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1. BEVEZETES

A human populéciot napjainkban egyre tobb egészségiigyi artalom éri, melyek
koziil a legjelentdsebbek a szervezetet ért kornyezeti terhelés (pl. kipufogdgaz, UV-
sugarzas, szallo por, pollenek, dohanyfiist), élelmiszeripari termékekbdl a szervezetbe
esetlegesen juté karos kémiai anyagok (pl. mikotoxinok, novényvéddszer-
maradvanyok, nehézfémek) és a felgyorsult életmoddal egyiitt jard stressz.

Az értekezésem targyat képez6 N-acil- és O-acil-fumonizin B1 (FB1) toxin
szarmazékok a mikotoxinok csoportjaba tartoznak, mely anyagokat egyes
penészgomba-fajok termelhetnek. Az acilezett FB1-szarmazékok természetes tton
fert6z6dott kukoricaban is el6fordulhatnak, emellett bizonyos élelmiszeripari
eljarasok alkalmazasa soran is megjelenhetnek a késztermékben. Az N-acil FB1
szarmazékok raadasul az FB1 toxinnal joval toxikusabbnak bizonyultak in vitro. Ma
mar tobb szdz mikotoxint ismerilink, melyek koziil jelenlegi ismereteink alapjan
néhdny okozhat jelentds egészségiigyi problémat. A mikotoxinok szdmos
¢lelmiszeripari alapanyagban, félkész- ¢és késztermékben (pl. kaldszos gabonafélék,
kukorica, sz0l6, mazsola, sor, bor, kavé- és kakadbab, piszticia, foldimogyoro,
fliszerpaprika, almalé, tej) el6fordulhatnak.

A mikotoxinok a vildgon mindeniitt jelentds gazdasagi és élelmiszerbiztonsagi
karokat okoznak, a termesztés, betakaritas és tarolas szinte minden fazisadban
szennyezhetik a gabonamagvakat, illetve mas agraripari alapanyagokat. Ebbol
kifolyolag ezen természetes toxikus anyagok gyakran megjelennek a taplaléklanchan.
Felmérések szerint a vilagszerte betakaritott termények 25%-a, Eurdpaban pedig a
betakaritott termények 20%-a szennyezett mikotoxinokkal (FAO, 1997). Az ujabb,
nagy pontossagi multi-mikotoxin analitikai modszerekkel (HPLC/MSMS) végzett
felmérések szerint a szennyezettség mértéke akar 80% is lehet, ha figyelembe vessziik
a kiilonb6z6 mikotoxin metabolitokat is (Kovalsky et al., 2016).

A legveszélyesebbnek szamitdé mikotoxinokra szigoru élelmezés-egészségiigyi
hatarértékek, a takarmanyok esetén pedig — az aflatoxin B1 kivételével, melyre mar
létezik hatarérték — ajanlasok vonatkoznak. A  mikotoxinok kiilonb6z6
¢lelmiszerekben és  takarméanyokban  torténd mennyiségi és = mindségi
meghatarozasahoz, a miiszerek kalibralasahoz tiszta referenciaanyagokra van sziikség.
Fontos, hogy a kalibralashoz megfelel6 bizonylattal rendelkezé referenciaanyagokat
(RM, CRM standard) hasznéljanak, amely bizonylatok lehetdleg tartalmazzdk a
kvantitativ NMR (QNMR) eljarassal torténd vizsgalatot is. A HPLC eljarassal torténd
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tisztasagvizsgalat relativ adatot ad, szemben a qNMR eljarassal, amely az abszolut
tisztasagat jellemzi a vizsgalt referenciaanyagnak. Jelen pillanatban az N- és O-acil
szarmazékokra nem 1étezik a vegyszerpiacon referenciaanyag. A referenciaanyagokat
kémiai szintézissel allitjak elé vagy kiilonboz6 fonalasgombakkal in vitro termeltetik
meg, folyadék vagy szilardfazisu fermentécios koriilmények kozott. A kémiai szintézis
vagy a termeltetés utan a referenciaanyagok megfeleld tisztasagban torténd kinyerése

kiilonboz6 extrakcios és kromatografias modszerek felhasznalasaval torténik.



2. CELKITUZESEK

1. Munkam soran megfelel6 eljarast kivantam kidolgozni a FB1 toxin

c sy

felhasznalasaval.

2. Célom volt a szilardfazisi fermentacio soran termeltetett FB1 toxin tisztan
torténd kinyerése a tenyészetekbOl preparativ flash- és folyadékkromatografias

eljarasok alkalmazéséaval.

3. Kisérleteket kivantam végezni a megfelel6 tisztasagu FB1 toxin palmitoil-
kloriddal torténé szintetikus acilezésére, valamint az acilezett FBI1-szarmazékok

tisztitasara.

4. A FBI1 toxin szintetikus acilezése soran kapott szarmazékok tisztasagat

HPLC/MS eljarassal kivantam meghatarozni.

5. A szilardfazisu fermentdci6 utan eldallitott gombakivonatban talalhato
acilezett fumonizinek azonositasa céljabol adalékolasi kisérletet kivantam

végrehajtani a FB1 toxin acilezésével eldallitott szarmazékok felhasznalasaval.

6. Az eléallitott acilezett FB1 toxin szarmazékok ellendrzését nagyfelbontasu
tomegspektrometridval (HRMS) és magmdagneses rezonancia spektroszkopiaval

(NMR) terveztem végrehajtani.

7. A témam egyik legfontosabb részét képezo allatkisérlet soran célom volt az
izolalt/szintetizalt acilezett fumonizinek toxicitasanak vizsgalata, a FB1 toxint

hasznalva pozitiv kontrollként.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A mikotoxinok révid jellemzése

A mikotoxinok egyes fonalasgombdk — 4ltaldban — extracellularisan
kivalasztdod6 masodlagos anyagcseretermékei (szekunder metabolitjai), vagyis a
gomba elsddleges (primer) anyagcsere-folyamataiban nem vesznek részt. Maga a
kifejezés (mikotoxin) a gérdg mykes (gomba) és a latin toxicum (méreg) szobol
szarmazik. Az els6 mikotoxinokat 1960-ban fedezték fel, amikor Angliaban egy
tomeges elhullassal jar6 (100000 egyed) pulykavész hivta fel a figyelmet a takarmany
lehetséges szennyezettségére. A betegséget — utalva annak rejtélyes voltara — ,, X-
disease”-nek, vagyis X-betegségnek nevezték el (Wannop, 1961). A takarmanyként
szolgalo brazil foldimogyord-darabol egy kristalyos anyagot izolaltak, mely
allatkisérletekben az X-betegséggel azonos tiineteket okozott (Allcroft et al., 1961).
Ezzel parhuzamosan a takarmanyrol Aspergillus flavus gombat izolaltak, mely
szintetikus taptalajon termelte a kordbban a takarmany-tételekrdl izolalt toxint. A
toxint termel6 gombafajra utalva aflatoxinnak nevezték el a méreganyagot. A ma
ismert tobb mint 20 aflatoxin koziil a legjelentdsebbek az aflatoxin B1, B2, G1, G2,
valamint az aflatoxin M1 és M2. Az aflatoxinok felfedezését kdvetden a figyelem a
mikotoxinokra dsszpontosult, melynek kdvetkeztében mara mar tobb szaz mikotoxint
ismeriink, melyek kémiai Osszetétel, szerkezet, bioszintézis és hatdsmechanizmus

szempontjabol heterogén csoportot alkotnak.

A ma ismert mikotoxinok koziil — human- és allategészségiigyi potencialis
veszélyeik miatt — az aflatoxinok, az ochratoxin A, a trichotecén vazas vegyiiletek (T-
2, HT-2, a dezoxinivalenol, nivalenol), a zearalenon (F2 toxin), a patulin és a jelen
értekezés targyat képezd fumonizinek egy része szamit a legjelentdsebbnek. A
szervezetre karos hatast gyakorld6 mikotoxinok kémiai szerkezetiikkbol adddoan
citosztatikus, citotoxikus, immunszupressziv, mutagén, 6sztrogén-mimetikus, rakkelto
¢s teratogén hatassal rendelkezhetnek, illetve a fehérjeszintézisre, az idegrendszerre és
a parenchimas szervekre is karos hatast gyakorolhatnak. Egy adott toxin az emlitett
karos hatasok koziil tobbel is rendelkezhet. A mikotoxinok jelentés része mar igen kis
mennyiségben is karosodast okozhat, kitiriilésiik lassu a szervezetbdl, ezért
felhalmozddhatnak a szervezetben (elsGsorban a majban és a vesében). Emellett

maradando karosodast, akar halalt/elhullast is okozhatnak.



3.2 A mikotoxinokat termel6 fobb penészgomba-fajok

Attol fiiggden, hogy a ndvényi részeken fellelhetd penészgomba a betakaritas
elott vagy azt kovetden kezd ndvekedésbe, szantd6foldi és raktari penészfajokat
kiilonboztetnek meg (Christensen & Kaufmann, 1969). A szant6foldi penészgomba-
fajok szaporodasahoz jellemzéen a 20% feletti, mig a raktari fajok szamara 20% alatti
nedvességtartalom az idealis. A szant6foldi penészgomba-nemzetségek (pl. Fusarium,
Stachybotrys, Trichoderma) koziil a Fusarium nemzetségbe tartozo fajok birnak a
legnagyobb jelentéséggel. Ezek koziil is kiemelked6ek a F. graminearum és F.
culmorum fajok, melyek a gabonafélék trichotecén (pl. dezoxinivalenol) (Pestka &
Smolinksi, 2005) és zearalenon-szennyezését (Milicevi¢ et al., 2010) okozzak,
valamint a F. verticillioides (korabbi néven F. moniliforme) és a F. proliferatum,
melyek tobbek kozott a kukorica fumonizin-szennyezéséért felelosek (Shurtleff,
1980). A legtobb Aspergillus fajt jellemzben a raktari penészek kozé soroljak, koziilikk
az A. flavus felelés a kukorica, a foldimogyordo és mas termények aflatoxin-
szennyezéséért. A raktari penészek koziil a legfontosabbnak az el6bb emlitett
Aspergillus, a Mucor, illetve a Penicillium nemzetségbe tartozé fajok szamitanak.
Nem minden penészgomba-faj termel azonban mikotoxinokat. Azokat a
mikroszkopikus penészgomba-fajokat, melyek képesek mikotoxinok bioszintézisére,
toxinogénnek nevezziikk. A toxinogén fajok koziil az Aspergillus, Fusarium és
Penicillium nemzetségbe tartozo fajok a legjelentdsebbek. Egy gombafaj tobbféle
mikotoxin szintetizalasara is képes lehet (pl. A. niger fumonizineket és ochratoxinokat,
az A. flavus aflatoxinokat és kojisavat, a F. graminearum trichotecéneket és
zearalenont is szintetizalhat), illetve egy mikotoxint tobb kiilonb6z6 faj is termelhet
(pl. ochratoxinokat egyes Aspergillus és Penicillium fajok, illetve fumonizineket egyes
Alternaria, Aspergillus, Fusarium ¢és Tolyplocladium fajok). A human- és
allategészségiigyl szempontbol legjelentdsebb mikotoxinokat, valamint azok {6

termeldit az 1. tdblazatban foglaltam Ossze.
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1. tablazat A human- és allategészségiligyi szempontbol legjelentésebb mikotoxinok

¢és 16 termeldik

Mikotoxin A mikotoxint termelé f6 fonalasgomba-fajok
Aflatoxinok Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus
Ochratoxin A Aspergillus ochraceus, Penicillium verrucosum
Trichotecének Fusarium graminearum, Fusarium culmorum
Zearalenon Fusarium graminearum, Fusarium culmorum
Patulin Penicillium expansum
Fumonizinek Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum

Szamos mikotoxin bioszintézisének kiinduldpontja az acetil- és a malonil-KoA
kondenzaciés reakcidja (1. &bra ,,A” anyagcserettja). A szeszkviterpén-tipusu
mikotoxinok a mevalonat-anyagcsereut révén képzddnek (1. abra ,,B” anyagcserettja).
Az aminosavakbo6l képz6dé mikotoxinok csoportja heterogén, mivel -ciklikus
polipeptideket €s N-heterociklusos komponenseket is tartalmaz (1. é&bra ,,C”

anyagcsereutja).

rokfortin

tenauzonsav
ciklopiazonsav +
penitremA, B, C

tremorgén hatasu | :
cikloklorotin —
monomer \ a Glakez

indolvegyuletek és [ / pentdz
ciklikus dipeptidek | 4 +
- .. tetréz
\ / 'k¢ e
| sikimisav
\ / C A/
AMINOSAY
A-2 SZARMAZEKOK piruvat

Zsirsavak: CO, A CO; &——
rubratoxinok e i
X N e ACETAT » MEVALONAT

\ _—— -——-=:_ T 1_\ %—pctr&t

A-1 il — co, CO;
- izopentenil-

5 ~ B
¥ malonat B . pirofoszfat

Poliketidek: oxalacetat

aflatoxinok

szterigmatocisztinek

ochratoxinok

fumonizinek aketoglutardt

citrinin CO;

palu_h_n szeszkvi-

penicillinsav terpének

citreoviridin "
zearalenon (F2) |
luteoszkirin €s mas -
szubsztitualt kinonok epoxi- PR-toxin

alternariol trichotecének
alternariol -monometiléter

cO, B-1
terpének

1. abra A mikotoxinok bioszintézis-utjai (Téren és Novak, 1990, kiegészitve)
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3.3 A fumonizinek felfedezése és kémiai szerkezete

A fumonizinek koziil elséként a FB1 és a FB2 toxint fedezték fel Dél-
Afrikaban, természetes iton gombafertdzott kukoricabol izolalva €s spektroszkopias
modszerekkel azonositva (Bezuidenhout et al., 1988; Gelderblom et al., 1988). Azdta
tovabbi 29 fumonizint azonositottak szerkezetileg is. Bartok et al. (2006, 2008, 2010a,
2010b, 2013a, 2013h, 2014) ioncsapdas ¢€s repiilési id6 tomeganalizatorokkal felszerelt
tomegspektrométerekkel 98 11j fumonizint detektaltak, amelyeket 7 kdzleményben
ismertettek. A ma ismert fumonizin analogok szerkezetiik alapjan négy f6 csoportot
alkotnak: A, B, C, P (Rheeder et al., 2002). A fumonizinek egy 20 szénatomos linearis
vazat tartalmaznak, kivéve a C tipusu analogokat, melyek esetében a lanc 19 szénatom
hosszlisaga. A linearis szénlancon helyezkednek el a funkcios csoportok: 3-5 darab
hidroxil-csoport, 2 metil-csoport, 1 amino-, acetilamino- vagy 3-hidroxipiridinium-
csoport, valamint a trikarballilsav (TCA), amely a 14-es és a 15-0s szénatomon
elhelyezkedd hidroxil-csoportokbol észteresiti legtobbszor mindkettdt, ritkabban csak
az egyiket. Az egy TCA-val rendelkezé fumonizineket részlegesen hidrolizalt
fumonizineknek nevezik (pl. PHFB1 — ,partially hydrolyzed FB1”). A teljesen
hidrolizalt fumonizinek (pl. HFB1 — ,hydrolyzed FB1”) szénlancan nem talalhato
TCA csoport. A ,,PH” tipusa fumonizinek a fumonizint tartalmazé élelmiszerek
feldolgozasa (siités, f0z¢s) mellett természetes koriilmények kozott is termelddhetnek
(Shephard et al., 1996). A ,,H” tipusi fumonizineket nixtamalizalasnak (alkalikus
kozegben torténd fozés) alavetett kukoricamintakban talaltak (Hendrich et al., 1993;

Stack, 1998). A legfontosabb fumonizinek szerkezetét a 2. abra tartalmazza.
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R, Ry Ry
Me”ﬁ\/\w/ \\/Y"“T"“ T x\,) \.)\/R“ a fumonizinek alapvaza
Me R, Me R, Es R+
Fumonizin- Fumonizinek Osszegképlet M A fumonizin alapvaz szubsztituensei
csoport R1 R2 Rs | Ra4 | Rs | Re R7 Rs
FAL C3sHe1NO16 763 | TCA | TCA | OH | OH H | OH | NHCOMe | Me
FA2 CszsHe1NO1s 747 | TCA | TCA| H | OH H | OH | NHCOMe | Me
FAs CssHe1NO1s 747 | TCA| TCA|OH | H H | OH | NHCOMe | Me
FA PHFAza C3oHssNO10 589 | TCA| OH |OH | H H | OH | NHCOMe | Me
PHFAsb C30Hs5NO10 589 | OH | TCA|OH | H H | OH | NHCOMe | Me
HFA3 C24H4gNOs 431 | OH OH |[OH | H H | OH | NHCOMe | Me
FAK1 C30HssNO11 | 603 | =O | TCA|OH |OH | H | OH | NHCOMe | Me
FBK1 C28Hs:NO1wo | 561 | =O | TCA|OH |OH | H | OH NH: Me
FB1 Cs4Hs9NO15 721 | TCA | TCA | OH | OH H | OH NH2 Me
izo-FB1 C34HsoNO15 721 | TCA| TCA|OH| H | OH | OH NH: Me
PHFB1a C2sHs3NO10 563 | TCA| OH | OH | OH H | OH NH: Me
PHFB1» C2sHs3NO10 563 | OH | TCA | OH | OH H | OH NH: Me
HFB1 C22H47NOs 405 | OH OH [OH|OH | H | OH NH2 Me
FB FB2 C34HsoNO14 | 705 | TCA | TCA| H |OH | H | OH NH: Me
FBs C34HsoNO14 | 705 | TCA | TCA|OH | H H | OH NH: Me
FBa C3sHsoNO13 | 689 | TCA | TCA | H H H | OH NH: Me
FBs CasHsoNO1s 737 Hexahidroxialkil al?spr;]/zfétllaé);ltos szerkezete még
3-epi-FB3 C34HsoNO14 705 | TCA| TCA|OH | H H | OH NH: Me
3-epi-FB4 Cs4HsoNO13 689 | TCA | TCA | H H H | OH NH: Me
FBs Ca4HsoNO15 721 | TCA | TCA | OH | OH | OH H NH: Me
FC:1 Ca3Hs7NO1s 707 | TCA | TCA | OH | OH H | OH NH: H
N-acetil-FC1 | CssHsoNOis 749 | TCA | TCA | OH | OH H | OH | NHCOMe | H
izo-FC1 Cs3Hs7NO1s 707 | TCA| TCA|OH| H | OH | OH NH2 H
Eéce“ 1120~ | CoHeNOws | 749 | TCA | TCA | OH | H | OH | OH | NHCOMe | H
FC OH-FC: Cs3Hs7NO1s 723 | TCA| TCA| OH | OH | OH | OH NH2 H
N2cetl-OF | CogheaOr | 765 | TCA | TCA | OH | OH | OH | OH | NHCOMe | H
FCs Cs3Hs7NO14 691 | TCA| TCA|OH | H H | OH NH2 H
FCs Ca3Hs7NOas 675 | TCA | TCA | H H H | OH NH: H
FP1 CagHe2NO16 800 | TCA | TCA | OH | OH H | OH 3-HP Me
FP FP2 CagHe2NO15 784 | TCA | TCA| H | OH H | OH 3-HP Me
FP3 Cs9He2NO15 784 | TCA| TCA|OH | H H | OH 3-HP Me
HO
N
HO OH \_/
trikarballilsav (TCA) 3-hidroxipiridinium (3-HP)

2. abra. A fumonizinek szerkezete (Bartok, 2011)
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3.4 A fumonizinek eléfordulasa, bioszintézise és in Vitro termeltetése

A fumonizinek bioszintézisét tobb fonalasgomba-nemzetség esetében is leirtak
(2. tablazat), azonban, a ma ismert legjelentésebb fumonizin-termeldk a F.
verticillioides és a F. proliferatum, amelyek vilagszerte igen elterjedtek és kiilondsen
a kukorica esetében okoznak jelentds élelmiszerbiztonsagi problémét. A fumonizin-
termelé Fusarium fajokat a gombataxondmusok a morfologiai bélyegek/torzsfa
alapjan tobb szekcioba (Liseola, Dlaminia, Elegans, Arthrosporiella) soroltak, de ma
mar elterjedten alkalmazzak a DNS-alapu eljarasokat is (O’Donnell et al., 2015) a
fajok azonositasara. A fumonizinekkel szennyezett kukorica esetén a FB1 toxin
mennyisége a legjelentésebb, az 6sszfumonizin-tartalom kb. 70-80%-a. A FB2 toxin
mennyisége 15-25%, a FB3 toxiné 3-8%, a FB4 toxiné pedig altalaban nem jelentds
(Thiel et al., 1992; Marin et al., 1995; Musser & Plattner, 1997) (3. abra).

=FB1 =FB2 »FB3 =FB4

3. abra Fumonizinekkel szennyezett kukoricamintak atlagos FB1, FB2, FB3 és FB4

toxin tartalma

A fumonizinek 100-120 °C hémérsékletig eléggé stabilak. A F. verticillioides
gombatenyészet forralasa (100 °C, 30 perc) nem (Alberts et al., 1990), és a tej
pasztérozése (62 °C, 30 perc) is csak csekély mértékben csokkentette a FB1 toxin
hokezelés esetén figyeltek meg szamottevd FB1- és FB2-tartalom csokkenést. A
szaritott kukorica hékezeléses kisérletében 100 °C-on 175 perces, 125 °C-on 30-38
perces €s 150 °C-on 10 perces kezelést kovetden tudtak a kezdeti FB1-tartalom felét

visszamérni (Dupuy et al., 1993). Scott & Lawrence (1994) szaraz és nedves
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kukoricaliszten végzett hokezeléses kisérletében 190 °C hémérsékleten 60 perc alatt a
FB1- és FB2-tartalom 60-80%-a, mig 220 °C-on 25 percig tarto siités soran szinte az
Osszes fumonizin elbomlott és/vagy atalakult. A kutatok szerint még tisztazni kell,
hogy a hoékezeléses élelmiszeripari feldolgozas soran megfigyelt fumonizin-szint
csokkenésért milyen aranyban felelés a fumonizinek hobomléasa és az élelmiszer-
matrixban a fehérjékhez, szénhidratokhoz és egyéb szerves vegyiiletekhez torténd
kotddése, illetve hogy a hokezelés utan miként valtozik az élelmiszer-alapanyagok és
termékek toxicitasa. Kim et al. (2003) fumonizin-tartalmt kukoricabol készitett
kukoricapehely lugos hidrolizise soran azt talaltak, hogy a hidrolizis utdn a szabad
fumonizin-tartalom 2,6-szer magasabb volt a kezelés elotti értéknél. Ez a kisérleti
eredmény arra az élelmiszerbiztonsagi problémara hivja fel a figyelmet, hogy a
fumonizin-szennyezett kukoricabdl eléallitott élelmiszerek esetén nemcsak a szabad,

hanem a matrixhoz kotott fumonizinek mennyiségét is figyelembe kell venni.

A szakirodalmi adatok szerint a szant6f6ldi koriilmények kozotti fumonizin-
bioszintézishez a 30-32%-0s nedvesség-tartalom és a 20-25 °C-os hémérséklet az
optimalis (Le Bars et al., 1994; Nelson et al., 1994). Ujabb adatok szerint egyes fekete
Aspergillus és Tolypocladium fajok is képesek - elsésorban a FB2 és FB4 toxinok -
szintézisére, igy kimutattak mar fumonizin-szennyezést pl. szemeskavéban, sz616ben,

mazsolaban és borban is (2. tablazat).
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2. tablazat Fumonizineket termel6 fonalasgomba-fajok (Bartok, 2011).

Fumonizin-termel6 Fusarium fajok

Termelt fumonizinek

Liseola szekcid

Fusarium verticillioides

FA.3, FB1s, iz0-FB:1, FAK:, FBK1, FCy4, FP1.3,
PHFB1a., 3-€pi-FB3 4,

Fusarium sacchari FB:1

Fusarium fujikuroi FB1

Fusarium proliferatum FA13, FB1s, FAKy, FBK, FCy, FP13, PHFB1as
Fusarium subglutinans FB:1

Fusarium thapsinum FB13

Fusarium anthophilum FB1-

Fusarium globosum FBi-3

Dlaminia szekcio

Fusarium nygamai

FA13, FB1s, FAKy, FBKy, FCy, FP1, PHFB1as

Fusarium dlamini

FB1

Fusarium napiforme FB:1
Fusarium pseudonygamai FBi-2
Fusarium andiyazi FB;

Elegans szekcio

Fusarium oxysporum

FCa3.4, N-acetil-FC;4, izo-FC,, N-acetil-izo-FC,, N-
acetil-OH-FC;

Fusarium oxysporum var. redolens FBi-3
Arthrosporiella szekcio

Fusarium polyphialidicum FB:1

Fumonizin-termel6 egyéb fajok

Alternaria alternata FB13

Aspergillus niger FB24s

Tolypocladium cylindrosporum FB2.4

Tolypocladium geodes FB:.4

Tolypocladium inflatum FB:.4

A fumonizinek bioszintézisét

foként izotdop etetési  kisérletekkel

tanulmanyoztak (Alberts et al., 1993; Branham & Plattner, 1993; Blackwell et al.,
1996; Plattner & Shackelford, 1992). Megallapitottak, hogy a C-1 és C-2 szénatomok,

valamint a primer amino-csoport alaninb6l, a C-3 — C-20 szénatomok az acetil-KoA-

bol és malonil-KoA-bdl, tovabba a C-12 és C-16 metil-csoportok a metionintol
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szarmaznak. A kisérletek szerint a C-3 hidroxil-csoport forrasa egy acetil-KoA-bol
képz6dott karbonil-csoport, azonban a C-5, C-10, C-14 és C-15 hidroxil-csoportokrol
feltételezik, hogy a molekularis oxigénbdl szarmaznak (Caldas et al., 1998). A TCA
oldallancokkal kapcsolatosan azt gondoljak, hogy a citrat-Ciklusbol szarmaznak
(Blackwell et al., 1996). A legtobb mikotoxin, igy a fumonizinek bioszintézisének
génjei is klaszterekben helyezkednek el. A F. verticillioides esetében az 1-es
kromoszéman egy lokuszban elhelyezkedd gének koziil 13 génnek tulajdonitanak
jelentOsebb szerepet a fumonizin-bioszintézisben (Desjardins & Proctor, 2007). A
bioszintézisben szerepet jatszo gének genetikai és biokémiai eljarasokkal torténd
tanulmanyozasa alapjan vazoltak fel a FB1-4 toxinok bioszintézis utjait (4. abra).

Poliketid acil-S-Fum1p

1 x Acelil-KeA FUMI (Poliketid szintdzhoz-kititt poliketid lz»'mc)o - ll:flitoko‘nd’ri‘lf:;
8 x Malonil-KoA ——————"—""% Me sFumtp  (Trikarbonsav ciklus)
2 x SAM Poliketid szintéz Me Me /
- Me FIMII
FUMS +  Alanin >—NH2 !
Aminoacil transzferaz HOOC
CO; O HOOC
3-keto intermedier po Me HOOC\/i\/COOH
FUMG ﬂ Me Me NH, OH
P450 monooxigenaz, NADPH, O, OH o] FUALLD
3-keto-14,15-dihidroxi intermedier Me/\/\HYY\/\/\/\/U\r Me
FUM7
FUMI3 ﬂ Me OH Me NHz
3-keloredukids, NADPH OH OH HOOC O
e Me + Hooc._ AL o KoA
FUM? ﬂ Me OH Me HFB,  nH, TCA-KoA komplex
HOCC O P4350 monooxigendz, O, OH OH
Hooo A g koa Me \\ FUMI4
TCA-KoA komplex , Me OH Me OH HFB, NH, Esztcraz
HOOC O FUMM ﬂ HOOC O
Eszteraz
Hooc. A ° oH HooC o OH
MEWNK( Me MEM‘)YW\NV‘\‘/ Me
Me | Me OH FB, nH, Me L Me FB, NH,
HooC O C-5 hidroxildz HooC O C-5 hidroxilaz
O, 2-KG 0,,2-KG
H H
OOCMO OH OH ooc o} OH OH

M M
Me/v\[/lw/\[/\‘/\/\)vlﬁ/ e ME/\/\‘/K‘/\A/\/\/‘\)\T =]
Me Me OH FB, N, Me Me FB, nH,

HOOCWO HOOC/\WO

HOOC O HOOC O

4, abra A FB1.4 toxinok bioszintézisének fobb lépései F. verticillioides-ben (Butchko
et al., 2006, Bartok, 2011). Az adott enzimatikus 1épést szabalyozé gén neve délve
lathat6 (pl. FUM1), 2-KG = 2-ketoglutarsav, SAM = S-adenozil-metionin.

A fumonizinek allatkisérletekben torténé felhasznaldsdhoz, a toxicitas- €és
metabolizmus-vizsgalatokhoz, illetve az immunanalitikai modszerfejlesztésekhez
tobb milligrammnyi mennyiségli toxinra van sziikség. A vegyszerforgalmazo cégeknél

kaphat6 fumonizinek dragéak, ezért a kisérletekhez sziikséges fumonizineket lehetdleg
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in vitro kell a toxinogén gombafajokkal standardizalt koriilmények kozott
megtermeltetni. A termeltetéshez leggyakrabban Fusarium verticillioides és Fusarium
proliferatum izolatumokat alkalmaznak, amelyekkel sterilizalt rizst vagy dercés
kukoricadrleményt oltanak be, de vannak adatok fermentorban, folyadékkultiraban
torténd fumonizin-termeltetésre is. A folyadékkulturas termeltetés soran legtobbszor
természetes-eredetli tapoldat-kiegészitot (pl. élesztokivonat, kukorica-, cirok- vagy
rizsliszt, keményitd kivonat) is adagolnak a tapoldatba (Rao et al., 2010). A tapoldat
OsszetevOinek optimalizalasaval a FB1 és FB2 toxin esetében 6,609 és 1,472 ug/ml
koncentraciot sikeriilt elérniiik. A fumonizinek termeltetéséhez a szilardfazisu
tenyésztési eljardsokat, az un. szilardfazisu fermentaciot gyakrabban alkalmazzak,
mivel ezzel a modszerrel egyszeriibb koriilmények kozott jelentdsebb mennyiségii
fumonizin termeltethet6. Alberts et al. (1990) szemes kukorican 17900 mg/kg FB1

toxint tudtak termeltetni az MRC 826-0s F. verticillioides-izolatummal.

3.5 A fumonizinek toxicitasa €s in vivo mechanizmusa

A fumonizinek okozta toxikozissal dsszefiiggésbe hozhatdé megbetegedéseket
mar a XIX. szazadban is megfigyeltek 16félékben (Mayo, 1891), melyek a sertések
mellett a legérzékenyebb allatok a fumonizinekre (EFSA, 2005). Az allatok az
elhullast megel6z6en idegrendszeri tiineteket mutattak: bodultsag, tamolygas, lehajtva
tartott fej, részleges vagy teljes vaksag, eszméletvesztés, Onkiviileti allapot. A
tiinetegyiittes a legtobb esetben elhullassal végzddott. A toxin az allatok majat, szivét
¢és kozponti idegrendszerét nagymértékben kérositotta. A boncolas soran fény dertilt
az agy fehérallomanyanak elhalasara. A Dbetegség elnevezése — equine
leukoencephalomalacia vagy ELEM az agyban megfigyelhetd elvaltozasokra utal
(leuko = fehér anyag, malacia = (nekrdzis kovetkeztében fellépd) lagyulds). Ez a tipust
karosodas kizarolag a 16féléket érinti. Foreman et al. (2004) feltételezése szerint ennek
oka, hogy az allat taplalkozaskor lehajta a fejét, mely soran az agyba aramld vér
mennyiségét normalis esetben egy vaszkuldris mechanizmus szabélyozza, a
fumonizinek azonban blokkoljak ezt a miikddést, ezaltal a nagy mennyiségli agyba
aramlé vér cerebralis 6démat okoz. A betegséget csak nagyon kevés allat éli tul,
melyek jellemzden permanens neuroldgiai betegségtol szenvednek. A kor kialakulasat
mar a XIX. szazadban is a penészes kukorica fogyasztasaval hoztdk Osszefliggésbe,
azonban csak 1971-ben nyert bizonyitast, hogy a Fusarium verticillioides (akkori

elnevezés szerint Fusarium moniliforme) az ELEM megjelenésének elsddleges
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felelése (Wilson & Maronpot, 1971). A kisérlet soran a lovak takarmanyaba F.
verticillioides gombatenyészetet kevertek, mely altal el6 tudtdk idézni a
megbetegedést. Magyarorszdgon a fumonizinek felfedezése eldtt is leirtak elhullassal
végz6do takarmany-toxikozist lovak esetén (Lacza & Lazar, 1977), amelyr6l a kortani
elvaltozasok alapjan kés6bb bizonyitottak, hogy az elhullast feltehetéen agylagyulas
okozta (Fazekas & Bajmocy, 1996). A betegség idordl idére jarvanyszertien fordul el6.
Hazank mellett (Fazekas & Bajmoczy, 1996) az USA-ban (Vesonder et al., 1989;
Wilson et al., 1990), Egyiptomban (Badiali et al., 1968), Dél-Afrikaban (Kellerman et
al., 1972; Pienaar et al., 1981), Kinaban (Xin et al., 1987), Brazilidban (Xavier et al.,
1991; Sydenham et al., 1992), Olaszorszagban (Caramelli et al., 1993),
Spanyolorszagban (Naranjo Cerrillo et al., 1996), Argentinaban (Giannitti et al., 2011)
¢s Szerbiaban (Jovanovi¢ et al., 2015) is tapasztaltak lovaknal tomeges megbetegedést
¢és elhullast penészes takarmany etetésével osszefiiggésben. Az ELEM betegségnek a
tapasztalt tiinetek alapjan két tipusat kiilonboztetik meg: a neurotoxikus és a
hepatotoxikus tipust. A két eltéré lefolyasu betegség kiilon-kiilon vagy egyiittesen is
jelentkezhet egy egyednél. A magas dézisi fumonizin fogyasztasa a hepatotoxikus
ELEM kialakulésat segiti eld, mig a hosszabb ideig fennalld, alacsonyabb d6zist toxin
fogyasztasa a neurotoxikus tipus kialakulasaval hozhatd Gsszefiiggésbe. Az ELEM
lefolyasa altalaban igen gyors, a tiinetek megjelenését kovetden az elhullds 6rakon
vagy napokon beliil megtorténik. A nyelv-garat ideg, valamint az ajkak és a nyelv
bénulasa kovetkeztében az allat képtelen taplalkozni, lesovanyodik. A hepatotoxikus
forma esetében megemelkedett bilirubin és majenzim értékek mérhetéek a
vérszérumban. Boncolaskor a maj gyakran kicsi és kemény, fokozott lebenyes

mintazatot mutat.

Kisérleti Gton lovakban, ponikban, valamint szamarakban el6idéztek neuro- €s
hepatotoxicitast természetes uton fert6z6dott kukorica etetésével, illetve tiszta FB1
toxin takarmanyhoz adagolasaval (Ross et al., 1993; Brownie & Cullen, 1987; Wilson
& Maronpot, 1971; Marasas et al., 1988; Kellerman et al., 1990; Foreman et al., 2004).
A kisérletek soran a neuro- és hepatotoxikus forma egyidejlileg jelentkezett. A
peroralis fumonizin adagolas esetén az ELEM betegség kialakuldsa és tiineteinek
megjelenése fliggott a kisérlet idejétdl, a dozis nagysagatol, az egyéni érzékenységtol,
valamint a korabbi fumonizin-expozicé mértékétél (Ross et al., 1993). A FB1 toxint
intravéndsan adagolva, a fumonizintartalmu takarmany fogyasztdsa soran észlelthez

hasonl¢ tiineteket és lefolyast mutatott (Foreman et al., 2004).
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Smith et al. (2002) kardiotoxicitast tudtak el6idézni 1 mg tiszta FBI1
toxin/ttkg/nap dozis i.v. bejuttatasa esetén 4-7 nap alatt. A neurologiai tiinetek mellett
a sziv csokkent Osszehuzodasi képessége, alacsony pulzusszam, csokkent artérids

vérnyomas, és megnovekedett szisztémas érellenallas jelentkezett.

Magyarorszagon mar az 1950-es években megfigyelték a sertések hizlaldsaval
Osszefliggésbe hozott tomeges megbetegedést, mely az allatok nehezitett 1¢gzését,
tidovizeny6t, végiil elhullast okozott (Doman, 1952; Petras, 1952). Ez a sertéseknél
eléfordulo tiidovizenydvel és mellvizkorral egyiittjarod tiinetegyiittes csak késobb kapta
a PPE (porcine pulmonary edema) elnevezést (Kriek et al., 1981). Osweiler et al.
(1992) azonositottak els6ként a FB1 toxint, mint a PPE okozdjat, az USA-ban tobb
ezer sertés elpusztulasat kovetden. Hazankban Kakuk (1995) vetette fel annak
lehetdségét, hogy a hizlalési tiidévizenyd és a PPE egyazon betegség. Feltételezését
Fazekas et al. (1998) igazoltak FB1 toxin tartalmt kukoricatenyészet takarmanyhoz
torténd adagolasaval. A betegségre legtobbszor a csokkent takarmanyfogyasztas hivja
fel elséként a figyelmet. Jellemzden az erdsen fertdzott takarmany fogyasztasanak
kezdetétdl szamitott 4-7 nap mulva a sertések 1€gzési nehézségtdl szenvednek, az
oxigénhiany kovetkeztében elkékiilnek, végiil a heveny mddon kialakulo tiidévizeny6
¢és mellvizkor kovetkeztében elpusztulnak (Haschek et al., 1992). Az elhullas altalaban

a takarmany elutasitasatol szamitott 48 6ran beliil megtorténik.

A lovakhoz hasonldan, sertésekben is elo tudtak idézni kisérleti iton PPE-t,
Fusarium verticillioides-szel természetesen fert6z6dott kukorica, laboratoriumi
kortilmények kozott oltott kukorica, valamint tiszta FB1 toxin adagolasaval is
(Haschek et al., 1992; Colvin et al., 1993; Smith et al., 1996; Gumprecht et al., 1998;
Smith et al., 2000). A kisérletekben a természetes tton térténd megbetegedések soran
jellemz6 tiineteket tapasztaltak: 1égzési nehézség, elkékiilés. A fumonizinek hatasara
kialakul6 tiidévizeny6t semmilyen mas fajban nem figyeltek meg. Boncolas soran
sulyos tiidéodéma és mellvizkér észlelhetd. Nem haldlos tiidéodémat is leirtak
alacsonyabb dozisu, hosszabb 1don at tartd expozicidt kdvetden (Zomborszky-Kovacs
et al., 2000). Akut majkarosodas is megfigyeltek, mely a majsejtek apoptdzisaval,
nekrozisaval és mitdzisaval jart (Gumprecht et al., 1998; Haschek et al., 2001). Dang
et al. (2019) azt is bizonyitottak, hogy a FB1 toxin 9 napon at, 17 mg /ttkg d6zisban

rrrrr

Kisérleti uton emelkedett szfinganin (Sa) és szfingozin (So) értéket figyeltek

meg a vérben, a vesében, a majban, a tiiddben €s a szivben is, mely a szfingolipid
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anyagcsere jelentOs zavarara utal (Riley et al., 1993; Gumprecht et al., 1998; Smith et
al., 1999). A FBI1 toxin csokkenti a sziv 6sszehuzodo képességét, a pulzusszamot, az
artérias nyomds kozépértékét, a perctérfogatot, emellett noveli a tiiddartériara

nehezedd nyomast €s a tiido kapillaris éknyomast.

Kriek et al. (1981) bebizonyitottak, hogy a mesterségesen gombafert6zott
kukorica etetése a ragcsalok majara és szivére erdsen toxikus, késobb pedig bizonyitast
nyert, hogy a természetes koriilmények kozott fertéz6dott kukorica etetése is majrakot

okoz ragcsalokban (Marasas et al., 1984, Wilson et al., 1985).

A fumonizinnel szennyezett kukorica fogyasztasa és a human nyelGcsérak
kialakulasa kozotti 0sszefliggésre az 1980-as évek elejétol figyeltek fel. E16szor Dél-
Afrikaban vették észre, hogy a Transkei tartomany északi részén eld lakosok korében
joval ritkdbban fordult el6 a nyeldcsérak, mint a szegényebb, déli teriiletek lakosainal,
akik gyakran kényszeriiltek a penészes kukoricabol késziilt termékek fogyasztasara
(Jaskiewicz et al., 1987; Sydenham et al., 1990; Rheeder et al., 1992; Makaula et al.,
1996; Van der Westhuizen et al., 2010). Késébb Kinaban is tapasztaltak hasonld
elo6fordulast: arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a FB1 toxin tartalmu taplalék
fogyasztasa hozzajarult a nyel6csoérak eléfordulasanak gyakoribba valasahoz (Chu &
Li, 1994; Zhang et al., 1997; Wang et al., 2000; Sun et al., 2007). A Nemzetkozi
Rakkutatasi Ugynokség (IARC) a FBI toxint a lehetséges karcinogének (,,group 2B”)
kozé sorolta (IARC, 2002). A FB1 toxinnak valo kitettség kockazati tényez6 lehet az
idegcsbzarodasi rendellenességek kialakulasaban (Marasas et al., 2004) is, mivel a
ceramid szintaz gatlasa (Wang et al., 1991) révén zavart okoz a folsav-transzportban
(Stevens & Tang, 1997).

A 2-es szénatomon primer amino-CSoportot tartalmazo fumonizinek a
szfingoid bazisokhoz (Sa, So0) hasonld szerkezetiiknek koszonhetdéen kompetitiv
modon gatoljak a ceramid szintazt, mely a szfingolipid-metabolizmus kulcsenzime és
mely a Sa, So és egyéb szfingoid bazisok acilezését katalizalja (5. abra). Az enzim
gatlasa kovetkeztében a szérumban, a szovetekben és a vizeletben a Sa szintje jelentds,
mig a So szintje kisebb mértékben novekszik (Merrill et al., 2001; Riley et al., 2001;
Riley & Voss, 2006). Végeredményként a fumonizinek gatoljak a ceramid
bioszintézisét €s a szfingolipidek (pl. szfingomielinek, a bioldgiai membranok igen
fontos alkotdi) képzddését, beinditva ezzel a fumonizinek toxikussagéért és rakkeltd

hatasaért felelossé tehetd cellularis folyamatokat. A szfingomielinek bioszintézisének
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gatlasa a sejtek lizisét idézheti eld, és ez lehet a felelés az ELEM és a PPE korképekeért
IS.
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5. abra A szfingolipid metabolizmus sémaja (Pruett et al., 2008, modositva: Bartok,
2011).

A 5. abra a szfingolipidek metabolizmusat mutatja be. Az X-szel jelolt helyek
jelzik a fumonizinek blokkolta bioszintézis-1épéseket. A felfelé mutatd vastag nyilak
a szérumban és a szOvetekben a fumonizinek hatasara emelkedd értéket mutatod
vegyiiletek, mig a lefelé mutato vastag nyil a komplex szfingolipidek mennyiségének

csokkenését jelzik.

3.6 Az acilezett fumonizin-szarmazékok

Els6ként Bartok et al. (2010b) bizonyitottak, hogy a Fusarium verticillioides
fonalasgomba-faj képes zsirsavval acilezett fumonizineket is szintetizalni. Ebben a
kozleményben a FB1 toxin szénlancanak harmadik, illetve o6todik szanatomjan
elhelyezked6 OH-csoport linolsavval, palmitinsavval és olajsavval torténd
acilezésével 1étrejott szarmazékokat — 3-O-linoleoil-FB1, 3-O-palmitoil-FB1, 3-O-
oleoil-FB1, 5-O-linoleoil-FB1, 5-O-palmitoil-FB1, 5-O-oleoil-FB1 — irtak le. Ezeket
a komponenseket a részben hidrolizalt FB1 (PHFB1) (Sydenham et al., 1995) és
hidrolizalt FB1 (HFB1) (Poling & Plattner, 1999) korabban publikalt elnevezése

alapjan észterezett FB1 toxinoknak (EFBI1, izo-EFB1) nevezték el, az észterezésben
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részt vevo zsirsavat (linolsav, olajsav vagy palmitinsav) a név utolsé két karakterében

feltiintetve (EFB1LA, izo-EFB1LA, EFB10A, iz0-EFB10OA, EFB1PA, iz0-EFB1PA).

Késobb olyan fonalasgomba-torzseket is taldltak, melyek a masodik szénatomon

elhelyezked6 NH,-csoportot acilezik (savamid-kotést létrehozva) palmitinsavval,

olajsavval, illetve linolsavval — N-linoleoil-FB1, N-palmitoil-FB1, N-oleoil-FB1
(Bartok et al., 2013a).

HOOC O

(o} OR; OR,

NN

Me O Me OH NHR
nooc” N

HOOC 0

R, R}, R, =Ry, (linoleail), R, (palmitoil), R . (oleoil)

R,;, = CH,(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH,),-C=0

R, = CHy(CH,),,-C=0

R, = CH,(CH,),CH=CH(CH,),-C=0

Vegyiilet R R, R, Mr Rt (min) | Rq (FB1 %-a)

3-O-lin-FB1 H R;i, H 983 6,38 3,72
5-O-lin-FB1 H H R 983 6,53 1,65
N-lin-FB1 Rin H H 983 7,45 0,18°
3-O-pal-FBL | H Roa H 959 6,68 1,01
5-O-pal-FBL | H H Roq 959 6,82 0,46
N-pal-FB1 R. | H H 959 7,78 0,052
3-O-ole-FB1 | H Rye H 985 6,79 1,49
5-0-ole-FBL | H H Ry 985 6,93 0,66
N-ole-FB1 R0|e H H 985 7,94 0,07

6. abra Az eddig ismert acilezett FB1-szarmazékok. Az ,,a” betiik jelzik az
N-acil-FB1 toxin szarmazékok relativ mennyiségének feltételezett alabecslését,
mivel ezen vegyiiletek pozitiv ion modban nehezebben protonalhatoak. (Bartok et al.,

2013a alapjan)

Az acilezett fumonizin-szarmazékok felfedezését kovetden olasz kutatok

bizonyitottak, hogy O-acil-FB1-szarmazékok (O-linoleoil-FB1, O-oleoil-FB1) a

Fusarium verticillioides-szel természetes uton (a szant6foldon) fert6zodott
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kukoricabdl is kimutathatoak (Falavigna et al., 2013), mely ravilagitott az acilezett

FB1-szarmazékok jelentdségére.

Az N-acil-FB1-szarmazékok toxicitasat els6ként egy német-izraeli
kutatdcsoport vizsgalta, mely soran szintetikus koriilmények kozott allitottak eld N-
acil-FB1-szarmazékokat, melyek toxicitasat sejttenyészetekben vizsgaltak. A
tanulmany soran bebizonyitottak, hogy az N-palmitoil-FB1 toxin a FB1 toxinnal joval
toxikusabb (Harrer et al., 2013).

Az acilezett FB1-szarmazékok human egészségligyi aggalyaira hivta fel a
figyelmet az a tanulmany, mely bizonyitotta, hogy az alapanyagként csak FB1 toxint
tartalmazo kukorica alkalikus kézegben torténd hokezelésével késziilt tortilla mar
tartalmazott acilezett FB1 toxinokat — N-linoleoil-FB1, N-palmitoil-FB1, N-oleoil-
FB1, N-sztearil-FB1 —is (Park et al., 2013).

Par évvel késobb az EFSA két kozleményben hivta fel a figyelmet az acilezett
FB1-szarmazékok jelent6ségére (Knutsen et al., 2018a; Knutsen et al., 2018b). A
tanulmanyokban kiemelik, hogy bévebben kell vizsgalni ezen anyagok eléfordulasat
¢s toxicitasat, valamint felhivja a figyelmet arra is, hogy referenciaanyag még nem all

rendelkezésre ezen toxinokbol.

3.7 A fumonizinek egészségiigyi hatar- ¢s iranyértékei

Az ¢élelmiszerekben esetlegesen eldforduld egyes szennyezdanyagok (koztiik a
mikotoxinok) hatarértékét az Eurdpai Bizottsag (EU) 2023/915 szamu rendelete
szabalyozza. A fumonizinek esetében jelenleg a két, altalaban legnagyobb
mennyiségben el6forduld fumonizin (FB1 és FB2 toxin) egyiittes mennyiségére
vonatkozoan léteznek hatarértékek (3. tablazat). A legalacsonyabb hatarértékeket — a
tobbi mikotoxin hatarértékeihez hasonldan — a csecsemdk és kisgyermekek szamara
késziilt ¢lelmiszerekkel és bébiételekkel kapcsolatban allapitottdk meg (200 pg/kg

¢lelmiszer).
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3. tablazat Az élelmiszerekben el6forduld fumonizinek felsé hatarértékei (EU
2023/915)

FBi1 és
FUMONIZINEK B2
osszege
(ng/kg)
Feldolgozatlan szemes kukorica 4000

A végsé fogyasztok szamara forgalomba hozott kukorica, a végsd
fogyasztok szdmara forgalomba hozott, kukorica Orlésébdl szarmazo
termékek, a végsd fogyasztok szadmara forgalomba hozott kukoricaalapu
¢lelmiszerek, kivéve a kukoricaalapu reggeli gabonapelyhek ¢és | 1000
kukoricaalapu ,,snack” termékek, valamint a kukoricat tartalmazd
bébiételek, illetve csecsemdk ¢és kisgyermekek szdmara késziilt
feldolgozott kukoricaalapu élelmiszerek.

Kukoricaalapti reggeli gabonapelyhek és kukoricaalapu ,,snack”

termékek 800
Nem a végs6 fogyasztok szamara forgalomba hozott kukoricaliszt 2000
Egyéb, kukorica 6rlésébdl szarmazd, nem a végsd fogyasztok szamara

. 1400
forgalomba hozott termékek
Kukoricat tartalmazé bébiételek, illetve csecsemdék ¢€s kisgyermekek 200

szdmara késziilt feldolgozott kukoricaalapt élelmiszerek

Mig az Eurodpai Bizottsag az élelmiszerekben eléfordulhaté fumonizinek (B1
¢és B2) esetén szigoruan betartandd hatarértéket ir el6, addig a takarmanyozasra szant
termékek esetén nem szab meg hatarértékeket, csupan ajanlasokat fogalmaz meg,
melyek a 2006/576/EK szamu rendeletben keriiltek rogzitésre (4. tablazat). A Magyar
Tudomanyos Akadémia Agrartudomanyok Osztalya az Eurdpai Bizottsag
2006/576/EK szamu rendeletét is figyelembe véve alkotta meg javaslatat

crer
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4. tablazat Az EU bizottsagi ajanlasa (2006/576/EK) a takarmanyok fumonizin
B1+B2 szennyezettségével kapcsolatban

FB1 ¢és FB2 6sszege
FUMONIZINEK Iranyérték pg /kg*-ban,

12%-o0s nedvességtartalmi
takarmanyra vonatkozoan

Takarmany-alapanyagok

— kukoricafélék és kukoricakészitmények 60000
Az alabbiaknak szant kiegészito és teljes eértékil

takarmanyok:

— sertések, lovak (lofélék), nyulak, kedvtelésbol tartott 5000

allatok

— halak 10000
— baromfi, borjak (< 4 honap), baranyok és gidak 20000
— felndtt kérédzok (> 4 honap) és vidra 50000

* A rendeletben mg/kg mennyiségre vonatkoztatva szerepelnek az iranyértékek.
Dolgozatomban a konnyebb 0Osszehasonlitas érdekében a pg/kg-ra atszamitott
értékeket tiintettem fel.

Fontos megjegyezni, hogy sem az acilezett, sem egyéb fumonizin-

szarmazékokra jelenleg nem létezik hatarérték.

3.8 A mikotoxinokra vonatkoz6 mintavételi eloirasok, valamint a
fumonizinek kvalitativ és kvantitativ meghatarozasi modszerei

A megfelel6 modon végrehajtott mintavételezés 1étfontossagi mind a hatdsagi,
mind a kutatasi jellegli mérések esetén, mivel a mintanak reprezentativnak és
homogénnek kell lennie ahhoz, hogy megfeleld képet adjon az adott tételrdl. A
mikotoxin-tartalom hatosagi ellenérzésénél is alkalmazando mintavételi eljarasokat az
50 tonna feletti és alatti tételek szerint a 401/2006/EK rendelet szabalyozza. A
mikotoxin-tartalom meghatarozasahoz a mintavételezés torténhet szilard vagy
folyékony halmazallapoti mintabol. Utdbbi esetében a homogenitas a mikotoxinok

oldott allapota miatt nem szokott problémat okozni.
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A szilard halmazallapot mintak fumonizin-tartalmanak analitikai vizsgalata
elott fizikai és kémiai modszerekkel torténd feltarast alkalmaznak, emellett a
kivonatok tisztitasara is sziikség lehet. A mintak magas nedvességtartalma esetén az
Orlemény eldallitasat megeldzden szaritasi 1épést szoktak beiktatni, amely torténhet pl.
ipari méretekben a silokban alkalmazott levegdaramoltatassal, vagy laboratoriumi
méretekben szaritdszekrényben torténd szaritassal és liofilizalassal. A fizikali
elokészités sordn fontos, hogy a mintakbdl homogén, megfelelé szemcseméretii
Orleményt allitsanak eld, mivel ezen tényezdk nagymértékben befolyasoljak a késdbbi
extrakcid hatékonysagat. A laboratdriumi vizsgalat elétt az apritast leggyakrabban
kalapécsos- vagy tarcsas 6rlokésziilék, esetleg golydsmalom felhasznalasaval végzik,
de kismennyiségli minta esetén a kozonséges kéavédardlo is eredményesen
alkalmazhat6. Természetesen a mintdk esetleges atszennyezddésének -elkeriilése

érdekében az egyes mintdk Orlése kozott az drldberendezéseket ki kell tisztitani.

A mintdk kémiai elokészitésének elsd 1épése az drlemények oldoszeres

extrakcidja. A fumonizineket leggyakrabban MeCN/H,0 vagy MeOH/H, 0O elegyével
vonjak ki az érleményekbdl. A MeCN/H,0 esetében az 50/50 (v/v), mig a MeOH/H,0

esetében a 75/25 (v/v) aranyl elegyeket talaltak a legmegfeleldbbnek (Zollner &
Mayer-Helm, 2006). Az extrakcié hatékonysagat vizszintes (horizontalis razogép)
vagy fliggbleges (atfordulos razogép) razéassal és késes homogenizator alkalmazasaval
lehet novelni. A mikotoxinok 6rleményekbdl torténd kioldasat ultrahangos kezeléssel
(2-10 min) is segiteni lehet. Az extrakciot kovetden sziirOpapiron és/vagy
membransziirdn torténd atszlréssel allitjak el a tovabbi tisztitdshoz vagy a direkt
analitikai vizsgalathoz szilikséges fizikai szennyezéstdl mentes sziirletet. A direkt
analitikai vizsgélat azt jelenti, hogy a mikotoxinok vizsgalatdban a legkorszeriibbnek
szamitd gyors modszerek (pl. ELISA) és az Gn. nagymiszeres eljarasok (pl.

HPLC/MS) jelentds részénél nem sziikséges a szlirletek tovabbi kémiai tisztitasa.

A HPLC oszlopra torténd mintafelvitel eldtt, kiilondsen akkor, ha az
elvalasztas utan nem MS detektalas torténik (pl. UV, vagy fluoreszcencias detektalés
esetén), a detektalast zavard matrix komponenseket el kell tavolitani a kivonatokbol.
Ezt a feladatot forditott fazisti C18-as, anioncserél6 (SAX, Amberlite XAD-4, Dowex-
1), vagy immunoaffinitdson alapulé (IAC) un. szilardfazisu extrakcios (SPE)
oszlopokon torténd tisztitassal oldjak meg (Zollner & Mayer-Helm, 2006). A tisztitasi

folyamat koltségei szempontjabol fontos tényezd, hogy pl. kukorica-kivonatok
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tisztitasa utan a SAX oszlopok négy (Abramovi¢ et al., 2005), mig az IAC oszlopok
két (Fazekas et al., 2000) alkalommal bizonyitottan regeneralhatoak.

A mikotoxinok, igy a fumonizinek analitikdjaban is alkalmaznak un. gyors
modszereket és elvalasztastechnikdn alapuld eljarasokat is. A gyors modszerek
jelentds része immunoaffinitason (antigén-antitest reakcion) alapul6 analitikai eljaras,
amely reakcidhoz poliklonalis vagy monoklonélis antitesteket hasznalnak fel. Az
antitestek allatok vérében torténd termeléséhez a megfeleld antigént az allatokba
oltjak. A vérbdl tisztitott poliklondlis antitestek a bejuttatott antigén kiilonbdzo
funkcids csoportjaival reagalni képes antitestek keverékét tartalmazza. A
monoklonalis antitesteket az immunizalt egér [épébdl kinyert B-nyiroksejtek és az egér
csontveld-daganatbol szdrmazd sejtek fuzidjaval létrehozott hibrid sejtekkel
termeltetik. Egy hibrid sejt csak egyféle antitestet tud termelni, amely a mikotoxin
molekulanak csak egy adott csoportjadhoz tud kotdédni. Az immunkémiai
meghatarozashoz leggyakrabban az un. kompetitiv ELISA eljarast alkalmazzak. Az
antigén-antitest reakcio szilard hordozoé feliiletén jatszodik le, mely soran a mintaban
1évl, meghatarozni kivant szabad antigén a jelzett antigénnel versenyben van az
antitest korlatozott szamt kotéhelyeiért. A kompetitiv reakciot kovetden a nem
kotodott reagenseket mosassal eltavolitjak, majd a megkotédott jelzett antigént
fotometridsan mérik (Barna-Vetr6 & Solti, 2001). Az ELISA eljaras elényei kozé
tartozik az, hogy nem igényel bonyolult tisztitasi 1épést, draga miiszereket vagy
szakképzett személyzetet, ugyanakkor gyorsan, nagyszdml mintat lehet vele
rutinszerlien analizalni. Ezen elOnyei miatt kiilonosen az €lelmiszerlanc elején, a
gabona atvevo- és tarolohelyeken valamint a malmokban a belsé mindségellendrzési
rendszer (HACCP) részeként egyre gyakrabban alkalmazzak. Magyarorszagon is
kifejlesztettek mar olyan monoklondlis antitestet alkalmazdé ELISA rendszert,
amelynek mérési tartomanya gabonafé¢lékben a FB1 toxinra 10-500 ng/g koz¢é esik, a
detektalasi hatar pedig 7,6 ng/g (Barna-Vetro et al., 1999, 2000; Barna-Vetr6 & Solti,
2001).

A fumonizinek elvalasztastechnikai eljarason alapuldo mindségi €s mennyiségi
meghatdrozadsanak modszerei kozott meg kell emliteni a sikrendszerli és az
oszloprendszerti eljarasokat. A sikrendszerti eljarasok kozott emlitendd a vékonyréteg
kromatografia (TLC, Gelderblom et al., 1988; Nelson et al., 1993) és a magyar kutatok
altal kifejlesztett tGlnyomasos rétegkromatografia (OPLC) (Tyihak et al., 1979). A
TLC-t els6 alkalommal a fumonizinek felfedezésekor Gelderblom et al. (1988)
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hasznaltdk fumonizinek meghatdrozasara. Réteglapként forditott fazisa (C18)
szilikagéllapot, és a mintafelvitel utani futtatashoz metanol/viz elegyet (75/25, v/v)
alkalmaztak. A kifejlesztések utan a réteglapokat szarmazékképzo reagens (ninhidrin
vagy p-anizsaldehid) oldataval fujtdk le a fumonizinek lathatova tétele céljabol (a
fumonizinek nem tartalmaznak kromofor csoportot). Mindkét sik elrendezésii eljaras
elénye, hogy egyszerre tobb minta is futtathaté a réteglapokon. Az OPLC jelent6s
elénye viszont a TLC-hez képest az, hogy mivel az OPLC elvalasztas zart térben,
nyomas alatt torténik, lényegesen kisebb a komponenssavok kiszélesedése, mely
alkalmassa teszi sokkomponensli mintaelegyek gyors elvalasztasara. A sikrendszerti
elvalasztasi eljarasok jelentds hatranya ugyanakkor az, hogy a réteglapokon elvalt
komponensek leggyakrabban csak Un. ,off-line” modszerrel (4ltaldban
denzitométerrel) detektalhatoak. Az OPLC esetében, mivel zart térben torténik a minta
komponenseinek az elvalasztdsa, mar megoldottdk az ,,on-line” detektalast is, amikor
a réteglaprol elualodo vegytiletek egy kapillarison keresztiil jutnak az UV detektorba
(Mincsovics et al., 1986, 1988) vagy a tomegspektrométerbe (OPLC/MS, Chai et al.,
2003). Sot, az OPLC kamrat 0Osszekototték mar egyszerre két detektorral
(OPLC/UV/MS) is. Az elvalasztas utan UV és MS jelet is kaptak a réteglapon elvalt
komponensekrdl, mivel a réteglaprol eludlodé komponensek egy kapillarison keresztiil
elészor az UV cellaba, majd a cellabdl kivezetdé kapillarison keresztiil a
tomegspektrométer ionforrasaba jutottak (Mincsovics et al., 2008). Az OPLC eljarast
sikeresen alkalmaztak mar Fusarium-izolatumok rizstenyészetben torténd fumonizin
B1-4 termelOképességének vizsgalatara is (Katay et al., 2001), ahol a fluoreszkaminos
szarmazekképzést kovetden a detektalasi hatar a négy fumonizinre 7,3-11,9 ng/sav

volt.

Az oszloprendszerli eljarasok koziil a gazkromatografiat (GC) (Pestka et al.,
1994), a kapillaris elektroforézist (CE), a nagyhatékonysagu folyadékkromatografiat
(HPLC) és az ultra nagyhatékonysagu folyadékkromatografiat (UPLC) (Ren et al.,
2011) alkalmaztak mar a fumonizinek mintakivonatokbol torténd elvalasztasara.
Mindharom eljaras 0Osszekotheté tomegspektrometriaval is (GC/MS, CE/MS,
HPLC/MS, UPLC/MS), amely un. kapcsolt modszerek jelentik ma a bioanalitikai

modszerek csucsat.

A CE eljarast mar a 90-es évek kdzepén tobb kutato alkalmazta a fumonizinek
mennyiségi €s mindségi meghatarozasara, azonban nem terjedt el (elsdsorban

bonyolultsdga miatt) széles korben. Hines et al. (1995) a CE -elvélasztast
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elektroporlasztasos ionforrassal (ESI) felszerelt tomegspektrométerrel kombinaltak és

kukoricamintdkban 10/1 jel/zaj-viszony mellett 156 ng/g detektalasi hatart értek el.

Az oszloprendszerii kromatografias eljarasok koziil ma leggyakrabban a HPLC
eljarast alkalmazzak a fumonizinek meghatarozasa soran (Zollner & Mayer-Helm,
2006). Azonban a fumonizinek TLC és OPLC meghatarozasahoz hasonloan, a
hagyomanyos HPLC detektorok (pl. UV ¢és fluoreszcens) alkalmazédsa esetén is
szarmazekképzési reakciot szilikséges alkalmazni a fumonizinek detektalhatosaga
céljabol. A legelterjedtebben az aminosavak szarmazékképzése soran mar jol bevalt o-
ftaldialdehid reagenst (2-merkaptoetanol jelenlétében és a borat puffer altal biztositott
lagos pH érték mellett) és a 9-fluorenil-metil-kloroformatot (szintén lagos
koriilmények kozott) alkalmazzak a fumonizinek primer amino-csoportjai Un. oszlop

el6tti szarmazékképzéséhez (Shephard, 1998; Holcomb et al., 1993).

Az Un. egyetemes fényszorasi detektorral (ELSD) a fumonizinek
szarmazékképzés nélkiili is kimutathatok, amely detektalasi eljarast eldszor Wilkes et
al. (1995) alkalmaztak fumonizinek meghatarozasara. A HPLC/ELSD modszerrel
Wang et al. (2008) injektalasonként 60 ng FB1 toxint, illetve kukoricaalapu

termékekben 0,25-3,13 pg/g fumonizin-szennyezést tudtak kimutatni.

A jelentds attorést a fumonizinek mindségi és mennyiségi analizisében,
tovabba az 1 fumonizinek azonositdsaban is az atmoszférikus nyomadsu
elektroporlasztasos ionforrassal (ESI) ellatott tomegspektrométerek (ESI-MS) 1980-
as évek végén torténd bevezetése jelentette (Zollner & Mayer-Helm, 2006). Mivel a
tomegspektrométerek csak gazfazisi és toltéssel rendelkez6 molekuldkat, illetve
fragmensionokat tudnak vizsgalni, az ESI ionforras legfontosabb feladata a
fumonizinek vizsgalata soran az, hogy az olddszerrel egyiitt elualdéddé komponensek
mell6l eltavolitsa az oldoszert és igy az ionforrasban gazfazisba juttassa at a mérendd
molekuldkat (pozitiv és negativ toltésli ionokat). Az ESI-MS esetében igen fontos,
hogy az ionforrasba mar toltéssel rendelkezd molekulakat kell bejuttatni, amelyet
leggyakrabban ugy érnek el, hogy megfelel6 pH értéket biztositanak a HPLC
eluensben. A fumonizinek HPLC/ESI-MS vizsgalata soran ezt ugy oldjak meg, hogy
valamilyen illékony szerves savat, leggyakrabban hangyasavat (HCOOH) adagolnak
alacsony koncentracioban (0,05-0,1%, v/v) a HPLC oldészerhez a fumonizinek primer
amino-csoportjainak  protonalasahoz. Pozitiv ion modban a fumonizinek
tomegspektrumaban a molekulaionok ([M+H]") mellett igen gyakran megfigyelhet6k

a natrium ([M+Na]") és kalium ([M+K]") adduktionok is (Zollner & Mayer-Helm,
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2006). Mivel a fumonizinek TCA oldallancai 2-2 karboxil-csoportot is tartalmaznak,
ezek a vegyliletek negativ ion mddban is mérhetdk, azonban Doerge et al. (1994) azt
talaltak, hogy a primer amino-csoportot tartalmazo6 fumonizinek (pl. FB1 toxin) 3-szor

nagyobb jelet adnak pozitiv ion médban, mint negativban.

A tomegspektrométer-gyartd cégek kiilonféle tomeganalizatorral (pl.
kvadrupol, ioncsapda, repiilési id6, magneses) felszerelt és ezek kombinalasaval
kialakitott Gin. tandem tomegspektrométereket (MSMS) is forgalmaznak. A rutin
fumonizin-analitikaban leggyakrabban a kvadrupol és a harmas kvadrupol MSMS
késziilékeket alkalmazzak  ar/érték  ardnyuk, Tlizemeltetési koltségeik ¢és
tomeganalizatoruk linearis dinamikus tartomanya miatt, amely a harmas kvadrupol
tomegspektrométerek esetében az 6t nagysagrendet is elérheti. Harmas kvadrupol
tomegspektrométert alkalmazva Sorensen & Elbaek (2005) tejbol 0,09 és 0,04 ug/l
FB1 és FB2 toxint is ki tudtak mutatni. Churchwell et al. (1997) vizsgalataik soran
kvadrupol MS késziilékkel ragcsalo csalétkekben alacsony pg/kg tartomanyban tudtak
fumonizineket (FB1-3) kimutatni.

3.9 A human szérumalbumin jellemzése

A szérumalbumin szdmos xenobiotikummal nagy affinitasti komplexet képez,
ezen molekuldk foként albuminhoz kotott formaban jelennek meg a keringésben
(Fanali et al., 2012). Az albumin altali részleges visszatartas a megkotott anyagok
szovetek altali lassabb felvételét és/vagy eliminacidjat eredményezheti, mely
befolyasolja farmakokinetikai/toxikokinetikai tulajdonsagaikat (Yamasaki et al.,
2013). A zsirsavak a human szérumalbumin (HSA) nagy affinitast ligandumai. A
szérumalbumin legfeljebb kilenc ekvivalens hosszlsagu zsirsavat képes megkdtni. A
kotéhelyeket a zsirsav sz6 angol megfelel6jebdl (,,fatty acid”) képzett FA1-FA9 néven
azonositjak (Fanali et al., 2012). A humén szérumalbuminon harom gyoégyszerkstd
hely talalhatd, nevezetesen a Sudlow-féle osztalyozas szerinti I-es (Site 1) (FA7) és 1I-
es zseb (Site 1) (FA3-FA4), valamint az tin. hem-zseb (heme pocket) (FA1).

3.10 A zebradani6é mint toxikologiai modellallat

A zebradanio embridja egy széles korben hasznalt gerinces modell kiilonb6z6
xenobiotikumok (Kim et al., 2020; de Esch et al., 2012; Rubinstein et al., 2006),
példaul mikotoxinok (Juan-Garcia et al., 2020) fejlédésre gyakorolt toxicitdsanak
tanulmanyozasara. A mesterségesen megtermékenyitett embriok atlatszé ikrahéjon
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keresztiili vizualis vizsgélata viszonylag egyszert feladat, ezért jol alkalmazhatoak a
xenobiotikumok okozta toxicitas, mortalitas, valamint a kiilonb6z6 larvaallapotokban
jelentkezod fejlddési abnormalitasok értékelésében (Scholz et al., 2008; Weigt et al.,
2011). Emellett a zebradanidé embriogenezise nagy hasonldésagot mutat a
magasabbrendii gerincesekével (Selderslaghs et al., 2009). Korabban végeztek
kisérleteket zebradani6 embridkon, a FB1 toxin zearalenonnal (Yang et al., 2021),
illetve aflatoxin Bl toxinnal (Di Paola, 2022) alkotott keverékében, mely soran
enzimindukcidt és fokozott oxidativ stresszt irtak le. Emellett az aflatoxin B1 és a FB1
toxin keveréke jelentds novekedési teljesitmény csokkenést okozott afrikai harcsa

(Clarias gariepinus) modellben (Thomas et al., 2018).
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1 Felhasznalt vegyszerek

A kisérletekhez felhasznalt HPLC mindségii H,O, MeOH, MeCN, valamint a
HCOOH és a palmitoil-klorid (Alfa Aesar) a VWR International Kft-t61 (Debrecen)
keriilt beszerzésre. A PDA-taptalaj Gsszetevoit, illetve a THF-t és TEA-t a Sigma-
Aldrich Kft-t61 szereztiik be (Merck, Budapest).

4.2 A Fusarium verticillioides izolatum begyijtése és azonositasa

A FBL1 toxin in vitro termeltetéséhez a kukoricaszemekrdl izolalt és PDA
taptalajon Szécsi & Mesterhazy (1998) modszerével laboratoriumi koriilmények
kozott azonositott Fumizol 977/13-as torzsszamu izolatumot hasznaltuk. A fajszintii
azonositas a makro- és mikrokonidiumok mikroszkopos képe alapjan Booth (1971),
Nelson et al. (1983) és Leslie et al. (2006) modszere szerint tortént. A 7. abran a F.

verticillioides-re jellemz6 mikro- és makrokonidiumok lathatoak.
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7. abra A F. verticillioides mikro- és makrokonidiumai (Prof. Szécsi Arpad
felvétele)

A monospora-eredetii izolatumok taroldsa kémcsovekben, Y4 erdsségli ferde

PDA taptalajon, 15 °C hémérsékleten sotétben tortént.
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4.3 A FB1 toxin termeltetése szilardfazisa fermentacidoval

A FB1 toxint Un. szilardfazisa fermentacioval termeltettiik, rizs szubsztrat
felhasznalasaval. A rizs tapkozeg sterilizalasa a kovetkez6képpen tortént: a 300 ml-es
Erlenmeyer-lombikokba mért 50 g rizs és 50 g ioncserélt viz 12 oran keresztiil
szobahOmérsékleten allt, majd a rizs altal fel nem szivott vizmennyiség ledntése utan
121  °C-os homérsékleten autoklavoztuk a lombikokat, melyet maésnap
megismételtiink. A sterilizalt tapkozegek kihtilését kovetéen Fumizol 977/13-as
torzsszamu izolatum 5 ml-es konidium szuszpenzidival beoltottuk azokat. A
konidium-szuszpenzi6 eléallitasa ferde PDA taptalaj steril vizzel torténd moséasaval és
négyrétegl steril gézen vald dtmosasaval valosult meg. A steril sziirletben koriilbeliil
10* konidium volt milliliterenként, melyet Biirker-kamraval hataroztunk meg. A
rizstenyészetek inkubaldsa négy hétig 28 °C-on sotétben tortént. A 4. hét végén a
tenyészeteket a lombikokbdl eltavolitottuk, lefagyasztottuk és liofilizaltuk. Ezt
kovetden a liofilizalt tenyészeteket elszivo fiilke alatt kdvédaralon finom porra 6roltiik.

Az érleményeket az extrakcioig fagyasztoban (-20 °C) taroltuk.

4.4 A FBI1 toxin kinyerése a mintakbol

A rizstenyészet-6rleményeket 100 g-os adagokban (6sszesen 200 g) 400 ml
MeOH/H,O 75/25 (v/v) elegyével turmixgépben 4x1 percig, majd 50 ml-es PP

centrifugacsdvekbe attoltve atfordulds razogéppel 60 fordulat/perc sebességgel egy
oran keresztiil extrahaltuk. Ezutdn a kivonatokat 10 percig centrifugaltuk Heraeus X1R
tipustt centrifugaval, 10000-es fordulatszamon. A centrifugalas kovetkeztében
kialakul6 iledékeket tjfent extrahaltuk, centrifugacsovenként 30 ml tiszta
extrahdloszerrel. A két extrakcid soran kapott feliiliszokat dsszedntottiik, majd redds
szlir6papiron, illetve PTFE membransziiron (0,45 um) szirtiik at. Az igy kapott

sziirletet hasznaltuk fel a FB1 toxin kinyeréséhez (8. abra).
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8. abra A szaritott rizstenyészetek drleményeibdl készitett kivonatok

4.5 A FB1 toxin tisztitasa a kivonatokbol

Az anionos komponensek (pl. FBI1 toxin) kinyerése céljabol a membransziirt
kivonatot elészor SPE eljarassal, tiveg SPE-kad felhasznalasaval erds anioncseréld
(SAX) oszlopon tisztitottuk meg. A SAX-tisztitashoz 20 g-os tolteteket hasznaltunk,
melyeket a mintafelvitelt megel6zéen 60 ml MeOH-val, majd 100 ml MeOH/H,O
60/40 (v/v) elegyével mostuk at. A vizzel higitott (MeOH/H,O 60/40 (v/v) értékre)
mintat lassan (20 csepp/perc sebességgel) szivattuk at az oszlopon. Az Gn. matrix
komponenseket, melyek nem kotédnek meg a SAX oszlop feliiletén, 120 ml
MeOH/H,O 60/40 (v/v) elegyével, majd 180 ml MeOH-val mostuk le az oszloprol.
Végiil a mintafelvitelkor az oszlopon megk6t6dott anionos tulajdonsagu vegyiileteket,
igy a FB1 toxint is, 400 ml MeOH/HCOOH 98/2 (v/v) elegyével elualtuk az oszloprol.
Az igy kapott eluatumot centrifugalis beparloval szarazra paroltuk. A FB1 toxint
tartalmaz6 kivonatot MeCN/H, O 50/50 (v/v) elegyével visszaoldottuk, majd 150 g-0s
C18 tipusu tolteten H,0 + 0,1% HCOOH ¢és MeCN + 0,1% HCOOCH gradiensének
felhasznalasaval tisztitottuk tovabb, CombiFlash Rf 200 tipusu flash kromatografot
alkalmazva. A fumonizinek — a P tipusu analogok kivételével — nem tartalmaznak un.
kromofor csoportokat, vagyis a flash kromatograf UV detektoranak jelével nem lehet

szabalyozni a C18-as ,,flash” oszloprél elual6do frakciok csucsokra torténd szedését.
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Ezért a frakcidkat 40 ml-enként folyamatosan gytjtottik a miiszer automata
frakcioszeddjével. Az egyes frakciokbol 700 pl-nyi mennyiséget a HPLC késziilék
automata mintaadagoldjanak fiolaiba pipettdztuk. A frakciok fumonizin-tartalmat

,,off-line”, vagyis kozvetett detektalasi modszerrel hataroztuk meg.

4.6 Az izolalt FBI toxin tisztasaganak meghatarozasa

A ,flash” kromatografrol eludléodd frakcidokat un. off-line detektalasi
modszerrel a HPLC/ESI-MS késziilékkel vizsgaltuk tovabb. Az Agilent 1100 tipusa
HPLC rendszer vakuumos oldoszer-gaztalanitot, kvaterner oldoszerpumpat ¢és
oszloptermosztatot tartalmazott. A HPLC oszloprdl elualodé komponenseket ESI-
ionforrassal ellatott Agilent 1946A tipust tomegspektrométerrel detektaltuk pozitiv
ion modban. A frakcidkban 1évé komponenseket Phenomenex (Torrance, CA, USA)
Kinetex C18-as 50x4,6 mm, 2,6 um tipusu HPLC oszloppal valasztottuk el. A HPLC
oszlop elé 4x3 mm-es C18-as el6tét oszlopot csatlakoztattunk. Az oszloptermosztat
hémérséklete 40 °C volt. A HPLC elvalasztashoz ,,A” (H,O + 0,1% HCOOH) és ,,B”
(MeCN + 0,1% HCOOH) oldészerek gradiensét (0 percnél 24% B, 8 percnél 100% B,
12 percnél 100% B, 14 percnél 24% B) hasznaltuk 0,8 ml/perc aramlasi sebességgel.
Az injektdlt mintatérfogat 0,2 ul volt. A pasztazd iizemmoddban mikodtetett

tomegspektrométer mérési paraméterei a kovetkezOk voltak: porlasztogaz (N,)
nyomasa 35 psi; szaritogaz (N,) sebessége 12 1/perc, hdmérséklete 350 °C; ionforras
fesziiltség 3000 V; iontranszfer-kapillaris fesziiltsége 3500 V; fragmentor-fesziiltség
70 V.

4.7 Vizmentes THF eloallitasa

Vékony, megtisztitott feliileti natriumdarabkakat (10 g) és benzofenont (2 g)
adtunk 900-1000 ml THF-hez egy 2 literes, magnesraddal ellatott gomblombikban. A
lombikot kétszer atoblitettiik argonnal. A keverék sotétkek szintivé valt, mely
szinvaltozas altalaban azonnal megtorténik. A kapott elegyet kevertiik és 2 6ran at Gn.
visszafolyatd hiitd alatt forraltuk. A frissen desztillalt és Osszegyljtott THF-et

felhasznalasig 0,3 nm-es (3 A) molekulaszitan tartottuk.

4.8 A FB1 toxin acilezése

Az N-palmitoil-FB1 toxin szintetikus el6allitasahoz a tiszta FB1 toxint

palmitoil-kloriddal acileztiik TEA jelenlétében. Az ,,A” reagenst (THF/TEA 95/5, v/v)
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és a ,,B” reagenst (THF/palmitoil-klorid 95/5, v/v) kdzvetleniil a reakciot megeléz6en
készitettik el. 1 mg FBI1 toxint feloldottunk 500 pl vizmentes THF-ben, és
Osszekevertiik 10,2 pl ,,A” reagenssel. Az acilezési reakciot 4,7 ul ,,B” reagens
hozzaadasaval inditottuk el, majd szobahémérsékleten 30 percig razattuk. A

reakcioelegyet centrifugalis beparlassal szarazra paroltuk és —20 °C-on taroltuk.

A FB1 toxin O-acilezését szintén palmitoil-kloriddal végeztik 2% viz
jelenlétében THF-ben. Az ,,A” reagens (THF/TEA 90/10, v/v) és a ,,B” reagens
(THF/palmitoil-klorid 80/20, v/v) ugyanazokat az agenseket tartalmazta, mint az N-
acilezési reakcioban, azonban magasabb koncentracioban. Az optimalizalas utan a
FBL1 toxin O-acilezése a kovetkezd koriilmények kozott zajlott: 1 mg FB1 toxint 490
ul THF-ben oldottunk, 10 ul vizzel 6sszekevertiik, majd 10 pl ,,A” reagenst ¢és 21 ul
,»B” reagenst pipettdztunk a reakcidelegyhez, és 48 oran &t szobahdOmérsékleten
razattuk. A reakciot centrifugalis beparlassal allitottuk le, és a szaritott reakcioelegyet

—20 °C-on taroltuk az elemzésig.

4.9 Az acilezési reakcid nyomonkovetése

A reakcidelegyekbdl vett mintakat tizszeres MeCN-nel torténd higitas utdn egy
elektroporlasztasos ionforrassal (ESI) felszerelt Agilent 1946D tomegspektrométerhez
csatlakoztatott Agilent 1100 nagy teljesitményii folyadékkromatograf segitségével
(Santa Clara, CA, USA) elemeztiik. A tdmegspektrométer pozitiv ion lizemmodban
miikodott. A HPLC rendszer egy vakuumos gaztalanitobol (degasser), egy binaris
pumpabol, egy well-plate mintaadagolobol és egy oszloptermosztatbol allt. A gradiens
elvélasztast Kinetex C18-as analitikai oszlopon (50 X 3 mm, 5 pum) (Phenomenex,
Torrance, CA, USA) végeztiik. Az oszlopot 40 °C-ra termosztaltuk. A komponensek
elvalasztasara gradiens eluciot alkalmaztunk. Mind az ,,A” oldészer (H,0), mind a,,B”
olddszer (MeCN) 0,1% (v/v) hangyasavat tartalmazott. Az aramlési sebességet 800
ul/perc értékre allitottuk be. A gradiens 24% ,,B” olddszerrel indult, melyet 8 perc alatt
linearisan 100%-ra noveltiink, ezen az értéken tartottuk 5 percig, majd 2 perc mtlva
visszaallitottuk a kiindulasi értékre, melyet 4 percen at tartd ekvilibralas kovetett. Az
analizist 1 pl minta befecskendezésével kezdtiik. A tomegspektrométert a kovetkezo
paraméterekkel iizemeltettiik: porlasztogaz (N,) nyomasa 50 psi; szaritdgaz (N,)
aramlasi sebessége 12 1/min, hémérséklete 350 °C; kapillaris fesziiltség 3000 V. Az
MS adatokat ,,full-scan” modban gytijtottiik, m/z 700-1050 tartomanyban; erdsités 1.
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4.10 Az acilezett FB1-szarmazékok tisztitasa

A beparolt reakcidelegyeket MeCN/H,O (80/20, v/v) elegyben ultrahangos

kezeléssel (10 perc) oldottuk, majd 0,45 um pérusméretii nylon fecskenddsziiron
szlrtiik. A reakcidtermékek preparativ HPLC tisztitasat két Hanbon (Jiangsu, Kina)
NP7000 tipusu preparativ szivattyl, egy HTA (Brescia, Olaszorszag) HT300LV tipusu
preparativ injektor és egy Foxy R1 tipusu (Teledyne Isco, St. Lincoln, NE, USA)
frakciogylijtd segitségével végeztik. A gradiens elvalasztast szobahdmérsékleten
Kinetex Axia tipusu C18-as preparativ oszlopon (250 x 21,2 mm, 5 pm)
(Phenomenex) hajtottuk végre. Az injektalas térfogata 2 ml volt, 10 ml-es
mintahurokkal. Mind az ,,A” oldészer (H,0), mind a,,B” oldészer (MeCN) 0,1% (v/v)

hangyasavat tartalmazott. A gradiens 50% ,,B”-vel indult, melyet 0,6 perc alatt 17
ml/perc aramlasi sebesség mellett linearisan 65% ,,B”-re noveltiink, majd ezt az értéket
11,4 percig tartottuk, végiil linearisan 1 perc alatt 85% ,,B”-re noveltiik, mely értéket
12 percig tartottuk. Az oszlopot ezutan a kiindulasi oldoszerrel (50% ,,B”) 6 perc alatt
ekvilibraltuk. A frakciészedé minden percben frakciokat vett, melyeket off-line
HPLC/MS-sel elemeztiik, a megfeleld frakciokat Osszedntottilk, majd az egyesitett
frakciokat szarazra paroltuk/liofilizaltuk, és felhasznalasig argon alatt —20 °C-on
taroltuk.

4.11 A tisztitott komponensek szerkezeti azonositasa

A szerkezet azonositasara iranyuld6 NMR-kisérleteket (1D H, 2D H-13C
HSQC-CLIP-COSY ¢és 2D H-*C HMBC) egy Prodigy TCIl cryoprobe méréfejjel
felszerelt Bruker Avance Neo 700 MHz-es NMR spektrométeren végeztiik. 5 mg 3-O-
palmitoil-FB1-et 550 pl-es D,O/CD,CN (20/80, v/v) elegyben oldottuk, mig az 5-O-
palmitoil-FB1 (2,78 mg) és az N-palmitoil-FB1 (3,04 mg) esetén 550 ul DMSO-d6-ot
hasznaltunk oldoszereként. A homérsékletet 25 °C-ra allitottuk, és a kémiai
eltolodasokat a maradék oldoszerjelekre vonatkoztattuk (81H,0mMs0=2,50 ppm,
d13¢c,0Ms0=39,7 ppm; d1H;cp3cn=1,93 ppm, d13c.cpsen=1,3 ppm). A 2D HSQC-CLIP-
COSY adatokat az 512 1épés mindegyikénél 48 szkenneléssel értiik el. Az érzékenység
ndvelése érdekében adiabatikus *C inverzids pulzusokat alkalmaztunk. A 2D HMBC
kisérleteket 48 szkenneléssel végeztiik, amelyek 2048 x 512 adatpont méreti
adatmatrixokat vettek fel. A spektrumokat a TopSpin 3.0 szoftverrel dolgoztuk fel és
értékeltiik ki.
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4.12 A tisztitott komponensek nagy felbontast tomegspektrométerrel
(HRMS) torténd vizsgalata

A HPLC/HRMS méréseket Dionex Ultimate 3000 UHPLC rendszerrel
(ThermoFisher  Scientific, Waltham, MA, USA) végeztik, egy futott
elektroporlasztasos ionforrassal (HESI) felszerelt Q Exactive Plus hibrid kvadrupol-
orbitrap tomegspektrométerhez (ThermoFisher Scientific) csatlakoztatva. A tisztitott
komponensek (100 ng/ul) elvalasztasat Kinetex C18-as HPLC oszlopon (250 x 4,6
mm, 5 um) (Phenomenex), binaris gradiens alkalmazéasaval, 800 pl/perc aramlési
sebesség mellett hajtottuk végre. Az elvalasztashoz ,,A” (H,0 + 0,1% HCOOH) és ,,B”
(MeCN + 0,1% HCOOH) oldoszerek gradiensét hasznaltuk fel. A komponensek
elvalasztasahoz elGszor izokratikus eluciot (65% ,,.B” 9 percig), ezt kovetden pedig
linearis gradienst alkalmaztunk (65% ,,B”-rél 85%-ra noveltiik 1 perc alatt, majd
utobbi értéken tartottuk 6 percig). Az oszlopot a kdvetkez6 injektalas eldtt 6 percig
ujra ekvilibraltuk a kezdeti oldoszer-Gsszetétellel. A mintékat pozitiv és negativ ion
tizemmodban is mértiik a tomegspektrométer alabbi paramétereivel: kapillaris
homérséklet: 380 °C; porlaszto fesziiltsége: 3,5 kV; segéd fiitdgaz (N,) hémérséklete:
400 °C; S-lencse RF értéke: 50,0; késziilékre jellemzd aramlasi értékek: kopenygaz
aramlas 65; segédgaz aramlas 20. A full-scan MS-spektrumokat 70000-es felbontas
mellett 100 ms maximalis befecskendezési idével és 1,00 x 108 minimalis automatikus
erdsitésszabalyozasi céllal vettiik fel. Az MS/MS méréseket 17500-as felbontéssal,
1,00x10° minimalis automatikus erésitésszabalyozasi céllal és 25 normalizalt iitkzési
energiaval (NCE) végeztik. A HPLC/HRMS adatokat Trace Finder 4.0 szoftverrel
szereztiik be. A nyers MS adatfajlokat Thermo Xcalibur 4.0 szoftverrel dolgoztuk fel.

4.13 Az extrahalt rizskultira-minta adalékolasi kisérlete az azonositott
acilezett FB1-szarmazékokkal

Az adalékolasi kisérlethez F. verticillioides-szel oltott 4 hetes rizskulturat
hasznaltunk liofilizalast és porra drlést kovetden, Bartok (2006) moddszere alapjan. 1 g
porra Ordlt tenyészetet 20 ml MeCN/H,O (80/20, v/v) keverékével extrahaltuk egy 30
ml-es centrifugacsOben atfordulos razogéppel 2 oran at, majd 8000 fordulat/perc
sebességgel 5 percen at centrifugaltuk. A feliiluszot egy HPLC automata mintaadagolo
fiolaba pipettaztuk. A tisztitott & NMR-rel azonositott acilezett FB1 toxinokat (3-O-,
5-0- és N-palmitoil-FB1) kiilon fiolakba helyeztiik (500 pg/ul MeCN/H,O 80/20, v/v),
majd 1 pl-t hasznaltunk a tenyészet kivonatanak egyenkénti adalékolasara a HPLC
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késziilék mintaadagoloja segitségével. A mintakat a fent emlitett modszerrel (Id. 4.9
fejezet) elemeztiik, az alabbi modositasokkal: a gradiens HPLC elvalasztast Kinetex
C18-as analitikai oszlopon (250 x 4,6 mm, 5 um) 30 °C-on végeztiik. A gradiens
program 69% B-vel indult 7 percig, melyet ezt kdvetéen 1 perc alatt linearisan 85%-
ra noveltlink; ezt az értéket 6 percig tartottuk, majd 1 percen beliil visszadlltunk a
kezdeti értékre, melyet 6 percig tartottunk. MS jelbeallitasok: szelektiv ion figyelés
(SIM) mod, m/z 961, erésités 3.

4.14 Spektroszkopiai kisérlet

A spektrumokat F-4500 fluoriméterrel (Hitachi, Tokid, Japan) és V730 UV-
Vis fotométerrel, 25 °C-on gyijtottik. A mikotoxinok és a palmitinsav (végsd
koncentracio: 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0 és 10,0 ul) HSA (2 pl) emisszids spektruméra
gyakorolt hatasat foszfatpufferben (PBS, pH 7,4) teszteltiik, az emisszios jel valtozasat
340 nm-en vizsgaltuk. A ligandum molekuldk belsd-szlird hatasat az ultraibolya-
lathaté spektrum (UV/Vis) alapjan korrigaltuk (Lakowicz et al., 2006; Lemli et al.,
2022).

4.15 Ultracentrifugalasi vizsgalatok

Az albumin és a vizsgalt fumonizinek HSA-hoz kotott frakciojat
ultracentrifugalassal iilepitettiik a korabban ismertetett modszerrel (Boulton et al.,
1998; Fliszar-Nyul et al., 2022). Ezt kovetéen mennyiségileg meghataroztuk a
ligandum molekulék szabad frakciojat (1d. kovetkezd bekezdés). Az elsd kisérletben a
mintak 10-10 uM FB1, N-pal-FB1, 5-O-pal-FB1 és FB4 toxint tartalmaztak 40 g/l
HSA jelenlétében. Az N-pal-FB1 és 5-O-pal-FB1 esetében a kisérletet 2, 5 és 10 uM
HSA jelenlétében is elvégeztiik. A FB1, N-pal-FB1 és 5-O-pal-FB1, valamint a FB4
toxin mennyiségét HPLC/MS miiszerrel hataroztuk meg, a mintakat 1100 HPLC
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) 1946D ESI-MS (Agilent) miiszerekkel analizaltuk.
A HPLC rendszer egy vakuumos gaztalanitot (degasser), egy binaris pumpat, egy well-

plate mintaadagolot és egy 40 °C-ra allitott oszloptermosztatot tartalmazott.

A gradiens elvalasztast C18-as elétét oszlopon (Phenomenex, Torrance, CA,
USA), valamint Kinetex C18-as (50 x 4,6 mm, 2,6 um) (Phenomenex, Torrance, CA,
USA) analitikai oszlopon (aramlasi sebesség: 0,8 ml/min) végeztiik. A komponensek
elvalasztasara gradiens eluciot alkalmaztunk. Mind az ,,A” oldészer (H,0), mind a,,B”

oldészer (MeCN) 0,1% (v/v) hangyasavat tartalmazott. A gradiens 24% ,,B”-vel
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indult, mely 14 perc alatt lincarisan 80% ,,B” értéket ért el, majd Gjabb 1 perc alatt
elérte a 100%-ot, melyet 2 percig tartott, végiil 2 perc alatt visszaallt az eredeti értékre,
melyet 4 percig tartott. Az analizishez injektorprogramot is alkalmaztunk, mely soran
a mintaadagolo minden 1 pl mintahoz 1 pl belsd standard keveréket (1 ng FB1-3C34
és 1 ng N-C17:0-FB1 ACN-vizben (1:1 v/v%)) adott. A tomegspektrométert a
kovetkezd paraméterekkel mitkodtettiik: porlasztogdz (N,) nyomasa 50 psi; szaritogaz
(N,) aramlasi sebessége 12 1/min, hémérséklete 350 °C; kapillaris fesziiltség 3000 V.
Az MS adatokat pozitiv ion szelektiv ion figyelés (SIM) modban gyiijtottiik: 0-8 perc
kozott a 690, 722, 756 m/z értékeket, 8-15 perc kozott a 961, 975 m/z értékeket
figyeltiik.

A kalibralashoz hasznalt torzsoldatok frissen késziiltek, a toxinok (FB1, N-pal-
FB1, 5-O-pal-FB1 ¢s FB4) 100-100 pg-nyi mennyiségének MeCN-H,O (1:1 v/iv%)
elegyében torténd feloldasaval. Az igy kapott oldatokat ugyanezzel az olddszerrel
higitottuk tovabb. A FB1 és FB4 toxin esetén az alabbi standardokat kaptuk: 100; 50;
10; 5; 1; 0,5; 0,2; 0,1 és 0,05 ng/ul. Az N-pal-FB1 ¢és 5-O-pal-FB1 toxinbol pedig a
kovetkezd standardokat allitottuk eld: 50; 25; 5; 2,5; 0,5; 0,25; 0,1; 0,05 és 0,025 ng/pl.

A linearitas (R?), a detektalasi hatar (LOD; 3:1 jel/zaj arany) és a mennyiségi
meghatarozasi hatar (LOQ: 10:1 jel/zaj arany) a kovetkezoképpen alakult:
e FB1 (lin: 0,1-100 ng/ul, R? = 0,9998; LOD = 50 pg/ul; LOQ = 100 pg/ul);
e FB4 (lin: 0,1-100 ng/ul, R2=0,9999; LOD = 50 pg/ul; LOQ = 100 pg/ul);
e N-pal-FB1 (lin: 0,025-50 ng/ul, R?=0,9989; LOD = 10 pg/ul; LOQ = 25 pg/ul);
e 5-O-pal-FB1 (lin: 0,025-50 ng/ul, R? = 0,9999; LOD = 10 pg/ul; LOQ = 25

pg/ul).

A FB1-HSA ¢és FB4-HSA kotési allandojat (K,) az alabbi képlet alapjan

(Fliszar-Nyul et al., 2022) szamoltuk ki, a mikotoxin-aloumin komplexek 1:1

sztochiometridjat feltételezve:

[L] a szabad ligandum, [P] a szabad fehérje, [LP] pedig a ligandum-fehérje

komplex molaris koncentracioit jeldli.
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4.16 Ultrasziirési vizsgalatok

A FB1, N-pal-FB1, 5-O-pal-FB1 és FB4 toxin hatasat Site I (warfarin), Site II
(naproxen) ¢és az FA1 (S-kamptotecin) ligandumokkal vizsgaltuk, a korabban leirt
ultrasziirési modszerekkel (Fliszar-Nyul et al., 2019, 2022). A feliilaszok warfarin,
leirt médszerrel (Fliszar-Nyul et al., 2019). A statisztikai kiilonbségek kiértékelése
egytényezds (,,one-way”’) ANOVA és Tukey post-hoc tesztekkel tortént, SPSS
Statistics szoftverrel (21-es verzid; IBM, Armonk, NY, USA) (* p <0,05, ** p<0,01).

4.17 Modellezési vizsgalatok

Az N-pal-FB1 ¢és 5-O-pal-FB1 szerkezetét Maestro programmal rajzoltuk meg
(Schrodinger Maestro Schrodinger Release 2020-4). A ligandumok energia-
minimalizalasat az OpenBabel segitségével végeztiik (O’Boyle et al., 2011), melyet a
legmeredekebb siillyedés és a konjugalt gradiens minimalizalasa kovetett. Ezutan a
kapott struktirakat PM7 paraméterkészlet segitségével (Stewart et al., 2013)
kvantumkémiai programcsomaggal (MOPAC) (Stewart et al., 2016) energia-
minimalizaltuk. A gradiens normat 0,001-re allitottuk be. A ligandum atomokat
AutoDock Tools program (Morris et al., 1998) segitségével Gasteiger—Marsili
(Gasteiger & Marsili, 1980) parcialis toltésekkel lattuk el. A ligandumok flexibilitasa
minden aktiv torzidés ponton engedélyezve volt. A humén szérumalbumin (PDB-kéd:
lao6) atomi koordinatait a Protein Data Bankrol (PDB) toltottiik le. A target molekulat
polaris hidrogénatomokkal, valamint Gasteiger-Marsili parcidlis toltésekkel lattuk el

az AutoDock Tools segitségével.

A ligandumok human szérumalbuminhoz torténé dokkolasahoz az AutoDock
4.2.6 programot (Morris et al.,, 1998) hasznaltuk, a kovetkezé grid doboz
beallitasokkal: 100 x 100 x 100 grid pont, 0,803 A kdzdnként. Vak (,,blind”) dokkolast
hajtottunk végre, mely soran a dokkold doboz a célmolekula teljes felszinét boritotta.
A globalis keresés Lamarcki genetikus algoritmus segitségével tortént. Szaz dokkolast
kovetden a ligandumkonformaciok a szamitott kdlcsonhatési energia értékeik alapjan
keriiltek rangsoroléasra (Zsido et al., 2021). Ezt kovetden a késobbi értékelések és a

kolcsonhatasban 1€vé aminosavak 0sszegytijtését végeztiik el (Zsido et al., 2020).
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4.18 A fumonizinek toxicitasanak vizsgalata zebradanidé embrio
modellen

Az altalunk vizsgalt négy fumonizin-szarmazék in Vvivo toxicitasanak
tanulmanyozasahoz laboratériumi nevelésii AB tipusu zebradanio (Danio rerio)
vonalat hasznaltunk. A halak elhelyezése recirkularicidés akvakultara rendszerben
(Tecniplast S.p.a., Olaszorszag, Buguggiate), ellenérzott mikrokornyezeti feltételek
(vizhomeérséklet: 25,5 = 0,5 °C, vezetoképesség: 550 £ 50 uS/cm, pH: 7,0 £ 0,2,

fényprogram: 14 éra vilagos, 10 6ra sotét) mellett tortént.

Az ivatast megel6z6 napon a halak szaporitoedényekbe keriiltek athelyezésre,
melyben a kiilonbo6z6 ivara egyedek valaszfallal voltak elkiilonitve egymastol. Az ivas
masnap, a valaszfalak eltavolitasat és a lampak felkapcsolasat kdvetden tortént meg.
Az ikrakat 6sszegyiijtottiik, rendszervizzel leoblitettiik, és steril E3 médiumban (5 mM
NaCl, 0,33 mM CacCl,, 0,17 mM KClI, 0,33 mM MgSO,) (Brand et al., 2002) tartottuk.

A Kkisérletek kezdetéig 255 + 1,0 °C-on inkubaltuk Oket. Naponta egyszer
eltavolitottuk a koagulalt embridkat, a médiumot pedig frissitettiik.

A fumonizinek toxicitasanak vizsgalatdhoz egy Zebradanié Embri6é Toxicités
Probat (ZETA) (Haqg et al., 2016) végeztiink, mely az OECD altal javasolt Fish
Embryo Acute Toxicity (FET) teszt kismértékben modositott valtozata (OECD, 2013).
Az embridk a megtermékenyitést kovetdé 96 ora mulva (96 hpf) 24 o6ran keresztiil
mindegyik vegyiilet esetén a kovetkezd koncentracioknak voltak kitéve: 0,78; 1,56;
3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 és 200 uM. A vegyiiletek torzsoldata (1000 mg/ml)
dimetil-szulfoxid oldoszerrel késziilt, majd a kezelé oldatokat E3 kozegben torténd
higitassal elkészitettiik el. Az embriokat egyenként 24 lyuku plate-ekbe (JET, Biofil;
Kuangcsou, Kina) helyeztiik at, 6tds csoportokban, négy ismétlésben. Mindegyik
mélyedést 2 ml kezeldoldattal, valamint E3 médium kontroll és oldoszerkontrollal
toltottiik fel a megfeleld koncentracidban. A lemezeket 25,5 + 1,0 °C-on inkubaltuk,
majd 24 ora elteltével sztereomikroszkop alatt (Leica Microsystems GmbH; Wetzlar,

Németorszag) ellendriztiik a mortalitast €s a fejlddési rendellenességeket.

A talélé embriokat 0,02%-0s MS-222 (Tricaine-metan-szulfonat) oldattal
elaltattuk, majd 5%-os metilcelluloz oldatot tartalmazo Petri-csészékbe helyeztiik. Ezt
kovetden az embridkrol harmincszoros nagyitasban oldalnézeti képeket készitettiink
(Leica M205 FA sztereomikroszkop, Leica DFC 7000T kamera, Leica Application

Suite X szoftver, Leica Microsystems GmbH; Wetzlar, Németorszag).
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A letalis és nem letalis hatasok statisztikai elemzésére kéttényezds
variancianalizist (,,two-way” ANOVA) alkalmaztunk, a t6bbszords 6sszehasonlitast
Tukey-féle post hoc tesztekkel végeztiik el (p < 0,0001). Az elemzést GraphPad Prism
9 szoftver (GraphPad Software, Boston, MA, USA) segitségével hajtottuk végre.
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5. EREDMENYEK ES AZOK MEGBESZELESE

5.1 A FBL1 toxin szintetikus acilezésére iranyulo kisérlet

5.1.1 A FBI1 toxin acilezése palmitoil-klorid/trietil-amin reagenssel

A FB1 toxin savanhidridekkel (Humpf et al., 1998) és savhalogenidekkel
(savkloriddal) (Harrer et al., 2013) végzett N-acilezési reakcioit korabban mar leirtak,
de a FB1 toxin O-acilezésével kapcsolatban azel6tt nem sziiletett egy kdzlemény sem.
A FB1 toxin O-acilezett formait elséként laboratoriumi koriilmények kozott F.
verticillioides-szel beoltott rizstenyészetekb6l mutattak ki (Bartok et al., 2010Db),
késébb pedig szantofoldi koriilmények kozott fertézott kukoricaszemekben is
azonositottak (Falavigna et al., 2013). Egy korabbi publikacioban az N-palmitoil-FB1
szintézisét is leirtdk FB1 toxinbol Harrer et al. (2013) publikaciodi alapjan (Bartok et
al., 2013a), de a termék megtisztitasa akkor még nem tortént meg. Ez alkalommal a
termék tisztitdsa és az azt kovetd nagyfelbontasi HPLC/MS és 700 MHz-es NMR
spektrumok felvétele miatt Gjra elvégeztik a FB1 toxin N-acilezését. Fontos
megjegyezni, hogy a FB1 toxin N-palmitoil szarmazékanak el6éallitisahoz a reakcid
el6tt a toxint vizmentes oldoszerben (tetrahidrofuran, THF) kellett feloldani. Amikor
a reakcioelegyhez vizet adunk, a palmitoil-klorid feleslegének hidrolizise soran sdsav
is keletkezik, amely protonalja a primer aminocsoportot, megakadalyozva annak
acilezését. 2% viz THF-hez adagolasaval elértiik, hogy az aminocsoport helyett a C3
¢s C5 atomon 1évé egyik OH csoport keriiljon acilezésre, igy a FB1 toxin 3-O- vagy
5-O-palmitoil szarmazékai képzodtek. A FBI toxin acilezését palmitoil-kloriddal
végeztilk, amely a reakcidelegyben a trietil-aminnal (TEA) atmeneti komplexet
képzett, a komplex pedig az acilcsoportot a FB1 molekula megfeleld helyére vitte (9.
abra).
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9. abra A FBL1 toxin N- és O-acilezése palmitoil-klorid/trietilamin reagens
alkalmazasaval vizmentes tetrahidrofuranban, illetve 2%-o0s viztartalmu
tetrahidrofuranban

A vizmentes N-acilezés esetén mindkét reagens (palmitoil-klorid és TEA) 1,2-
szeres molaris feleslegben volt jelen a reakcidelegyben (Bartok et al., 2013a). Az N-
palmitoil-FB1 képzdédése gyorsan lezajlott (30 perc alatt) szobahémérsékleten, 90%
feletti konverzié mellett. A vizes koriilmények kozott végzett O-acilezéshez 5-sz6ros

molaris feleslegben trietil-amint és 10-szeres molaris feleslegben palmitoil-kloridot

adtunk a reakcidelegyhez.
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A FB1 toxin O-acilezése lassu folyamat volt, sok intermediert eredményezve,

amelyek jol lathatoak a HPLC/ESI-MS pozitiv totalion kromatogramon (10. abra).
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10. abra A reakcioelegy HPLC/ESI-MS totalion-kromatogramja, 48 oraval a FB1
toxin acilezési reakcidjanak elinditasa utdn, 2% vizet tartalmaz¢é tetrahidrofurdnban.
A kromatogram tartalmazza a csucsonkénti teriilet szazalékos kiértékelésének adatait

és a molekulaionok [M+H]" m/z értékeit.

A szobah6émérsékleten végzett reakcidé soran eldszor a 3-O-palmitoil-FB1
képz6dott, majd lassan megjelent az 5-O-palmitoil-FB1 is. A 3-O-palmitoil-FB1
koncentracioja 48 ora alatt érte el maximalis értékét. Ekkor a teriiletszdzalékos
kiértékelés alapjan 38,9% 3-O-palmitoil-FB1, 33,7% 5-O-palmitoil-FB1 és &sszesen
27,4% intermedier volt jelen a reakcioelegyben. Az 1d6 eldrehaladtaval az dsszetétel
az 5-O-palmitoil-FB1 képzédése felé tolodott el. Ot nappal a reakcid elinditasat
kovetéen a 2% vizet tartalmazo reakcioelegyben 80% 5-O-palmitoil-FB1 toxint
figyeltiink meg, 20% 3-O-palmitoil-FB1 mellett, azaz a 3-O-palmitoil-FBL1 is jelen
volt a rendszerben, mely ez esetben intermediernek tekintendd. A 3-O-palmitoil-FB1
még preparativ HPLC-vel végzett tisztitas utan sem volt stabil. A preparativ HPLC
oszloprdl elualodo frakciokban a beparlas és a liofilizalas soran O—N-acil-vandorlas
volt megfigyelhetd, ami koriilbeliil 10% N-palmitoil-FB1 képz6dését eredményezte a
3-O-palmitoil-FB1-bél, amint az a 11A. abran lathato.
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11. abra F. verticillioides tenyészet kivonat (folytonos vonal) (m/z 961), valamint a
szintetizalt és tisztitott 3-O-palmitoil-FB1 (A), 5-O-palmitoil-FB1 (B) és N-
palmitoil-FB1 (C) toxinnal adalékolt tenyészet-kivonatok (szaggatott vonalak)
HPLC/ESI-MS kromatogramjai.

5.1.2 Az N- és O- acilezett FB1 komponensek NMR vizsgalata

A 3-O-, 5-O- és N-palmitoil-FB1 vegyiiletek szerkezetét nagyfelbontasu *H és
13C NMR spektroszképidval 700 MHz-es NMR spektrométerrel hataroztuk meg. Az
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N-palmitoil-FB1 toxinrél korabban csak H spektralis adatokat kozoltek gyengébb
magneses mez6t (400 MHz) alkalmazé NMR késziiléken (Harrer et al., 2013). A
rezonancidk hozzarendelése egy (1D) és kétdimenzids (2D) NMR kisérletek alapjan
tortént. A 3C-multiplicitassal szerkesztett 2D *H-C HSQC-CLIP-COSY spektrum
kiilonbséget tesz a CH/CH; és CH, rezonanciak kozott, igy a kiilonb6zo

spinrendszereken beliili kapcsolodasi pontok azonositasa megvaldsithato €s egyszerl

(12A. abra).

‘ PPm
A 1H-13C HSQC-CLIP-COSY F
5-O-palmitoil-FB1 -
- 20
palmitoil
- 30
i - 40
2
- el . 50
- 60
10
T4 v -
'@ 14&5 L‘é‘ “em —70
Lei15 -
- 80
[ | [ | | | [

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 pPpm

"_....H15 -TCA(CO) .pa‘m(C;z}f\palztco} ppm
00 1 13 o a
B u} “~H14- TCA(CO) s 2' a?mTﬂEE ™ &' m

H5 - palm(CO) P @, o 175

T T T T T T T T T T T T T T T T
5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 PPmM

< H15-TCA(CO) pam( CHZ AP2m(CO) ppm
. 113 & “
C ® " Hi4-TCACO) H-1°C HMBC . -
4 3-O-palmitoil-FB1 [ "
- o0
H3 — paim(CO)
T T T T 1T T T - 1 T 180

5048464442403836343230282624 ppm

H15 - TCA(CO) palm(CH;) — palm(CO} PPM
D (] 1H-13C HMBC N 0 " : l.'el “t“
L > 4
ol N-palmitoil-FB1 r! ’ .,:: 175
NH — palm(CO) H14-TCA(CO) H2 — palm(CO)
T T T T \ \ L L B B T
7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 Ppm

12. abra A: 13C-multiplicitassal szerkesztett *H-13C HSQC-CLIP-COSY spektrum,
amely az 5-O-palmitoil-FB1 rezonancia hozzarendelését mutatja. A pozitiv fazisu
csucsok (fekete) a CH-csoportok kozvetlen HSQC-korrelaciojat adjak, mig a negativ
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csticsok (piros) a COZY -kapcsolatokat mutatjak. A 3C-multiplicitas szerkesztés
miatt a CH, csoportok kozvetlen HSQC korrelacidi is negativ fazissal (piros)

jelennek meg. B, C, D: kivonatok a 3-O-palmitoil-FB1, 5-O-palmitoil-FB1 és N-
palmitoil-FB1 'H-1*C HMBC spektrumébél, kiemelve a palmitoil, a TCA
oldallancok ¢és a félanc atomjai k6zotti kulcsfontossagu hosszi tavu korrelaciokat.

Minden {6 lancrezonancia hozzarendelésre kertilt, azonban a palmitoil CH, és
a trikarballil-acil (TCA) CH, CH, kémiai eltolodasok tobbsége kétértelmii maradt a
jelentds spektralis atfedések miatt. A palmitoil szubsztiticiok helyzetét azonban a FB1
folanc palmitoil-karbonil és H3, HS5, NH protonjai kozotti haromkotéses
heteronuklearis korrelaciok alapjan igazolni lehetett (*H-3C HMBC spektrumok a 12.
abran (B-D)). Ahogy az varhat6 volt, a TCA csoportok mindharom vegyiiletben a C14
¢és C15 pozicidban helyezkedtek el, amit a H14-H15 protonok és a TCA karbonilok
kozotti HMBC kapcesolatok bizonyitanak. Tovabba az 'H és 3C fdlanc kémiai
eltolodasi értékei a 2-5 poziciokban (5. tablazat) mutatjak a komponensek eltérd
palmitoil-szubsztiticiés mintazatait.
5. tablazat A 3-O-, 5-O- és N-palmitoil-FB1 H és *C kémiai eltolodasai. A

félkovér szamok az acilezési pozicidkat emelik ki. A csillag (*) a rezonancidk
kétértelmli hozzarendelését jeloli a zsufolt spektralis régidkban.

3-O-palmitoil-FB1 5-O-palmitoil-FB1 N-palmitoil-FB1
Feliratozas d1m d13c d1H d13c d1H d13c
(ppm) (ppm) (ppm)

1 1,04 16,72 1,10 15,52 0,99 17,41
2 3,77 49,53 2,99 51,92 3,74 49,09
3 5,08 71,31 3,34 68,37 3,62 69,38
4 1,71 37,38 1,62 38,00 1,31 41,22
5 3,47 67,12 4,97 70,85 3,57 66,94
6* 1,39 37,06 1,50 34,79 1,23 38,62
7* 1,21 24,93 1,25 28,34 1,21 25,99
8* 1,21 30,01 1,20 31,18 1,22 31,80
9 1,32 37,30 1,24 38,42 1,27 38,80
10 3,47 68,45 3,40 67,53 3,43 67,54
11 1,38 42,34 1,30 43,65 1,30 43,91
12 1,70 25,10 1,73 25,54 1,72 25,90
13 1,34 34,60 1,36 35,76 1,40 35,71
14 5,05 71,45 4,97 70,68 4,99 71,50
15 4,85 77,48 4,80 76,79 4,83 77,01
16 1,61 33,54 1,61 32,80 1,64 31,70
17 1,00 31,49 0,98 30,97 1,00 31,56
18 1,11 30,00 1,10 28,00 1,12 28,35
19 1,25 22,20 1,26 22,23 1,24 22,51
20 0,82 13,57 0,83 13,85 0,86 14,34
21 0,86 14,88 0,84 15,34 0,86 15,76
22 0,87 19,90 0,86 20,65 0,86 20,39
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A palmitoil-karbonilok kézelében 1év6 protonok jelentdsen lefelé tolodtak el,
és ez a perturbacid a szomszédos rezonancidkban is megfigyelhetd volt. A 3-O-
palmitoil-FB1 minta stabilitasa oldoszerfiiggést mutatott: DMSO-d6-ban 3-O- és N-
palmitoil-FB1 keverékét mutattuk ki NMR-rel. A tobbi vegyiilettdl eltéréen ezt a
mintat CD;CN/D,O olddszerben oldottuk és analizaltuk, hogy megakadalyozzuk a
gyors O—N-acil-migraciot. Ennek eredményeként az N-szarmazék spektralis nyomai

minden 3-O-palmitoil-FB1 mérésbél eltiintek.

5.1.3 A reakcidtermékek jellemzése HPLC/ESI-HRMS moédszerrel

Az NMR-rel azonositott FB1 toxin acilezett termékeit HPLC/ESI-HRMS
modszerrel is vizsgaltuk. A FB1 toxin 3-O-, 5-O- és N-palmitoil szarmazékait el6szor
kiilon-kiilon injektaltuk a HPLC oszlopra, hogy megbizonyosodjunk retencids
idejiikrél/elucids sorrendjiikrél. A harom komponens keverékének elkészitése utan
HPLC/ESI-HRMS méréseket végeztiink pozitiv és negativ ion modban is. A 3-O-, 5-
O- és N-palmitoil-FB1 szétvalasztasa utan kapott két totalion-kromatogram 8,2; 11,6
¢és 15,5 perc retencios idével a 13. abran lathato, a két kiilonb6z6 ionmoddban rogzitett

tomegspektrumokat pedig az 14. abra mutatja.
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13. abra A 3-O-, 5-O- és N-palmitoil-FB1 toxin elegyének HPLC/HRMS totalion
kromatogramja pozitiv (A) és negativ (B) ion mdédban
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14. abra A 3-O-palmitoil-FB1 (A, B), 5-O-palmitoil-FB1 (C, D) és N-palmitoil-FB1
(E, F) toxin 11. abran lathato totalion kromatogramjabol kinyert pozitiv és negativ
HRMS spektrumok

A 3-O- és 5-O-palmitoil-FB1 toxin pozitiv ion tn. ,.full-scan” ESI-HRMS
spektrumaban csak a protonalt molekula [M+H]" volt megfigyelheté 960,623 m/z
értéknél, mig az N-palmitoil-FB1 esetén a Na-adduktion [M+Na]* szintén jelentds
intenzitassal jelent meg a spektrumban 982,60 m/z értéknél. A negativ ion ESI-HRMS
spektrumban a deprotonalt molekulat (958,611 m/z értéknél) a [M-2H+Na] ion kisérte
980,592 m/z értékkel. A harom komponens molekulaionjainak pozitiv és negativ

MS/MS spektruma a 15. abran lathato.
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15. abra A 3-O-palmitoil-FB1 (A, B), 5-O-palmitoil-FB1 (C, D) és az N-palmitoil-
FB1 toxin (E, F) molekula ionjainak pozitiv és negativ ion nagy felbontast MS/MS
spektruma.

A molekulaionok pozitiv ion ESI-HRMS/MS spektrumaban ugyanazok a
fragmensionok voltak megfigyelheték, mint korabban a 3D ioncsapda tomeganalizator
esetében (Bartok et al., 2010b; Bartok et al., 2013a). A negativ ion HRMS/MS
spektrumban a trikarballilsavbol (TCA) vizkilépéssel ([TCA-H,0-H]") képzodott
fragmension volt a legnagyobb mennyiségben megfigyelheté 157 m/z érték mellett.
Ezek a fragmensionok a TCA anhidrid (TCAD) és/vagy ketén (TCAK) formajaban

jelentek meg. Ezen ionok (m/z 157) nem jelentek meg a 3D ioncsapda
tomeganalizatorral korabban felvett spektrumokban, mert m/z értékik a

fragmentalandd6 molekulaion m/z értékének 1/3-a alatt volt (a 3D ioncsapda
tomeganalizatorok 1/3 szabalya). A TCAD/TCAK csoportok molekularol torténd
kihasaddsa azonban tobb fragmensionban is lathaté volt a 3D ioncsapda
tomeganalizatorral kapott tomegspektrumban (Bartok et al., 2010b; Bartok et al.,

2013a).
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5.1.4 A gombakivonat adalékolasa a szintetikusan eléallitott acilezett
FB1-szarmazékokkal

I ul (500 pg) 3-O-, 5-O- és N-palmitoil-FB1-szarmazékot kiilon-kiilon
hozzakevertiink 1 pl (50 pg/ul) F. verticillioides-szel oltott rizskultira kivonatdhoz a
HPLC rendszer automata mintaadagolodja segitségével. A 48. oldalon bemutatott 11.
abra a gombakivonatok kromatogramjait mutatja be az acilezett szarmazékok egyedi
adalékolasa utan. J6l lathatd, hogy az 5-O-palmitoil-FB1 vagy N-palmitoil-FB1 eredeti
kivonathoz val6 hozzdadasaval megndtt a kordbban feltételezett csticsok (Bartok et al.,
2013a) teriilete (11B. abra). Az eredeti gombakivonat 3-O-palmitoil-FB1 toxinnal valo
adalékolasa azonban nem eredményezte a korabban 3-O-palmitoil-FB1-nek vélt csucs
novekedését, hanem alacsonyabb retencios idén beliil jelent meg, ahol a gombakivonat
nem tartalmazott mérheté komponenst (11A. abra). Kovetkezésképpen kijelenthetd,
hogy a gomba nem termelt 3-O-palmitoil-FB1 toxint. Fontos megjegyezni, hogy a 3-
O-palmitoil-FB1 toxinnal torténé adalékolas az N-palmitoil-FB1 csucsmagassaganak
novekedését is eredményezte, amint azt a 11A. abra is mutatja. Ez a 3-O-palmitoil-
FB1 toxin instabilitasaval magyarazhato. Mint korabban emlitésre keriilt, a tiszta 3-O-
palmitoil-FB1 frakciok centrifugalis beparlasa és liofilizalasa soran az O—N acil
migraci6 a kristalyos végtermékben kortilbeliil 10% N-palmitoil-FB1 toxin képzddését
eredményezte. A gombakivonatban korabban 3-O-palmitoil-FB1-szarmazéknak vélt
komponens feltehetéen a 10-O-palmitoil-FB1-szarmazék, mivel tomegspektrumai
egyértelmiien a FB1 palmitoilezését jelzik (Bartok et al., 2013a). Az egyetlen szabad
hely pedig, ahol az acilezés még megtorténhet, a 10-es szénatomon elhelyezkedé OH-
csoport. Ennek megerdsitésére szilardfazisu fermentaciés mintakbol kellene izolalni,
majd szerkezetét ellendrizni, hiszen a szintetikus acilezés soran a 10-es szénatomon

elhelyezkedé OH-csoport nem preferalt.

5.2 A FB1, az N-palmitoil-FB1, az 5-O-palmitoil-FB1 és a FB4 toxin
human szérumalbuminnal t6rténd kolcsonhatasara, valamint zebradaniod
embrio modellen torténd toxicitasuk vizsgalatara iranyul6 kisérlet

5.2.1 A fumonizinek és a palmitinsav hatdsa a HSA emisszios
spektrumara

Ezekben a kisérletekben a HSA (2 uM) spektrumat a mikotoxinokkal és azok
nélkil (0-10 uM) is felvettiik (Aex = 295 nm) PBS-ben (pH 7,4). Emellett az N-pal-

FBI1 és az 5-O-pal-FB1 hatasat is 6sszehasonlitottuk a palmitinsavéval.
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A FB1 (16A. abra) és FB4 toxin (16B. abra) nem valtoztatta meg jelentds
mértékben az albumin emisszids spektrumat. Csak a legmagasabb palmitinsav-
koncentraci6 (10 uM) novelte a HSA fluoreszcencigjat (16C abra). Azonban mind az
N-pal-FB1 (16D abra), mind az 5-O-pal-FB1 (16E abra) fokozatosan novelte a HSA
fluoreszcencia intenzitasat, kékeltolddasokkal kisérve (N-pal-FB1: 340 nm — 330 nm;
5-O-pal-FB1: 340 nm — 329 nm) a fehérje emisszidos maximumaban. Fontos, hogy a
mikotoxinok és a palmitinsav nem mutatott fluoreszcenciat albumin hianyaban (16F

abra), valamint az alkalmazott hullamhossz-tartomanyban nem volt abszorpcidjuk.
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16. abra A FB1 (A), FB4 (B), palmitinsav (C), N-pal-FB1 (D) és 5-O-pal-FB1 (E)
(0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0 és 10,0 uM) HSA (2,0 uM) komplexeinek emisszios
spektrumai PBS-ben (pH 7,4; Aex = 295 nm). A FB1, FB4, N-pal-FB1, 5-O-pal-FB1
¢s palmitinsav (10-10 pM) nem mutatott fluoreszcenciat a HSA hianyaban (F),
(RLU: relativ lumineszcencia egység), (Csenki et al., 2023).

5.2.2 A fumonizinek kolcsonhatasa a HSA-val ultracentrifugalasi
vizsgalatok alapjan

Ultracentrifugalasi kisérleteket is végeztiink, mely soran a mintak FB1 toxint,
N-pal-FB1 toxint, 5-O-pal-FB1 toxint, illetve FB4 toxint tartalmaztak (mindegyik 10
uM-t) HSA-val vagy anélkiil (40 g/l = 600 uM kozeliti a keringésben 1évé albumin
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pal-FBI1 és 5-O-pal-FB1 mennyiségét, emellett a FB1 és FB4 szintjének nagyjabol 50,
illetve 75%-os csokkenése volt megfigyelhetd (17A abra). Ezen adatok alapjan a FB1—
HSA (K = 1,6 x 10° I/mol) és a FB4-HSA (K = 6,6 x 10 I/mol) kotési allandéit 1:1
sztochiometriaju mikotoxin-albumin komplexek képz6dését feltételezve hataroztuk
meg (Fliszar-Nyul et al., 2022).
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17. abra A mikotoxinok ultracentrifugalds utani koncentracioja a feliilluszokban (16
h, 170.000 g, 20 °C; PBS, pH 7.4). A 10-10 uM FBI1, N-pal-FB1, 5-O-pal-FBI1 ¢és
FB4 toxint 40 g/l HSA-val ultracentrifugaltuk. Ezt kovet6en a palmitoil-
szarmazékokat 2, 5 vagy 10 uM HSA-val (B) is centrifugéltuk. Miutan az albumint
mikotoxinok hozzdadasa nélkiil ultracentrifugaltuk, a feliiliszokban nem volt
kimutathaté fumonizin. A mikotoxinok abszolut koncentracioja a kontrollmintdkban
(a fumonizineket albumin nélkiil centrifugaltuk) a kovetkezé volt: 9,8 £ 0,1 uM
(FBI1), 10,0 £ 0,3 uM (FB4), 8,7 = 0,9 uM (N-pal-FB1) és 8,2 £ 0,2 uM (5-O-pal-
FB1), (Csenki et al., 2023).

Figyelembe véve a palmitoil-FB1l-szarmazékok HSA Aaltali erdteljes

cre

crer

N-pal-FB1 ¢és 5-O-pal-FB1 toxin koncentraciojat a feliiluszoban (17B abra).

5.2.3 A fumonizinek és a palmitinsav hatasa a ,,Site markerek” és a HSA
kolcsonhatasara

A kotohelyek vizsgalatahoz, valamint a fumonizinek ,site marker’-HSA

kolcsonhatasra gyakorolt hatasanak tesztelésére ultrasziirési kisérleteket végeztiink. A
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vizsgalt ,,site markerek” (kotéhely markerek) sziirt frakcioit nem befolyasolta a FB1
toxin (18. abra). Tovabba a warfarin és a naproxen albumin-kotédését nem
befolyasolta a FB4 toxin, azonban az S-kamptotecin szintjét még alacsonyabb

koncentracioban (5 és 10 uM) is mérsékelten novelte a sziirletben (18C abra).

crer

Azonban az N-pal-FB1 és az 5-O-pal-FB1 toxin ellenkez6 hatast mutatott: magasabb
koncentraciojuk (20 uM) jelentdsen megemelkedett warfarinszintet eredményezett a
szlirletekben (18A abra). A palmitinsav és az N-pal-FB1 toxin mérsékelt, illetve
nagymértékii naproxen koncentracié emelkedést okozott a szlirletben (18B abra).
Ezzel szemben az 5-O-pal-FB1 toxin nem befolyasolta a naproxen-HSA
kolcsonhatast. Ezenkiviil a palmitinsav és az 5-O-pal-FB1 toxin nem valtoztatta meg
az S-kamptotecin albumin-ko6tédését, mig az N-pal-FB1 toxin az FA1 ,,site marker”

koncentraciofiiggé emelkedését indukalta a sziirt frakcioban (18C abra).
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18. abra A FB1, N-pal-FB1, 5-O-pal-FBI1, palmitinsav és FB4 hatasa a warfarin
(WAR; (A)), naproxen (NAP; (B)) és S-kamptotecin (CPT; (C)) koncentraciokra (%
+SEM) a sziirletben (PBS; * p < 0,05, ** p<0,01. A ,,site marker” szintje a
sziirletben minden modellben 100% (lasd fekete szaggatott vonallal) volt, amikor a
,»Site markert” a fehérje nélkiil sziirtiik, (Csenki et al., 2023).
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5.2.4 Molekulamodellezés

A két palmitoil-FB1-szdrmazék HSA-hoz torténd kotési modjat vak (,,blind”)
dokkolasi szdmitasokkal vizsgaltuk. Az egyes 100 vonalas dokkolo-futtatasok alapjan
eredményeink arra utalnak, hogy kétohelyeik a Site 11 bejaratanal talalhatok (19. abra):
az els6 helyen az 5-O-pal-FB1, illetve a harmadik helyen az N-pal-FB1 toxin esetén.
Tovabba az N-pal-FB1 toxin két legmagasabb rangu kotési moddal is rendelkezik a

Site I kozelében.

W Rank 1
B Rank 2
B Rank 3

19. abra Az N-pal-FB1 (A) és 5-O-pal-FB1 (B) els6 harom rangsorolt k6tési modja
az albuminon (sziirke abra). Az N-pal-FB1 harmadrangt kotési modja ((C), roézsaszin
palcikak), illetve az 5-O-pal-FBI1 els6 rangti kotési modja ((D), narancssarga
palcikak); a kolcsonhatasba 1ép6 aminosavakat vastag sziirke vonalak jelolik,
(Csenki et al., 2023).

A Site 1l bejaratanal az N-pal-FB1 toxin kolcsonhatast alakit ki az R410, K413,
K414, E492, K541 és K545 aminosavakkal (19C abra). A vakdokkolasi vizsgalatok
soran az 5-O-pal-FB1 toxin elsé rangsorolt kétési modjat 6,2 A-re talaltuk a diazepam
kisérleti kotési modjatol (a Site 11 ismert liganduma), ahol a komplexet hidrofil (R410,
E542), hidrofob (L387, L394) és ionos (K541, K545) kolcsonhatasok stabilizaljak
(19C, 19D éabra).
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5.2.5 A fumonizinek toxikus hatdsanak vizsgalata zebradanidé embrio
modellen

A zebradani6 embridk 24 oras kezelése alatt (96 és 120 hpf kozott) sem az E3
médiumban, sem az olddszeres kontrollokban nem volt megfigyelhet6 elhullas. A FB1

¢és a FB4 toxin még 200 uM koncentracional sem okozott elhullast (20. abra), ezzel

10, illetve 30%-0s mortalitast eredményezett. Az N-pal-FB1 toxin pedig mar 6,25 uM

koncentracional is 100%-os mortalitast okozott (20. abra).
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20. abra 96120 hpf expozicids ablakban FB1, N-pal-FB1, 5-O-pal-FB1 és FB4
toxinnal kezelt 120 hpf kort zebradani6é embriok mortalitasi aranya (% + SEM). A
statisztikai elemzéshez kéttényezds variancianalizist (,,two-way” ANOVA)
alkalmaztunk, a tobbszords 6sszehasonlitast Tukey-féle post hoc tesztekkel végeztiik
el (a, b, ¢: p<0,0001), (Csenki et al., 2023).

A FBI1, FB4 ¢és 5-O-pal-FB1 toxin szubletalis hatasai 3,12 uM ¢és 200 pM
koncentracioban keriiltek bemutatasra, mig az N-pal-FB1 toxint altal kivaltott
rendellenességeket 3,12 uM-on értékeltiik (6. tablazat). A lapos uszoholyag (21. abra)
volt az egyetlen, a tesztelt fumonizinek altal kivaltott szubletalis hatas, amelyet 3,12
uM koncentracio esetén is megfigyeltiink. Ezen hatast leggyakrabban az N-pal-FB1
okozta (80%), melyet az 5-O-pal-FB1 (50%), a FB4 (30%) és a FB1 (25%) toxin

kovetett. 200 uM koncentracional az 5-O-pal-FB1 toxin indukalta (100%) ennek a
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fenotipusnak a legnagyobb abundanciajat. A szik abnormalis elszinez6dését (21. abra)

a 200 uM FBI1 toxinnal (15%; statisztikailag nem szignifikans), FB4 toxinnal (40%)

¢és 5-O-pal-FB1 toxinnal (100%) torténd kezelést kovetden figyeltik meg. Fejhibak

(az alsé allkapocs és a szaglorégio deformacioja; 21. abra) azokban az embridokban
fordultak el6, melyek 200 uM FB4 (30%) és 5-O-pal-FB1 (81,3%) hatasanak voltak
kitéve. A test tengelyének gorbiiletét (71%), illetve 6démakat (15%, statisztikailag

nem szignifikans) csak az 5-O-pal-FB1 toxinnal tortént kezelés (200 uM; 21. abra és

6. tablazat) valtott ki.

6. tablazat Zebradani6 embriok fejlédési rendellenességei (% + SEM) 24 oras FB1,
FB4, 5-O-pal-FB1 és N-pal-FBL1 toxin expoziciot kovetéen

FB1 FB4 5-0-pal-FB1 N-pal-FB1 | Kontroll
200pM | 3,12puM | 200 uM | 3,12 uM | 200 pM | 3,12 pM | 3,12 uM
Lapos tiszéhalva 85,0 25,0 75,0 30,0 100,0 50,0 80,0 0,0
P yag +50*% | £96* | £50* | +100* | 00* | £58% | 82* | 00
Szik abnormalis 15,0 _ 40,0 _ 100,0 _ _ 0,0
3 elszinezddése +5,0 +8,2* +0,0* +0,0
E 30,0 81,3 0,0
ﬂ il L _ _ ’ _ r _ _ ’
5 Fejhibak +5,8% +12,0* +0,0
% 70,8 0,0
Testtengely-gorbilet - - — - £24% — - £0,0
- 14,6 0,0
Odéma — - - - £8,6 - - +0,0
s
om
L
<
m
(™

5-O-pal-FB1

21. abra Tipikus fejlédési rendellenességek (fekete nyilhegyek) 120 hpf zebradanié
embridkban 24 6ras FB1, FB4, 5-O-pal-FB1 és N-pal-FB1 toxin expoziciot kovetden
(OR: szaglorégio; LI: also allkapocs; P: szivburok; T: farok; SB: uszoholyag; Y:
szik; 1épték: 500 um), (Csenki et al., 2023).
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Mivel a zsirsavak — igy a palmitinsav is — nagy affinitassal kotddnek a
szérumalbuminhoz, azt feltételeztiikk, hogy a palmitoil-FB1-szarmazékok is stabil
komplexeket képeznek ezzel a fehérjével. Emellett a FB1 és a FB4 viszonylag hidrofil
mikotoxinok, mig az N-pal-FB1 és 5-O-pal-FB1 er6sen lipofil. Ezért a FB1, valamint
a palmitoil-FB1-szarmazékok toxikokinetikai és toxikodinamikai tulajdonsagai

valdsziniileg kiilonboznek egymastol.

A HSA csak egy triptofan aminosavat (Trp-214) tartalmaz, mely a fehérje altal
kifejtett fluoreszcencia szempontjabdl a legfontosabb aminosav (Callis, 2014). Mivel
a mikrokornyezetben bekovetkezd valtozasok erdsen befolyasolhatjak a Trp-214
emisszios jelét, a ligandum-albumin kolcsonhatasok altalaban csokkentik a fehérje
fluoreszcencia intenzitasat, ami a fluoreszcencia kioltdsi vizsgalatok alapjat képezi
(Van de Weert & Stella, 2011). A FBI1 ¢és FB4 clhanyagolhat6 hatasa az albumin
emisszios jelére arra utal, hogy ezen toxinok a HSA-val vagy egyaltalan nem képeznek
komplexeket, vagy a képz6dott komplexek éppenhogy csak stabilak. Erdekes modon
az N-pal-FB1 és az 5-O-pal-FB1 toxin novelte a HSA fluoreszcencia-kibocsatasat
(16D és 16E abra), ezen adatok felhasznalasaval azonban nem tudtuk kiszamitani a
fumonizin-albumin komplexek kotési allandoit a Hyperquad2006 szoftverrel (Lemli
etal., 2022). Mindazonaltal feltételezhetd, hogy az N-pal-FB1 és az 5-O-pal-FB1 toxin

altal kivaltott spektralis valtozasok a fehérjével valo kolcsonhatasuk eredménye.

Ultracentrifugalassal a HSA ¢és az albuminhoz kotott molekulak iilepithetdk
(Boulton et al., 1998; Fliszar-Nyul et al., 2022), amely utan kvantitativan elemezhetd
a mikotoxinok nem kotott frakcioja a feliiluszoban. A fluoreszcens kioltési
vizsgalatokkal 6sszhangban ezek az adatok megerdsitették, hogy alacsony affinitasu
FB1-HSA (K = 1,6 x 10% I/mol) és FB4-HSA (K = 6,6 x 10% I/mol) komplexek
képz6dtek. Azonban még nagyon kis mennyiségii HSA is erésen csokkentette az N-
bizonyos pszeudoenzimatikus aktivitassal rendelkezik (Fanali et al., 2012); ezért az
egyik lehetséges magyarazat a palmitoil csoportok HSA-katalizalt hasitasa. Ennek
ellenére nem észleltiink FB1 toxint ezekben a mintakban. Ezért indokolt feltételezni,

hogy az N-pal-FB1 ¢és az 5-O-pal-FB1 toxin stabil kdlcsonhatasba 1ép a fehérjével.

crc

crer

és az 5-O-pal-FBL1 toxin tobb nagy affinitasu kotéhelyet foglal el az albuminon. Ebbdl
adodoan nem tudtuk Kiszamitani az N-pal-FB1-albumin, illetve az 5-O-pal-FB1-

63



albumin komplexek kotési allandoit ezekbdl az adatokbol. Ezekkel az eredményekkel
Osszhangban nagy felbontasi rontgenkrisztallografiai ¢és kétdimenzios NMR
analizisek igazoltak szamos palmitinsav kotéhelyet a HSA-n, koztiik harom nagy
affinitasu kot6helyet az FA2, FA4 és FAS5 helyeken (Simard et al., 2005; Krenzel et
al., 2013).

Ultraszlirési technikaval azt is megvizsgaltuk, hogy a fumonizinek és a
palmitinsav milyen hatast gyakorol a ,,site marker” gyogyszerek albuminkotodésére.
Mivel a HSA (a megkotott ,,site markerekkel) a 30 kDa (vagy annal alacsonyabb)
MWCO értékkel rendelkezé sziirbegységen nem jut at, a megemelkedett ,,site marker”
szint a sziirletben annak HSA-rél vald kiszoritasat vagy csokkent kotési affinitasat
mutatja, mig a szlrletben a ,,site marker” szintjének csokkenése annak HSA iranti
fokozott kotési affinitasat jelzi (Lemli et al., 2022; Fliszar-Nyul et al., 2019). A
spektroszkopiai és ultracentrifugalasi vizsgalatokkal 6sszhangban a warfarin és a

naproxen szlrt frakcioit nem befolyasolta a FB1 és FB4 toxin, mig a FB4 toxin csak

crer

crer

ami 0sszhangban van a korabbi tanulmanyokkal, melyekben ugyanez a zsirsav novelte
a warfarin HSA-hoz valo kotési affinitasat (Lemli et al., 2022; Vorum & Honor¢,
sziirletben (18B abra). Az N-pal-FB1 toxin er6s (warfarin és naproxen) és mérsékelt
(S-kamptotecin) novekedést okozott a ,,site markerek™ szabad frakcidiban, amely jelzi,
hogy az N-pal-FB1 toxin gatolhatja a vizsgalt kotéhelyeket (18. abra). Masrészt az 5-
O-pal-FB1 toxin csak a warfarin albumin-kotodését befolyasolta (18A éabra), igy az 5-
O-pal-FBL1 toxin is zavarhatja a warfarin-HS A kolcsonhatast. Megfigyeléseink alapjan
az N-pal-FB1 ¢és 5-O-pal-FB1 toxin megvaltoztatta a gyogyszer-albumin
kolcsonhatasokat. A palmitoil-FB1-szarmazékok a FB1 toxinhoz vagy a
palmitinsavhoz képest eltérd hatdst mutattak, ami arra utal, hogy ezek kotdhelyei

és/vagy kotési pozicidi eltérnek egymastol a HSA-n.

A vak dokkolasi vizsgalatok alapjan az N-pal-FB1 toxin harmadik ranga
kotohelye a Site Il. bejaratanal talalhatd (19A, 19C éabra), amely lehet6vé teszi a
naproxen kiszoritasat, ahogyan azt az ultraszlrési kisérletekben is megfigyeltiik (18B
abra). Tovabba az N-pal-FB1 toxin els6- és masodrangu kétohelye a Site I kozelében
volt, mely magyarazatot ad a warfarin kiszoritasara (18. abra). A molekulamodellezés

alapjan az 5-O-pal-FB1 toxin legjobb kotohelyei a Site 11-n helyezkednek el, azonban
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az ultrasziirési kisérletekben a naproxen sziirt frakcidjat nem befolyasolta az 5-O-pal-

FB1 toxin (18B 4bra).

A korai teratogén hatasok elkeriilése érdekében a zebraddnid embriok
fumonizinnel torténd kezelése 24 6ras idéablakban tortént, 96 és 120 hpf kozott (Yang
et al., 2009). 96 hpf-ig az dsszes fontosabb szerv kifejlodik, igy a toxikus anyagokra
adott valasz a feln6ttkori fiziologiat tiikkrozi (Yang et al., 2007). Tovabba 96 hpf-nél
az embriok szaja kinyilik, ami egy masik lehetséges utvonalat biztosit arra, hogy a
mérgez6 anyagok bejuthassanak a szervezetbe. A FB1 és FB4 toxin expozicio hatasara
nem figyeltiink meg mortalitast. Az 5-O-pal-FB1 toxin magas szintje (100 és 200 uM)
10-30%-o0s mortalitashoz vezetett, mig az N-pal-FB1 toxin 100%-os mortalitast
eredményezett 6,25 uM koncentracional (20. abra). Ezek az adatok bizonyitjak a
palmitoil-FB1-szarmazékok FB1 toxinhoz viszonyitott erételjesebb toxikus hatasat, és
arra is ravilagitanak, hogy az N-pal-FB1 toxin még az 5-O-pal-FB1 toxinhoz képest is
joval mérgezobb. A mortalitasi eredményekhez hasonloéan a szubletalis adatok is a
kovetkez6 toxicitasi sorrendet mutattak: N-pal-FB1 > 5-O-pal-FB1 > FB4 > FBL1 (6.
tablazat). A FB1 toxin szamos teratogén hatast okozhat, példaul magzati halalt,
fejlodési rendellenességeket és visszamaradast a névekedésben (Gao et al., 2023). A
korabbi vizsgalatok soran vizfejliség, csontosodas és rovid/hulldmos bordak fordultak
el egérembriok esetében, miutan a vemhes anyakat 11 napig etették 100 mg/kg FB1
toxinnal (Gross et al., 1994), mig patkanyoknal az embriok nem mutattak jelentds
teratogén hatast a vemhes anyak 15 mg/kg FB1 toxinnal, 17 napon at torténd etetését
kovetéen (Collins et al., 1998). Azman et al. (2020), az ivast kovetden 4 oraval
zebradanio embriokat FB1 toxinnak tettek ki 28 + 2 °C-on (a legmagasabb
koncentracio: 1,4 uM volt), amely eredményeképpen gerincgorbiiletet, farokfejlodési
rendellenességet és szivburok o6démat figyeltek meg 96 hpf és 120 hpf koru
embrioknal. Kisérletlinkben ugyanezt a szubletalis hatast tapasztaltuk zebradanio
Mindazonaltal kisérletiinkben az embriokat 96 hpf-t6l 120 hpf-ig kezeltiik
fumonizinekkel, ami kizarja a korai fejlodési hatasokat, amelyek sulyosabbak
lehetnek. Egy masik — 4 és 96 hpf kozott kezelt — zebradanié embridkon végzett
vizsgalat soran a FB1 toxin 96 o6ras LCs, értéke 384 uM volt (Du Plessis et al., 2019),

ami egybevag a FB1 toxin alacsony akut toxicitasara utal6 eredményeinkkel.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A korabbi fejezetekben mar emlitésre keriilt, hogy a F. verticillioides torzsek
képesek acilezett FB1-szarmazékok bioszintézisére iS. A részben hidrolizalt FB1
(PHFB1) (Sydenham et al., 1995) és hidrolizalt FB1 (HFB1) (Poling & Plattner, 1999)
korabban publikalt elnevezése alapjan ezeket a komponenseket Bartok et al. (2010b)
észterezett FB1 toxinoknak (EFBI1, izo-EFB1) nevezték el, az észterezésben részt vevo
zsirsavat (linolsav, olajsav vagy palmitinsav) a név utolso két karakterében feltiintetve
(EFB1LA, izo-EFB1LA, EFB1OA, izo-EFB10OA, EFB1PA, izo-EFB1PA). Néhany
évvel késébb észrevették, hogy bizonyos torzsek N-acil-FB1l-szarmazékok
bioszintézisére is képesek (Bartok et al., 2013a). Osszesen hat O-acil- és harom N-acil-
FB1 komponenst tudtak detektalni, és 3D ioncsapdas tomegspektrométerrel
rogzitették ezek MS? spektrumat, valamint repiilési id6 tomegspektrométerrel
meghataroztak pontos tomegiiket. Harom kiilonb6z6 acilcsoportot (palmitoil, linoleoil
és oleoil) figyeltek meg. Norred et al. (2001) leirtak az FA1l toxin N-acetil-
csoportjanak (ami valojaban N-acetil-FB1) savas kozegben torténé N—O-acil
et al. ugy vélték, hogy kromatogramjaik a 3-O-, 5-O- és N-acil-FB1-szarmazékokat is
ebben az elucidos sorrendben mutatjak. Emellett az N-palmitoil-FB1 toxin
eléallitasaval korabban kimutattak, hogy a F. verticillioides gombakivonat
reakcidelegyének adagolasa soran az N-acil-FBl-szarmazékok az O-acil-FB1-
szarmazékok utan eludlodnak. A mintdk pozitiv és negativ ion modban torténd
HPLC/ESI-MS analizisével konnyen meghatarozhato, hogy az elvalasztott acilezett
FB1-szarmazékok O- vagy N-acilezett vegyiiletek-e, ugyanis az O-acil-szarmazékok
pozitiv ion moédban magasabb jel/zaj aranyt adnak (a primer aminocsoportok savas
kornyezetben konnyen protonalhatéoak), mig az N-acil-szarmazékok negativ ion
modban adnak magasabb jel/zaj aranyt (amikor a primer aminocsoport az acilez6dés

kovetkeztében mar nem képes protonalddni).

Az adalékolasi kisérlet soran igazoltuk, hogy a gomba 5-O-pal-FB1 és N-pal-
FB1 toxint is termelt, mivel a szintetikusan eléallitott palmitoil-szarmazékok eredeti
gombakivonathoz torténé hozzaadasa a korabban feltételezett csticsok (Bartok et al.,
2013a) teriiletének novekedését eredményezte. Ezzel szemben a kivonat 3-O-
palmitoil-FB1 toxinnal vald kiegészitése nem eredményezte a korabban 3-O-
palmitoil-FB1 toxinnak tulajdonitott cstics novekedését, hanem rovidebb retencios

idovel jelent meg a kromatogramokon ott, ahol a gombakivonat nem tartalmazott
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mérhet6 komponenst, vagyis a gomba nem termelt 3-O-palmitoil-FB1 toxint. Emellett
a 3-O-palmitoil-FB1 adalékolasi kisérlete soran az N-palmitoil-FB1 csucsmagassaga
IS megndtt. Ez annak volt kdszonhetd, hogy a 3-O-palmitoil-FB1 rendkiviil instabil.
Korabban emlitésre keriilt, hogy a tiszta 3-O-palmitoil-FB1 frakciok centrifugalis
beparlasa és liofilizalasa sordn az O—N acil migracié kovetkeztében koriilbeliil 10%
N-palmitoil-FB1 toxin volt kimutathatd a kristalyos végtermékben. Mivel
bebizonyosodott, hogy a gomba nem termelt 3-O-palmitoil-FB1 toxint, valamint az
egyetlen megmaradt csoport, ahol az acilezés megtorténhet, a 10-es szénatomon
elhelyezked6 OH-csoport, a korabban 3-O-pal-FB1-szarmazéknak vélt komponens
feltehetéen a 10-O-pal-FB1. Bartok et al. (2010b, 2013a) leirtak, hogy az altaluk
vizsgalt F. verticillioides torzs nemcsak palmitoil-, hanem linoleoil- és oleoil-FB1-
szarmazékokat is termel. Feltételezhet, hogy a korabban 3-O-linoleoil-FB1-nek és 3-
O-oleoil-FB1-nek vélt szarmazékok valojaban 10-O-acil-szarmazékok. E vegyiiletek
azonositdsdhoz szilardfazisu fermentaciés mintakbol kellene izoldlni Oket, majd
szerkezetiket NMR-rel ¢és tomegspektrometriaval ellendrizni, mivel a 10-es

szénatomon elhelyezkeddé OH-csoport a szintetikus acilezés soran nem preferalt.

A palmitinsav-albumin komplexek nagyfoku stabilitasabol (Ashbrook et al,
1975; Rose et al., 1994) kiindulva feltételeztiik, hogy a FB1 toxin palmitoil-
szarmazékai is kolcsonhatasba 1épnek majd a fehérjével. igy a FB1, N-pal-FB1, 5-O-
pal-FB1 és FB4 toxin HSA-val torténd kolcsonhatasat fluoreszcencia spektroszkopiai,
ultracentrifugalasi, ultrasziirési és modellezd vizsgalatok segitségével vizsgaltuk,
illetve feltételeztiik, hogy az N-pal-FB1 és az 5-O-pal-FB1 toxin a FB1 és FB4 toxinnal
magasabb akut toxicitast okoz. Ezenkiviil a FB1, N-pal-FB1, 5-O-pal-FB1 és FB4
toxin toxikus hatasanak vizsgalata céljabol zebradanié embriokon teszteltiik ezen
mikotoxinok okozta mortalitast és szubletalis toxikus hatdst. Kutatdsunk soran arra az
eredményre jutottunk, hogy a FB1-HSA és FB4-HSA komplexek kotési allandoi
alacsonyak, ezzel szemben a palmitoil-FB1-szarmazékok nagy affinitassal kotédnek a
fehérjéhez. Tovabba, az N-pal-FB1 és az 5-O-pal-FB1 toxin valdsziniileg tobb nagy
affinitastt kotohelyet foglal el az albuminon. Az N-pal-FB1 toxin 6,25 uM
koncentracional 100%-os mortalitast okozott, mig a tobbi vizsgalt mikotoxin nagyon
magas szintje (100 uM és 200 uM) vagy egyaltalan nem okozott mortalitast (FB1 és
FB4) vagy csak alacsonyabb mértékiit (5-O-pal-FB1). Figyelembe véve ezen
mikotoxinok zebradani6 embridkra gyakorolt szubletalis hatasait, a kovetkezo

toxicitasi sorrendet allapitottuk meg: N-pal-FB1 > 5-O-pal-FB1 > FB4 > FBI.
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Eredményeink alatamasztjak, hogy az N-pal-FB1 és 5-O-pal-FB1 toxin sokkal
nagyobb affinitassal kotédik a szérumalbuminhoz, mint a FB1 toxin, ezért a palmitoil-
szarmazékok toxikokinetikai tulajdonsdgai nagy eltéréseket mutathatnak a FB1
toxinéhoz képest. Vizsgalataink szolgaltattak az elsé in vivo toxicitasi adatokat az N-
pal-FB1, 5-O-pal-FB1 ¢és FB4 toxin vonatkozasaban. Eredményeink ravilagitanak az

acilezett FB1-szarmazékok toxikologiai jelentéségére.

Tekintettel arra, hogy jelenleg az Eurdpai Unidban ¢€lelmiszerek esetén a
hatarérték, takarmanyok esetén pedig az ajanlas csak a FB1 és FB2 toxin egyiittes
mennyiségére 1étezik, a jovoben feltétleniil fontos lenne az acilezett fumonizinek
el6fordulasanak vizsgalata kiilonb6z6é élelmiszeripari alapanyagokban, félkész- és
késztermékekben, sziikség esetén pedig hatarértékek megallapitasa az acilezett FB1-

szarmazékokra is.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A célkitizésim mentén elvégzett vizsgalataim alapjan az aldbbi qj

eredményekre jutottam:

1. A tisztan kinyert FB1 toxint sikeresen acileztem palmitoil-klorid/trietilamin
reagenssel, mely eredményeképpen N-pal-FB1, és O-pal-FB1 toxinokat allitottam
eld.

2. A gombakivonatban 1évé acilezett FB1-szarmazékokat sikeresen azonositottam
adalékolasi kisérletet segitségével.

3. Az elddllitott acilezett FBI  toxin szarmazékok  nagyfelbontasu
tomegspektrometridval (HRMS) és magmagneses rezonancia spektroszkopiaval
(NMR) sikeresen azonositva lettek.

4. Fluoreszcencia spektroszkopiai, ultracentrifugalasi, ultraszlirési és modellezd
vizsgalataink eredménye alapjan bizonyitast nyert, hogy az N-pal-FB1 és 5-O-pal-
FB1 toxin nagy affinitassal k6tddik a humén szérumalbuminhoz, és feltehetéen
tobb nagy affinitast kotéhelyet foglalnak el az albuminon.

5. Els6ként vizsgaltuk az N- és O-palmitoil szarmazékok toxicitasat allatkisérletben,
zebradanio embriokon. A vizsgalt acilezett FB1-szarmazékok (N-pal-FB1 és 5-O-

pal-FB1) toxikusabbak nemcsak a FB1, hanem a FB4 toxinnal is.
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8. OSSZEFOGLALAS

A FBI toxin a humdan- és allategészségiigyi szempontbol legveszélyesebb
mikotoxinok kozé tartozik. Elemiszerbiztonsagi kockazattal féleg a kukoricabol
késziilt termékek esetén kell szamolni, mivel a legjelentésebb fumonizin-termeldk a
(Fusarium verticillioides és a Fusarium proliferatum), elsésorban a kukoricat fertézik.
Hazankban a kukorica ugyan nem tartozik az alapvetd taplalékok kozé, azonban
magasabb fogyasztassal szamolhatunk lisztérzékenyek és kisgyermekek korében, akik
humaénegészségiigyi szempontbol eleve a nagyobb kockazatnak kitett fogyasztok
korébe tartoznak. A problémat tovabb sulyosbitja a tény, hogy az elmult évtizedben
ujonnan felfedezett acilezett FBI1-szarmazékok kozil az N-palmitoil-FB1

sejttenyészetekben toxikusabbnak bizonyult a FB1 toxinnal.

Doktori munkam egyik legfontosabb részét a FB1 toxin palmitinsavval
acilezett szarmazékainak toxicitasi vizsgalatai jelentették. A kisérletek elvégzéséhez
megfeleld mennyiségl tiszta FB1 toxinra volt sziikség. A FB1 toxin eldallitasahoz
szilardfazisa fermentaciot alkalmaztunk, Fumizol 977/13-as torzsszamua Fusarium
verticillioides izolatum felhasznalasaval. A FBI1 toxin tisztan torténd kinyerésére

preparativ flash- és folyadékkromatografias eljarasokat alkalmaztunk.

A toxicitasi vizsgalatok elvégzéséhez az acilezett FBl-szarmazékokat a
fermentacios mintakbol kinyert és megtisztitott FB1 toxin palmitoil-kloriddal torténd
szintetikus acilezésével allitottuk eld. Az igy kapott komponensek azonositasara a
fermentacid soran eldallitott gombakivonatot felhasznalva adalékolasi kisérletet
végeztiink. Vizsgalatunk eredménye arra enged kovetkeztetni, hogy a korabban 3-O-
pal-FB1-nak vélt acilezett FB1-szarmazék (Bartok et al., 2013a) valojaban 10-O-pal-
FB1 volt.

Kisérleteket végeztiink az acilezett FB1-szarmazékok, valamint a FB1 és FB4
toxin human szérumalbuminnal t6rténd kélesonhatasara. A FB1 és FB4 toxin alacsony
albumin kotédési affinitasaval ellentétben a FB1 toxin palmitoil-szarmazékai (N-pal-
FB1 és 5-O-pal-FB1) stabil komplexeket képeztek az albuminnal. Emellett
feltételezhetd, hogy az N-pal-FB1 és 5-O-pal-FB1 tobb nagy affinitasu kotohelyet

foglal el az albuminon.

Els6éként mi vizsgaltuk az N-pal-FB1, az 5-O-pal-FB1 és a FB4 toxin in vivo
toxicitasat, mely soran a FB1 toxint hasznaltuk kontrollként. Mivel a 3-O-palmitoil-

FB1 még preparativ HPLC-vel végzett tisztitds utan sem volt stabil, valamint a
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preparativ HPLC oszloprdél elualo frakcidkban a beparlas €s a liofilizalas soran O—N-
acil-vandorlas volt megfigyelheté, a 3-O-palmitoil-FB1 toxin toxicitasanak
megallapitdsira nem végeztiink kisérletet. Az altalunk vizsgalt mikotoxinok
zebradani6 embridkra gyakorolt toxikus hatdsa alapjan a kdvetkezd toxicitési

sorrendet allitottuk fel: N-pal-FB1 > 5-O-pal-FB1 > FB4 > FB1.

71



9. SUMMARY

The FB1 toxin is one of the most dangerous mycotoxins in terms of human and
animal health. A food safety risk must be taken into account mainly in the case of
products made from corn, since the most important fumonisin producers (Fusarium
verticillioides and Fusarium proliferatum) primarily infect corn. In our country, corn
IS not a staple food, but we can count on a higher consumption among people with
celiac disease and children, who are already among the consumers exposed to a higher
risk. The problem is further aggravated by the fact that among the newly discovered
acylated FB1 derivatives, N-palmitoyl-FB1 proved to be more toxic than the FB1 toxin

in cell cultures.

The most important part of my doctoral research was the toxicity studies of
derivatives of FB1 toxin acylated with palmitic acid. Adequate amounts of pure FB1
toxin were required to perform the experiments. For the production of the FB1 toxin,
solid-phase fermentation was performed, using the Fusarium verticillioides isolate
with strain number Fumizol 977/13. After the incubation period, preparative flash and
liquid chromatography procedures were used to purely extract the FB1 toxin.

To perform the toxicity tests, the acylated FB1 derivatives were prepared by
the synthetic acylation of the previously extracted and purified FB1 toxin with
palmitoyl chloride. In order to identify the obtained components, a spiking experiment
was carried out using the fungal extract. The results of our study suggest that the
acylated FB1 derivative previously hypothesized to be 3-O-pal-FB1 (Bartok et al.,
2013a) was actually 10-O-pal-FBL1.

Experiments were carried out to study the interaction of acylated FB1
derivatives and FB1 and FB4 toxins with human serum albumin. In contrast to the low
albumin binding affinity of FB1 and FB4 toxins, the palmitoyl derivatives of FB1 toxin
(N-pal-FB1 and 5-O-pal-FB1) formed stable complexes with the albumin. In addition,
it is assumed that N-pal-FB1 and 5-O-pal-FB1 occupy several high-affinity binding

sites on albumin.

We were the first to investigate the toxicity of N-pal-FB1, 5-O-pal-FB1 and
FB4 toxin in vivo, using the FB1 toxin as a control. Since 3-O-palmitoyl-FB1 was not
stable even after purification by preparative HPLC, and O—N-acyl migration was
observed in the fractions eluting from the preparative HPLC column during

evaporation and lyophilization, we did not conduct an experiment to study the toxicity
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of 3-O-pal-FB1. Based on the toxic effects of the mycotoxins examined on zebrafish
embryos, we established the following order of toxicity: N-pal-FB1 > 5-O-pal-FB1 >
FB4 > FB1.
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