Valasz Nagy Géza egyetemi tanar az MTA doktora biralatara

Halasan koszonom Nagy Géza egyetemi tanar, az MTA doktora alapos és részletekbe mend
¢értckelését, valamint a méltaté szavakat, amellyel Professzor Ur visszaigazolja a téma
idOszerliségét és a felvetett élelmiszerbiztonsagi kérdések fontossagat, a teriileten kifejtett
kutatasaim értékét. Koszonom az igen részletes biralatot, elfogadom és megszivlelem a jogos
kritikai észrevételeket, kiilonosen az olykor pontatlan, vagy nem megfeleld fogalmazisra
utald6 megjegyzéseket. Ezekre a pontokra nem is térnék ki a véalaszomban, ugyanakkor a
birdlat tobb pontja lehetséget adott szamomra a kutatdsi eredmények pontosabb, szabatos
megfogalmazdsara.

Elfogadom, hogy az irodalmi attekintésben a cimvalasztasok nem tiikrozik kellden az
ismertetett tudomanyos teriiletet. Ugyancsak egyetértek a dolgozat tagolasara tett biralattal,
szerencsésebb lett volna a 2.2. fejezetet masként tagolni.

Egyetértek, hogy elsésorban a jellésmentes detektalasi modszereket ismertetd abrak
kivalasztasa nem a legszerencsésebb. Helyesebb lett volna a kiilénb6zd technikédk mérési elvét
bemutatni, nem pedig a mérési elrendezést.

14. oldal: Az integralt optikat a 70-es években fejlesztették ki. A vékony film technoldgiat az
elektronikaban mar széles korben alkalmaztak és igény meriilt fel kisméretii optikai elemek
kifejlesztésére. Ekkor kezdodott el az integralt optika felhasznalasanak kutatdsa és az optikai

szalak alkalmazasa a telekommunikacidban.

15. oldal: A modnat helyesen: A szogelfordulast mechanikus goniométerrel meghatarozva, a
merés pontossaga Osszemérheté a monokromator pontossagaval, valamint a hullimvezetd
anyag hémérséklet- szabalyozasanak pontossagaval.

A 2.3.1. alfejezetben nem kivantam a teljes levezetést megadni, hiszen azt mar Vorss Janos a
PhD dolgozatiban ismertette, ahhoz tovabbi tudomdanyos kiegészitést nem tettem, csak a jelen
dolgozathoz elengedhetetleniil fontosnak tartott részleteket vettem 4t. Taldn a legrészletesebb
matematikai levezetést Hild Erzsébet (2011) adta, akinek a munkajara ugyancsak hivatkozom
a dolgozatban. Ugyanakkor egyetértek, hogy a hianyos leirast nehéz kovetni, a jelslések nem
kovetkezetesek.

A 2.6. abra a 2.1. ill. 2.5. abran szerepl$ integralt hullimvezeté szenzor hullamvezetd
rétegének nagyitott abrazolasa, illetve a sugaroptikai szemléltetése. Az a és b a beesd
fénysugar; az a’ és a b’ a diffraktalt fénysugar; k a térerdvektor.

A film a hulldmvezet réteg, ami szol-gél formajaban keriil az iiveghordozéra.

A 2.3.2. részben az EC- OWLS technika kombinalt alkalmazasanak ismertetésénél be kellett
volna tennem az elektrokémiai cella abrajat, ahol egyértelmi az elektrédok elrendezése: az
ITO mérdelektrodot, Ag referencia elektrodot és Pt segédelektrodot alkalmaztunk.

(_r



- : .

Ag reference _ Pt counter

i elecirode iy footi N, iqui
L N i e € S8hble Outie
ngﬂ - FIOW‘ l = II \\
v\.lr rking electrode I:” o Cl_ — — Ag wirk
| Photodiode 1 1= =~ Photodiod
\\ Waveguide IaY&F ;ti i] g Substrate ,f

/

I
I
I
I
—

He-Ne Laser Sh':tte" /.“
. |

Beam mirror

Az elektrokémiai-OWLS cella felépitése

19. oldal: Rosszul fogalmaztam a mondatot, az ITO bevonat feliilete heterogén, amely
befolyasolja az elektrod folyamatokat. Ennek oka egyrészt a feliilet esetleges széntartalmu
szennyezettsége lehet, masrészt az indium-oxid reakcidja a levegé paratartalmaval, mivel az
elektrokémiailag inaktiv, hidroxidos feliiletet eredményez.

25.0ldal: Az aflatoxinok difurdn kumarin szarmazékok. A mondat ugy lett volna még
elfogadhat6, hogy kémiailag benzpirén tipusu szerkezeti elemet tartalmazo, tobbszdrdsen
konjugalt, policiklusos vegyiiletek.

A 2.11. 4brarol lemaradtak az R csoportok megnevezése:

R1; R4 — hidroxil csoport
R2 — hidrogén

R3 — metilcsoport (CH3)
RS — oxigén

24. oldal A trifluralin a karos okotoxikologiai, endokrin és immunmodulans hatdsa miatt
2001-ben felkeriilt az Eurdpai Unid Bizottsaga altal kiadott 262. szamu listajara.

Egyetértek, hogy a célkitiizéseket nem a megfelel6 stilusban irtam le.

35. oldal: Az éltaldnos vegyszerek k6z¢é a savakat, pufferoldatok Osszetevéit, stb., soroltam,
amik rendszerint a Reanal-t6l vagy a Sigma-Aldrich Co. Ltd.-t61 keriiltek beszerzésre.

4.2. dbra: Az ébran modellkisérletbdl szarmazo gérbével kivantam érthet6vé tenni a mérés
menetét, vagyis azt, hogy a mért gérbe minden egyes mérési pontja az adott chipre jellemz6
pillanatnyi intenzitisspektrum alapjan keriil automatikusan értékelésre. A réteg vastagsaga
helyett boritottsagot kellett volna emliteni.

A 38. oldalon az immunszérumok kisézasos moédszerrel torténé tisztitasa soran a 70%-os
ammonium-szulfat-oldattal elegyitett oldat pH-jat 25%-0s ammonia oldattal allitottuk be pH
7,0-re. Tovabbi kétoras kevertetés utdn a szuszpenziot centrifugaltuk (20 perc, 2500
fordulat/perc).

39. oldal: Az amu az atomi tomegegység réviditése (atomic mass unit).



5.1. A miiszer kezdeti felépitésében nem tartalmazott atfolyé kiivettat és FIA rendszert. A
korabbi FIA rendszerekkel szerzett tapasztalatom alapjan a laboratoriumunkban kisérleti
berendezést éllitottuk Ossze, aminek alapjan keriilt kialakitisra az &tfolyo cella, a FIA
rendszer valamint az inkubacids kiivetta. Ezek az egységek az 1j késziilékek alap
felszereléséhez tartoznak, az aktudlis miiszerleirasokban szerepelnek.

45. oldal: A szilanréteg vastagsagat az OWLS berendezéssel hatarozzuk meg. A szenzorok
vastagsagat szarazon szilanizalas el6tt és utdna is megmértilk. Az alkalmazott mddszer
reprodukalhatésaga £0,05 nm.

46. oldal A szilanizalast laboratoriumi korillmények kozott hajtottuk végre. 50 ml-es poharba
kb. 10 ml szilanoldatot tettiink, a szenzorokat pedig gy helyeztiik el, hogy ne érjenek bele az
oldatba. A tavtartashoz egy 2 cm magas tiveggyiiriit hasznaltunk, a szenzorokat kvarc spiralba
fogva egyszerre tobb, 5-10 szenzor szilanizaldsat végeztiik el. A poharat oraiiveggel és egy
nagyobb atmérdjl tivegharanggal fedtiik le, és 75 °C-on 6 oOraig szaritdészekrényben tartottuk.
Az oldat és a szenzorok tavolsaga kb. 15 mm volt.

5.2. fejezet A feliiletkezelések hatékonysdgat minden esetben a szilanizaldst kdvetben a
modellként alkalmazott BSA — anti-BSA régzitésével, illetve mérésével ellendriztiik, aminek
eredményeirdl az 5.3. fejezetben szamoltam be, illetve mutattam be részleteket. Az olvasot
valosziniileg jobban segitette volna, ha a mérési eredményeket az egyes szilanizalasi eljaras
mellett kdzvetleniil bemutatom, azonban az eredmények kozott jelentésen szelektalni kellett.

Az 5.6. abra a BSA rogzitését az aminofunkcionalizalt szenzorfelilleten és Kkiilonbdzd
koncentraci6ju anti-BSA oldatokra adott jelét mutatja be. A BSA oldatot injektalva (200
pg/ml) végeztiik a rogzitést, majd az antitest oldatot kiilénb6z6 koncentracidban injektaltuk.
10-200 pg/ml). Ez a mérési eljaras alkalmas volt a szilanizalt szenzorok &sszehasonlitdsara,
azonban az immunreakciok tiizetesebb vizsgalatakor kideriilt, hogy a tomény oldatok
injektaldsa miatt a biomolekulak csak kisebb része rogziilt, jelentés mennyiségiik a szenzor
felett (az evaneszcens térben) csak athaladt és kimosddott. Ennek tulajdonithatd a gérbék
alakja, a kezdeti nagy jel gyorsan lecs6kken, majd bedll egy kozel allandd szintre. Ezt az
allandosult szintet tekintettiik a jelnek, amit rendszerint — a mérési koriilményektdl fliggden —
az injektalast kovetd 5-7 percnél mértiink. Kés6bbi tapasztalatunk szerint akkor tudtunk
hatékonyan mérni, ha az antitestet tartalmazé oldat hatarozott, jol kiértékelhetd, de nem
ennyire nagy jelet adott.

Az 5.10. 4bra a karboxil-csoportokat hordozd szenzoron valdo BSA rogzitésének és az anti-
BSA-koncentracié mérésének folyamatat mutatja be. A BSA rogzitését, illetve az ehhez
sziikséges EDC/NHS reakciét is a szenzoron végeztiik, araml6 rendszerben. Az abrarol
hidnyzik a 0,05 M sodsav injektaldsanak a jelzése, amivel az immunreakcid utdn az antitestet
lemossuk a szenzor feliiletérdl. Kisérleteink azonban azt mutattdk, hogy a reakcioidé igen
rovid az atfoly6 cellaban, ezért célszerli a rogzitést a cellan kiviil, 4116 rendszerben, hosszabb
reakci6 idével végezni. Ez az eljaras lehetdséget adott egyszerre tobb szenzor el6készitésére,
ezzel jelentdsen lerviditve a mérés napi elokészitésének, a rogzitésnek a folyamatat.

53-54. oldal: A kiilonb6z6 toménységli borostyankésav anhidriddel kezelt szenzorokon
vizsgaltuk a BSA rogzitésére adott jelét, a kiilonbozé koncentracidji anti-BSA standardok
jelét, valamint az egymast kovetd azonos koncentracioji standardok jelét. A kiilonbozd
koncentracioju anti-BSA standardok jele nem kiilonbdzétt egymastdl a koncentracionak
megfeleléen, de ugyanakkor az azonos koncentracidju oldatokat egymas utan injektalva a
jelek igen gyorsan csokkentek, nagy volt a szoras kozottikk. Az 5.11. abra mutatja be a 0,1 -
0,5 % borostyankésav anhidriddel kezelt szenzorokon rogzitett BSA-val mért 20 pg/ml
koncentracidju anti-BSA standardok jelét. Még a 0,5%-o0s borostyankdsav anhidriddel kezelt
szenzorokon mért jeleknél is latszik ez a hatds, az egymas utan injektalt jelek jelentsen



csokkentek. Ugyanakkor a jelek a 0,2%-o0s oldat alkalmazasakor voltak a legstabilabbak, 12
injektalds utan a mért jelek nagysaga a kezdeti érték 80%-a volt.

Az 5.14., 5.18., 5.21. 4brakon a log koncentracié tengely skéaldn nem egységes, az abra
készitésénél, vagy az athelyezésénél nem vettem észre a hibat.

59. oldal: A szenzor feliiletén a rogzitéshez 10 pg/ml koncentracioja trifluralin-BSA-
konjugatum oldatot injektaltunk. Az OWLS mérés soran ugyanugy lehet mérni a réteg
tényleges vastagsagat, mint a feliileten k6t6d6 témeg valtozasat.

A gorbék Osszehasonlitasdnak érdekében egymdasra masoltam azokat, 0 id6pontnak a
mintanak a celldba érkezésének pillanatat vettem, mig az ordinata értékeként az adott minta
injektalasat megel6z6 alapvonalat vettem 0-nak.

A mérés soran az OWLS kiértékeld programjaban kivalaszthatjuk, hogy mit abrazoljunk, pl. a
becsatoldsi szogeket, az effektiv refrakcids indexet, a hullimvezets vastagsagat. Példaként
egy BSA-anti BSA mérés abrgjat mutatnam be.
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60. oldal: Az 5.16. abran a szenzorjeleket dbrazoltam a szérumhigitas fiiggvényében. Az dbra
ismertetésénél hibds a szenzorhigitas kifejezés, az anti-trifluralin szérum kiildnb6z6 higitast
oldatainak mérésérol van szo.

61. oldal: A mérés soran kapott jelnek az egyes mintaknal az alapvonal (az injektalas el6tti 1
perc mérési pontjainak atlaga) és a beinjektalast kovetd 5-6 vagy 6-7 perc kozotti mérési
pontok atlaganak kiilonbségét tekintjiik. A kompetitiv modszer esetén a reagens vak minta,
vagyis a szérum megfeleléen higitott oldata nagy boritottsagot, nagy jelet eredményez. Ha a
kovetkezd injektalt minta az antigén és az antitest keverékét tartalmazza, akkor a
koncentraciotol fiiggden kisebb jelet kapunk. Ha ezt a két mintat mértiik tébbszor egymas



utdn, akkor ugyan a jelek cstkkentek, de a reagens vak minta és az antigént is tartalmazd
minta jele kozotti kiilonbség pl. a 0,1 ng/ml koncentracidju trifluralin standard minta esetében
9 parhuzamos mérés alapjan 9,97+0,82 tomeg/feliiletegység volt. Ezért a standardok mintdk
kozott rendszeresen mértiink vakmintat is, és ennek a jeléhez viszonyitottuk a standardok
jelét.

A 61. oldal: Egyetértek azon megjegyzéssel, hogy nem hasonlithaté Gssze kdzvetleniil az
OWLS immunszenzor ¢s az ELISA kalibraciés gorbe meredeksége. Ugyanakkor az 5.18.
dabran a két kalibracidos gorbét feltiintetve jol latszik a két moddszer dinamikus
méréstartomanya kozotti kiilonbség.

62. oldal: A szelektivitas fligghet a relativ koncentraciotol, éppen ezért a vizsgalataink soran a
kiilonb6zd dinitro-anilin-herbicidek, azok hapténszarmazékai és a kiilonbozé szintetikus kozti
termékek gatlasi gorbéjét kimértiik, kiszamitottuk az aktudlis IC s értéket, a keresztreakcio
%o-at az 1Cs értékek alapjan szamitottuk ki. A trifluralin mérését ismertetd cikkben az alabbi
tablazat szerepelt:

Compound ICso mgml™!) CR* (%) CRP (%)
Trifluralin 6.10 x 1077 100 100
Ethalfluralin 8.88 x 1076 6.9 2.9
Benfluralin 1.75 x 10— 34 5.2
Isopropalin 2.35 x 10~* 0.26 <0.1
2.6-Dinitro-4-trifluo-  6.90 x 10~* 0.09 0.18
romethylaniline
Pendimethalin 5.80 x 1073 >0.01 «0.1
2.6-Dinitro-4- >1072 >0.01 «0.1
trifluoromethyl-1-
chlorobenzene
2.6-Dinitroaniline >10"2 >0.01 «0.1
Aniline >1072 >0.01 «0.1

?Relative cross-reactivity defined as a percentage obtained by calculating the ratio of the IC50
value of the reference compound (trifluralin) to that of the given compound in the
immunoanalytical system.

® Data from the literature.

67. oldal: A gatlasi vizsgalatokban adott feliileti antigén koncentracid mellett rogzitett
szérumhigitast alkalmazunk, s ehhez adagoltuk a meghatarozni kivant célvegyiiletet
(zearalenon) véltozd koncentracioban a mérési koncentracidtartomany, az ICso értékek,
valamint a detektalas alsé hatdra megéllapitasara. Az érzékenységen az 50%-os gatlas (ICso)
értékeket értettiik.

5.6. tblazatra vonatkozodan célszeril lett volna a tabldzatokat azonos formaban szerkeszteni.

73. oldal: A matrixhatast az adott mintdknal figyelembevettiik, a vizsgalandé antigént nem
tartalmazo6 matrix mérésével hataroztuk meg a vakminta jelét.

5.26. abra. A versengd, kompetitiv immuno-assay alkalmazasanal a jeloléstdl fiiggben szokas
indirekt modszerrdl beszélni, a jel6lésmentes mérési eljarasnal nem szabatos a kifejezés.

5.26. abra: ,,Aflatoxin B1 mikotoxinnal mesterségesen szennyezett paprikamintdk indirekt
immunszenzorral mért kalibracidja” lenne a megfeleld cim.



73. oldal: Az aflatoxin B1 fiiszerpaprikabol térténd meghatarozasdhoz a mintaelékészités
ismertetésénél a 4.3.3. fejezetre hivatkoztam, mivel itt ismertettem a mintak eredetét. A
fejezetben a 4.3.2. pontra utalok, ahol az acetonitril-viz kivonatok készitésének receptje
részletesen targyaldsra keriilt.

A gorbek kiértékelésekor az injektalas el6tti 1 percben az alapvonal pontjait atlagolva vontuk
ki a gorbe injektalast kovetd 5-6. vagy 6-7. perc kozotti mérési pontjainak atlagabol. A széras
¢értékét az atlagolt gorbepontok szoérdsa adta. A kimutatasi hatdr megallapitdsara a fentiek
alapjan hataroztuk meg a vak minta kdzepes vélaszjelét, és a vak minta valaszjel hAromszoros
tapasztalati szorasat.

77. oldal Az 5. 29. 4brdn a bormintdkat Gigy valasztottuk, hogy egy kdnnyebb, egy testesebb
¢s egy édes vorosbor legyen. A harom pontsor az egyes borokkal 3 szenzoron végzett mérések
atlagat abrazolja. Mivel a mintak egy nagyobb méréssorozatbol szarmaztak, a pontos
eredetiiket nem adhattuk meg, azonban egyetértek Birdlommal, hogy nem lehet 3 minta
alapjan ilyen kijelentést tenni.

78. oldal: Az anti-DON poliklondlis ellenanyagot a szérum tisztitasa, illetve a liofilizalasa
utdn ELISA rendszerben ellendriztiik és megallapitottuk a szérum titereket. A leirasban
szerepl6 , kimutatasi érzékenység” nem a megfeleld kifejezés, a szérum mérésre alkalmas
higitasat kellett volna alaklmazni.

78. oldal, 5.31. dbra: Az eredmények Osszegzésénél utaltam arra, hogy a vakmintahoz képest
a jelek kozotti kiilonbségek szignifikansan csdkkentek. Az 5.31. dbra mutatja a DON-BSA-
konjugitum koncentracidjanak hatdsit a DON meghatdrozasara, a jelek csokkenését a
vakoldathoz képest. Elfogadom, hogy célszerli lett volna az abszolit OWLS jel és a jel
cs6kkenés viszonyat is megjeleniteni, bar az 5.32. dbra mutatja az abszolit OWLS jelet 256
ng/ml DON-BSA oldat injektalasat kévetd immobilizalassal.

80. oldal A DON-mentes buzalisztmintdbol mesterséges szennyezéssel torténd standard
mintak mintaelékészitésének ismertetésénél a 4.3.5. fejezetre hivatkoztam, mivel itt
ismertettem a mintak eredetét. A fejezetben a 4.3.2. pontra visszautaltam, ahol az acetonitril-
viz kivonatot készitésének receptje keriilt részletesen targyaldsra.

A, linedris méréstartomany™ helyett a dinamikus méréstartomany a megfelel kifejezés.

Egyetértek, hogy a mol/dm® koncentracié jelolés a szabvanyos forma, a mol/l engedélyezett,
azonban ezt a M jel5lést nem lehet keverni.

5.34. abra alatt a sz6vegben a hisztamin-BSA-konjugatum készitésének receptjét irtam le. A
kovetkez6 mondatban hivatkoztam az 5.34. 4brara, amelyen a keletkezett termék
poliakrilamid-gélen izoelektromos fokuszalassal torténd vizsgalatanak eredményét mutattam
be. Hidnyzik azonban az a jelzés, hogy az dbran 7. standard-dal jelzett minta a fehérje
standard, amely a Pharmacia cégt6l szarmaz6 izoelektromos pont szerinti fehérje sorozat.

83.oldal: Egyetértek, hogy az idézett mondatok félreérthetéek, nem elég szabatos.

5.36. abra Egyetértek, hogy nehéz kovetni az 5.36. dbra magyarazatat. Egy tablazattal
kiegészitve konnyebb lett volna megérteni a leirtakat.



A C (kovészos uborka) minta esetében bemutatom a leirtakat:

OWLS-re
HPLC-vel . |OWLS-sel | DOrmalt | OWLS-
. HPLC-vel mért| ~, biogénam |sel mért
. mért . mért . . .
C minta g/mol . eredmény in hisztamin
eredmény keresztreak , ,
(mg/l) (mol/1) ci6 (%) koncentra | koncentra
& ° cid ci6 (mg/l)
( mol/l)
=(*
A B C=A/B D E=C*D/1 F
00
hisztamin [111,2 75,6 0,68 100,0 0,68
putreszcin | 88,2 816,6 9,26 13,6 1,26
agmatin 102,2 188.,9 0,00 43 0,00
kadaverin |130,2 0,0 1,85 1,9 0,04
tiramin 137,2 141,5 1,03 0,0 0,00
spermidin | 254,6 9,2 0,04 0,0 0,00
Osszes
biogén 219,52
amin 1,97 206,4
hisztaminra (1,97*111,2)
normalva

Annak ellenére, hogy bizonyos biogén aminokra nem szelektiv a szenzor, élelmiszermintak
sorozatmérésére alkalmas, csak az adott hatarértéket meghaladé koncentraciét mutatd
mintdkat kell a tovabbi vizsgalatokba bevonni.

86. oldal 5.37. abra Az abrahoz tartoz6 fejezetben szerepel, hogy a tisztitott szérum aktivitasat
a 4.2.5.1. pontban ismertetett ELISA eljarassal ellendriztiik. A leiras altalanos, az Osszes
ismertetett szérum vizsgalatdhoz ezt az eljarast alkalmaztuk. A kisérlet célja annak
ellendrzése volt, hogy a kapott szérumok milyen higitasban alkalmazhatdak az adott antigén,
esetlinkben a béka-Lpv mérésére. Legnagyobb abszorbancia értéket az A béka esetében a 20-
80x higitott szérum, mig a B szérumnal a 80-320x higitott oldat adta. A témény antitest
alkalmazasakor (10x higitott) gatlé hatast fejtenek ki, kisebb értékeket kaptunk, aminek az un.
Hook-hatas lehet az oka. A nagy mennyiségii antitest adagolasakor instabil lesz a rendszer, a
mért jel csokkenhet.

88. oldal: A mondat talan twgy lett volna szabatos: A versengd mérés dinamikus
méréstartomanya a kb. 2 nagysagrenddel kisebb vitellogenin koncentracidtartomanyba esett,
mint direkt modszerrel mérve. A szigmoid gérbe alapjan a gatlasi kozépérték (ICsq) értéke
21,18 + 2,86 ng/ml, mig a direkt mérés dinamikus méréstartomanya 0,6 és 12 pg/ml Lpv k6zé
esett (86. old).

5.44 abra Az eredeti 10 TKE /ml-es oldatot a forralas utan hasznaltuk.



5.51. 4bra: Kalibracios gérbe alapjan kovetkeztettiink a sejtszamra (5.43. abra). A duzzadast
nem tudtuk figyelembe venni, ez torzithatja az eredményeket.

97. oldal A helyes fogalmazas: A kezeletlen minték esetében EC-OWLS modszerrel vizsgalva
ugy taléltuk, hogy a 28 dras inkubacios id6 alatt a sejtszam 2 nagysagrenddel nétt.

A mikro-assay mérés részletes leirdsat a 4.2.5.4. fejezet tartalmazza. A mddszer csak
becslésre alkalmas, nem végeztiink sszehasonlitO mérést. Arra azonban alkalmas a két
modszer dsszehasonlitdsa, hogy hasonld tendenciat mériink, az inkubécios id6 fiiggvényében
a referencia oldathoz képest hasonlo valtozasokat detektalunk.

98. oldal A sejtnovekedés helyett a sejt szamnovekedés a helyes kifejezésnek.

Az optikai denzitast alapjan lehet a sejt slirliséget meghatdrozni, az 5.52. 4bra tengelyén az
OD-t kellett volna feltiintetni. Egyetértek azzal, hogy az azonos inkubéciés idé jobb
Osszehasonlitést tett volna lehet6vé.

99. oldal Feltételezéstink szerint az antitestet elpusztult sejtek sejtfal antigénjével
immunizaltatva készitették, ez lehet az oka, hogy nagyobb jeleket kaptunk a hikezelt sejtekre.
fgy valoban korlatozott az immunszenzor alkalmazhat6sdga, azonban hoékezelt mintikat
vizsgalva kisziirhet6ek az esetleg fert6zott mintak, és csak azokat kell tovabb vizsgélni.

5.56., 5.57. abra Az 4brak kiilonbségi jelet mutatnak, az egymas utén injektalt jelek nagysagat
abrazoltam az 5.56. dbran, mig az 5.57. az egymas utan mért mintak jelét az 6sszehasonlitas
kedvéért azonos kezdépontba masoltam Ossze, mig az ordinata értékeként az adott minta
injektalasat megelézd alapvonalat vettem O-nak fiiggetleniil attol, hogy a TEOS injektélasa
utan magasabb az alapvonal.

102. oldal Sajnos az abra cime hibas, természetesen nem szilanizalt szenzort alkalmaztunk az
adott mérésekhez, hanem hidratalt szenzort.

5.58. abra A jel csokkenésének tobb oka is lehet. Elképzelhetd, hogy az evaneszcens
tartomanyon kiviil esé réteg névekedését nem tudjuk detektlni. A gérbe alakjat vizsgalva,
azonban ez nem valdszinl. Az injektalast kdvetSen a jel kdzel akkora, mint az el6z6 két minta
injektalasat kovetden, azonban ez a jel csokken, jelezve, hogy csak kevesebb molekula tud
kotédni a feliiletre. Ha a réteg vastagsaga miatt mar az evaneszcens réteg szélén mérnénk,
akkor a jel alakja hasonl6 lenne az elézéekhez, csak kisebb tomegvaltozast jelezne. A masik
lehet6ség a feliilet telitddése, aminek az oka lehet az is, hogy a réteg mar egy olyan réteggel
van fedve, hogy az tjonnan injektalt molekuldak nem érnek kelld szamban az enzim kozelébe,
¢s ezért kapunk kisebb jeleket hasonloan a 5.57. abra kapcsan emlitett jelenséghez.

5.59. abra: Az oszlopdiagramokon az egymds utdn injektalt TEOS mintak &ltal mért
témegndvekedést abrazoltam. Minden esetben hasonlé gorbéket kaptunk, a korabban leirtak
alapjan nem gondolom, hogy elérnénk az evaneszcens réteg sz¢lét.

5.60. A tapasztalataink szerint a szenzor feliiletének valtozasa okozhat kiilonbséget a jelek

nagysagaban, azonban ez nem befolyasolja jelentésen a TEOS koncentraciojanak hatdsa a
bioszilika kialakulasara.

104. oldal Az altalunk vizsgalt reakcidé lényege, hogy a Si tartalmu szenzor feliilet és a
mintaként injektalt TEOS monomerek k6zitt az enzim jelenlétében jon létre a polimerizacios
reakcio, alakul ki a bioszilika réteg. A toményebb enzimoldat hat4sira a szenzor feliilete
telitédik az adszorbealoddé enzimfehérje molekuldkkal, esetleg helyenként tobb molekula
vastagsagu réteg keletkezik, gatolva ezaltal a TEOS molekuldk kotddését a feliilethez.
Ugyanakkor az enzimreakciéo kovetkeztében az oldatban 1évé TEOS molekulak
polimerizalodhatnak, de nem tudnak a feliileten megkotddni, kimosddnak a mérécellabol.



Ezért feltételezem, hogy az enzimet 24 pg/ml koncentracidban injektalva feltehetden térbeli
gétlas Iépett fel.

5.61. Az abran sajnos nem jelltem, hogy a BSA-val val6 kisérletek 15 °C-on térténtek. A
hémeérséklet beéllitasa fontos, mert igy volt lehetdségiink azonos hdmérsékleten a szilikatein
enzimmel végzett kisérletek eredményeivel vald dsszehasonlitisra. A mérési kériilményeket
az 5.13. tablazat tartalmazza.

5.64. 4bra: Egyetértek, hogy célszer(i lett volna az dbra szovegében megemliteni az aramlés
megszakitasanak tényét, a jelek alakjanak értelmezése érdekében.

113. Az 6sszefoglaldsban szerepl megallapitas az 5.63. dbra alapjan tettem. Egyetértek, hogy
az exponencialis ndvekedés nem igazolhatd, elegend6 csak a novekedés tényét rogziteni.

Egyetértek Birdlommal, hogy a szennyezéanyagok, szermaradvanyok kimutatdsa még tovabbi
jelentés munkat igényel, ezért az eddigi eredmények ténylegesen eldkisérletnek
mindsiilhetnek.

A Tézisfiizettel kapcsolatos felvetésekkel egyetértek, a felmeriilt hibdkra mér a korabbiakban
reagéltam.

Ismételten kdszonom Dr. Nagy Géza professzornak a munkdm rendkiviil alapos attekintését,
és a kutatasi eredményeim pozitiv fogadtatasat. Sajnalom a disszertacioban 1évo hibakat és az
attekintést akadalyozo, helytelenill fogalmazott mondatokat. A biralatok alapjan, a kiilsdk
szemével érzékeltem igazdn, hogy milyen nehezen attekinthetd az a szamos — egymdstol
alapvetden kiilonboz6 — alkalmazasi teriilet, ahol a jelslésmentes OWLS méréstechnika
biztositotta mérési lehet6ségeket kivantam bemutatni.

Budapest, 2014. szeptember 6.
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