o r e ,  P A R C  [ A O ]  a l g o r i t h m  w a s  u s e d  

t o  d e t e r m i n e  t h e  i n f l u e n c e  o f  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i n g  m e t h o d s  o n  i d e n t i f i e d  c e l l  g r o u p s .

F u r t h e r m o r e ,  s i n c e  i M U B A C  o n l y  u s e s  h e a l t h y  s a m p l e s  f o r  c o r r e c t i o n ,  c y C o m b i n e  w a s  a l s o  

a p p l i e d  t o  t h e  s a m e  s u b s e t  o f  d a t a .

T h e  a n a l y s i s  a n d  r e s u l t s  w e r e  d e s c r i b e d  i n  [ 1 9 ]  a n d  p r e s e n t e d  d u r i n g  t h e  i n t e r n a t i o n a l  

c o n f e r e n c e  I W B B I O  2 0 2 2 ,  G r a n  C a n a r i a ,  S p a i n .

3 . 2  M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s

3 . 2 . 1  D a t a s e t

D a t a  u s e d  i n  t h e  a n a l y s i s  i s  a  s u b s e t  o f  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  f r o m  S t e l l e n b o s c h  

U n i v e r s i t y ,  r e s t r i c t e d  o n l y  t o  t h e  h e a l t h y  s a m p l e s  o f  b r o n c h o a l v e o l a r  l a v a g e  c e l l s  ( B A L C ) .  T h e  

d a t a s e t  w a s  n o r m a l i z e d  u s i n g  M A T L A B  N o r m a l i z e r  v 0 . 3  s o f t w a r e ,  a n d  t h e  s a m p l e s  w e r e  

m a n u a l l y  p r e - g a t e d  b y  e x p e r t s  t o  e x c l u d e  d e b r i s ,  d e a d  c e l l s ,  a n d  b e a d s .  T h e  e x p r e s s i o n
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v a l u e s  w e r e  A r c S i n h  t r a n s f o r m e d  w i t h  a  c o - f a c t o r  o f  5 .  T h e  t o t a l  n u m b e r  o f  c e l l s  b e l o n g i n g  

t o  t h e  h e a l t h y  s u b j e c t s  w a s  4 , 1 4 5 , 7 1 2 .  T a b l e  3 . 1 .  p r e s e n t s  d e t a i l s  a b o u t  t h e  u s e d  d a t a s e t  

s u b s e t .

T a b l e  3 . 1 .  N u m b e r  o f  c e l l s  i n  e a c h  b a t c h  f r o m  t h e  s u b s e t  o f  t h e  d a t a s e t  o b t a i n e d  f r o m  S t e l l e n b o s c h  

U n i v e r s i t y .

( S o u r c e :  [ 1 9 ] ) .

B a t c h  n u m b e r N u m b e r  o f  c e l l s  i n  t h e  b a t c h

B a t c h  1 7 6 1 , 2 3 0

B a t c h  2 5 9 8 , 4 9 2

B a t c h  3 2 0 5 , 9 5 8

B a t c h  A 3 2 9 , 2 2 8

B a t c h  5 3 4 1 , 0 0 7

B a t c h  6 1 , 4 4 9 , 0 8 4

B a t c h  7 4 6 0 , 7 1 3

T o t a l 4 , 1 4 5 , 7 1 2

3 . 2 . 2  B a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n

T h e  d a t a s e t  w a s  c o r r e c t e d  w i t h  i M U B A C  u s i n g  m o s t  o f  t h e  p a r a m e t e r s  w i t h  d e f a u l t  

v a l u e s  e x c e p t  f o r  t h e  p a r a m e t e r  " m a x N "  w h i c h  w a s  s e t  t o  3 0 0 , 0 0 0  ( l a r g e r  t h a n  t h e  d e f a u l t  

v a l u e ) .  T h i s  p a r a m e t e r  i s  u s e d  f o r  d o w n s a m p l i n g  t h e  d a t a s e t  -  a  m a x i m u m  o f  3 0 0 , 0 0 0  

o b s e r v a t i o n s  w e r e  r a n d o m l y  s e l e c t e d  f r o m  e a c h  b a t c h  f o r  t h e  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n .  T h e  

d o w n s a m p l i n g  r e s u l t e d  i n  a  t o t a l  o f  2 , 0 0 5 , 9 5 8  c e l l s ,  a p p r o x i m a t e l y  5 0 %  o f  t h e  d a t a .  F o r  a  f a i r  

c o m p a r i s o n ,  t h e  s a m e  o b s e r v a t i o n s  w e r e  a p p l i e d  t o  c y C o m b i n e  c o r r e c t i o n  e v e n  t h o u g h  t h e  

m e t h o d  h a s  n o  r e s t r i c t i o n s  o n  t h e  d i m e n s i o n a l i t y  o f  t h e  d a t a s e t  a n d  t h e  p a t i e n t ' s  s t a t u s .  

c y C o m b i n e  w a s  a l s o  u s e d  w i t h  d e f a u l t  p a r a m e t e r s  [ 1 9 ] .

3 . 2 . 3  C e l l  s u b t y p e s  i d e n t i f i c a t i o n  a f t e r  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n

A f t e r  t h e  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n ,  c e l l  p o p u l a t i o n s  w e r e  i d e n t i f i e d  w i t h  P A R C  [ 4 0 ]  

a l g o r i t h m  w i t h  d e f a u l t  p a r a m e t e r s .  T h e  m e t h o d  w a s  c h o s e n  b e c a u s e  o f  i t s  s c a l a b i l i t y ,  
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s a t i s f a c t o r y  r e s u l t s  r e p o r t e d ,  a n d  c o n s i s t e n c y  w i t h  t h e  e x p e r t s '  k n o w l e d g e  a n d  b e c a u s e  t h e  

m e t h o d  d o e s  n o t  r e q u i r e  s p e c i f y i n g  t h e  p r i o r  n u m b e r  o f  c l u s t e r s .  P A R C  c o n s t r u c t s  a  n e a r e s t -  

n e i g h b o r  g r a p h  w i t h  a  h i e r a r c h i c a l  n a v i g a b l e  s m a l l  w o r l d ,  a n d  b a s e d  o n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  

w e i g h t s ,  i t  p r u n e s  t h e  g r a p h ' s  e d g e s .  T h e  L e i d e n  a l g o r i t h m  i s  u s e d  t o  f i n d  c o m m u n i t i e s  t h a t  

c r e a t e  t h e  c e l l  p o p u l a t i o n s .  T h e  a l g o r i t h m  w o r k s  f a s t  a n d  a c c u r a t e l y  f o r  h i g h - d i m e n s i o n a l  

d a t a ,  e f f e c t i v e l y  f i n d i n g  r a r e  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s .

T h e  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  e x p r e s s i o n  v a l u e s  o f  3 2  m a r k e r s  a f t e r  t h e  

b a t c h  c o r r e c t i o n ,  a n d  t h e  r e s u l t i n g  a s s i g n m e n t s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  

u n c o r r e c t e d  o b s e r v a t i o n s  f o r  c o m p a r i s o n  p u r p o s e s  [ 1 9 ] .

3 . 2 . 4  S t a t i s t i c a l  c o m p a r i s o n  o f  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n  m e t h o d s

W i t h  e x p r e s s i o n  v a l u e s  b e f o r e  a n d  a f t e r  t h e  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n  a n d  c e l l  

p o p u l a t i o n s  f o u n d  b y  P A R C ,  t h e  e f f e c t  o f  i M U B A C  a n d  c y C o m b i n e  o n  c l u s t e r i n g  r e s u l t s  w a s  

e x a m i n e d  f o r  e a c h  m a r k e r  w i t h  t h e  A N O V A  p o s t - h o c  Q  T u k e y  t e s t .  T h e  e x p r e s s i o n  v a l u e s  o f  

m a r k e r s  b e t w e e n  c l u s t e r s  w e r e  c o m p a r e d  u s i n g  a n  e f f e c t  s i z e  m e a s u r e  ( 3 . 1 )  w h e r e  m A  a n d  

m B  a r e  m e a n  v a l u e s  o f  g i v e n  m a r k e r  e x p r e s s i o n  i n  c l u s t e r s  A  a n d  B ;  N p s  i s  a  p o o l e d  s a m p l e  

s i z e  ( 3 . 2 ) ;  N A  a n d  N B  a r e  t h e  n u m b e r s  o f  o b s e r v a t i o n s  b e l o n g i n g  t o  c l u s t e r s  A  a n d  B ;  N  i s  a  t o t a l  

n u m b e r  o f  c e l l s ;  S S w i t h i n  i s  a  s u m  o f  s q u a r e s  w i t h i n  k  c l u s t e r s .

- - - - - =  _  - - - - - - - - - -  ( 3 . 1 )

—  ( 3 . 2 )

T h e  r e s u l t  o f  t h e  p a i r w i s e  c o m p a r i s o n  w a s  a  s e t  o f  d A B  v a l u e s  f o r  e a c h  m a r k e r .  E a c h  

m a r k e r ' s  g l o b a l  e f f e c t  s i z e  m e a s u r e  w a s  c a l c u l a t e d  a s  a  m e d i a n  v a l u e  f r o m  t h e  c o l l e c t e d  

p a i r w i s e  m e a s u r e m e n t s .  T h e r e f o r e ,  f o r  e a c h  t e c h n i q u e  ( i M U B A C ,  c y C o m b i n e ) ,  6 4  v a l u e s  i n  

t o t a l  w e r e  o b t a i n e d  -  3 2  v a l u e s  o f  g l o b a l  e f f e c t  s i z e  b e f o r e  t h e  c o r r e c t i o n  a n d  3 2  v a l u e s  a f t e r  

t h e  m o d i f i c a t i o n .  T h e  g l o b a l  e f f e c t  s i z e s  w e r e  t h e n  c o m p a r e d  w i t h  t h e  W i l c o v o n  s i g n e d - r a n k  

t e s t  w i t h  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  a f t e r  t h e  c o r r e c t i o n ,  t h e  c l u s t e r s  r e t u r n e d  b y  P A R C  s h o u l d  b e  

b e t t e r  s e p a r a t e d ,  t h e r e f o r e ,  h a v e  a  h i g h e r  h e t e r o g e n e i t y  o f  m a r k e r  e x p r e s s i o n  b e t w e e n  

c l u s t e r s  t h a n  b e f o r e  t h e  m o d i f i c a t i o n .  F o r  t h e  t e s t ,  a  s i g n i f i c a n c e  l e v e l  o f  5 %  w a s  a s s u m e d .  

W i t h  t h e  p - v a l u e ,  a  m e d i a n  s h i f t  o f  v a l u e s  w a s  a l s o  p r o v i d e d .
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A d d i t i o n a l l y ,  c e n t r o i d s  o f  c l u s t e r s  a f t e r  i M U B A C  a n d  c y C m b i n e  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n  

w e r e  g r o u p e d  w i t h  a n  a g g l o m e r a t i v e  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m  w i t h  S p e a r m a n ' s  r a n k  c o r r e c t i o n  

c o e f f i c i e n t  a s  t h e  d i s t a n c e  m e t r i c .  T h e  g o a l  w a s  t o  f i n d  p a i r s  o f  e q u i v a l e n t  c e l l  t y p e s  i n  b o t h  

a p p r o a c h e s .  I f  t h e  c l u s t e r ' s  e x p r e s s i o n  p r o f i l e  f r o m  o n e  m e t h o d  m a t c h e s  t h e  c l u s t e r ' s  

e x p r e s s i o n  p r o f i l e  f r o m  t h e  s e c o n d  m e t h o d  -  t h e  t w o  g r o u p s  p r o b a b l y  c o n t a i n  t h e  s a m e  c e l l  

p o p u l a t i o n  [ 1 9 ] .

3 . 2 . 5  U M A P  t r a n s f o r m a t i o n

F o r  t h e  a n a l y s i s ,  t h e  U n i f o r m  M a n i f o l d  A p p r o x i m a t i o n  a n d  P r o j e c t i o n  ( U M A P )  [ 1 5 ]

m e t h o d  w a s  u s e d  t o  v i s u a l i z e  t h e  r e s u l t s .  A s  m e n t i o n e d  i n  Section 1A2.2, U M A P  i s  o n e  o f  t h e  

d i m e n s i o n a l i t y  r e d u c t i o n  t e c h n i q u e s  u s e d  m a i n l y  f o r  p r o j e c t i n g  h i g h - d i m e n s i o n a l  d a t a  o n  

t w o - d i m e n s i o n a l  s p a c e ,  m a k i n g  t h e  r e s u l t s  m o r e  i n t e r p r e t a b l e .  T h e  s t u d y  g e n e r a t e d  U M A P  

e m b e d d i n g  f o r  s a m p l e s  a f t e r  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n ,  a n d  t h e n  t h e  s a m e  t r a n s f o r m a t i o n  w a s  

a p p l i e d  t o  r a w  d a t a .  T h i s  t e c h n i q u e  w a s  t e s t e d  o n  d i f f e r e n t  d a t a  t y p e s  a n d  p r e s e n t e d  i n  [ 4 1 ] .  

T h e  a s s u m p t i o n  w a s  t h a t  e a c h  c e l l  w o u l d  m o v e  f r o m  i t s  p o s i t i o n  ( x i ,  y i )  i n  t h e  U M A P  s p a c e  

b e f o r e  c o r r e c t i o n  t o  t h e  n e w  p l a c e  ( x 2 ,  y 2 )  a f t e r  t h e  c o r r e c t i o n ,  w h i c h  i s  c a u s e d  b y  t h e  c h a n g e  

o f  e x p r e s s i o n  v a l u e s .  T h a n k s  t o  t h a t ,  t h e  c o r r e c t i o n  e f f e c t  c a n  b e  o b s e r v e d .  A  s i m p l e  

r e g r e s s i o n  n e u r a l  n e t w o r k  c o n s i s t i n g  o f  t h r e e  f u l l y - c o n n e c t e d  l a y e r s  w a s  p r o p o s e d  t o  a p p l y  

t h e  s a m e  U M A P  t r a n s f o r m a t i o n  t o  n e w  d a t a  p o i n t s .  E a c h  l a y e r ' s  n e u r o n s  w e r e  1 0 0 ,  5 0 ,  a n d  2 5 .  

R e L U  w a s  u s e d  a s  a n  a c t i v a t i o n  f u n c t i o n .  T h e  n e t w o r k  m a p s  t h e  3 2  m a r k e r s '  e x p r e s s i o n  

v a l u e s  i n t o  t h e  l e a r n e d  U M A P  e m b e d d i n g  d e s c r i b e d  b y  t w o  v a l u e s .  T h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  

n e t w o r k  w a s  e v a l u a t e d  w i t h  t h e  c o e f f i c i e n t  o f  d e t e r m i n a t i o n  [ 1 9 ] .

3 . 2 . 6  T e c h n i c a l  d e t a i l s

T h e  c o m p a r i s o n  w a s  c o n d u c t e d  w i t h  t h r e e  p r o g r a m m i n g  e n v i r o n m e n t s :  P y t h o n ,  R ,  

a n d  M A T L A B  2 0 2 0 a .  T h e  c a l c u l a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  t h e  G e C O N i l  s e r v e r  ( I n t e l  X e o n  

G o l d  6 2 2 6 R  C P U  6 4  t h r e a d s ,  2 . 9 G H z ,  G P U :  3 x  N V I D I A  T e s l a  V 1 0 0 - P C I E  w i t h  l x  1 6 G B  a n d  2 x  

3 2 G B ) .
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3 . 3  R e s u l t s

U s i n g  d e f a u l t  p a r a m e t e r s ,  t h e  s a m e  s u b s e t  o f  c e l l s  f r o m  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  

p r o v i d e d  b y  S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y  w a s  a p p l i e d  t o  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n  w i t h  i M U B A C  a n d  

c y C o m b i n e .  T h e  r e s u l t  o f  t h e  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n  w a s  p r e s e n t e d  o n  m I S O  p l o t s  i n  t h e

U M A P  s p a c e .  T h e  e f f e c t  o f  i M U B A C  m o d i f i c a t i o n  i s  v i s u a l i z e d  i n  F i g u r e  3 . 1 .  I t  c a n  b e  n o t i c e d  

t h a t  t h e  u n c o r r e c t e d  s a m p l e s  a r e  l o c a t e d  i n  d i f f e r e n t  r e g i o n s  o n  t h e  m I S O  p l o t  ( F i g u r e  3 . 1 . A ) ,  

w h i l e  t h e  c o r r e c t e d  s a m p l e s  p a r t i a l l y  o v e r l a p  ( F i g u r e  3 . 1 . B ) .  T h e  s a m p l e s  s h o w  t h e  s a m e  

b e h a v i o r  b e f o r e  a n d  a f t e r  c y C o m b i n e  c o r r e c t i o n  ( F i g u r e  3 . 2 . ) .  D e s p i t e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  p o i n t  

l o c a t i o n s  t h a t  r e s u l t  f r o m  s e p a r a t e  U M A P  m o d e l  ( t h e  s a m e  p a r a m e t e r s  b u t  t h e  c o r r e c t e d  

v a l u e s  d i f f e r ) ,  e a c h  s a m p l e  o c c u p i e s  a  d i f f e r e n t  s p a c e  b e f o r e  t h e  c o r r e c t i o n  ( F i g u r e  3 . 2 . A )  

a n d  s h a r e  t h e  a r e a  w i t h  o t h e r  s a m p l e s  a f t e r  t h e  m o d i f i c a t i o n  ( F i g u r e  3 . 2 . B ) .  I t  c a n  a l s o  b e  

o b s e r v e d  t h a t  t h e  o v e r l a p p i n g  i s  m o r e  s i g n i f i c a n t  a n d  m o r e  r e g u l a r  f o r  c y C o m b i n e  t h a n  

i M U B A C  c o r r e c t i o n .

F i g u r e  3 . 1 .  m I S O  p l o t s  b e f o r e  a n d  a f t e r  i M U B A C  c o r r e c t i o n .

E a c h  c o l o r  i n d i c a t e s  o n e  s a m p l e  ( o n e  b a t c h )  o f  d a t a  ( A - B )  o r  o n e  c l u s t e r  ( C - D ) .  A )  S a m p l e s  b e f o r e  b a t c h  e f f e c t  

c o r r e c t i o n .  B )  S a m p l e s  a f t e r  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n .  C )  V i s u a l i z a t i o n  o f  c l u s t e r s  f o u n d  b y  t h e  P A R C  a l g o r i t h m  o n  

t h e  r a w  d a t a .  0 )  V i s u a l i z a t i o n  o f  c l u s t e r s  f o u n d  b y  t h e  P A R C  a l g o r i t h m  o n  t h e  d a t a s e t  w i t h  c o r r e c t e d  e x p r e s s i o n  

v a l u e s .  ( S o u r c e :  [ 1 9 ] ) .

1 3 4



T h e  P A R C  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m  w a s  s u p p o s e d  t o  f i n d  c e l l  t y p e s  i n  t h e  d a t a s e t  a f t e r  

e a c h  c o r r e c t i o n .  T h e n  t h e  a s s i g n m e n t s  o f  o b s e r v a t i o n s  t o  a p p r o p r i a t e  c l u s t e r s  w e r e  

t r a n s f e r r e d  t o  o b s e r v a t i o n s  b e f o r e  t h e  m o d i f i c a t i o n  ( r a w  e x p r e s s i o n s ) .  T h e  r e s u l t s  a r e  a l s o  

p r e s e n t e d  o n  t h e  m I S O  p l o t s  t o  e x p o s e  t h e  e f f e c t  o f  c o r r e c t i o n  o n  e a c h  c e l l  p o p u l a t i o n  

p l a c e m e n t  i n  t h e  U M A P  s p a c e .  A f t e r  i M U B A C  c o r r e c t i o n ,  2 2  c l u s t e r s  w e r e  f o u n d  ( F i g u r e  3 . 1 . D )  

t h a t  o v e r l a p p e d  w h e n  t r a n s f e r r e d  t o  d a t a  b e f o r e  c o r r e c t i o n  ( F i g u r e  3 . 1 . C ) .  A f t e r  c y C o m b i n e  

c o r r e c t i o n ,  1 8  g r o u p s  w e r e  f o u n d  ( F i g u r e  3 . 2 . C - D )  w i t h  a  s i m i l a r  i m p r e s s i o n  t o  i M U B A C  b u t  

w e a k e r .

F i g u r e  3 . 2 .  m I S O  p l o t s  b e f o r e  a n d  a f t e r  c y C o m b i n e  c o r r e c t i o n .

E a c h  c o l o r  i n d i c a t e s  o n e  s a m p l e  ( o n e  b a t c h )  o f  d a t a  ( A - B )  o r  o n e  c l u s t e r  ( C - D ) .  A )  S a m p l e s  b e f o r e  b a t c h  e f f e c t  

c o r r e c t i o n .  B )  S a m p l e s  a f t e r  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n .  C )  V i s u a l i z a t i o n  o f  c l u s t e r s  f o u n d  b y  t h e  P A R C  a l g o r i t h m  o n  

t h e  r a w  d a t a .  D )  V i s u a l i z a t i o n  o f  c l u s t e r s  f o u n d  b y  t h e  P A R C  a l g o r i t h m  o n  t h e  d a t a s e t  w i t h  c o r r e c t e d  e x p r e s s i o n  

v a l u e s .  ( S o u r c e :  [ 1 9 ] ) .

T h e  P A R C ' s  c l u s t e r  c e n t r o i d s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  a g g l o m e r a t i v e  c l u s t e r i n g  a n d  

p r e s e n t e d  a s  a  d e n d r o g r a m  ( F i g u r e  3 . 3 ) .  T h e  g o a l  w a s  t o  f i n d  s i m i l a r  c l u s t e r s  ( c o n t a i n i n g  

p r o b a b l y  t h e  s a m e  c e l l  t y p e )  b e t w e e n  t h e  t w o  a p p r o a c h e s .  A s  s e e n  o n  t h e  p l o t ,  m o s t  o f  t h e  

d i s c o v e r e d  g r o u p s  ( 1 4  e x a c t l y )  f r o m  o n e  e x p e r i m e n t  h a v e  a  p a i r  o f  s i m i l a r  c e l l s  i n  t h e  o t h e r

c y C o m b i n e  -  c o r r e c t e d

U M A P 1
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experiment. The pairs are indicated with the same color on the dendrogram and mISO plots 

(Figure 3.3). Clusters that do not have a similar pair are presented in gray.
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Figure 3.3. Comparison of the PARC clustering results after batch effect correction.
Similar clusters between the experiments (iMUBAC and cyCombine correction) share the same color. However, 
if the cluster is shown in gray, it has no matching pair among the other experiment result. A) Dendrogram after 
clustering of the clusters' centroids. IM - centroid of a cluster created after iMUBAC batch effect correction; 
cC - centroid of a cluster created after cyCombine batch effect correction. B) Result of PARC clustering on data 
after iMUBAC correction. C) Result of PARC clustering on data after cyCombine correction. (Source: [19]).

To further examine the differences between the found clusters after each correction 

method, marker expression values were compared among the groups using the ANOVA post- 

hoc Q Tukey test and the calculated effect size measures. Figure 3.4. presents the median dAB 

values for each marker before and after iMUBAC and cyCombine corrections. After applying 

the iMUBAC correction to the data, the effect size values changed slightly compared to those 

calculated before the modification. On the other hand, after using the cyCombine correction, 

the values increased noticeably. The Wilcoxon test verified the observation. For the iMUBAC
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a p p r o a c h ,  t h e  p - v a l u e  w a s  e q u a l  t o  0 . 4 6 2 8 ,  a n d  t h e  m e d i a n  s h i f t e d  t o  0 . 0 0 1 1 .  F o r  t h e

c y C o m b i n e  m e t h o d ,  t h e  p - v a l u e  a n d  m e a n  s h i f t  w e r e  4 . 3 8 e l 0 - 7  a n d  0 . 0 9 6 1 ,  r e s p e c t i v e l y .

F i g u r e  3 . 4 .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  m e d i a n  e f f e c t  s i z e s  f r o m  p o s t - h o c  A N O V A  t e s t .

E a c h  g r a p h  s h o w s  m e d i a n  e f f e c t  s i z e  v a l u e s  b e f o r e  a n d  a f t e r  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n  w i t h  A )  i M U A C  a n d  

B )  c y C o m b i n e .  ( S o u r c e :  [ 1 9 ] ) .

3.4 Discussion and conclusions

S e v e r a l  m e t h o d s  f o r  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n  i n  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a  h a v e  b e e n  

p r o p o s e d ,  b u t  t h e  m o s t  p o p u l a r  o n e s  a r e  C y t o f B a t c h A d j u s t ,  C y t o N o r m ,  C y t o f R U V ,  i M U B A C ,  

a n d  c y C o m b i n e .  T h e  f i r s t  t h r e e  a l g o r i t h m s  r e q u i r e  t e c h n i c a l  o r  b i o l o g i c a l  r e p l i c a t e s  t o  b e  

i n c l u d e d  i n  t h e  d a t a s e t ,  b u t  i t  i s  n o t  a l w a y s  p o s s i b l e .  S o m e o n e  m a y  a s k  w h i c h  o f  t h e  m e t h o d  

t o  c h o o s e  a n d  h o w  t h e y  i m p a c t  t h e  e x p r e s s i o n  v a l u e s  a n d ,  c o n s e q u e n t l y ,  t h e  c l u s t e r i n g  

r e s u l t s .  T o  a d d r e s s  t h i s  q u e s t i o n ,  a  c o m p a r a t i v e  a n a l y s i s  h a s  b e e n  c o n d u c t e d  t h a t  e x a m i n e s  

t h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  g r o u p s  o f  c e l l s  i d e n t i f i e d  a f t e r  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n  w i t h  t h e  u s e  

o f  t w o  o f  t h e  m e t h o d s :  i M U B A C  a n d  c y C o m b i n e .  T h e  s a m e  s u b s e t  o f  c e l l s  f r o m  H e a l t h y  

D o n o r s  f r o m  t h e  S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y  d a t a s e t  a n d  d e f a u l t  p a r a m e t e r s  w e r e  u s e d  f o r  e a c h  

a l g o r i t h m  t o  m a k e  a  f a i r  c o m p a r i s o n .

M a r k e r  e x p r e s s i o n  v a l u e s  a f t e r  c o r r e c t i o n  w i t h  e a c h  m e t h o d  w e r e  u s e d  t o  g e n e r a t e  

U M A P  e m b e d d i n g  s h o w i n g  t h e  t w o - d i m e n s i o n a l  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  d a t a .  T h e  l e a r n e d  

t r a n s f o r m a t i o n  w a s  t h e n  a p p l i e d  t o  r a w  e x p r e s s i o n  v a l u e s  ( b e f o r e  t h e  c o r r e c t i o n )  u s i n g  

a  s i m p l e  n e u r a l  n e t w o r k  f o r  t h e  r e g r e s s i o n  t a s k .  S i n c e  U M A P  t a k e s  a  v e c t o r  ( o n e  o b s e r v a t i o n )  

o f  v a l u e s  a n d  m a p s  i t  i n t o  c o o r d i n a t e s  i n  t h e  2 D  s p a c e ,  t h e  r e s u l t i n g  c o o r d i n a t e s  w i l l  c h a n g e  

i f  t h e  v a l u e s  a r e  c h a n g e d  a  b i t .  T h e r e f o r e ,  o b s e r v i n g  t h e  i n i t i a l  c o o r d i n a t e s  o f  t h e  c e l l s  b e f o r e
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t h e  c o r r e c t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  p o s i t i o n s  a f t e r  t h e  m o d i f i c a t i o n  w a s  p o s s i b l e .  T h e  e f f e c t  o f  t h e  

t r a n s f o r m a t i o n  c a n  b e  n o t i c e d  i n  F i g u r e  3 . 1 .  a n d  F i g u r e  3 . 2 .  a s  s o m e  " b l u r r i n g "  o c c u r r i n g  o n  

t h e  p l o t s  o n  t h e  l e f t  i n  t h e  p a n e l s .  W h e n  a  b a t c h  e f f e c t  i s  p r e s e n t  i n  t h e  d a t a ,  i t  i s  a s s u m e d  

t h a t  e a c h  s a m p l e  ( b a t c h )  w i l l  t a k e  a  d i f f e r e n t  p l a c e  i n  t h e  U M A P  s p a c e  b e c a u s e  o f  t h e  

t e c h n i c a l  v a r i a t i o n  t h a t  d i s t i n g u i s h e s  t h e m .  T h e r e f o r e ,  t h e  s a m p l e s  s h o u l d  o v e r l a p  a f t e r  t h e  

c o r r e c t i o n  s i n c e  t h e  a r t i f i c i a l  d i f f e r e n c e s  a r e  r e d u c e d .  T h i s  b e h a v i o r  c a n  b e  o b s e r v e d  i n  

F i g u r e  3 . 1 . A - B  a n d  F i g u r e  3 . 2 . A - B .

T h e  m I S O  p l o t s  s h o w  t h a t  t h e  i M U B A C  c o r r e c t i o n  h a d  l e s s  i m p a c t  o n  t h e  e x p r e s s i o n  

v a l u e s  t h a n  c y C o m b i n e ,  w h i c h  i s  r e f l e c t e d  i n  t h e  p o i n t s '  p o s i t i o n s  i n  t h e  U M A P  s p a c e .  I n  t h e  

c y C o m b i n e  c a s e ,  t h e  s a m p l e s  o v e r l a p  a l m o s t  e n t i r e l y  a f t e r  t h e  c o r r e c t i o n .  T h e r e f o r e ,  i t  c a n  

b e  c o n c l u d e d  t h a t  c y C o m b i n e  o f f e r s  b e t t e r  c o r r e c t i o n  t h a n  i M U B A C .

P A R C  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m  w i t h  d e f a u l t  p a r a m e t e r s  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  c o r r e c t e d  

m a r k e r  e x p r e s s i o n  v a l u e s  t o  f i n d  c e l l  p o p u l a t i o n s .  T h e  a l g o r i t h m  w o r k s  e f f e c t i v e l y  f o r  h i g h 

d i m e n s i o n a l  d a t a  a n d  a u t o m a t i c a l l y  d e t e r m i n e s  t h e  o p t i m a l  n u m b e r  o f  c l u s t e r s .  A f t e r  t h e  

i M U B A C  a n d  c y C o m b i n e  c o r r e c t i o n ,  t h e  m e t h o d  f o u n d  2 2  a n d  1 8  c l u s t e r s ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  

c l u s t e r  a s s i g n m e n t s  w e r e  a l s o  u s e d  w i t h  t h e  u n c o r r e c t e d  e x p r e s s i o n  v a l u e s  t o  v i s u a l i z e  t h e  

d i f f e r e n c e  i n  t h e  p l a c e m e n t  o f  t h e  c e l l  g r o u p s .  T h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  3 . 1 . C - D  a n d  

F i g u r e  3 . 2 . C - D .  A s  s e e n  i n  t h e  v i s u a l i z a t i o n s ,  t h e  c l u s t e r s  b e f o r e  e x p r e s s i o n  c o r r e c t i o n  

o v e r l a p .  W i t h o u t  t h e  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n ,  P A R C  a p p l i e d  d i r e c t l y  t o  t h e  r a w  d a t a  w o u l d  

i n s t e a d  j o i n  t h e  g r o u p s  t o g e t h e r  r a t h e r  t h a n  f i n d  t h e  s e p a r a t e  c l u s t e r s .  A s  a  r e s u l t ,  s o m e  o f  

t h e  c e l l  t y p e s  c o u l d  n o t  b e  d i s c o v e r e d .  I t  c o n f i r m s  t h e  n e e d  f o r  a  g o o d  b a t c h  e f f e c t  r e m o v a l  

t e c h n i q u e .  I t  i s  e x p e c t e d  t h a t  a f t e r  t h e  c o r r e c t i o n ,  t h e  c l u s t e r s  w i l l  b e  s e p a r a t e d  s i n c e  t h e  

t e c h n i c a l  v a r i a t i o n  w i l l  b e  r e d u c e d ,  a n d  t h e  b i o l o g i c a l  v a r i a t i o n  w i l l  i n f l u e n c e  t h e  p o i n t s '  

p o s i t i o n  i n  t h e  U M A P  s p a c e  i n  a  w a y  t h a t  s i m i l a r  c e l l s  f r o m  a l l  s a m p l e s  w i l l  l a y  c l o s e  t o  e a c h  

o t h e r .

V i s u a l i z a t i o n  a l o n e  i s  n o t  s u f f i c i e n t  t o  d e t e r m i n e  w h i c h  o f  t h e  m e t h o d s  i s  b e t t e r .  

H o w e v e r ,  i t  c a n  b e  i n t e r e s t i n g  t o  f i n d  o u t  w h i c h  s e t  o f  c l u s t e r s  t h a t  w e r e  f o u n d  b y  t h e  P A R C  

a l g o r i t h m  i s  b e t t e r .  T h e  d e n d r o g r a m  ( F i g u r e  3 . 3 . A )  p r e s e n t s  t h a t  1 4  o f  t h e  g r o u p s  a r e  s i m i l a r  

b e t w e e n  t h e  a p p r o a c h e s .  M o r e o v e r ,  t h e r e  a r e  s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  t h e  l a y o u t  o f  t h e  i d e n t i f i e d
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c e l l  p o p u l a t i o n s  o f  e a c h  o f  t h e  m e t h o d s  -  f o r  e x a m p l e ,  t h e  b l u e  c l u s t e r  l a y  c l o s e  t o  t h e  p u r p l e  

g r o u p  o n  b o t h  m I S O  p l o t s  d e s p i t e  d i f f e r e n t  U M A P  t r a n s f o r m a t i o n s  ( F i g u r e  3 . 3 . B - C ) .  T h e r e f o r e ,  

t h e  c l u s t e r s  o f  t h e  s a m e  c o l o r  p r o b a b l y  c o n t a i n  t h e  s a m e  c e l l  t y p e s .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  e i g h t  

i M U B A C  a n d  f o u r  c y C o m b i n e  c l u s t e r s  d o  n o t  h a v e  a  p a i r  o f  s i m i l a r  c e l l  t y p e s .

T h e  c l u s t e r  l a b e l s  w e r e  u s e d  f o r  t h e  e x p r e s s i o n  v a l u e s  b e f o r e  t h e  c o r r e c t i o n  t o  

e x a m i n e  h o w  e a c h  c l u s t e r ' s  m a r k e r  e x p r e s s i o n  v a l u e s  c h a n g e d  a f t e r  t h e  b a t c h  e f f e c t  

c o r r e c t i o n .  T h e  e f f e c t  s i z e  w a s  c a l c u l a t e d  i n  p a i r w i s e  c o m p a r i s o n s  b e t w e e n  f o u n d  c e l l  

p o p u l a t i o n s  f o r  e a c h  e x p e r i m e n t  a n d  m a r k e r .  T h e  m e d i a n  v a l u e  o f  e a c h  m a r k e r ' s  e f f e c t  s i z e  

m e a s u r e s  w a s  c o n s i d e r e d  a s  a  g l o b a l  e f f e c t  s i z e  f o r  t h a t  m a r k e r .  I t  r e s u l t e d  i n  3 2  e f f e c t  s i z e  

m e a s u r e s  b e f o r e  a n d  a f t e r  t h e  c o r r e c t i o n  ( 6 4  v a l u e s  p e r  e x p e r i m e n t ) .  T h e  W i l c o x o n  s i g n e d -  

r a n k  t e s t  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e r e  w e r e  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  e f f e c t  s i z e  

m e a s u r e s .  F o r  i M U B A C  c o r r e c t i o n ,  t h e  d i f f e r e n c e  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t  w i t h  a  p - v a l u e  o f  0 . 4 6 2 8  

w h i c h  m a y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  b a t c h  e f f e c t  w a s  n o t  r e d u c e d  e f f e c t i v e l y  a n d  t h e  i d e n t i f i e d  

c l u s t e r s  m a y  c o n t a i n  a  m i x t u r e  o f  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s .  I t  w a s  a l s o  c h e c k e d  h o w  m a n y  c l u s t e r s  

r e s u l t  f r o m  c l u s t e r i n g  u n c o r r e c t e d  d a t a  d i r e c t l y ,  a n d  P A R C  f o u n d  2 4  c e l l  p o p u l a t i o n s .  A f t e r  

t h e  i M U B A C  c o r r e c t i o n ,  t h e  n u m b e r  d e c r e a s e d  t o  2 2 ,  a  r e l a t i v e l y  s m a l l  r e d u c t i o n  c o m p a r e d  

t o  c y C o m b i n e  ( 1 8  c l u s t e r s ) .  T h i s  m a y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  i M U B A C  c o r r e c t i o n  i s  i n s u f f i c i e n t  t o  

r e m o v e  t h e  b a t c h  e f f e c t  f r o m  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a .

B a s e d  o n  t h e  m e n t i o n e d  o b s e r v a t i o n s  a n d  r e s u l t s ,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  

c y C o m b i n e  i s  a  b e t t e r  m e t h o d  f o r  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n  i n  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a .  I t  i s  n o t  

l i m i t e d  t o  h e a l t h y  s a m p l e s  a n d  d o e s  n o t  u s e  d o w n s a m p l i n g  -  i t  w o r k s  e f f i c i e n t l y  f o r  h i g h 

d i m e n s i o n a l  d a t a s e t s .  A l s o ,  a f t e r  t h e  c o r r e c t i o n ,  t h e  h o m o g e n e i t y  i s  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  

b e f o r e  t h e  m o d i f i c a t i o n  ( p - v a l u e = 4 . 3 8 e l 0  7 ) .

N e v e r t h e l e s s ,  t h e  t o p i c  s h o u l d  b e  f u r t h e r  a n a l y z e d  a n d  c o m p a r e d  w i t h  o t h e r  m e t h o d s  

f o r  r e m o v i n g  t e c h n i c a l  v a r i a n c e  o n  d i f f e r e n t  d a t a s e t s .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  c y C o m b i n e  t e c h n i q u e  

m a y  b e  b e t t e r  f o r  a  c e r t a i n  d a t a s e t ,  n o t  g e n e r a l .

I n  s u m m a r y ,  i n  t h e  s t u d y ,  t w o  b a t c h  e f f e c t  m e t h o d s  w e r e  c o m p a r e d  -  i M U B A C  a n d  

c y C o m b i n e ,  t o  e x a m i n e  t h e i r  e f f e c t i v e n e s s  i n  r e d u c i n g  t e c h n i c a l  v a r i a n c e  i n t r o d u c e d  

a r t i f i c i a l l y  t o  t h e  d a t a  a n d  t h e  i m p a c t  o f  t h e  c o r r e c t i o n  o n  t h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t s .  T h e  c e l l  t y p e
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marker heterogeneity increased after cyCombine correction in contrast to the iMUBAC 

correction that did not end in significant improvement. The results indicate the superiority 

of cyCombine over iMUBAC for the Tuberculosis dataset from Stellenbosch University limited 

to the Healthy Donor samples [19].
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4  I d e n t i f i c a t i o n  o f  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s

4 . 1  I n t r o d u c t i o n

T h e r e  a r e  m a n y  c l u s t e r i n g  m e t h o d s  d e d i c a t e d  t o  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  i n  m a s s  

c y t o m e t r y  d a t a .  M o s t  o f  t h e  s o l u t i o n s  a d a p t  c l a s s i c a l  m a c h i n e  l e a r n i n g  c l u s t e r i n g  t e c h n i q u e s  

a n d  s o m e  d a t a  p r e p r o c e s s i n g ,  l i k e ,  f o r  e x a m p l e ,  h i e r a r c h i c a l  c l u s t e r i n g  c o m b i n e d  w i t h  

d e n s i t y - b a s e d  d o w n s a m p l i n g  o f  t h e  o b s e r v a t i o n s .  C u r r e n t l y ,  t h e  b e s t  m e t h o d s  [ 3 ]  i n  t e r m s  o f  

d e t e c t i o n  s e n s i t i v i t y ,  s t a b i l i t y  o f  t h e  r e s u l t s ,  a n d  t i m e  o f  c o m p u t a t i o n  a r e  F l o w S O M  [ 3 6 ]  a n d  

P h e n o G r a p h  [ 4 2 ] .  A n o t h e r  g r o u p  o f  s o l u t i o n s  i s  t h o s e  d e d i c a t e d  t o  d i f f e r e n t  b i o l o g i c a l  

d a t a s e t s ,  i n c l u d i n g  m a s s  c y t o m e t r y ,  l i k e  P A R C  [ 4 0 ]  o r  C l u s t e r X  [ 4 3 ] .  A  s u m m a r y  o f  t h e  

e x i s t i n g  m e t h o d s  i s  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  4 . 1

S P A D E  [ 4 4 ]  c o n t a i n s  f o u r  m a i n  m o d u l e s :  d a t a  d o w n s a m p l i n g ,  c l u s t e r i n g ,  c r e a t i n g  

a  m i n i m a l  s p a n n i n g  t r e e  t o  c o n n e c t  t h e  c l u s t e r s ,  a n d  u p s a m p l i n g ,  w h e r e  t h e  r e m a i n i n g  c e l l s  

a r e  m a p p e d  i n t o  t h e  f o u n d  c l u s t e r s .  T h e  m e t h o d  r e q u i r e s  f o u r  i n p u t  p a r a m e t e r s :  m a r k e r s  

u s e d  t o  b u i l d  t h e  t r e e  -  w h i c h  r e l i e s  o n  t h e  k n o w l e d g e  o f  w h i c h  f e a t u r e s  m a y  b e  h e l p f u l ;  t h e  

d e n s i t y  o f  o u t l i e r s  a n d  t a r g e t s ,  w h i c h  c o n t r o l s  t h e  d o w n s a m p l i n g  p r o c e s s ;  a n d  t h e  n u m b e r  o f  

c l u s t e r s .  A n o t h e r  s o l u t i o n ,  D e n s V M  [ 4 5 ]  a p p l i e s  t - S N E  d i m e n s i o n a l i t y  r e d u c t i o n ,  a n d  t h e  

r e s u l t i n g  e m b e d d i n g  i s  f e d  t o  t h e  c l u s t e r i n g  a n d  2 D  p e a k - f i n d i n g  a l g o r i t h m s .  E a c h  p e a k  

r e p r e s e n t s  a  c l u s t e r  c e n t r o i d  t o  w h i c h  c e l l s  a r e  a s s i g n e d  b a s e d  o n  t h e  s m a l l e s t  d i s t a n c e .  

C l u s t e r  a s s i g n m e n t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m  a r e  u s e d  a s  l a b e l s  i n  t h e  S u p p o r t  

V e c t o r  M a c h i n e  ( S V M )  m o d e l  f o r  c l a s s i f i c a t i o n .  C e l l s  t h e  m e t h o d  f a i l s  t o  l a b e l  a r e  u s e d  a s  

a  t e s t  s e t  i n  S V M  t r a i n i n g

A n o t h e r  a l g o r i t h m  i s  b a s e d  o n  k - N e a r e s t - N e i g h b o r  ( k - N N ) :  C l u s t e r X  [ 4 3 ]  w h i c h  w o r k s  

w i t h  d a t a s e t s  w i t h  u p  t o  f i v e  f e a t u r e s .  I f  t h e  d a t a s e t  h a s  m a n y  m a r k e r s ,  C l u s t e r X  r e d u c e s  t h e  

d i m e n s i o n a l i t y  w i t h  t - S N E .  F o r  e a c h  p o i n t  i n  t h e  s p a c e ,  t w o  m e a s u r e m e n t s  a r e  c a l c u l a t e d :  

l o c a l  d e n s i t y  a n d  t h e  d i s t a n c e  t o  p o i n t s  w i t h  h i g h e r  l o c a l  d e n s i t y .  T h a t  w a y ,  t h e  c e n t r o i d s  a r e  

d e t e r m i n e d ,  a n d  t h e  r e s t  o f  t h e  p o i n t s  a r e  a s s i g n e d  t o  t h e  c l o s e s t  o n e  c r e a t i n g  a  c l u s t e r .  

F l o w S O M  [ 3 6 ]  i s  a  m e t h o d  t h a t  i s  b a s e d  o n  S e l f - O r g a n i z i n g  M a p  ( S O M ) .  I t  c a n  a n a l y z e  f l o w  a n d  

m a s s  c y t o m e t r y  d a t a  i n  a  t w o - l e v e l  c l u s t e r i n g .  T h e  a l g o r i t h m  b u i l d s  a n d  t r a i n s  S O M ;  t h e  

r e s u l t i n g  n o d e s  a r e  c o n n e c t e d  i n  a  m i n i m a l  s p a n n i n g  t r e e .  T h e  l a s t  s t e p  i s  m e t a - c l u s t e r i n g



w i t h  a  k n o w n  n u m b e r  o f  c l u s t e r s .  A l t e r n a t i v e l y ,  a n  " e l b o w "  m e t h o d  c a n  b e  a p p l i e d  t o  f i n d  t h e  

o p t i m a l  v a l u e .  H o w e v e r ,  t h e  a u t h o r s  a d v i s e  s e t t i n g  t h e  n u m b e r  o f  c l u s t e r s  a s  m o r e  t h a n  

e x p e c t e d .

I n  P h e n o G r a p h  [ 4 2 ]  a u t h o r s  u s e d  a  n e a r e s t - n e i g h b o r  g r a p h  ( k - N N G )  w h e r e  c e l l s  a r e  

r e p r e s e n t e d  b y  n o d e s  c o n n e c t e d  t o  o t h e r  m o s t  s i m i l a r  c e l l s .  I n  t h e  n e x t  s t e p ,  c o m m u n i t y  

d e t e c t i o n  i s  p e r f o r m e d  t o  f i n d  p h e n o t y p i c a l l y  s i m i l a r  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s .  i m m u n o C l u s t  [ 4 6 ]  

u s e s  F i n i t e  M i x t u r e  M o d e l s  t o  c l u s t e r  c e l l  e v e n t s  i n  t h e  f i r s t  s t e p ,  a n d  t h e n  t h e  c e l l  c l u s t e r s  a r e  

g r o u p e d  a n d  m e r g e d  a c r o s s  s a m p l e s  ( m e t a  c l u s t e r i n g )  t o  g e t  t h e  f i n a l  r e s u l t s .  X - S h i f t  [ 2 2 ]  i s  

a n  a l g o r i t h m  b a s e d  o n  k - N N  d e n s i t y  e s t i m a t i o n .  F o r  e a c h  p o i n t ,  a  d e n s i t y  e s t i m a t e  i s  

c a l c u l a t e d ,  a n d  t h e  p o i n t s  a r e  c o n n e c t e d  w i t h  t h e  c l o s e s t  n e a r e s t  n e i g h b o r  t h a t  h a s  a  h i g h e r  

d e n s i t y  e s t i m a t e .  T h e  p o i n t  i s  c o n s i d e r e d  a  p o t e n t i a l  c l u s t e r  c e n t r o i d  i f  n o  s u c h  n e i g h b o r  

e x i s t s .  I n  t h e  e n d ,  s o m e  c e n t r o i d s  a r e  c o n n e c t e d ,  a n d  t h e  r e s u l t i n g  c l u s t e r s  a r e  m e r g e d  

i t e r a t i v e l y  b a s e d  o n  M a h a l a n o b i s  d i s t a n c e  u n t i l  a  s p e c i f i e d  c o n d i t i o n  i s  r e a c h e d .

P A C - M A N  [ 4 7 ]  d i v i d e s  t h e  d a t a  s p a c e  i n t o  s m a l l e r  h y p e r - r e c t a n g l e s  b a s e d  o n  d e n s i t y .  

T h e n  i t  u s e s  k - M e a n s  t o  r o u n d  a n d  m e r g e  t h e  c l u s t e r s .  T h e  m e t h o d  a n a l y s e s  e a c h  s a m p l e  

s e p a r a t e l y  a n d  c o m b i n e s  t h e  r e s u l t s .  P A R C  [ 4 0 ]  c o n s t r u c t s  a  n e a r e s t - n e i g h b o r  g r a p h  w i t h  

a  h i e r a r c h i c a l  n a v i g a b l e  s m a l l  w o r l d ,  a n d  b a s e d  o n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  w e i g h t s ,  i t  p r u n e s  t h e  

g r a p h ' s  e d g e s .  T h e  L e i d e n  a l g o r i t h m  i s  u s e d  t o  f i n d  c o m m u n i t i e s  t h a t  c r e a t e  t h e  c e l l  

p o p u l a t i o n s .  T h e  a l g o r i t h m  w o r k s  f a s t  a n d  a c c u r a t e l y  f o r  h i g h - d i m e n s i o n a l  d a t a ,  e f f e c t i v e l y  

f i n d i n g  r a r e  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s .

4 . 1 . 1  L i m i t a t i o n s  o f  t h e  e x i s t i n g  m e t h o d s

A l t h o u g h  m a n y  e x i s t i n g  m e t h o d s  e x i s t  f o r  i d e n t i f y i n g  c e l l  p o p u l a t i o n s ,  n o n e  i s  p e r f e c t .  

T h e  f i r s t  l i m i t a t i o n  i s  t h e  n u m b e r  o f  o b s e r v a t i o n s  t h a t  c a n  b e  p r o c e s s e d .  S o m e  o f  t h e  

a l g o r i t h m s  a r e  n o t  s c a l a b l e .  T h e y  c a l c u l a t e  p a i r w i s e  d i s t a n c e s  b e t w e e n  t h e  o b s e r v a t i o n s ,  

r e s u l t i n g  i n  a  h u g e  m a t r i x  t h a t  c a n  n o t  f i t  i n  m e m o r y ,  o r  t h e y  u s e  d i f f e r e n t  c o m p u t a t i o n a l l y  

e x p e n s i v e  t r a n s f o r m a t i o n s .  T h e y  m a y  w o r k  w e l l  f o r  d a t a s e t s  u p  t o  a  f e w  h u n d r e d  t h o u s a n d  

c e l l s ,  b u t  m o s t  o f  t h e  t i m e ,  t h e y  a r e  n o t  a b l e  t o  p r o c e s s  m i l l i o n s  o f  c e l l s .
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T a b l e  4 . 1 .  S u m m a r y  o f  t h e  e x i s t i n g  m e t h o d s  f o r  c e l l  p o p u l a t i o n  i d e n t i f i c a t i o n  i n  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a .

Method
Base

algorithm

Number of 

observations
Downsampling

Needs the 

number 

of clusters

SPADE, 2011 [44]
Agglomerative 

clustering
Thousands Yes Yes

DensVM, 2014 [45] SVM Thousands No No

ClusterX, 2014 [43] k-NN Thousands No No

FlowSOM, 2015 [36] SOM Millions No Yes

PhenoGraph, 2015[42] k-NNG Millions Yes No

immunoClust, 2015 [46] FMM Thousands Yes No

X-Shift, 2016 [22] k-NN Millions No No

PAC-MAN, 2017 [47] k-Means Millions No Yes

PARC,2020[40] k-NNG Millions No No

The second limitation is downsampling. Some methods, like SPADE, reduce the 

number of cells in order to apply an algorithm that does not scale for high-dimensional 

datasets. As a result, some rare cell populations may never be detected, mainly if the dataset 

contains millions of cells and a specific rare population has only dozens of cells. The 

stochastic nature of downsampling in the SPADE algorithm also makes the results non- 

reproducible, leading to different outcomes between iterations [48].

Moreover, many of the proposed visualizations of results and the clustering 

techniques are meaningless regarding cluster positions relative to each other, which may 

lead to wrong assumptions [48].

And finally, the knowledge about the expected number of cell populations in the data. 

It is hard to estimate how many cell populations should be expected, particularly taking into 

account the heterogeneity of data. The cells may be in a different cell cycle stage, switch 

between states, and therefore exist in a continuum of development, which means that cell 

types may overlap [2]. Experts try to annotate mass cytometry data through manual gating,
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p l o t t i n g  p a i r s  o f  m a r k e r s  a g a i n s t  e a c h  o t h e r ,  a n d  h i g h l i g h t i n g  r e g i o n s  o f  i n t e r e s t .  T h i s  i s  d o n e  

u s i n g  m a r k e r s  t h a t  a r e  k n o w n  t o  b e  r e l a t e d  t o  s p e c i f i c  c e l l  t y p e s .  H o w e v e r ,  t h i s  i s  o n l y  

a  s u b s e t  o f  a l l  p o s s i b l e  2 D  b i - a x i a l  p l o t s  t h a t  c a n  b e  c r e a t e d  b a s e d  o n  t h e  m a r k e r s .  S o m e  

r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  o t h e r  f e a t u r e s  a n d  t h e  c e l l  t y p e s  m a y  n o t  b e  w e l l  u n d e r s t o o d  o r  

d i s c o v e r e d .  I t  i s  a l m o s t  n o t  p o s s i b l e  t o  c h e c k  a l l  t h e  p o s s i b i l i t i e s ;  f o r  e x a m p l e ,  i f  3 8  m a r k e r s  

d e s c r i b e  a  s e t  o f  c e l l s ,  i t  w i l l  r e s u l t  i n  7 0 6  b i - a x i a l  p l o t s  o f  e a c h  m a r k e r - v s - m a r k e r .  I t  w o u l d  

r e q u i r e  a  l o t  o f  h o u r s  o f  w o r k i n g  o r  a  t e a m  o f  e x p e r t s ,  w h i c h  a l s o  i n t r o d u c e s  b i a s  t o  t h e  r e s u l t .  

T h e r e f o r e  t h e  m a n u a l  g a t i n g  i s  u s u a l l y  m a d e  b y  a  f e w  e x p e r t s  ( f o r  t h e  c o m p a r i s o n  a n d  f i n d i n g  

t h e  c o n s e n s u s )  o n  a  k n o w n  s u b s e t  o f  t h e  c o m b i n a t i o n s ,  a n d  t h e  a n n o t a t i o n s  m a y  b e  l e s s  

a c c u r a t e .  T h i s  p r o b l e m  i s  h i g h l i g h t e d  b y  m a n y  a u t h o r s  [ 2 ] ,  [ 4 4 ] ,  [ 4 6 ]  w h o  p o i n t  o u t  t h a t  

r e l y i n g  o n  e x p e r t  a n n o t a t i o n s  t o  a s s e s s  t h e  q u a l i t y  o f  c l u s t e r i n g  a p p r o a c h e s  m a y  n o t  b e  t h e  

b e s t  i d e a .

4 . 2  M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s

4 . 2 . 1  E x p e r i m e n t s

T h e  d o c t o r a l  t h e s i s  p r e s e n t s  a  s e t  o f  e x p e r i m e n t s  t h a t  e x p l o r e  t h e  i d e a s  d e s c r i b e d  i n  

t h e  s e c t i o n  b e l o w .  T h e y  i n c l u d e  c a l c u l a t i o n s  o n  r e g u l a r  a n d  e x p a n d e d  f e a t u r e  d o m a i n s  a n d  

t h e  a p p r o p r i a t e n e s s  o f  u s i n g  s u b p o p u l a t i o n s .  A l l  t h e  a n a l y s e s  l e a d i n g  t o  t h e  i m p l e m e n t a t i o n  

o f  t h e  f i n a l  p i p e l i n e  f o r  m a s s  c y t o m e t r y  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  w e r e  c o n d u c t e d  w i t h  t h e  u s e  

o f  S a m u s i k ' s  d a t a s e t :

C o m p a r i s o n  o f  e x i s t i n g  s o l u t i o n s  i n  t h e  r e g u l a r  d o m a i n  -  t h i s  a l s o  i n c l u d e s  t h e  

c o m p a r i s o n  o f  m o d e l  e v a l u a t i o n  m e t r i c s  b e f o r e  a n d  a f t e r  t a k i n g  i n t o  a c c o u n t  t h e  c e l l  

s u b p o p u l a t i o n s ,

I m p a c t  o f  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  o n  t h e  e x i s t i n g  s o l u t i o n s  a n d  c o m p a r i s o n  o f  

t h e  r e s u l t s  w i t h  t h e  r e g u l a r  d o m a i n ,

C o m p a r i s o n  o f  d i f f e r e n t  d a t a s e t  t r a n s f o r m a t i o n s  i n  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n ,  

C o m p a r i s o n  o f  t h e  v a r i o u s  d a t a s e t  t r a n s f o r m a t i o n s  i n  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n  a f t e r  

a p p l y i n g  f e a t u r e  s e l e c t i o n ,
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• T h e  p r o p o s i t i o n  o f  a  d i v i s i v e  a p p r o a c h .

T h e  f i n a l  a p p r o a c h  w i t h  t h e  p a r a m e t e r s  a n d  c r i t e r i a  e s t a b l i s h e d  w i t h  S a m u s i k ' s  

d a t a s e t  w a s  t h e n  a p p l i e d  t o  t h e  T u b e r c u l o s i s  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a s e t  p r o v i d e d  b y  p a r t n e r s  

f r o m  S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y .  B e c a u s e  t h e  d a t a s e t  i s  u n s u p e r v i s e d  ( i n  c o n t r a s t  t o  S a m u s i k ' s  

d a t a s e t ,  t h e  c e l l  a s s i g n m e n t  i s  u n k n o w n ) ,  t h e  r e s u l t s  w e r e  p r e s e n t e d  i n  a  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  

f o r m ,  w i t h  a d d i t i o n a l  s t a t i s t i c a l  t e s t s  a n d  p l o t s .

4 . 2 . 2  C h a r a c t e r i s t i c s  o f  S a m u s i k ' s  d a t a s e t

B e c a u s e  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  p r o v i d e d  b y  p a r t n e r s  f r o m  S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y  

i s  n o t  a n n o t a t e d ,  e v a l u a t i n g  d i f f e r e n t  m e t h o d s  f o r  c e l l  s u b t y p e s  i d e n t i f i c a t i o n  u s i n g  t h e  

d a t a s e t  w o u l d  b e  c h a l l e n g i n g .  T h e r e f o r e ,  a  p u b l i c l y  a v a i l a b l e  d a t a s e t  f r o m  S a m u s i k  et al. [ 2 2 ]  

w a s  u s e d  t o  c o m p a r e  a n d  d e v e l o p  d i f f e r e n t  a l g o r i t h m s .

A s  i t  w a s  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  1 . 2 . ,  t h e  d a t a s e t  c o n s i s t s  o f  5 1 4 , 3 8 6  c e l l s  c a t e g o r i z e d  i n t o  

2 4  t y p e s .  T h e  c e l l s  w e r e  a n n o t a t e d  b y  t h r e e  e x p e r t s  i n  t h e  m a n u a l  g a t i n g  p r o c e s s .  T h e  c e l l s  

c o m e  f r o m  1 0  m o u s e  s a m p l e s  l a b e l e d  w i t h  3 8  m a r k e r s .  T h e  d a t a s e t  w a s  p r e p r o c e s s e d  a n d  

c o r r e c t e d  f o r  b a t c h  e f f e c t .

T o  b e t t e r  u n d e r s t a n d  t h e  d a t a s e t ,  U M A P - b a s e d  m I S O  v i s u a l i z a t i o n  w a s  g e n e r a t e d  

( F i g u r e  4 . 1 . ) .  A p p r o p r i a t e  c e l l - t y p e  n a m e s  w e r e  w r i t t e n  n e a r  e a c h  c l u s t e r  o n  t h e  v i s u a l i z a t i o n .

A s  c a n  b e  n o t i c e d  i n  F i g u r e  4 . 1 . ,  i n  t h e  U M A P  s p a c e ,  c e l l  t y p e s  b i o l o g i c a l l y  s i m i l a r  a r e  

p l a c e d  c l o s e r  t h a n  t h e  r e s t  o f  t h e  c e l l  g r o u p s .  T o  f u r t h e r  i n v e s t i g a t e  t h e  U M A P  s p a c e ,  F i g u r e  

4 . 2 .  p r e s e n t s  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  e x p r e s s i o n  v a l u e s  o f  e x e m p l a r y  m a r k e r s .  T h e  l i g h t e r  t h e  c o l o r  

( y e l l o w ) ,  t h e  h i g h e r  t h e  m a r k e r  v a l u e  f o r  t h e  c e l l s  ( r e p r e s e n t e d  a s  p o i n t s )  i n  t h a t  U M A P  a r e a .
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2 0

1 5

Classical
Monocytes lgD+ lgM+ B-cells

Non-classical 
Monoctes

Macrophages1 0  - Intermediate 
Monocytes

mDCs

0

gd T-cells

NKT cells

- 5  -

CD8 T-cells

NK cells

- 1 0  L -

- 1 0 - 5 0 5

IgM- IgD- 
B-cells

B - c e l l s

B-cell 
Frac A-C

pDCs

CD4 T-cells

1 0 1 5

Plasma Cells

2 0

U M A P 1

F i g u r e  4 . 1 .  m I S O  p l o t  f o r  S a m u s i k ' s  d a t a s e t .

E a c h  c o l o r  i n d i c a t e s  a  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e  w h o s e  n a m e  w a s  p r o v i d e d  n e x t  t o  i t s  c l u s t e r .  ( S o u r c e :  p e r s o n a l  

c o l l e c t i o n ) .

F i g u r e  4 . 2 .  D i s t r i b u t i o n  o f  e x e m p l a r y  m a r k e r  v a l u e s  i n  t h e  f o r m  o f  a  h e a t m a p .

T h e  c o l o r  i n d i c a t e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  m a r k e r  f r o m  d a r k  b l u e  ( r e g i o n s  o f  n o / w e a k  e x p r e s s i o n )  t o  y e l l o w  ( h i g h  

e x p r e s s i o n ) .  ( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .
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m I S O  p l o t  o f  I n t e r m e d i a t e  M o n o c y t e s

U M A P 1

m I S O  p l o t  o f  E o s i n o p h i l s

F i g u r e  4 . 2 .  s h o w s  t h a t  e v e n  w i t h i n  o n e  c e l l  t y p e ,  t h e r e  a r e  d i f f e r e n c e s  i n  m a r k e r  

e x p r e s s i o n .  F o r  e x a m p l e ,  s o m e  p D C s  c e l l s  h a v e  a  d e f i c i e n t  e x p r e s s i o n  o f  t h e  S e a l  m a r k e r ,  

w h i l e  s o m e  a r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  t h e i r  h i g h  e x p r e s s i o n .  T h e s e  n u a n c e s  r e s u l t  f r o m  t h e  d a t a  

h e t e r o g e n e i t y  s i n c e  t h e  c e l l s  m a y  b e  i n  d i f f e r e n t  s t a t e s  [ 2 ] .  H e t e r o g e n e i t y  m a y  s i g n i f i c a n t l y  

i m p a c t  t h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t s  -  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m s  m a y  f i n d  m o r e  g r o u p s  o f  p h e n o t y p i c a l l y  

s i m i l a r  c e l l s  t h a n  t h e  n u m b e r  i d e n t i f i e d  b y  a n  e x p e r t .  I t  i s  v i s i b l e  o n  a  t h r e e - d i m e n s i o n a l  p l o t  

d e s c r i b i n g  t h e  d e n s i t y  o f  p o i n t s  i n  t h e  U M A P  s p a c e  ( F i g u r e  4 . 3 . C ) .

U M A P 1

S c a t t e r p l o t  o f  I n t e r m e d i a t e  M o n o c y t e s

U M A P ,

D e n s i t y  o f  I n t e r m e d i a t e  M o n o c y t e s

S c a t t e r p l o t  o f  E o s i n o p h i l s

U M A P 1

F i g u r e  4 . 3 .  D i s t r i b u t i o n  o f  c e l l s  w i t h i n  t w o  e x e m p l a r y  c e l l  t y p e s  c a u s e d  b y  i n t e r - c l u s t e r  h e t e r o g e n e i t y .

T h e  g r e y  c o l o r  s h o w s  a l l  c e l l s  i n  t h e  d a t a s e t ;  c o l o r e d  p o i n t s  b e l o n g  t o  t h e  s p e c i f i c  c e l l  t y p e .  A )  m I S O  p l o t s  f o r  c e l l  

t y p e .  m I S O  p l o t  s h o w s  t h e  a r e a  o n  t h e  U M A P  2 0  p l a n e  t h a t  i s  t h e  m o s t  d e n s e l y  o c c u p i e d  b y  t h e  c e l l s .  

B )  S c a t t e r p l o t  p r e s e n t i n g  a l l  t h e  c e l l s  t h a t  b e l o n g  t o  t h e  g r o u p .  0 )  3 0  d e n s i t y  p l o t  -  e a c h  p e a k  r e p r e s e n t s  

a  p o t e n t i a l l y  d i f f e r e n t  s u b p o p u l a t i o n  o f  t h e  c e l l  t y p e .  ( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .

D e n s i t y  o f  E o s i n o p h i l s
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W i t h o u t  h e t e r o g e n e i t y ,  i t  i s  e x p e c t e d  t o  o b s e r v e  o n l y  o n e  d i s t i n c t  p e a k  s i n c e  t h e  p o i n t  

s h o u l d  o c c u p y  t h e  a r e a  a l m o s t  u n i f o r m l y .  I f  t h e r e  a r e  m o r e  w e l l - s e p a r a t e d  p e a k s ,  i t  c a n  b e  

a s s u m e d  t h a t  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e i r  m a r k e r  p r o f i l e s  a r e  h i g h  e n o u g h  t o  i d e n t i f y  t h e  c e l l - t y p e  

s u b p o p u l a t i o n s .  T h a t  m e a n s  t h e  p r o b a b i l i t y  t h a t  t h e  s u b p o p u l a t i o n s  w i l l  b e  a s s i g n e d  t o  o n e  

c l u s t e r  i s  l o w ,  a n d  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  p r o c e s s  w i l l  r e s u l t  i n  o v e r e s t i m a t i n g  t h e  n u m b e r  

o f  g r o u p s .

4 . 2 . 3  D a t a  h e t e r o g e n e i t y

E a c h  c e l l  t y p e  w a s  s e p a r a t e l y  a p p l i e d  t o  G a u s s i a n  M i x t u r e  M o d e l  d e c o m p o s i t i o n  i n  

t w o - d i m e n s i o n a l  s p a c e  t o  e x a m i n e  t h e  d a t a  h e t e r o g e n e i t y  a n d  h o w  m a n y  s u b p o p u l a t i o n s  

a  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m  m a y  f i n d  i n  S a m u s i k ' s  d a t a s e t .  T h e  r e s u l t  o f  2 D  G M M  I s  a  s e t  o f  

p a r a m e t e r s  f o r  e a c h  f o u n d  s u b p o p u l a t i o n :  m e a n  v a l u e  a s  a  p o i n t  ( x ,  y ) ,  w h i c h  a l s o  d e t e r m i n e s  

t h e  c e n t r o i d  o f  a  s u b p o p u l a t i o n ,  c o m p o n e n t  p r o p o r t i o n ,  a n d  c o v a r i a n c e  m a t r i x .  T h e  o p t i m a l  

n u m b e r  o f  c o m p o n e n t s  i n c l u d e d  i n  t h e  G a u s s i a n  M i x t u r e  M o d e l  w a s  d e t e r m i n e d  w i t h  B a y e s  

F a c t o r  [ 4 9 ] .  A s  c a n  b e  o b s e r v e d  i n  F i g u r e  4 . 3 . B ,  s o m e  c e l l s  m a y  b e  o n l y  o u t l i e r s  i n s t e a d  o f  

a  g r o u p  o f  c e l l s  t h a t  s o m e h o w  b e h a v e s  d i f f e r e n t l y  t h a n  t h e  r e s t  o f  t h e  c e l l s  o f  t h e i r  t y p e .  T h e y  

m a y  o v e r l a p  w i t h  a n o t h e r  c e l l  t y p e ,  r e s u l t i n g  i n  i n a c c u r a t e  m a n u a l  g a t i n g  (Chapter 2 ) .

T h e r e f o r e ,  i t  w a s  d e c i d e d  t o  v e r i f y  w h i c h  o f  t h e  r e s u l t i n g  2 D  G M M  c o m p o n e n t s  s h o u l d  

b e  c o n s i d e r e d  t r u e  s u b p o p u l a t i o n s  o f  a  g i v e n  c e l l  t y p e .  T h e  c o m p o n e n t  p r o p o r t i o n  

p a r a m e t e r s  w e r e  c o l l e c t e d  f o r  e a c h  c e l l  t y p e ,  a n d  t h e  c u t - o f f  t h r e s h o l d  w a s  f o u n d  u s i n g  t h e  

o n e - d i m e n s i o n a l  G M M .  C o m p o n e n t s  w i t h  a  p r o p o r t i o n  h i g h e r  t h a n  t h e  t h r e s h o l d  w e r e  

c o n s i d e r e d  p o t e n t i a l  s u b p o p u l a t i o n s .  T h e  f i n a l  n u m b e r  o f  t h e  l i k e l y  s u b p o p u l a t i o n s  w a s  t h e  

m a x i m u m  e x p e c t e d  n u m b e r  o f  c l u s t e r s  c r e a t e d  f r o m  t h e  c e l l  t y p e .

G i v e n  t h e  s e t  o f  d e f i n e d  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s ,  t h e  i d e n t i f i e d  c e l l - t y p e  c l u s t e r s  w e r e  

a s s i g n e d  t o  t h e  c l o s e s t  o n e .  T h e  a s s i g n m e n t  w a s  d o n e  i n  t h e  m a r k e r  f e a t u r e  s p a c e  -  f o r  e a c h  

g r o u p ,  a  c l u s t e r  c e n t r o i d  w a s  c o m p u t e d  a n d  c o m p a r e d  w i t h  t h e  c e n t r o i d s  o f  t h e  f o u n d  

s u b p o p u l a t i o n s .  T h e n ,  t h e  c l u s t e r  r e c e i v e d  a  n e w  l a b e l  i n d i c a t i n g  t h e  i d e n t i f i e d  c e l l  t y p e ,  a n d  

t h e  e v a l u a t i o n  m e t r i c s  w e r e  c a l c u l a t e d  t o  s c o r e  h o w  g o o d  i s  t h e  d i v i s i o n .
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4 . 2 . 4  T h e  i d e a  b e h i n d  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e

T h e  b i g g e s t  c h a l l e n g e  i n  m a s s  c y t o m e t r y  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  p r o b l e m s  

i s  i d e n t i f y i n g  r a r e  p o p u l a t i o n s .  T h e  p r o v i d e d  m a r k e r s  c r e a t e  a n  a l m o s t  u n i q u e  m a r k e r  p r o f i l e  

f o r  e a c h  o f  t h e  t y p e s ,  d e p e n d i n g  o n  t h e i r  l o w / h i g h  e x p r e s s i o n .  W h i l e  t h e  l a r g e  c e l l  p o p u l a t i o n s  

w i t h  e a s i l y  d i s t i n g u i s h a b l e  m a r k e r  p r o f i l e s  a r e  r e l a t i v e l y  e a s y  t o  i d e n t i f y ,  t h e  r a r e  o n e s  m a y  

h a v e  t o o  w e a k  m a r k e r  p r o f i l e s  t o  b e  n o t i c e d .  F o r  e x a m p l e ,  t h e y  m a y  e x p r e s s  m a r k e r  v a l u e s  i n  

t h e  m i d d l e  o f  t h e  m a r k e r ' s  r a n g e  v a l u e s ,  m a k i n g  t h e  i n f o r m a t i o n  h a r d e r  t o  e x t r a c t .  T h u s  

t h e  i d e a  o f  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  w a s  c o n s i d e r e d .

T h e  i d e a  h a s  i t s  r o o t s  i n  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  i f  a  p a r t i c u l a r  c e l l ' s  p r o f i l e  i s  s o m e h o w  

h i d d e n  b y  a n o t h e r  c e l l ' s  p r o f i l e ,  i t  c a n  b e  e x t r a c t e d  t h r o u g h  t h e  d e c o m p o s i t i o n  o f  t h e  m a r k e r  

v a l u e s .  S i n c e  t h e  m a r k e r ' s  d i s t r i b u t i o n  i s  a  m i x t u r e  o f  G a u s s i a n s ,  e a c h  G a u s s i a n  p o t e n t i a l l y  

d e s c r i b e s  a  d i f f e r e n t  s e t  o f  o b s e r v a t i o n s .  E a c h  m a r k e r  v a l u e  m a y  b e  a s s i g n e d  t o  t h e  

a p p r o p r i a t e  G a u s s i a n  M i x t u r e  M o d e l  c o m p o n e n t  b y  c a l c u l a t i n g  t h e  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y  -  

t h e  c e l l s  t h a t  e x p r e s s  a  s p e c i f i c  m a r k e r  v a l u e  b e l o n g  t o  t h e  c o m p o n e n t  w i t h  t h e  h i g h e s t  

c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y .  I t  a l s o  b e l o n g s  t o  o t h e r  c o m p o n e n t s  w i t h  s m a l l e r  p r o b a b i l i t i e s .  

C o n s e q u e n t l y ,  t h e  c a l c u l a t e d  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t i e s  c r e a t e  n e w  f e a t u r e s  w i t h  v a l u e s  

b o n d e d  t o  a  r a n g e  [ 0 , 1 ] .  I t  w a s  a s s u m e d  t h a t  s o m e  c o m p o n e n t s  c o n t a i n  i n f o r m a t i o n  p r i m a r i l y  

f o r  a  r a r e  c e l l  p o p u l a t i o n  i n  t h a t  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e .  T h e  i d e a  i s  v i s u a l i z e d  i n  F i g u r e  4 . 4  

W h a t  c a n  b e  n o t i c e d ,  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  f e a t u r e s  c h a n g e s  d r a s t i c a l l y .

T h e  G a u s s i a n  M i x t u r e  M o d e l  f o r  e a c h  m a r k e r  w a s  f o u n d  u s i n g  t h e  E x p e c t a t i o n  

M a x i m i z a t i o n  a l g o r i t h m  a n d  B a y e s i a n  I n f o r m a t i o n  C r i t e r i o n  [ 5 0 ]  f o r  s e l e c t i n g  t h e  o p t i m a l  

n u m b e r  o f  c o m p o n e n t s  t o  o b t a i n  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e .  C o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y  w a s  

c o m p u t e d  f o r  e a c h  m a r k e r ' s  G M M .  T h e  e x p r e s s i o n  v a l u e s  w e r e  t r a n s l a t e d  t o  t h e  c o n d i t i o n a l  

p r o b a b i l i t i e s  f o r  e a c h  c e l l  t o  c r e a t e  n e w  f e a t u r e s .  H o w e v e r ,  t h e  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y  m a y  

e x p r e s s  s o m e  a r t i f a c t s  t h a t  m u s t  b e  c o r r e c t e d  b e f o r e  u s i n g  t h e m  a s  a  n e w  s e t  o f  f e a t u r e s .  

T h e  p r o b a b i l i t i e s  w e r e  c o n v e r t e d  w i t h  t h e  a p p r o a c h  d e s c r i b e d  i n  Section 4.2.5. T h e  f i n a l  n e w  

f e a t u r e s  a f t e r  c o r r e c t i o n  r e p r e s e n t  a  m e m b e r s h i p  f u n c t i o n .
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Figure 4.4. The idea behind the expanded feature space.
The data distribution (each marker) is decomposed with GMM into a set of components that possibly describe 
different groups of cells characterized by specific expression values. For each GMM model, conditional 
probability is calculated and visualized in the form of lines. Therefore for each expression value, there 
is information about the likelihood that the value comes from a given component. Each component is 
transformed into a new feature that contains values between 0 and 1, indicating the belonging of each cell to 
that component. The features have a different distribution, where the values near one stand for cells that 
express the particular range of marker values. (Source: personal collection).

4.2.5 Membership function

Some artifacts must be corrected to make the results reliable and use conditional 

probabilities as new features. As it was mentioned, conditional probability is the likelihood 

of a marker's expression value occurring given the distribution with specified parameters.

In other words, for each GMM component described by a set of parameters, the x expression 

value has a different probability of belonging to the component, and the sum of the 

components is equal to 1. It can be visualized as conditional probability lines indicating the 

probabilities for each component and the whole marker expression range (Figure 4.5.).

Moreover, the first and last of the conditional probability lines should start and end at a level
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equal to one, respectively, since the points at both ends of the marker distribution have 

the smallest distance to the first and last of the components (probability equal to 1).

Figure 4.5. The main problem with conditional probabilities used to assign cells to GMM components.
Suppose one or more conditional probability lines dominate in more than one range of x-axis values. In that 
case, it may happen that two cells with very similar values of the marker will belong to different GMM 
components. At the same time, another cell with a higher difference in the expression value will belong to the 
same component. In the presented example, a cell with marker value Xi belongs to the same GMM component as 
the cell with expression X3 of the marker, but closer to the cell with marker value x2 belongs to a completely 
different component. (Source: personal collection).

Figure 4.6. The source of the dominance of a component in different ranges of values. Example on CD45 
marker from Samusik's dataset.
The image shows the zoomed area at the beginning of the marker's expression values distribution. As can be 
observed, the first peak (dark red, left panel), the first component with the smallest mean value, is dominated by 
light red and violet lines (right panel). As a result, the expression values from a range of approximately [0,0.125] 
will have a higher probability of belonging to the light red or violet components that describe Gaussian 
distributions with higher mean values than dark red, which is the closest. The same problem may occur at the 
end of the marker distribution. (Source: personal collection).

Because the conditional probability lines are calculated from GMM components, some 

of them may have more than one peak (may dominate in more than one range of expression 

values). This is a known artifact of the Gaussian probability density function used in mixture

151



m o d e l s .  W h e n  t w o  G a u s s i a n s  p a r t i a l l y  o v e r l a p ,  w h i c h  i s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  m e a n  a n d  s t a n d a r d  

d e v i a t i o n  v a l u e s ,  t h e  o n e  w i t h  a  h i g h e r  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  w i l l  h a v e  a  b r o a d e r  s h a p e  a n d  

e v e n t u a l l y  h i g h e r  v a l u e s  o n  i t s  e n d s  b e h i n d  t h e  o t h e r  G a u s s i a n  ( F i g u r e  4 . 6 ) .  T h e  e f f e c t  i s  

v i s i b l e  o n  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y  l i n e s  i n  F i g u r e  4 . 5 .  f o r  e x a m p l e ,  t h e  d a r k e r  o r a n g e  l i n e  h a s  

t w o  p e a k s :  a r o u n d  t h e  x - a x i s  v a l u e s  o f  3  a n d  4 . 5 .

S e v e r a l  s t e p s  h a v e  t o  b e  a p p l i e d  t o  c r e a t e  t h e  p r o p e r  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e

1 )  T h e  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y  l i n e s  m u s t  b e  c o r r e c t e d  t o  h a v e  o n l y  o n e  m a x i m u m  ( o n e  

p e a k )  i n  t h e  e n t i r e  r a n g e  o f  m a r k e r  v a l u e s .

2 )  T h e  f i r s t  a n d  t h e  l a s t  c o m p o n e n t s '  l i n e s  s h o u l d  b e  i d e n t i f i e d ,  a n d  t h e i r  d o m i n a n c e

a t  t h e  b e g i n n i n g  a n d  e n d  o f  t h e  d i s t r i b u t i o n  s h o u l d  b e  r e s t o r e d .

3 )  T h e  f i r s t  a n d  t h e  l a s t  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y  l i n e s  s h o u l d  s t a r t  a n d  e n d  ( r e s p e c t i v e l y )  

a t  a  p r o b a b i l i t y  v a l u e  e q u a l  t o  1 ,  t h e r e f o r e ,  h a v e  a  d i f f e r e n t  s h a p e  m o d e l e d  t h a n  t h e

r e s t  o f  t h e  l i n e s

4 )  S o m e  c o m p o n e n t s  m a y  h a v e  t o o  l o w  c o m p o n e n t  p r o p o r t i o n  ( w e i g h t )  a n d  n o t  

d o m i n a t e  a t  a n y  r a n g e  o f  m a r k e r  v a l u e s .  T h e r e f o r e ,  t h e s e  c o m p o n e n t s  b r i n g  n o t h i n g  

t o  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  a n d  s h o u l d  b e  i d e n t i f i e d  a n d  r e m o v e d  ( F i g u r e  4 . 7 ) .

5 )  C o r r e c t i n g  t h e  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y  l i n e s  s h o u l d  n o t  c h a n g e  t h e  p o i n t s  

o f  i n t e r s e c t i o n  o f  t h e  v e r i f i e d  l i n e s .  I n t e r s e c t i o n s  a r e  o f t e n  u s e d  a s  t h r e s h o l d s  i n  

v a r i o u s  p r o b l e m s .  H e n c e ,  t h e  l i n e s  a b o v e  t h e  i n t e r s e c t i o n  p o i n t s  s h o u l d  b e  m o d e l e d  

c a r e f u l l y  t o  r e f l e c t  t h e i r  o r i g i n a l  s h a p e  b e s t .

T h e  p r o p o s e d  c o r r e c t i o n  a l g o r i t h m  w r i t t e n  i n  M A T L A B 2 0 2 2 b  m e e t s  a l l  t h e  r e q u i r e d  

p o i n t s  o u t l i n e d  a b o v e ,  a n d  i t  w o r k s  d i r e c t l y  o n  t h e  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y  l i n e s  a n d  t h e i r  

s h a p e s .  H o w e v e r ,  b e c a u s e  t h e  l i n e s  a r e  m o d i f i e d  a f t e r  t h e  c o r r e c t i o n ,  a n d  t h e  p r o b a b i l i t i e s  

f o r  e a c h  x - a x i s  v a l u e  d o  n o t  s u m  u p  t o  1 ,  i t  c a n n o t  b e  f u r t h e r  c a l l e d  " c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y . "  

T h e r e f o r e  w e  p r o p o s e d  t h e  n a m e  " m e m b e r s h i p  f u n c t i o n "  s i n c e  t h e  v a l u e s  i n d i c a t e  t h e  

m e m b e r s h i p  o f  o b s e r v a t i o n  t o  t h e  c o m p o n e n t s .  T h e  m a i n  p a r t s  o f  t h e  p i p e l i n e  a r e  p r e s e n t e d  

i n  F i g u r e  4 . 8 .
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Figure 4.7. The inactive component in the model is visible in the conditional probability lines plot.
The red arrow points at the inactive component in the Gaussian Mixture Model. The component has too small 
a weight to dominate in any range of the marker values. Since the component brings nothing to the expanded 
feature space, it should be removed from the set of components. (Source: personal collection).

Calculation of conditional 
probability based on 

the GMM components

Location verification 
and identification 

of inactive components

Modelling of the membership 
function based on verified 
conditional probability lines

Figure 4.8. The pipeline of conditional probability lines correction.
Firstly, a GMM decomposition is performed for a given marker to get the mixture components. Based on the 
components, a conditional probability is calculated that can be visualized as a set of lines. Each line represents 
the probability for a given marker value that determines the assignment of the value to the component. Each 
peak shows a region in which the component dominates, which means the range of marker values that belong 
to that component. (Source: personal collection).
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Firstly, the algorithm verifies whether a component's line has a peak near its mean 

value parameter, which is recognized as the real one. Secondly, it checks whether each of the 

components has a range of values in which it dominates the rest of the lines. Otherwise, the 

component is inactive and is removed from the model, and the probabilities are recomputed, 

to sum up to 1. In the next step, the line for the first component is corrected - the algorithm 

changes the shape of the line to start at point (0,1), which is the maximum membership value 

for the marker expression of 0. It samples a set of points from the right side of the peak to 

model the line behavior for the higher expression values end eventually ends the line with 

a membership value of 0 for the maximum expression value. After the first component is 

improved, the middle components are modeled similarly, except that the lines' beginning and 

end have a membership level equal to 0. Finally, the last component is corrected to end at 

a membership level of 1 for the maximum marker value. The modeling of the lines is 

accomplished with pchip function and a set of points within the interval of m ± 3s (where m - 

mean value and s - standard deviation) as well as the maximum and minimum values of the 

whole expression range

The resulting membership function assigns each x-axis value (marker expression) to 

one, the closest component (the highest membership value), and to the neighbor components 

with smaller membership values. The values' distribution is drastically different from the 

markers' original distributions (Figure 4.4.). Therefore, the existing identification approaches 

are expected to generate worse results. To be able to use the expanded feature space 

effectively, the algorithms have to be adapted to the characteristics of the domain. Thus, 

an original approach for cell-type identification is proposed in the doctoral thesis.

4.2.6 Binary transformation of the expanded feature space

Because the expanded feature space is continuous and may include minimal values 

that can influence the algorithms negatively regarding computation time, the binary 

representation of expanded feature space was proposed to speed up the process.

The binary representation of the expanded domain is based on the fact that each 

Gaussian Mixture Model component is described by mean and standard deviation values that 

translate to the conditional probabilities. Cells that had expression values falling within the
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H =  
Nlog(N)−∑ nilog (ni)k

i=1

N

Hmax = √k

RDI =  
H

Hmax

NZR =
|x>min (x)|

N

r a n g e  o f  m e a n  ±  3  s t d  f o r  a  g i v e n  c o m p o n e n t  o f  a  g i v e n  m a r k e r  r e c e i v e d  a  v a l u e  o f  1  f o r  t h a t  

c o m p o n e n t  a n d  0  o t h e r w i s e .  T h u s  t h e  r e s u l t  i s  a  s p a r s e  m a t r i x  o f  0  a n d  1  v a l u e s  i n d i c a t i n g  i n  

w h i c h  c o m p o n e n t s  t h e  c e l l  e x p r e s s i o n  f o r  a  g i v e n  m a r k e r  i s  i n c l u d e d .

4 . 2 . 7  F e a t u r e  s e l e c t i o n  f o r  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n

S i n c e  i t  i s  u n l i k e l y  f o r  e a c h  n e w  f e a t u r e  i n  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n  t o  c o n t r i b u t e  t o  e a c h  

c e l l  t y p e  p r o f i l e  t h a t  w i l l  d i s t i n g u i s h  t h e m  f r o m  o t h e r s ,  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  f e a t u r e s  s h o u l d  b e  

s e l e c t e d  b e f o r e  c l u s t e r i n g .  T h o s e  f e a t u r e s  a r e  t h e  m o s t  d i s t i n g u i s h i n g  f e a t u r e s  b e t w e e n  

g r o u p s  o f  c e l l s .  B u t ,  b e c a u s e  o f  t h e  s p e c i f i c  d i s t r i b u t i o n  o f  f e a t u r e s  i n  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n ,  

m o s t  k n o w n  a n d  b a s i c  f e a t u r e  s e l e c t i o n  m e t h o d s  a r e  n o t  a p p l i c a b l e  i n  t h i s  c a s e .

T o  f i n d  o u t  w h i c h  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  f e a t u r e s  m a y  b e  v a l u a b l e  f o r  f e a t u r e  

s e l e c t i o n ,  s o m e  o f  t h e m  w e r e  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  d o m a i n  a n d  p r e s e n t e d  

i n  t h e  f o r m  o f  a  h i s t o g r a m :  m e a n ,  v a r i a n c e ,  t h e  R e l a t i v e  D i v e r s i t y  I n d e x  ( R D I ) ( 4 . 3 ) ,  a n d  a  r a t i o  

o f  t h e  n u m b e r  o f  n o n - z e r o  v a l u e s  t o  a l l  v a l u e s  ( N Z R )  ( 4 . 4 ) .  T h e  b e s t  f e a t u r e  s e l e c t i o n  m e t h o d  

w a s  c h o s e n  e m p i r i c a l l y  a f t e r  a p p l y i n g  a  p r o p e r  t h r e s h o l d .

T h r e s h o l d s  f o r  t h e  c o m p u t e d  s t a t i s t i c s  w e r e  d e t e r m i n e d  w i t h  t h e  G a u s s i a n  M i x t u r e  

M o d e l  d e c o m p o s i t i o n  o f  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  e a c h  s t a t i s t i c  i n t o  a n  o p t i m a l  s e t  o f  c o m p o n e n t s  

f o u n d  w i t h  t h e  B a y e s  F a c t o r .  T h e  c u t - o f f  v a l u e  w a s  f o u n d  a s  t h e  i n t e r s e c t i o n  p o i n t  b e t w e e n  

t h e  f i r s t  a n d  t h e  s e c o n d  c o m p o n e n t s .  A s  a  r e s u l t  o f  f e a t u r e  s e l e c t i o n ,  f e a t u r e s  w i t h  a  s t a t i s t i c  

v a l u e  g r e a t e r  t h a n  t h e  t h r e s h o l d  a r e  p r e s e r v e d  i n  t h e  a n a l y s i s .

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  ( 4 . 1 )

( 4 . 2 )

- - - - -  ( 4 . 3 )

- - - - - - - - - -  ( 4 . 4 )

W h e r e :  N  -  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s ;  n ,  -  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  i n  a  c a t e g o r y ;  k  -  t h e  n u m b e r  o f  

c a t e g o r i e s ;  x  -  f e a t u r e  v a l u e s ;  | x > m i n ( x ) |  -  t h e  n u m b e r  o f  v a l u e s  t h a t  a r e  h i g h e r  t h a n  z e r o  ( t h e  

m i n i m u m  v a l u e  o f  t h e  f e a t u r e ) .
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T h e  r e l a t i v e  d i v e r s i t y  i n d e x  f o r  b i n a r y  t r a n s f o r m a t i o n  w a s  c a l c u l a t e d  w i t h  t w o  

c a t e g o r i e s ,  0  a n d  1 .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  c o n t i n u o u s  v a l u e s  h a d  t o  b e  d i s c r e t i z e d  i n t o  f i v e  

c a t e g o r i e s  d e f i n e d  b y  t h e  u n i f o r m  r a n g e s  o f  f e a t u r e  v a l u e s .

A f t e r  d e t e r m i n i n g  t h e  b e s t  f e a t u r e  s e l e c t i o n  c r i t e r i o n ,  t h e  s a m e  s t a t i s t i c  w a s  

c a l c u l a t e d  f o r  t h e  b i n a r y  e x p a n d e d  d o m a i n  s i n c e  t h e  d i s t r i b u t i o n  i s  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  o r i g i n a l  

e x p a n d e d  d o m a i n .  T h e r e f o r e ,  a p p l y i n g  t h e  s a m e  t h r e s h o l d  w o u l d  n o t  c r e a t e  a c c u r a t e  r e s u l t s .

4 . 2 . 8  D i v i s i v e  a p p r o a c h

T h e  f e a t u r e  s p a c e  e x p a n s i o n  a n d  o p t i m i z a t i o n  t h r o u g h  t h e  f e a t u r e  s e l e c t i o n  m a y  n o t  

b e  s u f f i c i e n t  t o  r e v e a l  r a r e  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s .  G o o d  e v a l u a t i o n  m e t r i c s  a r e  i n s u f f i c i e n t  t o  

c o n c l u d e  t h a t  t h e  g i v e n  m o d e l  i s  t h e  b e s t  i f  t h e  n u m b e r  o f  f o u n d  c e l l  p o p u l a t i o n s  i s  l o w e r  t h a n  

e x p e c t e d  ( a s s u m i n g  h i g h  c e r t a i n t y  t h a t  m o r e  c e l l  t y p e s  a r e  p r e s e n t ) .  A  s e c o n d  d i v i s i o n  o f  t h e  

c l u s t e r s  i s  p r o p o s e d  t o  p r e v e n t  a  s i t u a t i o n  w h e n  t h e  n u m b e r  o f  i d e n t i f i e d  c e l l s  i s  

u n d e r e s t i m a t e d .

T h e  s e c o n d  d i v i s i o n  i s  b a s e d  o n  t h e  c l u s t e r  l a b e l s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  f i r s t  d i v i s i o n  t h a t  

w a s  p e r f o r m e d  w i t h  t h e  P A R C  a l g o r i t h m ,  u s i n g  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n  a n d  f e a t u r e  s e l e c t i o n .  I n  

t h e  n e x t  s t e p ,  f o r  e a c h  c l u s t e r ,  a  G A P  s t a t i s t i c  [ 5 1 ]  d e t e r m i n e s  i f  t h e  g r o u p  s h o u l d  b e  f u r t h e r  

d i v i d e d .  T w o  a p p r o a c h e s  a r e  c o n s i d e r e d :  t h e  s e c o n d  d i v i s i o n  p e r f o r m e d  b y  P A R C  a n d  t h e  

k - M e a n s  a l g o r i t h m .  I f  t h e  c l u s t e r  s h o u l d  b e  f u r t h e r  d i v i d e d ,  t h e  d i v i s i o n  i s  p e r f o r m e d  w i t h  

k - M e a n s  i n t o  t h e  n u m b e r  o f  s u b c l u s t e r s  d e t e r m i n e d  b y  G A P  s t a t i s t i c  o r  w i t h  P A R C  u s i n g  i t s  

b u i l t - i n  a l g o r i t h m  f o r  f i n d i n g  t h e  o p t i m a l  n u m b e r  o f  c l u s t e r s .  T h e  s e c o n d  d i v i s i o n  i s  m a d e  i n  

l o c a l l y  o p t i m i z e d  s p a c e  -  b e f o r e  e a c h  d i v i s i o n ,  a  f e a t u r e  s e l e c t i o n  i s  c o n d u c t e d  w i t h  t h e  

t h r e s h o l d  f o u n d  t h r o u g h  G M M  d e c o m p o s i t i o n .  T h e r e f o r e  e a c h  f u r t h e r  d i v i s i o n  i s  o p t i m i z e d  

a p p r o p r i a t e l y  t o  t h e  c l u s t e r  c o n t e n t .

T h e  P A R C  a l g o r i t h m  w a s  r u n  w i t h  t h e  d e f a u l t  p a r a m e t e r s  ( t h e  s a m e  a s  a p p l i e d  f o r  t h e  

f i r s t  d i v i s i o n ) ,  a n d  t h e  k - M e a n s  d i s t a n c e  m e a s u r e  w a s  s e t  t o  ' e u c l i d e a n '  f o r  t h e  o r i g i n a l  

e x p a n d e d  d o m a i n ,  w h i c h  i s  c o n t i n u o u s ,  a n d  ' h a m m i n g '  f o r  t h e  b i n a r y  e x p a n d e d  d o m a i n ,  w h i c h  

i s  d e d i c a t e d  t o  t h i s  t y p e  o f  d a t a .
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B e c a u s e  t h e  k - M e a n s  a l g o r i t h m  i s  n o t  a b l e  t o  p r o c e s s  m i l l i o n s  o f  c e l l s  t h a t  m a y  

c o n s t i t u t e  a  c l u s t e r ,  t h e  s a m p l i n g  h a d  t o  b e  a p p l i e d  d u r i n g  t h e  s e c o n d  d i v i s i o n .  T e n  t h o u s a n d  

r a n d o m l y  c h o s e n  c e l l s  w e r e  s e l e c t e d  f r o m  e a c h  g r o u p  a n d  f e d  t o  t h e  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m .  

T h e  r e s t  o f  t h e  c e l l s  w e r e  a s s i g n e d  t o  t h e  c l o s e s t  o f  t h e  d e t e r m i n e d  c l u s t e r s  b a s e d  o n  

a  d i s t a n c e  m e t r i c ( E u c l i d e a n  o r  H a m m i n g ) .

4 . 2 . 9  A n a l y s i s  o f  t h e  d a t a s e t  f r o m  S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y

A l l  t h e  p r o p o s e d  a l g o r i t h m s  a n d  t r a n s f o r m a t i o n s  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  d a t a s e t  p r o v i d e d  

b y  p a r t n e r s  f r o m  S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y  i n  R P A .

T h e  d a t a s e t  w a s  p r e p r o c e s s e d  t h e  s a m e  w a y  a s  S a m u s i k ' s  d a t a s e t  -  t h e  e x p r e s s i o n  

v a l u e s  w e r e  A r c S i n h  t r a n s f o r m e d  u s i n g  a  c o - f a c t o r  o f  5 .  T h e  b a t c h  e f f e c t  w a s  c o r r e c t e d  

u s i n g  t h e  c y C o m b i n e  m e t h o d .  T h e  d a t a s e t  w a s  a n a l y z e d  u s i n g  t h e  d i v i s i v e  a p p r o a c h ;  

t h e r e f o r e ,  i t  w a s  p r e p a r e d  i n  t w o  v a r i a n t s :  o r i g i n a l  e x p a n d e d  a n d  b i n a r y  e x p a n d e d  d o m a i n s .  

U M A P  e m b e d d i n g  w a s  g e n e r a t e d  f o r  e a c h  d a t a s e t  t r a n s f o r m a t i o n ,  a n d  t h e  m a i n  c e l l  

p o p u l a t i o n s  w e r e  f o u n d  u s i n g  t h e  P A R C  a l g o r i t h m  w i t h  t h e  d e f a u l t  p a r a m e t e r s  a s  t h e  f i r s t  

d i v i s i o n .  T h e n  t h e  r e s u l t i n g  c l u s t e r s  w e r e  f u r t h e r  d i v i d e d  u s i n g  P A R C  a n d  k - M e a n s  a l g o r i t h m s .  

F i n a l l y ,  t h e  b e s t  m e t h o d  w a s  i n d i c a t e d  a n d  a p p l i e d  t o  t h e  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s .

S i n c e  t h e  a n n o t a t i o n s  f o r  t h e  d a t a s e t  a r e  u n k n o w n ,  i t  i s  i m p o s s i b l e  t o  c a l c u l a t e  a l l  o f  

t h e  e v a l u a t i o n  m e t r i c s  l i s t e d  i n  Section 4.2.10. T h e r e f o r e  o n l y  t h e  u n s u p e r v i s e d  s c o r e s  w e r e  

u s e d .  T h e  p r o p o r t i o n  o f  p a t i e n t  g r o u p s  w a s  c a l c u l a t e d  f o r  e a c h  c l u s t e r  a n d  v i s u a l i z e d  i n  

b o x p l o t s .  T o  v e r i f y  t h e  n o r m a l i t y  o f  t h e  g r o u p s '  p r o p o r t i o n s  i n  e a c h  c l u s t e r ,  a  K o l m o g o r o v -  

S m i r n o v  t e s t  w a s  u s e d .  A  t w o - w a y  A N O V A  t e s t  w a s  a p p l i e d  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  d i f f e r e n c e s  

b e t w e e n  g r o u p  p r o p o r t i o n s  i n  e a c h  c l u s t e r .  T o g e t h e r  w i t h  p - v a l u e s ,  a n  e f f e c t  s i z e  w a s  

c o m p u t e d .

4 . 2 . 1 0  E v a l u a t i o n  o f  c l u s t e r i n g  r e s u l t s

W i t h  t h e  d e s c r i b e d  i d e a  o f  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s  a n d  t h e  p r e s e n t  h e t e r o g e n e i t y  o f  d a t a ,  t h e  

c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m  s h o u l d  n o t  b e  " p u n i s h e d "  f o r  t h e  o v e r e s t i m a t i o n  o f  c l u s t e r s .  T h e r e f o r e ,  

a  n o v e l  a p p r o a c h  w a s  p r o p o s e d  t o  f i n d  c o n c o r d a n t  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s  a m o n g  c l u s t e r s  f o r  

i n t r a - c l u s t e r  h e t e r o g e n e i t y  c r e d i t  a n d  i n c l u d e  i t  i n  e v a l u a t i n g  c l u s t e r i n g  r e s u l t s .  F i r s t ,  e a c h
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c l u s t e r  i s  i d e n t i f i e d  a s  o n e  o f  t h e  d e f i n e d  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s  o b t a i n e d  a f t e r  2 D  G M M  

d e c o m p o s i t i o n  ( S e e  Section 4.2.3.). T h e n ,  t h e  e v a l u a t i o n  m e t r i c s  a r e  c a l c u l a t e d ,  i n c l u d i n g  t h e  

k n o w l e d g e  o f  t h e  s u b p o p u l a t i o n s .

F o r  t h e  m o d e l  e v a l u a t i o n ,  v a r i o u s  m e t r i c s  w e r e  u s e d .  S i x  m e a s u r e s  a r e  s u p e r v i s e d  

( A d j u s t e d  R a n d  I n d e x ,  A d j u s t e d  M u t u a l  I n f o r m a t i o n ,  H o m o g e n e i t y ,  C o m p l e t e n e s s ,  V - m e a s u r e ,  

a n d  F o w l k e s - M a l l o w s  I n d e x ) ,  a n d  t w o  a r e  u n s u p e r v i s e d  ( C a l i n s k i - H a r a b a s z  I n d e x  a n d  D a v i e s -  

B o u l d i n  I n d e x ) .  T h e  d e t a i l s  a b o u t  t h e m  a r e  p r o v i d e d  b e l o w .

T h e  u n s u p e r v i s e d  m e t r i c s  a r e  u s e d  i n  t h e  d o c t o r a l  t h e s i s  a s  t h e  m o s t  c r i t i c a l  m o d e l  

s e l e c t i o n  i n d i c a t o r s .  I n  t h e  r e a l - l i f e  p r o b l e m  o f  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n ,  e x p e r t  a n n o t a t i o n s  a r e  

u s u a l l y  n o t  k n o w n  a n d  a r e  i m p o s s i b l e  t o  o b t a i n .  I n  t h a t  s i t u a t i o n ,  t h e  u s e r  m a y  o n l y  e v a l u a t e  

a  m o d e l  a n d  s c o r e  t h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t  w i t h  u n s u p e r v i s e d  m e t r i c s .  T h e r e f o r e  t h e  g o a l  w a s  t o  

m a x i m i z e  t h e  C a l i n s k i - H a r a b a s z  I n d e x  a n d  m i n i m i z e  t h e  D a v i e s - B o u l d i n  I n d e x  a t  e a c h  a n a l y s i s  

s t e p .

T h e  r e s t  o f  t h e  m e t r i c s  ( s u p e r v i s e d )  a r e  u s e d  t o  p r e s e n t  t h e  i n f l u e n c e  o f  i n c l u d i n g  c e l l  

s u b p o p u l a t i o n s  i n  t h e  c l u s t e r i n g  e v a l u a t i o n .  S i n c e  t h e  e x p e r t  a n n o t a t i o n s  a r e  b i a s e d ,  a n d  

m a n y  a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a n a l y s i s  s h o u l d  n o t  r e l y  o n  t h e m  t o o  m u c h ,  i n c l u d i n g  

s u p e r v i s e d  m e t r i c s  i n  t h e  r e s u l t s  w o u l d  b e  m i s l e a d i n g .  T h e  s u p e r v i s e d  m e t r i c s  e v a l u a t e  h o w  

w e l l  t h e  c l u s t e r s  m a t c h  t h e  m a n u a l  l a b e l s ,  w h i l e  t h e  u n s u p e r v i s e d  o n e s  m e a s u r e  h o w  w e l l  t h e  

c l u s t e r s  a r e  s e p a r a t e d  a n d  d e f i n e d .  A l s o ,  t h e  u n s u p e r v i s e d  m e t r i c s  a r e  c a l c u l a t e d  b a s e d  o n  

t h e  o r i g i n a l  v a l u e s  o f  t h e  d a t a s e t  ( r e g a r d l e s s  o f  t h e  d a t a s e t  t r a n s f o r m a t i o n  o n  w h i c h  t h e  

p r e d i c t e d  l a b e l s  w e r e  c r e a t e d )  t o  m e a s u r e  t h e  r e a l  i m p a c t  o f  t h e  r e s u l t  o n  s i m i l a r  c e l l  

s e p a r a t i o n .

Calinski-Harabasz Index (CHI)

C a l i n s k i - H a r a b a s z  I n d e x  i s  a l s o  k n o w n  a s  t h e  V a r i a n c e  R a t i o  C r i t e r i o n .  T h e  C H I  i s  

a  r a t i o  o f  t h e  s u m  o f  b e t w e e n - c l u s t e r  a n d  w i t h i n - c l u s t e r  d i s p e r s i o n s .  T h e  a d v a n t a g e  o f  t h i s  

m e t r i c  i s  t h a t  i t  i s  u n s u p e r v i s e d  a n d  f a s t  t o  c o m p u t e .  T h e  s c o r e  i s  h i g h e r  f o r  d e n s e ,  w e l l -  

s e p a r a t e d ,  a n d  c o n v e x  c l u s t e r s  [ 5 2 ] .

R a n g e  o f  v a l u e s :  [ 0 ,  + ° ° ] ,

1 5 8



• 

• 

• 

• 

• 

RI =  
TP+TN

TP+TN+FP+FN

ARI =
RI−E[RI]

max(RI)−E[RI]



• 

• 

MI = ∑ ∑
|Truei∩Predj|

N

|Pred|
j=1

|True|
i=1  log

N|Truei∩Predj|

|Truei||Predj|

AMI =
MI−E[MI]

mean([H(True),H(Pred)])−E[RI]

∩

• 

• 

• 



• 

• 

• 

V =
(1+β) ∗ homogeneity ∗ completeness

(β∗homogeneity + completeness)
 

β

• 

• 

FMI =  
TP

√(TP+FP)(TP+FN)



4 . 3  R e s u l t s  f o r  S a m u s i k ' s  d a t a s e t

This section presents the results of the analysis of Samusik's dataset. The dataset 

was preprocessed, the expression values were ArcSinh transformed with a co-factor of 5, and 

the batch effect was corrected using the cyCombine method. In the next step, cell-type 

subpopulations were determined to include the data heterogeneity during evaluation. The 

most efficient and popular clustering methods, according to the literature, were applied for 

cell population identification. A new approach was proposed that is based on creating 

expanded feature space (called the expanded domain) with the different transformations of 

the values and feature selection method. The modified data were applied to PARC clustering 

for comparison. Finally, a new divisive approach was proposed that was tuned on Samusik's 

dataset in the chosen transformations of expanded feature space. The following subsections 

describe the steps in detail.

4.3.1 Data heterogeneity - cell subpopulations

The decomposition of samples from each cluster of the Samusik dataset in UMAP 

space with a two-dimensional Gaussian Mixture Model resulted in a set of potential 

subpopulations that were further filtrated.

Figure 4.9. Verification of subpopulations that resulted from Samusik's cell types after 2D GMM.
Examples showing 2D GMM decomposition of Intermediate Monocytes and Eosinophils. Green components 
indicate subpopulations that were considered authentic and red components were discarded from the analysis 
because of too small component proportion. Side histograms show the distribution of the first and second UMAP 
values and identify distant subpopulations with separate peaks. (Source: personal collection).

Figure 4.9. shows exemplary results of the decomposition of two different cell types.

The red ellipses represent components that were filtered out since their component
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p r o p o r t i o n  ( w e i g h t )  w a s  t o o  s m a l l .  T h e  t h r e s h o l d  w a s  f o u n d  t h r o u g h  1 0  G M M  d e c o m p o s i t i o n  o f  

w e i g h t s  b e l o n g i n g  t o  a l l  c l u s t e r  c o m p o n e n t s  a n d  w a s  e q u a l  t o  0 . 0 6 4 .  T h e r e f o r e  a l l  

c o m p o n e n t s  c o n t a i n i n g  l e s s  t h a n  6 , 4 %  o f  t h e  d a t a s e t  w e r e  e x c l u d e d ,  a n d  t h e  o b s e r v a t i o n s  

w e r e  a s s i g n e d  t o  t h e  n e x t  c l o s e s t  c o m p o n e n t  i n  t h e  f e a t u r e  s p a c e .  T h e  g r e e n  e l l i p s e s  

r e p r e s e n t  t h e  s u b p o p u l a t i o n s  t h a t  r e m a i n e d  i n  t h e  a n a l y s i s .  I n t e r e s t i n g l y ,  m o s t  o f  t h e  

s u b p o p u l a t i o n s  a r e  c r e a t e d  i n  t h e  p r i m a r y  c l u s t e r  l o c a t i o n ,  b u t  t h e r e  a r e  c a s e s  w h e n  a  q u i t e  

r e p r e s e n t a t i v e  s u b p o p u l a t i o n  a p p e a r s  f u r t h e r  i n  t h e  U M A P  s p a c e ,  l i k e  i n  t h e  e x a m p l e  o f  

E o s i n o p h i l s  ( F i g u r e  4 . 9 . B ) .  T h e  s i d e  h i s t o g r a m s  a l s o  c o n f i r m  t h i s .

T h e  v e r i f i e d  f i n a l  s u b p o p u l a t i o n s  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  4 . 1 0 .  w i t h  a  c o l o r  i n d i c a t i n g  

t h e  p a r e n t  c e l l  p o p u l a t i o n .  T h e  t o t a l  n u m b e r  o f  s u b p o p u l a t i o n s  w a s  9 0 .  T h e  w a y  e a c h  c l u s t e r  

i s  s p l i t  i n t o  s u b p o p u l a t i o n s  i s  t h e  a s s u m e d  a c c e p t a b l e  d i v i s i o n .  T h u s  t h e  r e s u l t s  f r o m  

c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m s  a r e  c o m p a r e d  t o  t h e  s u b p o p u l a t i o n s  a n d  i d e n t i f i e d  a s  b e l o n g i n g  t o  o n e  

o f  t h e m .  T h i s  i s  a  n o v e l  a p p r o a c h  t h a t  t r i e s  t o  t a k e  i n t o  a c c o u n t  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  h u m a n  

e r r o r s  d u r i n g  t h e  m a n u a l  a n n o t a t i o n  o f  t h e  d a t a .  D u r i n g  t h e  m o d e l  e v a l u a t i o n ,  t h e  

s u b p o p u l a t i o n  i n f l u e n c e s  t h e  c a l c u l a t e d  m e t r i c s .  T h e r e f o r e  t h e  m o d e l  i s  n o t  " p u n i s h e d "  f o r  

o v e r e s t i m a t i n g  t h e  n u m b e r  o f  c l u s t e r s  s i n c e  t h e  f o u n d  c l u s t e r s  c o n t a i n  d i s t i n c t  c e l l  

s u b p o p u l a t i o n s .

T h e  c l u s t e r s  a r e  a s s i g n e d  t o  t h e  c l o s e s t  s u b p o p u l a t i o n  b a s e d  o n  t h e  s m a l l e s t  

E u c l i d e a n  d i s t a n c e .  T h e  d i s t a n c e  i s  m e a s u r e d  b e t w e e n  t h e  c l u s t e r s '  c e n t r o i d s  a n d  t h e  

c e n t r o i d s  o f  d e f i n e d  s u b p o p u l a t i o n s  i n  t h e  m a r k e r  s p a c e .  T h e r e f o r e  t h e  s u b p o p u l a t i o n  

a s s i g n m e n t  i s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  U M A P  p r o j e c t i o n .

4 . 3 . 2  C o m p a r i s o n  o f  e x i s t i n g  s o l u t i o n s  i n  t h e  r e g u l a r  d o m a i n

T h e  p r e p r o c e s s e d  S a m u s i k  d a t a s e t  w a s  u s e d  t o  c o m p a r e  t h e  e x i s t i n g  m e t h o d s  f o r  

c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n .  H o w e v e r ,  b e c a u s e  o f  t h e  l a r g e  n u m b e r  o f  c e l l s  ( 5 1 4 , 3 8 6 ) ,  i t  w a s  n o t  

p o s s i b l e  t o  r u n  a l l  o f  t h e  m e t h o d s  m e n t i o n e d  i n  t h e  i n t r o d u c t i o n .  T h e r e f o r e  t h e  t h r e e  b e s t  

m e t h o d s ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  l i t e r a t u r e ,  w e r e  u s e d :  F l o w S O M ,  C l u s t e r X ,  a n d  P A R C .  U n f o r t u n a t e l y ,  

P h e n o G r a p h ,  a l s o  c o n s i d e r e d  o n e  o f  t h e  b e s t  c l u s t e r i n g  m e t h o d s ,  f a i l e d  t o  p r o c e s s  t h e  

d a t a s e t .
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F i g u r e  4 . 1 0 .  F o u n d  s u b p o p u l a t i o n s  o f  t h e  k n o w n  c e l l  t y p e s  i n  d a t a  f r o m  S a m u s i k  et al.
E a c h  s u b p o p u l a t i o n  o r i g i n a t i n g  f r o m  t h e  k n o w  c e l l  t y p e s  i s  r e p r e s e n t e d  a s  a n  e l l i p s e  w i t h  a  s h a p e  d e t e r m i n e d  b y  

t h e  m e a n  v a l u e s  ( c e n t r o i d )  i n  t h e  U M A P  s p a c e  a n d  a  c o v a r i a n c e  m a t r i x .  T h e  c o l o r  i n d i c a t e s  t h e  p a r e n t  c e l l  t y p e .  

( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .

F o r  t h e  m o d e l  e v a l u a t i o n ,  t h e  c h o s e n  m e t r i c s  w e r e  c a l c u l a t e d  t w i c e :  i n  a  t r a d i t i o n a l  

m a n n e r  a n d  c o n s i d e r i n g  t h e  f o u n d  s u b p o p u l a t i o n s  o f  e a c h  c e l l  t y p e .  T h e  r e s u l t i n g  c l u s t e r  

a s s i g n m e n t  i s  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  4 . 1 1 .  u s i n g  m I S O  p l o t s .  D e t a i l s  a n d  c a l c u l a t e d  m e t r i c s  a r e  

s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  4 . 2 .

I t  c a n  b e  o b s e r v e d  ( F i g u r e  4 . 1 1 . )  t h a t  e a c h  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m  d i v i d e s  t h e  c e l l s  

d i f f e r e n t l y ,  a l t h o u g h  t h e y  i d e n t i f i e d  a l m o s t  t h e  s a m e  n u m b e r  o f  c l u s t e r s .  I t  i s  v i s i b l e  l o o k i n g  

a t  t h e  a g g r e g a t e  o f  c e l l s  c o n t a i n i n g  t h e  o r a n g e  a n d  r e d  g r o u p s  o f  c e l l s  o r  t h e  o n e  w i t h  t h e  

d a r k  r e d  g r o u p  o f  c e l l s .  H o w e v e r ,  n o n e  o f  t h e m  i d e n t i f i e d  t h e  r a r e  s u b p o p u l a t i o n s  i n  t h e  

m i d d l e  o f  t h e  U M A P  p l o t .  F l o w S O M  f a i l e d  t o  i d e n t i f y  a  l a r g e  g r o u p  o f  c e l l  p o p u l a t i o n  -  

I n t e r m e d i a t e  M o n o c y t e s ,  t h e  m e t h o d  j o i n e d  t h e m  w i t h  C l a s s i c a l  M o n o c y t e s .  T h e  r e s u l t s  s h o w  

t h a t  t h e  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m s  a r e  s e n s i t i v e  t o  t h e  h e t e r o g e n e i t y  o f  d a t a  a n d  c o n s i d e r  t h e  

d i f f e r e n c e s  o f  e a c h  c e l l  p o p u l a t i o n  t o  b e  s i g n i f i c a n t  e n o u g h  t o  c r e a t e  t w o  s e p a r a t e  c l u s t e r s  
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f r o m  o n e  t h a t  a n  e x p e r t  i d e n t i f i e d .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  m a r k e r  p r o f i l e s  o f  t h e  r a r e  c e l l  

p o p u l a t i o n s  a r e  n o t  s t r o n g  e n o u g h  t o  b e  d i s t i n g u i s h e d .  T h e r e f o r e  f u r t h e r  a n a l y s i s  t r i e s  t o  f i n d  

a  s o l u t i o n  f o r  t h e  r a r e  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s  f o c u s i n g  o n  e x t r a c t i n g  m o r e  d e t a i l e d  m a r k e r

p r o f i l e s .

F i g u r e  4 . 1 1 .  R e s u l t s  f o r  t h e  t h r e e  e x i s t i n g  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  a p p r o a c h e s  f o r  a  d a t a s e t  i n  t h e  r e g u l a r  

d o m a i n .

E a c h  c l u s t e r  w a s  c o m p a r e d  t o  t h e  f o u n d  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s  t o  i d e n t i f y  t h e  c e l l  t y p e s .  T h e  c o l o r s  i n d i c a t e  t h e  

p a r e n t  c e l l  t y p e .  A )  T r u e  a s s i g n m e n t s  p r o v i d e d  b y  e x p e r t s .  B )  2 4  c l u s t e r s  i d e n t i f i e d  b y  F l o w S O M .  C )  2 5  c l u s t e r s  

i d e n t i f i e d  b y  C u s t e r X .  D )  2 4  c l u s t e r s  i d e n t i f i e d  b y  P A R C .  ( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ S t a n d a r d  a p p r o a c h  ( w i t h o u t  k n o w l e d g e  a b o u t  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s ) _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

T a b l e  4 . 2 .  A  d e t a i l e d  s u m m a r y  o f  t h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t s  f o r  a  d a t a s e t  i n  t h e  r e g u l a r  d o m a i n .

T h e  t a b l e  p r e s e n t s  c a l c u l a t e d  m e t r i c s  f o r  t h e  c h o s e n  e x i s t i n g  c l u s t e r i n g  m e t h o d s  a n d  c o m p a r e s  t h e  s c o r e s  

b e f o r e  a n d  a f t e r  t a k i n g  i n t o  a c c o u n t  t h e  c e l l  s u b p o p u l a t i o n .

A l g o r i t h m # c l u s t e r s A R I A M I H o m o g C o m p l V - s c o r e F M I C H I □B l

F l o w S O M 2 4 0 . 7 0 3 0 0 . 8 3 9 0 0 . 7 8 6 9 0 . 8 9 8 5 0 . 8 3 9 0 0 . 7 6 9 1 6 2 2 0 2 . 2 2 1 . 4 7 2 8

C l u s t e r X 2 5 0 . 8 2 1 7 0 . 8 7 4 9 0 . 9 2 9 2 0 . 8 2 6 5 0 . 8 7 4 9 0 . 8 5 0 4 6 8 4 3 6 . 2 4 1 . 6 7 2 4

P A R C 2 4 0 . 8 1 8 9 0 . 8 9 4 4 0 . 9 5 0 6 0 . 8 4 4 7 0 . 8 9 4 4 0 . 8 4 9 3 7 7 9 4 2 . 2 8 1 . 5 2 6 3

I n c l u d i n g  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s

A l g o r i t h m # c l u s t e r s A R I A M I H o m o g C o m p l V - s c o r e F M I C H I □B l

F l o w S O M 2 4 0 . 7 0 9 6 0 . 8 4 7 3 0 . 7 8 1 5 0 . 9 2 5 2 0 . 8 4 7 3 0 . 7 7 6 7 7 3 2 5 1 . 4 4 1 . 4 5 5 2

C l u s t e r X 2 5 0 . 9 4 7 5 0 . 9 1 9 7 0 . 9 2 2 0 0 . 9 1 7 6 0 . 9 1 9 8 0 . 9 5 4 7 7 8 7 4 2 . 1 8 1 . 4 5 7 3

P A R C 2 4 0 . 9 6 4 6 0 . 9 4 4 0 0 . 9 4 3 8 0 . 9 4 4 2 0 . 9 4 4 0 0 . 9 6 9 5 8 2 3 0 5 . 7 3 1 . 4 1 6 2
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A f t e r  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  v a l u e s  f r o m  T a b l e  4 . 2 . ,  i t  c a n  b e  n o t i c e d  t h a t  t h e  s c o r e  

i n c r e a s e d  a f t e r  i n c l u d i n g  t h e  k n o w l e d g e  o f  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s .  T h e  b e s t  s c o r e s  i n  b o t h  

s c e n a r i o s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  t h e  P A R C  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m ;  t h e r e f o r e ,  o n l y  t h i s  m e t h o d  w a s  

u s e d  i n  f u r t h e r  a n a l y s i s .  M o r e o v e r ,  f u r t h e r  a n a l y s i s  s c o r e s  a r e  p r e s e n t e d  f o r  t h e  c a s e  w i t h  

i n c l u d e d  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s  a s  t h e  b e t t e r  m e a s u r e  f o r  g o o d n e s s  o f  c l u s t e r i n g ,  t a k i n g  d a t a  

h e t e r o g e n e i t y  i n t o  a c c o u n t .

4 . 3 . 3  P r o c e s s  o f  g e n e r a t i n g  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e

E a c h  m a r k e r  w a s  a p p l i e d  t o  G a u s s i a n  M i x t u r e  M o d e l  d e c o m p o s i t i o n  t o  c r e a t e  t h e  

e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  ( d a t a s e t  i n  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n ) .  A s  a  r e s u l t ,  a  s e t  o f  o p t i m a l  

c o m p o n e n t s  w a s  e s t a b l i s h e d  f o r  e a c h  m a r k e r  u s i n g  B I C .  T h e  n u m b e r  o f  r e s u l t i n g  c o m p o n e n t s  

v a r i e d  f r o m  2  t o  1 3 .

Figure 4.12. Exemplary conditional probability lines before and after correction (membership function).
Effect of conditional probability lines for A) C045 marker. B) CD44 marker. C) NKp46 marker. (Source: personal 
collection).



I n  t h e  n e x t  s t e p ,  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y  l i n e s  w e r e  c o m p u t e d  a n d  c o r r e c t e d .  T h e  

c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y  l i n e s  b e f o r e  a n d  a f t e r  c o r r e c t i o n  a r e  v i s u a l i z e d  i n  F i g u r e  4 . 1 2 .  I t  c a n  b e  

n o t i c e d  t h a t  t h e  c o r r e c t i o n  a l g o r i t h m  m e e t s  t h e  a s s u m p t i o n s  -  i t  v e r i f i e s  t h e  p l a c e m e n t  o f  

r e a l  p e a k s ,  f i n d s  t h e  f i r s t  a n d  l a s t  c o m p o n e n t  l i n e s  a n d  c o r r e c t s  t h e i r  s h a p e  t o  b e g i n / e n d  w i t h  

a  y - a x i s  v a l u e  o f  1 .  I t  r e s e m b l e s  t h e  t o p  p a r t  o f  t h e  m i d d l e  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y  p e a k s  v e r y  

w e l l  a n d  p r e s e r v e s  t h e  i n t e r s e c t i o n  p o i n t s  o f  t h e  v e r i f i e d  l i n e s .  A f t e r  t h e  c o r r e c t i o n ,  t h e  

v a l u e s  n o  l o n g e r  r e p r e s e n t e d  p r o b a b i l i t i e s ,  s o  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  w a s  c a l l e d  t h e  m e m b e r s h i p  

f u n c t i o n .

T h e  n e w  f e a t u r e  s p a c e  c o n s i s t e d  o f  3 1 8  n e w  f e a t u r e s  c o n t a i n i n g  v a l u e s  f r o m  0  t o  1  

t h a t  i n d i c a t e  t h e  m e m b e r s h i p  o f  a  c e l l  t o  a  s p e c i f i c  c o m p o n e n t  i n  t h e  m a r k e r ' s  G M M  m o d e l  

b a s e d  o n  t h e  o r i g i n a l  e x p r e s s i o n  v a l u e .  T h e  e x p a n d e d  d a t a  d o m a i n  c a n  h e l p  e x t r a c t  v a l u a b l e  

i n f o r m a t i o n  a b o u t  r a r e  c e l l  p o p u l a t i o n s .  T h i s  c a n  b e  o b s e r v e d  i n  F i g u r e  4 . 1 3 .  t h a t  s h o w s  

a  c o m p a r i s o n  o f  t h e  S e a l  m a r k e r  f o r  e a c h  k n o w n  c e l l  t y p e  w h e r e  t h e  c o m p o n e n t  f i l l e d  w i t h  

c o l o r  r e p r e s e n t s  t h e  a s s i g n m e n t  o f  t h e  g r o u p  o f  c e l l s  t o  t h e  c o m p o n e n t  b a s e d  o n  t h e  h i g h e s t  

m e m b e r s h i p  v a l u e s .  A s  p r e s e n t e d ,  m o s t  c e l l  t y p e s  e i t h e r  e x p r e s s  h i g h  v a l u e s  o r  l o w  v a l u e s  

f o r  t h e  m a r k e r  a n d  b e l o n g  t o  t h e  f i r s t  a n d  l a s t  o f  t h e  c o m p o n e n t ,  e x c e p t  o n e  c e l l  t y p e :  H S C ,  

w h i c h  b e l o n g s  t o  t h e  c e n t r a l  c o m p o n e n t .  T h e  c e l l  t y p e  i s  o n e  o f  t h e  r a r e  p o p u l a t i o n s .

A  d i f f e r e n t  m a r k e r  p r o f i l e  c a n  b e  o b s e r v e d  c o m p a r i n g  o t h e r  m a r k e r s  b e t w e e n  t h e  c e l l  

t y p e s ,  a s  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  4 . 1 4 .  T h e  f i g u r e  c o n t a i n s  c h o s e n  m a r k e r s  f o r  f i v e  d i f f e r e n t  c e l l  

t y p e s  ( t h e  n u m b e r  o f  p r e s e n t e d  c e l l  g r o u p s  a n d  m a r k e r s  i s  l i m i t e d  b y  s p a c e ) .  S i n c e  e a c h  

c o m p o n e n t  i s  a  s e p a r a t e  f e a t u r e  i n  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n ,  d i f f e r e n t  f e a t u r e s  c o n t r i b u t e  t o  t h e  

c e l l  t y p e  m a r k e r  p r o f i l e .

4 . 3 . 4  R e s u l t s  f o r  t h e  d a t a s e t  i n  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n

T h e  p r e p a r e d  a n d  c o r r e c t e d  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e s  r e p r e s e n t i n g  e a c h  m a r k e r  

c o m p o n e n t ' s  m e m b e r s h i p  v a l u e s  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  e x i s t i n g  s o l u t i o n s  t o  s e e  i f  t h e  

e x p a n s i o n  o f  d i m e n s i o n a l i t y  h e l p e d  t h e  c e l l  i d e n t i f i c a t i o n  p r o c e s s .  M o r e o v e r ,  U M A P  

t r a n s f o r m a t i o n  a n d  P A R C  c l u s t e r i n g  w e r e  g e n e r a t e d  w i t h  o r i g i n a l  e x p a n d e d  d o m a i n  v a l u e s  

a n d  b i n a r y  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  s p a c e .  D e s p i t e  t h e  n e w  U M A P  p r o j e c t i o n ,  t h e  r e s u l t s  f o r  

c l u s t e r i n g  m e t h o d s  a r e  p r e s e n t e d  o n  t h e  r e g u l a r  d o m a i n  U M A P  s p a c e  f o r  b e t t e r  c o m p a r i s o n  

p u r p o s e s
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F i g u r e  4 . 1 3 .  V i s u a l i z a t i o n  o f  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n  i d e a  o n  t h e  S e a l  m a r k e r  e x a m p l e .

E a c h  p l o t  r e p r e s e n t s  t h e  c o m p o n e n t  o f  t h e  h i g h e s t  m e m b e r s h i p  ( 9 0 %  p e r c e n t i l e )  f o r  e a c h  c e l l  t y p e  i n  S a m u s i k ' s  

d a t a s e t .  M o s t  c e l l  t y p e s  e x p r e s s  v a l u e s  r e p r e s e n t e d  b y  t h e  f i r s t  o r  t h e  l a s t  c o m p o n e n t  ( t h e  h i g h e s t  a n d  t h e  

l o w e s t  m a r k e r  e x p r e s s i o n  v a l u e s ) .  S t i l l ,  o n e  c e l l  t y p e  ( t h i r d  r o w  a n d  s e c o n d  c o l u m n ) ,  a l s o  a  r a r e  p o p u l a t i o n ,  

e x p r e s s e s  v a l u e s  f r o m  t h e  m i d d l e  o f  t h e  m a r k e r ' s  r a n g e .  I n  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n ,  t h e  r a r e  p o p u l a t i o n  h a s  

a  d i s t i n c t  f e a t u r e  t h a t  m a y  h e l p  i n  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  p r o c e s s .  ( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .

4 . 3 . 5  C o m p a r i s o n  o f  U M A P  p r o j e c t i o n s

F i g u r e  4 . 1 5 .  r e p r e s e n t s  t h e  d a t a s e t  i n  t h e  U M A P  s p a c e ,  t h u s  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  

e x p a n d e d  d o m a i n  o n  t h e  d a t a  s t r u c t u r e .  I n  t h e  v i s u a l i z a t i o n  o f  U M A P  e m b e d d i n g ,  t h e  

p l a c e m e n t  o f  c e l l s  a n d  c l u s t e r s  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y .  H o w e v e r ,  t h e r e  a r e  a l s o  s i m i l a r i t i e s ,  l i k e  

t w o  s i m i l a r  c l u s t e r s  b e i n g  c l o s e  t o  e a c h  o t h e r  r e g a r d l e s s  o f  t h e  t r a n s f o r m a t i o n .  A l t h o u g h  t h e  

o r i g i n a l  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  p r e s e r v e s  t h e  g l o b a l  d a t a s e t  s t r u c t u r e  w e l l ,  t h e  s m a l l  

s u b p o p u l a t i o n s  t e n d  t o  o v e r l a p .  A s  c a n  a l s o  b e  o b s e r v e d ,  s o m e  o f  t h e  c l u s t e r s  i n  e x p a n d e d
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s p a c e  a n d  a f t e r  b i n a r y  t r a n s f o r m a t i o n  ( F i g u r e  4 . 1 5 . B - C )  h a v e  b e c o m e  m o r e  s i m i l a r  a n d  l i e  

c l o s e r  t h a n  i n  t h e  r e g u l a r  s p a c e  ( F i g u r e  4 . 1 5 . A ) .

B 2 2 0 C D 4 4 I g M

E

Figure 4.14. Comparison of five chosen cell types in the expanded domain.
Five cell types and four different markers. The highest membership value decides which of the marker's 
components the cell type express (determined by the maximum value of 90% percentiles for each component). 
Since each of the components creates a new feature in the expanded domain, they provide information about 
different cell populations. A) NKT cells. B) Intermediate Monocytes. C) IgD+ IgD+ B cells. 0) Plasma Cells. E). GMP. 
(Source: personal collection).

A

U M A P ,

Figure 4.15. UMAP projection for different dataset transformations.
A) Regular domain of the dataset. B) Original expanded domain of the dataset. C) Binary representation 
of the expanded domain. (Source: personal collection).
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Comparing the regular to the original expanded feature domain, it is visible that in the 

expanded space, the biologically similar cells are closer than in the regular one. The effect is 

clearly visible in Figure 4.16. Moreover, the groups of similar cells are more separated in the 

expanded feature space. Other cell types are placed near the other types that are the most 

similar in a biological context.

Figure 4.16. UMAP projection of regular and expanded feature space and the influence on cell type's 
position.
A) Regular feature space with the annotations provided by experts. B) Expanded feature space with the 
annotations provided by experts. The position of the cell groups is different than in the regular space, but the 
similarities between the types are preserved. C) Main groups of similar cell types in the regular domain. D) Main 
groups of similar cell types in the expanded domain. It is visible that the cell types within the groups are closer 
than in the regular domain. The rest of the cell types are placed near similar cells in the biological context. 
(Source: personal collection).

4.3.6 Comparison of existing solutions between expanded and regular domains

The proposed original (without further transformations) expanded feature space was 

applied to cell population identification with the selected existing methods: FlowSOM,
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C l u s t e r X ,  a n d  P A R C .  T h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  4 . 1 7 .  a n d  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  4 . 3 ,  

a l o n g  w i t h  t h e  r e s u l t s  f o r  t h e  r e g u l a r  d o m a i n  o f  t h e  d a t a s e t .

U s i n g  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  d o m a i n  r e s u l t e d  i n  a  b e t t e r  d e f i n i t i o n  a n d  s e p a r a t i o n  o f  

t h e  c e l l  c l u s t e r s  b a s e d  o n  t h e  C a l i n s k i - H a r a b a s z  a n d  D a v i e s - B o u l d i n  I n d i c e s .  T h e  r e s u l t s  a r e  

a l s o  v i s u a l l y  c o m p a r e d  w i t h  t h e  r e g u l a r  d o m a i n ;  h o w e v e r ,  t h e  n u m b e r  o f  f o u n d  c e l l  

p o p u l a t i o n s  i s  s m a l l e r .

T w o  a s p e c t s  m u s t  b e  t a k e n  i n t o  a c c o u n t  w h e n  a n a l y z i n g  t h e  a b o v e  r e s u l t s .  F i r s t ,  t h e  

e x i s t i n g  s o l u t i o n s  a r e  n o t  a d a p t e d  t o  t h e  d a t a  d i s t r i b u t i o n  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  p r o p o s e d  

e x p a n d e d  d o m a i n .  T h e r e f o r e  t h e y  m a y  n o t  w o r k  o p t i m a l l y .  S e c o n d ,  t h e  c l u s t e r i n g  w a s  

c o n d u c t e d  o n  t h e  e n t i r e  d a t a s e t ,  m e a n i n g  t h e  c o m p l e t e  f e a t u r e  s e t .  S t i l l ,  n o t  a l l  o f  t h e m  m a y  

p r o v i d e  s u f f i c i e n t  i n f o r m a t i o n  t o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  s e p a r a t i o n  d e c i s i o n .  T h e r e f o r e ,  a l t h o u g h  

t h e  r e s u l t s  a r e  b e t t e r  r e g a r d i n g  d a t a  s t r u c t u r e  a n d  h o m o g e n e i t y ,  f e a t u r e  s e l e c t i o n  m e t h o d s  

m a y  b e  b e n e f i c i a l .

F i g u r e  4 . 1 7 .  R e s u l t s  f o r  t h e  t h r e e  e x i s t i n g  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  a p p r o a c h e s  f o r  a  d a t a s e t  i n  t h e  e x p a n d e d  

d o m a i n .

A )  T r u e  a s s i g n m e n t s  p r o v i d e d  b y  e x p e r t s .  B )  2 4  c l u s t e r s  i d e n t i f i e d  b y  F l o w S O M .  C )  1 9  c l u s t e r s  i d e n t i f i e d  

b y  C u s t e r X .  D )  2 0  c l u s t e r s  i d e n t i f i e d  b y  P A R C .  ( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .
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T a b l e  4 . 3 .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  r e s u l t s  f r o m  c h o s e n  e x i s t i n g  m e t h o d s  i n  r e g u l a r  a n d  e x p a n d e d  d o m a i n s

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ R e g u l a r  d o m a i n  E x p a n d e d  d o m a i n

A l g o r i t h m # c l u s t e r s C H I D B I C H I □B l

F l o w S O M 2 4 7 3 2 5 1 . 4 4 1 . 4 5 5 2 8 8 8 6 3 . 8 2 1 . 3 3 5 6

C l u s t e r X 1 9 7 8 7 4 2 . 1 8 1 . 4 5 7 3 9 0 7 4 6 . 6 0 1 . 3 9 4 4

P A R C 2 0 8 2 3 0 5 . 7 3 1 . 4 1 6 2 9 5 5 9 4 . 5 7 1 . 3 1 6 8

4 . 3 . 7  C l u s t e r i n g  r e s u l t s  f o r  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e

T h e  c r e a t e d  a n d  c o r r e c t e d  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e ,  a n d  i t s  b i n a r y  r e p r e s e n t a t i o n  

w e r e  a p p l i e d  t o  P A R C  c e l l  p o p u l a t i o n  i d e n t i f i c a t i o n .  T h e  m o d e l  w a s  r u n  w i t h  t h e  s a m e  

p a r a m e t e r s  e a c h  t i m e .  R e s u l t s  w e r e  v i s u a l i z e d  u s i n g  t h e  U M A P  s p a c e  f o r  t h e  a p p r o p r i a t e  

f e a t u r e  d o m a i n .

T h e  c l u s t e r i n g  m e t h o d  f o u n d  2 0  a n d  1 4  p o p u l a t i o n s  f o r  o r i g i n a l  e x p a n d e d  a n d  b i n a r y  

t r a n s f o r m a t i o n s  o f  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  e v a l u a t i o n  m e t r i c s  w e r e  

c a l c u l a t e d  c o n s i d e r i n g  t h e  i d e n t i f i e d  c e l l  t y p e  s u b p o p u l a t i o n s  a n d  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  4 . 4 .  

T h e  b e s t  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  t h e  b i n a r y  t r a n s f o r m a t i o n  o f  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e .  

H o w e v e r ,  b a s e d  o n  t h e  e x p e r t ' s  a n n o t a t i o n s ,  t h e  n u m b e r  o f  c l u s t e r s  w a s  s m a l l e r  t h a n  

e x p e c t e d .  T h e  v i s u a l i z a t i o n s  ( F i g u r e  4 . 1 8 . )  r e v e a l  t h a t  t h e  s m a l l  s u b p o p u l a t i o n s  r e m a i n e d  

u n i d e n t i f i e d ,  e s p e c i a l l y  f o r  t h e  b i n a r y  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e .

T a b l e  4 . 4 .  A  d e t a i l e d  s u m m a r y  o f  t h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t s  f o r  t h e  d a t a s e t  i n  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n

T h e  c a l c u l a t e d  e v a l u a t i o n  m e t r i c s  i n c l u d e  i n f o r m a t i o n  a b o u t  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s .

T r a n s f o r m a t i o n # c l u s t e r s C H I □B l

O r i g i n a l 2 0 9 5 5 9 4 . 5 7 1 . 3 1 6 8

B i n a r y 1 4 1 0 2 6 3 3 . 5 0 1 . 2 9 8 4

S i n c e  t h e  h i g h e r  n u m b e r  o f  f e a t u r e s  i n  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n  m a y  i n f l u e n c e  t h e  

r e s u l t s ,  i f  n o t  a l l  o f  t h e m  c o n t r i b u t e  t o  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  p r o c e s s ,  i t  w a s  d e c i d e d  t o  a p p l y  t h e  

f e a t u r e  s e l e c t i o n  m e t h o d  b e f o r e  f e e d i n g  t h e  d a t a  i n t o  t h e  m o d e l .
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F i g u r e  4 . 1 8 .  P A R C  c l u s t e r i n g  r e s u l t s  f o r  e x p a n d e d  f e a t u r e  d o m a i n  i n  d i f f e r e n t  d a t a  t r a n s f o r m a t i o n s .

T h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  t h e  U M A P  p r o j e c t i o n  o f  t h e  a p p r o p r i a t e  f e a t u r e  s p a c e .  A )  T r u e  

a s s i g n m e n t s  i n  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  s p a c e  ( m e m b e r s h i p  v a l u e s ) .  B )  P r e d i c t e d  c l u s t e r s  i n  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  

d o m a i n .  C )  T r u e  a s s i g n m e n t s  i n  t h e  b i n a r y  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e .  D )  P r e d i c t e d  a s s i g n m e n t s  i n  t h e  b i n a r y  

e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e .  ( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .

4 . 3 . 8  C l u s t e r i n g  r e s u l t s  f o r  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  w i t h  f e a t u r e  s e l e c t i o n

T h e  f e a t u r e  f i l t r a t i o n  c r i t e r i o n  w a s  e s t a b l i s h e d  u s i n g  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  f e a t u r e  

d o m a i n  a n d  a d a p t e d  t o  t h e  b i n a r y  t r a n s f o r m a t i o n .

F o r  e a c h  f e a t u r e ,  f o u r  s t a t i s t i c s  w e r e  c a l c u l a t e d :  m e a n ,  v a r i a n c e ,  R e l a t i v e  D i v e r s i t y  

I n d e x  ( R D I ) ,  a n d  a  r a t i o  o f  n o n - z e r o  v a l u e s  t o  a l l  v a l u e s  ( F i g u r e  4 . 1 9 . ) .  T h e  c h a r a c t e r i s t i c s  w e r e  

u s e d  f o r  f e a t u r e  s e l e c t i o n  w i t h  a n  a p p r o p r i a t e  c u t - o f f  v a l u e  a s  a  c r i t e r i o n  f o r  d i s c a r d i n g  

f e a t u r e s .  T h e  b e s t  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  r e l a t i v e  d i v e r s i t y  i n d e x  ( R D I ) .

A  s e l e c t i o n  m e t h o d  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  v a l u e s  i n  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n  u s i n g  t h e  

t h r e s h o l d  f o r  R D I  m e a s u r e  e q u a l  t o  0 . 1 7 .  T h e  g o a l  o f  f e a t u r e  s e l e c t i o n  w a s  t o  f i l t e r  o u t  

f e a t u r e s  t h a t  m a y  n e g a t i v e l y  i n f l u e n c e  t h e  r e s u l t s  s i n c e  n o t  a l l  o f  t h e  m a r k e r s '  c o m p o n e n t s  

m a y  c o n t r i b u t e  t o  t h e  e x p r e s s i o n  p r o f i l e  o f  t h e  c e l l  p o p u l a t i o n s .
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F i g u r e  4 . 1 9 .  C h a r a c t e r i s t i c s  o f  e x p a n d e d  f e a t u r e  d o m a i n .

T h e  s t a t i s t i c s  w e r e  c a l c u l a t e d  f o r  e a c h  f e a t u r e  i n  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n  ( w i t h o u t  t r a n s f o r m a t i o n ) .  A )  T h e  n u m b e r  

o f  n o n - z e r o  t o  a l l  v a l u e s .  B )  M e a n  v a l u e s .  C )  R e l a t i v e  d i v e r s i t y  i n d e x  v a l u e s .  D )  V a r i a n c e  v a l u e s .  ( S o u r c e :  p e r s o n a l  

c o l l e c t i o n ) .

T h e  G a u s s i a n  M i x t u r e  D e c o m p o s i t i o n  e s t a b l i s h e d  t h e  t h r e s h o l d  w i t h  B a y e s  F a c t o r  a s  

t h e  s t o p p i n g  c r i t e r i o n .  T h e  d e c o m p o s i t i o n  o f  R D I  v a l u e s  r e s u l t e d  i n  t w o  c o m p o n e n t s ,  a n d  

t h e i r  i n t e r s e c t i o n  i n d i c a t e d  t h e  c u t - o f f  v a l u e .  F o r  t h e  b i n a r y  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e ,  t h e  

t h r e s h o l d  w a s  e s t a b l i s h e d  b a s e d  o n  R D I  v a l u e s  c a l c u l a t e d  f o r  f e a t u r e s  i n  t h a t  s p a c e  i n  a  

s i m i l a r  m a n n e r .

F i g u r e  4 . 2 0 .  D e c o m p o s i t i o n  o f  R e l a t i v e  D i v e r s i t y  I n d e x  v a l u e s  f o r  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n  f e a t u r e s  a n d  t h e  

c u t - o f f  v a l u e s .

A )  P r o b a b i l i t y  d e n s i t y  f u n c t i o n s  f o r  t h e  t w o  G M M  c o m p o n e n t s  i n  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e .  T h e  b l u e  

v e r t i c a l  l i n e  i n d i c a t e s  t h e  i n t e r s e c t i o n  p o i n t  b e t w e e n  t h e  l i n e s  a n d  t h e  c u t - o f f  v a l u e  o f  0 . 1 7 .  B )  T h e  

d e c o m p o s i t i o n  o f  R D I  v a l u e s  f o r  t h e  b i n a r y  e x p a n d e d  d o m a i n  w i t h  t h e  v e r t i c a l  b l u e  l i n e  r e p r e s e n t i n g  t h e  c u t - o f f  

v a l u e  o f  0 . 1 1  a s  t h e  i n t e r s e c t i o n  b e t w e e n  t h e  f i r s t  t w o  c o m p o n e n t s .  ( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .
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T h e  P A R C  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m  w a s  a p p l i e d  t o  e a c h  v a r i a n t  o f  t h e  d a t a s e t  w i t h  t h e  

s a m e  p a r a m e t e r s  a s  b e f o r e .  F i g u r e  4 . 2 1 .  p r e s e n t s  t h e  r e s u l t s  o n  U M A P  e m b e d d i n g  i n  t h e  

r e g u l a r  f e a t u r e  d o m a i n  f o r  b e t t e r  c o m p a r i s o n  w i t h  o t h e r  r e s u l t s .

T h e  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m  w a s  a b l e  t o  f i n d  1 3  a n d  1 1  c e l l  p o p u l a t i o n s  i n  t h e  o r i g i n a l  

e x p a n d e d  a n d  b i n a r y  t r a n s f o r m a t i o n s  o f  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  a f t e r  f e a t u r e  s e l e c t i o n ,  

r e s p e c t i v e l y .  T h e  s u m m a r y  o f  t h e  r e s u l t s  i s  p r e s e n t e d  i n  T h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  

t h e  U M A P  p r o j e c t i o n  o f  t h e  a p p r o p r i a t e  f e a t u r e  s p a c e .  A )  T r u e  a s s i g n m e n t s  i n  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  s p a c e  

( m e m b e r s h i p  v a l u e s ) .  B )  P r e d i c t e d  c l u s t e r s  i n  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  s p a c e .  C )  T r u e  a s s i g n m e n t s  i n  t h e  b i n a r y  

e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  a f t e r  f e a t u r e  s e l e c t i o n .  D )  P r e d i c t e d  a s s i g n m e n t s  i n  t h e  b i n a r y  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  

a f t e r  f e a t u r e  s e l e c t i o n .  ( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .

T a b l e  4 . 5 .

True assignments Predicted assignments

F i g u r e  4 . 2 1 .  P A R C  c l u s t e r i n g  r e s u l t s  f o r  e x p a n d e d  f e a t u r e  d o m a i n  a f t e r  f e a t u r e  s e l e c t i o n .

T h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  t h e  U M A P  p r o j e c t i o n  o f  t h e  a p p r o p r i a t e  f e a t u r e  s p a c e .  A )  T r u e  

a s s i g n m e n t s  i n  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  s p a c e  ( m e m b e r s h i p  v a l u e s ) .  B )  P r e d i c t e d  c l u s t e r s  i n  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  

s p a c e .  C )  T r u e  a s s i g n m e n t s  i n  t h e  b i n a r y  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  a f t e r  f e a t u r e  s e l e c t i o n .  D )  P r e d i c t e d  

a s s i g n m e n t s  i n  t h e  b i n a r y  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  a f t e r  f e a t u r e  s e l e c t i o n .  ( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .
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T a b l e  4 . 5 .  A  d e t a i l e d  s u m m a r y  o f  t h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t s  f o r  t h e  d a t a s e t  i n  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n  a f t e r  

f e a t u r e  s e l e c t i o n .

T h e  c a l c u l a t e d  e v a l u a t i o n  m e t r i c s  i n c l u d e  i n f o r m a t i o n  a b o u t  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s .

T r a n s f o r m a t i o n # c l u s t e r s C H I □B l

O r i g i n a l 1 3 1 0 5 3 9 2 . 0 4 1 . 5 6 0 6

B i n a r y 1 4 1 0 3 7 2 3 . 8 5 1 . 3 0 7 9

T h e  b e s t  m e t r i c s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  i n  t e r m s  o f  

t h e  C a l i n s k i - H a r a b a s z  I n d e x  a n d  b i n a r y  t r a n s f o r m a t i o n  i n  t e r m s  o f  t h e  D a v i e s - B o u l d i n  I n d e x .

H o w e v e r ,  a l l  t h e  D B I  v a l u e s  a r e  s l i g h t l y  l o w e r  t h a n  t h e  r e s u l t s  w i t h o u t  f e a t u r e  s e l e c t i o n  f o r  t h e  

s a m e  d a t a s e t  t r a n s f o r m a t i o n .  F e a t u r e  s e l e c t i o n  c a u s e d  t h e  a l g o r i t h m  t o  f i n d  f e w e r  c l u s t e r s  

f o r  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  s p a c e ,  b u t  t h e  r e s u l t  a l m o s t  d i d  n o t  c h a n g e  f o r  t h e  b i n a r y  e x p a n d e d  

d o m a i n .

S i n c e  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e ,  a p p l i e d  t r a n s f o r m a t i o n ,  a n d  f e a t u r e  s e l e c t i o n  

m e t h o d  w e r e  n o t  s u f f i c i e n t  t o  i d e n t i f y  t h e  c e l l  t y p e s  d e f i n e d  b y  e x p e r t s  o r  t h e i r  

s u b p o p u l a t i o n s ,  i t  w a s  d e c i d e d  t o  i n t r o d u c e  a n o t h e r  w a y  f o r  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n .  T h i s  

d i v i s i v e  a p p r o a c h  w i l l  e x a m i n e  e a c h  f o u n d  c l u s t e r  s e p a r a t e l y  a n d  d e t e r m i n e  i f  i t  s h o u l d  b e  

f u r t h e r  d i v i d e d .

4 . 3 . 9  C l u s t e r i n g  r e s u l t s  -  d i v i s i v e  a p p r o a c h

T h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t s  o f  t h e  o r i g i n a l  a n d  b i n a r y  e x p a n d e d  d o m a i n s  ( T a b l e  4 . 5 )  a r e  v e r y  

s i m i l a r .  T h e r e f o r e  i t  w a s  d e c i d e d  t o  c h e c k  t h e  r e s u l t s  f o r  b o t h  d a t a s e t  t r a n s f o r m a t i o n s  a f t e r  

t h e  s e c o n d  d i v i s i o n .

T h e  d i v i s i v e  a p p r o a c h  c o n s i s t e d  o f  t h e  P A R C  d i v i s i o n  a n d  k - M e a n s  d i v i s i o n  o r ,  a g a i n ,  

t h e  P A R C  d i v i s i o n  o f  e a c h  c l u s t e r .  T h e  f i r s t  P A R C  d i v i s i o n  w a s  c o n d u c t e d  u s i n g  t h e  l o c a l l y  

o p t i m i z e d  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e ,  a n d  t h e  r e s u l t s  w e r e  d e s c r i b e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n .

T h e  r e s u l t i n g  c l u s t e r s  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  s e c o n d  d i v i s i o n  d e t e r m i n e d  b y  t h e  G A P  s t a t i s t i c .

T h e  G A P  s t a t i s t i c  a l s o  i n d i c a t e d  h o w  m a n y  g r o u p s  s h o u l d  b e  c r e a t e d  f r o m  t h e  p a r e n t  c l u s t e r  

u s i n g  t h e  k - M e a n s  a l g o r i t h m .  B e f o r e  a n y  s p l i t ,  e a c h  c l u s t e r  w a s  a p p l i e d  t o  f e a t u r e  s e l e c t i o n  

w i t h  a  t h r e s h o l d  o f  0 . 1 7  ( o r i g i n a l  e x p a n d e d  d o m a i n )  o r  0 . 1 1  ( b i n a r y  e x p a n d e d  d o m a i n )  ( F i g u r e  

4 . 2 0 . B ) .  T h e r e f o r e  t h e  f e a t u r e  s p a c e  w a s  o p t i m i z e d  f o r  e a c h  c l u s t e r  b e f o r e  d e c i d i n g  i f  t h e  

g r o u p  s h o u l d  b e  s p l i t  a n d  i n t o  h o w  m a n y  s u b c l u s t e r s .  T h e  P A R C  a l g o r i t h m  w a s  r u n  w i t h
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d e f a u l t  p a r a m e t e r s  a n d  ' j a c _ w e i g h t e d _ e d g e s '  s e t  t o  F a l s e  f o r  s p e e d  u p  ( r e c o m m e n d e d  b y  t h e  

a u t h o r s ) .  T h e  k - M e a n s  m e t h o d  w a s  r u n  w i t h  d i s t a n c e  m e t r i c  s e t  t o  ' e u c l i d e a n '  f o r  c o n t i n u o u s  

v a r i a b l e s  a n d  ' h a m m i n g ' f o r  b i n a r y .

T h e  a l g o r i t h m  d e c i d e d  t o  d i v i d e  a l m o s t  a l l  t h e  c l u s t e r s  f u r t h e r .  T h e  d i v i s i o n s  

p r o d u c e d  2  t o  7  n e w  s u b p o p u l a t i o n s ;  t h e r e f o r e ,  t h e  f i n a l  n u m b e r  o f  g r o u p s  w a s  2 7  t o  4 1 .  

F i g u r e  4 . 2 2  s h o w s  t h e  s e c o n d  d i v i s i o n s  o f  t h e  a l g o r i t h m ,  w h e r e  t h e  d i v i s i o n s  a r e  p r e s e n t e d  i n  

b o t h  t h e  o r i g i n a l  a n d  b i n a r y  e x p a n d e d  d o m a i n s .  T a b l e  4 . 6 .  p r e s e n t s  a  d e t a i l e d  s u m m a r y  o f  t h e  

o b t a i n e d  r e s u l t s .

True assignments PARC -  k-Means PARC-PARC

Figure 4.22. Final results for Samusik's dataset cell-type identification.
The first row presents results for the original expanded space, and the second row for the binary expanded 
feature space. A) True assignments provided by experts on UMAP projection of the original expanded domain. B) 
Locally optimized second division in the original expanded domain using the k-Means algorithm. C) Locally 
optimized second division in the original expanded domain using the PARC algorithm. D) True assignments 
provided by experts on UMAP projection of the binary expanded domain. E) Locally optimized second division in 
the binary expanded domain using the k-Means algorithm. F) Locally optimized second division in the binary 
expanded domain using the PARC algorithm. (Source: personal collection).

Table 4.6. Results for different two-step clustering approaches for Samusik's dataset.

Transformation 1st 
division

2nd 
division #clusters CHI □Bl

PARC k-Means n 94581.71 1.4415
Original

PARC PARC 34 75348.24 2.1048
PARC k-Means 28 89442.34 1.3957

Binary
PARC PARC 41 82203.24 1.8460
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Table 4.7. presents the evaluation scores for all the steps leading to the final result in 

the original expanded domain, which generated the best results. The Calinski-Harabasz Index 

measure was the major score in the evaluation of the algorithms; the second most important 

information was the number of clusters. Although the middle stages of analysis (PARC 

clustering with and without feature selection) have a higher CHI than the final stage, the 

number of identified cell populations is too low. After the second division, the metrics are still 

better than the results for the regular domain.

Table 4.7. Final results for Samusik's dataset and comparison with previous steps for the original expanded 
domain.

Metric Regular domain
Full original 
expanded 
domain

Original 
expanded 

domain with 
feature 

selection

Second division 
with original 
expanded 
domain 

(k-Means)

C H I 8 2 3 0 5 . 7 3 9 5 5 9 4 . 5 7 1 0 5 3 9 2 . 0 4 9 4 5 8 1 . 7 1

DBI 1 . 4 1 6 2 1 . 3 1 6 8 1 . 5 6 0 6 1 . 4 4 1 5

#clusters 2 4 2 0 1 3 2 7

The generated visualizations of the clustering results (Figure 4.22.) reveal that the 

final algorithm found additional subpopulations from the main cell types defined by experts 

(for example, the yellow and green clusters). Still, some cell populations were not discovered, 

like those overlapping in the original expanded feature space (in UMAP projection, Figure 

4.22.0).

Using PARC as a second step resulted in many identified cell populations that tend to 

overlap in the UMAP space and, overall, based on CHI and OBI scores, are worse than the 

results obtained with k-Means. On the other hand, using PARC allowed for identifying gd T- 

cells (dark pink color at the top part of Figure 4.22.C). The overlapping, however, is not a big 

problem since it may result from the visualization of the labels in the UMAP projection that 

was generated using all the features. In contrast, the clusters were developed in the 

optimized feature space.
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T h e  c l u s t e r i n g  i n  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  g a v e  t h e  b e s t  r e s u l t s  f o r  t h e  

S a m u s i k  d a t a s e t  r e g a r d i n g  C H I .  S t i l l ,  i t  i s  w o r t h  n o t i n g  t h a t  t h e  k - M e a n s  r e s u l t s  i n  t h e  b i n a r y  

e x p a n d e d  d a t a s e t  a l s o  p r o d u c e d  t h e  s e c o n d - b e s t  r e s u l t s  i n  t e r m s  o f  D B I .

4 . 4  R e s u l t s  f o r  t h e  d r u g - r e s i s t a n t  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  f r o m  S t e l l e n b o s c h

U n i v e r s i t y

T h i s  s e c t i o n  p r e s e n t s  t h e  r e s u l t s  f o r  t h e  d a t a s e t  p r o v i d e d  b y  S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y  

p a r t n e r s  f r o m  s t u d i e s  o n  d r u g - r e s i s t a n t  T u b e r c u l o s i s .  S i n c e  t h e  a n n o t a t i o n s  f o r  t h e  c e l l  t y p e s  

a r e  u n k n o w n ,  t h e  p r o c e d u r e  w a s  f u l l y  u n s u p e r v i s e d .  T h e  d a t a s e t  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  

t r a n s f o r m a t i o n s  a n d  m e t h o d s  p r e s e n t e d  i n  t h e  d o c t o r a l  t h e s i s .  M o r e o v e r ,  t h e  i n t e r e s t i n g  

a s p e c t  w a s  e s t a b l i s h i n g  t h e  c l u s t e r  c o m p o s i t i o n  i n  t e r m s  o f  t h e  p a t i e n t  c e l l s '  c o u n t s .  

T o  a c c o m p l i s h  t h i s ,  t h e  t w o - w a y  A N O V A  i d e n t i f i e d  t h e  f a c t o r s  s i g n i f i c a n t l y  i n f l u e n c i n g  c l u s t e r  

f o r m a t i o n .

4 . 4 . 1  D a t a s e t  p r e p a r a t i o n

T h e  d a t a s e t  c o n t a i n s  o v e r  t e n  m i l l i o n  c e l l s  a n d  3 2  m a r k e r s  ( d e t a i l s  w e r e  p r e s e n t e d  i n  

Section 1.5.1.) T h e  d a t a s e t  w a s  A r c S i n h  t r a n s f o r m e d ,  a n d  t h e  b a t c h  e f f e c t  w a s  r e m o v e d  w i t h  

c y C o m b i n e .

G M M  d e c o m p o s i t i o n  w a s  a p p l i e d  t o  e a c h  m a r k e r  t o  c r e a t e  t h e  s e t  o f  c o m p o n e n t s  t h a t  

w e r e  f u r t h e r  u s e d  t o  g e t  p r o b a b i l i t i e s  f o r  e a c h  c e l l  b e l o n g i n g  t o  t h a t  c o m p o n e n t  ( F i g u r e  

4 . 2 3 . ) .  T h e  G M M  d e c o m p o s i t i o n  o f  a l l  m a r k e r s  r e s u l t e d  i n  3 1 4  n e w  f e a t u r e s .  T h e  b i n a r y  

r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  w a s  a l s o  p r e p a r e d .

F i g u r e  4 . 2 3 .  P r o c e s s  o f  c r e a t i n g  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  f o r  t h e  d a t a s e t  f r o m  s c i e n t i f i c  p a r t n e r s  o n  

a  C D 4 5  m a r k e r  e x a m p l e .

T h e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  v a l u e s  a r e  d e c o m p o s e d  i n t o  G M M  c o m p o n e n t s ,  a n d  t h e  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y  i s  

c a l c u l a t e d .  T h e  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y  l i n e s  a r e  f u r t h e r  c o r r e c t e d  i n t o  t h e  m e m b e r s h i p  f u n c t i o n .  ( S o u r c e :  

p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .
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U M A P  p r o j e c t i o n  w a s  g e n e r a t e d  f o r  t h e  o r i g i n a l  ( F i g u r e  4 . 2 4 . )  a n d  b i n a r y  e x p a n d e d  

d o m a i n  ( F i g u r e  4 . 2 5 . ) .  A d d i t i o n a l l y ,  s o m e  i s o l i n e s  a r e  s u p e r i m p o s e d  i n t o  t h e  U M A P  p l o t  t o  

r e v e a l  d e n s e  a r e a s  o f  c e l l s .  T h e  l i g h t e r  t h e  c o l o r ,  t h e  m o r e  c e l l s  t h e  r e g i o n  c o n t a i n s .  T h e  

v i s u a l i z a t i o n  a i m e d  t o  h e l p  e v a l u a t e  t h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t s  s i n c e  t h e  e x p e r t ' s  l a b e l s  a r e  n o t  

g i v e n .  T h e  c l u s t e r s  s h o u l d  m o r e  o r  l e s s  m a t c h  t h e  p a t t e r n s  v i s i b l e  i n  t h e  U M A P  p r o j e c t i o n .  

S i n c e  t h e  v i s i b l e  p e a k s  a r e  e l o n g a t e d ,  m o r e  g r o u p s  s h o u l d  b e  e x p e c t e d  i n  t h a t  r e g i o n  b e c a u s e  

i t  i s  p r o b a b l y  a  m i x t u r e  o f  m u l t i p l e  c e l l  t y p e s .

F i g u r e  4 . 2 4 .  U M A P  p r o j e c t i o n  f o r  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  d o m a i n  o f  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t .

A )  U M A P  p r o j e c t i o n  w i t h  c o n t o u r  p l o t  s h o w i n g  t h e  m o s t  d e n s e l y  o c c u p i e d  a r e a s  b y  c e l l s  f r o m  t h e  d a t a s e t .  Y e l l o w  

a n d  w h i t e  c o l o r s  i n d i c a t e  t h e  d e n s e s t  a r e a s .  B )  T h e  3 D  s u r f a c e  p l o t  s h o w s  t h e  U M A P  s p a c e ' s  d e n s e  a r e a s .  

( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .

F i g u r e  4 . 2 5 .  U M A P  p r o j e c t i o n  f o r  t h e  b i n a r y  e x p a n d e d  d o m a i n  o f  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t .

A )  U M A P  p r o j e c t i o n  w i t h  c o n t o u r  p l o t  s h o w i n g  t h e  m o s t  d e n s e l y  o c c u p i e d  a r e a s  b y  c e l l s  f r o m  t h e  d a t a s e t .  Y e l l o w  

a n d  w h i t e  c o l o r s  i n d i c a t e  t h e  d e n s e s t  a r e a s .  B )  T h e  3 D  s u r f a c e  p l o t  s h o w s  t h e  U M A P  s p a c e ' s  d e n s e  a r e a s .  

( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .
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C l u s t e r i n g  r e s u l t s

T h e  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  w i t h  P A R C  w a s  c o n d u c t e d  o n  t h e  p r o c e s s e d  d a t a s e t  

f o l l o w i n g  t h e  p i p e l i n e  i n v e n t e d  w i t h  S a m u s i k ' s  d a t a s e t .  F i r s t ,  t h e  a l g o r i t h m  w i t h  d e f a u l t  

p a r a m e t e r s  a n d  j a c _ w e i g h t e d _ e d g e s '  s e t  t o  F a l s e  i d e n t i f i e d  t h e  p r i m a r y  c e l l  p o p u l a t i o n s .  

T h e n ,  t h e  s e c o n d  d i v i s i o n  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  r e s u l t s  f r o m  t h e  f i r s t  d i v i s i o n  t o  g e t  t h e  f i n a l  

n u m b e r  o f  s u b p o p u l a t i o n s .  T h e  s t e p s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  t h e  l o c a l l y  o p t i m i z e d  f e a t u r e  s p a c e  

w i t h  t h e  t h r e s h o l d s  e s t i m a t e d  d u r i n g  t h e  a n a l y s i s  o f  S a m u s i k ' s  d a t a s e t .

F i g u r e  4 . 2 6 .  I d e n t i f i e d  p r i m a r y  c e l l  p o p u l a t i o n s  i n  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  a f t e r  t h e  f i r s t  d i v i s i o n  w i t h  

P A R C .

A )  U M A P  p r o j e c t i o n  f o r  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  d o m a i n .  B )  F i r s t  d i v i s i o n  ( t e n  c l u s t e r s )  i n  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  

d o m a i n .  C )  U M A P  p r o j e c t i o n  f o r  t h e  b i n a r y  e x p a n d e d  d o m a i n .  D )  F i r s t  d i v i s i o n  ( t e n  c l u s t e r s )  i n  t h e  b i n a r y  

e x p a n d e d  d o m a i n .  ( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .



True assignments PARC -  k-Means

Figure 4.27. Second division results for the Tuberculosis dataset.
A) UMAP projection for the original expanded domain. B) Second division with k-Means algorithm in the original 
expanded domain. C) Second division with the PARC method in the original expanded domain. D) UMAP 
projection for the binary expanded domain. E) Second division with k-Means algorithm in the binary expanded 
domain. F) Second division with the PARC method in the binary expanded domain. (Source: personal collection).

PARC-PARC

The first division resulted in ten original and binary expanded domain clusters (Figure 

4.26). The clusters were further divided with PARC and k-Means algorithms, and the details 

are presented in Table 4.8. The best approach was combining PARC (first division) with 

k-Means (second division) in the binary expanded domain, resulting in CHI equal to 279392.04 

and OBI 3.8382, with 27 cell populations. The second best approach was PARC and k-Means in 

the original expanded domain (CHI=184546.25).

Table 4.8. Clustering results for the Tuberculosis dataset.

Transformation 1st 
division

2nd 
division #clusters CHI □Bl

Original
PARC k-Means 23 184546.25 7.1780
PARC PARC 50 118034.15 8.4905

Binary PARC k-Means T1 279392.04 3.8382
PARC PARC 75 137326.07 3.7878

Visually, the best approach generated well-separated clusters consistent with the 

structure of UMAP projection, including small aggregates of cells and bigger cell populations.
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T h e  s e c o n d  d i v i s i o n  u s i n g  P A R C  u s u a l l y  g e n e r a t e s  m o r e  c l u s t e r s  t h a n  k - M e a n s  w i t h  G A P  

s t a t i s t i c s .

F i g u r e  4 . 2 8 .  C o m p a r i s o n  o f  e x p r e s s i o n  v a l u e s  b e t w e e n  t h e  c h o s e n  r a r e  s u b p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  a n d  o t h e r s .

G r a y  c o l o r  i n d i c a t e s  a l l  c e l l s  e x c e p t  t h o s e  b e l o n g i n g  t o  c l u s t e r  n u m b e r  2 5 ,  w h i c h  a r e  p r e s e n t e d  i n  g r e e n .  

F o r  s o m e  m a r k e r s ,  t h e  e x p r e s s i o n  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  t w o  g r o u p s  o f  c e l l s  a r e  s i g n i f i c a n t  ( C D 1 9 ,  C D 1 7 2 ,  

C D 1 4 ,  M t b ,  I L 4 ) .

A m o n g  t h e  r e s u l t i n g  c l u s t e r s ,  t h r e e  c o n t a i n  l e s s  t h a n  1 %  o f  a l l  d a t a  ( a r o u n d  0 . 0 0 5 %  

e a c h )  a n d  a r e  c o n s i d e r e d  r a r e  s u b p o p u l a t i o n s .  O n e  o f  t h e  s m a l l  c l u s t e r s  w a s  c o m p a r e d  t o  

o t h e r  c e l l s  t o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  i t s  m a r k e r  p r o f i l e  d i f f e r s  s i g n i f i c a n t l y .  F o r  t h i s  p u r p o s e ,  t h e  

s m a l l  g r e e n  g r o u p  w a s  c h o s e n .  T h e  o r i g i n a l  m a r k e r  e x p r e s s i o n s  w e r e  c o m p a r e d  b e t w e e n  t h e  

c l u s t e r  a n d  o t h e r  c e l l s  i n  F i g u r e  4 . 2 8 .  T h e  d o m i n a n t  c o m p o n e n t s  i n  t h e  e x p a n d e d  s p a c e  w e r e  

a l s o  c o m p a r e d  w i t h  f i v e  d i f f e r e n t  c l u s t e r s  p l a c e d  i n  v a r i o u s  l o c a t i o n s  i n  t h e  U M A P  s p a c e ,  a s  

i n d i c a t e d  i n  F i g u r e  4 . 2 9 .  T h e  f i g u r e  p r e s e n t s  f o u r ,  t h e  m o s t  r e l e v a n t  f o r  t h e  g r e e n  c e l l  g r o u p ,  

m a r k e r s  f o r  s i m p l i c i t y .

B a s e d  o n  t h e  e x p r e s s i o n  v a l u e s  i n  F i g u r e  4 . 2 8 . ,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  r a r e  

s u b p o p u l a t i o n  i s  i n d e e d  d i s t i n c t  f r o m  o t h e r  c l u s t e r s .  T h e  m a r k e r  p r o f i l e  f o r  t h a t  g r o u p  h a s  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  c o m p a r e d  t o  o t h e r s .
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F i g u r e  4 . 2 9 .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  d o m i n a n t  m a r k e r  c o m p o n e n t s  f o r  t h e  c h o s e n  r a r e  s u b p o p u l a t i o n  a n d  f o u r  

o t h e r s .

T h e  v i s u a l i z a t i o n  p r e s e n t s  f o u r  m a r k e r s :  C D 1 4 ,  C D 1 7 2 ,  I L A ,  a n d  C D 1 9 .  T h e  c o l o r  i n d i c a t e s  t h e  a p p r o p r i a t e  c l u s t e r .  

F o r  e x a m p l e ,  t h e  g r e e n  o n e  i s  t h e  r a r e  s u b p o p u l a t i o n  t h a t  c o n t a i n s  a b o u t  0 . 0 0 5 %  o f  c e l l s  i n  t h e  T u b e r c u l o s i s  

d a t a s e t .  O t h e r  g r o u p s  a r e  p l a c e d  i n  d i f f e r e n t  l o c a t i o n s  i n  t h e  U M A P  p r o j e c t i o n .

4 . 4 . 3  C l u s t e r  c o m p o s i t i o n  a n a l y s i s  w i t h  t w o - w a y  A N O V A  t e s t

T h e  c r e a t e d  c l u s t e r s  w e r e  a n a l y z e d  w i t h  a  t w o - w a y  A N O V A  t e s t  t o  d e t e r m i n e  i f  a  

g r o u p  o f  p a t i e n t s  a n d  t r e a t m e n t  ( s t i m u l a t i o n  c o n d i t i o n s )  i m p a c t  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  e a c h  c e l l  

p o p u l a t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  a  K o l m o g o r o v - S m i r n o v  t e s t  f o r  n o r m a l i t y  d e t e r m i n e d  t h a t  t h e  p a t i e n t  

c e l l  f r e q u e n c i e s  h a v e  a  d i s t r i b u t i o n  d i f f e r e n t  t h a n  G a u s s i a n .  T h e r e f o r e  t h e  t e s t  w a s  

p e r f o r m e d  o n  r a n k s .  R e s u l t s  f r o m  t h e  A N O V A  t e s t  f o r  e a c h  i d e n t i f i e d  c e l l  p o p u l a t i o n  a r e  

p r e s e n t e d  i n  T a b l e  4 . 9 .
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No. 

Treatment-

adjusted 

ANOVA group

Treatment-

adjusted 

ANOVA group 

 effect size

Group-

adjusted 

ANOVA 

treatment

Group-

adjusted 

ANOVA 

treatment 

effect size

Group-

treatment 

interaction

Interaction 

effect size

1 0,0082 0,2791 0,0264 0,2048 0,4136 0,1037

2 0,0007 0,4544 0,1224 0,1137 0,9931 0,0061

3 0,0000 1,3149 0,7023 0,0183 0,9896 0,0076

4 0,9574 0,0022 0,3415 0,0566 0,9656 0,0145

5 0,0791 0,1389 0,6309 0,0239 0,9011 0,0268

6 0,2565 0,0723 0,8496 0,0084 0,6578 0,0626

7 0,0994 0,1257 0,0275 0,2024 0,9815 0,0103

8 0,3758 0,0515 0,0370 0,1841 0,9860 0,0089

9 0,2765 0,0681 0,5494 0,0312 0,9950 0,0052

10 0,1994 0,0862 0,1540 0,1007 0,9619 0,0154

11 0,0005 0,4792 0,6717 0,0206 0,4574 0,0952

12 0,6721 0,0206 0,2882 0,0659 0,8824 0,0298

13 0,0005 0,4778 0,6967 0,0187 0,8753 0,0309

14 0,0244 0,2098 0,2006 0,0859 0,8753 0,0309

15 0,0000 1,1773 0,8720 0,0070 0,5114 0,0856

16 0,0000 1,097 0,7369 0,0158 0,6174 0,0686

17 0,0001 0,5793 0,8472 0,0085 0,9979 0,0033

18 0,0010 0,4277 0,8680 0,0073 0,9954 0,0050

19 0,0004 0,5028 0,8121 0,0107 0,9511 0,0177

20 0,0022 0,3679 0,0034 0,3383 0,9680 0,0139

21 0,0300 0,1969 0,0285 0,2001 0,9715 0,0131

22 0,0016 0,3890 0,0758 0,1414 0,5682 0,0763

23 0,0283 0,2005 0,9268 0,0039 0,8875 0,0290

24 0,0627 0,1526 0,3603 0,0537 0,9623 0,0153

25 0,4908 0,0372 0,1019 0,1242 0,9208 0,0234

26 0,5202 0,0341 0,1446 0,1043 0,9543 0,0170

27 0,7715 0,0134 0,2110 0,0831 0,9119 0,0250



T o  c h e c k  w h e t h e r  s o m e  o f  t h e  c r e a t e d  c l u s t e r s  c o n t a i n  m o r e  c e l l s  f r o m  a  p a r t i c u l a r  

g r o u p  o f  p a t i e n t s ,  b o x p l o t s  o f  e a c h  p a t i e n t  g r o u p  p r o p o r t i o n s  ( a  p o r t i o n  o f  c e l l s  f r o m  t h e  

s a m p l e  t h a t  i s  p r e s e n t  i n  a  g i v e n  c l u s t e r )  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  4 . 3 0 .  M o r e o v e r ,  t h e  

c o m p o s i t i o n  o f  e a c h  c l u s t e r  i s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  4 . 3 1 .  i n  t h e  f o r m  o f  a  b a r p l o t  s h o w i n g  t h e  

c o n t r i b u t i o n  o f  e a c h  g r o u p  o f  p a t i e n t s .

B

2 3  4  5  6 8 9 1 0  1 1  1 2  1 3  1 4  1 5  1 6  1 7  1 8  1 9  2 0  2 1  2 2  2 3  2 4  2 5  2 6  2 7

C l u s t e r

F i g u r e  4 . 3 0 .  T h e  p r o p o r t i o n  o f  e a c h  p a t i e n t  g r o u p  i n  e a c h  o f  t h e  r e s u l t i n g  c l u s t e r s  f o r  t h e  T u b e r c u l o s i s  

d a t a s e t .

A )  H e a l t h y  D o n o r s  g r o u p  p r o p o r t i o n s  i n  e a c h  c l u s t e r .  B )  O t h e r  L u n g  D i s e a s e s  g r o u p  p r o p o r t i o n s  i n  e a c h  c l u s t e r .

C ) T u b e r c u l o s i s  g r o u p  p r o p o r t i o n s  i n  e a c h  c l u s t e r .  ( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .
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F i g u r e  4 . 3 1 .  C o m p o s i t i o n  o f  c l u s t e r s  i n  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t .

R e d  -  T u b e r c u l o s i s  ( T B )  g r o u p ,  g r e e n  -  O t h e r  L u n g  D i s e a s e s  ( O L D )  g r o u p ,  a n d  b l u e  -  H e a l t h y  D o n o r s  ( H D )  g r o u p .  

E a c h  b a r  s h o w s  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  t h e  c e l l s  f r o m  e a c h  g r o u p  o f  p a t i e n t s  i n  t h e  c l u s t e r .  F o r  e x a m p l e ,  c l u s t e r  n r  

2 2  c o n t a i n s  m o s t l y  c e l l s  f r o m  t h e  T u b e r c u l o s i s  g r o u p  o f  p a t i e n t s .  ( S o u r c e :  p e r s o n a l  c o l l e c t i o n ) .

C l u s t e r s  2 2  t o  2 7  c o n t a i n  t h e  s m a l l e s t  n u m b e r  o f  c e l l s .  W h i l e  2 2  t o  2 4  h a v e  m o s t l y  

T u b e r c u l o s i s  c e l l s ,  2 5  t o  Z1 a r e  a  m i x t u r e  o f  H e a l t h y  D o n o r s  a n d  O L D  c e l l s .  B a s e d  o n  

F i g u r e  4 . 3 1 .  a n d  A N O V A  r e s u l t s ,  s e v e n  c l u s t e r s  a r e  c o m p o s e d  o f  T B  c e l l s  ( 1 ,  2 ,  3 , 1 3 , 1 4 ,  2 2 ,  2 3 ,  

2 4 ) .  I n  a d d i t i o n ,  a b o u t  s e v e n  g r o u p s  c o n t a i n  m o s t l y  H D  c e l l s  ( 1 1 , 1 7 , 1 8 , 1 9 ) ,  a n d  a b o u t  f i v e  h a v e  

m o r e  O L D  c e l l s  t h a n  t h e  o t h e r s  ( 7 , 1 5 , 1 6 ,  2 0 ,  2 1 ) .

4.5 Discussion and conclusions

A n a l y s i s  o f  s i n g l e - c e l l  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a  i s  c h a l l e n g i n g  a n d  r e q u i r e s  c a r e f u l  

i n v e s t i g a t i o n  a n d  i m p l e m e n t a t i o n  o f  m e t h o d s  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  h i g h  d i m e n s i o n a l  f e a t u r e  

s p a c e  a n d  t h e  d a t a  h e t e r o g e n e i t y .  D a t a  h e t e r o g e n e i t y  m a y  s i g n i f i c a n t l y  i m p a c t  t h e  c l u s t e r i n g  

r e s u l t s  -  a l g o r i t h m s  m a y  f i n d  m o r e  g r o u p s  o f  p h e n o t y p i c a l l y  s i m i l a r  c e l l s  t h a n  t h e  n u m b e r  

i d e n t i f i e d  b y  a n  e x p e r t .  T h e r e f o r e  i t  i s  u n d e r l i n e d  b y  a u t h o r s  o f  m a n y  p u b l i c a t i o n s  i n  t h e  f i e l d  

[ 2 ] ,  [ 4 4 ] ,  [ 4 6 ]  t h a t  d e p e n d i n g  o n  t h e  e x p e r t  a n n o t a t i o n s  d u r i n g  c l u s t e r i n g  e v a l u a t i o n  m a y  n o t  

b e  t h e  b e s t  s o l u t i o n .  H i g h - d i m e n s i o n a l  d a t a  m a k e s  i t  d i f f i c u l t  t o  f i n d  r a r e  c e l l  p o p u l a t i o n s ,  

e s p e c i a l l y  i f  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  i n  s p e c i f i c  a n d  r a r e  c e l l  g r o u p s  i s
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s i g n i f i c a n t .  T h e s e  c h a l l e n g e s  a r e  s t i l l  b e i n g  i n v e s t i g a t e d ,  a n d  m a n y  r e s e a r c h e r s  a r e  t r y i n g  t o  

f i n d  t h e  o p t i m a l  s o l u t i o n .

I n  t h e  d o c t o r a l  t h e s i s ,  t h e  p r o b l e m s  r e g a r d i n g  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  w e r e  e x a m i n e d  

u s i n g  S a m u s i k ' s  d a t a s e t  [ 2 2 ] .  T h r e e  m a i n  a s p e c t s  w e r e  a d d r e s s e d  t h a t  b r i n g  n o v e l t y  t o  t h e  

t o p i c :  a n  e x p l o r a t i o n  o f  t h e  d a t a  h e t e r o g e n e i t y  a n d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s  t h a t  

w e r e  f u r t h e r  i n c l u d e d  i n  t h e  e v a l u a t i o n  o f  c l u s t e r i n g  m e t h o d s ;  g e n e r a t i o n  o f  a n  e x p a n d e d  

d o m a i n  w h e r e  e a c h  f e a t u r e  b r i n g s  p o t e n t i a l  i n f o r m a t i o n  a b o u t  r a r e  s u b p o p u l a t i o n s ;  a n d  

p r o p o s i t i o n  o f  c e l l  i d e n t i f i c a t i o n  a p p r o a c h  w i t h  f e a t u r e  s e l e c t i o n  a n d  s t e p  d i v i s i o n  i n  t h e  

e x p a n d e d  d o m a i n .

S a m u s i k ' s  d a t a s e t  w a s  p r e p r o c e s s e d  a n d  e m b e d d e d  i n t o  a  t w o - d i m e n s i o n a l  U M A P  

s p a c e  f o r  v i s u a l i z a t i o n .  U M A P  r e v e a l e d  d e n s e  a r e a s  c o n t a i n i n g  a g g r e g a t e s  o f  s i m i l a r  c e l l s  

t h a t  w e r e  f u r t h e r  i d e n t i f i e d  a s  c e l l  s u b p o p u l a t i o n s  a f t e r  2 D  G M M  d e c o m p o s i t i o n  i n  t h e  U M A P  

s p a c e .  B a y e s  F a c t o r  d e t e r m i n e d  t h e  o p t i m a l  n u m b e r  o f  c o m p o n e n t s .  H o w e v e r ,  t h e  o u t l i e r s  

( s i n g l e  p o i n t s  s c a t t e r e d  i n  t h e  s p a c e )  g r e a t l y  i n f l u e n c e d  t h e  r e s u l t s .  T h e  t o t a l  n u m b e r  o f  

i d e n t i f i e d  s u b p o p u l a t i o n s  w a s  9 0 ;  e a c h  c e l l  t y p e  w a s  d e c o m p o s e d  i n t o  1 - 8  c o m p o n e n t s  a f t e r  

f i l t r a t i o n  o f  t h e  c a n d i d a t e s  w i t h  t o o  l o w  c o m p o n e n t  p r o p o r t i o n s .  T h e  f o u n d  s u b p o p u l a t i o n s  

w e r e  t h e n  i n c l u d e d  i n  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  e v a l u a t i o n  m e t r i c s .

F o r  e a c h  r e s u l t i n g  c l u s t e r ,  t h e  c e n t r o i d  i n  t h e  o r i g i n a l  f e a t u r e  s p a c e  w a s  c o m p u t e d  

a n d  c o m p a r e d  t o  e a c h  c e n t r o i d  f r o m  t h e  s e t  o f  s u b p o p u l a t i o n  c a n d i d a t e s .  T h e  s u b p o p u l a t i o n  

t o  w h i c h  t h e  d i s t a n c e  w a s  t h e  s m a l l e s t  d e t e r m i n e d  t h e  n e w  l a b e l  -  t h e  p a r e n t  c e l l  t y p e  l a b e l  

o f  t h e  s u b p o p u l a t i o n  w a s  a s s i g n e d  a s  a  n e w  l a b e l  f o r  t h e  c l u s t e r .  T h i s  n o v e l  a p p r o a c h  m a k e s  

t h e  r e s u l t s  m o r e  i n d e p e n d e n t  f r o m  t h e  e x p e r t ' s  a n n o t a t i o n s ,  s t i l l  c o n s i d e r i n g  t h e m .  T h a t  

m e a n s  i f  t h e  c l u s t e r i n g  a l g o r i t h m  f i n d s  t w o  s u b p o p u l a t i o n s  o f  t h e  s a m e  c e l l  t y p e  i d e n t i f i e d  b y  

t h e  e x p e r t ,  i t  s h o u l d n ' t  b e  " p u n i s h e d "  f o r  s e p a r a t i n g  t h e  c l u s t e r  i n t o  t w o  s m a l l e r  o n e s  s i n c e  

t h e  d a t a  h e t e r o g e n e i t y  i s  t h e  c a u s e  o f  t h e  d e c i s i o n .  E x p e r t  a n n o t a t i o n s  a r e  b u r d e n e d  w i t h  

h u m a n  e r r o r s  b e c a u s e  t h e  a c c u r a t e  m a n u a l  a n n o t a t i o n  o f  s i n g l e - c e l l  h i g h - d i m e n s i o n a l  

d a t a s e t s  i s  i m p o s s i b l e .  T h e  k n o w l e d g e  o f  c e l l  s u b s e t s  a n d  t h e i r  b i o l o g i c a l  f u n c t i o n s  i s  n o t  y e t  

f u l l y  u n d e r s t o o d .
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A f t e r  p r e p r o c e s s i n g ,  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n  w a s  c r e a t e d  a n d  c o r r e c t e d ,  i n c r e a s i n g  

f r o m  3 8  t o  3 1 8  f e a t u r e s .  T h e  p r o p o s e d  c o r r e c t i o n  a l g o r i t h m  f o r  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t y  l i n e s  

w o r k s  a s  i n t e n d e d ,  d i s c a r d i n g  i n a c t i v e  c o m p o n e n t s ,  a n d  f i x i n g  t h e  l i n e s  t o  h a v e  t h e  r i g h t  

o r d e r  a n d  o n l y  o n e  " p e a k . "  H o w e v e r ,  t h e  p r o p o s e d  a l g o r i t h m  h a s  l i m i t a t i o n s  a n d  

d i s a d v a n t a g e s .  I t  r e q u i r e s  t h e  k n o w l e d g e  o f  G a u s s i a n  M i x t u r e  M o d e l  c o m p o n e n t s .  S u p p o s e  

t h e  d a t a s e t  h a s  a  m a s s i v e  n u m b e r  o f  o b s e r v a t i o n s  ( l i k e  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  f r o m  

S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y  w i t h  m o r e  t h a n  1 0  m i l l i o n  c e l l s ) .  I n  t h a t  c a s e ,  t h e  G a u s s i a n  M i x t u r e  

D e c o m p o s i t i o n  m a y  t a k e  a  l o n g  t i m e  a n d  r e s u l t  i n  a  l a r g e  n u m b e r  o f  c o m p o n e n t s .  T h e  

p a r a m e t e r s  a n d  c r i t e r i a  u s e d  i n  t h e  a l g o r i t h m s  s h o u l d  b e  a d a p t e d  t o  o v e r c o m e  t h e  p r o b l e m ,  

f o r  e x a m p l e ,  t h e  m i n i m a l  a l l o w e d  s i g m a  f o r  a  G a u s s i a n  c o m p o n e n t .

M o r e o v e r ,  n o r m a l i z a t i o n  m a y  d i s t o r t  t h e  c o r r e c t i o n  a n d  t h e r e f o r e  i s  i m p o s s i b l e  t o  

a p p l y .  T h e  n e w  l i n e s  n o  l o n g e r  r e p r e s e n t  c o n d i t i o n a l  p r o b a b i l i t i e s ;  a s  a  r e s u l t ,  t h e  

t r a n s f o r m a t i o n  w a s  c a l l e d  a  m e m b e r s h i p  f u n c t i o n .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  l i n e s  p r e s e r v e  t h e i r  

o r i g i n a l  s h a p e  a t  t h e  t o p  o f  t h e  p e a k s  a n d  t h e  p o i n t s  o f  i n t e r s e c t i o n  o f  t h e  l i n e s ,  s o  i t  s t i l l  c a n  

b e  u s e d  f o r  d e t e r m i n i n g  c u t - o f f  v a l u e s ,  w h i c h  i s  a  w i d e l y  u s e d  a p p r o a c h  i n  d i f f e r e n t  f i e l d s .  

S e v e r a l  i m p r o v e m e n t s  w i l l  b e  a p p l i e d  t o  t h e  a l g o r i t h m  f o r  f a s t e r  a n d  b e t t e r  r e s u l t s ,  l i k e  

c o r r e c t i n g  o n l y  t h o s e  l i n e s  r e q u i r i n g  t h i s .  T h e  c o r r e c t i o n  a l g o r i t h m  w a s  

t e s t e d  o n  d i f f e r e n t  d a t a s e t s  a n d  i s  p u b l i c a l l y  a v a i l a b l e  a n d  u p d a t e d  r e g u l a r l y .  

( h t t p s : / / g i t h u b . c o m / A l e k s a n d r a 7 9 5 / m e m b e r s h i p _ f u n c t i o n . g i t )

U s u a l l y ,  h i g h - d i m e n s i o n a l  d a t a s e t s  a r e  a p p l i e d  t o  d o w n s a m p l i n g  a n d  d i m e n s i o n a l i t y  

r e d u c t i o n  t o  r e m o v e  n o n i n f o r m a t i v e  f e a t u r e s ,  i n s t e a d  o f  e x p a n d i n g  d i m e n s i o n s .  S t i l l ,  t h e  n e w  

f e a t u r e s  c a r r y  a  s u b s e t  o f  i n f o r m a t i o n  d e r i v e d  f r o m  t h e  o r i g i n  m a r k e r  e x p r e s s i o n  v a l u e s .  B y  

a s s u m p t i o n ,  s u c h  f e a t u r e s  s h o u l d  b e  m o r e  i n f o r m a t i v e  t h a n  t h e  o r i g i n  f e a t u r e  a n d  h e l p  t o  f i n d  

e v e n  r a r e  c e l l  p o p u l a t i o n s .

T h e  u n s u p e r v i s e d  C a l i n s k i - H a r a b a s z  I n d e x  ( C H I )  a n d  D a v i e s - B o u l d i n  I n d e x  ( D B I )  w e r e  

t h e  m o s t  i m p o r t a n t  s c o r e s  f o r  e v a l u a t i n g  t h e  r e s u l t s .  T h e  i n d i c e s  w e r e  c a l c u l a t e d  u s i n g  

c l u s t e r  l a b e l s  r e t u r n e d  b y  a  m o d e l  a n d  t h e  d a t a s e t  i n  t h e  r e g u l a r  d o m a i n  i n  o r d e r  t o  s c o r e  t h e  

m o d e l  b a s e d  o n  t h e  i n f o r m a t i o n  t h a t  i s  n o t  t r a n s f o r m e d .  T h e  s u p e r v i s e d  m e t r i c s  w e r e  u s e d  t o  

s h o w  h o w  t h e i r  v a l u e s  c h a n g e  w h e n  s u b p o p u l a t i o n s  a r e  i n c l u d e d ,  b u t  t h e  m e t r i c s  a r e  n o t  a n
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a p p r o p r i a t e  i n d i c a t o r  o f  t h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t s  s i n c e  t h e y  m e a s u r e  t h e  c o m p a t i b i l i t y  o f  t h e  

r e s u l t s  w i t h  t h e  e x p e r t s '  a n n o t a t i o n s  w h i c h  m a y  l e a d  t o  m i s i n t e r p r e t a t i o n .  T h e  u n s u p e r v i s e d  

m e t r i c s  s h o u l d  b e  s a f e r  b e c a u s e  t h e y  d e p e n d  o n  t h e  d a t a  a n d  i t s  h i d d e n  s t r u c t u r e .

M o r e o v e r ,  t h e  C a l i n s k i - H a r a b a s z  I n d e x  w a s  t h e  l e a d i n g  c h o i c e  i n  d e c i d i n g  w h i c h  

m e t h o d  w a s  t h e  b e s t  a t  e a c h  a n a l y s i s  s t e p .  T h e  h i g h e r  t h e  v a l u e s ,  t h e  b e t t e r  d e f i n e d  a n d  

s e p a r a t e d ,  d e n s e ,  c o n v e x  c l u s t e r s  -  a s  w e  c o u l d  e x p e c t  f r o m  t h e  c e l l  g r o u p s  ( w h i c h  i s  

p a r t i a l l y  v i s i b l e  i n  t h e  U M A P  p r o j e c t i o n ) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  D a v i e s - B o u l d i n  I n d e x  

d i s a d v a n t a g e  i s  h a v i n g  h i g h e r  v a l u e s  f o r  c o n v e x  c l u s t e r s ;  t h e r e f o r e ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  o b t a i n  

b e t t e r  r e s u l t s  f o r  C a l i n s k i - H a r a b a s z  I n d e x  a n d ,  a t  t h e  s a m e  t i m e ,  w o r s e  f o r  D a v i e s - B o u l d i n  

I n d e x .  T h i s  s i t u a t i o n  t o o k  p l a c e  a  f e w  t i m e s  d u r i n g  t h e  a n a l y s i s .  I f  t h e  r e s u l t s  w e r e  s i m i l a r ,  t h e  

s e c o n d  f a c t o r  i n  d e c i d i n g  w h i c h  m e t h o d  w a s  b e t t e r  w a s  t h e  n u m b e r  o f  c l u s t e r s .  T h e r e f o r e ,  

i t  w a s  i m p o r t a n t  t h a t  t h e  p r o p o s e d  m e t h o d  f o r  c e l l  p o p u l a t i o n  i d e n t i f i c a t i o n  h a d  g o o d  m e t r i c s  

a n d  c o u l d  f i n d  a  r e a s o n a b l e  n u m b e r  o f  p o p u l a t i o n s .

A m o n g  t h e  p r o p o s e d  m e t h o d s  f o r  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  s o  f a r ,  o n l y  a  f e w  h a v e  t h e  

p o t e n t i a l  t o  p r o c e s s  b i g  d a t a s e t s  a n d  f i n d  r a r e  s u b p o p u l a t i o n s .  T h e  s t u d y  c o m p a r e d  t h r e e  

m e t h o d s  u s i n g  S a m u s i k ' s  d a t a s e t  i n  t h e  r e g u l a r  a n d  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  d o m a i n .  T h e  

c l u s t e r i n g  o f  t h e  d a t a s e t  i n  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n  r e s u l t e d  i n  b e t t e r  s c o r e s  t h a n  t h e  r e g u l a r  

d o m a i n ,  c o n f i r m i n g  t h e  d i m e n s i o n a l i t y  e x p a n s i o n ' s  u s e f u l n e s s .  T h e  b e s t  r e s u l t s  w e r e  

o b t a i n e d  f o r  t h e  P A R C  a l g o r i t h m  ( b o t h  d o m a i n s ) ,  w i t h  t h e  b e s t  v a l u e s  o f  C H I = 9 5 5 9 A . 5 7  a n d  

D B I = 1 . 3 1 6 8  f o r  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  d o m a i n .  T h e r e f o r e  o n l y  P A R C  w a s  u s e d  f o r  f u r t h e r  

c o m p a r i s o n s  o f  r e s u l t s .

T h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  m a y  i n f l u e n c e  t h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t s  n e g a t i v e l y  d u e  t o  

t h e  p o s s i b l e  c o u r s e  o f  d i m e n s i o n a l i t y .  T h e  n e w  f e a t u r e s  c a r r y  v a l u a b l e  i n f o r m a t i o n  t h a t  c a n  

d i s t i n g u i s h  v a r i o u s  t y p e s  o f  c e l l s ,  b u t  t h e  m o d e l  m a y  l o s e  t h i s  i n f o r m a t i o n  w h e n  t h e  d e c i s i o n  

a b o u t  c r e a t i n g  a  c l u s t e r  i s  b a s e d  o n  a l l  a v a i l a b l e  f e a t u r e s .  T h i s  m a y  e x p l a i n  t h e  s m a l l e r  

n u m b e r  o f  i d e n t i f i e d  c e l l  p o p u l a t i o n s  u s i n g  t h e  e x p a n d e d  d o m a i n  w i t h  P A R C .  A l s o ,  a l g o r i t h m s  

m a y  n o t  w o r k  w e l l  f o r  d a t a  d i s t r i b u t i o n  s o  f a r  f r o m  G a u s s i a n  d i s t r i b u t i o n .  T h e  e x p a n d e d  

f e a t u r e  s p a c e  i n  t h e  o r i g i n a l  f o r m  g a t h e r s  t h e  o b s e r v a t i o n s  o n  t w o  e n d s  o f  t h e  f e a t u r e  r a n g e :  

n e a r  z e r o  f o r  t h e  c e l l s  t h a t  d o  n o t  e x p r e s s  t h e  p a r t i c u l a r  f e a t u r e  a n d  n e a r  o n e  f o r  t h o s e  t h a t
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e x p r e s s  t h e  f e a t u r e .  A  s m a l l  p a r t  o f  t h e  d a t a s e t  i s  p l a c e d  s o m e w h e r e  i n  t h e  m i d d l e  o f  t h e  

d i s t r i b u t i o n  ( F i g u r e  4 . 4 . ) .  T h e  b i n a r y  t r a n s f o r m a t i o n  d i r e c t l y  s h o w s  i f  a  c e l l  e x p r e s s e s  a  g i v e n  

f e a t u r e  i n s t e a d  o f  f u z z y  m e m b e r s h i p  a n d  s p e e d s  u p  t h e  c o m p u t a t i o n s .  T h e r e f o r e  i t  w a s  

d e c i d e d  t o  c h e c k  i t s  p o t e n t i a l .

F i n a l l y ,  t o  a d d r e s s  t h e  m e n t i o n e d  p r o b l e m s  w i t h  t h e  i m p a c t  o f  d i m e n s i o n a l i t y  o n  

m o d e l  a n d  c l u s t e r i n g  r e s u l t s ,  s o m e  f e a t u r e  s e l e c t i o n  c r i t e r i a  w e r e  p r o p o s e d .  T h e  t e s t e d  

p o s s i b i l i t i e s  w e r e  t h e  f i l t r a t i o n  u s i n g  m e a n  v a l u e s ,  v a r i a n c e s ,  R e l a t i v e  D i v e r s i t y  I n d e x ,  a n d  t h e  

r a t i o  o f  n o n - z e r o  ( m i n i m a l )  v a l u e s  t o  a l l  v a l u e s .  T h e  b e s t  m e t h o d  w a s  f o u n d  e m p i r i c a l l y  a f t e r  

n u m e r o u s  e x p e r i m e n t s  -  t h e  R e l a t i v e  D i v e r s i t y  I n d e x  g a v e  t h e  b e s t  r e s u l t s .  H o w e v e r ,  t h e  

o t h e r  t r a n s f o r m a t i o n s  r e s u l t e d  i n  a n  o v e r e s t i m a t e d  n u m b e r  o f  c l u s t e r s  t h a t  r e a c h e d  e v e n  f e w  

t h o u s a n d ,  w h i c h  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  a l g o r i t h m  i s  n o t  p e r f o r m i n g  w e l l  a n d  t h e  r e s u l t  i s  n o t  

o p t i m a l .

T h e  t h r e s h o l d  f o r  f e a t u r e  s e l e c t i o n  w a s  s e t  t o  0 . 1 7  b a s e d  o n  t h e  G M M  d e c o m p o s i t i o n  

o f  t h e  R D I  d i s t r i b u t i o n  v a l u e s  f o r  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  d o m a i n  a n d  0 . 1 1  f o r  t h e  b i n a r y  

e x p a n d e d  d o m a i n .  T h e  s a m e  t h r e s h o l d s  w e r e  f u r t h e r  u s e d  f o r  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t .  T h e  

c u t - o f f  p o i n t s  d i s c a r d e d  m o s t  f e a t u r e s  w i t h  a  n e g l i g i b l e  i m p a c t  o n  t h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t s ;  

h o w e v e r ,  t h e  a p p r o a c h  s h o u l d  b e  t e s t e d  i n  m o r e  d e t a i l .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  s a m e  c u t - o f f  v a l u e  

m a y  n o t  b e  o p t i m a l  f o r  e a c h  d a t a s e t  a n d  a l g o r i t h m .  T h e r e f o r e ,  a  m o r e  d a t a - d r i v e n  a p p r o a c h  

s h o u l d  b e  p r o p o s e d  i n  t h e  f u t u r e .  A n o t h e r  i n t e r e s t i n g  d i r e c t i o n  w o u l d  b e  u s i n g  t h e  r e l a t i v e  

d i v e r s i t y  i n d e x  c o m b i n e d  w i t h  a n o t h e r  f e a t u r e  s e l e c t i o n  m e t h o d .

A f t e r  a p p l y i n g  t h e  t r a n s f o r m a t i o n s  a n d  f e a t u r e  s e l e c t i o n  m e t h o d s ,  t h e  P A R C  r e s u l t s  

w e r e  s i m i l a r  f o r  t h e  o r i g i n a l  a n d  b i n a r y  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e .  B a s e d  o n  C a l i n s k i - H a r a b a s z  

I n d e x ,  t h e  o r i g i n a l  e x p a n d e d  d o m a i n  w a s  b e t t e r .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  n u m b e r  o f  c l u s t e r s  

w a s  s m a l l e r  t h a n  t h e  r e s u l t s  w i t h o u t  t h e  f e a t u r e  s e l e c t i o n ,  a n d  t h e  D a v i e s - B o u l d i n  I n d e x  w a s  

w o r s e  t h a n  f o r  t h e  b i n a r y  e x p a n d e d  d o m a i n .  T h e  n u m b e r  o f  g r o u p s  r e a c h e d  1 3  a n d  1 4  f o r  t h e  

o r i g i n a l  a n d  b i n a r y  e x p a n d e d  d o m a i n s ,  r e s p e c t i v e l y ,  w h i c h  m a y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  p o p u l a t i o n s  

o v e r a l l  a r e  w e l l - d e f i n e d ,  d e n s e ,  a n d  c o n v e x .  S t i l l ,  s i n c e  i t  i s  k n o w n  t h a t  t h e r e  a r e  m o r e  c e l l  

t y p e s ,  i t  w a s  d e c i d e d  t o  i n t r o d u c e  t h e  s e c o n d  d i v i s i o n  o f  t h e  c l u s t e r s .
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A  f e w  t h i n g s  m a y  e x p l a i n  t h e  r e s u l t s .  F i r s t ,  a l t h o u g h  P A R C  i s  f a s t  a n d  o n e  o f  t h e  m o s t  

a c c u r a t e  m e t h o d s ,  i t  m a y  n o t  b e  s u i t a b l e  f o r  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e .  S e c o n d l y ,  t h e  

f i l t r a t i o n  c r i t e r i o n  m a y  n o t  b e  s u f f i c i e n t  t o  p r e s e r v e  o n l y  t h o s e  f e a t u r e s  t h a t  h a v e  a  t a n g i b l e  

i m p a c t  o n  c l u s t e r  f o r m a t i o n .  P e r h a p s  a  c o m p l e t e l y  d i f f e r e n t  a p p r o a c h  w o u l d  s e l e c t  m o r e  

i n f o r m a t i v e  f e a t u r e s  t h a n  t h e  c h e c k e d  s t a t i s t i c s  ( m e a n ,  v a r i a n c e ,  R e l a t i v e  D i v e r s i t y  I n d e x ,  

a n d  n o n - z e r o  v a l u e s  t o  a l l  r a t i o ) .  F i n a l l y ,  t h e  e x p a n d e d  f e a t u r e  s p a c e  i s  a  c o m p l e x  c o n c e p t  

t h a t  h a s  n o t  b e e n  u s e d  b e f o r e  i n  s u c h  a  w a y .  I t  r e q u i r e s  a  l o t  o f  d i f f e r e n t  k i n d s  o f  e x p e r i m e n t s  

t o  g a i n  a n  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  d a t a  s t r u c t u r e  a n d  t o  b e  a b l e  t o  u s e  i t  p r o p e r l y  a n d  t a k e  f u l l  

a d v a n t a g e  o f  t h e  i n f o r m a t i o n  i t  c a r r i e s .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  f i r s t  i m p r e s s i o n  ( F i g u r e  4 . 1 3 . )  

i n d i c a t e s  t h a t  e x p a n d i n g  t h e  f e a t u r e  s p a c e  w i t h  G M M  c o m p o n e n t s  i s  b e n e f i c i a l .

F o r  t h e  s e c o n d  d i v i s i o n ,  i t  w a s  d e c i d e d  t o  p e r f o r m  t h e  c l u s t e r i n g  u s i n g  P A R C  a n d  k -  

M e a n s  a l g o r i t h m s  o n  b o t h  d a t a s e t  t r a n s f o r m a t i o n s  w i t h  t h e  p r o p o s e d  f e a t u r e  s e l e c t i o n .  

S e v e r a l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  t o  s e e  w h i c h  a p p r o a c h ,  d a t a s e t ,  a n d  a l g o r i t h m  w o u l d  

r e s u l t  i n  t h e  b e s t  i d e n t i f i c a t i o n .  I n  t h e  e n d ,  a  k - M e a n s  a l g o r i t h m  g a v e  t h e  b e s t  r e s u l t s .  E a c h  

c l u s t e r  f r o m  t h e  f i r s t  d i v i s i o n  w a s  c o n s i d e r e d  f o r  f u r t h e r  s u b d i v i s i o n  w i t h  t h e  G A P  s t a t i s t i c ,  

w h i c h  a l s o  d e t e r m i n e d  t h e  o p t i m a l  n u m b e r  o f  g r o u p s  m a k i n g  t h e  w h o l e  a l g o r i t h m  

i n d e p e n d e n t  o f  t h e  p r i o r  k n o w l e d g e  a b o u t  c e l l  t y p e s  w i t h i n  t h e  d a t a s e t .

T h e  r e s u l t s  w e r e  w o r s e  f o r  P A R C  a s  t h e  s e c o n d  d i v i s i o n  a l g o r i t h m ,  a n d  t h e  n u m b e r  o f  

c l u s t e r s  w a s  h e a v i l y  o v e r e s t i m a t e d .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  P A R C  c a n  f i n d  r e l e v a n t  

s u b p o p u l a t i o n s  t h a t  w e r e  o v e r l o o k e d  b y  k - M e a n s .  W h a t  i s  e s s e n t i a l ,  b e c a u s e  t h e  k - M e a n s  

a l g o r i t h m  c o u l d  n o t  p r o c e s s  a  h u g e  n u m b e r  o f  c e l l s ,  s a m p l i n g  w a s  i n t r o d u c e d  -  f r o m  e a c h  

c l u s t e r ,  a  s a m p l e  o f  1 0 , 0 0 0  c e l l s  w a s  r a n d o m l y  s e l e c t e d  a n d  a p p l i e d  t o  c l u s t e r i n g .  G i v e n  t h e  

c l u s t e r  c e n t r o i d s ,  t h e  r e s t  o f  t h e  c e l l s  w e r e  a s s i g n e d  t o  t h e  c l o s e s t  o n e .  S a m p l i n g  m a y  c a u s e  

s o m e  o f  t h e  r a r e  s u b p o p u l a t i o n s  t o  b e  u n i d e n t i f i e d .  I n  t h e  f u t u r e ,  t h i s  s t e p  s h o u l d  b e  r e f i n e d  

t o  m i n i m i z e  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  l o s i n g  r a r e  c e l l  t y p e s .

R e s u l t s  f r o m  t h e  s e c o n d  d i v i s i o n  w e r e  b e t t e r  t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  r e g u l a r  

s p a c e  r e g a r d i n g  t h e  C a l i n s k i - H a r a b a s z  I n d e x .  A l t h o u g h  n o t  a l l  k n o w n  c e l l  p o p u l a t i o n s  w e r e  

f o u n d ,  a n d  s o m e  o f  t h e  b i g g e r  g r o u p s  o f  c e l l s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  s m a l l e r  s u b p o p u l a t i o n s ,  t h e
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m e t r i c s  w e r e  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  l a b e l s  o n  t h e  d a t a s e t  i n  t h e  r e g u l a r  d o m a i n .  T h e r e f o r e ,  t h e  

C H I  v a l u e  i n c r e a s e  i n d i c a t e s  a  r e a l  s e p a r a t i o n  i m p r o v e m e n t .

T h e  o v e r l o o k e d  k n o w n  c e l l  p o p u l a t i o n s  m i g h t  b e  t h e  r e s u l t  o f  c r e a t i n g  t h e  e x p a n d e d  

f e a t u r e  s p a c e .  I n  t h e  U M A P  p r o j e c t i o n ,  c e l l  t y p e s  r e p r e s e n t i n g  a  p a r t i c u l a r  f a m i l y  o f  c e l l s  t h a t  

a r e  p h e n o t y  p i c a  I  l y  s i m i l a r  a n d  p e r f o r m  s i m i l a r  f u n c t i o n s  a r e  p l a c e d  c l o s e r  t o  e a c h  o t h e r  t h a n  

i n  t h e  r e g u l a r  d o m a i n .  T h i s  i s  v i s i b l e  i n  F i g u r e  A . 1 6 . C - D .  T h e r e f o r e  s o m e  o f  t h e  t y p e s  o f  c e l l s  

s t a r t e d  t o  o v e r l a p .  I t  c a n  b e  a  U M A P  a r t i f a c t  s i n c e  i t  i s  a  t w o - d i m e n s i o n a l  r e p r e s e n t a t i o n  o f  

t h e  h i g h - d i m e n s i o n a l  d a t a s e t ,  b u t  i t  a l s o  m a y  b e  a  s y m p t o m  o f  w h a t  i s  h a p p e n i n g  w i t h  t h e  

d i s t a n c e s  b e t w e e n  c e l l s  i n  t h e  e x p a n d e d  s p a c e .

A n o t h e r  t h i n g  w o r t h  n o t i n g  i s  t h a t  w h e n  t h e  d i v i s i o n  i s  p e r f o r m e d  i n  a  l o c a l l y  

o p t i m i z e d  f e a t u r e  s p a c e ,  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  d a t a  p o i n t s  i n  t h e  s p a c e  i s  d i f f e r e n t .  T h e r e f o r e ,  

t h e  U M A P  p r o j e c t i o n  f o r  t h e  s e l e c t e d  m a r k e r s  w o u l d  a l s o  l o o k  d i f f e r e n t .  R e t u r n i n g  t o  t h e  

U M A P  s p a c e  g e n e r a t e d  u s i n g  t h e  c o m p l e t e  s e t  o f  f e a t u r e s  c o u l d  n o t  c o r r e c t l y  r e f l e c t  t h e  

s u b p o p u l a t i o n s .  A s  a  r e s u l t ,  s o m e  o f  t h e m  o v e r l a p  i n  t h e  v i s u a l i z a t i o n .

T h e  p r o p o s e d  a l g o r i t h m s  f o r  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  w e r e  s u c c e s s f u l l y  a p p l i e d  t o  a  

t w e n t y  t i m e s  l a r g e r  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  t h a n  t h e  o n e  u s e d  d u r i n g  i m p l e m e n t a t i o n .  I n  

a d d i t i o n ,  t h e  t w o - s t e p  a p p r o a c h  e n a b l e d  l a b e l i n g  c e l l  c l u s t e r s  i n  a  v e r y  d e n s e  a g g l o m e r a t e  o f  

c e l l s .

I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  b e s t  r e s u l t s  f o r  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  w e r e  o b t a i n e d  i n  t h e  b i n a r y  

e x p a n d e d  d o m a i n .  T h e  t r a n s f o r m a t i o n  a l s o  w o r k e d  w e l l  f o r  S a m u s i k ' s  d a t a s e t ,  a l t h o u g h  t h e  

o r i g i n a l  e x p a n d e d  d i d  b e t t e r .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  r e s u l t s  p o i n t  t o  a  g r e a t  p o t e n t i a l  f o r  t h a t  k i n d  

o f  t r a n s f o r m a t i o n  t h a t  m a y  l e a d  t o  a  s t a t e - o f - t h e - a r t  a p p r o a c h  w h e n  c o m b i n e d  w i t h  a  s e t  o f  

a d a p t e d  a l g o r i t h m s  f o r  p r o c e s s i n g  a n d  c l u s t e r i n g  b i n a r y  d a t a .  T h i s  i d e a  w i l l  b e  f u r t h e r  

d e v e l o p e d  i n  f u t u r e  s t u d i e s .

T h e  t w o - s t e p  a p p r o a c h  s u c c e s s f u l l y  i d e n t i f i e d  t h r e e  r a r e  s u b p o p u l a t i o n s  o f  c e l l s .  

I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  m a r k e r  p r o f i l e s  f o r  o n e  o f  t h e m  r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  

c o m p a r e d  t o  o t h e r  c e l l s .  T h a t  s u b t y p e ' s  d o m i n a n t  m a r k e r  c o m p o n e n t s  a r e  o f t e n  p l a c e d  i n  t h e  

m i d d l e  o f  t h e  m a r k e r ' s  r a n g e  v a l u e s .  T h e  p r o p o s e d  e x p a n d e d  f e a t u r e  d o m a i n  a l l o w e d  f o r  

e x t r a c t i n g  t h e  i n f o r m a t i o n  d u r i n g  c l u s t e r i n g .
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T h e  t w o - w a y  A N O V A  t e s t  i d e n t i f i e d  c e l l  p o p u l a t i o n s  t h a t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r  i n  t h e  

n u m b e r  o f  c e l l s  f r o m  e a c h  p a t i e n t  g r o u p .  A  d e e p e r  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  c e l l s  a n d  t h e i r  

p r o c e s s e s  m a y  h e l p  u n d e r s t a n d  T u b e r c u l o s i s  p a t i e n t s '  d r u g  r e s i s t a n c e .

T h e  h i g h  d e n s i t y  o f  p o i n t s  i n  t h e  U M A P  p r o j e c t i o n  o f  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  i s  

i n d e p e n d e n t  o f  t h e  U M A P  p a r a m e t e r s ;  t h e r e f o r e ,  t h e  U M A P  u s e s  t h e  s a m e  s e t  o f  p a r a m e t e r s  

a s  t h e  p r o j e c t i o n s  f o r  o t h e r  d a t a s e t s .  T h e  v i s u a l i z a t i o n  r e v e a l s  t h e  d i f f i c u l t y  o f  f i n d i n g  c e l l  

s u b p o p u l a t i o n s  i n  s u c h  a n  e x t e n s i v e  d a t a s e t .  T h e r e  i s  a l s o  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  c h a l l e n g e  i s  

a  c o n s e q u e n c e  o f  c o m b i n i n g  t h r e e  g r o u p s  o f  p a t i e n t s  w h o s e  c e l l s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  t h r e e  

o t h e r  s t i m u l a t i o n  c o n d i t i o n s .  C e l l s  m a y  b e  i n  v a r i o u s  s t a t e s  w i t h  v a r y i n g  d e g r e e s  o f  r e s p o n s e  

t o  a  g i v e n  f a c t o r ,  c a u s i n g  t h e m  t o  s t i c k  t o g e t h e r .  P e r h a p s  s e p a r a t i n g  t h e  g r o u p s  o f  p a t i e n t s  

a n d  m e r g i n g  t h e  r e s u l t i n g  s i m i l a r  c l u s t e r s  b e t w e e n  e x p e r i m e n t s  w o u l d  b e  a  b e t t e r  a p p r o a c h .

T h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  p r o v i d e d  b y  p a r t n e r s  f r o m  S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y  i s  

c o m p l e x  a n d  s h o u l d  b e  f u r t h e r  i n v e s t i g a t e d .  F u r t h e r m o r e ,  i n d e p e n d e n t l y  f r o m  t h e  c l u s t e r i n g  

t e c h n i q u e ,  t h e  o t h e r  w a y s  o f  a n a l y s i s  s h o u l d  b e  c h e c k e d ,  l i k e  t h e  c l u s t e r i n g  o f  H D ,  O L D ,  a n d  

T B  p a t i e n t s  s e p a r a t e l y  o r  s e p a r a t i n g  t h e  s a m p l e s  b a s e d  o n  s t i m u l a t i o n  c o n d i t i o n s .

A n o t h e r  i n t e r e s t i n g  f u t u r e  d i r e c t i o n  c o u l d  b e  d e v e l o p i n g  a p p r o a c h e s  t h a t  u s e  d e e p  

l e a r n i n g  t e c h n i q u e s  f o r  c l u s t e r i n g .  D e e p  l e a r n i n g  t r i e s  t o  a n s w e r  t h e  p r o b l e m s  o f  t r a d i t i o n a l  

m a c h i n e  l e a r n i n g  t e c h n i q u e s .  N e u r a l  n e t w o r k s  c a n  p r o c e s s  m a s s i v e  a m o u n t s  o f  d a t a ,  m a k i n g  

t h e m  s u i t a b l e  f o r  s i n g l e - c e l l  d a t a s e t s .  T h e  l e a r n e d  d a t a  r e p r e s e n t a t i o n  i s  u s u a l l y  m o r e  

i n f o r m a t i v e  a n d  r e s u l t s  i n  b e t t e r  c l u s t e r i n g .  T h e s e  s o l u t i o n s  c o m p r i s e  t h r e e  m a i n  p a r t s :  t h e  

f e a t u r e  e x t r a c t o r  ( u s u a l l y  a n  A u t o e n c o d e r  o r  C o n v o l u t i o n a l  N e u r a l  N e t w o r k  a n d  t h e i r  

v a r i a t i o n s ) ,  n e t w o r k  l o s s ,  a n d  t h e  c l u s t e r i n g  l o s s  ( p r i n c i p a l  l o s s  +  a u x i l i a r y  l o s s )  [ 5 9 ] .  T h e  f i e l d  

o f  d e e p  c l u s t e r i n g  i s  s t i l l  e v o l v i n g ,  s o m e  a r c h i t e c t u r e s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d ,  b u t  t h e i r  t r a i n i n g  

i s  c h a l l e n g i n g ;  t h e r e f o r e ,  d e v e l o p i n g  m e t h o d s  f o r  c l u s t e r i n g  b a s e d  o n  d e e p  l e a r n i n g  i s  a n  

e x c i t i n g  p o s s i b i l i t y  f o r  f u r t h e r  a n a l y s i s .



5  S u m m a r y  o f  t h e  d o c t o r a l  t h e s i s

T h e  d o c t o r a l  t h e s i s  a i m e d  t o  p r o p o s e  n e w  s o l u t i o n s  f o r  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a  a n a l y s i s  

o f  h i g h - d i m e n s i o n a l  d a t a s e t s  t o  b e  a b l e  t o  p r o c e s s  t h e  s a m p l e s  p r o v i d e d  b y  s c i e n t i f i c  

p a r t n e r s  f r o m  S t e l l e n b o s c h  U n i v e r s i t y .  T h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  c o n s i s t s  o f  m o r e  t h a n  1 0  

m i l l i o n  c e l l s  a n d  3 2  m a r k e r s .  A  l a r g e  n u m b e r  o f  o b s e r v a t i o n s  i s  a  c h a l l e n g e  f o r  m o s t  o f  t h e  

e x i s t i n g  s o l u t i o n s  -  s o m e  o f  t h e  m e t h o d s  c a n n o t  f i t  t h e  c a l c u l a t i o n s  i n  c o m p u t e r  m e m o r y ,  o r  

t h e  m e a s u r e s  t a k e  s e v e r a l  d a y s .  T h e  r e s u l t s  a r e  o f t e n  i n a c c u r a t e  e v e n  i f  a n  a l g o r i t h m  c a n  

p r o c e s s  s u c h  a n  e x t e n s i v e  d a t a s e t .  A n o t h e r  s i g n i f i c a n t  l i m i t a t i o n  o f  t h e  e x i s t i n g  s o l u t i o n s  i s  

t h e  m a n u a l  g a t i n g  p e r f o r m e d  f o r  f i l t e r i n g  u n w a n t e d  e v e n t s  o r  i d e n t i f y i n g  c e l l  p o p u l a t i o n s  b y  

e x p e r t s  f o r  m o d e l  e v a l u a t i o n  p u r p o s e s .  I n  t h e  d o c t o r a l  d i s s e r t a t i o n ,  w e  t r i e d  t o  a d d r e s s  t h e  

m e n t i o n e d  p r o b l e m s  u s i n g  h i g h - d i m e n s i o n a l  p u b l i c  d a t a s e t s .  B e c a u s e  t h e  d a t a  a r e  u s u a l l y  

s m a l l e r  t h a n  t h e  T u b e r c u l o s i s  o n e ,  i t  w a s  f a s t e r  a n d  e a s i e r  t o  i m p l e m e n t  a n d  t e s t  n e w  

a p p r o a c h e s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  d a t a  p r o v i d e d  b y  p a r t n e r s  w e r e  u n s u p e r v i s e d  a n d  d i d  n o t  c o n t a i n  

a l l  n e c e s s a r y  m a r k e r s  o r  o b s e r v a t i o n s  t o  p e r f o r m  a l l  t a s k s .

M a n u a l  p r e - g a t i n g ,  i f  p e r f o r m e d  i n a c c u r a t e l y ,  m a y  l e a d  t o  r e m o v i n g  c e l l s  a n d  

c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  d a t a  w i t h  d e b r i s ,  b e a d s ,  o r  d o u b l e  e v e n t s .  M o r e o v e r ,  t h e  m a n u a l  

a p p r o a c h  m a k e s  i t  i m p o s s i b l e  t o  r e p r o d u c e  t h e  r e s u l t s .  M o r e  a u t o m a t e d  t e c h n i q u e s  

a p p e a r e d  t o  o v e r c o m e  t h i s  p r o b l e m ,  b u t  t h e  u s e r  m u s t  s t i l l  d e c i d e  a b o u t  v a r i o u s  p a r a m e t e r s  

t h a t  m a y  a f f e c t  t h e  f i n a l  r e s u l t .  T h e r e f o r e ,  a  n e w  d a t a - d r i v e n  p r e - g a t i n g  m e t h o d  w a s  

p r o p o s e d  t h a t  c a n  b e  u s e d  w i t h o u t  p r e d e f i n i n g  a n y  p a r a m e t e r s .  W h i l e  t r a i n e d  o n  o n e  d a t a s e t ,  

i t  i s  e a s i l y  g e n e r a l i z a b l e  t o  o t h e r s  a n d  s t i l l  w o r k s  w e l l  e v e n  w h e n  s o m e  o f  t h e  p r e - g a t i n g  

m a r k e r s  a r e  m i s s i n g .

A n o t h e r  t o p i c  d i s c u s s e d  w a s  b a t c h  e f f e c t  c o r r e c t i o n .  T h e r e  w a s  n o  r o b u s t  a n d  

a c c u r a t e  m e t h o d  f o r  r e d u c i n g  t h e  t e c h n i c a l  v a r i a n c e  i n  t h e  d a t a  i n t r o d u c e d  d u r i n g  a n  

e x p e r i m e n t  f o r  a  l o n g  t i m e .  I n  r e c e n t  y e a r s  s o m e  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d .  S i n c e  t h e r e  

i s  m o r e  t h a n  o n e  m e t h o d  t o  c h o o s e  f r o m ,  s o m e o n e  m a y  w o n d e r  w h i c h  o f  t h e m  w i l l  f i t  t h e  

b e s t  t o  a  g i v e n  d a t a s e t  a n d  h o w  t h e  c h o i c e  m a y  f u r t h e r  i n f l u e n c e  t h e  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  

r e s u l t s .  T h e  c o m p a r i s o n  a n a l y s i s  u s i n g  a  s u b s e t  o f  t h e  T u b e r c u l o s i s  d a t a s e t  w i t h  t h e  

f o l l o w i n g  c l u s t e r i n g  a l l o w e d  g r a n t i n g  c y C o m b i n e  a s  t h e  s u p e r i o r  m e t h o d  o v e r  o t h e r s .
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N e v e r t h e l e s s ,  t h e  e s s e n t i a l  p a r t  o f  t h e  d o c t o r a l  d i s s e r t a t i o n  w a s  Chapter 4 ,  w h i c h  

f o c u s e s  o n  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  a p p r o a c h e s .  S o m e  a u t h o r s  u s e  m a n u a l  a s s i g n m e n t s  o f  

c e l l s  i n t o  t h e  k n o w n  t y p e s  t h a t  e x p e r t s  p r e p a r e d .  H o w e v e r ,  f o l l o w i n g  t h e  p r e d e f i n e d  t y p e s  o f  

c e l l s  w h i l e  i m p l e m e n t i n g  n e w  c l u s t e r i n g  t e c h n i q u e s  m a y  l e a d  t o  r e s u l t s  t h a t  a r e  n o t  o p t i m a l .  

M a n u a l  a n n o t a t i o n s  l a c k  t h e  c o n s e n s u s  b e t w e e n  e x p e r t s  o n  t h e  c e l l  t y p e s  a n d  t h e i r  " b o r d e r s "  

i n  f e a t u r e  s p a c e .  T h e  e x p e r t s  g e n e r a t e  t h e  a n n o t a t i o n s  t h r o u g h  g a t i n g  o n  b i - a x i a l  p l o t s  o f  

p a i r s  o f  m a r k e r s  k n o w n  t o  b e  c h a r a c t e r i s t i c  o f  c e r t a i n  t y p e s  o f  c e l l s .  S u c h  g a t i n g  a s s u m e s  

r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  p a i r s  o f  f e a t u r e s ,  i g n o r i n g  o t h e r  r e l a t i o n s .  W i t h  t h e  u n c o v e r e d  

k n o w l e d g e  a b o u t  t h e  t i s s u e  c o m p o s i t i o n  a n a l y z e d ,  t h e  a n n o t a t i o n s  a r e  f a r  f r o m  p e r f e c t  a n d  

m a y  l e a d  t o  m i s u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  f o u n d  g r o u p s .  T h e  p r o p o s e d  n o v e l  a p p r o a c h  f o r  m o d e l  

e v a l u a t i o n  c o n s i d e r s  d a t a  h e t e r o g e n e i t y  t h a t  a l l o w s  t h e  m o d e l  t o  f i n d  a d d i t i o n a l  a g g r e g a t e s  

o f  c e l l s .  T h e  t e c h n i q u e  m a y  b e  u s e d  t o  e v a l u a t e  c l u s t e r i n g  m o d e l  p e r f o r m a n c e  w i t h  a  d e g r e e  

o f  f r e e d o m  f o r  t h e  m o d e l  t o  d e c i d e  w h e t h e r  t h e  a s s u m e d  c e l l  t y p e s  c o n t a i n  d i s t i n c t  g r o u p s  o f  

o b s e r v a t i o n s  t h a t  m a y  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y .

A s  m e n t i o n e d  a b o v e ,  e x i s t i n g  s o l u t i o n s  a r e  l i m i t e d  t o  t h e  n u m b e r  o f  o b s e r v a t i o n s  -  

t h e  a l g o r i t h m s  a r e  n o t  s c a l a b l e  o r  a c c u r a t e  e n o u g h  t o  g e n e r a t e  r e l e v a n t  r e s u l t s .  I n  t h e  s t u d y ,  

a  n e w  a p p r o a c h  f o r  t h e  c l u s t e r i n g  o f  c e l l s  w a s  p r o p o s e d .  O n e  c r u c i a l  o b s e r v a t i o n  f r o m  a  

s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  d u r i n g  t h e  r e s e a r c h  w a s  s e p a r a t i n g  t h e  i n f o r m a t i o n  a b o u t  c e l l  

p o p u l a t i o n s  f r o m  o n e  f e a t u r e  t o  s e v e r a l  n e w  o n e s  a f t e r  d e c o m p o s i t i o n  w i t h  G a u s s i a n  M i x t u r e  

M o d e l .  S p e c i f i c  r a r e  c e l l  p o p u l a t i o n s  h i g h l y  e x p r e s s e d  s o m e  o f  t h e  n e w  f e a t u r e s ;  t h e r e f o r e ,  i t  

w a s  d e c i d e d  t o  e x a m i n e  t h e  p o t e n t i a l  o f  t h e  e x p a n d e d  d a t a s e t  d o m a i n .  T h e  p r e s e n t e d  r e s u l t s  

c o n f i r m  t h e  u s e f u l n e s s  o f  d a t a  t r a n s f o r m a t i o n  i n  c e l l  i d e n t i f i c a t i o n  s t u d i e s ,  b u t  t h e  n a t u r e  o f  

n e w  f e a t u r e s  i s  c o m p l e x  a n d  n e e d s  m o r e  i n v e s t i g a t i o n  t o  b e  f u l l y  a p p r e c i a t e d .  T h e  f i r s t  

e x p e r i m e n t s  r e v e a l e d  t h e  r e s t r a i n t  o f  t h e  g r o u p  d i v i s i o n  a l g o r i t h m ,  w h i c h  m a y  r e s u l t  f r o m  t h e  

u n d e r l i n e d  s i m i l a r i t y  o f  t h e  c e l l  t y p e  o r i g i n  i n  t h e  e x p a n d e d  s p a c e ;  t h e r e f o r e ,  a p p l y i n g  t h e  

s e c o n d  d i v i s i o n  o f  t h e  c r e a t e d  c l u s t e r s  a l l o w e d  f o r  m o r e  i n - d e p t h  i d e n t i f i c a t i o n .

N e v e r t h e l e s s ,  t h e  m a s s  c y t o m e t r y  d a t a  a n a l y s i s  o f  h i g h - d i m e n s i o n a l  d a t a s e t s  i s  a  

b r o a d  t o p i c  t h a t  c a n  b e  i n v e s t i g a t e d  f o r  m a n y  y e a r s .  D e s p i t e  t h e  p r o p o s e d  s o l u t i o n s  f o r  m a n y  

p r o b l e m s  t h e  s c i e n t i f i c  c o m m u n i t y  f a c e s ,  t h e  a l g o r i t h m s  s t i l l  c a n  b e  i m p r o v e d  i n  t e r m s  o f  

a c c u r a c y  a n d  c o m p u t a t i o n  t i m e .  T h e  m a n y  p o s s i b i l i t i e s  a n d  c o n t i n u o u s  t e c h n o l o g i c a l
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d e v e l o p m e n t ,  i n c l u d i n g  t h e  r a p i d  e v o l u t i o n  o f  a r t i f i c i a l  i n t e l l i g e n c e  s y s t e m s ,  m a k e  t h e  t o p i c  

e x c i t i n g  a n d  w o r t h y  o f  f u r t h e r  r e s e a r c h .  S u c h  a n  i n t e r e s t i n g  a s p e c t  m a y  b e  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  

d e e p  c l u s t e r i n g  t e c h n i q u e s  t o  t h e  c e l l - t y p e  i d e n t i f i c a t i o n  t a s k .  D e e p  c l u s t e r i n g  c o m b i n e s  

a r t i f i c i a l  i n t e l l i g e n c e  p o w e r  o f  l e a r n i n g  p a t t e r n s  a n d  p r o c e s s i n g  h i g h - d i m e n s i o n a l  d a t a s e t s  

w i t h  u n s u p e r v i s e d  s t a t i s t i c a l  m e t h o d s  [ 5 9 ] .  T h e r e f o r e ,  i n  m y  o p i n i o n ,  i t  i s  a  f u t u r e  d i r e c t i o n  

f o r  m a s s  c y t o m e t r y  a n d  o t h e r  s i n g l e - c e l l  t e c h n o l o g i e s .
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