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Az őszi búzából (Triticum aestivum L.) őrölt liszt sütőipari minőségének változása az évjárat függvényében Karcagon

Digitális magmorfometria II. – Az alakor (Triticum mono-coccum L.) két alfajának (T. m. ssp. aegilopoides, T. m. ssp. monococcum) magmorfometriai jellemzése

A tápanyag-ellátottság hatása a silócirok (Sorghum bicolor (L.) Moench)  minőségére I. – N-ellátottság
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FLOW-CASA: MOTILITÁSI PARAMÉTEREK GYORS, 
AUTOMATIZÁLT KLASZTERANALÍZISE FLOW CITOMETRIÁS 

adatelemző szoftver alkalmazásával

KOVÁCS BARNABÁS MIHÁLY- NAGY SZABOLCS TAMÁS

ÖSSZEFOGLALÁS

A gazdasági állatok spermaminőség-ellenőrzésének széles körben alkalmazott eszköze a számí-
tógépes motilitásvizsgálat (Computer-Assisted Sperm Analysis, CASA), a műszerek több évtizede 
elérhetők kereskedelmi forgalomban. A CASA rendszerek olyan speciális citométernek tekinthetők, 
amelyekkel nem fényintenzitási, hanem mozgási sebességértékeket rögzítenek, a kereskedelmi 
szoftverek azonban nem képesek a sejtszintű analízis végrehajtására, jellemzően csak az adott 
minta egyes spermium alpopulációinak arányát adják meg eredményként, ami jelentős informá-
cióvesztést jelent. A szerzők előkísérletükben mélyhűtött-felolvasztott bikaspermiumok, illetve 
mellékheréből gyűjtött dámvad spermiumok motilitását értékelték egy kereskedelmi forgalomban 
elérhető CASA rendszerrel, fajspecifikus beállítások alkalmazása nélkül. A nyers adatfájlokat Excel 
szoftverrel rendezték táblázatba, majd txt formátumban mentve exportálták és elemezték egy flow 
(áramlási) citométeres adatelemző szoftverrel. A CASA által rögzített sebességértékek sejtszinten 
értékelhetőek, hasonlóan az áramlási citométerrel rögzített fényintenzitási értékekhez. A citométeres 
szoftver lehetővé teszi a sebességi paraméterek esetén is hisztogramok és kétdimenziós dot-plot 
ábrák vizualizációját, illetve az olyan adatelemzési eszközök alkalmazását is, mint a lin-log transz-
formáció, markerek és régiók kijelölése, kapuzás, különböző minták egymásra rétegezése, stb.  
A sejtszintű elemzés az egyes spermium alpopulációk biztosabb felismerését és a sejtélettani válto-
zások érzékenyebb észlelését teszi lehetővé. Mivel fajspecifikus műszerbeállításokra nincs szükség, 
a CASA-elemzések eddig nem vizsgált állatfajokra is kiterjeszthetők. A többlépcsős adatkezelés 
és –értékelés felhasználási lehetőségei a spermatológiai alapkutatások, reproduktív toxikológiai 
vizsgálatok területén kereshetők.

SUMMARY

Kovács, B. M. – Nagy, Sz. T.: FLOW-CASA: FAST, AUTOMATED CLUSTER ANALYSIS OF MOTILITY 
PARAMETERS USING A FLOW CYTOMETRIC DATA ANALYSIS SOFTWARE

Computer-Assisted Sperm Analysis (CASA), is a widely used tool for controlling sperm quality 
in farm animals, and has been commercially available for several decades. CASA systems can be 
considered as special cytometers that record motion rate values rather than light intensity, but 
commercial CASA softwares are not capable of performing analysis at cellular level, typically reporting 
only the proportion of individual sperm subpopulations in a given sample, resulting in significant 
loss of information. In the preliminary experiment, motility of cryopreserved-thawed bull sperm and 
fallow deer sperm collected from the epididymis were evaluated using a commercial CASA system 
without the use of species-specific settings. Raw data files were tabulated with Excel software, 
then saved in txt format and analyzed with a flow cytometer data analysis software. The velocity 
values recorded by CASA can be evaluated at the cellular level, similar to the light intensity values 
recorded with a flow cytometer. The cytometer software also allows the visualization of histograms 
and two-dimensional dot-plot diagrams for velocity parameters, as well as the use of data analysis 
tools such as lin-log transformation, selection of markers and regions, gating, histogram overlay 
of different samples, etc. Cell-level analysis allows more reliable recognition of individual sperm 
subpopulations and more sensitive detection of sperm physiological changes. As species-specific 
instrument settings are not required, CASA measurements can be extended to previously untested 
species. This multi-stage data management and evaluation approach can be a useful tool in the 
basic spermatological research and reproductive toxicology studies.
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BEVEZETÉS ÉS IRODALMI ÁTTEKINTÉS

A spermaminőség megítélésének legrégibb, és a gyakorlatban máig is leginkább 
használt módszere a motilis spermiumok arányának mikroszkópos vizuális becslése. 
A módszer tagadhatatlanul gyors és egyszerű, azonban szubjektív: a vizsgálatok 
megbízhatóságát nagymértékben befolyásolja a mikroszkóp minősége, a vizsgáló 
gyakorlata és képességei (Althouse, 1997). Még tapasztalt technikusok is gyakran 
elfogadhatatlanul nagy eltéréssel értékelik ugyanazt a mintát (Jequier és Ukombe, 
1983). Az egyes laboratóriumok és értékelő technikusok közötti variancia elfogadható 
szintűre csökkentése érdekében a mintavételt standardizálni célszerű (Althouse, 
1997), és különös figyelmet kell szentelni a mikroszkóp tárgyasztalának, illetve a 
tárgylemezek, fedőlemezek egyenletes hőmérsékletére (Birks és mtsai, 1994). Külön 
figyelembe kell venni, hogy az üvegfelületek és a sperma között fennálló felületi 
feszültségváltozások is befolyásolják a vizuális értékelést (Molnár, 1962).

Az utóbbi évtizedek technikai és elsősorban számítógépes fejlődése lehetővé 
tette objektív motilitásvizsgálati módszerek kidolgozását (Amann, 1988; Holt, 
1996). A számítógépes spermavizsgáló berendezések (CASA, computer-assisted 
semen analysis), nemcsak a mozgó spermiumok arányát, de a mozgás minősé-
gét is értékelni képesek. A CASA berendezéseknek két fő típusa ismert, az egyik 
utólag értékeli a rögzített felvételeket, a másik azonnali, úgynevezett “real-time” 
értékelésre képes (Holt, 1996). 

Bár a CASA rendszerek kifejlesztése során a fő cél az volt, hogy az egyes sper-
miumok egyedi mozgási karakterisztikáit lehessen értékelni (Amann és Waberski, 
2014), a később kereskedelmi forgalomban megjelenő CASA rendszerek szoftverei 
jellemzően átlagértékeket közölnek az egyes spermium alpopulációk sebességi 
paramétereire vonatkozóan, ezzel jelentős adat- és információvesztést okozva 
(Holt, 1996). Tapasztalataink szerint bár az elmúlt évtizedekben a CASA eszközök 
hardveres fejlesztése nagy ívet futott be (ma már hordozható, akár mobiltelefonhoz 
kapcsolható eszközök is elérhetők), a szoftveres oldalon továbbra sem megoldottak 
a közel 20 éve megfogalmazott kritikai észrevételek.

A spermium alpopulációk mozgási tulajdonságainak részletesebb vizsgálatára 
többen is alkalmaztak külső, statisztikai szoftveres analíziseket (Nagy és Péntek, 
2005), ennek a megközelítésnek a lehetőségeit, kihívásait Martinez-Pastor és mtsai 
(2011) átfogó szemlecikkben ismertetik. A mélyebb statisztikai adatelemzés egyik 
fő akadálya azonban az, hogy nem minden CASA rendszer képes a nyers mérési 
adatok exportjára (Amann és Waberski, 2014). 

A külső statisztikai szoftveres klaszteranalízis nyilvánvalóan mélyebb ismerete-
ket, elemzési gyakorlatot igényel. A motilitásvizsgálat azonban egyfajta citometriai 
értékelésként is felfogható (Petrunkina és Harrsion, 2013). Az áramlási citometria 
a spermavizsgálatok robusztus, gyors, precíz módszere (Nagy, 2002; Hossain 
és mtsai, 2011; Pena és mtsai, 2016), jellemzően olyan adatelemzési szoftveres 
megoldásokkal, mint a régióanalízis, kapuzás (a vizsgálat szempontjából jelentős, 
egyes tulajdonságokban egymáshoz hasonló események kijelölése és elkülöní-
tése), többdimenziós megjelenítés, amelyek gyorsan és egyszerűen képesek az 
egyes sejt alpopulációk azonosítására, értékelésére. Ezek az opciók nem érhetők 
el a CASA szoftverekben, holott alkalmazásuk az egyes motilitási, sebességi pa-
raméterek esetében is indokolt lenne.
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A jelen előkísérletünk célja az volt, hogy teszteljük egy CASA rendszerből 
exportált adatfájlok áramlási citometriás szoftverrel történő automatizált klaszter-
analízisének lehetőségeit.

ANYAG ÉS MÓDSZER

A vizsgálatokhoz mélyhűtött-felolvasztott bika (n=5) és mellékheréből post 
mortem gyűjtött, mélyhűtött-felolvasztott dámvad (n=1) spermiumok CASA érté-
keléssel gyűjtött sebességi (curvilinear velocity - VCL, straight line velocity - VSL, 
average path velocity - VAP) adatait használtuk fel. A mérésekhez MTG MedeaLAB 
CASA-t alkalmaztunk a gyártó útmutatóit követve. A mérések során nem alkalmaz-
tunk fajspecifikus műszerbeállításokat, csupán az ondósejtek és egyéb alakos 
elemek biztos megkülönböztetésére fordítottunk figyelmet. A nyers mérési adatokat 
Microsoft Excel adatkezelő szoftverbe exportáltuk, majd txt formátumban mentettük. 
A txt fájlokat Flowing ingyenes áramlási citométeres elemző szoftverrel értékeltük 
(www.flowingsoftware.com, v. 2.5.1.). Az adatelemzés során a citométeres szoft-
verben elérhető, a szórtfény- és fluoreszcenciaintenzitási paraméterek esetében 
alkalmazott olyan eszközöket alkalmaztunk, mint a log transzformáció, régiókijelö-
lés, régió kapuzás, eltérő minták egymásra rétegezése. Az adatokat egydimenziós 
hisztogramokon és kétdimenziós dot-plot ábrákon jelenítettük meg (1.-4. ábrák).

EREDMÉNYEK ÉS KÖVETKEZTETÉSEK

Ahogy az 1. ábrán látható, a nyers CASA sebességi adatok (VCL, VSL, VAP) 
egydimenziós hisztogramon ábrázolva (1. a.–c. ábra) nem mutatnak normális el-
oszlást. Az adatok eloszlásának normalizálására ilyen esetben a log transzformáció 
alkalmazható (Petrie és Watson, 2013). Áramlási citométeres adatgyűjtés során 
lehetséges eleve log skálán történő adatrögzítés (Givan, 2001), de egyes flow 
citométeres adatelemző szoftverek, mint az általunk alkalmazott Flowing, utólagos 
lin-log transzformációt is lehetővé tesznek. Ahogy az 1. e.–g. ábrákon látható, az 
egyes sebességi paraméterek esetében a log transzformáció az adatok vizuálisan 
jobban értékelhető eloszlását eredményezte. Az 1. d. és h. ábrán kétdimenziós 
dot-plot ábrán illusztráljuk a VCL és VAP értékek eloszlását log transzformáció 
előtt (1. d.), illetve után (1. h. ábra).

Az 1. h. ábrán megjelenített VAP/VCL adatok egy vizuálisan elkülöníthető, nagy 
VAP és VCL sebességértékeket mutató alcsoportot alkotnak, amelyet R1 régió-
ként jelöltünk meg a 2. a. ábrán. Az áramlási citométeres adatelemző szoftverek 
lehetővé teszik az egyes régiókban található sejtek más paraméterek ábrázolása 
során történő azonosítását az úgynevezett kapuzás alkalmazásával. A 2. b. ábrán 
ugyanazon spermaminta VSL értékeit mutatjuk be log transzformáció után, és a 2. 
c. ábrán az R1 régióban található sejtek VSL értékei láthatók kapuzás után. A 2. d. 
ábrán látható Flowing output a kétdimenziós VAP/VCL dot-plot X- és Y-tengelyén 
megjelenített adatok számtani, geometriai átlag, illetve medián értékeit adja meg, 
valamit megadja az R1 régióba eső spermiumok százalékos arányát. 
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1. ábra CASA sebességi paraméterek egydimenziós VCL, VSL, VAP hisztogramokon, illetve VCL/VAP 
kétdimenziós dot-ploton megjelenítve lineáris (1.a.–d.) és logaritmikus transzformációt követően (1.e.–h.)

Figure 1. CASA velocity parameters displayed on one-dimensional VCL, VSL, VAP histograms and VCL 
/ VAP two-dimensional dot-plots on linear scale (1.a.–d.) and after logarithmic transformation (1.e.–h.)

Figure 2. VSL values of events in the R1 region identified on a VCL / VAP dot plot (2. a.) using gating. 
2. b .: VSL histogram containing all data, 2. c .: VSL histogram containing gated data from the R1 
region. 2. d .: Arithmetic, geometric mean, and median values on the x and y axes of the VCL / VAP data 
presented in the dot-plot figure, as well as the percentage of events in the R1 region (Flowing output).

2. ábra VCL/VAP dot-ploton azonosított R1 régió (2. a.) VSL értékeinek megjelenítése kapuzás al-
kalmazásával. 2. b.: az összes adatot tartalmazó VSL hisztogram, 2. c.: az R1 régió kapuzott adatait 
tartalmazó VSL hisztogram. 2. d.: a dot-plot ábrán bemutatott VCL/VAP adatok számtani, geometriai 
átlag-, és medián értékei az x és y tengelyen, valamint az R1 régióba eső események százalékos 

értéke (Flowing output).
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A 3. ábrán öt tenyészbika egyedi, log-transzformált VAP hisztogramprofiljai 
láthatók (3. a.–e.). A citométeres adatelemző szoftver lehetővé teszi egyedi hisz-
togramok egymásra rétegzését a gyors, vizuális értékeléshez. A 3. f. ábrán az első, 
harmadik és ötödik tenyészbika hisztogramjait vetítettük egymásra. 

A 4. ábrán két faj egy-egy egyedének VAP hisztogramprofiljait mutatjuk be (4. 
a.: dámvad, 4. b.: tenyészbika), a 4. c. ábrán az egymásra vetített hisztogramok 
láthatók.

A sejtszintű elemzés az egyes spermium alpopulációk biztosabb felismerését és 
a sejtélettani változások érzékenyebb észlelését teszi lehetővé. Mivel fajspecifikus 
műszerbeállításokra nincs szükség, a CASA-elemzések eddig nem vizsgált állatfa-
jokra is kiterjeszthetők. A hisztogramanalízis az egyes egyedek, illetve különböző 
fajok eltéréseinek gyors vizualizálását teszi lehetővé. A többlépcsős adatkezelés 
és –értékelés azonban nem valószínű, hogy a rutin spermaértékelés eszköze lesz, 
felhasználási lehetőségei inkább a spermatológiai alapkutatások, reproduktív 
toxikológiai vizsgálatok területén kereshetők.
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Figure 3. Log-transformed VAP histogram profile of five bulls showing individual differences 
(3.a.–e.). Histogram overlay of bulls 1, 3, and 5 (3. f.)

3. ábra Öt bika log-transzformált, egyedi eltéréseket mutató VAP-hisztogramprofilja (3. a.–e.), illetve 
az 1., 3. és 5. bika egymásra rétegezett hisztogramja (3. f.)
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