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FLOW-CASA: MOTILITASI PARAMETEREK GYORS,
AUTOMATIZALT KLASZTERANALIZISE FLOW CITOMETRIAS
ADATELEMZO SZOFTVER ALKALMAZASAVAL

KOVACS BARNABAS MIHALY- NAGY SZABOLCS TAMAS

OSSZEFOGLALAS

A gazdasagi allatok spermamindség-ellendrzésének széles kdrben alkalmazott eszkdze a szami-
tégépes motilitasvizsgalat (Computer-Assisted Sperm Analysis, CASA), a miszerek tobb évtizede
elérhetdk kereskedelmi forgalomban. A CASA rendszerek olyan specialis citométernek tekinthetdk,
amelyekkel nem fényintenzitasi, hanem mozgéasi sebességértékeket rogzitenek, a kereskedelmi
szoftverek azonban nem képesek a sejtszint(i analizis végrehajtasara, jellemzden csak az adott
minta egyes spermium alpopuldcidinak aranyat adjak meg eredményként, ami jelentds informa-
ciovesztést jelent. A szerzdk el6kisérletikben mélyh(tott-felolvasztott bikaspermiumok, illetve
mellékherébdl gyUjtott damvad spermiumok motilitasat értékelték egy kereskedelmi forgalomban
elérhet6 CASA rendszerrel, fajspecifikus bedllitdsok alkalmazéasa nélkil. A nyers adatfajlokat Excel
szoftverrel rendezték tablazatba, majd txt formatumban mentve exportaltak és elemezték egy flow
(&ramlasi) citométeres adatelemzd szoftverrel. A CASA Aaltal rogzitett sebességértékek sejtszinten
értékelhetdek, hasonldan az aramlasi citométerrel rogzitett fényintenzitasi értékekhez. A citométeres
szoftver lehetdvé teszi a sebességi paraméterek esetén is hisztogramok és kétdimenzids dot-plot
abrak vizualizaciojat, illetve az olyan adatelemzési eszkdzok alkalmazasat is, mint a lin-log transz-
formacio, markerek és régiok kijeldlése, kapuzas, kilonbdzé mintak egymasra rétegezése, stb.
A sejtszintli elemzés az egyes spermium alpopulécidk biztosabb felismerését és a sejtélettani valto-
zasok érzékenyebb észlelését teszi lehetévé. Mivel fajspecifikus miiszerbedllitdsokra nincs sziikség,
a CASA-elemzések eddig nem vizsgalt allatfajokra is kiterjeszthetdk. A tobblépcsds adatkezelés
és —értékelés felhasznalasi lehetéségei a spermatoldgiai alapkutatasok, reproduktiv toxikologiai
vizsgalatok terlletén keresheték.

SUMMARY

Kovacs, 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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BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A spermaminéség megitélésének legrégibb, és a gyakorlatban maig is leginkabb
hasznalt médszere a motilis spermiumok aranyanak mikroszkdpos vizualis becslése.
A modszer tagadhatatlanul gyors és egyszer(i, azonban szubjektiv: a vizsgalatok
megbizhatdsagat nagymértékben befolyasolja a mikroszkép mindsége, a vizsgalo
gyakorlata és képességei (Althouse, 1997). Még tapasztalt technikusok is gyakran
elfogadhatatlanul nagy eltéréssel értékelik ugyanazt a mintat (Jequier és Ukombe,
1983). Az egyes laboratoriumok és értékeld technikusok kdzotti variancia elfogadhat6
szintlire csokkentése érdekében a mintavételt standardizalni célszerl (Althouse,
1997), és kilénds figyelmet kell szentelni a mikroszkdp targyasztalanak, illetve a
targylemezek, feddlemezek egyenletes hdmérsékletére (Birks és mtsai, 1994). Kllon
figyelembe kell venni, hogy az lvegfellletek és a sperma kozott fennalld fellleti
feszlltségvaltozasok is befolyasoljak a vizualis értékelést (Molnar, 1962).

Az utdbbi évtizedek technikai és els@sorban szamitégépes fejlédése lehetbve
tette objektiv motilitasvizsgalati modszerek kidolgozasat (Amann, 1988; Holt,
1996). A szamitdgépes spermavizsgald berendezések (CASA, computer-assisted
semen analysis), nemcsak a mozgoé spermiumok aranyat, de a mozgas mindsé-
gét is értékelni képesek. A CASA berendezéseknek két f6 tipusa ismert, az egyik
utdlag értékeli a régzitett felvételeket, a masik azonnali, ugynevezett “real-time”
értékelésre képes (Holt, 1996).

Bar a CASA rendszerek kifejlesztése soran a f6 cél az volt, hogy az egyes sper-
miumok egyedi mozgasi karakterisztikait lehessen értékelni (Amann és Waberski,
2014), a késbbb kereskedelmi forgalomban megjelend CASA rendszerek szoftverei
jellemzden atlagértékeket kdzolnek az egyes spermium alpopulaciok sebességi
paramétereire vonatkozéan, ezzel jelentés adat- és informacidvesztést okozva
(Holt, 1996). Tapasztalataink szerint bar az elmult évtizedekben a CASA eszk6zok
hardveres fejlesztése nagy ivet futott be (ma mar hordozhaté, akar mobiltelefonhoz
kapcsolhat6 eszk6zok is elérhetdk), a szoftveres oldalon tovabbra sem megoldottak
a kozel 20 éve megfogalmazott kritikai észrevételek.

A spermium alpopulaciok mozgasi tulajdonsagainak részletesebb vizsgalatara
tobben is alkalmaztak kiilsé, statisztikai szoftveres analiziseket (Nagy és Péntek,
2005), ennek a megkodzelitésnek a lehetdségeit, kihivasait Martinez-Pastor és mtsai
(2011) atfogod szemlecikkben ismertetik. A mélyebb statisztikai adatelemzés egyik
f6 akadalya azonban az, hogy nem minden CASA rendszer képes a nyers mérési
adatok exportjara (Amann és Waberski, 2014).

A kUlso statisztikai szoftveres klaszteranalizis nyilvanvaléan mélyebb ismerete-
ket, elemzési gyakorlatot igényel. A motilitasvizsgalat azonban egyfajta citometriai
ertékelésként is felfoghat6 (Petrunkina és Harrsion, 2013). Az aramlasi citometria
a spermavizsgalatok robusztus, gyors, preciz modszere (Nagy, 2002; Hossain
és mtsai, 2011; Pena és mtsai, 2016), jellemzéen olyan adatelemzési szoftveres
megoldasokkal, mint a régidanalizis, kapuzas (a vizsgalat szempontjabdl jelentds,
egyes tulajdonsagokban egymashoz hasonlé események kijeldlése és elkiloni-
tése), tobbdimenzidés megjelenités, amelyek gyorsan és egyszerlien képesek az
egyes sejt alpopulaciok azonositasara, értékelésére. Ezek az opcidk nem érhetdk
el a CASA szoftverekben, holott alkalmazasuk az egyes motilitasi, sebességi pa-
raméterek esetében is indokolt lenne.
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A jelen el8kisérletlink célja az volt, hogy teszteljuk egy CASA rendszerbdl
exportalt adatfajlok aramlasi citometrias szoftverrel torténd automatizalt klaszter-
analizisének lehetdségeit.

ANYAG ES MODSZER

A vizsgalatokhoz mélyhltott-felolvasztott bika (n=5) és mellékherébdl post
mortem gy(ijtott, mélyh(tott-felolvasztott damvad (n=1) spermiumok CASA érté-
keléssel gyUijtott sebességi (curvilinear velocity - VCL, straight line velocity - VSL,
average path velocity - VAP) adatait hasznaltuk fel. A mérésekhez MTG MedealAB
CASA-t alkalmaztunk a gyart6 Utmutatoéit kdvetve. A mérések soran nem alkalmaz-
tunk fajspecifikus mdszerbedllitdsokat, csupan az ondésejtek és egyéb alakos
elemek biztos megkulénbdztetésére forditottunk figyelmet. A nyers mérési adatokat
Microsoft Excel adatkezel6 szoftverbe exportaltuk, majd txt formatumban mentettiik.
A txt fajlokat Flowing ingyenes aramlasi citométeres elemz6 szoftverrel értékeltik
(www.flowingsoftware.com, v. 2.5.1.). Az adatelemzés soran a citométeres szoft-
verben elérhetd, a szértfény- és fluoreszcenciaintenzitasi paraméterek esetében
alkalmazott olyan eszk6zdket alkalmaztunk, mint a log transzformacio, régidkijel-
Iés, régiod kapuzas, eltéré mintak egymasra rétegezése. Az adatokat egydimenzios
hisztogramokon és kétdimenzids dot-plot dbrakon jelenitettiik meg (7.-4. abrak).

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Ahogy az 1. abran lathatd, a nyers CASA sebességi adatok (VCL, VSL, VAP)
egydimenzids hisztogramon abrazolva (7. a.—c. abra) nem mutatnak normalis el-
oszlast. Az adatok eloszlasanak normalizélaséara ilyen esetben a log transzformacio
alkalmazhaté (Petrie és Watson, 2013). Aramlasi citométeres adatgyUijtés soran
lehetséges eleve log skalan torténd adatrogzités (Givan, 2001), de egyes flow
citomeéteres adatelemzd szoftverek, mint az altalunk alkalmazott Flowing, utdlagos
lin-log transzformaciot is lehetévé tesznek. Ahogy az 1. e.—g. abrakon lathaté, az
egyes sebességi paraméterek esetében a log transzformacié az adatok vizualisan
jobban értékelhetd eloszlasat eredményezte. Az 1. d. és h. abran kétdimenzios
dot-plot abran illusztraljuk a VCL és VAP értékek eloszlasat log transzformacio
elétt (1. d.), illetve utan (7. h. abra).

Az 1. h. abran megjelenitett VAP/VCL adatok egy vizualisan elkilonithetd, nagy
VAP és VCL sebességértékeket mutatd alcsoportot alkotnak, amelyet R1 régio-
ként jeldltink meg a 2. a. abran. Az aramlasi citométeres adatelemzé szoftverek
lehetdévé teszik az egyes régidkban talalhatéd sejtek mas paraméterek abrazolasa
soran torténd azonositasat az Ugynevezett kapuzas alkalmazasaval. A 2. b. abran
ugyanazon spermaminta VSL értékeit mutatjuk be log transzformacié utan, és a 2.
c. abran az R1 régioban talalhat6 sejtek VSL értékei lathatok kapuzas utan. A 2. d.
abran lathaté Flowing output a kétdimenziés VAP/VCL dot-plot X- és Y-tengelyén
megjelenitett adatok szamtani, geometriai atlag, illetve median értékeit adja meg,
valamit megadja az R1 régidba esé spermiumok szazalékos aranyat.
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1. dbra CASA sebességi paraméterek egydimenziés VCL, VSL, VAP hisztogramokon, illetve VCL/VAP
kétdimenziés dot-ploton megjelenitve linedris (1.a.—d.) és logaritmikus transzforméciét kévetéen (1.e.-h.)
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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.)

2. dbra VCL/VAP dot-ploton azonositott R1 régi6 (2. a.) VSL értékeinek megjelenitése kapuzas al-
kalmazasaval. 2. b.: az 6sszes adatot tartalmazd VSL hisztogram, 2. c.: az R1 régié kapuzott adatait
tartalmazd VSL hisztogram. 2. d.: a dot-plot abran bemutatott VCL/VAP adatok szamtani, geometriai

atlag-, és median értékei az x és y tengelyen, valamint az R1 régidba esé események szazalékos

értéke (Flowing output).
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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. ¢ .: 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).
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3. abra Ot bika log-transzformalt, egyedi eltéréseket mutaté VAP-hisztogramprofilja (3. a.—e.), illetve
az 1., 3. és 5. bika egymasra rétegezett hisztogramja (3. f.)
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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.)

A 3. abran 6t tenyészbika egyedi, log-transzformalt VAP hisztogramprofiljai
lathatok (3. a.—e.). A citométeres adatelemzd szoftver lehet6évé teszi egyedi hisz-
togramok egymasra rétegzését a gyors, vizudlis értékeléshez. A 3. f. abran az elsé,
harmadik és 6tddik tenyészbika hisztogramijait vetitettik egymasra.

A 4. abran két faj egy-egy egyedének VAP hisztogramprofiljait mutatjuk be (4.
a.: damvad, 4. b.: tenyészbika), a 4. c. abran az egymasra vetitett hisztogramok
lathatok.

A sejtszint(i elemzés az egyes spermium alpopulaciok biztosabb felismerését és
a sejtélettani valtozasok érzékenyebb észlelését teszi lehetdvé. Mivel fajspecifikus
mUiszerbeadllitasokra nincs szlikség, a CASA-elemzések eddig nem vizsgalt allatfa-
jokra is kiterjeszthetdk. A hisztogramanalizis az egyes egyedek, illetve killénb6z6
fajok eltéréseinek gyors vizualizalasat teszi lehetévé. A tdbblépcsds adatkezelés
és —ertékelés azonban nem valdszind, hogy a rutin spermaértékelés eszkoze lesz,
felhasznélasi lehetéségei inkabb a spermatoldgiai alapkutatasok, reproduktiv
toxikologiai vizsgalatok terlletén kereshetdk.
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4. abra Mellékherébdl kimosott damvad spermiumok (4. a.) és ejakuldlt bikaspermiumok (4. b.) mélyhd-
tés-felolvasztast kévetéen mért, log-transzformalt VAP-hisztogramjai kiilén és egymasra rétegezve (4. c.)
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Figure 4. Log-transformed VAP histograms of fallow deer sperm washed from the epididymis (4.
a.) and ejaculated bull sperm (4. b.) separately and using histogram overlay (4. c.)
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