Valasz Addnyiné Dr. Kisbocskéi Nora biralatira

Koszondm Adényiné Dr. Kisbocsk6i Néranak dolgozatom alapos dtolvasasit és részletes biralatat.
K&sz6ndm az észrevételeit és kérdéseit, amelyekre az alabbiakban valaszolok:

1, 15. oldal ,hogy a formazott novényvéds szerek komyezeti €s toxikolégiai hatasai gyakran
eliémek a hatbanyaginak vagy més Gsszetevbjének hatasatol” — A megfogalmazas elég furcsa,
mert az dsszhatas nem tér el az egyes Osszetevok hatasatol, legfeljebb nem erre szamitottak.

Valdban, az dsszhatds az esetek t6bbségében nem tér el az egyes sszetevék hatasatél. Kivéve
akkor, ha szinergens vagy antagonista kolcsonhatasok 1épnek fel — erre kivant célozni az érintett
mondat. A méréseink kezdetén, arra is kerestitk a vilaszt, hogy a POEA formézé szer a glyphosate
hatéanyaggal egyiitt (Roundup Classic névényvédé szerben) szinegrikus hatast fejt-e ki a
preoszteoblaszt-sejtekre. Ugyanis el6fordulhat, hogy a komponensek dsszhatésa sokkal erdsebb,
mint a ndvényvédé szert alkot6 anyagok kiilon-kiilon bevizsgalt egyedi hatasai.

2, 15-16. oldal A bevezetésben a faggytamin-szarmazékok (POEA) mar ismert tulajdonségait is
meg kellett volna emliteni a glyphosate mellett.

K&sz6ndm Opponensem megjegyzését. A POEA vegyiilettipus nem pontosan meghatarozott,
egyedi molekulat, hanem anyagkeveréket jelo! (nem Ugy, mint a hatéanyag), ezért nem frtam le a
kérdéses tulajdonsigokat. Birdlomnak azonban igaza van, valéban célszerii lett volna a POEA
ismert tulajdonségait is lefrni. Sajnos a szakirodalomban gyakran nem kiiloniil el egyértelmiien a
formaz$ anyag és a novényvédGszer-hatdanyag hatasa.

3, 19. oldal ,,mikrotoxinokat”
Koszonom a Biralo észrevételét, mikotoxinokat akartam frni.
4, A 3. ibra nem tudoményos dolgozatba vald, inkabb reklamanyagba.

Koszondm a Birdld észrevételét. Ezt a képet illusztrativ magyarizé 4abraként széntam a
disszertaciémba.

5, 21. oldal ,,A ghphosate polaros jellege miatt, igy csak minta-el6készitést kivetden lehet a
novényvédo szert vizsgalni.”

Koszondm a Birdlé észrevételét. A mondat helyesen: ,,A glyphosate polaros jellege miatt csak
minta-eldkeészitést kovetben lehet a novényvéds szert vizsgalni.”

6, .,Gyakran sszekapesoljak langfotometrias detektorral, ,, — nem vilagos, mit mivel kapcsolnak,
de a langfotometrias detektort altalaban nem erre alkalmazzak. ErthetSbb lett volna, ha megemliti,
hogy tobb lépesében végiil Cu mérésén keresztiil hatirozzak meg a glyphosate konecentraciojat.
Azonban ez nem tartozik a legfontosabb mérési eljarasok kozé, inkabb csak egy kiilonleges
Osszeallitas.

Kdszondm Birdlom megjegyzését.

7, 22. oldal , Jang-atomabszorpciés™ lang-fotometrias technikard! beszéliink.



A Biral6 megjegyzését elfogadom.

3, A xenobiotikum 2.3 és 2.4 fejezetben taldn a xenobiotikumok mér ismert hatdsat kellett volna
sszefoglalni az dltalanos ismeretek helyett/mellett.

Az Opponensem megjegyzesét elfogadom.

9, 24.3. fejezetben 1€v6 sematikus dbrik (9-12) ismét nem adnak részletes tajékoztatast, ilyen
formaban foloslegesek.

A Birdl6 megjegyzését elfogadom. Ezeket a képeket illusztrativ magyarazé abraként szantam a
disszertaciomba.

10, 33. oldal ,,A mintdhoz luciferaz enzimet adunk, amely magnézium kofaktora és ATP
szubsztrétja jelenlétében beinditja az enzim miik5dését.” — nem értelmezhetd a mondat.

KoszOndm a Birdlé megjegyzését. A mondat pontosabb megfogalmazasa: A mintdhoz adott
luciferdz enzim miikodéséhez magnézium (az enzim kofaktora) és ATP (az enzim szubsztratja)
sziikséges.

11, 34. oldal ,, A bioszenzorok egy széles korben elterjed csoportja elektrokémiai mérési elvet
valésit meg, ide tartoznak az impedometrids, voltammetrikus, amperometrikus és
potenciometrikus bioszenzorok.” impedimetrias, voltammetrias, amperometrias,
potenciometriés...

Ko6sz6nom a Biralé javitasat.

12, ,Ezek az integralt eszkdzok elekirokémiai jelatalakiiot alkalmaznak és ennek segitségével
értckes analitikai informdciét szolgéltatmak a vizsgdlt biologiai eseményekrdl.”—Ezek
elektrokémiai detektorok, amelyek az elektrokémiai jeleket kiilonbdzé mérési elven mérik.

Koszonom a biral6 észrevéteiét.
13, 35. oldal OWLS els6 emlitésénél ki kell irni a teljes nevet.
Ko6szondm Opponensem észrevételét.

14, ,alkalmazott evaneszcens hulldim™-az a besugdrzds hatasdra keletkezik, furcsa, hogy
alkalmazott-ként keriil emlitésre.

A Biralonak igaza van nem ,,alkalmazott”, hanem a besugarzas hatasara keletkezett.
15,37. oldal ,,Polielektrolitok és rétegenként épitkezve (layer-by-layer) technika” inkabb rétegrdl
rétegre épitkezési technika.

Kosz6nom Opponensem javaslatat.

16, A 2.5 fejezet egészen masrol szol, mint a korabbiak, a bevezetésben indokolnia kellett volna
ezt a valtast.



Egyetértek a Birdloval valéban indokolni kellett volna a valtist. A polielektrolit-rétegeket
(referenciarendszer), arra hasznaltam fel, hogy meghatirozzam, azt a kalibriciés egyenletet,
amellyel az Epic BT bioszenzor &ltal kozvetleniil mért hullamhossz-eltolodas értékébdl
meghatarozhaté a felilletegységre felvitt tdmeg értéke. A meghatdrozott kalibriciés egyenletet a
glyphosate feliiletre kitapadt tdmegének szamitdsshoz haszniltam fel.

17, 41. oldal Miért ezeket a sejteket valasztotta a kisérlethez? Meg kellene indokolni a valasztast.

Preoszteoblaszt sejtekkel (MC3T3-E1, Mus musculus (egér) kalvariabol szarmazd oszteoblaszt
prekurzor sejtvonal) dolgoztam a méréseim soran.

A glyphosate novényvédd szert a csont és csontveldé megbetegedéseivel hozzik kapesolatba,
Ugyanis a glyphosate a taplalékkal be tud keriilni szervezetbe és a Ca®*-, Mg>*-, Zn**-, Fe?'-kelatot
tud képezni'. Igy kénnyen be tud épiilni a csontokba. Emiatt érdekes, hogy a csontvel6eredetii
sejtvenal mennyire érzékeny a glyphosate-ra és készitményeire.

Dallagrave €s munkatirsai vemhes Wistar-patkanyok glyphosate novényvédd szeres itatasos
kisérletik sordn a csontrendszert érintd torz fejlodésrél szamolnak be (fontosabb csontok
rovidiilését, hianyét és deformitasat figyelték meg)®. Pasrad és munkatérsai citotoxikus hatésrél és
csontveldt érinté karosodasrol irnak?.

Ezen kivill ennek a sejtvonalnak a citotoxikus hatisokkal szembeni érzékenysége jol
tanulményozott, ezért a munkdm sordn idedlisnak bizonyuit a glyphosate ndvényvéddé szer
teszielésére.
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18, 4.5.1. fejezetben ismerteti az OWLS technika miik5dését, a 15. abran a késziilék fotdja és a
milkddési elve lathato. Az idézett honlapon a gyart6 cég nem mutatja be a B &brat, az eredetét meg
kellett volna jeldlni.

Valdban a honlapon nincs mér fenn a kép. Elismerem rosszul jartam el, és meg kellett volna
hivatkozni az eredeti kép forrasat. A kép forrasa: Székacs, A.; Adanyi, N.; Székacs, I.; Majer-
Baranyi, K.; Szendrd, I. Optical waveguide light-mode spectroscopy immunosensors for
environmental monitoring, Appl. Opt. 2009, 48, B151-8

19, 42. oldal ,, Az optikai chipen talalhatd racsot egy 632,8 nm hulldmhosszisagli nyalabot
kibocsdjté He-Ne 1ézerrel vilagitjuk meg.” Majd: ,,Az alkalmazott szenzor chipekben a 0.
moédusindexil transzverzalis elektromos (TEQ) és transzverzilis mdagneses mé6dus (TMO)

Ty

gerjeszthetd.”- Szabatosabb lenne ,.chipen talalhat6 optikai rdcsot” Honnan van a két modus?



Kosz6ndm, egyetértek a ,.chipen talalhatd optikai racsot” megfogalmazassal. A két modus a
hullémvezetd struktira eredménye. Hulldmvezetd rétegvastagsaga és torésmutatdja egyértelmiien
meghatirozza hidny darab moédus és hullimvezetd modus képes kialakulni. Ennél a
hullamvezet6nél két modus alakul ki. Vastagitva a hullimvezet6 réteget, akar tobb médus is képes
hordozni.

20, 43. oldal Nem biztos, hogy felbasznaloi szinten ismerni kell a meglehetésen bonyolult
levezetést, kiilondsen akkor, amikor els6sorban nem is ezzel a késziilékkel dolgozik a Jelslt. Ha
néhany egyenletiel mégis bemutatja a levezetést, akkor meg kell hatérozni a perem feltételeket,
milyen modelire, illetve bany rétegli modellre vonatkoznak az egyenletek.

A Biralonak igaza van, valéban meg kellett volna hatiroznom a peremfeltételeket. Az ismertetett
egyenlet linearizalt négyréteges modellre érvényes. A 4 réteg: az iivegszubsztrat, a hullamvezetd
film, az adszorbealt réteg és a fedd vizes kdzeg. A szamitdsokban felteszik, hogy adszorbealt réteg
vastagsaga joval hulldimhossz alatti.*

(4)-Ramsden, J. I. (1994). Experimental me’t_hods for investigating protein adsorption kinetics at surfaces. Quarterly Reviews of
Biophysics, 1994, 27, 41. doi:10.1017/s0033583500002900

21, Mit jelentenek az egyenletekben szerepld AQN), FM(N) és FE(N) értékek?

Ezek a paraméterek a médusegyenlet egyes tagjait jelolik. Az A(N) a hulldmvezetd rétegben valé
terjedéssel kapesolatba hozhaté effektiv tag (fliggenek N-t61 (effektiv torésmutatéton)). Az FE(N)
¢s FM(N) film—szubsztrat-hatarfeliileteken 1étrejovo fdzistolasokkal kapesolatos effektiv tagok
(fuggenek N-161 (effektiv torésmutatétol)). Az FE az elektromos médusra, az FM a magneses
modusra vonatkozik.

22, 55. oldal ,Egy elektromos 16-csatornds pipettaval (FinnpipetteTM Novus, ThermoFischer
Scientific, Waltham, MA, USA) Iéptetd modban a sejtszuszpenziét és a reagenseket adtam a
lyukakhoz a kisérlet soran.” Ez mar thlzottan részletes leiras.

Egyetértek a Birdld megjegyzésével. Az eszkoz hasznélatdt azért hangstilyoztam, mert a
kisérletben kiillonSsen fontos volt a parhuzamos kisérletek (lyukak) egyidejii kezelése.

23, ., A koncentricio-hatds gorbék szamolasanal a kinetikak minimum értékeit vettem és ezekbél
a jelekbdl levonatam az anyagkontrollok értékeit (, hogy korrigaljam a fizikai hatisokbol eredd
hibékat pl.: hémérsékletet és higitast).™ Ezt a leirast egy dbraval kellene érthetvé tenni, de lehet
hogy erre csak a kisérletek eredményeinek ismertetésénél kellett volna kitérni.

Koszondm a Biralo észrevételét.
24, ,Sejtadhézi6 vizsgalata RGD-hangolt feliileteken Epic BT bioszenzorral” — mit jelent a RGD-

hangolt kifejezés? Roviden ismertetni kellene.

Az RGD-hangolt felillet killonb6z6 koncentracidji RGD motivummal bevont felszint jelent.
Valamint RGD hangolassal kiilonboz6 RGD-RGD tavolsagokat tudok elémi. Az RGD-hangolt
felilethez kétféle polimert kevertem &ssze kiilonbdzd koncentracidban; sejt- és fehérjetaszitd



taszitd tulajdonsagi PLL-g-PEG és sejtkitapadast el6segité a PLL-g-PEG-RGD polimert. A
kiillonbdzé RGD koncentraciot tartalmazé felszinen kiilonbozd mértékben tudnak szétteriilni a
sejtek.

25, 56. oldal ,,Az dsszes Iyuknal stabil alapvonalat rogzitettem 20 mM HEPES-HBSS pufferrel,
majd a kiilonbdz6 koncentracidji glyphosate oldattal kevert MC3T3-El sejteket és 6t percig
inkubaltam.”—¢rtelmetlen mondat.

Koszondm az Opponensem észrevételét. A kdvetkezdként pontositanam a mondatot: Az Ssszes
lyuknal stabil bioszenzoros alapvonalat vettem fel 20 mM HEPES-HBSS pufferben, majd a
kiilonbdz6 koncentraciéjii glyphosate-oldattal inkubalt (5 percig) MC3T3-E1 sejteket adtam
hozz4.

26, 57. oldal ,.echistatin, glyphosate és tirofiban oldatokat pipettiztam™ - az echistatin &s tirofiban
alkalmazasara miért keriilt sor? Nem szerepelnek a felhasznalt vegyiiletek kozott sem.

Koszonom észrevételét. Valdban kimaradt a felhasznalt vegyiiletek leirasabol az echistatin és a
tirofiban, és a dolgozatom elején ismertetnem kellett volna e két kontroll alkalmazisat. Az
echistatin vegyiiletet pozitiv kontrollként haszndltam a méréseimben, mivel bizonyitottan
sejtadhézio-gatlé vegyiilet, és képes avB3 integrineket nagy affinitassal kotni®> Ezzel szemben
negativ kontollként a tirofibant hasznaltam, mert nem tud az integrinekhez kot6dni.®

tirofiban (= 98.5 % tisztasag, Sigma, katalégusszam: 30165)
echisatin Echis carinatus fajbol szirmazik (Sigma, kataldgusszam: E1518)
(5)-Szekacs, I.; Orgovan, N; Peter, B.; Kovacs, B.; Horvath, R. Receptor Specific Adhesion Assay for the Quantification of

Integrin—Ligand Interactions in Intact Cells Using a Microplate Based, Label-Free Optical Biosensor. Sensors Actuators, B Chem.
2018, 256, 729-734. hitps://doi.org/10.1016/i.5nb.2617.09.208.

(6)-Kapp, T. G.; Rechenmacher, F.; Neubauer, S.; Maltsev, Q. V.; Cavalcanti-Adam, £. A.: Zarka R_; Reuming, 1.; Notni, I;
Wester, H.-1.; Mas-Moruno, C.; Spatz, 1.; Geiger, B. _; Kessler, H. A Comprehensive Evaluation of the Activity and Selectivity
Profile of Ligands for RGD-Binding Integrins. Sci. Rep. 2017, 7, 39805. htips://doi.org/10.1038/srep39805.

27,4.4.7. pont Ha nem a Jelolt végezet a kisérleteket, akkor miért elsd szam egyes személyben irja
le a kisérleteket? Jelen volt a méréseknél?

Nem, nem voltam jelen az ELISA mérésél. Valdban belekeriilt egy mondat, amelyet tobbes
szamba kellett volna imi: “Ennek a mérésnek a célja is az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a
glyphosate kompetitiv médon tudja-e gétolni a rekombinans avf3 integrineket.”

Viszont a kisérlet leirasat nem irtam egyes szadm els6 személyben. llletve a disszerticiéban ki is
hangstlyoztam, hogy a vizsgalatot a NAIK AKK (Nemzeti Agrarkutatisi €s Innovaciés Kozpont
Agrar-kdrnyezettudomanyi Kutatéintézet) munkatarsai végezték.

28, 59. oldal ,,A pufferes alapvonal felvétele utan 200 pl PAH oldatot injektaltam a kiivettaba.” A
rétegek €pitésének mddjat mar a 4.4.1. pontban ismertette, nem szikkséges ismét lefmni, elég
visszahivatkozni.

Koszonom a Birald észrevételét.



29, 61. oldal Erdekes lenne l4tni, hogy az OWLS miiszer altal szimitott AM (polielektrolit), hogy
felel meg a szamitasoknak. Osszehasonlitottak az értékeket?

Az OWLS miiszer 4ltal szamitott AM az anyagok dn/dc értékétdl fiiggenek, amit refraktométerrel
mértiink ki. Ezért a refrakiométer érzékenységétdl fiiggenek az értékek, ami RUI 1078, Az OWLS
altal szamolt de Feijter-formula elliposzometriaval t5bbszdrdsen igazolt egyenlet.”

(7) De Feijter, J. A.; Benjamins, J.; Veer, F. A. Ellipsometry as a Tool to Study the Adsorption Behavior of Synthetic and
Biopolymers at the Air-Water Interface. Biopolymers 1978, 17, 1759-1801. https://doi.org/10.1002/bip.1978.360170711

30, 62. oldal 5.2.1. fejezet hosszasan ismétel kordbban mér lefrt anyagot.

Elfogadom a Birald észrevételét.

31, 64. oldal “fél maximalis gatlé koncentracié™50%-os gatlé hatis

K6szonom a Birdlonak a javitdsat.

32, 79. oldal 30. abra “kinetikdja bevonat nélkili (z6ld); pufferrel leblitett 0,2% ghyphosate

hatéanyagot tartalmaz6 szenzor feliileten (kék) —az 4bra alapjan forditva van.

Koszondm a biral6 észrevételét. Valdban, a magyar valtozat készitésekor véletleniil felcseréltem
a mikroszképos képeken a “glyphosate lemoséas utan” és “glyphosate nélkil” feliratokat. Az
eredeti kozleményben (Sci. Rep.) helyesen jelent meg.

33, 83. 4bra A 32. dbra magyarazza a sejtkitapadas kinetikéjanak valtozasat, de érdekes lenne a
mérési gorbéket is latni hozzd. A kisérletek alapjan latszik (30. bra), hogy a glyphosate nem
rdgziil a szenzor feliiletén, szinte teljesen kimoshat6, ahogy 4brazolja is. Ennek ellenére hatassal
van a kitapadésra. Adédik a kérdés, hogy ha a hatéanyagot eldbb a sejtekkel keveri 8ssze, és uténa
adja a nem kezelt szenzorra, akkor hogy alakulnak a jelek? Volt ilyen dsszehasonlité kisérlet?

Elvégeztik ezt a mérést. A glyphosate hatéanyaggal eldinkubélt sejtek iires lemezre torténd
kotésének vizsgilata soran nem kaptunk szigmoid gorbét a sejtek kitapaddséra. Vagyis a
glyphosate gatolja az integrineket és ezzel a sejtek kitapadésat.

A kérdéssel kapcsolatban megemlitem, hogy a glyphosate kis koncentracijt oldatabo! a vegyiilet
feliiletre t6rténd adszorpcitja az OWLS méréstechnikaval kimérbetd, illetve az is latszik, hogy az
adszorbealddott glyphosate a lemoséas sotan nem tavolithat6 el teljes mértékben a felszinrdl.

Még egyszer szeretném megkdszonni birdlom dolgozatomra adott értékelését. Bizom
abban, hogy kielégitoen sikeriilt megvélaszolnom a feltett kérdéseket.

Budapest, 2020.11.12.
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