OPPONENSI VELEMENY

Bartok Tibor: ,,ij fumonizin mikotoxinok azonositaisa HPLC/MS modszerekkel”
ciml doktori értekezésérol

A doktori értekezés témavdlasztdsa rendkiviil iddészerlinek mondhaté. Mind
tudomanyos, mind gyakorlati, gazdasagi és élelmiszer-biztonsagi szempontbdl fontos kutatasi
teriilet.

A gabonafélék penészgombaval vald fert6z6dése a mezdgazdasag szdmara régota
ismert jelenség. A penészgombdk madasodlagos anyagcseretermékei a mikotoxinok az
élelmiszerlancba bekeriilve stilyos megbetegedéseket okozhatnak az 4llati és az emberi
szervezetben egyardnt. Eurdpai felmérések szerint az élelmiszerlancban leginkdbb a
Fusarium-toxinok terjedtek el. A Fusarium-toxinok jelentdés része mir a term6foldon
termelddhet és fert6zheti a gabonaféléket. A Fusarium-toxinok mellett kiemelkedd
jelentéségliek az Aspergillus fajok altal termelt mikotoxionk is. A legismertebb Fusarium-
toxinok kozé tartoznak a Jelolt altal vizsgélt fumonizinek. A Fusarium-toxinok kimutatisara
szdmos modszer all rendelkezésre, kémiai €s immunanalitikai médszerek egyardnt. A modern
eljardsok, a tomegspektrométerrel kapcsolt kromatogrifids modszerek uj lehetdségeket
nyitnak tobbféle toxin egyideji kimutatdsira és a még fel nem deritett vegyiiletek
meghatdrozasara.

Altaldnos észrevételek

A Jelolt tobb évtizedes munkdssdga sordn nagy jartassagot szerzett az
elvalasztastechnikai/kromatografids analitikai médszerek alkalmazasaban. Az MTA doktori
cim megszerzéséért benyujtott dolgozat sajndlatos médon nem tiikr6zi eddigi munkdssdga
alapjan elvarhaté tudomédnyos mindségi szinvonalat. A dolgozatban bemutatott kisérletsorozat
eredményeinek tobbsége még nem kelléen mérettetett meg a nemzetkdzi szakirodalom
porondjan, mivel csupdn ,,kozlésre bekiilldve” megjegyzéssel, meg sem emlitve a folydiratot
vagy ,megjelenés alatt” nem emlitve az azonositisi szdmot, keriilt be az értekezés
eredményeit tartalmazé publikécids jegyzékbe (tézisfiizet: 9., 11., 13., 14.).

A felsorolt 14 publikidcié kozott hdrom magyar nyelvii egy oldalas eldadds
Osszefoglald (tézisfiizet: 4., 6., 7.), is feltiintetésre keriilt, ami a fentiek tekintetében nem
szamithat6 publikdcidnak.

Az is megvalaszolandé kérdés, hogy hogyan osztoztak a tudomdnyos fokozat/cim
elnyerése érdekében beszamithaté kozos publikacidk (tézisfiizet: 8., 10.) tekintetében egyik
szerzOtarsaval, Tolgyesi Laszloval, aki 2013. janudrjdban ugyanezen publikacidkra alapozva
védte meg PhD dolgozatat, és akinek nem a Jelolt volt t€émavezetdje.

A fentiek ellenére, tekintetbe véve a Jelolt teljes munkdssdgara vonatkozd pozitiv
véleményemet, javasoltam a nyilvanos védés kitlizését és készitettem el opponensi
véleményemet.

Formai szempontbdl a doktori értekezés 152 szdmozott oldalt tartalmaz, melyben 51
dbra és 22 tablazat taldlhatd. A értekezés felépitését tekintve a kovetkezd fejezetekbdl all: 3
oldal ,Roviditések jegyzéke”, 3 oldal ,Bevezetés és célkitiizések”, 39 oldal ,Irodalmi
attekintés”, 9 o. ,,Anyagok és mddszerek”, 68 o. ,,Eredmények €s megvitatasuk™, ezt koveti a
4 oldalas ,,C)sszefoglalés, 4j eredmények”, 1 oldal , Tovabbi feladatok, lehetdségek a



fumonizin kutatdsban”, 22 oldal ,,Irodalomjegyzék” 282 irodalmi hivatkozéssal, koztiik sajat
kozleményeivel és végiil 1 oldalas ,,Kdszonetnyilvénitds ” zarja a dolgozatot.

A dolgozat gordiilékeny elbeszéld stilusban {rédott. Az értekezésben jelentGsebb
szamu gépelési hiba nem taldlhat6.

Gyakran visszatér6 magyartalansidg azonban pl.: a kis és nagy értékek helyett
alacsony és magas koncentraciok (tartalom) emlitése, amely az angolszasz nyelvi
irodalom olvasdsiabdl eredhet. Helytelen szavak: ,legoptimdlisabb” (helyesen
legidedlisabb vagy optimalis); acilalédik helyesen acilezddik; gradiens helyesen
gradiens.

Formai hibaként emlithetd, hogy az dbrak €s tdblazatok betiimérete és betiitipusa
eltér (nem egységesen) a szovegtorzsétdl. Kiilondsen a sokkal kisebb betiiméret
alkalmazasa neheziti az olvashatdsagot.

A cimek utdn (dbrdk és tablazatok) nem kell pontot tenni.

A két oldalra keriilt 4brdk és tdblazatok cimeit az uj oldalon is fel kell tiintetni (27.
abra; 5. és7. tablazat)

A tobbsoros cimek esetén a szdveget célszerli egymas ald rendezni, hogy a fejezet
sorszdma Ondllan jelenhessen meg.

A tablazatokban szerepld mintaszdmok sorszdmok. A magyar helyesirdsnak
megfelelden pontot kell tenni a szimok utan.

Az é4brdkat és tdbldzatokat jobban el kell valasztani (pl. 2-2 sor kihagyasaval) a
szOovegtorzstdl, mivel azok 6ndll6 egységei a dolgozatnak.

Nem a bekotés szerinti jobb alsd sarokban van az oldalszdm (a tobbi oldalnak
megfeleléen) a kdvetkezd oldalakon: 69., 70., 72., 76., 81., 88., 93., 104. és 107.
oldal.

Az SI mértékegység rendszer hasznilata mérnoki tudomdnyos dolgozatokban
alapvetd fontossagu (perc-min, ml-cm?, stb.).

Koztudott, hogy manapsag nehéz egyediil magas szinvonali tudoméanyos kutatdsokat
végezni, ugyanakkor a csoportmunka eredményeibdl a Jelolt a tudomanyos cim eléréséért
benydjtott értekezésében a leginkdbb sajat munkdjanak tekinthetd eredményeket kell, hogy
ondlldan készitett {rasos munkaban Osszefoglalja. A szoveges részben tobb esetben is
zavarélag hat (pl. az anyagok és moddszerek leirdsdandl) a tobbes szdm alkalmazisa, és
nehezitheti a dolgozatban bemutatott kutatdmunka Jeloltre vonatkozé értékelését.

Részletes értékelés

1. Roviditések jegyzéke

A Roviditések jegyzéke hasznos dtmutatd az olvasé szdmara. A kovetkezetességet
figyelembe véve az Osszedllitdsbol kimaradtak a kovetkezok: T, HT (6.0.), MRC
(9.0.), H (12.0.), FUM (17.0.), NRRL (18.0.), KS, AT, DH, MT, ER, KR, ACP, TE
(19.0.), NADPH (26.0.), VERT (48.0.)

PPE hibas a megnevezés ,,edema”

Dolt S betiivel: S-adenozil-metionin

2. Bevezetés és célkitiizések

A téma fontossaganak rovid bemutatisit kovetéen 7 pontban fogalmazta meg a
kollektiv kutatomunka célkitiizéseit, melyek f6 teriiletei a mddszerkidolgozas és
modszerfejlesztés a fumonizinek kimutatdsira HPLC/MS kapcsolt médszerekkel,



kiilonbdzdé novényfajokbol szarmazd Fusarium verticillioides izoldtum fumonizin
B .4 termeldképességének in vitro vizsgalata valamint 4j fumonizinek kimutatésa.
Az értekezés téziseit tartalmazd kiilon flizetben ebbdl csak 5 pont szerepel
(kimaradt az 5. és 6. pont).

3. Irodalmi attekintés

Az irodalmi részben alapos, attekintd Osszefoglalast adott a fumonizin kutatas
legfontosabb teriileteirdl: a fumonizineket termelé gombafajokrdl, a fumonizinek
bioszintézisérdl €s ennek genetikai szabalyozdsardl, az analitikai modszerekrol,
toxicitas vizsgalatokrdl, valamint az élelmiszerbiztonsagot érint6 kérdésekrol.
Dicséretes, hogy bizonyos fejezetek végén 0Ossze is foglalja a legfontosabb
megallapitasokat (pl. 2.1., 2.4., 2.6.).

Hibas idézések: 11.0. Musser és Platner 1996 lasd. Irodalomjegyzék 1997; 24.0.
Gutleb és mtsai kimaradt az évszam (2002); 25.0. Merrill és mtsai 1996 helyesen
Merrill és Sweeley 1996; 26.0. Hannun és mtsai 1993 helyesen Hannun és Bell
1993.

46.0. az LOQ-t helyteleniil kimutatdsi hatdrként emliti, helyesen meghatarozasi
hatar (limit of quantification).

4. Anyagok és modszerek

A mintdk el0készitésére és meghatdrozdsara vonatkozéan a médszerek bemutatdsa
tobbségében kellden részletes.

Hidnyoznak azonban a mddszerkidolgozdsra vonatkozé alapvetd adatok, a
validélds (ha volt ilyen) koriilményei stb., é€s az eredmények fejezetben sincsenek
bemutatva a ,.kidolgozott” médszerre vonatkozé teljesitményjellemzok.

Nem deriilt ki, hogy hany fiiggetlen ismétlésben, hany parhuzamos elemzést
végeztek, milyen adatokon alapulnak a statisztikai elemzések.

Kérdésként meriilt fel bennem, hogy miért rizstenyészetet valasztottak a
fumonizinek felszaporitdsara? A kukorica nem lett volna kézenfekvobb?
Befolyésolja-e a tdpkozeg mindsége (killonbozosége) a mikotoxin termelés
mindségi €s mennyiségi adatait? Menyire reprodukdlhaté a rizstenyészetben
végzett fumonizinek termeltetése, kinyerése a mindségi €és mennyiségi
meghatarozas tekintetében?

A 3.6.1. és 3.6.2. pontban alkalmazott nagysdgrendekben eltéré koncentracidju (10
ng/cm3 ill. 1 ng/ul) FB; referencia oldatok készitésénél mi indokolta az oldészer
osszetételi eltérést (MeCN/H,0 ill. MeOH/H,0), ha a leirds szerint a HPLC-s
elvdlasztas koriilményei megegyeztek?

Hény pontos kalibraciot alkalmaztak a kiilsé standard moddszeres mennyiségi
értékelésnél (10 pg/ul — 500 ng/ul)? Mi volt a lineéris tartomany?

Milyen hibaval értelmezhet6k a mennyiségekre vonatkozé adatok?

A mazsola- és voroshagymamintdk vizsgdlatanal az Aspergillus fajok izoldldsara
vonatkozdan nincs leirds illetve megadva irodalmi hivatkozis.

A mazsolamintdk vizsgédlatdndl a hozzdadott referencia anyagra vonatkoz6
viszonylag kis (kb. 50%) visszanyerési szazalék alapjan a mintdkra megallapitott
koncentraci6 értékek messzemend kovetkeztetések levondsara nem alkalmasak.
Aprdbb hiba egyes vegyiiletek irdsmodja (MeOH, MeCN). A vegyiileteket helyes
képlettel kell szerepeltetni vagy a fentieket a roviditésjegyzékbe beirni.



5. Eredmények és megvitatasuk

A Jelolt a kovetkezd teriileteken egyiittmtikddésben elért eredményeket mutatta be:

o Magyarorszagon begytijtott Fusarium verticillioides izolatumok fumonizin
B4 termelésérdl in vitro koriilmények kozott

o Uj fumonizinek RP-HPLC/ESI-ITMS mddszerrel tortént azonositdsa
meredekebb gradiens elvalasztas felhasznalasaval

o Uj fumonizinek RP-HPLC/ESI-ITMS és TOFMS médszerrel tortént
azonositdsa kevésbé meredek gradiens elvalasztas felhasznalasaval

o Fumonizinek RP-HPLC/ESI-ITMS meghatirozdsa mazsolab6l és
mazsolabdl izolalt fekete Aspergillus fajokkal fert6zott taptalajmintakbol

o Fumonizinek RP-HPLC/ESI-ITMS azonositdsa voroshagymaban

Az eredményeket ismertetd alfejezetek szemléletes leirdsban tartalmazzdk a
kisérletes munka részleteit és a kapott eredmények értékelését, amelyeket statisztikai
modszerekkel is elemezett.

Az eredmények kozott nem tiintette fel a kidolgozott mddszerre vonatkozd
teljesitményjellemzéket. A kozoltek alapjdn a moddszer inkdbb tekinthetd
adaptacionak, mint valédi modszerfejlesztésnek.

Az eredmények josdgara vonatkozé kérdéseimet a 4. pont alatt mar feltettem.

Az 4brdkra és tablazatokra vonatkozé megjegyzéseimet az 4ltaldnos részben
fogalmaztam meg.

58.0. A teljes varidciok - helyesen teljes variancia

12. abran (fekete-fehér) nem értelmezhetd a fekete vizszintes vonalak melletti
magyarazo szoveg (rozs, emberi szem, fokhagyma)

A 63. oldalon jelzett (4.2. felezet) 16. abra atkeriilt a kovetkez6 fejezetbe.

7., 9., 11., 13, 14., 15., 17., 18. tablazat fejlécében nem a balrél-jobbra olvasasi
szabalynak megfelel? a felirat

6. Osszefoglalas, 1ij eredmények

Az 0sszefoglaldsban kiemeli a széleskorti egyiittmikddésben végzett kutatdsaik 6
eredményeit. Szerencsésebb lett volna tézisszerlien bemutatni az 4j eredményeket.

o Eldszor térképezték fel Magyarorszdgon a Fusarium verticillioides
elterjedtségét. Megdllapitottdk, hogy a F. verticillioides legalabb két
kiilonb6z6 kemotipusa kiséri a kukoricandvényt.

o Szamos 1j fumonizin és fumonizin izomert azonositottak, ezek kozott
kiemelt jelentdségilinek tartottdk az FD, FBX, FP anal6gokat.

o Szerkezeti izomerek elvalasztisira ajanlott RP-HPLC oszlop és kevésbé
meredek gradiens alkalmazdsdval a kordbbindl hatékonyabb elvdlasztast
értek el FB, és FBs toxinok izomerjeinek vizsgalatakor.

o TOFMS eljarast a Jelolt és munkatarsai el0szor alkalmaztidk fumonizin
izomerek azonositdsdra.

o Eloszor mutattdk be bioldgiai mintdbdl a 3-epi-FB4 és FB4 toxinok
elvélasztasat.



7. Tovabbi feladatok, lehetdségek a fumonizin kutatasban
- A Jelolt kutatdsaik f6 eredményei alapjan hét pontban foglalta 6ssze a jovObeni
teendOkre vonatkozo javaslatokat.

8. Irodalomjegyzék

- Azirodalomjegyzékben 282 szakirodalmat sorolt fel.

- Nelson és mtsai 1993 nincs idézve a szoveges részben.

- Nem tekinthetd irodalmi forrdsnak a megjelenés alatt 4ll6 illetve kozlésre
bekiildott 5 sajat kozlemény, igy azoknak a dolgozat irodalomjegyzékében valo
szerepeltetése hibas (Bartok és mtsai 2011a és 2011b; Kocsubé és mtsai 2011;
Szécsi és mtsai 2011; Varga és mtsai 2011). Az elektronikusan elérhetd, még meg
nem jelent szakirodalmak esetén a doi szam kozlése sziikséges.

Osszefoglalva  megallapithats, hogy a Jelolt értekezésében  széleskoril
egylittmiikodésben végzett kutatdsainak eredményeir6l szdmolt be, amelyek koziil az
alabbiakat tartom kiemelkeddnek:

- A Jelolt és munkatirsai elOszor térképezték fel Magyarorszdgon a Fusarium

verticillioides elterjedtségét.

- El6szor alkalmaztik a HPLC/TOFMS eljéarast fumonizin izomerek azonositasara.

Az értekezés nyilvanos vitdra bocsatiasat a jelolt eddigi munkassigara tekintettel
javaslom és eredményes védés esetén részére az MTA doktora cim odaitélését timogatom.

Egyéb kérdéseim:
- Az élelmiszerbiztonsag novelése érdekében milyen kilatasok vannak a mikotoxinokra
(fumonizinekre) rezisztens gabona hibridek eldallitasara?
- Mikorra véarhat6 az egészségiigyi kockazat megitélésben fontos un. eltlirhetd napi beviteli
érték (TDI) meghatarozasa fumonizinekre?

Budapest, 2013. januar 15.
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