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1. A kutatas el6zményeli, celkitiizés

A kutatas elézményei

Az értekezésem targyat képezé N- és O-acil-FB1 toxin
szarmazékok a mikotoxinok csoportjdba tartoznak, melyeket egyes
penészgomba-fajok termelhetnek. A fumonizin B1 toxin a human- és
allategészségiigyi  szempontbdl  legveszélyesebbnek — szamito
mikotoxinok koz¢ tartozik.

A mikotoxinok a vilagon mindeniitt jelent6s gazdasagi karokat
¢s ¢élelmiszerbiztonsadgi problémakat okoznak, a termesztés,
betakaritds és tarolas szinte minden féazisdban szennyezhetik a
gabonamagvakat, illetve mas agraripari alapanyagokat, szamos
¢lelmiszeripari  alapanyagban, félkész- ¢és  késztermékben
el6fordulhatnak. Felmérések szerint a vilagon, valamint az Eur6paban
betakaritott termények 25, illetve 20%-a szennyezett mikotoxinokkal.
Az jabb, nagy pontossagli multi-mikotoxin analitikai médszerekkel
(HPLC/MSMS) végzett felmérések szerint a szennyezettség mértéke
akar 80% is lehet, ha figyelembe vessziik a kiilonb6z6 mikotoxin
metabolitokat is.

A legveszélyesebbnek szamitdé mikotoxinokra szigora
¢lelmezés-egészségligyi hatarértékek, a takarmanyok esetén pedig —
az aflatoxin B1 kivételével, melyre mar létezik hatarérték — ajanlasok
vonatkoznak. A mikotoxinok kiilonbozé élelmiszerekben és
takarmanyokban torténé mennyiségi €s mindségi meghatarozasahoz,
a miszerek kalibralasahoz tiszta referenciaanyagokra (standard) van
sziikség. A referenciaanyagokat kémiai szintézissel allitjak el vagy
kiilonb6z6 fonalas gombakkal in vitro termeltetik meg, folyadék vagy
szilardfazisu fermentécios koriilmények kozott. A kémiai szintézis

vagy a termeltetés utan a referenciaanyagok megfeleld tisztasagban
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torténd kinyerése kiilonb6zo extrakcios €s kromatografias modszerek

felhasznalasaval torténik.

Célkitizések

1. Munkém sordn megfeleld eljarast kivantam kidolgozni az FB1

crer

verticillioides izolatumok felhasznalasaval.

2. Célom volt a szilardfazisu fermentacio soran termeltetett FB1
toxin tisztan torténd kinyerése a tenyészetekbdl preparativ flash- és

folyadékkromatografias eljarasok alkalmazaséaval.

3. Kisérleteket kivantam végezni a megfeleld tisztasagi FB1
toxin palmitoil-kloriddal torténé szintetikus acilezésére, valamint az

acilezett FB1-szarmazékok tisztitasara.

4. Az FBI toxin szintetikus acilezése soran kapott szarmazékok

tisztasagat HPLC/MS eljarassal kivantam meghatarozni.

5. A szilardfazist fermentacio utan eléallitott gombakivonatban
talalhat6 acilezett fumonizinek azonositdsa céljabol adalékolasi
kisérletet kivantam végrehajtani az FB1 toxin acilezésével eldallitott

szarmazékok felhasznalasaval.

6. Az eldallitott acilezett FB1 toxin szarmazékok ellendrzését
nagyfelbontasu tomegspektrometriaval (HRMS) és magmagneses

rezonancia spektroszkdpiaval (NMR) terveztem végrehajtani.

7. A témam egyik legfontosabb részét képezo allatkisérlet soran
célom volt az izolalt/szintetizalt acilezett fumonizinek toxicitasanak

vizsgélata, szintén az FB1 toxint hasznalva kontrollként.



2. Anyag és modszer

Az FBI1 toxint un. szilardfiazisa fermentdcidval, Fusarium
verticillioides izolatum és rizs tapkézeg felhasznalasaval
termeltettiik. A liofilizalt rizstenyészet-Orlemények extraktumat
membranszirtik, és erds anioncseréldé (SAX), majd C18-as
oszlopokon, un. ,,flash” kromatografias eljarassal tisztitottuk meg. A
frakciok FB1 toxin tartalmat HPLC/MS késziilék segitségével ,,off-
line”, vagyis kozvetett detektalasi modszerrel hataroztuk meg. A C18-
as HPLC oszloprdl elualodd komponenseket ESI-ionforrassal ellatott

tomegspektrométerrel detektaltuk pozitiv ion médban.

Az FB1 toxin N-acilezése vizmentes tetrahidrofuranban
(THF) tortént palmitoil-klorid és trietil-amin (TEA) reagens eleggyel.
Az FB1 toxin O-acilezését szintén palmitoil-klorid/TEA reagenssel
végeztilk, azonban a reagensek esetében magasabb koncentraciot

alkalmaztunk, és a THF 2% (v/v) vizet is tartalmazott.

A reakcidelegyekbdl vett mintdkat egy elektroporlasztisos
ionforrassal (ESD felszerelt ~ Agilent 1946D  tipusu
tomegspektrométerhez csatlakoztatott HPLC késziilék (Agilent 1100)
segitségével gradiens eluciot alkalmazva elemeztiik, pozitiv ion

modban.

Az  acilezett  FBl-szarmazékok  kinyeréséhez — a
reakciotermékeket preparativ HPLC-vel (Hanbon NS421) tisztitottuk
meg. A gradiens elvalasztast szobahdmérsékleten C18-as preparativ
oszlopon hajtottuk végre. A frakciokat ,,0ff-line” HPLC/MS-sel

elemeztiik.



A tisztitott komponensek Sszerkezet-azonositasara iranyuld
NMR-kisérleteket egy Prodigy TCI cryoprobe méréfejjel felszerelt
700 MHz-es Bruker gyartmanyu NMR spektrométeren végeztiik.

A HPLC/HRMS méréseket UHPLC rendszerrel végeztiik, egy
fiitott elektroporlasztasos ionforrassal (HESI) felszerelt Q Exactive
Plus hibrid kvadrupdl-orbitrap tomegspektrométerhez (Thermo
Fisher Scientific) csatlakoztatva. A tisztitott komponensek
elvalasztasat C18-as HPLC  oszlopon, binaris gradiens
alkalmazasadval végeztik. A  komponensek elvéalasztasdhoz
izokratikus, majd linearis gradiens elvalasztast alkalmaztunk. A

mintékat pozitiv és negativ ion iizemmodban is mértiik.

A fermentacid soran a fonalasgomba altal termelt acilezett
FB1-szarmazékok azonositasa céljabol adalékolasi kisérleteket
hajtottunk végre. Az adalékolas soran a rizstenyészet kivonatahoz a
HPLC késziilék mintaadagolojaval egyenként adagoltattuk a tisztitott
és NMR-rel azonositott acilezett FB1-szarmazékokat (3-O-, 5-O- és
N-palmitoil-FB1). Minden egyes adalékolas utan a mintakat egy
elektroporlasztasos ionforrassal (ESD felszerelt
tomegspektrométerhez csatlakoztatott HPLC késziilék segitségével,

pozitiv ion modban elemeztiik.

A spektroszkopiai kisérlet soran a spektrumokat F-4500
fluoriméterrel és UV-Vis fotométerrel, 25 °C-on gyijtottik. A
mikotoxinok és a palmitinsav human szérumalbumin (HSA)
emisszios spektrumara gyakorolt hatasat foszfatpufferben (PBS, pH
7,4) teszteltiik, az emisszios jel valtozasat 340 nm-en vizsgaltuk. A
ligandum molekuldk belsé-szlird hatdsat az ultraibolya-lathatod

spektrum (UV/Vis) alapjan korrigaltuk.



Az albumin ¢és a vizsgalt fumonizinek HSA-hoz kotott
frakciojat ultracentrifugalassal tilepitettiik, majd HPLC/MS miiszerrel
mennyiségileg meghataroztuk a ligandum molekuldk szabad
frakciojat. A komponensek elvalasztasara gradiens elaciot
alkalmaztunk. Az analizisek soran a mintaadagolé minden mintahoz
bels standard keveréket (1 ng FB1-13C34 és 1 ng N-C17:0-FB1
ACN-vizben (1:1 v/v%)) adott. Az MS adatokat pozitiv ion szelektiv
ion figyelés (SIM) modban gytjtottik.

A kotéhelyek vizsgalatdhoz, valamint a fumonizinek
kotéhely-HSA  kolcsonhatasra gyakorolt hatasanak —tesztelésére
ultrasziirési kisérleteket végeztiink. Az FB1, N-pal-FB1, 5-O-pal-FB1
¢s FB4 toxin hatasat Site [ (warfarin), Site II (naproxen) és az FA1
(S-kamptotecin) ligandumokkal vizsgaltuk, ultrasziirési
modszerekkel. A feliiluszok warfarin, naproxen és S-kamptotecin
koncentraciojat HPLC-vel hataroztuk meg. A  statisztikai
kiilonbségek kiértékelése egytényezds (,,one-way’) ANOVA ¢és
Tukey post-hoc tesztekkel tortént, SPSS Statistics szoftverrel.

Az N-pal-FB1 ¢és 5-O-pal-FB1 szerkezetét Maestro
programmal rajzoltuk meg. A ligandumok energia- minimalizalasat
az OpenBabel segitségével végeztikk, melyet a legmeredekebb
stillyedés és a konjugalt gradiens minimalizalasa kovetett. A kapott
struktarakat PM7 paraméterkészlet segitségével, kvantumkémiai
programcsomaggal (MOPAC) energia-minimalizaltuk. A ligandum
atomokat AutoDock Tools program segitségével Gasteiger—Marsili
parcialis  toltésekkel lattuk el. A ligandumok  human
szérumalbuminhoz torténé dokkolasahoz az AutoDock 4.2.6

programot hasznaltuk.



A fumonizin-szarmazékok in vivo  toxicitasanak
tanulmanyozéasdhoz laboratoriumi nevelésii AB tipust zebradanio
(Danio rerio) vonalat hasznaltunk. A toxicitas vizsgalatahoz
Zebradanio Embrio Toxicitas Probat (ZETA) végeztiink. A 96 hpf
(,,hours post fertilization”) kort embriok 24 6ran keresztiil mindegyik
vegyiilet meghatarozott koncentracioinak voltak kitéve. A mortalitast
¢s a fejlédési rendellenességeket Sztereomikroszkép —alatt
ellendriztiik. A letalis és nem letalis hatdsok statisztikai elemzésére
kéttényezGs variancianalizist (,,two-way” ANOVA) alkalmaztunk, a
tobbszords dsszehasonlitast Tukey-féle post hoc tesztekkel végeztiik
el. Az elemzést GraphPad Prism 9 szoftver segitségével hajtottuk

végre.



3. Eredmények

Az FB1 toxin acilezése palmitoil-klorid/trietil-amin
reagenssel

Az N-palmitoil-FB1 képz6dése gyorsan lezajlott (30 perc
alatt) szobahdmérsékleten, 90% feletti konverzié mellett. Az FB1
toxin O-acilezése joval lassabban ment végbe. Eldszor a 3-O-
palmitoil-FB1 képzodott, majd lassan megjelent az 5-O-palmitoil-
FB1 is. A 3-O-palmitoil-FB1 koncentracioja 48 ora alatt érte el
maximalis értékét. Ekkor a teriiletszazalékos kiértékelés alapjan
38,9% 3-O-palmitoil-FB1, 33,7% 5-O-palmitoil-FB1 és Gsszesen
27,4% intermedier volt jelen a reakcidelegyben. Az id6
elérehaladtaval az osszetétel az 5-O-palmitoil-FB1 képzodése felé
tolodott el. Ot nappal a reakcid elinditasat kovetden a 2% vizet
tartalmazo reakcioelegyben 80% 5-O-palmitoil-FB1 toxint figyeltiink
meg, 20% 3-O-palmitoil-FB1 mellett, azaz a 3-O-palmitoil-FB1 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 oszloprol elualodo frakciokban a
beparlas és a liofilizalas soran O—N-acil-vandorlas  volt
megfigyelhet6, ami koriilbeliil 10% N-palmitoil-FB1 képzodését
eredményezte a 3-O-palmitoil-FB1-bdl.

Az N- és O- acilezett FB1 komponensek NMR vizsgalata

A 3-O-, 5-O- és N-palmitoil-FB1 vegyiiletek szerkezetét
nagyfelbontast *H és *C NMR spektroszkopiaval 700 MHz-es NMR
spektrométerrel hataroztuk meg. Az N-palmitoil-FB1 toxinrél
korabban csak H spektralis adatokat kdzodltek gyengébb magneses

mezOt (400 MHz) alkalmazé NMR késziiléken (Harrer et al., 2013).
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A rezonanciak hozzarendelése egy (1D) és kétdimenzios (2D) NMR
kisérletek alapjan tortént. A *C-multiplicitassal szerkesztett 2D 1H-

13C HSQC-CLIP-COSY spektrum kiilonbséget tesz a CH/CH, és CH,

rezonanciak kozott, igy a kiilonbozdé spinrendszereken beliili

kapcsolodasi pontok azonositdsa megvalosithatd és egyszerd.

Minden {6 lancrezonancia hozzarendelésre keriilt, 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 az FB1
folanc palmitoil-karbonil és H3, H5, NH protonjai kozotti
haromkotéses heteronukledris korrelaciok alapjan igazolni lehetett.
Ahogy az varhato volt, a TCA csoportok mindhdrom vegyiiletben a
C14 és C15 pozicioban helyezkedtek el, amit a H14-H15 protonok és
a TCA karbonilok kozotti HMBC kapcsolatok bizonyitanak. Tovabba
az 'H és BC folanc kémiai eltolodasi értékei a 2-5 pozicidkban
mutatjak a komponensek eltéré palmitoil-szubsztitiiciés mintazatait.
A palmitoil-karbonilok kozelében 1évé protonok jelentdsen lefelé
tolodtak el, és ez a perturbacido a szomszédos rezonancidkban is
megfigyelheté 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 oldészerben oldottuk ¢és analizaltuk, hogy
megakadalyozzuk a  gyors = O—N-acil-migraciot.  Ennek
eredményeként az N-szarmazék spektralis nyomai minden 3-O-

palmitoil-FB1 mérésbdl eltlintek.



A reakciotermékek jellemzése HPLC/ESI-HRMS
modszerrel

A 3-0O- ¢és 5-O-palmitoil-FB1 toxin pozitiv ion un. ,,full-scan”
ESI-HRMS spektrumaban csak a protonalt molekula [M+H]" volt
megfigyelhetd 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 molekulaionok pozitiv ion ESI-HRMS/MS spektrumaban
ugyanazok a fragmensionok voltak megfigyelheték, mint korabban a
3D ioncsapda tomeganalizator esetében (Bartok et al., 2010; Bartok
et al., 2013). A negativ ion HRMS/MS spektrumban a
trikarballilsavbol (TCA) vizkilépéssel ([TCA-H,O-H]") képzodott
fragmension volt a legnagyobb mennyiségben megfigyelhet6 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 kordbban felvett
spektrumokban, mert m/z értékiik a fragmentalandé molekulaion m/z
értékének 1/3-a alatt volt (a 3D ioncsapda tomeganalizatorok 1/3
szabalya). A TCAD/TCAK csoportok molekularol torténd kihasadasa
azonban tobb fragmensionban is lathatd volt a 3D ioncsapda
tomeganalizatorral kapott tomegspektrumban (Bartok et al., 2010;

Bartok et al., 2013).

A gombakivonat adalékolasa a szintetikusan eldallitott
acilezett FB1-szarmazékokkal

Az 5-O-palmitoil-FB1 vagy N-palmitoil-FB1 eredeti

kivonathoz vald hozzdadasdval megnétt a koradbban feltételezett
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csticsok (Bartok et al., 2013) teriilete. Az eredeti gombakivonat 3-O-
palmitoil-FB1 toxinnal torténé adalékolasa azonban nem
eredményezte a korabban 3-O-palmitoil-FB1-nek vélt cstcs
novekedését, hanem alacsonyabb retencids idon beliil jelent meg, ahol
a gombakivonat nem tartalmazott mérheté komponenst.
Kovetkezésképpen kijelenthetd, hogy a gomba nem termelt 3-O-
palmitoil-FB1 toxint. Meglep6 volt, hogy a 3-O-palmitoil-FB1
toxinnal torténd adalékolas az N-palmitoil-FB1 csticsmagassaganak
novekedését is eredményezte, ami a 3-O-palmitoil-FB1
instabilitasaval magyarazhatd. A tiszta 3-O-palmitoil-FB1 frakciok
centrifugdlis bepdarlasa és liofilizalasa soran az O—N acil migracio a
kristalyos végtermékben koriilbeliil 10% N-palmitoil-FB1 toxin
képzddését eredményezte. A gombakivonatban kordbban 3-O-
palmitoil-FB1-szarmazéknak vélt komponens feltehetéen a 10-O-
palmitoil-FB1-szarmazék, mivel tomegspektrumai egyértelmiien az
FB1 palmitoilezését jelzik (Bartok et al., 2013). Az egyetlen szabad
csoport, ahol az acilezés még megtorténhet, a 10-es szénatomon

elhelyezkedd OH-csoport.

A fumonizinek és a palmitinsav hatdsa a HSA emisszios
spektrumara

Az FB1 és FB4 toxin nem valtoztatta meg jelentds mértékben
az albumin emisszios spektrumat. Csak a legmagasabb palmitinsav-
koncentracié (10 uM) ndvelte a HSA fluoreszcenciajat. Azonban
mind az N-pal-FB1, mind az 5-O-pal-FB1 fokozatosan novelte a HSA
fluoreszcencia intenzitasat, kékeltolodasokkal kisérve (N-pal-FBL:
340 nm — 330 nm; 5-O-pal-FB1: 340 nm — 329 nm) a fehérje

emissziés maximumaban. A mikotoxinok és a palmitinsav nem
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mutatott fluoreszcenciat albumin hianyaban, valamint az alkalmazott

hulldmhossz-tartomanyban nem volt abszorpciojuk.

A fumonizinek kolcsonhatasa a human szérumalbuminnal
ultracentrifugalasi vizsgalatok alapjan

Az albumin a LOD (,,limit of detection”, kimutatasi hatar) ala
csokkentette az N-pal-FB1 és 5-O-pal-FB1 mennyiségét, emellett az
FBI1 és FB4 szintjének nagyjabol 50, illetve 75%-o0s csokkenése volt
megfigyelhetd. Ezen adatok alapjan az FB1-HSA (K = 1,6 x 103
I/mol) és az FB4-HSA (K = 6,6 x 103 1/mol) k&tési allandoit 1:1
sztochiometriaji  mikotoxin-albumin  komplexek  képzddését
feltételezve hataroztuk meg (Fliszar-Nyul et al., 2022). Figyelembe

véve a palmitoil-FB1-szarmazékok HSA éltali erdteljes eltavolitasat,

e
crer

crer

felilaszoban.

A fumonizinek és a palmitinsav hatasa a ,,site markerek”
és a human szérumalbumin kolcsonhatasara

A vizsgalt ,.site markerek” (k6t6hely markerek) sziirt frakcioit
nem befolyasolta az FB1 toxin. Tovabba a warfarin és a naproxen
albumin-kotédését nem befolyasolta az FB4, azonban az S-
kamptotecin szintjét még alacsonyabb koncentracioban (5 és 10 uM)
IS mérsékelten novelte a sziirletben. A palmitinsav csokkentette a
warfarin koncentracigjat a sziirletben. Azonban az N-pal-FB1 és az 5-
O-pal-FB1 ellenkez6 hatast mutatott: magasabb koncentraciojuk (20

uM) jelentésen megemelkedett warfarinszintet eredményezett a

szlirletekben. A palmitinsav és az N-pal-FB1 mérsékelt, illetve
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nagymértékii naproxen koncentracié emelkedést okozott a szilirletben.
Ezzel szemben az 5-O-pal-FB1 nem befolyasolta a naproxen-HSA
kolcsonhatast. Ezenkiviil a palmitinsav és az 5-O-pal-FB1 nem
valtoztatta meg az S-kamptotecin albumin-koétédését, mig az N-pal-
FB1 az FA1 ,,site marker” koncentraciofiiggd emelkedését indukalta

a szurt frakcioban.

Molekulamodellezés

Az egyes 100 vonalas dokkolo-futtatdsok alapjan
eredményeink arra utalnak, hogy a két palmitoil-FB1-szarmazék
kotohelyei a Site I bejaratanal talalhatoak: az elsé helyen az5-O-pal-
FB1, illetve a harmadik helyen az N-pal-FB1 esetén. Tovabba az N-
pal-FB1 két legmagasabb rangt kotési moddal is rendelkezik a Site 1

kozelében.

A Site Il bejaratanal az N-pal-FB1 kolcsonhatast alakit ki az
R410, K413, K414, E492, K541 és K545 aminosavakkal. A
vakdokkolasi vizsgalatok soran az 5-O-pal-FB1 els6 rangsorolt kotési
modjat 6,2 A-re talaltuk a diazepam kisérleti kotési modjatol (a Site
Il ismert liganduma), ahol a komplexet hidrofil (R410, E542),
hidrofob (L387, L394) és ionos (K541, K545) kolcsonhatasok
stabilizaljak.

A fumonizinek toxikus hatdsdnak vizsgélata zebradanio
embrid modellen

A zebradanio embriok 24 oras kezelése alatt (96 és 120 hpf
kozott) sem az E3 médiumban, sem az oldoszeres kontrollokban nem
volt megfigyelhetd elhullas. Az FBI1 ¢és az FB4 toxin még 200 uM

koncentracional sem okozott elhullast, ezzel szemben a 100, valamint

crer
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illetve 30%-0s mortalitast eredményezett. Az N-pal-FB1 toxin pedig
még 6,25 uM koncentracional is 100%-os mortalitast okozott.

Az FBI1, FB4 és 5-O-pal-FBI szubletalis hatasai 3,12 uM ¢és
200 uM koncentracidoban keriiltek bemutatasra. Mivel a szubletalis
hatasokat csak ¢é16 zebradanié embridkon lehet tesztelni, és az N-pal-
FB1 még 6,25 uM koncentracional is 100%-os mortalitast okozott, az
N-pal-FB1 altal kivaltott rendellenességeket csak 3,12 uM-on
értékeltiik. A lapos uszohdlyag volt az egyetlen, a tesztelt
fumonizinek altal kivaltott szubletalis hatas, amelyet a 3,12 uM
koncentracio esetén megfigyeltiink. Ezen hatast leggyakrabban az N-
pal-FB1 okozta (80%), melyet az 5-O-pal-FB1 (50%), az FB4 (30%)
és az FB1 (25%) toxin kovetett.

200 uM koncentracional az FB1, FB4 és 5-O-pal-FB1 lapos
uszohodlyagot okozott az embridk tobbségében, ahol az 5-O-pal-FB1
indukalta (100%) ennek a fenotipusnak a legnagyobb abundanciajat.
A szik abnormalis elszinez6dését figyeltik meg 200 uM FB1-gyel
(15%; statisztikailag nem szignifikans), FB4-gyel (40%) és 5-O-pal-
FB1-gyel (100%) torténd kezelést kovetden. Az FB1 nem okozott
szemben ezek a deformitasok azokban az embriokban fordultak eld,
melyek 200 uM FB4 (40%) és 5-O-pal-FB1 (100%) hatasanak voltak
kitéve. A test tengelyének gorbiiletét (71%), illetve 6démakat (15%,
statisztikailag nem szignifikans) csak az 5-O-pal-FBI1-gyel tortént
kezelés (200 uM) valtott ki.
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4, Kovetkeztetések €s javaslatok

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 et al., 1999) korabban publikalt elnevezése alapjan ezeket a
komponenseket Bartok és munkatarsai (2010) észterezett FBI1
toxinoknak (EFB1, izo-EFB1) nevezték el, az észterezésben részt
vevo zsirsavat (linolsav-, olajsav- vagy palmitinsav) a név utols6 két
karakterében feltiintetve (EFBI1LA, izo-FB1LA, EFB1OA, izo-
EFB1OA, EFB1PA, izo-EFB1PA). Néhany évvel késobb észrevették,
hogy bizonyos torzsek N-acil-FB1l-szarmazékok bioszintézisére is
képesek (Bartok et al., 2013). Osszesen hat O-acil- és harom N-acil-
FB1 komponenst tudtak detektalni, és 3D ioncsapdas
tomegspektrométerrel rogzitették ezek MS2 spektrumat, valamint
repiilési 1d6 tomegspektrométerrel meghataroztak pontos tomegiiket.
Harom kiilonb6z6 acilcsoportot (palmitoil-, linoleoil- és oleoil)
figyeltek meg. Norred és munkatarsai (2001) leirtak az FA1 toxin N-
acetil-csoportjanak (ami valdjaban N-acetil-FB1) savas kozegben
OH csoportjara. Ez alapjan Bartok és munkatérsai ugy vélték, hogy
kromatogramjaik a 3-O-, 5-O- és N-acil-FB1-szarmazékokat is ebben
az elucios sorrendben mutatjak. Emellett az N-palmitoil-FB1 toxin
eléallitasaval korabban kimutattak, hogy a F. verticillioides
gombakivonat reakcidelegyének adagolasa soran az N-acil-FB1-
szarmazékok az O-acil-FB1-szarmazékok utan elualédnak. A mintak
pozitiv és negativ ion modban torténé HPLC/ESI-MS analizisével
konnyen meghatarozhaté, hogy az elvalasztott acilezett FBI-

szarmazékok O- vagy N-acilezett vegyiiletek-e, ugyanis az O-acil-
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szarmazekok pozitiv ion mdédban magasabb jel/zaj aranyt adnak (a
primer aminocsoportok savas kornyezetben konnyen protonalhatoak),
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 torténd
hozzaadasa a korabban feltételezett cstucsok (Bartok et al., 2013)
tertiletének novekedését eredményezte. Ezzel szemben a kivonat 3-O-
palmitoil-FB1-gyel valo kiegészitése nem eredményezte a korabban
3-O-palmitoil-FB1-nek tulajdonitott csucs novekedését, hanem
rovidebb retencids id6vel jelent meg a kromatogramokon ott, ahol a
gombakivonat nem tartalmazott mérhetd komponenst, vagyis a
gomba nem termelt 3-O-palmitoil-FB1 toxint. Emellett a 3-O-
palmitoil-FB1 adalékolasi kisérlete soran megnétt az N-palmitoil-
FB1 cstcsmagassdga. 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 kimutathato a kristalyos
végtermékben. Mivel bebizonyosodott, hogy a gomba nem termelt 3-
O-palmitoil-FB1-et, valamint az egyetlen csoport, ahol az acilezés
még megtorténhet, a 10-es szénatomon elhelyezkedd OH-csoport, a
korabban 3-O-pal-FB1-szarmazéknak vélt komponens feltehetden a
10-O-pal-FBL1. Bartok és munkatarsai (2010; 2013) leirtak, hogy az
altaluk vizsgalt F. verticillioides torzs nemcsak palmitoil-, hanem
linoleoil- és oleoil-FB1-szarmazékokat is termel. Feltételezhetd, hogy
a korabban 3-O-linoleoil-FB1-nek ¢és 3-0-oleoil-FB1l-nek vélt
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szarmazékok Is valdjaban 10-O-acil-szarmazékok. E vegyiiletek
azonositasdhoz szilardfazisi fermentacios mintakbol kellene izolalni
Oket, majd szerkezetiket NMR-rel ¢és tomegspektroszkopidval
ellendrizni, mivel a 10-es szénatomon elhelyezked6 OH-csoport a

szintetikus acilezés soran nem preferalt.

A palmitinsav-albumin komplexek nagyfokt stabilitasabol
(Ashbrook et al, 1975; Rose et al., 1994) kiindulva feltételeztiik, hogy
az FB1 toxin palmitoil-szarmazékai is kdlcsonhatasba 1épnek majd a
fehérjével. Igy az FBI1, N-pal-FB1, 5-O-pal-FB1 és FB4 toxinok
HSA-val torténd kolcsonhatasait fluoreszcencia spektroszkopiai,
ultracentrifugalasi, ultraszlirési és modellezo vizsgalatok segitségével
vizsgaltuk, illetve feltételeztiik, hogy az N-pal-FB1 és az 5-O-pal-FB1
az FB1 és FB4 toxinnal magasabb akut toxicitast okoz. Ezenkiviil az
FB1, N-pal-FB1, 5-O-pal-FB1 és FB4 toxikus hatasanak vizsgalata
c¢ljabol zebradanid6 embridkon teszteltiik a mikotoxinok okozta
mortalitast és szubletdlis toxikus hatdst. Kutatdsunk soran arra az
eredményre jutottunk, hogy az FB1-HSA és FB4-HSA komplexek
kotési  allandoi  alacsonyak, ezzel szemben a palmitoil-FB1-
szarmazekok nagy affinitassal kotddnek a fehérjéhez. Tovabba, az N-
pal-FB1 és az 5-O-pal-FB1 valoszinlileg tobb nagy affinitast
kotohelyet foglal el az albuminon. Az N-pal-FB1 6,25 puM
koncentracional 100%-os mortalitast okozott, mig a tobbi vizsgalt
mikotoxin nagyon magas szintje (100 uM €s 200 uM) vagy egyaltalan
nem okozott mortalitast (FB1 és FB4) vagy csak alacsonyabb
mértékiit (5-O-pal-FB1). Figyelembe véve ezen mikotoxinok
zebradani6 embriokra gyakorolt szubletalis hatasait, a kovetkezo
toxicitasi sorrendet allapitottuk meg: N-pal-FB1 > 5-O-pal-FB1 >
FB4 > FB1. Eredményeink alatamasztjak, hogy az N-pal-FB1 és 5-O-

pal-FB1 sokkal nagyobb affinitassal kotodik a szérum albuminhoz,
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mint az FBI1, ezért a palmitoil-szarmazékok toxikokinetikai
tulajdonsagai nagy eltéréseket mutathatnak az FB1 toxinhoz képest.
Vizsgalataink szolgaltattak az elsé in vivo toxicitasi adatokat az N-
pal-FB1, 5-O-pal-FB1 ¢és FB4 vonatkozasaban. Eredményeink
ravilagitanak az  acilezett = FBl-szarmazékok  toxikologiai

jelentdségére.

Tekintettel arra, hogy jelenleg az Eurdpai Unidban
¢lelmiszerek esetén a hatarérték, takarmanyok esetén pedig az ajanlés
csak az FBI és FB2 toxin egylittes mennyiségére 1étezik, a jovoben
feltétleniil fontos lenne az acilezett fumonizinek eléfordulasanak
vizsgalata kiilonb6z6 élelmiszeripari alapanyagokban, félkész- ¢és
késztermékekben, sziikség esetén pedig hatarértékek megallapitasa az

acilezett FB1-szarmazékokra is.
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5. Uj kutatasi eredmények

A célkitlizésim mentén elvégzett vizsgalataim alapjan az alabbi

eredményekre jutottunk:

1. A tisztan kinyert FB1 toxint sikeresen acileztiik palmitoil-
klorid/trietilamin reagenssel, mely eredményeképpen N-pal-FB1,
3-O-pal-FB1 és 5-O-pal-FB1 toxint allitottunk el6. lgazoltuk,
hogy vizmentes THF jelenlétében N-acilezés, mig 2% (v/v) viz
THF-hez tortén6é hozzdadasaval O-acilezés ment végbe.

2. A gombakivonatban 1évé acilezett FB1-szarmazékokat sikeresen
azonositottuk adalékolasi kisérlet segitségével.

3. Az eldallitott acilezett FBI-szarmazékokat nagyfelbontdsu
tomegspektrometriaval (HRMS) és magneses magrezonancia
spektroszkopiaval (NMR) azonositottuk.

4. Fluoreszcencia spektroszkopiai, ultracentrifugalasi, ultrasziirési
¢s modellezd vizsgélataink eredménye alapjan bizonyitottuk,
hogy az N-pal-FB1 és 5-O-pal-FB1 toxin nagyobb affinitassal
kotddik a human szérumalbuminhoz, mint az FB1 toxin.

5. Az altalunk eldallitott és azonositott acilezett FB1-szarmazékok
toxicitdsanak vizsgalata céljabol zebradanié embridkon
teszteltiik ezen mikotoxinok okozta mortalitast €s szubletalis
toxikus hatast. Kisérletiinkben bizonyitottuk, hogy az altalunk
vizsgalt acilezett FB1-szarmazékok (N-pal-FB1 és 5-O-pal-FB1)

toxikusabbak nemcsak az FB1, hanem az FB4 toxinnal is.
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