Vilasz Dr. Zaray Gyula tanszékvezet6 egyetemi tanar biralatara

Tisztelettel megkdszonom Dr. Zaray Gyula tanszékvezetd egyetemi tandr részletes biralatat,
valamint a kutatési teriilet és az eredményeim méltatasat. Elffogadom és megszivielem a jogos
kritikai észrevételeket, kiilonosen a helyenként pongyola fogalmazasra utaléo megjegyzéseket.
Ezekre a pontokra nem is térnék ki a valaszomban.

29. oldal 2.5.3.: Nem teljesen egységes a dolgozat szerkezete, jobb lett volna, ha ebben a
fejezetben sem emelem ki killon a témakdrhdz tartozo tovabbi kisérleteket.

44, oldal: A stabilitds javitdsanak eredménye elsGsorben az alapvonal szdrasanak
csokkenésében, az alsé kimutatdsi hatdr javuldasaban mutatkozott meg. Ugyanakkor nott a
dinamikus méréstartomany is.

45. oldal: A nedves szilanizalas alatt a vizes fazisban torténd szilanizalast értettem. A szenzor
szilanizalt felszinét lehetéség szerint AFM mérésekkel ellenériztiik, a szenzor aktudlis
vastagsagat valamint a félértékszélesség valtozasat az OWLS miiszerrel kovettiik nyomon. A
leirasban emlitettem, hogy a vizes fazisban szilanizalt szenzoron szigetek talalhatok. Az
alabbi abrak tamasztjak ala a fenti értékelést:

Az A 4dbra mutatja a vakuumszilanizalt szenzorok feliileti érdességét AFM mddszerrel
vizsgalva. A vakuumban t6rténé szilanizalas egyenletes boritottsagu bevonatot eredményezett
a racson.

A B 4bra az OWLS chip vizesfazisban szilanizalt feliiletér6l nyert AFM képet mutatja be két-
és haromdimenzios abrazolasban.

A C 4abra a BSA-trifluralin konjugatum antigén rogzitése utan készlilt.

A D 4bra az antigén és a trifluralin-specifikus antitestek kozotti immunkomplex kialakulasat
kovetden, kb. 20 minta mérése utan késziilt. Megfigyelheté az immunkomplex jelentds
deszorpciéja, a felszini boritottsag a korabbi 50 nm 4atmérdjii foltok altal alkotott,
egyenletesnek mondhato szintrél jelentosen csokkent.

Az 4brdk alapjan megallapithatd, hogy a vakuumszilanizalt szenzorokkal tapasztalhato
egyenletes bevonathoz képest a vizes szilanizalassal készitett szenzorokon ,szigetek”
lathatoak. Atmérsjikk a hullimvezetd racs méreténél (1/2400 mm) Iényegesen kisebb, a
hullamvezetd félérték szélessége nem valtozott szamottevoen, a szilanizalt szenzorok
vastagsdga hasonlé mértékben nétt, mint a vakuumszilanizaldskor. A szenzorok tovabbi
alkalmazasat nem befolyasolta a szenzor feliiletének fent bemutatott egyenetlensége.

A szerves oldatba bemeritéssel szilanizalt szenzorokon azonban mar szemmel l4that6 volt az
egyenetlen réteg, a szenzorok vastagsaga is lényegesen nétt, ahogy azt a 5.1. tablazatban
ismertettem.
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abra  Kilonb6z6 moddon kezelt szenzorok vizsgalata AFM
A — vakuumszilanizalt szenzor

B — vizes oldatban szilanizalt szenzor

C — BSA-trifluralin konjugatum rogzitése

D — méréssorozat végén

modszerrel



46. oldal: A szilanizalashoz ugyantugy az APTS 10%-os toménységli, pH 3,0-ra beallitott
vizes oldatat haszndlatuk, mint a bemerités sordn. Hasonl6o vastagsagu réteget kaptunk a
gbztérben vald szilanizalds soran, azonban a kezelés lényegesen tovabb tartott, igy a
bemerités mellett dontdttiink a laboratériumban végzett szilanizaldshoz. Ugyanakkor ez a
kisérlet bizonyitotta, hogy a szilanvegyliletek gbze is alkalmas a szilanizalasra, lehetdséget
teremtve a kistizemi szilanizalas kifejlesztésére.

48. oldal: A vakuumban tortént szilanizalas koriilményei: a cs6kkentett nyomds a géztérben: 1
mbar, a hdmérséklet szilanizalas alatt 120°C, hékezelés 170°C, ciklus id6 4 ora.

52. oldal: A szilanizalt szenzorok feliilete a levegd nedvességtartalma ¢s a szennyezd anyagok
miatt szennyezddhet, a pormentes tarolas azonban megfelel6 védelmet nyujt.

Az 5.9. abran bemutatott sszehasonlité vizsgalatok célja éppen a szilanizalasi koriilmények
és az eltarthatdsag Osszehasonlitdsa volt. A laboratoriumi koriilmények kozott vizes fazisban
szilanizalt chipeket a szaritdas utdan kozvetlenil Eppendorf csovekben téaroltuk, a
vakummszilanizalt szenzorokat pedig pormentesen csomagoltdk. A dolgozatban a légmentes
térolas helyett a pormentes lett volna a megfeleld kifejezes, tehat a taroldsi koriilmények
hasonléak voltak. Igy a két eljaras 6sszehasonlitasa helytéallo volt.

59. oldal 5.15. abra: Az eredeti mérést szélesebb méréstartomanyban végeztiik, mint amit az
abran feltiintettem. Az 1-100 ng/ml koncentracié tartomanyban nem kaptunk értékelhetd
jeleket. A dolgozatban a 100 ng/ml standardhoz tartoz6 pontok lemaradtak az dbrarol.
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2. é&bra Trifluralin meghatarozasa direkt immunszenzorral

60. oldal: A 5.16. abra értékelésénél eliras a szenzorhigitds. A szérumhigitds értékelését nem
lehet csak e mérés alapjan megtenni, vizsgdlataink soran a kiilonb6z¢6 szérumhigitassal
standardokat is mértiink és a megallapitasokat ezen eredmények alapjan tettiikk. A dolgozatban
a terjedelemre valo tekintettel nem tudtam minden részletre kitérni. A ,,szép goérbe” nem
szabatos megfogalmazas, jol reprodukalhatd, megfelelden kiértékelhetd, de nem til témény
oldat mérésével nyert gérbét értettem alatta.

61. oldal A huminanyagok, amelyek a névényi anyagok lebomlasa sordn keletkeznek, a
természetes vizekben 0,5-5 mg/l koncentracidoban lehet jelen. Hatasat nem vizsgaltuk a
trifluralin meghatarozasa soran.



5.18. ébra: Az emlitett jelenséget t6bb szerzé is megemliti az ELISA mérésekkel
kapcsolatban. A témény antitest vagy antigén alkalmazasakor gatlo hatast alakul ki, kisebb
értékeket kaptunk, aminek az un. Hook—hatas lehet az oka. Instabil lesz a rendszer, a mért jel
csOkkenhet, a szoras ndhet.

63. oldal: Az 5.3. tdblazatban atszamitott relativ szorast az alabbiakban adom meg:

Trifluralin koncentracio (ng/ml)

(13 ;zvl;:t) OWLS médszerrel mért | ELISA médszerrel mért | GC-MS modszerrel mért
o B atlag rel. szoras atlag rel. szorés atlag | rel. széras
0 <0,0001 <0,02 <0,01
2,5 1.81 16.6 1.79 21.2 242 33
5 5.43 5.5 4.16 27.9 4.32 23.4
25,0 36.3 3.1 34.1 11.8 24.6 15.3
--f 3.08 33.1 1.29 41.1 1.94 27.3

* Trifluralintartalmu felsziniviz-minta (Keleti Fécsatorna, 2001. jalius 18. mintavétel)
5.3. tdblazat Felsziniviz trifluralintartalmanak meghatérozasa
A relativ szérds az immunszenzorral €s az ELISA modszerrel mérve 3-40% koriil mozog, a
30%-os relativ szoras az immunanalitikai vizsgalatoknal elfogadott.

Elfogadom, hogy a matrixhatas vizsgalata fontos lenne a talajvizek vizsgalatanal.

Mintaszam: A 61. oldalon, a szenzor statisztikai értékelésénél ismertettem, hogy kb. 20-30
meérés végezheto el egy szenzorral. A toményebb mintdkkal csak ennek mintegy a fele, ami
lényegesen csokkenti a mérés hatékonysagat.

64. oldal: A mintdk vizsgalata soran valoban csokkent a dinamikus méréstartomény
szélessége. Az emlitett két abrat Osszevetve az dinamikus méréstartomdny fels6 hatara
mindkét esetben kozel azonos. A kiilonbség a méréstartomany alsé szakaszanal lathato,
feltételezésem szerint a rendkiviil alacsony koncentracidban adagolt antigén molekuldk a
mintaelokészitésként alkalmazott sziirés soran adszorbealodtak.

71. oldal: A gorbék kiértékelésekor az injektalds eloétti 1 percben az alapvonal pontjait
atlagolva vontuk ki a gorbe injektalast kovetd 5-6. vagy 6-7. perc k6zotti mérési pontjainak
atlagabol. A szoéras értékét az atlagolt gorbepontok szérasa adta. A kimutatdsi hatar
megallapitiséra a fentiek alapjan hatdroztuk meg a vak minta kdzepes valaszjelét, és a vak
minta valaszjel haromszoros tapasztalati szorasat.

74 oldal: A megfelelé abrakat a terjedelmi hatdrok miatt nem tudtam ismertetni. Az eljaras
elsésorban a sorozatmérésekre alkalmas, mikor nagyszamu, azonos tipust minta vizsgalatara
van sziikség. A minta higitdsdnak beallitisakor minden esetben figyelembe kell venni a
vizsgalandé koncentracidtartomanyt, illetve a megengedett maximalis koncentraciot, hiszen
ez az a koncentraciotartomany, ahol lehet6leg gyorsan kell eldonteni, hogy a minta megfelel a
kovetelményeknek, vagy nem. Ilyen alkalmazasi teriilet lehet pl. a gabonaatvétel, tejatvétel,
paprika malmok, stb. A mintdk lehetséges szennyezettségének ismeretében a hatarértéknél
kisebb és nagyobb koncentracidoju standarddal szennyezett mintakat alkalmaztunk a
dinamikus méréstartomany vizsgalatara. A kisebb ardnyu higitas elénye, hogy nagyobb a
mérenddé anyag koncentracidja, ugyanakkor nagyobb a madrixhatas is, mig a jobban higitott
mintak esetén a méréstartomany kisebb, azonban a mintakbol adodé matrixhatas is kisebb.
Mivel a gabonak és a fliszerpaprika maximalisan megengedett aflatoxin B1 koncentracioja
hasonld, igy a méréseket is hasonldan el6készitett mintakkal végeztiik.




76. oldal Az 5.9. tabldzatban szoras lemaradt, az adatokat az alabbi tablazatban ismertetem.

Minta Ochratoxin A OWLS ] Visszanyer¢€s
(ng/ke) (hg/kg) (%)
Buza 1 0 0,11+0,08 -
Buza 2 1 0,77+0,13 77,3
Buza 3 3 2,61+0,25 87,1
Buza 4 5 4,20+,37 83,8
Buza 5 10 10,23+,87 102,3
Buza 6 25 27,37+1,73 109,5
Arpa 1 0 0,39+,013 -
Arpa 2 1 0,81+0,22 80,9
Arpa 3 3 2,67+0,43 88,9
Arpa 4 5 5,50+0,38 110,0
Arpa 5 10 10,90+1,21 109,0
Arpa 6 25 27,33+2,56 109,3
5.9. tablazat Gabonamintakhoz adott (spike) ochratoxin visszanyerésének
meghatarozasa

Id6igény: A mérésre el6készitett rendszerrel a minta beérkeze€sétdl — a mintacldkészitést is
beleszamitva — kb. 40 percen beliil eredmény szolgaltathatdé. A mérés elokészitése reggel
hosszabb folyamat, kb. 1 6rat vesz igénybe, mig az alapvonal bedll, illetve a sziikség szerinti
antigén-konjugatum rogzitését elvégezziik.

77. oldal Az 5. 29. abran a bormintdkat Gigy valasztottuk, hogy egy konnyebb szaraz, egy
testesebb és egy édes vorosbor legyen. A mintdk egy nagyobb méréssorozatbdl szarmaztak, a
pontos eredetiiket nem adhattuk meg.

81. oldal 5.11. tablazatban az 5 mg/kg DON-t tartalmazé mintabdl helyesen 4,7 mg/kg DON-t
mértiink vissza.

Az Osszefoglalasban — bar nincs kelléen kiemelve — szerepel, hogy buzaliszt mintakbol
hataroztuk meg a DON szennyezettséget.

87. oldal Egyetértek, hogy a ,,szép gorbe”, illetve a ,,jol értékelhetd gorbe” megfogalmazas
nem szabatos kifejezések, azonban a mddszerek kifejlesztése soran feltétleniil sziikséges volt
ezen mérések elvégzése és értékelése. A szérumbhigitas értékelésénél ez egy t4jékoztaté mérés,
vizsgalataink soran a kiilénb6z6 szérumhigitassal standardokat mértiink €s a megallapitasokat
ezen eredmények alapjan tettiik.
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megvalasztasa csak kisérleti uton hatarozhaté meg. A til tomény oldat alkalmazasaval ugyan
jol definialt réteg jon létre, az antitest oldatok injektaldsa utan is 1ényegesen nagyobb gorbéket
kapunk, de éppen ezért kevésbé lesz érzékeny a mérés. Ugyanakkor a nagyon hig oldat
injektalasa nyoman nagyon kevés molekula rogziil, kicsi a tomeg, ill. a rétegvastagsag
novekedése. Ebben az esetben ugyan igen alacsony kimutatasi hatérral lehetne mérni, azonban
a mérés bizonytalansaga, az eredmények szordsa igen nagy lesz, a szenzor nem alkalmas a



sorozatmérésre. Igy a kozepes koncentracidkat tekinthetjiik megfelelének, optimalisnak a
vizsgalt szamos tényez6 szempontjabol.

89. oldal A vitellogenin szintjének vizsgalata a him egyedekbdl az 6sztrogén agonista hatasu
szennyezések kimutatdsdra tekintheté integralt indikatornak. Az Osztrogén antagonista
szennyezdkre a vizsgdlat nem alkalmas, hiszen ott a nostény egyedekben a vitellogenin
szintjének csdkkenését kellene vizsgalni, azonban az atlagos szint nem hatarozhatd meg.

99. oldal Sajnalom, hogy egy félreértheté mondat keriilt az sszefoglalasba, a mondat igy lett
volna helytallo: A Kkiilonbozd kémiai kezelések hatdsat tanulmanyoztuk a LAB-sejtek
szaporodasara. A LAB-sejtek szaporodasat, illetve annak gatlasait EC-OWLS modszerrel,
valamint referenciamodszerként mikro-assay eljarassal vizsgéltuk, az eredményeket
Osszehasonlitottuk.

103. oldal Az 5.57. abra felirata hianyos, lemaradt a mérés koriilményeit ismertetd rész: (A —
4,8 ng/ml szilikatein enzim oldat injektalasa, B — 50 mmol/l HCl-oldattal mosas utan ismét
4,8 ng/ml szilikatein enzim oldat injektalasa, C — a bioszilika-réteg kialakitasdhoz 0,9 mmol/l
TEOS oldatot injektaltunk haromszor, 50 mmol/l HCl-oldattal mosas utan ismét 4,8 pg/ml
szilikatein enzim oldat injektéaléasa)

Az 5.58. dbra cime helyesen: Bioszilika képzddése a szenzor feliiletén folyamatosan aramlo
rendszerben (15 °C, 0,07 ml/perc dramlasi sebesség, TRIS pufferben (pH=7,4), szilikatein
enzim 2,4 pg/ml, TEOS 0,9 mmol/l)

105. oldal: Az 5.61. 4bra felirata hidnyos, lemaradtak a mérés koriilményei: injektalt térfogat
200 pl; 0,07 ml/perc aramlasi sebesség; 15 °C: szilikatein enzim rogzitve, 15 °C-on mérve;
5°C: szilikatein enzim rogzitve, 5 °C-on mérve; BSA: BSA rogzitve, 15 °C-on mérve).

Elfogadom a tézispontok értékelését, miszerint az 5.1.8. pont utolsé mondata tilmutat a
dolgozatban ismertetett eredményeken, a bemutatott eredmények nem igazoljak kelld
alapossaggal, hogy a him egyedekben mérheté Vtg-szint alapjan monitorozni lehet a felszini
vizek, illetve vizes él6helyek endokrin zavaré hatdsi szermaradvanyokkal vald
szennyezettségét. Ennek bizonyitdsara tovabbi komplex vizsgalatok sziikségesek.

Az 5.2.3. tézispont megfogalmazasa valoban nem szabatos, bar a mérési eredmények
megfeleléen alatamasztjak a megdllapitast. Helyesebben: A homérséklet jelentsen
befolyasolta a polimerizaciot és az immobilizaciot, 25 °C-on a latszolagos Ky (1,02x10™"!
mol/cm?) értéke kissé csokkent a 15 °C-on mért értékhez (1,62x10™" mol/em?) képest.

Ismét koszéndm Dr. Zaray Gyula tanszékvezetd egyetemi tandr részletes biralatat, segitd
szandéki megjegyzéseit, valamint a kedvezd Osszegzést az értekezés elfogadasara
vonatkozdan.

Budapest, 2014. szeptember 6.
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