Opponensi vélemény Barték Tibor ,,Uj fumonizin mikotoxinok azonositasa HPLC/MS

modszerekkel” c. akadémiai doktori értekezésérol.

A fumonizinek a Fusarium verticilloides és a F. proliferatum penészgombak masodlagos
anyagcseretermékei, melyek mind allat-, mind human-egészségiigyi szempontbdl egyarant
jelentosek. A fumonizinek felfedezésiik 6ta a mikotoxin kutatas élvonalaba tartoznak, melyet
igazol az a tobb ezer kozlemény is, amely ez id6 alatt a tudomanyos folyoiratokban megjelent.
A fumonizin kutatas kiilonosen aktualis és értékes teriilete az Uj fumonizinek azonositasa,
izolalasa és szerkezetiik felderitése, ezért a jelolt témavalasztasat mind elméleti, mind
gyakorlati szempontbdl nagyon hasznosnak és aktualisnak itélek. Az j mikotoxinok keresése,
kutatasa véleményem szerint azért is indokolt, mert a gyakorlati allategészséglgyi
diagnosztikai munka soran gyakran talalkozunk olyan korképekkel, melyekrol azt

valoszinusitjiik, hogy hattertiikben eddig még nem ismert, 4j mikotoxinok lehetnek.

A Jelolt az értekezés téziseit 38 tudomanyos kozleményére, kéziratra és konferencia
kiadvanyra alapozza. Az MTMT adatbazisa szerint ezeknek a tudomanyos kozleményeknek
az oOsszesitett impakt faktora 36.558; a kozleményekre 291-en hivatkoztak. Ezek az adatok a

Jelolt kiemelkedd tudomanyos aktivitasara utalnak.

A 152 oldalas értekezés felépitése koveti a doktori értekezések megszokott szerkezetét. Az
egységes szerkezetl alkotas a kovetkez6 részekre tagolodik:

- 2 oldal jol kovethetd, az értekezésben eligazodast nyujtéd tartalomjegyzék.

- A nagy precizitassal osszeallitott roviditések jegyzéke 3 oldalt tesz ki, ami megkonnyiti az
olvasé dolgat az értekezésben gyakran szerepld, nagyszami kémiai elnevezés kozti
eligazodéasban.

- A bevezetés és célkitiizések 3 oldalt tesznek ki, melyben a szerzé osszefoglalja kutatasi
témajanak jelentoségét. A kutatas célkitlizéseit 7 pontban fogalmazza meg. A jol
megvalasztott, logikusan felépitett célkitlizés mar elére wvetiti a kutatdmunka
eredményességét.

- A Jelolt 36 oldalon foglalja 6ssze az irodalmi dttekintés cimi fejezetben a fumonizinekkel
kapcsolatos tudomanyos ismereteket. Az irodalmi adatoknak logikus rendszerbe foglalasa,
ésszerll tagolasa jol megalapozza a kutatasok célkitiizéseit. Az irodalmi adatok kelld
részletességli, naprakész ismertetése megfeleld hatteret nyujt kutatasainak. A Szerzé ebben a

fejezetben 283 kozleményre valé hivatkozassal ismerteti a fumonizin kutatas fontosabb



terileteit, melyek a kovetkezOk: fumonizineket termeld gombafajok, in vivo/in vitro
termelés/termeltetés, bioszintézis és genetikai szabalyozasa, a mindségi és mennyiségi
meghatarozasukra alkalmazott analitikai eljarasok, szerkezetazonositas, toxicitas vizsgalat,
metabolizmus kutatas, €lelmiszerbiztonsagi szabalyozas. Az ismeretanyag megértését segiti
az igényesen kivitelezett abrak és az attekintést segitd, jol felépitett tablazatok (7 abra és 4
tablazat). A biralo ebbdl a fejezetbdl egyebek kozott kiemelésre méltonak tartja ,,A4
Jfumonizinek bioszintézise és a bioszintézis genetikai szabdlyozdsa” cimi alfejezetet, melyben
a szerz Osszegzi azokat a legutobbi idében sziiletett ismeretanyagot, melyek kelld
részletességgel mutatjdk be a fumonizin termelédés genetikai hatterét. A fumonizinek
minbségi és mennyiségi meghatarozasat ismertetd kitind osszefoglalé a szerzének az
analitikai munkaban valo nagyfoku jartassigara utal, ami biztositékot jelent kutatasi
témajanak magas szint(i megoldasara.

- A Jelolt 9 oldalon ismerteti az anyagok és modszerek cimii fejezetben a kutatasai soran
felhasznalt anyagokat és az alkalmazott vizsgalati modszereket. Az egész orszag teriiletérdl
gyljtott novényi és egyéb mintakbol izolalt 60 F. verticilloides izolatum szolgalt a
fumonizinek in vitro termeltetéséhez. A gombakat rizs szubsztraton inkubaltak és ezeket a
teny€szeteket hasznaltdk az ismert, valamint az wjonnan azonositott fumonizinek
meghatarozasara, ill. azonositasara. Az izolatumok széles kori elterjedtsége kells alapot nyuijt
a toxinprofil kialakitasdhoz. Mazsola- és voroshagymamintakrol Aspergillus fajokat izolaltak,
majd taxonOmiai és genetikai vizsgalatokat végeztek. A mazsola- és voroshagymaminték,
valamint az Aspergillus izolatumok taptalajon termelt fumonizin-tartalmat meghataroztak. A
fumonizinek mindségi és mennyiségi meghatarozasa soran két HPLC/ESI-ITMS késziiléket
¢s HPLC/ESI-TOFMS késziiléket hasznaltak. A HPLC/ESI-ITMS késziilékekkel
nagyérzékenységben, scan tizemmodban CID-MS tomegspektrumokat készitettek. Ezek a
miszerek kivaloan alkalmasok a kis mennyiségben jelenlévé fumonizin analogok
azonositasara. A HPLC/ESI-TOFMS késziilékkel nagy pontossagli tomegmérést végeztek.
Ezeknek a készilék tipusoknak a kombinalt alkalmazasa ideilis modszer uj vegyiiletek
azonositasara. A kutatds els6 4 évében a HPLC elvalasztas meredekebb gradiens modszerrel
tortént, majd a késébbiekben isomerek elvalasztasara kifejlesztett HPLC oszlopon, kevésbé
meredek gradiens program alkalmazasa lehet6séget adott tovabbi uj fumonizinek
azonositasara.

- A Szerz$ 68 oldalon az eredmények és megvitatdsuk fejezetben ismertette a vizsgalatok
eredményeit €s vetette Ossze azokat az irodalmi adatokkal. Mind 60 F. verticilloides

gombatorzs széles mennyiségi tartomanyban termelt fumonizineket. Az FB;.4 mennyisége



alapjan a jelolt meghatarozta a fumonizin profilt. 55 torzs esetében a toxinprofil a kovetkezd
volt: FB;>FB,>FB;>FB,, 3 torzs esetében FB1>FB3>FB,>FB,, mig két torzs toxinprofilja az
el6zéektdl 1ényegesen eltért: FB,>FBs>FB;>FB;. Ezek az eredmények Osszhangban vannak
az irodalmi adatokkal. Magyarorszdgon ez az els§ olyan vizsgalat, amely kiilonféle
termOhelyekrél és  szubsztratokrol izolalt F. versicilloides izolatumok fumonizin-
termelOkeépességét vizsgalta, és az eredmények alapjan javasolta a fumonizin kemotipus
elnevezés bevezetését. A kutatomunka elsd fazisiban, a meredekebb gradienssel torténd
elvalasztassal 45 nemzetk6zi mércével is uj fumonizint sikeriilt azonositani, ezek koziil 22 FB
analog, 2 FA analég, 5 FC és FD analog és 16 FBX analog volt. Ezek koziil jelentdségiikben
az FBX analogok emelkednek ki. Ebbe a csoportba olyan fumonizinek tartoznak, melyeken a
fumonizin vazon 1évé OH-csoportok nem TCA-val, hanem a citrat-korben szerepld egyes
karbonsavakkal (cisz-akonitsav, AA; oxalborotyankésav, OSA; oxalfumarsav, OFA)
képeznek észtereket. Ennek az a jelentdsége, hogy ezzel a Szerzé igazolta, hogy a fumonizin-
képzddés soran a TCA prekurzorai a citrat-korben termelédé karbonsavak. A kutatomunka
masik fazisaban kevésbé meredeken emelkedd gradiens és nagy elvalasztoképességli oszlop
alkalmazésaval a korabbinal jéval nagyobb hatékonysagu elvalasztast sikeriilt megvalositania,
igy tovabbi 13j fumonizineket azonositott. Ezzel a médszerrel 28 uj FB; izomert azonositott,
melyek kozil a 28-as szamu izomer azonosnak bizonyult a méasok altal a késébbiekben izolalt
€s FB¢-nak elnevezett komponenssel. A Szerzé a széles retencios id tartomanybol — nagyon
helyesen — azt a kovetkeztetést vonja le, hogy az acil-csoportok nemcsak a C-14 és a C-15
atomokon talalhatok. Ennek igazolasa az izolalast kévetd NMR vizsgalatokkal lehetséges. E
modszer alkalmazasaval tovabbi 22 Gij FBs izomert is azonositottak. A tag retencids id6
tartomany alapjan feltételezik, hogy egyes FBs izomerek esetében is a TCA molekulak
nemcsak a C-14 és a C-15 molekulakon elhelyezkeds OH-csoportokat észteresitik. Az
ertekezés nemzetkozileg is legjelentdsebb eredményei a harom acil-csoportot tartalmazo
fumonizinek azonositasa. Ezek a komponensek nagy molekulatomegli és er6sen apolaros
vegytiletek, melyek FB-nek palmitinsavval, linolsavval és olajsavval képzett észterei, ill.
ezek izomerjei. A Szerz$ ezeket a komponenseket észterezett FB; toxinoknak (EFB,) nevezte
el. Ezeknek a fumonizineknek az azonositasa azért kiemelkedéen nagy jelentdségl, mert ezek
a vegyiiletek az FB;-nél sokkal apolarisabbak, ezért nagyobb aranyban felszivodva nagyobb
biologiai aktivitasuak lehetnek. A szerzé kutatomunkajanak ebben a fazisaban egy uj FP
analogot (FP4) és 4 Uij FP izomert is azonositott. Bar az FP analogok a tobbi fumonizinhez
képest kevésbé toxikusak, jelentéségiik abban 4ll, hogy ezek az adatok tovabbi informaciokat

szolgaltathatnak a fumonizinek képzdéséhez. Hét Aspergillus niger és/vagy A. awamori



fajokkal fert6zott mazsola fumonizin-tartalmat hataroztak meg. A mintak atlagos FB-tartalma
7,22 mg/kg volt, egy mintaban nagyon magas értéket mértek (35,5 mg/kg). A vizsgalatok
soran egyebek kozott azonositottak a 28-as sz. FB; izomert is, melyet masok A. niger
tenyészetébdl izolaltak és FB¢ toxinnak neveztek el. 30 A. niger és A. awamori izolatum
taptalajon torténé fumonizin-termelését is vizsgaltak. Az izolatumok 80 ill. 53.3 %-a
atlagosan 5,16 mg/kg fumonizint termelt. A fumonizinek kozil az FB; és az FB4 volt a
dominans toxin, de az izolatumok tobbsége FB; toxint, egy izolatum pedig FB; toxint is
termelt. Ezek az adatok jo egyezést mutatnak az irodalmi adatokkal. Hat — feketepenészes
rothadas tineteit is mutatd — voréshagyma fumonizin-szennyezettségét is meghatéaroztak,
melyek kozill 2-ben viszonylag kis mennyiségben (0.32 és 0.33 mg/kg) detektaltak

fumonizineket. Voroshagyma fumonizin-szennyezettségét a vilagon elséként igazoltak.

Az értekezésben ismertetett eredmények koziil tudomdnyos szempontbol 1ij eredményeknek
az aldabbiakat emelem ki:

1. A jelolt 60 F. verticilloides izolatumot rizsen elszaporitva fumonizint termelt, az FB1.4
tartalom alapjan megallapitotta az FB;.4 toxinprofilt. Az eltér6 FB;.4 toxinprofilok
alapjan javasolta a fumonizin kemotipus elnevezést. A gombatorzsek harom
kemotipusba sorolhatok.

2. A kivalasztott rizstenyészet HPLC/ESI-ITMS vizsgalataval 41 0j fumonizint €s
fumonizin izomert azonositott, kozottikk olyan komponenseket is, amelyeknél a
fumonizin vazon 1évé OH csoportot nem TCA, hanem egyéb szerves sav észteresit.
Ebbe a csoportba 16 uj fumonizin tartozik, ezeket a jelolt FBX-nek nevezte el. Az
FBX tipusu fumonizinek azonositasaval el6szor igazolta a TCA csoportok citrat-ciklus
eredetét.

3. A fumonizin izomerek elvalasztasara a jelolt a korabban kozolteknél hatékonyabb
modszert dolgozott ki, melynek alkalmazasaval az FB; és az FBs toxinok 28 ill. 22
izomerjét valasztotta el, melyeket ESI-ITMS és ESI-TOFMS eljarasokkal azonositott.

4. A jelolt altal kidolgozott analitikai mddszerrel 6 1j, apolaris tulajdonsagi fumonizint
azonositott. Megallapitotta, hogy ezeknek a komponenseknek a szerkezete az FB;-
¢hez hasonld, azzal az eltéréssel, hogy szénlancukon harmadik acil-csoport (palmitil,
linolil, oleil) is talalhat6. Ezeket a komponenseket a Szerzd észterezett FB; (EFB;)
toxinoknak nevezte el. Az EFB; komponensek az apolaris jelleg miatt feltételezhetéen

nagyobb biologiai aktivitassal rendelkeznek.



5. Aspergillus fajok éaltal fertézott mazsola- és voroshagymamintakban mutattak ki

6.

7.

fumonizin-szennyezést, amely egy Ujabb élelmiszerbiztonsagi kockazatra hivja fel a
figyelmet.

A Szerzd in vivo és in vitro mintakbol nyert kivonatban el6szor mutatta be a 3-epi-FB4
¢s az FB4 toxinok HPLC elvélasztasat.

A jelolt vizsgalataival igazolta, hogy az A. awamori is képes in vivo és in vitro

fumonizineket szintetizalni.

Az értekezés formailag teljesen megfelel az MTA doktori értekezéssel szemben tamasztott

kovetelményeknek. A dolgozat témavalasztasa aktualis és rendkiviil fontos kutatasi

terilet. Az alkalmazott modszerek nagyon modernek és nemzetkozileg mérve is

kiemelkedé szinvonaliak. Az eredményekbdl levont kovetkeztetések helytalloak. A

dolgozat kiilon értéke a logikus gondolatmenet, a szerkezeti részek jo tagolasa, a vilagos

¢és pontos megfogalmazas, a nagyszamu, igényesen kivitelezett abra és tablazat, valamint a

rendkiviil informativ HPLC-kromatogramok és CID-MS spektrumok. Az értekezésben

eléforduldo néhany gépelési hiba (pl. egyes mondatrészek megismételt gépelése egy

mondaton beliil a 63. és 64. oldalakon) a mondanivalé megértését nem zavarja.

A biralat soran az alabbi kérdések fogalmazodtak meg.

1.

2.

3.

A jelolt a fumonizin-termeltetéskor rizs szubsztratot hasznalt. A fumonizin-
szennyezettség természetes korulmények kozott a kukoricaban a leggyakoribb, mig a
rizs természetes szennyezettségérdl keveset tudunk. Mi indokolta a rizs szubsztrat
alkalmazasat és ez befolyasolhatta-e az 0j fumonizinek termel6dését Gsszehasonlitva a
kukorica szubsztrattal?

A Szerzd két tablazatban is kozolte az FB; CID-MS spektrumat (7. és 14. tablazatok).
A fragmensek tOmegszamai a tomegspektrumokban megegyeznek, mig az intenzitas
aranyokban — kulonosen a 704; az 546; az 510 és a 334 m/z értékli fragmensek
esetében - nagy eltérések vannak. Az ITMS-sel nyert CID-MS spektrumok az
ionizacié adott korilményei kozott mennyire reprodukalhatdk, illetve mivel
magyarazhatdk az intenzitas aranyok jelentds eltérései ?

A mazsolamintdk fumonizin-tartalmanak meghatarozasakor vizsgaltak az FB; és az
FB, visszanyerési értékét, ami 59,4 ill. 54.3 % volt, mig voroshagymanal az FB,
visszanyerése 93.7 és 96.7 %, az FB,-é pedig 90.4 és 994 % volt. Mivel

magyarazhatd a mazsolanal kapott viszenylag alacsony visszanyerési érték?



4. Az értekezés 99. oldalan a jelolt kozli ,A TOFMS mérések kovetkeztében

5.

egyértelmiivé valt, hogy az EFB, izomerek MS® spektrumaban talalhaté hat
fragmension csoportbol a 4., 5. és 6. a fumonizin vazon talalhaté harmadik acil-
csoport kovetkezménye.” Ugyanakkor azt is irja: ,,az EFB; izomerek fragmentécios
mintazataban talalhat6 4., 5. és 6. fragmension csoportok m/z értékei talalhatok az FB,

2

toxin fragmentaciés mintazatanak fragmension csoportjaiban is.” A kérdésem a
kovetkezd: a 4., 5. és 6. fragmension csoport a harmadik acil-csoport kovetkezmeénye,
vagy az FB, fragmension csoportjaival azonos?

Az EFB;-tipusi fumonizinek FB,; toxinhoz viszonyitott relativ mennyisége 0.003-
0.036 % kozott volt. Megitélése szerint a jelenlegi rutin analitikai modszerekkel ezek a
komponensek az atlagos fumonizin-szennyezettségli kukoricaban kimutathatoak
lennének-e, amennyiben természetes korilmények kozott is hasonld aranyban
termel6dnének?

A kutatasok soran a fumonizin-tartalmi tenyészetben nagyszamu 0j fumonizin
analog, illetve izomer keriilt azonositasra. Véleménye szerint mi lehet az oka annak,

hogy a fumonizinek bioszintézisekor ilyen nagyszamu, de kis mennyiségli fumonizin,

ill. fumonizin izomer keletkezik?

Osszefoglalva: kérdéseim a munka lényegét nem érintik és semmit sem vonnak le az

értekezés tudomanyos értékeibol. Bartok Tibor doktori munkajaban nemzetkozileg is

kiemelkedd, 0j tudomanyos eredményekrdl szamolt be és ezzel hozzajarult a tudomany

tovabbfejlédéséhez. Munkaja soran értékes modszereket fejlesztett ki az Gj fumonizinek

elvalasztasara és azonositasara, melyekkel nagyszamu G1j fumonizint azonositott.

A doktori értekezés tudomanyos eredményeit az MTA doktori cim megszerzéséhez

elegenddnek tartom, javaslom a nyilvanos vita kitizését és sikeres védés esetén az MTA

doktori cim odaitélését ajanlom.

Budapest, 2012-11-26

Dr. Fazekas Béla PhD



