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Farkas Eniko:
Jelolésmentes optikai bioszenzorok alkalmazasa xenobiotikumok
toxikussaganak feltarasara c. PhD értekezésének

biralata

Farkas Enik6 a Pannon Egyetem Vegyészmérnoki és Anyagtudomanyi Doktori
[skoldhoz tartozéan a PhD munkéjat az Energiatudomanyi Kutatok6zpont Miszaki Fizikai és
Anyagtudomanyi Intézet Nanobioszenzorika Lendiilet Kutatocsoportjdban végezte Dr. Székacs
Inna témavezetésével.

A témavalasztas aktualis, egyre nagyobb figyelmet kapnak nemzetkozi €s hazai szinten
is a kornyezetvédelemhez kapesolddd problémakra ravilagité és az esetleges megoldasi
Javaslatokra wranyuld tanulmanyok. Napjamkban elkeriilhetetlen, hogy a tudomany magas
szinten foglalkozzon a szintetikus anyagok kdrnyezetbe jutdsat kovetd hatdsokkal, kiilonds
tekintettel az €16 szervezetekben bekovetkezd valtozasokra. A dolgozat a szdmtalan vegyliletet
magaba foglalo xenobiotikumok ko6ziil egy ndvényvédo szerre (Roundup Classic-ra) és annak
komponenseire (hatoanyagara a glifozatra és formazo anyagara) fokuszalt, azok hatésait,
toxikussagat vizsgalva jelolésmentes optikai bioszenzorokat felhaszndlva. Az értekezés a
szenzorok alkalmazasan keresztiil jol 6tvozi a fizikai-kémiai és biokémiai ismerteket.

Farkas Eniké célul tlzdtt ki egy G és gyors citotoxicitds-kimutatdsi modszer
kidolgozasat Epic BenchTop bioszenzor felhasznalasaval. Ehhez kalibracids egyenletet
hatarozott meg polielektrolit oldatokkal, melynek eredménye, hogy a valasztott bioszenzorral
mért hulldmhossz-eltolédas jelb6l meghatarozhaté a feliiletre adszorbedlt tomeg. A
jeldlésmentes bioszenzorral az el6z8ekben emlitett ndvényvéds szerrel és Gsszetevdivel végzett
citotoxicitasi vizsgalatokat, melyeket igazolt tobbek kozott a hagyomanyos technikanak
szamit6 fluoreszcens mikroszkopiaval, a sejtmorfologiat tanulmanyozé digitalis holografikus
mikroszkopiaval is. Részletesen vizsgalta a glifozat hatdsat MC3T3-C1 sejtek adhéziora.

Az értekezés ardnyos felépitésl, a ,,Bevezetés” ¢s az ,,Irodalmi dttckintés™ vildgosan
mutatja be a feldolgozott téma alapvetd fogalmait és részletesen az eddig a szakirodalomban

publikalt eredményeit. A ,,Célkitlizés” egyértelmd, szinte tiirelmetleniil varja az olvasd a
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dolgozatban a mdédszerek és eredmények ismertetését. Kiemelendd, hogy az egész irasmiiben a
letisztult, lényegre koncentralo abrak nagyban segitik a megértést, ami a téma
multidiszciplinaris jellegébdl adéddan nem egyértelmiien konnyl feladat, azonban Farkas
Eniké ezt kivaldan oldotta meg.

A dolgozat végén hosszu irodalomjegyzéket talalunk 276 hivatkozassal, az itt
feltiintetett cikkek atolvasasa és feldolgozasa tekintélyes feladat lehetett.

Dicséretes, hogy alaposan tanulmanyozta a kivalasztott szintetikus anyagok hatasat
preoszteoblaszt sejtekkel valo kisérletekben kiilonbozé feliileteken és kiilonbdzé koriilmények
kozott.

A hatalmas munka eredményeit Farkas Enik6 ot tézispontban foglalta Ossze, az
értekezésbdl idézve

1. Rétegenként épitkezve (layer-by-layer technikaval) (poli-(allil-amin-hidroklérid))-

poli-(sztirolszulfonat)) (PAH-PSS) polielektrolit multirétegeket alakitottam ki
optikai hulldmvezeté fénymoddus spectroszképia (OWLS) és rezonans racsos
hullamvezetd (RWG) Epic BT bioszenzor feliileteken. Kihasznalva a felvitt
rendszer vastagsdgéanak és feliileti tomegslriiségének nagyfoka
reprodukalhatosagat, a mért jelek 6sszehasonlitasanak a segitségével egy kalibracids
egyenletet hatdroztam meg, amely alkalmazasaval az Epic BT éltal mért
hullamhossz  eltoldédas felileti tomegstlriséggé szadmolhaté 4t. Tovabbd
meghataroztam a fenti egyenletet a glyphosate hatéanyagra is.

2. Valos idejl és jeldlésmentes citotoxicitasi vizsgalatot dolgoztam ki letapadt sejteken

a rezonans racsos hullamvezetd (RWG@G) Epic BT bioszenzor felhasznaldsaval.
Meghatdroztam a Roundup Classic készitménynek, illetve glyphosate hato- és
faggytialapu polioxietilénamin (POEA) formazé anyaganak koncentrcidéfiiggd
hatdsit preoszteoblaszt (MC3T3-El) sejteken szérummentes és szérumot is
tartalmazo kozegekben. Megmutattam, hogy foképp a POEA felelds a Roundup
Classic citotoxicitdsaért, ugyanakkor a glyphosate jelentésen befolydsolja a

sejtmorfologiat és a sejtadhéziot. A jelolésmentes bioszenzorral kapott
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eredményeimet egyéb modszerekkel (holografikus, faziskontraszt és fluoreszcens
mikroszkopiaval, valamint citofluorimetriaval) is igazoltam.

3. Megallapitottam, hogy a preoszteoblaszt (MC3T3-El) sejtek képesek a szenzor
feliiletére adszorbedlt glyphosate rétegen kitapadni. Igazoltam, hogy a sejtek
kilapadasa ligandumspecilikus kinetikat mutat (szigmoid sejtadhézios gorbe). A
mért kinetikai gOrbék nagyfoki hasonlésagot mutattak az arginin-glicin-
aszparaginsav (RGD) motivumot tartalmazé felileteken mért sejtadhézids
gorbékkel.

(RGD) peptidmotivumot tartalmazé polimer feliileteken, illetve adszorpcidval
eldallitott glyphosate feliileteken is megmértem. A kapott adhézids jelek
segitségevel meghataroztam a glyphosate—integrin és az RGD-integrin kotések
disszocidciés allandojat. A meghatdrozott disszocidcios allanddk értékei alapjan
megallapitottam, hogy az RGD-motivum 58-szor erésebben kot, mint a glyphosate.

5. Kimutattam, hogy az oldatban jelen 1év6 glyphosate jelent6sen csokkenti a
(RGD) motivummal bevont feliileteken. Megmértem az oldott glyphosate integrinek
blokkoldsara kifejtett koncentraciéfiiggé hatasat. A glyphosate integringatlo hatasat
sejtmentes vizsgalatokkal is bizonyitottam, ahol rekombinans avB3 integrinkotési
méréscket végeztem rezonans racsos hullamvezet6 (RWG) Epic BT bioszenzorral.
Megallapitottam, hogy a glyphosate kompetitivan gatolja az ovp3 integrin

immobilizalt RGD-motivumokhoz térténd kotddését.

Az el6biralat soran is megjegyeztem, hogy magyar nyelvil dolgozat esetén érdemes a
kémiai anyagok magyar neveit hasznalni, gondolok itt a glifozatra. Bar néhany tudomanyos
cikkben az angol név fordul el6, azonban ez egy olyan magyar nyelven irédott értekezés, amely
egy széles korben hasznélt és még a nem tudomanyos életben is vitdkat kivaltd novényvéds

szer hatdsaival foglalkozik, igy véleményem szerint érdemes a magyar elnevezést alkalmazni.
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A dolgozattal kapcsolatos tovabbi megjegyzéseim a kovetkezékben sorolom fel, azonban ezek

az észrevételek egyaltalan nem vonnak le az értekezés értékébdl:

- a 85. oldalon feltiintetett ,,glifozat — izopropil-amin s6” szerkezeti képletében az
ionos képlet lenne a helyes, hiszen sorol van szo,

- a dolgozatban nehany magyartalan kilejezés talalhato, a ragok hianya néha zavard
€s par helyesirasi hiba is sajnos eléfordul az értekezésben,

- elegendd az els6 hasznalatnal megadni a kés6bbi roviditést (AMPA: 19. és 20. old.
vagy PAH: 41. old.)

- a vegyliletek megfeleld elnevezésére és helyes magyar irdsmédjara érdemes
figyelmet forditani: ,,4-(3-(4-jodo-fenil)-... (13. old.), ,tertazolium és tetrazolium
(13 old), ,izopropilammonium s6” (40 old ), poli-(allil-amin-hidroklérid)” (16 és

2. old.).

Az értekezés olvasasa kdzben a kdvetkez8 kérdések mertiltek fel a biraloban;

l.

A layer by layer technikaval kialakitott feliiletek k6z6tti mosasi fazisban a nem kot8dott
lancokat tavolitottdk el. Mérték-e, hogy milyen aranyban k6tédik a polielektrolit a
feliilethez (hany szdzalék kotddik, illetve hany szazalék tavozik a mosasnal)?
A 66. oldalon talalhaté: A glyphosate a foszfortartalmi ligandumok kézé tartozik,
amelyekrdl ismert, hogy erds affinitdsuk van kétértékli fémionokhoz (pl.: Ca** és
Mg?")?2. Nagy glyphosate koncentracié alkalmazasa elésegiti a glyphosate
kationokkal (Ca*") val6 kelatkomplex képzSdését, amely hatassal van a sejtadhéziora,
igjara®>>*, Raadasul a glyphosate
hatéanyagot €s szarmazékait, pl.. AMPA vegyliletet 1964-ben szabadalmaztattak
kémiai kelatorként, mivel megkdti és eltavolitja az 4svanyokat, mint példaul a
kalciumot, a magnéziumot, a mangant, a rezet és a cinket’. Mindazonaltal, a
glyphosate relative gyenge Ca®* - és Mg?* -kationkelator (harmad akkora hatékonysagu)
az EDTA vegyiilethez képest>*. Ezaltal a magas glyphosate-koncentracié is csak kis
affinitassal tud Ca®" - és Mg®"-kationt kotni, igy csak részlegesen tud sejtlevalast és

sejtmorfoldgiai valtozasokat eléidézni.”
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Mely hatés tekinthetd befolyasold tényezdének nagy glifozat koncentraci6 esetén?

3. Avalosidejd, jel6lésmentes citotoxicitasi vizsgalatok kimutatték, hogy a formazoanyag
(a polioxietilénamin szadrmazék) felelds a n6vényvéds szer citotoxicitasaért. Mit gondol
a glifozat tartalmu, azonban mas segédanyagot tartalmazé készitmények hasznalatarsl?

4. A ghfozat MC313-El sejlek adhéziojara gyakorolt hatasat vizsgalva (5.3.2. fejezet)
mely hatéanyag-koncentracié tekinthetd a hatdrnak a 0,4% és az 1,7% kotott, ahol a
sejtadhézio mar blokkolt?

5. A sejtek adhézidjat egyértelmiien befolyasolja a glifozat koncentraciéja. Milyen

koriilmények novelhetik vagy csékkenthetik ezen kivill a sejtek kitapadasat?

A tézispontokban megfogalmazott eredményeket magas impakt faktorral rendelkezd
folyoiratokban publikaltak. Az irasmi egy kivalo kutatocsoportban végeetl, Farkas Eniko

szinvonalas, 6nall6 kutatdsra képes munkéjarol arulkodik.

Osszefoglalva: Farkas Eniké PhD értekezése kiemelkedSen értékes dolgozat. Alapos,
lelkiismeretes, sokrétl kutatdmunkat, a témahoz kapcsolddéd szakirodalom részletes ismeretét

bizonyitja. A tézispontokat 0j kutatasi eredményként elfogadom és elfogaddsra javaslom.

A fentiekben leirtaknak megfelelden javaslom az értekezés nyilvanos vitdra bocsajtasat és
sikeres védés esctén Farkas Enikd szaméira a PhD fokozat odaitélését messzemenden

tamogatom.

Budapest, 2020. oktober 2.

Dr. Toth Tiinde
laboratoriumvezetd, tud. fomunkutdrs,
Energiatudomanyi Kutatokdzpont, Sugarkémiai Laboratérium
egyetemi docens
BME, Szerves Kémia és Technoldgia Tanszék



