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AUTOMATIZALT FLOW CITOMETERES KLASZTERANALIZIS
SPERMATOLOGIAI ALKALMAZHATOSAGA

KOVACS BARNABAS MIHALY — NAGY SZABOLCS TAMAS

OSSZEFOGLALAS

A mesterséges termékenyités egyik legfontosabb elénye, hogy elézetesen értékelt termékenyit6-
anyagot hasznalhatunk. A fertilitas lehet6 legpontosabb becslése érdekében a spermiumok szamos
tulajdonsagat vizsgalhatjuk. Az egyik ilyen szempont a spermiumok kromatinallapota, hiszen az
apai DNS karosodasa negativ hatassal lehet a korai embri6 fejlédésére. Az egyik leggyakrabban
hasznalt médszer az d&ramlasi citométerrel végzett Sperm Chromatin Structure Assay. A citométerrel
gyorsan és precizen értékelhetjik a sejteket, viszont a kapott adatok elemzése a hagyomanyos
kézi régidanalizissel meglehetésen iddigényes és szubjektiv. A szerzék célja egy automatizalt
adatelemzd program (FIoCK — Flow Cytometry Clustering by K-means) hasznalataval gyorsabba
és objektivebbé tenni a kapott adatok kiértékelését. Az eredmények szerint a FloCK programmal jol
megkozelithet6ek a kézi régidanalizissel kapott adatok. Az alacsony aranyban eléfordulé sejtek, mint
példaul a rendellenes kromatin kondenzaciét mutaté sejtek detektélasa azonban nem lehetséges,
emiatt a spermiumkromatin-vizsgalatok adatainak elemzésére a FloCK automatizalt klaszteranalizis
nem megfeleld.

SUMMARY

Kovécs, B. M. — Nagy, Sz. T.: APPLICABILITY OF FLOW CYTOMETRIC AUTOMATED CLUSTER
ANALYSIS IN SPERMATOLOGY

One of the most important elements of artificial insemination is the use of quality-controlled
semen. In order to estimate fertility as accurately as possible, several sperm characteristics should
be examined. One of these is the DNA status of the sperm, as the damage of paternal DNA can have
anegative impact on the early embryonic development. One of the most frequently used tests is the
Sperm Chromatin Structure Assay with flow cytometry. Flow cytometry allows quick and precise
analyses, however, the classic manual data analysis is time-consuming and highly dependent on user
experience, making it the most limiting aspect of this technology. Our aim was to test a quick and
objective alternative approach with an automated data analysis program, so-called Flow Cytometry
Clustering by K-means (FIoCK). FIoCK program can achieve a quick and reliable analysis and the
results showed a significant positive strong correlation with the classic manual gating results. The
main weakness of the automated cluster analysis is that rare events, in this case the spermatozoa
with abnormal chromatin condensation are not detected, therefore our conclusion is that the FloCK
approach is not suitable for sperm chromatin test analyses.
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BEVEZETES

A modern allattenyésztés egyik legfontosabb biotechnoldgiai eszkdze a mester-
séges termékenyités és egyes fajok esetében a mélyhl(itve torténd spermatarolas.
Sikeres alkalmazasanak azonban alapfeltétele a mesterséges termékenyitésre
szant sperma mindségellendrzése (Foote, 1975). Szamos spermabiralati szem-
pontot dolgoztak ki az elmult évtizedekben azzal a céllal, hogy a fertilitast minél
biztosabban megbecsililhesslk. A spermavizsgalatok legfontosabb elemei a
mennyiség, a konzisztencia, a motilitds és a tdmegmozgas. A gyakorlati munka
nem minden esetben teszi lehetévé egyéb szempontok értékelését, mint példaul a
morfoldgia, membran integritas, akroszéma statusz, DNS allapot, pedig a fertilitas
meghatarozasanak szempontjabdl ezek fontosak lehetnek (Petrunkina és Harrison,
2011). A vizsgalatok felgyorsitasat és objektivitasuk novelését egyes mliszerek
alkalmazasa segitheti, mint példaul a CASA (Computer-assisted Sperm Analysis),
amellyel objektiven értékelhetjlik a spermiumok motilitdsat (Hossain és mtsai, 2011).

Az egyik leghatékonyabb modszer a spermavizsgalatok elvégzésére az aramlasi
(flow) citométer haszndlata. Mara a kutatasi felhasznalason tul a termékenyité al-
lomasok kdrében is elterjedt a spermavizsgalatok rutinszerd elvégzésére (Hossain
és mtsai, 2011). Az aramlasi citometria egy olyan eljaras, amellyel folyadékban
szuszpendalt mikroszkopikus részecskéket, példaul sejteket vagy kromoszdémakat
tudunk vizsgalni. A mddszer lehet6vé teszi tdbb ezer, vagy tizezer sejt szamos
tulajdonsaganak egyszerre t6rténd vizsgalatat. A technoldgia alkalmas tovabba
a sejtek szortirozasara is, amit az ivardeterminalt termékenyitéanyag eléallitasa
esetén hasznalhatunk ki (Longobardi Givan, 2001). Az elmult évtizedekben roha-
mosan fejl6dott ez a terllet, els6sorban a hardware és a reagensek tekintetében.
A multiparaméteres vizsgalatok olyan komplex adathalmazt eredményeznek, amit
mar nem lehet hatékonyan a hagyomanyos adatelemzési médszerekkel értékelni
(Shapiro, 2004). A klasszikus citométeres adatelemzés a kézi régidanalizisen
alapszik, amelynek soran a szakemberek manuadlisan, szubjektiven kulonitik el a
vizsgalat szempontjabdl fontos sejtcsoportokat. Ez az eljaras viszont az aramlasi
citométeres vizsgalatok legkényesebb pontja, hiszen rendkivil idéigényes, és
magaban foglalja az emberi hibalehet8séget (Bashashati és mtsai, 2009).

A szubjektivitas kikiiszObodlése érdekében mar tdbb fél-automata, illetve automata
adatelemz§ szoftvert fejlesztettek, amellyel preciz, j6l ismételhet6 elemzéseket vé-
gezhetiink, viszont nem igazan lehetett ezeket egymassal, illetve a hagyomanyos
kézi régidanalizissel 6sszehasonlitani. A FlowCap 6sszefogas keretén bellll szamos
citometridval foglalkozé szakember hasonlitotta 6ssze ezeket a programokat, vizsgal-
va azok hatékonysagat, egyszerliségét, és gyorsasagat (Aghaeepour és mtsai, 2013).

A kutatasunk soran egy ilyen automatizalt adatelemzé médszer, a FloCK (Flow
cytometry Clustering by K-means) alkalmazhat6sagat teszteltiik a Sperm Chromatin
Stucture Assay (SCSA) adatsorain, és az igy kapott eredményeket dsszevetettilk
egy tapasztalt szakember szubjektiv régidanalizise soran kapottakkal.

ANYAG ES MODSZER

A vizsgalatainkat a Pannon Egyetem Georgikon Karanak Sejtanalitikai labora-
tériumaban végeztik, melyben a Sperm Chromatin Structure Assay-vel korabban
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Nagy és mtsai (2013) altal hagyomanyos adatelemzési megkdzelitéssel értékelt 43
Ayrshire bika spermamintajanak eredményeit elemeztiik Ujra a FloCK programmal.

Sperm Chromatin Structure Assay

A felolvasztott sperma higitasa 0,01M TRIS, 0,15M NaCl, 1 mM EDTA tartalmda,
7,4 pH-ju pufferrel tortént. Egy perc utan 200 ul higitott sperma 6ssze lett keverve
400 ul sav-detergens oldattal, ami 0,15M NaCl, 0,08 N HCI, 0,1% Triton-x100-t tar-
talmazott, majd 30 masodperccel késébb a mintat akridin-narancs festékoldattal
kezeltik (0,2 M Na,HPO,, 1mM EDTA, 0,15 M NaCl, 0,1 M citromsav, 6 mg/ml
akridin-narancs). A vizsgalat 3 perccel a savas kezelés utan kezdddott.

A mérés egy FACSStar Plus tipusu (Becton Dickinson, USA) standard optikaju,
488 nm argon-ion lézerrel felszerelt citométerrel tortént. A kétszall DNS-hez kotott
akridin narancs z6lden fluoreszkal (530+30 nm), mig az egyszalti DNS-hez kotott
festék vorosen (> 630 nm). A zold fluoreszcencia rogzitését FL1 (528/28 nm), a
vOros rogzitését FL3 (> 630 nm) detektorral végeztiik. A vizsgalat mintanként 10000
esemény gy(ijtése utan lett ledllitva (Nagy és mtsai, 2013). A kézi régidanalizist és
a DNS-fragmentacids index kiszamitasat egy tapasztalt citométeres szakember
végezte (Nagy és mtsai, 2013).

FloCK adatelemzés

Az adatok kiértékelését a FloCK — Flow Cytometry Clustering by K-means prog-
rammal végeztik (http://theory.bio.uu.nl/tjibbe/flock/; Utrecht University, 2009,
0.9.16 verzid). Ez egy K-k6zép klaszterelemzd program, aminek segitségével
nagy adathalmazt homogén csoportokra (klaszterekre) tudunk bontani. Az algo-
ritmus az elére bedllitott varhaté klaszterek szama alapjan véletlenszer(ien kijel6li

1. abra FloCK vizsgalat
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Figure 1. FloCK analysis
sperm (1); debris (2); intact DNA (3); fragmented DNA (4)
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a klaszterek kdzéppontjait, majd ezekhez hozzarendeli a legkdzelebb talalhaté
eseményeket, igy kialakitva a klasztereket. Ezutan a program a kialakult klaszterek
kdzéppontjat Ujraszamolja, és ismét hozzarendeli a legkdzelebbi pontokat, majd
ezt addig ismétli, amig ezaltal egy stabil allapotot el nem ér.

A K-klaszteranalizis elénye, hogy rendkivll gyorsan és egyszer(en lehet nagy
adatmennyiségeket értékelni, egyik hatranya viszont, hogy a kezd8 klaszterko-
zéppontok véletlenszer(i kijeldlése miatt a mdédszer magaban hordozhatja a rossz
ismételhetdséget. A masik hatranya pedig, hogy az elnyuijtott populaciokat hajlamos
tobb csoportra felosztani (Pang-Ning és mtsai, 2005).

A klaszteranalizishez szlikséges varhato klaszterek szamat a hagyomanyos SCSA
eredmények alapjan hataroztuk meg: az intakt spermiumok mellett fragmentalt és
soran fontos, hogy a térmelékeket, szennyezédéseket kizarjuk a vizsgalatbol.

Az els6 klaszterezés soran kizartuk a tdrmelékeket, az elemzésbe bevont
események igy kizarélag spermiumok voltak (7. &bra). A spermiumokkal Ujabb
klaszterezést végeztiink és ezutan kaptuk meg az 7. b abran lathaté spermium-
klasztereket. Ebben az esetben latszik, hogy ezt az elnyujtott populacioét két részre
osztja a program, de a vizsgalat szempontjabol ezeket egy klaszterként kezeltiik.
A rendellenes kromatinkondenzaciét mutatdé spermiumokat egy esetben sem
siker(lt azonositani a FloCK programmal.

Statisztikai modszerek

A statisztikai elemzésekhez az R 3.6.1 verzidjat hasznaltuk. A kézi régidanalizissel
kapott adatok és a FIoCK program eredményeit Spearman-féle rangkorrelaciéval
hasonlitottuk 6ssze. A FIoCK program ismételhetéségét a Bland-Altman modszer-
egyezési statisztikaval (Bland és Altman, 1986) értékeltik.

EREDMENYEK

A Bland-Altman elemzés szerint a mérésparok kozti atlagos eltérés d=0,36%, a
szoras SD=0,31%, az ismételhetéség hatarai (d+2SD) 0,98, illetve -0,26% voltak.
Az ismételhetéségi hatarokon kiviil 3 esemény volt (2. dbra).

A Spearman-féle rangkorrelacié eredményeit az alabbi korrelaciés matrixba
rendeztlik (7. tablazat). A tablazatban lathatd, hogy a kézi régidanalizis és a FloCK
klaszteranalizis mindkét futtatdsa kdzott szignifikdns (p <0,001) szoros pozitiv
korrelacio volt kimutathato.

Osszességében elmondhatd, hogy sikeresen alkalmaztuk a FIoCK automatizalt
klaszteranalizist az SCSA spermatoldgiai vizsgalat adatelemzése soran.

A FloCK automatizalt adatelemzd program alkalmas az aramlasi citométerrel
végzett spermatolégiai vizsgalatok adatelemzési munkainak megkdnnyitésére.
A Sperm Chromatin Structure Assay esetében az intakt és a DNS fragmentaciot mu-
tato sejteket sikeresen elkUlonitettiik, azonban a rendellenes kromatinkondenzaciot
mutaté sejtek automata azonositasa nem sikerilt. Ennek oka az lehetett, hogy ezek
a sejtek rendkiviil alacsony aranyban voltak jelen a sejtekben. A ritka események
detektalasara a FIoCK program tehat nem alkalmas, igy hasonlé esetekben mas
adatelemz8é mddszerek lehetnek hasznosak, mint példaul az R kérnyezetben
futdé Barcoding vagy Fingerprinting alkalmazasok (Rogers és mtsai, 2008; Koch
és mtsai, 2013).
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2. abra FloCK vizsgalat ismételhet6sége

= eJ
i <
$ 6
g w | o < 8
o
2 ...,J...;_...w.“.‘-‘" ......... R R
§ of &g° o° -
g o] '
! o
v
o
-
] T T i
2 3 4 5 6
méréspdrok dtlaga % (2)

Figure 2. FIoCK test repeatability
difference of paired measurements (1); average of paired measurements (2)

1. tdblazat
A manualis és automatizalt médszerek kapcsolata

FloCK FloCK FloCK FloCK HIGR INTACT DFI

Frag. 1 Frag. 2 Intact 1 Intact 2
FloCK Frag. 1 Rs=1,00 0,92* -0,99* -0,92* 0,13 -0,88* 0,85*
FloCK Frag. 2 0,92* 1,00 -0,92* -0,99* 0,03 -0,83* 0,82*
FloCK Intact 1 -0,99* -0,92* 1,00 0,92* -0,13 0,88* -0,85*
FloCK Intact 2 -0,92* -0,99* 0,92* 1,00 -0,03 0,83* -0,82*
HIGR 0,13 0,03 -0,13 -0,03 1,00 -0,13 -0,06
INTACT -0,88* -0,83* 0,88* 0,83* -0,13 1,00 -0,97*
DFI 0,85* 0,82* -0,85* -0,82* -0,06 -0,97* 1,00

*n <0,001

FloCK Frag. 1: FloCK elsé futtatds — DNS fragmentacio; FloCK Frag 2: FloCK masodik futtatds - DNS
fragmentacio; FIoCK Intact 1: automatizalt klaszteranalizis elsé futtatasaval kapott intakt DNS-sel
rendelkezd sejtek; FloCK Intact 2: FloCK méasodik futtatas - intakt sejtek; HIGR: rendellenes kromatin
kondenzacio; INTACT: hagyomanyos elemzéssel kapott intakt DNS-sel rendelkezé sejtek; DFI: kézi
régidanalizis - DNS fragmentéacio

Table 1. The relationship between manual and automated methods

FloCK Frag. 1: spermatozoa with fragmented DNA as measured with FlIoCK — first run; FloCK Frag 2:
spermatozoa with fragmented DNA as measured with FloCK — second run; FIoCK Intact 1: spermatozoa
with intact DNA as measured with FIoCK — first run; FIoCK Intact 2: spermatozoa with intact DNA as
measured with FloCK - second run; HIGR: abnormal chromatin condensation; INTACT: spermatozoa
with intact DNA as measured by the conventional analysis; DFI: DNA fragmentation measured with
manual region analysis
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