Valasz Prof. Dr. Vértessy G. Beata, egyetemi tanar, tudomanyos tanacsadé
biralatara

Oszintén megkdszéném Prof. Dr. Vértessy G. Bedta, egyetemi tanar, tudomanyos
tanacsadonak, hogy elvallalta dolgozatom biralatat. A Birald megjegyzései és kérdései
lehetdséget adtak arra, hogy az értekezésben bemutatott eredmények tovabbi elemzésére, az
alkalmazott médszerck értékelésére. Koszondm méltatd szavait, ugyanakkor elfogadom és
megszivlelem a jogos kritikai észrevételeket.

Sajndlom, hogy a jelolésmentes detektaldsi mddszereket ismertetd abrak nem eredeti
kdzleményekbél, hanem hazai egyetemi anyagb6l szarmaznak. Ezzel egyiitt a dolgozatban
szereplé 317 hivatkozas megfelelden bizonyitja tajékozottsdgomat az adott, igen szertedgazo
tudomanyteriileten.

Elfogadom, hogy részletesebben kellett volna ismertetni a kiilonbozd mértékegységek
haszndlatanal az Osszefiiggéseket, miszerint a kiinduldsi nyersanyagokban (pl. gabonék,
fliszerpaprika) talalhat6 szennyezés pg/kg-ban van megadva, mig a mintaeldkészités és higitas
utdn a mérések soran ng/ml koncentracioju oldatokat hasznaltunk. Ezen oldatokkal mért
eredményekbdl a kalibracios gorbék segitségével szamoltunk vissza a kiinduldsi anyagok
koncentraciojara.

Egyetértek Birdlommal abban, hogy a munka nem egy elére, tudatosan felépitett kutatd
munka eredménye, hanem egy 0j méréstechnika alkalmazasi lehet6ségeinek széleskori
feltdrdsa, bemutatdsa. Munkam elsésorban alkalmazastechnikai fejlesztéseket foglal Gssze,
amelyekre a kiilonb6z6 palydzatok keretében Keriilhetett sor. Az alabbi tablazatban

Osszefoglalom  azokat a  meghataroz6  palyazatokat, amelyek  keretében a
mddszerfejlesztésekre sor keriilhetett:

Pélyazat jele Cime Kutatés targya Palyazat ideje
KOR-10/99 Immunszenzorok fejlesztése E. Coli 1999-2001
Koreai TéT ¢lelmiszerek szennyezésének

kimutataséra
OTKA T 033021 | Allergének és élelmiszer- trifluralin 2000-2002
szennyezOk vizsgalatara alkalmas
immunszenzorok kutatdsa
OTKA F 32992 Optikai hullamvezet6 és szerves szilanizalas 2000-2002
fazisu elektrokémiai bioszenzorok
élelmiszeranalitikai
alkalmazasanak vizsgalata
QLKI1-CT-2002- | PESTISENS trifluralin mérések 2002-2004
70829 EU 5 Craft gylimolcslében
OMFB No6vényvédd szermaradvanyok és | trifluralin, 2002-2004
00184/2002 mikotoxinok kdrnyczceti zearalenon szenzor
(BIO- szennyezésének kimutatasara fejlesztése
00073/2001) alkalmas 6kotesztek,
_ bioszenzorok kifejlesztése
QLK1-CT-2001- | MYCOSENS aflatoxin, 2004-2006
70556 EU 5 Craft ochratoxin
vizsgalat
_gabonaban
OTKA T 46402 | OWLS detektalason alapuléd aflatoxin, 2004-2007




| immunszenzorok fejlesztése ochratoxin,
penészgomba eredetli toxinok E. Coli
kimutatasara
GVOP-3.1.1- Immunteszt és immunszenzor vitellogenin 2005-2007
2004-05-0429/3.0 | kidolgozéasa endokrin zavaro
hatasok biomarker fehérjéjének
kimutatasara
NKTH EGERFOOD Regionalis deoxinivalenol 2006-2008
Tudaskozpont palyazat
EUROSTARS SILIBACT, Mikrobagatlason bioszilika 2010-2012
EUREKA 4289, | alapul6 bioszenzor fejlesztése
MikroVakuum
Kft.

Az eredményekre szamos tudoményos cikk hivatkozott, az alabbiakban foglalom 6ssze a
nemzetkozi elfogadottsagot. A cikkekre vald hivatkozasok tiikrdzik, hogy az adott téma
mennyire van az érdekl6dés kozéppontjaban. A szilanizalassal, immobilizalassal foglalkozo
cikkek a szenzorfejlesztés szempontjabdl fontosak, a Park et al. (2004) cikk a QCM és OWLS
technikdk Osszehasonlitasat is targyalja példdkon keresztiil, ezért kapott nagyobb
nyilvanossagot. Napjainkban az élelmiszerbiztonsag szempontjabodl igen fontos a gyors és
nagyérzékenységli moddszerek kifejlesztése, 0j eljarasok Osszehasonlitdsa, kiilondsen a
leggyakoribb szennyezdk, az aflatoxin és az ochratoxin vonatkozasédban. Ugyanigy kiemelt
szerepe van az E. coli vizsgélatoknak, részint a szennyezés vizsgalataban, részint pedig azért,

mert a szenzorok fejlesztésénél a kutatok elészeretettel hasznaljak a modszerek tesztelésére.

Kutatasi téma Irodalmi adat Hivatkozas
Szilanizalas, Trummer, N., Adanyi, N., Varadi, M., Szendrd, I. 13
immobilizalas (2001) FRESENIUS J. Anal. Chem., 371 (1) 21-

24,

Park, IS; Kim, DK; Adanyi, N; et al.(2004) Biosens. 50

Bioelectron Volume: 19 Issue: 7 Pages: 667-674
Trifluralin Székacs, A., Trummer, N., Adanyi, N., Varadi, M., 17
kimutatasa Szendrd, 1. (2003) Anal. Chim. Acta, 487, 31-42.
Zearalenon Székacs, A., Adanyi, N., Székacs, 1., Majer-Baranyi, 11
kimutatésa K., Szendrd, 1. (2009) Appl. Optics, 48 (4) 151-

158.
Aflatoxin B1 Adényi, N., Levkovets, I.A., Rodrigucz, G.S., Ronald, | 61
Ochratoxin A A., Véradi, M., Szendré, 1. (2007) Biosens.
kimutatésa Bioelectron., 22 (6) 797-802.
Deoxinivalenol Majer-Baranyi, K., Székacs, A., Szendrd, 1., Kiss, A., 0
kimutatasa Adanyi, N. (2011) Eur. Food Res. Technol., 233

(6) 1041-1047.
Hisztamin Adaényi, N., Székacs, 1., Szendr6, 1., Székacs, A. (2012) | 0
kimutatasa Food and Agricultural Immunology,

DOI10.1080/09540105.2012.731686




Vitellogenin
kimutatésa

Adanyi, N., Majer-Baranyi, K., Nagy, A., Németh, Gy., | 0
Szendrd, 1., Székacs A. (2013c) Sensor. Actuat. B-
Chem., 176, 932-939.

E. Coli
kimutatésa

Adanyi, N., Varadi, M., Kim, N., Szendré6, 1. (2006) 42
Curr. Appl. Phys., 6 (2) 279-286.

Szendrd, 1., Erdélyi, K., Fabian, M., Puskas, Z., 3
Adényi, N., Somogyi, K. (2008) Thin Solid Films,
516 (22) 8165-8169.

Szendré, ., Erdélyi, K., Puskas, Z., Fabian, M., 0
Adanyi, N., Somogyi, K. (2012) Nanopages, 7, (1)
17-24.

LAB sejtek

Adanyi, N., Németh, E., Halasz, A., Szendr6, I., 5
Viéradi, M. (2006) Anal. Chim. Acta, 573, 41-47.

Németh, E., Adanyi, N., Halasz, A., Varadi, M.,
Szendrd, 1. (2007) Biomol. Eng., 24 (6) 631-637. 5

Silibact

Adanyi, N., Bori, Zs., Szendré, 1., Erdélyi, K., Wang, 0
X., Schroder, H.C., Miiller, W.E.G. (2013) Sensor.
Actuat. B-Chem, 177, 1-7.

Adanyi, N., Bori, Zs., Szendré, 1., Erdélyi, K., Wang, 0
X., Schréder, H.C., Miiller, W.E.G. (2013) New
Biotechnology 30(5), 493-499

1. Az OWLS technika gyakorlati immunszenzoros alkalmazasaban élenjaronak tekinthetd
csoportunk. Az egyes modszerck kidolgozasakor elért, illetve az ahhoz hasonlé eredményeket
az alabbi tablazat mutatja be. Néhany esetben, pl. a szilikatein enzimet termeld modositott E.
coli BL21AI sejtek alkalmazéasaban a bioldgiai folyamatot feltaré és annak alapkutatasaban
élenjaré német kutatdcsoporttal dolgoztunk egyiitt.

0.1 pg/ml-50 ng/ml

[ Mérés Kimutatasi Irodalmi adat Hivatkozas
hatar

Szilanizalas

(GA,

EDC/NHS) -

Trifluralin 0,0001-0,1 Elektrokémiai det. J. Zhao, Y. Zhang, K. Wu,

kimutatasa pg/ml (MWNT), J.Chen, Y. Zhou (2011) Food

0.75- 20 mg/1 Chem., 128,2, 15 569-572

Zearalenon 0,001-1,0 Ellipszomeria 0,1-100 A. Nabok, A. Tsargorodskaya,

kimutatésa pg/mi ng/ml M.K. Mustafa et al. (2011)
Sens. Actuat. B: Chem, 154, 2,
2011, 232-237

Aflatoxin B1 0,01-10 Electrokemilumineszcencia | X. Lv, Y. Li, W. Cao, et al.

kimutatasa ng/ml (luminol-AgNPs), (2014) Sens. Actuat. B: Chem,

202, 31, 53-59.




Flektrokémiai det. Z. Linting, L. Ruiyl, L.
(graphene/vezeté Zaijun, et al. (2012) Sens.
. Actuat. B: Chem. 174, 359-
polimer/AuNPs
3.2 fmol/l - 0.32 pmol/l 365.
Ochratoxin A | ,1-10 Eldobhat6 elektrokémiai M. Heurich, M. Kamal A.
kimutatasa ng/ml immunszenzor, 0.1-10 pg/l | Kadir, I. E. Tothill (2011)
Sens. Actuat. B: Chem. 156, 1,
162-168.
o J. Yang, P. Gao, Y. Liu, et al.
Jellés mentes (2015) Biosens. Bioelectron.
fotoelektrokémiai szenzor 64.15. 13-18
(CdSe NPs), T )
10 pg/ml-50 ng/ml
Fluoreszcens B. Prieto-Simon, 1. Karube, H.
immunszenzor, 0,01-10 Saiki (2012) Food Chem. 135,
ng/ml 3, 1323-1329
Deoxinivalenol | 0.01 - 50 ng
kimutatédsa mL’
Hisztamin 1071 Graphene oxide (GO), M. Peeters, S. Kobben, K.L.
kimutatasa pg/ml molekuléris lenyomatu Jiménez-Monroy, et al. (2014)
polimer (MIPs), Sens. Actuat. B: Chem. 203,
0,1-1000 mmol/ml 527-535.
Potentiometrias szenzor, I. Basozabal, A.Guerreiro,
MIPs, A.Gomez-Caballero, et al.
107 -1072 mmol/ml (2014) Biosens. Bioelectron.
58,138-144
Vitellogenin 3-300
kimutatasa ng/ml
E. coli El6 10°-10° | Magneses NPs, F. Li, J. Kosel (2014) Biosens.
TKE/ml 6,6%10° -3,2%10% sejt/ml Bioelectron., 59, 145-150.
Hokezelt
10*-10°
sejt/ml
SILIBACT

2. A jelolésmentes

detektalasi

modszerek (SR, QCM,

ellipszometria) kozotti

Osszehasonlitdsa soran a hasonldé kategoriaji berendezéseket kiséreltem meg az aldbbi
tablazatban 6sszehasonlitani. Igen nagy kiilénbség van az azonos méréstechnikdk (pl. QCM)
egyes gyartok kinalta berendezéseinek technikai felépitése, kapacitasa kozott, ennek

megfeleléen az arakban is.

Technika Meért jel Gyarto Elméleti Ar Szenzor ara
| érzékenység
OWLS TE, TM MikroVakuum | 0,Ing/cm2 60 eEuro | 60-70
Kft Euro/chip |
QCM frekvencia Biolin 0,1 ng/cm’ 70 eEuro, | 150




Scientific _ Euro/kristaly

SPR ™ Biacore 0,1 ng/cm2 60-120 Altaldban
eEuro csak kész

tesztcsomagok
| kaphatok.

ellipszometria | polarizalt fény | J. A. Woollam | 0.1 ng/cm2 ~100
(M-2000V) visszaver6dése | Company eEuro

sordn fellépd | Inc., Lincoln,
faziskilonbség | Neb.. USA

3. A miszer kezdeti felépitésében nem tartalmazott atfolyd kiivettat és FIA rendszert. A
kordabbi FIA rendszerekkel szerzett tapasztalatom alapjan a laboratériumunkban kisérleti
berendezést allitottuk Ossze, aminek alapjan keriilt kialakitasra az atfolyo cella, a FIA
rendszer valamint az inkubécids kiivetta. Ezek az egységek mar az j késziilékek alap
felszereléséhez tartoznak, az aktualis miiszerleirasokban szerepelnek. (pl. OWLS 210, OWLS
QCM 3000, http://www.owls-sensors.com/OWLS-System.  http://www.owls-sensors.com
/qem-quartz-crystal-microbalance-owls-electrochemical-sensor, http://www.owls-
sensors.com/label-free-biosensor-accessories)

A kidolgozott metodikdk koziil néhany a gyartdé cég honlapjan ,,Applications notes”
forméjaban is megtalalhatd: http://www.owls-sensors.cony/label-free-biosensor-application-
notes

4. A szenzor szilanizélt felszinét lehetdség szerint AFM mérésekkel ellendriztiik, a szenzor
aktudlis vastagsagat valamint a félértékszélesség valtozasat az OWLS miiszerrel kovettiik
nyomon. A leirdsban emlitettem, hogy a vizes fazisban szilanizalt szenzoron szigetek
talalhatok. Az alabbi abrak tdmasztjak ala a fenti értékelést:

Az A 4bra mutatja a vdkuumszilanizalt szenzorok feliileti érdességét AFM modszerrel
vizsgalva. A vadkuumban torténé szilanizalas egyenletes boritottsagu bevonatot eredményezett
aracson.

A B abra az OWLS chip vizesfazisban szilanizalt feliiletérol nyert AFM képet mutatja be két-
¢és haromdimenzids abrazolasban.

A C abra a BSA-trifluralin konjugatum antigén rogzitése utan késziiiilt.

A D ébra az antigén és a trifluralinspecifikus antitestek koézotti immunkomplex kialakulasat
kovetéen, kb 20 minta mérése utdn késziilt. Megfigyelheté az immunkomplex jelentds
deszorpcidja, a felszini boritottsig a korabbi 50 nm atméréjii foltok altal alkotott,
egyenletesnek mondhaté szintrél leromlott.

Az 4brak alapjan megallapithatd, hogy a vakuumszilanizalt szenzorokkal tapasztalhato
egyenletes bevonathoz képest lathatoak a vizes szilanizaldssal készitett szenzorokon a
»Szigetek”. Atméréjiik a hullamvezetd racs szélességénél (1/2400 mm) lényegesen kisebb, a
hulldimvezetd félérték szélessége nem valtozott szamottevbéen, a szilanizalt szenzorok
vastagsaga hasonlé mértékben nétt. A szenzorok tovabbi alkalmazasat nem befolyasolta a
szenzor feliiletének fent ismeretett egyenetlensége.

A szerves oldatba bemeritéssel szilanizalt szenzorokon azonban mar szemmel 14that6 volt az
egyenetlen réteg, a szenzorok vastagsaga is lényegesen nétt, ahogy azt a 5.1. tablazatban
ismertettem.



C

1.

abra Kiilonb6z6 modon kezelt szenzorok vizsgalata AFM
A — véakuumszilanizalt szenzor

B — vizes oldatban szilanizalt szenzor

C — BSA-trifluralin konjugatum régzitése

D — méréssorozat végén

modszerrel



5. Irodalmi adatok alapjan a Vtg és Lpv fehérje azonos fajban 95% keresztreakciot (CR)
mutat, és mivel az Lpv izolaldsa Iényegesen egyszeriibb. ezért ezt alkalmaztuk
immunogénként/antigénként a Vtg immunszenzorok fejlesztéséhez. Az SDS-PAGE gélek
alapjan a pontybol és a békabdl tisztitott Lpv killénbozétt egymadstdl, mivel az Lpv
fajspecifikus fehérje. A ponty-Lpv vizsgalatakor 110-120, 96 és 85 kDa fehérjefrakciokat
kilonboztettiink meg, mig a béka-Lpv-preparatum esetében 170 és 98 kDa frakciokat
kaptunk. A ponty-Lpv fehérjefrakcidira kapott eredmények megegyeznek a Hara és misai
(2007) 4ltal publikalt adatokkal (113 és 96 kDa).
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Lipovitellin SDS-PAGE gélképe

A vitellogenin tisztitdsara nem volt lehet6ségiink, a fehérjeszekvenciat nem ismerjiik.

Kaphat¢ vitellogenin ELISA test, amelyben antitest is van, azonban csak antitest nem
kaphato. Targyalast folytattunk az Abraxis Corp. céggel az antitest gyartasarol, azonban
nagyon draga lett volna az ajanlott termék.

6. A lipovitellin ¢és a vitcllogenin nem kiilonboztethetd meg cgymastol a mérés soran, azonban
mig a lipovitelliin a petefészekb6l izolalhato, addig a vitellogenin vérbdl mérhetd. A
megfelel6 mintavétellel kizarhato a lipovitellin és a vitellogenin egyiittes mérése.

Két him hal allt a rendelkezésiinkre, ezért ezt a két mintadt mértiik meg tobbszdrds
ismétlésben. A mért értékek kozott egy nagysagrend volt a kiilonbség, a néstények
vitellogenin szintjéhez képest (246,1+19,6, 367,5+54,7 és 465,4+46,9 pg/ml) azonban igen
alacsonyak ezek az értékek. Tovabbi széleskor(i vizsgalatot kellene végezni, hogy
megallapitsuk a him egyedek kritikus vitellogenin szintjét, amikor mar az esetleges
szennyezEs hatasardl beszélhetiink.




7. A vizsgdlatok soran valoban nehezen kovetheté, hogy mikor milyen mintdkat
alkalmaztunk. A mintak eredetét és milyenségét tobb esetben a palyazatok hataroztak meg,
tobbszor ezeket sajat elképzelésiink alapjan egészitettitk ki. A Birald kérésének megfelelden
az immunszenzorok fejlesztéséhez alkalmazott mintakat az alabbi tablazatban foglalom Gssze:

Meérési eljaras

Mesterséges szennyezés

Eredeti mintak

Trifluralin kimutatasa

talajviz 5.3. tabl
almalé 5.19. abra,

kivilé 5.4. tabl.

talajviz Keleti Fécsatornabol
5.3. tabl

Zearalenon kimutatasa

kukoricamintdk (kiilon sorozat
a kalibralashoz ¢€s kiilon
sorozat a visszaméréshez)

5.6. abra

Aflatoxin B1 kimutatasa

buza- és arpamintak (kiilén
sorozat a kalibralashoz és
kiilén sorozat a
visszaméréshez) 5.7 és 5.8.
tabl.; a mintak a projekten
beliili laboratériumokban
keriiltek vizsgélatra.

fliszerpaprika a kalibralashoz
5.26. dbra

fliszerpaprika mintak 5.27
abra

Ochratoxin A kimutatasa

buza- és arpamintak (kiilon
sorozat a kalibralashoz és
kiilon sorozat a
visszaméréshez)5.9 és 5.10.
tabl.; a mintak a projekten
beliili laboratériumokban
keriiltek vizsgalatra.

vorosbormintak kalibralashoz
5.29. abra

Deoxinivalenol
kimutatasa

buizaliszt mintdk (kiilon
sorozat a kalibralashoz és
kiilén sorozat a
visszaméréshez)S5.33. abra és
5.11. tabl.

Hisztamin kimutatdsa

z01ldséglé mintdk 5.36. dbra

Vitellogenin kimutatésa

ponty mintak kalibralashoz 89.
oldal

voroshasu unka kalibralashoz
5.41. 4bra

ponty mintak 89. oldal

voroshasu unka 5.12. t4bl.




8. Egyetértek Birdlommal, hogy a talsagosan hosszi ideig fenntartott rekombinans E. coli
baktériumban csokkenne a fehérje termelése. Ennek elkeriilése érdekében az eredeti sejteket
mélyhiitve (-80 °C) taroltuk, és megfeleld idénként ahhoz visszanyulva az eredeti
sejtszuszpenziobol késziilt tenyészetekkel dolgoztunk. Ezzel az eljarassal biztositottuk, hogy
ne valtozzon meg a sejtek fehérje termeld tulajdonsdga. Mi a fehérje termelést nem
vizsgaltuk.

Esetiinkben indukalhaté expressziordl beszélhetiink, a fehérjetermelés indukaldsdhoz a BHI
tapleves L-arabinozt tartalmazott 0.2% koncentracidban.

Ismét megkdszoném Prof. Dr. Vértessy G. Beata, egyetemi tandr, tudomanyos tanacsadd

részletes birdlatat, segité szandékld megjegyzéseit, valamint azt, hogy a hibak és hidnyossagok
ellenére tdmogatja az értekezés elfogadasat és nyilvanos vitara bocsatasat.

Budapest, 2014. szeptember 6.
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