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Szeretném eldszor is megkdszonni Birdlomnak a részletes formai és tartalmi értékelést,
konstruktiv kritikai észrevételeket. Elnézését kérem a dolgozat nyomtatott valtozataban benn
maradt gépelési hibakért, az autokorrektor javitott olyan szovegrészt is, amelyet nem kellett

volna, és sajnos tobbszori atolvasas mellett sem vettem észre.

Biralom kritikai megjegyzése jogos a dolgozat cimére vonatkozoan — valdban szerencsésebb
lett volna pontosan feltiintetni a cimben is az alkalmazott metodikat. Ennek fényében jogos az
az észrevétel is, hogy a dolgozatbol hidnyzik az olyan automatizalt spermavizsgalati modszerek
ismertetése, kint a CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis) és az ASMA (Automatized
Sperm Morphology Analysis), kiilondsen, hogy az elébbit tobb kisérletben alkalmaztam is —
mivel azonban dolgozatom targya kifejezetten a citometria, és a spermabiralatokhoz
kidolgozott fluoreszcens jeldlési technikdk bemutatdsa volt, a fent emlitett moddszerek
ismertetése véleményem szerint meghaladta volna a jelen munka kereteit. De valoban, a

dolgozatom cimvalasztasa konkrétabb lehetett volna.

Biralom felteszi a kérdést, tekintve, hogy vizsgélataimban rendkiviil alacsony volt az €10, sériilt
akroszOmaji spermiumom aranya, szilkség van-e egyaltalan akroszomavizsgalatokra?
Valdban, eredményeim arra engednek kovetkeztetni, hogy egy egyszeriibb (és olcsobb) é16-
elhalt festési eljarassal gyakorlatilag ugyanazt az informaciét kaphatjuk meg, mint egy
akroszomafestéssel — legaldbbis a szarvasmarha faj esetében. Mas fajokon fluoreszcens
festéssel €s citometridval ugyan nem, de klasszikus fénymikroszkopos modszerekkel (Kovéacs-
Foote festés tripankék €s Giemsa festék alkalmazasaval) végeztiink vizsgalatokat, és észleltliink
faji eltéréseket (pl. kosok esetében sokkal nagyobb ardnyban talaltunk €16, sériilt akroszomaja

ondosejteket).



A mitokondrialis aktivitas-mérések soran emlGsok helyett halakkal dolgoztam, ennek oka az
volt, hogy a méréseket fiziologids hdmérsékleten igyekeztem elvégezni, ami emldsok esetében
a citométer testhOmérsékleten valo lizemeltetését jelentette volna, és a vizsgalatok elvégzésekor
Modellként azért valasztottam a halspermiumokat, mert kiilsé termékenyitd fajok esetében a

kornyezeti homérséklet fiziologiasnak tekinthetd.

Biralom felteszi a kérdést, hogy miért szerepelt vizsgalatomban a Sperm Chromatin Structure
Assay (SCSA) gyengébben masok korabbi publikédcidihoz képest. Ennek oka meglatdsom
szerint részben az, hogy a korabbi tanulmanyok jellemzéen kisebb bikapopulaciot vizsgaltak,
mint mi, masrészt diagnosztikai érték megallapitasa helyett korrelacidanalizist alkalmaztak,

ami nem helyes (erre késObb visszatérek).

A TUNEL-teszt nem specifikus kotddésének magyarazataval valdban adés maradtam a
dolgozatban, azonban ennek mélyebb szintii feltarasa meghaladta volna a laboratoériumunk
analitikai lehetdségeit (transzmisszids elektronmikroszkdp és immunogold jeldlés segitségével
lehetne véleményem szerint megvizsgalni). Bennem is felmeriilt a kérdés, hogy a
mitokondriumok jelolddése hatterében nem allhat-e a mitokondrialis DNS fragmentacioja,
azonban a fluoreszcens mikroszkopos értékelés sordn olyan erds fluoreszcens jelet észleltem a
mitokondrialis hiivelyen, amely sejtfelszini kotédésre utal, DNS-fragmentacio esetén sokkal

kevésbé lenne intenziv.

Vizsgélataimban valoban tobb izben is olyan statisztikai probat alkalmaztam, amely kevésbé
kozismert, nem megszokott. Ennek oka az, hogy tobb olyan statisztikai megkozelités is elterjedt
széles korben, amelyek nem tekinthetdek korrektnek, példaul a fertilitas elorejelzésére. RP
Amann tobb évtizede publikal szemlecikkeket ebben a témaban, egyik kozleményében
(Weaknesses in reports of "fertility" for horses and other species. Theriogenology. 2005
Feb;63(3):698-715.) arra hivja fel a figyelmet, hogy a fertilitasvizsgalatokrol szolo,
tudomanyos lapokban megjelent (!) cikkek mintegy haromnegyede rossz statisztikai analizist
kozol. A probléma ismeretében 2010-ben vendégszerkesztOként cikksorozatot inditottam a
Theriogenology szaklapban ,,Use and misuse of statistics” cimmel (Theriogenology, Volume
73, Issue 9, June 2010, Page 1166). A téma kritikus voltat, érzékenységét jelzi az, hogy a
cikksorozat két kozlemény utan ledllt, egyszerlien nem talaltam olyan vallalkozo szellemii
szerzot, aki kellden tajekozottnak érezte volna magat a statisztika teriiletén, de a sorozat els6
cikke e sorok irasakor, 10 évvel megjelenése utan is vezeti a Theriogenology legtobbszor

letoltott cikkeinek listajat.



Végiil Biralom felteszi a kérdést, a CASA rendszerek mennyiben felelnek meg az idealis in
vitro fertilitasi teszt kovetelményeinek a citometridhoz képest? A személyes tapasztalatom az,
hogy a kereskedelmi forgalomban elérheté CASA rendszerek joval tobbre lennének képesek,
mint amit a gyartok altal biztositott hasznalati utasitdsok, gyari szoftverbeallitasok kinalnak,
igy a felhasznalok esetleg nem is ismerik fel és nem hasznaljak ki a miiszerben rejlo potencialt,
tovabba a rendszerek tobbsége draga ¢s viszonylag bonyolult. A CASA multiparaméteres
tesztnek tekinthetd — a progressziven mozg6d spermium ¢€l, azaz ép a plazmamembranja, a
mitokondriumok megfeleléen miikodnek, a spermiumflagellum morfolégiaja normalis, és ami
talan a legfontosabb elény a citometridval szemben, latjuk a sejteket, igy a spermiumfej
morfologiai allapota is értékelhetd. Masfeldl a flow citometria joval tobb sejt értékelését teszi
lehetévé mintanként, ami jelentdsen noveli a mérési precizitast, s az adatelemzés soran olyan
klaszteranaliziseket hajtunk végre az egyes spermium alpopulaciok azonositasara ¢és
értékelésére, amelyre a gyari CASA szoftverek nem képesek (a fent emlitett statisztikai
cikksorozat masodik kozleménye pont errél, a CASA mérések statisztikai problémadirdl és
mélyebb adatelemzési lehetdségeirdl szol). A CASA rendszerek esetében a gyakorlat szamara
egyszerlien hasznalhato, olcso €s robusztus eszk6zok kifejlesztése lehet a cél (erre jo példa a
kozelmultban megjelent ONGO rendszer), masfel6l a kutatélaboratoriumokban a fentiek
értelmében mélyebb adatelemzésre kell torekedni. Mi példaul jelenleg a nyers CASA adatsorok
flow citométeres adatelemz0 szoftverbe valo exportalasaval, és a citométeres analizisek soran

hasznalt megkozelitések (régidanalizis, kapuzas, stb) alkalmazasaval probalkozunk.

Szeretném még egyszer megkdszonni Birdlomnak, hogy elfogadta tézispontjaimat, és
koszonom konstruktiv kritikai észrevételeit, kérdéseit — bizom abban, valaszaimat

elfogadhatonak tartja.
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