Opponensi vélemény, Adanyiné Dr. Kisbocskdi Nora

Immun- és bakterialis szenzorok fejlesztése optikaihullamveze® fénymodus -
spektroszkopiai detektalassal, és alkalmazasuk azlemiszerbiztonsag valamint a
koérnyezetvédelem terlletén

cimi, az MTA doktora cim elnyerése érdekében beaddgodatarol.

A szelektiv kémiai érzéekék a kémiai analizis fontos eszkézei. BiolOgiai, Kémiai
jelenségek szenzorkutatasba toftdrevonasaval nagymértékbetiviiltek a lehgiségek a
tématerlleten. Egyrészt a bioldgiai jelenségek gy szelektivitas eléréseét teszik |éveét
masrészt megsokszorozodott a szenzorok segitsegpalzeil mintaelkészitési és mérési
protokoll mellett meghatarozhaté anyagok szama.

Az elssként kifejlesztett bioszenzorrol sz6l6 kozlemenidar€ 1962-ben, tehat tobb mint egy
fél évszazada publikalta. Azéta igen nagyszamueszanzorok készitésér bioszenzor
készitési lehéségek kiprobalasardl sz6l6 kdzlemény jelent megsBinzorok fejlesztésére,
alkalmazaséra irdnyul6 munkarél szamotadod tudomsamfgiyoiratok, konferenciak jelzik a
tertleten folyo intenziv munkét. A kifejleszteterbutatott bioszenzorok kdzul azonban csak
néhany nyert széleskorgyakorlati alkalmazést. Ennek oka abban keresemmbgy az
alkalmazasi terlletek alapos felmérésére, az edgadeteken €inydsen alkalmazhato
modszerek részletes kidolgozasara, a médszerafaladanak aldozatos munkgjara kevesen
vallalkoznak.

Adanyiné Kisbocskdi Nora dolgozata (] tipusu biogzeok fejlesztésével az azokat
alkalmaz6 mobdszerek kidolgozasaval foglalkozik. Mé&g bioszenzorok fejlesztésével
kapcsolatok kutatasok jo része a klinikai analiersiletén felmeri@ problémak megoldasara
iranyul, addigb élelmiszerek tesztelésére alkalmas, élelmiszereldan kis koncentracioban
jelenléws karos anyagok, mikroorganizmusok jelzésére, meéggnek becslésére alkalmas
szenzorok és modszerek kidolgozasara koncentral. éketmiszerbiztonsdg ellérzése
napjainkban fontos gyakorlati probléma. A szelektbioszenzorokat alkalmazo,
koltséghatékony gyors teszt modszerek igen jolsikednek az élelmiszerbiztonsag
ellendrzése terlletének gyakorlatahoz.

Altalanosan szolva a bioszenzorokikiidése szelektiv biolégiai anyagfelismerésen és
megfeleb jelképzésen alapul. A dolgozatban leirt munkahatoinanyos egyutttikddések
soran készitett immunreagensek segitségevel treenanyagfelismerés. A jelképzés pedig
az antigén- antitest kidésnek nyomjelzés mentes detektalasat debee\y, Ujszefi, hullam
vezebs optikai technikan alapul.

A fentiek alapjan nyilvanvalo, hogy a dolgozat aakgrlat szamara fontos kutatasok
eredmeényefiil szol. A mivelt tématerilet a tudomanyos érdelds fokuszaban van. A jeldlt
munkajaban a bioszenzorok fejlesztése terlleténzenijs iranyokat, lehdiségeket
tanulmanyoz sikeresen.



Az 6sszesen 135 oldalas dolgozat érdemi részededdsl ,Bevezetés’-sel keddik. Ebben a
szerd korvonalazza az élelmiszer analizis, az élelmiBzemsag ellefrzés terlletén
felmerib problémékat. Emliti a bioszenzor kutatds kezdetényéat, sajat részvételét a
fejleszty munkéban.

Ezutan kovetkezik a szamos alfejezetet magabaalgb oldalas ,2. Irodalmi Attekintés”

A 2.1. Fejezet altalanosan sz0l a bioszenzorolagékve torténetet, tikddési mechanizmust,
jelképzést stb.

Ezutan a 2.1.1. rész cime ,Immunszenzorok” Ez hvittit, kevéssé sz0l ugyanis szenzorokrol,
inkabb altalanosan emliti az immunreakcion alapod@lszerek fajtait. Szol a nyomjelzéses és
a direkt jelképzés lehgtégéél.

A 2.1.2. rovid rész cime ,Mikrobialis szenzorok”.z Esem itinik szerencsésnek. A
mikroorganizmusok alkalmazasaval készitett szemzdribbfélék lehetnek a Rodési
mechanizmus szerint. Lehet, hogy az anyagfelismerésnetabolizmus sebességének
valtozasan alapul, lehet, hogy a novekedésen, Veljyethez kébdésen, film vastagsag
valtozdsan. Ha az immunreakcion alapulé szenzazdl az egyik rész, akkor a masik
résznek is célszéra mikodési mechanizmus szerint targyalni a koveitkazonos ,rangu”
részt. Lehetne biokatalizisen alapulé szenzorokBNS hibridizacion alapulé szenzor,
aptamer szenzor stb.

A kovetked, 2.2. fejezet cime ,Detektélasi eljarasok” Helyd@séenne talan a "Bioszenzorok
mikodéseét lehéwe teb egyes jelképzési moédszerek” cim.
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Killon részfejezetet szan a ,jelolésmentes deteditat®ddszereknek” 2.2.1. majd néhany
modszerél ir kalon, azonos szifitrészfejezetben. (2.2.2. OWLS, 2.2.3. SPR, QCMj2.2.
ellipszometria). Ezen technikak mindegyike képdslgementes esetben is detektor jelet
produkalni, ha anyag kétés jon létre a detektor fellletén. (Az 2.2.1. adéadelt részei
lehetnének helyesebben az emlitett 2.2.2. stbek¥dgy az alkalmazott cimek és szerkezet
vitathat6. Nem tartom szerencsésnek az egyes @ikigrhnikaknak az irodalombdl vett,
kulonbo® stilust abrak segitségével toddmemutatasat. Kilonésen nem szerencsés a 2.4.
abra. Ez egy mérési elrendezést mutat. A QCikddésének elve helyett (ezt igéri az abra
cim)

14. oldal ,A 70-es években jott létre az integtika” nem vilagos ennek a jelentése. Mit
ért ez alatt?

.a Szogmérés elérhet pontossaga Osszemérhea fényforras monokromatikussaganak
meértékével, a hullamvezetanyaganak dstabilitasaval’” pontossag?, reprodukalhatosag?,
relativ széras? mit ért ez alatt? Hasonlo nem ffdjtkett allitAst mond az érzékenyséigr
0sszehasonlitva azt a SPR detektalas érzékenységéve

16. old. ,Az OWLS eljaras” inkabb detektalasi teittan méréstechnika nem eljaras



A 2.3. Fejezet ismerteti a becsatolasi szog vad@zdalapuld jelkégz rendszert, annak
sajatsagait.

Alfejezetben (2.3.1.) kerul sor a munkaban alkalotiaelképd modszer elméleti alapjainak
ismertetésére. Néhany megjegyzeést kell tennem azzslszel kapcsolatban.

- Az érzékeb fellletre adszorbedlt anyag tomegének a becstaitégjldl a torésmutatokbol
€s a dn/dc anyagi alland6 erté&ehtorténs kiszamitasara adott levezetés hianyos.
Részletesebb, hasonlo levezetés talalhatd Veres diaktori értekezésében.

- 2.6. abra Néhany kefelentése nem adott «(ka, a’, ) A racs szerepe nem latszik jol az
abran. Az egyenletek és az abra csak részben hamzmdos jeloléseket. Az abran nem
egyértelnti, hogy mi az emlitett ,film”.

- A 2.1. és a 2.6. abra nincs 6sszhangban. A hfnaa racs fogazatat a hullamvézet
rétegbl elvalaszto vonal és a sotéttel jelzett farkasfi@sz megjelenitése értelemzavaro.

- A levezetésben szerdphg, n;, nstorésmutatok és a hullamve&el- vastagsaga” Nem latok
néhany jelet a levezetésben az emlitettek kozdl.

17. old. ,A levezetésben szeréphe, n;, ns torésmutatok és a hullamve&al- vastagsaga

ismert, azaz mérh&t-n. nem szerepel a levezetésben, csak a 9. egyenlkétilkeriel.

- ,Ao a lézer hullamhossza” nyilvan a Iézer altal kildbo# fény hullamhosszardl van szo.

- A levezetés részletesebb leirasa, medfelbta alkalmazasaval célsiéenne.
A fejezet utolso soraban a ,magyarazatara” sz6 inelyes.

A 2.3.2. rovid rész az elektrokémiai és az OWL3Bmdca kombinalt alkalmazasarol szaol.

- 18. oldal Vorés Janos 2002-es cikkére hivatkonya, hogy ,Pt referencia- és Ag
segédelektréd is helyet kapott”. Elektrokémiai rsékdben inkabb Pt segédelektrodot és Ag
kvazi referencia vagy Ag/AgCl referencia elektrodmtsznalunk. Miért alkalmaztak a
hagyomanyostdl eltérelrendezést?

- 19. oldal ,Az ITO réteg elektronatadasi képessadeliiletén heterogén” ?? Mit ért ez alatt?
Az elektrod folyamatok altalaban heterogén realciok

A 2.4. fejezet a hullamvezieszenzorok fellletének érzékenyitésére szolgalagielismeéd
bioréteg kialakitasanak problémaival kapcsolatodaimi ebzményeket targyalja.

A kovetked, 2.5. fejezet cime ,Immunszenzorok az élelmisztobisdg és a
koérnyezetanalitika tertletén”. A fejezet @lsféloldalnyi része szOl immunanalitikai
szenzorokrdl dleg a jelolt munkajat emlitve. A tovabbi alfejedeta jelolt altal vizsgalt
szennyed komponensek sajatsagairdl, analizibérszolnak. Kevés emlités torténik
immunanalizistl. igy a fejezet cime vitathato.

A zearalenon ,kémiai szerkezetét tekintve rezoktnla” — helyesebben rezorcilsav lakton.

Az aflatoxinokat ,kémiailag benzpirén szerkdzetbbszorbésen konjugalt, policiklusos
vegyuletek, kdzeé sorolja. (25. oldal) Ez nyilvanvaévedés.

A 2.10. abran kétszer szerepel a bemutatott octirmfoneve.



A 2.11. abran bemutatott deoxinivalenol szerkeieiplete R-Rs 6t jelzett csoportot
tartalmazAz egyes R csoportok mibenlétét nem adja meg. &zybissag.

A lipidkettosrétegek”-et  két szdba irjuk.

- 24. oldal ,a trifluralint az EU endokrin zavarégyuletnek mifisitette”. - Nyilvan nem az
EU, hanem annak egy szerve, bizottsaga.

- 27. oldal ,a mikotoxinok megengedett hatarértekétGondolom azok koncentraciojanak
van hatarertéke.

- 29. oldal ,nem célszervezetek szervezetébe jutirgyetlen fogalmazas!

Az irodalmi attekintés utolsé (2.6.) része baktérikimutatasara alkalmas maddszerek,
mikrobiolégiai érzékdlk alkalmazasarél tovabba Uj bioszilika alapl hoddaz tortél
mikroorganizmus rogziteljaras irodalmardl szél.

- 32. oldal ,A tejsav baktériumok oxigén jelenléébhidrogén-peroxidot képezhetnek, ami
molekularis szinten reagéalhat a sejtfalakkal, 2fgkel és a nukleinsavakkal” - Ugyetlen
fogalmazas!

- 33. oldal ,katalizalt reakcié mechanizmusa....s&oerint mehet végbe” - A reakcié megy
végbe, nem a mechanizmusa.

Az egy oldalas ,3. Célkizések” fejezet egy mondata emliti a munka céljaimun és
mikrobidlis szenzorok fejlesztését”. A szGveg tobdsze az eredményeket sorolja fel. Ez
szokatlan. Az eredményeket az Osszefoglalasbanézssek részben szokasos 6sszefoglalni.

A dolgozat nyolc oldal terjedelin,Anyagok és modszerek” ciimfejezettel folytatddik. A
4.1. Anyagok ciri alfejezet rovid részeket tartalmaz, amelyekben egyes kisérlet
sorozatokban hasznalt anyagok forrasardl, sajasldgapunk informaciot. Az egyes részek
cimei nem szerencsések, nem utalnak a részeknartal

A résszel kapcsolatos megjegyzéseim:
- 35. oldal ,altalanos vegyszer” - Mi az? és miem adja meg a forrdsat?

- 35. oldal isopropalin magyarul izopropalin, pendthalin magyarul pendimetalin,
ethalfluralin magyarul etalfluralin.

A 4. fejezet 4.2. alfejezetében torténik az alkalotb mébtberendezés, az alkalmazott
laboratériumi procedurdk, mintacgeszitési modszerek, referencia mérések bemutadasa.
szerteadgazo kisérleti munka rovid, de azért a sgjdssinformaciot tartalmazé modon toétién
leirdsa nehéz feladatot jelentett. Ezzel a jetiibé-kevésbé sikeresen birk6zott meg. A 4. 2.
alfejezet a munka értékes része.

A munka lényegét nem érthimegjegyzéseim a résszel kapcsolatban a kouikkez

A 4.2. dbra szovege nem j6. A B abra ordinatajanetifelilet jelenik meg, a szbveg
vastagsagot emlit. A magyarazat alapjan a vastagsdaygitottsag- adszorbealt fehérje/felilet
egység — jel kalibracid problémaja természetestrer A 4.2. abraval kapcsolatban még
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problémat jelenthet, hogy uglrik az valds kisérlet soran kapott két regisztratumutat. A
leiras a tényleges kisér@tnem szél.

A 38. oldalon megjeléltem néhany pongyolasagotaszfattal pufferolt sdoldatban”, ,A
kémhatast ammoniaval allitottuk be” ? Gazzal, ,8H oldattal? Koncentracié?,
centrifugalas—sebesseg??

- 39. oldal 4 N kénsav 2 mdlos a helyes, ,a kivAiats ionok a 264 és 306 amu voltak” -
tomedi, fajlagos tomed??

.- lel jel6li a fény hullamhosszah a szokasos.

A jeldlt altal végzett, széleskibrkisérleti munka eredményeit a dolgozat ,Eredméngsk
ertékelésuk” cimh 5. fejezete foglalja 6ssze 71 oldal terjedelemb&nfejezet a munka
iranyainak megfelél 6t alfejezetet tartalmaz.

Az el harom alfejezet arr6l a munkérdl szol, amelyberjeldlt ipari partnereivel
egyuttmikddve az OWLS technika fejlesztéséhez jarult hoaagymertékben szem o
tartva az élelmiszerbiztonsagi vizsgalatok igényeit jelblésmentes immunanalitikai
modszerek fejlesztését.

Az els) alfejezet egy atfolyd kuvettas FIA rendszer kdstéséil és egy, az immunanalitikai
vizsgéalatokhoz jol hasznalhaté hosszabb inkubaicios lehetvé tewh kiivetta készitésér
szol. Az alfejezet rovid. Két, a kereskedelmi késkiieényképét mutaté abrat tartalmaz. Nem
vildgos, hogy a kialakitott FIA rendszer kifejleszében milyen mértékmunkéat végzett a
jelolt.

Az 5.2. alfejezet az OWLS technika immunanalitikalkalmazdsahoz szikséges
feliletmddositd eljardsok vizsgéalataval, szilariizakenzorfellletek kialakitasaval, azok
fellletén tortéd fehérje adszorpcié mértékének tanulményozasawglblimzik. Az elért
eredmeényekil nemzetkozi folydiratokban megjelent publikaci@omak.

A kilénb6 modon képzett fellleti szilanrétegek vastagsagasgelta, az értekeket
tablazatban mutatja be. Nem vilagos azonban, hafgemmaddszerrel tortént a szilanréteg
vastagsaganak mérése. Irja, hogy egyes eseteklvea, dgyenetlen volt a képds réteg.
Mennyire reprodukalhat6 az alkalmazott vastagsagmédszer?

- 46. oldal. Kérdésem, hogy: milyen térfogatu tértkerilt sor a §zfazisu szilanizalasra?
Milyen tavol volt a lemez a folyadék felulét?

A fellletkezelési mbédszerek kivalasztasa, tanulroaaga soran kapott eredmények részletes
bemutatasara nem kerilt sor a dolgozatban. A fejekébb csak a megallapitdsokat, a levont
kovetkeztetéseket tartalmazza.

5.6. 4bra az OWLS jel valtozasat mutatja. Az 8AB oldat dozisok injektalasa utan a jel
novekszik, majd csokken. Mi okozza a csotkkenéstAe specifikusan kotott antitestek
deszorpci6ja? Nem alakul ki egyensulyi jel. Mi btygajdonképpen? A maximum?

- 53. oldal ,a vAkuumszilanizalt szenzorok légmsete voltak lezarva” magyartalan
fogalmazés.

Az 5.10. abra a fellletegységre &ddtt tomeget azaz, az OWLS jelet mutatja a& id
flggvényében. Ugyanakkor azt mondja, hogy a hosszehkcio id biztositds érdekében
inkubacios kivettaban végezték a rogzitést. Hoggzllé az abra? Az abran a reagensek,
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mintak, regeneralé agens beadasi idejét nem jglitakikal. igy egyes lépések ideje csak
nehezen azonosithatd. Egy reagens jelzése utaietobltiozas latszik.

Nehezen értelmezhetaz alabbi szakasz 53-54. oldalakon. "A méréseelej legnagyobb
jelet az 1%-o0s borostyaég&av-anhidrid oldattal kezelt szenzorokra kaptukki#dnboz
bizonytalan, gyorsan csokk&neleket kaptunk, ezért az 1% borostyéskv-anhidrides
kezelést a tovabbiakban nem alkalmaztuk”

- 54. oldal ,a szenzor fellletén 100pug/ml BSA féderogzitettink” — nyilvan ilyen

s s

pontatlan!

- 54. oldal ,standardokra mért jelek lineérisaktak! fliggvények lehetnek linearisak, jelek
maguk nem!

- 55. oldal ,nem romlott a szenzor érzékenyseégkalo cstkkenni szokott az érzékenység

»-mintak mérésnek idejét” — mérésének idejét.

Az otodik fejezet 5.4. szamu alfejezete kulonhoaz élelmiszerbiztonsdag szempontjabol
fontossaggal bir6 novényvésker maradvany, mikotoxin, biogén amin, endokrivara
anyag merésere, jelzéséere alkalmas immunszenzafejlesztésésl, vizsgalatarol szol. A
jeloltnek sikertlt hét anyag mérésére szelektiv imamalitikai elven rikdodé szenzort és
modszert kifejlesztenie. A kidolgozott eljarasokkaasaknak bizonyultak az iltet
anyagoknak valdos mintaban tévendkivil kis koncentraciojanak mérésére. A szmiaol,
modszerekil a tématerilet vezéinemzetkozi folyoirataiban megjelent kozlemeényeirsak.

Az egyes szenzorok, médszerek kidolgozasahoz H {élib tertileten, nagy szakértelemmel
veégzett kutatd munkat. &lkellett allitania megfelél immun reagenseket, vagy beszerezni
azokat egyuttritkodé kollegéktol. Meg kellett oldani a megfaleérzékenységés stabilitasu
szenzor réteg kialakitasat az OWLS szenzor chipdign. Meg kellett allapitani a direkt és a
kompetitiv detektalasi modszerek alkalmazasahoksegies paramétereket, a mddszerek
mérési tartomanyat, reprodukalhatésagat, szeleksidd. Valdos mintak mérésével volt
szilkséges igazolni a szenzorokat alkalmazé mérédsnerek alkalmazhatdésagatjreleit.
Ezen utobbi munkdban megelégedett az un. spikeiottikkal végzett kisérletekkel. Valos, a
meghatarozandd anyagot nem tartalmazo mintadhoztisnennyiséf anyagddzisokat adott
€s a visszanyerést vizsgalta a kidolgozott Uj méuskés az eredményeket 6sszehasonlitotta
alkalmas, a teruleten elfogadott mddszerrel végaetlizisek eredményeivel. (Az utobbi
vizsgalattal kapcsolatban meg kell jegyezni, hogy amalitikai folydiratok szivesebben
vesznek tényleges valodi mintak esetében végzstebasonlitd méréseket az Uj modszerek
alkalmazhat6saganakgalyeinek igazolasara.)

A viszonylag hosszu részfejezettel kapcsolatbaramgla lényeget nem érénimegjegyzést
kell tennem:

- 57. oldal ,kimutatasi érzékenység” inkabb hatar.

5.14., 5.18., 5.21. abradk - A log koncentracié @ngskala jeldlése nem egységes a kis
koncentraciokat exponenssel E-X- el a nagyokat ek&al jel6li pl. 100000. Van ennek
valami oka?



- 59. oldal. Talan az ,érzékenység” helyett a Kisals6 mérési hatar, vagy dinamikus mérési
tartomany kifejezés helyesebb volna.

- 59. oldal ,a szenzor felliletén 10 pg/ml triflineBSA-konjugadtumot rogzitettiink” —
valoszirileg ilyen koncentracioju oldatot hasznaltak a flliimodositasara. (Ez a
kifogasolhat6 egységben megadott adat tobb helydordul pl. 68. oldal). Kérdésem, hogy a
OWLS jelsl nem lehetett e becsiilni a mddosito réteg ténglegstagsagat? Erdekes médon

az 5.16. 4bra esetében a t=0 perchez tartoz6 tadémtek nulla, pedig méar az érzékebyit
BSA konjugatum a fellleten van.

- 60. oldal ,szenzorhigitassal’ nem szérum higihgan sz6? micsoda a szenzor itt? Célszer
egy valamit szenzornak nevezni, lehet az a felimetimbran, vagy akér az egész cella. De
csak azt nevezzik szenzornak.

- 60. oldal ,kocentracidval ardnyos” — helyesendemtraciotol fugg.

- 61. oldal ,Mig a jelek nagysaga kissé csokkemémések soran, a standardok és a vakminta
kozotti kilonbség stabil értéket mutatott...” Kérdésdnogy micsoda a jel itt? A kompetitiv
modszer esetén a reagens vak minta nagy boritotteégdményez. A killonbség lehet a jel.
Lehet, hogy a vak itt nem reagens tartalmu oldattatt valaszt jelent? Lehet, hogy sem
mintat sem reagenst nem tartalmaz a vak?

- 61. oldal Kérdésem az oldalon kdzoltekkel kapath@n, hogy vajon van e letiség és
ertelme az OWLS és ELIZA kalibraciés gorbék meregdgiének dsszehasonlitasanak. Mas
egyseg, mas jelenség (nem ir egységet).

A szelektivitast a jel %-aban adja meg. Flgghet a eelativ koncentraciotol, Nem lett volna
célszeti mas koncentracioban is megnézni a jel aranyt.létset kimutatasi hatart (vagy
azonos jelet adé koncentraciot).

Nem tartom helyesnek a ,5.4.1.4.3. ... szenzor gtdte értékelése cimet” a szenzor valaszt
lehet talan statisztikailag értékelni.

- 64. oldal. A dolgozatban t6bbsz66firdulé megfogalmazési helytelenség: ,immunszenzort
fejlesztettiink ki .... névényvédzer meghatarozasara felszini viz&kb” ---helyesen :
immunszenzort fejlesztettiink ki felszini vizmintékb tortéré .... novényvédszer
meghatarozaséra; vagy felszini vizmintak ... konéentjanak meghatarozaséra.

- 67. oldal ,javitotta ... rontotta az érzékenységetielyesen : ndvelte vagy csokkentette ”
alkalmasak voltak” helyesebben alkalmasnak bizdaakul Az érzékenység és az also
meéréshatar vagy detektalasi limit fogalmanak keseerdtt €s mashol is @&brdul a
dolgozatban.

Az 5.6. tdblazatban megadja a visszanyerés szétaMln e annak magyardzata, hogy itt
megadja az egysZe@n szamolhato adatot mas tablazataban (pl. 54&.t&blazat) viszont
nem. Talan helyesebb lett volna a hasonl6 adattdaimazd tablazatokat egységesen,
egyforma oszlop szammal, egységes fejléccel szadmss Ugy illeszteni a dolgozatba.

- 73. oldal ,A matrixhatas kikliszobdlésére” tisziaprikamintdkat spike-olva készitettek
mintaoldatokat. Kiklisz6b6li ez a matrix hatast? Anta anyagot nem tartalmazé azonos
matrix azonos mérétmatrixhatast idézhetel



5.26. abra. Az 4bra szdveg indirekt immunszenzotite Ez a kompetitiv munkamenetre
utal? Indirekt modszernek a titrimetrias modszerekeokdas nevezni! Az &bran csak
kalibracios pontok szerepelnek. Az azokra illeszgétbe nem lathatd, az irottak ellenére.

- 73. oldal ,A mesterségesen szennyezett mintakb®.3.3. fejezetben leirtak szerint
acetonitril-viz kivonatot készitettlink, ...” Az iliéhelyen nincs leirva az extraktum készitési
procedura! (oldoszer elegy dsszetétel, térfogamdreminta mennyiség stb. adatok)

Az alsé méréshatar, detektalasi hatar megallapédsasznalt kritériumokat nem talaltam a
dolgozatban. A 8 kritérium itt nem érvényes.

Az 5.29. abréan lathaté ,kalibraciés gorbének” neteadatokhoz nem tartozik jelmagyarazat.
Talan nem lett volna felesleges megadni, hogy ayesgnarkerek milyen bormintara

vonatkoznak. A pontokra illesztett gorbét nem matag abra. gy gorbe helyett kalibraciés
adatok a helyes név.

- 77. oldal ,a kulénbé& borok matrix hatasa nem tér el egymastél” a vitsparom
bormintara lehet csak ezt a megallapitast tenni.

- 78. oldal ,36,6 pl dlkezelt DON mikotoxint adtunk” nyilvan mikotoxin atr6l van szé!
~Kimutatasi érzékenységet” az micsoda? Koncenthatar?

Az 5.31. abran lathatAtomeg/felilet egység a zérd jel és a mintara kgpbkulonbségét
jelenti. A szovegben adott jelnagysagok dsszehaaeata keril sor. Ez zavar6 lehet. JO lett
volna az abran vagy a sztvegben hangsulyozni anké&net az abszolut OWLS jel és a jel
csokkenés viszonyat.

A mesterségesen szennyezett mintakbol a 4.3.8zd#pen leirtak szerint acetonitril-viz
kivonatot készitettlink, . Az illeté helyen itt sincs leirva az extraktum készitéscpdura!

Jlinearis méréstartomany” --- Van e olyan az immuaézisben?

Az angol szakirodalomban hasznalt ,M” jelet és al/mkoncentracio jeldlést felvaltva
hasznalja pl. 82. oldal. Célsteegy dolgozatban azonos jel6lést hasznalni, magyaivi
dolgozatban a mol/dfraz ltalanosan javasolt.

Az 5.34. abrara nincs hivatkozas, vagy magyarazsoaegben. igy nem tudni, hogy ez a
gélelektroforetikus lemez képe mit keres a doldoaat Micsoda az abra szdvegében jelzett
./ . Standard™?

- 83.oldal ,Vizsgéltuk a glutaraldehiddel rogzitettisztamin — BSA - konjugatum

sz

V4

s

alkalmasnak. (Mast vizsgalt, mint amit allit.)

5.36. abra. A jelmagyarazat szovege helytelen. éxkez négyzet hisztamint jelent, a zdld
pedig immunszenzort. (Nyilvdn immunszenzorral méhcentraciot kivan jelezni.) Nem
vilhgos a normalt HPLC értékek szarmaztatasa. [Ethelhehéz egyetérteni azzal a
megallapitassal, hogy a szenzor hasznalhaté émisintakban hisztamin mérésre.

- 85. oldal ,az immunszenzorral mért hisztamin lemtciciot a kilonbdz biogén aminok
nagy koncentracioban valo jelenléte befolyasoljpakcaz adott hatarértéket meghalado
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koncentraciét mutaté mintadkat kell a tovabbi vidagékba bevonni.” Nem egyérteliek a
mondottak, emellett a minta koncentracidjat nenolyékolja, legfeljebb a kapott eredményt
teszi hamissad. A 5.36. abra legend-je nem egyédiiteA HPLC-vel kapott hisztamin és
Valami kiegészités hianyzik az immunszenzor osme@gnevezés helyén (pl. 6ssz. optikai jel
alapjan szamitott). Kérdéeses tovabba, hogy azralkadtt HPLC-s modszer nem valasztja e
el az egyes aminokat. Ha a kromatograf kilon m2egyes biogén aminokat akkor hogyan
készlltek az 4bran lathaté oszlopok?

Az 5.37. 4brat eredményekisérlet részletes leirasat nem taléltam a dothapma Az abran
lathato gorbék alakja, a maximum jelleg magyar@zsaorul.

- 88 oldal ,A verseng mérés érzékenysege 2 nagysagrenddel kisebb” aald&aisé méreési
hatér kisebb két nagysagrenddel. (Ne irjunk széiyeh mondatba, és ne keverjik az
érzékenység és az als6 méréshatér fogalmat!)

5.40. Abra. Csak kalibracios pontok, nem gérbe

- 91. oldal ,Lpv fehérje tisztitasatostény ponty és keleti unka petefészakébégeztik” —
nyilvdn onnan vettek szovetmintat, és azt tiszétot Igen sok ehhez hasonl6 vitathatd
fogalmazas talalhato.

5.12. tablazat. Néhany cella elvalaszto vonalazed#i lett volna kitdrolni.

Az 5. Eredmények és értékelésik tifejezet kovetkef mintegy 24 oldalas, 5.5. szamu
alfejezete az OWLS technika bakterialis rendszeedetében jelentkéz alkalmazasi
lehetiségeinek vizsgalataval foglalkozik.

Az alfejezet el§ része egy U] tipusu bakteridlis szenzor kifejlesztl és alkalmazasarol
szol. A jelolt elektromosan vezelTO réteget hordozd OWLS chip fellletén, Ujszerodon,
elektromos potencial programmal segitve Lactohailplantarum baktérium koldniat
immobilizalt. Az immobilizaciés modszer kidolgozasaan az igy kifejlesztett szenzor
segitségével tanulmanyozni tudta kilonbokémiai hatasoknak a baktérium koldnia
életfunkciojara gyakorolt hatadsat. A Lactobacilluglantarum baktériumok egyes
élelmiszeripari fermentacios folyamatokban fontasrspet jatszanak. A fermentacié soran
képadott hidrogén peroxid és egyes savak befolyast gyydiatnak a baktériumok élet-
vitelére, szaporodasara. Az OWLS technika l&béget biztositott a baktériumok vegyszer
tolerancia sajatsaganak vizsgalatara. Az eredmedlyelezet) folyoiratokban megjelent
kozlemények szélnak. Az alfejezetben leirtak, Ujssege, eredményes volta a dolgozat
ertékes részét képezi.

Néhany kérdés meriilhet fel az alfejezetben leigbképcsolatban:
- 92. oldal. Miért Pt elektrodot hasznalt vonatkezdektrodkent?

5.44. abra. Kérdésem, hogy hogyan készitettek @rsHitott sejtenyészeth10® TKE /ml

“ s

oldatot a forralas utan hasznalta.)

Az EC-OWLS technikdval mérte a fellulethez kototjtede szamat. A jeld hogyan
kovetkeztetett a sejtszamra? Az 5.51. abran CFefpségben van megadva. A rdviditések
jegyzekében csak TKF van megadva a colony-formimiy ndviditését nem talaltam. Hogy
kuszobolte ki az ék6 részben emlitett sejt duzzadas jelre gyakorofid@?



- 97. oldal ,A kezeletlen mintak esetében EC-OWL&dsEeerrel vizsgélva agy talaltuk, hogy
az inkubacids id alatt a sejtszam 2 nagysagrenddétt.h Hianyzik, a szdvegtl, hogy
milyen hosszu volt az inkubaciossidAz abra alapjan valés4ileg 28 Grara gondolt a jeldlt.
A mikro-assay meérés részletes leirasat nem talaltaey a dolgozatban, igy a sejt
koncentracié nbvekedés ertékét az abszorbancikadesldl nem lehet becsulni. Kérdésem,
hogy végzett-e ilyen becslést az 6sszehasonliligh6E?

- 98. oldal. Sejtnévekedés, sejtek szaporodasa,keecentracié novekedés kifejezéseket
azonos jelenség jelzésére hasznalja. A sejtnbvekbdgett mindenképpen a sejt szam
novekedést gondolom helyes kifejezésnek. Az OD ndglmm optikai denzitast — jeiz
rovidités nincs a roviditések jegyzékében. Erdekeéslon az 5.52. abra tengelyén az A
(abszorbancia) van feltiintetve. Van-e annak okagyhaz 5.51. és az 5.52. abran az
inkubacios idk kilonbdznek. Azonos inkubaciossigbbb 6sszehasonlitast tenne |éhét

Az 5.5. Alfejezet kovetkdy rovid, kétoldalas 5.5.2. része Escherichia cejiek mérésére
kifejlesztett, OWLS alapérzékige éplb immunszenzorrdl szo6l. A szenzorikddésének
vizsgalata soran ugy talaltak, hogy az elpuszjtek azonos koncentracidoban nagyobb jelet
produkdlnak a szenzoron azékaél. Vajon miért kaidnek jobban az elpusztitott coli
baktériumok az immunszenzor fellletéhez, mint a#k?®l Van-e erre magyarazat?
Hasznalhatobb analitikai eszkdéz lenne az immunswenha az €, fert6zni képes
baktériumokat detektalna lelbtg szelektiven. Az észlelt sajatsag nefingds élelmiszer
minéségelledrzésre szolgalé alkalmazas lafsige szempontjabol. Ennek megiédel
erthet, hogy az dlkisérletek utan nem Kkertlt sor a jelenség okairddtefitésére, tovabbi
fejleszty munkara.

Az 5.5.3. tizenhdrom oldal terjedelnalfejezet bioszilika rétegnek OWSL szenzor fekret
tortérd kialakitasaval, a réteg sajatsagainak vizsgalgtavaéteg alkalmazasaval készitett
bioszenzorok készitésével, azok alkalmazasi éskgeinek vizsgalataval foglalkozik. Az
erdekes eredményeitr szolé6 munkarol a jeldlt a kodzelmultban vezehemzetkozi
folyGiratokban megjelent, disszerds kozleményekben szamolt be. A bioszilika réteg
képzéseére szilikatein enzim altal katalizalt reékcés FIA technikat hasznal. A szilikatein
enzim felfedezésére csak a kdzelmultban, a multagk@égen kerult sor. A szilikatein enzim
altal katalizalt reakcioban keletkiz porozus bioszilika rétegek készitése, annak
nanobiotechnoldgiai alkalmazasa nagymeértékben dekiédés kbzéppontjaban van. A jelolt
altal elért eredmények fontossagahoz, ujssasgéhez nem férhet kétség.

A résszel kapcsolatban néhany a munka értékét eéohyhsolo kérdés, mertlhet fel:

5.56. abra. Az olvasd ugy gondolja, hogy az enzidmtoinjektdlasa utan kapott jel a
monomer injektalasok utan tovabb ndvekszik, ahogglener épul a fellleten az adszorbealt
enzim katalizalta folyamatban. A jel azonban ndllandul. Vajon az abrak kilénbség jelet
mutatnak? Hasonlé gondolat meril fel az 5.57. &setében is. A polimer nem mosaédik le,
igy a C jelnek tomeg/ felllet a tovabbi ndvekeddsdt mutatni, ahogy az ismételt enzim
injektalas utan enzim adszorpcié torténik.

- 102. oldal. Korabban megéallapitotta, hogy ,A amikalt felilet kevésbé alkalmas a
bioszilika-réteg adszorpci6jdhoz”. Mégis azt alkahra az &ramlasi sebesség hatdsanak
vizsgalatahoz (5.56. abra). Lehet, hogy csak aa éinne téves? Arra utal, hogy az abran a jel
joval nagyobb, mint a szilanizalt STO fellletnéltatott jel (ebz6 abra).

Az 5.58. 4bra diszkusszidja soran a harmadik idj@ktutdn az ét6knél kisebb jelet kapott.
Ezt a szenzor felllet tebidésével magyardzza. Ugyanakkor az enzim képes liowvab
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katalizalni polimer réteg képdését. Az adszorbealddott biopolimer alaprétegloeabbi
rétegek kaidhetnek. Nem feltétlentl a felllet adszorpcidogdsé kell, hogy dominaljon itt.
Vajon nem lehet a csokkenés oka az, hogy a bikazigteg vastagsaga meghaladja az
evanescens tartomanyeét, igy a lézer sugar mar mdektélja az evanescens tartomanyan
kivil es réteg nbvekedését?

A fellleti bioszilikaréteg képméssel kapcsolatos abrak tartalmazzak a szilikegazim
injektalasa utan kapott jelet. Az enzim katalizaleakcioban keletkéz poliszilika réteg
kialakulasat mutatd jel azonos oszlopdiagramon [Keeinutatasra. ValésZinek latszik az
5.58. abra alapjan, hogy az enzim adszorpciob jelzfeletti jelndvekedést mutatjak a TEOS
injektalas utani jelek. Ez azonban nehezen koévétkieet a leirottakbol. Kérdésem tovabba
az oszlopdiagramok értelmezésével kapcsolatbany hagon a jelek alakuldsaban a
detektalasi mélység korlatozott voltanak nincsereyze?

Az 5.60. abra azonos enzim oldat mennyiségek iai@ga és kulonbdzkoncentracioju
TEOS oldatok injektalasa utdn kapott jeleket mutst. enzim injektalasra kapott jelek
jelentbsen kulonboznek. A kiulonbségek nagyobbnak latszanskt a mutatott szoras
értékek. Kérdésem, hogy ez a szenzorfeliletek kokatonbség nem befolyasolja-e az
optimalis koncentracio megallapitasat.

- 104. oldal ,enzimgatlas lépett fel” Az enzim WKatalta folyamatok esetében, nagy
szubsztrat koncentracié okozta reakcié sebessédr@sést inkabb szubsztrat inhibicionak
nevezném.

Az 5.61. abran két kulonbéhémérséklet melletti enzim katalizalta polimer noveés jelét
lathatjuk. A harmadik jel a spontan polimerizaciatatja. Nem jel6lte, hogy azok a meérések
milyen hsmérsékleten torténtek. Nem lehet, hogy a nagy széed tbmérseékleti
kulonbségekdl adodik? Zavard, hogy a harom marker jelentéséiatauszoveghl ketté a
homérsékletre utal, a harmadik BSA-injektalasra.

5.64. abra. Az abra szovegében céiszett volna jelezni az aramlas megszakitas térgyét,
jelek alakjanak értelmezését segit@nd

- 109. oldal ,pufferbe adagolva” - helyesen puffktatba adagolva, vagy juttatva.
- 113. oldal. ,a jelek exponencialisan ndvekedte&zt nem latom igazoltnak.

- 113. oldal ,a szenzorok alkalmazhatésdgat szeadaygagok, szermaradvanyok
kimutatasaval igazoltuk”. A szenzor jelet adottl, ihétt a jel, hol csdkkent az egyes esetekben
viszonylag nagy koncentracioban jelerleanyagra. Korainak tartom a megéallapitast. A jel
valtozasanak oka koran sem felderitett. A kialdkiégszkdz alkalmazhatdésaganak igazolasa,
alkalmazasi tertiletének felderitése - véleményesmrgzmég sok munkét igényel. A leirtakat
inkabb biztatd ékisérleteknek gondolom.

A dolgozat 6. négyoldalas fejezete foglalja 6sszelart tudomanyos eredményeket. Az itt
megadott tizenegy pont tekintbetézispontoknak. A tézispontokkal |ényegében egiake
Némelyik megfogalmazésa lehetne szerencséselibeili@videbb.

A dolgozat az alkalmazott roviditések listajavadjdha 317 hivatkozast tartalmazo ,Irodalom
jegyzek’-kel zarul.

A dolgozathoz mellékelt Tézisflzet nagymértékbedobyozat széveg részeinek kivonata,
masolata. Egyes véleményem szerint hibas megdapjpl. ,Az aflatoxin benzpirén
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szerkezdt, tobbszorosen konjugalt, policiklusos vegyiulett-gBferencia és Ag-segédelektrod
teszi leheivé”) a Teézisfuzetben is &brdul. A Célkitizés rész a ceélkizések
megfogalmazasa helyett a Tézisflizetben is eredrkéngenlit réviden, a dolgozat anyagahoz
hasonléan.

A dolgozat formailag megfelel a kdvetelményeknekal&ban olvasmanyos stilusban irodott.
Nem mentes azonban a laboratériumi szlerigekelytelenl fogalmazott mondatoktol. Ezek
kozil tobbet megjeldltem a dolgozatban. Néehanyai@bdekben emlitettem.

Ujabban folydiratok kérni szoktak a cikkek bird)dibgy adja meg a dolgozaterés gyenge
oldalat. Ennek szellemében irom, hogy a jeldlt éggzefi detektalasi technikat sikerrel
alkalmazott a bioszenzorok fejlesztése teriletérszrdvette, hogy a kivalo also
meéréstartomanyt biztosit6 OWSL alapérzékel épitheik olyan bioszenzorok amelyek
kulonbo® élelmiszerbiztonsagi mérési probléma megoldasdkalnaasak lehetnek. Az
alapérzékdl fejlesztést vedy kutatdkkal egyuttrikddve szamos, a bioszenzor készitéshez
szilkséges feluletmodositd modszert, reagens ksisztg@rast dolgozott ki sikeresen.
Erzékebket, immunanalitikai moédszereket dolgozott ki tolden kis koncentracidban
jelenleb szennye& anyag, mikroorganizmus mérésére. A kidolgozott smédeket
mesterségesen szennyezett mintakkal vizsgéalta. rkdnmeenyeket a tématerilet vezet
folyGirataiban kozoélte. Az eredmények gyakorlathtimssdguak. A fentiek a dolgozabter
oldalét jelentik.

Gyenge oldalként az @obekben felsorolt, - bar nem kevés - szerkesztésgfogalmazasi
pontatlansagok, kisebb hibak, hianyossagok réhdgbk Ezek tulajdonképpen a munka
Iényegét nem érintik, egy gondos atnézéssel kikidhétk lettek volna. Gyenge oldalnak
tekinthet tovabba az is, hogy csak kevéssé torekszik az OWHLSes a kilonbdk
paraméterek kozotti mennyiségi 0sszefliggések Jatsga, az elméleti vonatkozasok
feltaraséra.

A jelolt a hazai bioszenzor kutatas jol ismert,nketked egyénisége. Korabbi, elektrokémiai
alapérzékdire épub bioszenzorok fejlesztése terliletén végzett mubkajds igen jeleids
eredményeket ért el. Sikeresen vezet hazai prijekiléetoleg nemzetkdzi egyittikddés
keretében folyé kutatdsokat, irdnyitja fiatal katatmunkgjat. Eredményéir47 tudoméanyos
kézleményben szamol be melyek kozil 33 nemzetkidgranyos folyoiratban jelent meg.
Kbdzleményeinek egyesitett hatastértjez69.6. A cikkekre kapott fliggetlen hivatkozasok
szama az MTMT adatbazis szerint 358. Ezek alapjdmszh index 14-nek adodik. Teljesiti a
fokozat megszerzéséhez szikséges publikaciostaktikbvetelményeket.

A dolgozatban leirt eredményekhez széles teriletemégzett céltudatos, szorgalmas
munka vezetett. Tulajdonképpen a munkat 6sszességbhasznosnak és jonak tartom.
Eléri azt a szinvonalat, amely alapjan sikeres védéesetén az MTA doktora fokozat
megadhatd. Ennek megfeléken javaslom a dolgozat nyilvdnos védésre bocséatésat

Pécs, 2014. julius 29.

Nagy Géza

egyetemi tanar az MTA doktora

12





