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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A szantofoldi- és raktari penészgombafajok szamos mikotoxint képesek szintetizalni,
amelyek ezen fajok extracellularisan kivalasztodd masodlagos anyagcseretermékei. A
mikotoxinok bioldgiai szempontbol igen sokfélék, hiszen egyazon mikotoxint sz&mos
egymassal nem rokon gombafaj is képes termelni (pl. ochratoxinokat egyes Aspergillus és
Penicillium fajok, vagy fumonizineket egyes Alternaria, Aspergillus, Fusarium és
Tolypocladium fajok), ugyanakkor egy adott faj termelhet tobbféle mikotoxint is (pl. A.
niger ochratoxinokat és fumonizineket, A. flavus aflatoxinokat és kojisavat). Egy-egy
gombafajon belil is lehetnek kiilénbségek, mivel nem minden egyed képes méreganyagot
termelni, azaz a gomba jelenléte nem feltétlendl jelenti a mikotoxin jelenlétét a
szubsztratban, és a gomba hianya sem jelent mindig toxinmentességet.

Ma mar tobb szaz mikotoxint ismerunk, kdzlliik azonban viszonylag kevés okozhat
jelentés &llat- és human-egészségligyi problémat. A legveszélyesebbnek szamitd
mikotoxinok az aflatoxinok, az ochratoxin-A, a trichotecén-vazas mikotoxinok (pl.
dezoxinivalenol, nivalenol, T-2, HT-2), a zearalenon és szarmazékai és a jelen értekezés
targyat képez6 fumonizinek. A mikotoxinok az allati- és human taplaléklancba bejutva — a
bevitt mikotoxin doézisatol, a bevitel gyakorisagatol és a szervezet ellenalloképességétol
fiiggden — komoly megbetegedéseket képesek okozni. Az emlitett mikotoxinok kémiali
szerkezetiiktol figgden citosztatikus, citotoxikus, immunszupressziv, mutagén, dsztrogén-
mimetikus, rakkelt és teratogén hatassal rendelkeznek és mindezek mellett karositjak a
fehérjeszintézist, az idegrendszert és a parenchimas szerveket is. A mikotoxinok azért is
kilonosen veszélyesek, mert legtobbjuk mar igen alacsony koncentracidban (ng/g-pg/g) is
kifejtik karos — valtozatos korképet okozd — hatasukat, jelent6s résziiknek a szervezetbdl
torténd kiiiriilése igen lassu, tovabba egyes szervekben (pl. maj, vese) felhalmozodasuk is
bekdvetkezhet. Nem szabad figyelmen Kiviil hagyni azt sem, hogy a szantofoldi- és raktari
penészgombafajok az alapanyag illetve a termék penészesedese és a termelt mikotoxinok
kovetkeztében jelentés mindségromlast okoznak. Tovabba, hatarérték feletti mikotoxint
tartalmazd alapanyagot és készterméket nem lehet forgalomba hozni, illetve ha forgalomba
keril — hatosagi ellenOrzés esetén — az eléallito és/vagy a forgalomba hozd az
¢élelmiszerlancbol torténé Kivonas mellett jelentés birsagra is szamithat. A masik igen
fontos tényezd az, hogy a szant6foldi ndvények (elsdsorban a kaldszos gabonafélék és a
kukorica) gombafert6zése miatt bekdvetkezé mindségromlas jelentds terméscsokkenést is

okoz, ami bevételkiesést jelent a termel6knek és kozvetve a nemzetgazdasagnak is.
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Az éllattenyésztéssel foglalkoz6 gazdasdgok esetében a takarményok esetleges mikotoxin
szennyezddése kovetkeztében fellépd mindségromlas jelentdsen ndvelheti az egységnyi
stlygyarapodasra esé takarmanyfelhasznalast, csokkentve ezzel az allattenyésztés
gazdasagossagat.

Annak ellenére, hogy a fumonizinek a legujabban felfedezett (1988) mikotoxinok
kozé tartoznak, méra — koszonhetden az elvalasztastechnikai és tomegspektrometrias
eljarasok es egyéb szerkezetvizsgalati modszerek (pl. NMR, XRD, ORD) hatékonysaga és
érzékenysege novekedésének — a legtdbb komponenst tartalmazd mikotoxin csoportta valt.
A miiszeres eljarasok hatékony felhasznalasa és kombinalasa (HPLC/MS) eredményezte a
szamos Uj fumonizin leirasat, amelyek az értekezés 4. fejezetében talalhatok.

A téma jelentésége igen nagy, mivel a gombafertdzott kukoricabol (a takarmany- és
az etkezési kukorica fumonizin-szennyezeséért foleg a F. verticillioides és a F.
proliferatum nevii gombafajok a felelések) készilt termékek fogyasztasaban komoly
élelmiszerbiztonsagi kockazat rejlik. A vildg szamos orszagaban a kukorica nemcsak a
takarmanyozasban meghatarozo jelentdségili alapanyag, hanem human cél felhasznélasa is
jelent6s és egyre ndvekszik. A fumonizin kutatdsra irdnyitottak a figyelmet az utobbi évek
Aspergillus niger fumonizin-termelésével kapcsolatos jelentds kozlemények is, mivel A.
niger szamos mezdgazdasagi terménybdl, élelmiszeripari alapanyagbdl illetve termékbol
izolalhatd. A fumonizinek felfedezésének nemcsak gyakorlati, hanem elméleti jelentdsége
is igen nagy, mivel felfedezésukkel tébb allati és human betegség koroktanat ismertik
meg. Allatokban a fumonizinek altal okozott két legjelentdsebb megbetegedésen, a lovak
agylagyulasén (ELEM), valamint a sertések mellvizkorjan és tiiddévizeny6jén (PPE) kivl,
szamos mas allatfaj fumonizinek irant mutatott érzékenységét is leirtdk. Kisérleti
allatokban rakos megbetegedéseket tudtak fumonizin-tartalmd takarmany etetésével
eléidézni. Bar még teljességgel nem bizonyitott, feltételezik, hogy a fumonizinek
emberben is rakkeltd hatastak. FOként a fumonizinekkel szennyezett kukorica gyakori
fogyasztasaval kapcsolatba hozott human nyeldcsérakos €s primer majkarcindmas esetek
kovetkeztében a Nemzetkozi Rakkutatasi Ugynokség (IARC) a lehetséges karcinogének
kdzé —a 2B karcinogén csoportba — sorolta a legjelent6sebb fumonizint, az FB; toxint.

A fentiekkel Osszhangban a fumonizin kutatas megkezdésekor és az eldkisérletek
eredményeinek értékelésekor az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

1) Modszert kivantunk kidolgozni a szilard fermentacios eljarassal termelt fumonizinek
rutin RP-HPLC/ESI-ITMS meghatarozdsahoz;



2)

3)

4)

5)

6)

7)
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Vizsgalni kivantuk a Magyarorszdgon kiilonboz6 termdhelyeken, kiilonféle
novényfajokrol begyiijtott €s egyéb forrasbol szarmazod szamos F. verticillioides
izolatum in vitro fumonizin B4 termel6képességét;

Vélaszt szerettlink volna kapni arra a kérdésre, hogy a kivalasztott — jO FBi4-
termel6képességgel rendelkez6 — F. verticillioides izolatum termel-e még nem publikalt
fumonizineket.

Miutan az eldzetes mérések alapjan egy viszonylag meredek gradiens HPLC
elvalasztast alkalmazva szamos (j fumonizint azonositottunk, modszert (RP-
HPLC/ESI-ITMS és TOFMS) kivantunk kidolgozni a fumonizin izomerek minél
hatékonyabb elvalasztasara egy specialis, a gyartd altal izomerek elvalasztasara javasolt
RP-HPLC oszlop és egy kevésbé meredek gradiens elvalasztas felhasznalasaval.

A hatékonyabb elvalasztasi rendszerrel ¢és az eldkisérleteknél alkalmazottnal
érzékenyebb tomegspektromeéterekkel vizsgélni kivantuk, hogy a korébban mar
kivalasztott F. verticillioides izolatummal fert6zott rizstenyészetben detektalhatok-e
Ujabb fumonizin izomerek.

A pontos tdmeg mérésére alkalmas TOFMS készilékkel vizsgalni kivantuk a korabbi
években a F. verticillioides izolatumok RP-HPLC/ESI-ITMS vizsgalatakor mér
latokorbe keriilt magas molekulatomegii fumonizineket, mivel jo esélyt lattunk a két
kapcsolt technika egyiittes alkalmazésaval torténd azonositasukra.

Az Aspergillus niger fumonizin-termelésével kapcsolatos kdzlemények alapjan
vizsgélni kivantuk a begyiijtott mazsola és a fekete rothadds tiineteit is mutato
kivantuk azt is, hogy a fekete Aspergillus izolatumaink termelnek-e in vitro

koralmények kozott fumonizineket.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

A Marasas professzor altal vezetett dél-afrikai mikotoxin kutatécsoportnak az els6
fumonizinek izolalasardl és szerkezetazonositasarol szolé kézleményének megjelenése 6ta
(Bezuidenhout és mtsai 1988) a ,,Web of Science” szerint 2575 tovabbi fumonizinekkel
kapcsolatos kdzlemény latott napvildgot (2011.07.29-ei adat) jelezve, hogy a nemzetkdzi
mikotoxin kutatas kodzéppontjaba a fumonizinek kerlltek. Ebbél a jelentés kdzlemény
mennyiségbdl a teljesség igenye nélkil tobb mint kétszazat emlitek ebben a fejezetben,
ugyanakkor térekedtem arra, hogy a fumonizin kutatas fontosabb teruleteit (fumonizineket
termel6 gombafajok, in vivo/in vitro termelés/termeltetés, bioszintézis és genetikali
szabalyozésa, a mindségi és mennyiségi meghatarozasukra alkalmazott analitikai eljarasok,
szerkezetazonositds, toxicitds vizsgalat, metabolizmus kutatas, élelmiszerbiztonsagi
szabalyozés) ismertetve, az értekezést olvasd minél teljesebb képet kapjon a fumonizin

kutatas jelenlegi allasarol, 6 iranyvonalairol.

2.1. A fumonizinek felfedezése és kémiai szerkezetiik azonositasa

Mar a mult szdzad elejéen megfigyeltek a lovakban és rokon fajaiban (6szvér, szamar)
idegrendszeri tlinetekkel jar6 megbetegedéseket, amelyek az allatok elhullasahoz vezettek.
A betegséget akkor a ra jellemzd szoveti elvaltozasrol, az agy fehéradllomanyanak a
lagyulasarol (equine leukoencephalomalacia, ELEM) nevezték el. Mar a 1970-es években
ezt a betegséget egyértelmiien a kukorica Fusarium moniliforme (a Fusarium
verticillioides korabbi elnevezése) fonalas gombaval torténé fert6zésével hoztak
kapcsolatba. Kiterjedt kisérletek kezdddtek, amelynek soran izolaltdk az MRC 826-0s
elnevezési F. verticillioides izolatumot. Ezzel az izolatummal fertézott kukorica etetésével
kisérletes uton a lovakban ELEM betegséget, mig sertésekben tiidévizenyot és mellvizkort
idéztek el (Marasas és mtsai 1988). A sertésekben ezt a tlinetegyuttest Kriek és mtsai
(1981a) a ra jellemz6 kortani elvaltozasokrol nevezte el (porcine pulmonary oedema, PPE).
Azt is kimutattdk, hogy az MRC 826-os izolatummal fert6z6tt kukorica erésen
hepatotoxikus és kardiotoxikus a ragcsalokra (Kriek és mtsai 1981b). Ezt kovetéen eldszor
Dél-Afrikaban (Marasas és mtsai 1984), majd az USA-ban is (Wilson és mtsai 1985) a F.
verticillioides gombaval természetes tton fert6z6dott kukorica etetésével kimutattak, hogy
a ragcsélokban hepatokarcindméat okoz. Ezek a kisérleti eredmények vezettek arra a
felismerésre, hogy az azonositatlan karcinogén/ek nemcsak a F. verticillioides

tenyészeteiben fordulnak el6 in vitro, hanem természetes korilmények kozott is
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megtalalhatok. 1981-t61 kezdddéen azt is megfigyelték, hogy Dél-Afrika Transkei
tartomanyanak déli részén szegényes koriilmények kozott €16 human populaciokban a
nyeldcsorak eléfordulasa a leggyakoribbak koézott van a vilagon, mig Transkei északi
részén ¢éloknél sokkal ritkabb (Jaskiewicz és mtsai 1987; Makaula és mtsai 1996). A
Transkei déli teriiletein élok gyakran fogyasztottak F. verticillioides altal fert6zott
kukoricat és abbol készult termékeket.

A sokéves kutatomunka 1988-ban meghozta az eredményét: az elézetes extrakcid és
preparativ.  kromatografids tisztitas utan spektroszkdpias mddszerekkel siker(lt
meghatarozni az FB; és FB, toxinok kémiai szerkezetét, a szénatomok relativ
toxinnal intravénds és ordlis bevitellel is eld tudtdk idézni a lovak ELEM betegségét, majd
szintén intravénas bejuttatassal a sertések PPE betegségét. Ragcsalokban az FB; toxin
takarmanyhoz tortén6 hozzakeverésével (50 mg/kg) majrakot tudtak el6idézni (Gelderblom
és mtsai 1991). Az els6 fumonizinek (FB; és FB,) leirasat kovetéen tovabb folytatodtak az
intenziv kutatasok a témaban, amelynek soran — ezen értekezés alapjat képez6 vizsgalatok
elkezdéséig (2005) — tovabbi 26 fumonizint és fumonizin izomert (lasd 6sszefoglalva
Rheeder és mtsai 2002) azonositottak. Az 0j fumonizin analdgok felfedezésében igen
fontos szerepet jatszott az NMR spektroszkopidval torténd szerkezetazonositas mellett az
is, hogy az 1980-as évek végétél a miiszerpiacon megjelentek az elsé atmoszférikus
nyomasu elektroporlasztasos ionforrassal (ESI) felszerelt tomegspektrométerek (MS),
amelyek konnyen illesztheték voltak a HPLC késziilékekhez. Ezek az (n. kapcsolt
HPLC/MS és HPLC/MSMS eljarasok megkonnyitették a masodlagos anyagcsere
termékek, igy a mikotoxinok kutatasat is. Az eljaras részletesebben az 2.9. és a 3.6.
fejezetekben kerll ismertetésre.

A szakirodalom négy f6 (A, B, C, P) fumonizin analdg csoportot kiloénboztet meg
(Rheeder és mtsai 2002). A C analogok kivételével (ahol 19 szénatomot tartalmaz a
szénlanc) a fumonizinek egy lineéris, 20 szénatomos véazat tartalmaznak. Az alapvazon 3-5
hidroxil-csoport, 2 metil-csoport, 1 amino-, acetilamino- vagy 3-hidroxipiridinium-csoport
talalhatd, valamint a trikarballilsav (TCA), amely a C-14, C-15 hidroxil-csoportokbol
észteresit kett6t, vagy ritkdbban egyet. Ezek a vegyuletek tehat leggyakrabban a 2-
acetilamino-12,16-dimetil-3,5,10,14,15-pentahidroxieikozan (fumonizin A anal6gok), a 2-
amino-12,16-dimetil-3,5,10,14,15-pentahidroxieikozan (fumonizin B analégok) és az 1-
amino-11,15-dimetil-2,4,9,13,14-pentahidroxinonadekdn (fumonizin C analégok) két

molekula TCA-val képezett diészterei. Az FP analég fumonizineket (FP;.3) 1996-ban
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kozolték, amely komponenseknél — az FB analdgoknal taldlhaté primer amino-csoport
helyett — 3-hidroxipiridinium-csoport kapcsolodik a fumonizin vaz C-2 atomjahoz (Musser
és Plattner 1996). Az egyes fumonizin analdégokon belil a vegyiletek egymastol a C-3,
C-5, C-10 helyzetben 1év6 hidroxil-csoportok jelenlétében vagy hianyaban kiilonbéznek.

A fumonizinek szdmos kiralitas centrumot tartalmaznak, pl. az FB; toxinnak 10 Kiralis
centruma van. Igy elvileg az FB; toxin estében 1024 izomer képzddésére van lehetdség
(ApSimon és mtsai 1994a). Valoszin(i azonban, hogy egy adott gombafaj a rendelkezésere
allo génkészlettel és enzimrendszerrel csak egy toredékét kepes szintetizalni a
sztereokémiailag lehetséges izomereknek. A fumonizinek sztereokémidjara vonatkozé
az 1980-as évek vegén, valamint az 1990-es évek elején indultak meg. 1994-1995-ben
megjelent publikaciok alapjan (Boyle és mtsai 1994; Boyle és Kishi 1995b; Hoye és mtsai
1994; ApSimon és mtsai 1994a,b, 1995; Poch és mtsai 1994; Shier és mtsai 1995) az FB;
szerkezetét az 1. dbra mutatja. Megjegyzendd, hogy a C-14 és a C-15 atomok abszolut

Hooc?® O (2S, 3S, 5R, 10R, 12S, 14S, 15R, 16R, 25R, 31R)

1. abra. Az FB; toxin szerkezete és a kiralis szénatomok abszolut konfiguracidja.

Az FB, sztereokémigjaval kapcsolatos vizsgalatok az FB;-hez hasonlé szerkezethez
jutottak, természetesen azzal a kiilonbséggel, mely szerint az FB;, a C-10-en nem tartalmaz
OH-csoportot. Kovetkeztetéskent tehat elmondhatd, hogy az FB, kiralis szénatomjainak
abszolut konfiguracidja megegyezik az FB1-ével (Boyle és mtsai 1994; Harmange és mtsai
1994; Boyle és Kishi 1995a). Ezt a sztereokémiat egyébként elméleti szamitasok (Beier és
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Stanker 1997), valamint az FB, eléallitasara végzett total szintézis (Shi és mtsai 1997) is
alatdmasztottak.

Tovabbi sztereokémiai kutatdsok az FB; és az FB,4 toxinok kiralis szénatomijai
centrumainak azonossagat igazoltdk (Bojja és mtsai 2004, Gelderblom és mtsai 2007) (2.
abra). Gelderblom és mtsai (2007) kutatasai egyuttal eddig ismeretlen FB3 és FB, izomer
teljes térszerkezetének felderitéséhez vezettek. Mivel ezen izomerek kiralis C-3 atomjanak

abszolut konfiguracioja R-nek bizonyult — ami ellentétes az FB; és FB, C-3 atom S

= sz

OH OH OH OH
S- R
4 2 l}/le 432 I}/Ie
=S =S
NH, NH,
FB3, FB, 3-epi-FB3, 3-epi-FB,

2. abra. Az FB;3 és FBy, valamint a 3-epi-FB3 és 3-epi-FB4 C-2 és C-3 kiralis atomjainak
abszolat konfigurécidja (a tobbi atom konfigurécidja az FBj-ével megegyezik, lasd 1.
abra).

Egy 2010-ben megjelent tanulmany Gjabb FB; izomer izolal&sarol szdmol be, amelyet
FBs-nak neveztek el (Mansson és mtsai 2010). Ennek az izomernek a szerkezete abban tér
el az FB;-t61, hogy az FB; C-3 OH-ja helyett az FBg-ban C-4 OH (Rs a 3. dbran) szerepel.
A szénatomok abszolut konfiguracidjarél nem nyilatkoztak a szerzok.

A fentieken kivil kilonféle részlegesen hidrolizalt (amikor csak egy TCA talalhat6 a
fumonizin vazon) fumonizineket (pl. PHFB;), és teljesen hidrolizalt (amikor nincs TCA a
fumonizin vazon) fumonizineket (pl. HFB;) is leirtak. A ,,PH” fumonizinek a fumonizin-
tartalma termékek feldolgozésa (siités, f6zés) mellett természetes koriilmények kozott is
termelédhetnek (Shephard és mtsai 1996). A ,,H” fumonizineket olyan kukoricamintakban
talaltak, amelyeket alkalikus hidrolizisnek (nixtamalizalas) vetettek ala, mint pl. a mexikoi
tortilla elkészitése soran (Hopmans és Murphy 1993; Scott és Lawrence 1996; Stack 1998).

A fentieket 6sszefoglalva megallapithatd, hogy vizsgalataink megkezdésekor 28
fumonizin analdg volt ismert és azéta az irodalomban Gjabb harom fumonizin analégot (3-
epi-FBg3, 3-epi-FBy, FBg) irtak le. A 31 vegyiiletb6l csupan hatnak (FB;, FB,, FB3, FB4, 3-
epi-FB3 és 3-epi-FB,) ismert a teljes térszerkezete. A 2010-ig masok altal leirt 31
fumonizin szerkezete dsszefoglalva a 3. abran lathato.

12
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R, Rs

MeNWYMRs a fumonizinek alapvaza

Me R, Me Rj3 Rs Ry
Fumonizin Fumonizinek Osszegképlet | A fumonizin alapvaz szubsztituensei

csoport r Ry R, Ry | Ry | Rs | Rg R, Rg
FA; C3HgtNOyg | 763 | TCA | TCA | OH | OH | H | OH | NHCOMe | Me

FA, CgeHetNOys | 747 | TCA | TCA | H |OH | H | OH | NHCOMe | Me

FA; CaHetNOys | 747 | TCA | TCA |OH | H H | OH | NHCOMe | Me

FA PHFAz, C3oHzsNOyy | 589 | TCA | OH |OH | H H | OH | NHCOMe | Me
PHFAz, C3oHzsNOyy | 589 | OH | TCA | OH | H H | OH | NHCOMe | Me

HFA; Cy4H4gNOg 431 | OH OH |OH | H H | OH | NHCOMe | Me

FAK, CgHssNOy; | 603 | = TCA|OH | OH| H | OH | NHCOMe | Me

FBK; CygH5:NOyy | 561 | = TCA|OH|OH | H | OH NH, Me

FB, Ca4HsgNOys | 721 | TCA | TCA | OH | OH | H | OH NH, Me

iz0-FB; Ca4HsNOys | 721 | TCA | TCA |OH | H | OH | OH NH, Me

PHFB;, CygHs3sNOyy | 563 | TCA | OH [OH |OH | H | OH NH, Me

PHFB,; CygHs3sNOyy | 563 | OH | TCA |OH |OH | H | OH NH, Me

HFB, C,oH47NOg 405 | OH OH |[OH|OH | H | OH NH, Me

FB FB, Ca4HgNOy, | 705 | TCA | TCA| H |OH | H | OH NH, Me
FB; Ca4HsNOy, | 705 | TCA | TCA |OH | H H | OH NH, Me

FB, Ca4HsgNO;; | 689 | TCA | TCA | H H H | OH NH, Me

FBs CaHs5oNOy | 737 | Hexahidroxialkil alapvaz, pontos szerkezete még ismeretlen
3-epi-FB3 Ca4HsgNOy, | 705 | TCA | TCA | OH | H H | OH NH, Me
3-epi-FB, CaHsoNOy3 | 689 | TCA | TCA | H H H | OH NH, Me

FBs Ca4HsgNOys | 721 | TCA | TCA|OH |OH |OH | H NH, Me

FC,; Ca3HsNOys | 707 | TCA | TCA |OH |OH | H | OH NH, H
N-acetil-FC; CasH5oNOyg | 749 | TCA | TCA|OH |OH | H | OH | NHCOMe | H

izo-FC; Ca3HsNOys | 707 | TCA | TCA|OH | H | OH | OH NH, H

FC N-acetil-izo-FC; | CasHsgNOyg | 749 | TCA | TCA |OH | H | OH | OH | NHCOMe | H
OH-FC, CaHsNOys | 723 | TCA | TCA | OH | OH | OH | OH NH, H
N-acetil-OH-FC; | C3sHsgNOy; | 765 | TCA | TCA | OH | OH | OH | OH | NHCOMe | H

FC, CaHssNOy, | 691 | TCA| TCA|OH | H | H | OH NH, H

FC, CaHssNOy; | 675 | TCA | TCA | H H | H | OH NH, H

FP, C3gHeg;NOys | 800 | TCA | TCA |OH |OH | H | OH 3-HP Me

Ep FP, CaoHeNOys | 784 | TCA | TCA| H |OH | H | OH 3-HP Me
FP; C3gHe;NOys | 784 | TCA | TCA |OH | H H | OH 3-HP Me

3. abra. A fumonizinek szerkezete.

HO OH

trikarballilsav (TCA)

HO

Cf
N

\ 7
3-hidroxipiridinium (3-HP)
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2.2. A fumonizineket termelé gombafajok és a fumonizinek in vivo/in vitro
termelodése/termeltetése

A fumonizinek termelését toébb fonalas gombanemzetség esetében is megfigyelték,
azonban a f6 fumonizin-termel6k a F. verticillioides és a F. proliferatum, amelyek
vilagszerte elterjedt patogén fajai gazdasagilag fontos novényfajoknak, kulondsen a
kukoricanak, és emiatt sz&mos orszaghan jelentds ¢lelmiszerbiztonsagi problémat okoznak.
A Fusarium fajokat a gomba taxonémiaval foglalkozd kutatok a morfoldgiai bélyegek
alapjan tobb szekcioba soroljak. Egyre elterjedtebben alkalmazzak a DNS-alapu
eljardsokat is a fajok azonositasara és a fajpopulacio genetikai valtozékonysagéanak a
Kimutatasara. A szakirodalom négy szekcié (Liseola, Dlaminia, Elegans, Arthrosporiella),
Osszesen 15 faja (1. tablazat) esetén emliti, hogy képesek fumonizineket szintetizalni,
azonban nem egyforma mértékben (Rheeder és mtsai 2002). A legtébb fumonizin-termel6
Fusarium faj esetében az FB; toxin mennyisége a legjelentésebb, az Osszfumonizin-
tartalom kb. 70-80%-a. Az FB, és az FB3 toxinok mennyisége 15-25% illetve 3-8% kdzott
valtozik, mig az FB, mennyisége altalaban nem jelentés (Thiel és mtsai 1992; Marin és
mtsai 1995; Musser és Plattner 1997). A Fusarium fajok — igy a fumonizin-termelésre
képesek is — a szant6foldi penészekhez tartoznak, azaz mar a szant6foldon megfertézik a
gazdandvényt és kedvezo koriilmények esetén a raktarozas alatt is folytatjak a mikotoxinok
bioszintézisét. A fumonizin-termelés szempontjabol az abiotikus tényezok kozil a
nedvesség-tartalomnak és a homérsékletnek van a legnagyobb jelentésége. Le Bars és
mtsai (1994) kimutattdk, hogy 22% nedvesség-tartalom alatti szubsztraton nem torténik
fumonizin-termelés. Tobb kozlemény szerint a szant6foldi koriilmények kozott torténd
fumonizin bioszintézis 30-32% nedvesség-tartalom és 20-25 °C hémérsékleten a
legoptimalisabb (Le Bars és mtsai 1994; Nelson és mtsai 1994). Marin és mtsai (1996,
1999) szerint a F. verticillioides és a F. proliferatum fumonizin-termelése szempontjabdl a
0,97-es vizaktivitas (ay) €s a 15-30 °C hémérséklet az optimalis.

A fumonizinek bioszintézisét szamos Fusarium faj mellett néhany egyeb
gombanemzetség esetében is megfigyelték. A fumonizinek termelésére képes gombafajok
és az altaluk szintetizalt fumonizinek — Rheeder és mtsai (2002) dsszefoglald kozleményét
a legujabb eredményekkel kiegészitve — az 1. tablazatban lathatok. A paradicsom egyik
korokozoja az Alternaria alternata esetében leirtak, hogy in vitro képes termelni
fumonizineket (Chen és mtsai 1992; Abbas és Riley 1996; Mirocha és mtsai 1996),
azonban 1996 utan ezen faj fumonizin-termeldképessége a paradicsom esetében nem nyert

megerdsitest.
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1. téblazat. Fumonizineket termelé fonalas gombafajok (MP ,mating population”,

parosodasi populécio).

Fumonizin-termelé Fusarium fajok

Termelt fumonizinek

Liseola szekcio
Fusarium verticillioides (MP-A)

Fusarium sacchari (MP-B)
Fusarium fujikuroi (MP-C)
Fusarium proliferatum (MP-D)
Fusarium subglutinans (MP-E)
Fusarium thapsinum (MP-F)
Fusarium anthophilum
Fusarium globosum

Dlaminia szekcio
Fusarium nygamai (MP-G)
Fusarium dlamini
Fusarium napiforme
Fusarium pseudonygamai
Fusarium andiyazi

Elegans szekcid
Fusarium oxysporum

FA1.3, FBl.5, iZO-FBl, FAKl, FBKl, FC1V4, FP1.3,
PHFB15.5, 3-epi-FBgy4,

FB;

FB1

FAi1.3, FB15, FAKy, FBKy, FCy, FP13, PHFB1ap
FB;

FBi3

FB1-2

FBi3

FA13, FB1s, FAKy, FBKy, FC1, FP1, PHFB14p
FB1

FB1

FB]_-2

FB1

FC134, N-acetil-FC;, izo-FC;, N-acetil-izo-FCy,
N-acetil-OH-FC,

Fusarium oxysporum var. redolens FB13
Arthrosporiella szekcio

Fusarium polyphialidicum FB1

Fumonizin-termel6 egyéb fajok

Alternaria alternata FB13

Aspergillus niger FB246

Tolypocladium cylindrosporum FB2.4

Tolypocladium geodes FB2.4

Tolypocladium inflatum FB2.4

Tudomanyos korokben nagy érdeklddést valtott ki az a megfigyelés, hogy az

Aspergillus niger is képes lehet bizonyos fumonizinek termelésére, mivel a F.

verticillioides-hez hasonléan a fumonizinek bioszintéziséért felelds génklasztert sikertilt

ebben a fajban is azonositani és taptalajon fumonizint (FB;) termeltetni (Frisvad és mtsai

2007). Ezen megfigyelések utan az A. niger fumonizin-termelésével kapcsolatos kutatdsok
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felgyorsultak és sikertlt kdvébabban (Noonim és mtsai 2009), sz616ben (Logrieco €s mtsai
2009; Mogensen és mtsai 2010a), mustban (Logrieco és mtsai 2009), borban (Mogensen és
mtsai 2010b) és mazsolaban (Mogensen és mtsai 2010a) is fumonizineket azonositani. A
F. verticillioides és az A. niger fumonizin bioszintézist szabalyozd geén klasztereit a
bioszintézissel foglalkozo fejezetben részletesebben ismertetem. Legujabban Mogensen és
mtsai (2010c) Tolypocladium fajokkal kapcsolatban mutattdk ki, hogy képesek
fumonizineket (FB,, FB,) szintetizalni. A fumonizin bioszintézis szabalyozasaért felelés
génklaszter egymastol viszonylag tavolallé nemzetségekben torténd megjelenése is felveti
a fajok és nemzetségek kozotti horizontalis géntranszfer lehetdségét.

A fumonizinek allatetetési kisérletekben torténd alkalmazasahoz, a toxicitds és az in
vivo metabolizmus vizsgélatahoz viszonylag nagy mennyiségii toxinra van sziikség. A
kereskedelmi forgalomban kaphaté fumonizinek igen dragak, ezért az allatkisérletekhez a
fumonizineket lehetéleg in vivo vagy in vitro kell a toxinogén gombafajokkal
megtermeltetni és lehetség szerint a felhasznalés eldtt preparativ modszerekkel a bioldgiai
matrixbdl kinyerni azokat (ezekhez a kisérletekhez nem sziikséges az analitikai tisztasagu
komponens). Szant6foldi, természetes fert6z6désbol szarmazo kukorica esetében 2-3 g/kg
fumonizin produkcio6 érhet6 el. Az in vivo fumonizin-termeltetés hatranya, hogy a biotikus
¢és abiotikus tényezok valtozékonysaga miatt homogén fumonizin eloszldst nem Ilehet
elérni, és a termeltetés kortlményeinek a standardizélasa is nehézségekbe Utkozik. Ezen
okok kovetkeztében a fumonizinek termeltetésere az in vitro eljarasok jobban elterjedtek.

A fumonizinek in vitro termeltetése szempontjabol az abiotikus faktorok (vizaktivitas,
homérseklet) mellett igen nagy jelentésége van a termeltetés szubsztratjanak és az
alkalmazott izolatumnak, mint biotikus faktoroknak is. Mivel a toxintermelést jelentdsen
befolyasolja az alkalmazott gombafaj és izolatum (Musser és Plattner 1997), igen fontos,
hogy a lehetd legnagyobb toxin-kihozatalhoz a rendelkezésre &ll6 fajok és izolatumok
kozil a legmegfeleldbbet valasszak ki. A termeltetéshez leggyakrabban F. verticillioides és
F. proliferatum izolatumokat alkalmaznak. Ezeknek a fajoknak szd&mos izolatuma termel
fumonizint, azonban sok izolatum csak nyomnyi mennyiségii fumonizint szintetizal
(Rheeder és mtsai 2002). Kétségkivil, a ma fumonizin-termeltetésre hasznalt izolatumok
kozll a legismertebb a Dél-Afrikaban izolalt MRC 826-o0s elnevezésti F. verticillioides
izolatum. A fumonizinek in vitro termeltetésére folyadék- és szilard tenyészeteket is
alkalmaznak. A folyadékkultira eldnye az, hogy a termeltetést kvetden kevesebb zavard
matrix komponenst tartalmaz. A folyadékkultdras termeltetés soran gyakran valamilyen

természetes-eredeti tapoldat kiegészitét (pl. élesztOkivonat, kukoricaliszt, cirokliszt,
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rizsliszt, keményité kivonat) alkalmaznak az optimalis fumonizin-termeléshez (Narashima
Rao és mtsai 2010). Jiménez és mtsai (2003) kimutattdk, hogy a csak &svanyi sokat, vizet
és egy-egy cukrot és aminosavat tartalmazoé tapoldatban a Gibberella fujikuroi fajkomplex
izolatumai szerves-eredetli tapoldat kiegészité (élesztékivonat, keményitdé kivonat,
mikologiai pepton) nélkil nem voltak kepesek ndvekedni. A tapoldat kiegésziték
alkalmazéasa mellett a cukorszint ndvelésevel (5, 10 és 20 g/l) a termelt FB; és FB, toxinok
mennyisége is novekedett. A tapoldat Osszetevdinek optimalizalasaval az egyik
izolatumnal az FB; és FB; esetében 6,609 és 1,472 pg/ml koncentraciot sikertilt elérnilk.
Azt is megallapitottak, hogy a cukor-aminosav-izolatum kombinacio alapvet6 jelent6ségii
a fumonizin bioszintézis szempontjabdl, azaz minden egyes izolatum esetében
optimalizéalni kell a tdpoldathoz adagolt szén- és nitrogénforrds mennyiségét is. A
tapoldathoz adott aminosavak (mint szerves nitrogénforras) koncentraciojanak 1 g/l
értekrdl 10 g/l értékre novelése a fumonizinek bioszintézisét csokkentette, ami igazolta
Shim és Woloshuk (1999) eredmenyeit, miszerint a F. verticillioides esetében
nitrogénbdség esetén a fumonizin bioszintézis Ut gatolt, nitrogénhiany viszont indukélja a
toxintermelést. Hornok Laszlé akadémikus kutatdcsoportja kdzolte, hogy a nitrogénhianyra

fellép6é fumonizin bioszintézist a FUM gének (FUML1 és FUMBS) transzkripcios aktivacidja

valtja ki. Vad tipust, AFphogl MAPK null-muténs és a vad tipusu alléllal komplementalt

MAPK muténs torzsekkel végzett kisérleteikben igazoltadk, hogy a nitrogénhiany-okozta
stressz érzékelésben az Fphogl MAP kinaz igen fontos szerepet jatszik (Adam és mtsai
2008a,b; Kohut és mtsai 2009).

A fumonizinek termeltetésehez a szilard tenyésztési eljarasokat gyakrabban
alkalmazzak mivel a viszonylag egyszeriibb eljarassal jelentésebb mennyiségti fumonizin
allithato el6. Szubsztratként altalaban kukoricat vagy rizst hasznalnak fel a termeltetéshez.
Az MRC 826-0s izolatummal Alberts és mtsai (1990) szemes kukorican 17900 mg/kg FB;
toxint tudtak termeltetni. Eredményeiket — ugyanazt az izolatumot alkalmazva — Fodor és
mtsai (2006) nem tudtdk reprodukalni. Kisérleteikben az FB; toxin tekintetében joval
alacsonyabb (244.,4 + 102,5 mg/kg) toxinhozamot értek el, feltehetdleg azért mert szemes
kukorica helyett daralt kukoricat alkalmaztak és a tenyészetek a nem megfeleld szell6zés
miatt befulledtek és/vagy az izolatum fenntartasa soran az izolatum fumonizin-
termel6képessége a tobbszori atoltds miatt lecsokkent. Hinojo és mtsai (2006) F.
verticillioides izolatummal rizsen 3840 mg/kg FB; és 448,5 mg/kg FB, toxint tudtak

termeltetni. A fumonizin-termelés 20 °C homérsékleten volt a legmagasabb, mig 37 °C-on
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a legalacsonyabb. Az 6t vizsgalt vizaktivitas (ay) értékbol négynek (0,97; 0,98; 0,99 és 1,0)
nem volt szignifikdns hatdsa a fumonizin-termelésre, viszont 0,96-0s a, érték alatt
fumonizineket nem tudtak kimutatni a tenyészetekbdl. Bailly és mtsai (2005) egész szemti,
durva szemcseméretlire, valamint liszt finomsagura 6rolt kukoricat és rizst hasznaltak
szubsztratként er6sen toxinogén F. verticillioides izolatumok fumonizin-termelésének a
tanulméanyozéasédhoz. A kukorica szubsztraton a rizs szubsztrathoz képest magasabb FB;
szintet értek el, ugyanakkor a két szubsztrat kozott a micélium novekedeésben — az
ergoszterin-tartalom meghatarozasa alapjan — szignifikans eltérést nem tapasztaltak. A
legmagasabb toxin hozamot (4000 mg FBi/kg) az NRRL-3428-as szamu izoldtummal a
durvéra Orolt kukorica esetében kaptak, amikor 50% viztartalom mellett, 5 hétig, 21 °C
hémérsékleten inkubaltdk a tenyészeteket. A durvara 6rolt kukorica esetében a gomba
micéliumok konnyebben hozzafértek a makro- és mikroelemekhez, szerves
tdpanyagokhoz, mint a szemes kukorica esetében. A kukoricaliszt szubsztraton a gyenge
oxigén ellatottsag miatt a micéliumok nem tudtak megfelel6 mértékben novekedni, ami

minimalis fumonizin-termelést eredményezett.

2.3. A fumonizinek bioszintézise és a bioszintézis genetikai szabalyozasa

A témakor kiemelkedd elméleti jelentdségét igazoljdk a szdmos kozlemény mellett az
utobbi évtized Osszefoglald munkai is (Desai és mtsai 2002; Merrill 2002; Du és mtsai
2008; Alexander és mtsai 2009; Huffman és mtsai 2010; Picot és mtsai 2010; Reverberi és
mtsai 2010). A fumonizinek bioszintézisének tanulméanyozasahoz féként izotopetetési
kisérleteket alkalmaztak. *C-jelzett prekurzorokkal végzett kisérletekben igazolték, hogy a
C-1, C-2, és a primer amino-csoport alaninbdl, a C-3 — C-20 szénatomok az acetil-KoA-bdl
és malonil-KoA-bol, mig a C-12 és C-16 metil-csoportok a metioninbdl szarmaznak
(Alberts és mtsai 1993; Branham és Plattner 1993; Blackwell és mtsai 1994, 1996; Plattner
és Shackelford 1992). 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-csoportok valdsziniileg a
molekularis oxigénbdl szarmaznak (Caldas és mtsai 1998). A TCA feltételezhet6en a
citrat-ciklusbdl szarmazik (Blackwell és mtsai 1996).

A legtobb mikotoxin bioszintézisének genjei klaszterekben helyezkednek el. A F.
verticillioides esetében 15 gén (FUM1-FUM3, FUM6-FUM8, FUM10, FUM11, FUM13-
FUM19) az 1-es kromoszoman egy l6kuszban helyezkedik el, kozilik a fumonizin
bioszintézis soran 13 génnek tulajdonitanak fontosabb szerepet (Desjardins és mtsai 1996;

Desjardins es Proctor 2007; Seo és mtsai 2001). A legelszor publikalt és ugyanakkor az
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egyik legfontosabb FUM gén a FUML1, amely hét funkcionalis doménnel, B-ketoacil
szintdz (KS), aciltranszferaz (AT), dehidrataz (DH), metiltranszferdz (MT), enoilreduktaz
(ER), B-ketoacil reduktdz (KR) es acil-vivé fehérje (ACP) rendelkezik és a poliketid
szintaz (PKS) fehérjet kddolja (Proctor és mtsai 1999). Feltételezik, hogy a gén altal kodolt
Fumlp PKS fehérje felelds a 18 szénatombdl allo telitett szénlanc (C-3-t61 C-20-ig) és a C-
12 és C-16 atomokon 1év6 egy-egy metil-csoport szintéziséért is, amely a fumonizin
bioszintézis elsé 1épése. Sok PKS rendelkezik — a lanchosszabbitas leéllitdsa valamint a
poliketid lanc PKS enzimrol torténé levalasanak eldsegitése céljabol — tioészteraz (TE)
vagy TE/ciklizal6 domeénnel (Proctor és mtsai 2003; Staunton és Weissman 2001), azonban
a poliketid vaz a PKS Fumlp fehérjér6l a Fum8p fehérje kozremiikodésével valik le (Du és
mtsai 2008; Gerber és mtsai 2009).

Homoldgia vizsgalatokkal igazoltadk, hogy a Fum8p hasonldsagot mutat az amino-
aciltranszferazok egy csaladjaval, amelyek az acil-KoA és az aminosavak kondenzécidjat
katalizaljadk. A FUM8 gén kiiktatdsaval a fumonizinek bioszintézise és az intermedierek
felhalmozodasa is ledllt (Seo és mtsai 2001). Harom deléciés mutans (AFUM1, AFUM6,
AFUMS) kiilonboz6 kombinacidinak egyiitt-tenyésztéses kisérleteivel igazoltak, hogy a
Fumé6p a Fumlp és a Fum8p utan 1ép miikodésbe (Bojja és mtsai 2004). A Fumép
homoldgiat mutat a citokrém P450 oxigenazzal és hasonld a F. oxysporum-bol izolalt P450
foxy elnevezésii zsirsav hidroxilaz enzimhez (Seo és mtsai 2001). A Fum6p a C-14 és C-
15 szénatomokat hidroxilezi, amely hidroxil-csoportok a fumonizin vazon a trikarballilsav
molekulakkal torténé észterezési reakciokban vesznek részt. Gerber és mtsai (2009)
igazoltak, hogy a (2S)-alanin és a enzimhez-kotott C-18 poliketid 1anc kdzotti C-C kotés a
FUMS8 gén altal kodolt Fum8p fehérje, a piridoxal-foszfat fiiggd amino-aciltranszferaz
enzim kézremiikddésével jon 1étre.

A Fum13p egy olyan 3-ketoreduktaz, amely a C-3 keton redukciojat katalizalja a
bioszintézis korai szakaszaban. FUM13 mutansok 90%-kal kevesebb FB; toxint termeltek
mint vad tipusu tarsaik, és féleg a 3-keto-FB; és a 3-keto-FB, komponenseket
szintetizaltdk. Ez vezetett arra a konkluzidra, hogy a Fuml4p a szintézis egyik utolsd
1épésében vesz részt, de még a Fum2p altal torténd C-10 hidroxilezés elétt, amely az
elagazasi pont az FBs—FB; és FB;—FB; toxinok szintézise felé. Ugy tiinik, hogy a C-3
helyzetben talalhatdo keton jelenléte gatolja a Fum3p altal torténé C-5 hidroxilezést.
Azonban, mivel a vad tipushoz képest azért 10% mennyiségben FB;-;, toxinok
szintetizalodtak, kell lenni egy masodlagos és kevesbé hatékony 3-ketoreduktdznak is,

amely valdszinii, hogy a 3-ketoszfinganin reduktaz homologja (Butchko és mtsai 2003a).
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A Fum2p enzim a citokrdm P450 oxigendz homoldgja. Kimutattak, hogy a FUM2 gén
delécidjaval nyert mutansok elvesztették képességiket az FB; és FB3 toxinok szintézisére a
(Desjardins és mtsai 1996; Butchko és mtsai 2006). Két természetben el6forduld tdrzs
(amelyek koziul az egyik torzs nem termelt FB; és FBs; toxint) fumonizin-
termeldképességének Osszehasonlitdsaval azonositani tudtak, hogy a FUM2-es gén felelds
a C-10 hidroxilezéséért (Desjardins és mtsai 1996; Proctor és mtsai 2003).

A FUM3 gént eldszor FUM9-ként kozolték, amig a funkcidjat kapcsolatba nem
hoztak a FUM3 ismert lokuszaval (Desjardins és mtsai 1996; Butchko és mtsai 2003b;
Proctor és mtsai 2003). A kisérleti megfigyelések azt jelzik, hogy az FB1/FB; bioszintézis
utolsé 1épését — az FB3/FB, toxinok C-5 atomjanak hidroxilezését — a Fum3p katalizalja
(Ding és mtsai 2004). A TCA beépllésének a kiiktatasa nem eredményezett FB,/FB;
toxint, csak hidrolizalt FB3/FB4 komponenseket, jelezve, hogy a Fum3p a Fum14p utan lép
mitkodésbe (Zaleta-Rivera és mtsai 2006). Azok a mutansok amelyeknél a FUM9-es gént
kiiktattak, képtelenek voltak FB,/FB, toxint termelni.

Noha a FUM11-es gén nem nélkilézhetetlen a fumonizinek bioszintéziséhez, a gén
Kiiktatasa alacsonyabb fumonizin koncentracidkat eredményezett. Mivel a Fumllp
homoldgiat mutatott a mitokondridlis, membranhoz koététt trikarbonsav transzporterekkel,
ugy tlinik, hogy a FUM11 prekurzorokat szolgéltat a trikarballilsav eldallitasahoz (Proctor
és mtsai 2003).

A TCA pontos 0Osszeallitasdért és az oldallancok fumonizin vazhoz torténd
kapcsolasaért 3 gén felelos (FUM7, FUM10, FUM14). A Fum7p és Fum10p mitkddésének
pontos sorrendje még nem tisztazott. Tobb tanulméany szerint a TCA és a fumonizin vaz
megfelelé hidroxil-csoportjai (C-14 és C-15) kozotti eszterezési reakcidért a Fumldp a
felelés. A FUM14 kiiktatdsa a hidrolizdlt fumonizinek mennyiségének jelentds
novekedését eredmeényezte és a Fum14p enzimnek NRPS-kal mutatott homoldgiaja alapjan
feltételezik, hogy a Fum14p az észter képzodést (C-O) katalizalja az amid képzddés (C-N)
helyett, ami normalisan elvarhaté lenne az NRPS enzimtdl (Zaleta-Rivera es mtsai 2006).
Lehetségesnek tartjadk, hogy a FUM7, FUM10 és FUM14 egyitt képez egy nem
riboszomalis peptid szintetaz (NRPS) komplexet (Zaleta-Rivera és mtsai 2006).

A Fum7p hasonlésadgot mutat azzal a dehidrogenazzal, amely a hidroxil-csoportokat
ketonna alakitja (Proctor és mtsai 2003). A FUM7-es gén kiiktatasa olyan fumonizineket
eredmenyezett ahol a TCA oldallanchan egy kettés kotés volt megfigyelheté (Butchko és
mtsai 2006). Emiatt azt gondoljak, a Fum7p fehérje fumonizin bioszintézisben jatszott
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szerepe az, hogy a kettds kotést eltavolitva létrehozza a trikarballilsavat (Zaleta-Rivera és
mtsai 2006).

A FUMI10 kiiktatasa hidrolizalt fumonizineket (HFB3, HFB,) eredményezett, jelezve,
hogy a FUM10 sziikséges a TCA molekulak fumonizin vazhoz t6rténé kapcsolasahoz.
Mivel a Fum10p homoldgiat mutatott egy acil-KoA szintdzzal, feltételezik, hogy a
Fum10p felelés a TCA-KOA komplex képzddéséért.

Brown és mtsai (2005, 2007) F. verticillioides-ben két tovabbi gént (FUM20, FUM21)
azonositottak a fumonizin bioszintézisért felelés gén klaszterben a 87000 EST jellemzése
sordn. A FUM20 egy kis méretii gén, amely 40 aminosavat kddol, funkcidja még nem
tisztazott. A FUM21 gén egy Zn(I1)2Cys6 transzkripcids faktort kodol: azoknal a
torzseknél ahol ezt a gént kiiktattak, a fumonizin bioszintézis gatlasat figyelték meg. igy
valoszinti, hogy a Fum21p egy irany-specifikus transzkripcios faktor.

A FUM15-FUM18 génekrdl feltételezik, hogy nem nélkiilozhetetlenek a fumonizinek
bioszintéziséhez. A FUM15 génrél azt gondoljéak, hogy egy citokrom P450 monooxigenazt
kodol. A fumonizin vaz hidroxil-csoportjai kdzil a FUM15 Kiiktatasa egyik hidroxil-
csoportot sem befolyasolta. Ez azt sugallja, hogy a FUM15 a szénlanc egy mar felismert
pontjanak a hidroxilezésében vehet részt. A FUM16 génnel kapcsolatban feltételezik, hogy
hasonl6an a FUM10 génhez acil-KoA szintazt kodol, azonban, szemben a FUM10 génnel,
Kiiktatasa nem eredményezett valtozast a fumonizin-termelés mintazatdban (Butchko és
mtsai 2006). A FUM17 és FUM18 génekrdl feltételezik, hogy ceramid szintazokat
kddolnak és a fumonizinekkel szembeni rezisztencia mechanizmus kialakitasaban lehet
fontos szerepuk.

A FUM19 gén az ABC transzporter genekhez hasonl6 és feltételezik, hogy ez is a
rezisztencia mechanizmusban jatszik szerepet. Proctor és mtsai (2003) 6t FUM19 mutéans
vizsgalata soran azt talaltdk, hogy az FB; és FBj; toxin aranyaban mindegyik mutans
esetében tortént egy kis valtozas, mig azok a transzformansok amelyek megdrizték a vad
tipust nem mutattak eltérést a két toxin aranydban. Ezt a fenotipust két kiilonbozo
kisérletben is megfigyelték, ami jelzi a FUM19 finom szerepét a végleges fumonizin
mintazat kialakitasaban. Mivel ezek a gének (FUM17, FUM18, FUM19) egy klaszterben
helyezkednek el és egyutt expresszalédnak mas fumonizin génekkel, valoszinii, hogy vagy
a bioszintézisben jatszanak szerepet, vagy a toxinokkal szembeni rezisztenciat nyujtjak. A
genomban azonban taldlhatok olyan gének is, amelyek képesek kompenzalni a
mutansokban kiesett funkciokat. igy pl. a F. verticillioides genomi szekvencia adatbazisa

jelzi, hogy a gombanak a FUM17 és FUM18 mellett harom tovabbi ceramid szintaz genje
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és a FUM19 génen kiviil 20 egyéb ABC transzporter génje is van. Tovabba tgy tinik,
hogy a FUM11 (trikarbonsav transzportert kodol) és a FUM20 sem nélkiilozhetetlen a
bioszintézishez (Brown és mtsai 2005; Butchko és mtsai 2006). A FUM11 mutansok a vad
tipusnak megfeleld6 FBi, toxin-mintazatot mutattdk, ugyanakkor PH és KPH
fumonizineket is termeltek joval magasabb mennyiségben mint a vad tipus. Ezek az
eredmények is mutatjak, hogy a FUM11 és FUM19 gének a fumonizin bioszintézisben
jatszott szerepiket tekintve fontosak, de nem nélkuldzhetetlenek.

A bioszintézisben szerepet jatszo gének genetikai €s biokémiai eljarasokkal torténd
kozvetlen tanulményozasa szolgéltatta az alapot a fumonizinek (FBi4) bioszintézis

Utjainak a felvazolasahoz (4. abra).

Poliketid acil-S-Fumlp

1 x Acetil-KoA FUMI (Poliketid szintdzhoz-ktott poliketid linc)? ‘MitOkOHdl'il.lm
8 x Malonil-KoA ————» Me S-Fumip (Trikarbonsav ciklus)

2 x SAM Poliketid szintiz Me Me /
Me, FUMII
) ) FUA/’B + Alanin >—NH2
Aminoacil transzferaz HOOC
CO, 0 HoOC
3-keto intermedier o Me HOOC\/i\/COOH
FUMG6 ﬂ Me Me NHo OH
P450 monooxigenaz, NADPH, O, OH 0] FUM10
3-keto-14,15-dihidroxi intermedier ¢ Me )
FUM7
FUMI3 ﬂ Me OH Me NH,
3-ketoreduktiz, NADPH OH OH HOOC ©
e Me + HOOC\/J\/lLS,KOA
FUMZH Me OH Me HFB, NH, TCA-KoA komplex
HOOC O P450 monooxigendz, O, OH OH
Hooc. A SRR Me \\ FuMiI4
TCA-KoA komplex Me OH Me OH HFB, NH, Eszteraz
HOOC O FUMI4 H HOOC O
Eszteraz HOOC
Hooc\)\/u\o o o o
Me Me Me Me
Me | Me OH FB, NH, Me L Me FB, NH,
Hooim FUMI Hocim FUM3
HooC 6 C-5 hidroxilaz Hooe C-5 hidroxilaz
0,, 2-KG 0,, 2-KG
HOOCMO oH OH HoOC ° oH on
Me Me Me Me
Me L Me OH FB, NH, Me L Me FB, nH,
Hooc” Yy Y HOOC
HOOC O HOOC O

4. dbra. Az FB1.4 toxinok bioszintézisének fobb 1épései F. verticillioides-ben (Butchko és
mtsai 2006, mddositva). 2-KG = 2-ketoglutarsav, SAM = S-adenozil-metionin.
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Waalwijk és mtsai (2004) F. proliferatum-ban a teljes 15 gént tartalmaz6 FUM
Klasztert azonositottak és azt talaltak, hogy a gének sorrendje és iranyultsaga ugyanaz mint
a F. verticillioides-ben. A klaszteren kivili szekvencia azonban a FUM1 gént6l felfelé
talalhatd 2 kb régio kivételével jelentOsen eltért, amely valdszinl, hogy a késébb kdzolt
FUM21-es regulétor gén (Brown és mtsai 2007).

Az 5. &bran lathato, hogy az Aspergillus niger-ben leirt FUM gén klaszter jelentdsen
eltér a Fusarium nemzetségben talalhato FUM klaszterektél (Baker 2006). Az A. niger
FUM gén klasztere nem tartalmazza a FUM2, 11, 16, 17 és 18 génecket. Elképzelhetd, hogy
néhany modositd enzim helyezkedik el az A. niger fumonizin gén Kklaszterében és talan
nem az 6sszes F. verticillioides-ben talalt ORF sziikséges a fumonizin-termeléshez és a
sejtek védelméhez (Alexander és mtsai 2009). A FUM2 hianya okozza azt, hogy az A.
niger termel FB, toxint, ugyanakkor nem termel FB; és FBj3 toxinokat, mivel a Fum2p
fehérje a felelds a C-10 szénatom hidroxilezéséért és az FB, toxinnak nincs ilyen hidroxil-
csoportja, mig az FB; és FB3 toxinnak van (Frisvad és mtsai 2007). Mivel a FUM11, 16,
17 és 18 gének az A. niger-ben hianyoznak feltételezik, hogy ezek a gének nem
szilkségesek a fumonizinek termeléséhez. A FUM11-re, mint trikarbonsav transzporter
génre azeért nincs szliksége az A. niger-nek a fumonizin gén klaszterében, mert ez a faj

kdzismerten jO citromsav-termeld, amely a citrat-ciklus egy igen fontos trikarbonsav

alkotéeleme.
Aspergillus niger 10 kb
fum7 fum13 transzkripcios transzporter
faktor
fumé fum10 | fum9 fum8 fumi14 fum15 fum19 fumi PKS
D = . ===
‘ ‘ fum9 ‘ fum12 | fum14 fum17
fum1 fum6 fum7 fum8 fum10 fum11 fum13 fum15 fum16 fum18 fum19

Fusarium verticillioides

5. abra. A F. verticillioides és az A. niger fumonizin klaszterei (Pel és mtsai 2007).
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2.4. A fumonizin-okozta toxikozisok és biokémiai véaltozasok laboratoriumi és
tenyésztett allatokban

A fumonizinek toxicitasanak Ujabb eredmenyeire vonatkozé ismereteket az
Osszefoglald miivek folyamatosan publikaltak (Diaz és Boenmans 1994; Bondy és Pestka
2000; Gutleb és mtsai; Humpf és Voss 2004; Voss és mtsai 2007; EI-Nekeety és mtsai
2007; Stockmann-Juvala és Savolainen 2008). Az egyes részleteket — kitérve a hazai
kutatas eredményeire is — roviden az alabbiakban foglalom 6ssze.

Mint az el6zéekben emlitésre keriilt, mar a malt szazad elején megfigyeltek lovakban
és rokon fajaikban (Oszvér, szamar) olyan - idegrendszeri tinetekkel jar6 -
megbetegedéseket (ELEM), amelyek az allatok elhullasdhoz vezettek. Csak joval kés6bb
talaltak kdzvetlen osszefliggést a penészes kukorica etetése és az ELEM kdzott, amikor
Wilson és Maronport (1971) F. verticillioides gombatenyészettel kevert takarmannyal
etetett lovakban kisérletes uton eldidézte az ELEM betegséget, amely az Aallatok
elhullasaval végz6dott. Magyarorszagon is mar 1977-ben leirtak (Lacza és Lazar 1977) a
lovak esetében olyan megbetegedést, amelyet akkor takarmany-toxiko6zisnak
diagnosztizaltak és ut6lag a tlneteket és kortani elvaltozasokat kiértékelve arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a lovak elhullasat akkor az agylagyulas okozta (Fazekas és
Bajmdcy 1996).

Magyarorszagon mar az 1950-es évek elején észlelték sertésekben — kukorica
takarmany fogyasztasat kovetden — a tiidévizeny$ jarvanyszeri el6fordulasat (Doman
1952; Petras 1952). A betegség hazankban a sertések ,.hizlalasi tiidévizeny6je” néven valt
ismertté. Patologiai és biokémiai vizsgélatokat folytatva Kékesi (1961) arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a sertések tlidovizenydjét takarmanyozéas-eredetli szérum
albuminszint csokkenés okozza, amely a kalium- és natriumion arany megvaltoztatasa
révén szivmiikodési zavarhoz vezet. Akkor még nem tudték, hogy a hattérben a fumonizin-
szennyezés okozta toxikozis talalhatd. F. moniliforme gombaval fertézott kukoricaval
etetett sertésekben tiidovizenyot €s mellvizkort tudtak eldidézni, amelyet a tiinetegyiittesrol
PPE-nek neveztek el. A hizlalasi tiidévizeny6 és a Kriek és mtsai (1981a) altal PPE-nek
elnevezett tunetegylttes kozotti hasonldsag alapjan hazai kutatdk feltételezték, hogy a
hizlalasi tiidovizeny6t is a takarmanyok mikotoxin-szennyezése idézi el (Kakuk 1995).
Ezt a feltételezést Fazekas és mtsai (1997) kisérletes Gton, két malacnak 330 mg FB1/kg
toxint tartalmazé kisérleti tappal torténé etetésével igazoltak. A malacok a takarmany
részbeni visszautasitasa utdn a kisérlet 5. napjan sulyos légzdszervi tiinetek kozott

elhullottak. A patoldgiai vizsgalatok sulyos tiidévizeny6t, mellvizkort, majelfajulast és
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kezd6dé agylagyulast allapitottak meg, azaz az elvaltozasok megegyeztek az USA-ban
leirt PPE nevi korképpel. Motelin és mtsai (1994) 101 és 175 mg FB1/kg toxint tartalmazo
takarmanyt fogyasztd véalasztott malacokkal végzett vizsgalatukban azt talaltdk, hogy a
vizsgalat 14. napjan a vérszérum bilirubin és koleszterin koncentracidja megemelkedett és
néhany enzim aktivitasa (GGT, ALT, AST) is jelentdsen megnétt. A sertések klinikai
tlinetekben meg nem nyilvanulo, de majkéarosodast (Riley és mtsai 1996) valamint vese- €s
hasnyalmirigy nekrézist (Harrison és mtsai 1990) kivaltd megbetegedesét alacsonyabb
bevitelével is sikerllt kivaltani. Rotter és mtsai (1996) 10 mg/kg FB; tartalmi takarmanyt
fogyasztd valasztott malacok mindegyikében az AST aktivitds emelkedését tapasztaltak a
kisérlet 2. hetében. Zomborszky-Kovacs és mtsai (2002) igen alacsony toxin-tartalma (< 1
mg FB1/kg) takarmanyt etettek nyolc héten keresztll a sertésekkel. Ez az alacsony FB;-
tartalom klinikai tlineteket még nem okozott, viszont a szérum biokémiai paramétereit
vizsgélva megallapitottdk, hogy a fumonizin terhelés hatasara — a ddzis nagysagatol és
idejétol fiiggden — a bilirubin és az epesavak mennyisége, valamint tébb fontos enzim
(ALP, AST, LDH, GGT) aktivitasa is megnétt. Vemhes kocékkal végzett kisérletiikben
megallapitottdk, hogy az FB; toxint tartalmaz6 takarmany etetése mar a méhen belil
karositotta a magzatokat. A tiid6vizeny6 és a maj koros elvaltozasa mar az ellés utan ledlt
malacokban is kimutathato volt. A vérszérum ALKP, AST és GGT enzimeinek aktivitasa a
fiziol6giasnal magasabb volt. A szérum szfinganin és szfingozin aranya (Sa/So) a tiinetek
stlyossaganak megfeleléen valtozott. Az értékek az enyhe-, valamint a sulyos fokd
elvaltozas esetén 0,20-0,24 és 0,29-0,36 kodzott voltak (Zomborszky-Kovacs és mtsai
2000).

Az Sa/So arany megvaltozasanak igen nagy jelent6sége van a fumonizin okozta
toxikdzisok diagnosztizalasaban. Kimutattak, hogy a C-2 atomon primer amino-csoportot
tartalmazo fumonizinek — mint a szfingoid bazisok (Sa, So) szerkezeti analogjai —
kompetitiv mddon gatoljak a ceramid szintazt, amely a szfingolipid metabolizmus kulcs
enzimeként katalizalja a Sa, So és mas szfingoid bazisok acilezését. Kimutattak, hogy a
ceramid szintdz az FB; toxin primer amino-csoportjaval és a trikarballil-csoportokkal is
interakcioba léphet (Merrill és mtsai 1996; Humpf eés mtsai 1998). A ceramid szintaz
gatlasa kovetkezteben az enzim szubsztratjanak (szfinganin) a szintje a szovetekben, a
szérumban és a vizeletben dramaian megemelkedik, mig a So szintje kisebb mértékben
ndvekszik (Merrill és mtsai 2001; Riley és mtsai 2001; Riley és Voss 2006). Ily modon a

fumonizinek gatoljak a ceramid de novo bioszintézisét és a szfingolipidek (pl.
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szfingomielin) képz6dését (6. abra), ezaltal olyan cellularis eseményeket inditanak el,
amelyekrdl azt gondoljdk, hogy felelések ezen komponensek toxikussagaért és rakkeltd
hatasdért. A szfingolipidek a bioldgiai membranok igen fontos alkotdi, tovabba a sejtek
kozotti  informacidatadasban is szerepet jatszanak, ezért az anyagcseréjik koros
megvaltozdsa az egész szervezetre karos hatdssal van. A szfingomielinek igen fontos
szerepet toltenek be a biolégiai membranok stabilitasaban, igy bioszintézisiik géatlasa a
sejtek lizisét idézheti el6 és ez lehet a felelds az ELEM ¢és a PPE korképekben megfigyelt
késleltetett nekrozisert is. A ceramidokrol, mint a szfingozin N-acil szarmazékairol
feltételezik, hogy a szfingozinhoz hasonl6an, masodlagos hirvivé szerepet toltenek be és
tumor-szupresszor lipidként funkcionalnak (Hannun és mtsai 1993).

M
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6. abra. A szfingolipid metabolizmus sémaja, jelezve (X) azon pontokat, amelyeket a
fumonizinek blokkolnak. A felfelé mutat6é vastag nyilak a szovetekben és a szérumban a
fumonizinek hatdsara emelkedd tendenciat mutatd komponensek, mig a lefelé mutatd
vastag nyil a komplex szfingolipidek koncentracidjanak a csokkenését jelzik (Pruett és
mtsai 2008, mddositva).

A szfingolipidek bioszintézisének elsd 1épésében a szerin kapcsolodik a palmitinsavat
vagy a sztearinsavat szallité KoA-val, majd a keletkez6 3-ketoszfinganin redukalodik

NADPH segitségével szfinganinna. Ezutan a szfinganin a ceramid szintaz &ltal, tobbféle
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zsirsav-acil-KoA-t (sztearinsav>lignocerilsav>palmitinsav>olajsav) felhasznalva
dihidroceramidda acil&lodik, majd a dihidroceramid dehidrogenédz hozza létre a C-4 és C-5
atomok kozotti  kettés kotést, kialakitva ezzel a ceramidot, amelyb6l a komplex
szfingolipidek képzddnek. A szfingozin, amely a ceramid bomlasterméke, a ceramidaz
enzim segitségével alakul ki. A szfinganinbdl és a szfingozinbdl is kindz enzimek
kozremiikodésével képzodik a foszfat szarmazékuk (szfinganin-1-foszfat, szfingozin-1-
foszfat), amelyekbdl lidaz enzimek hatasara képzodik a foszfoetanolamin és a hossza-lancu
aldehidek (6. abra).

A fumonizinek hatasara bekovetkezd szfingoid bazis felhalmozddasokat €s az Sa/So
ardny megvaltozasat szamos eml6s-, szarnyas- és halfajban megfigyelték, amelyet Bolger
és mtsai (2001), valamint Haschek és mtsai (2001) 6sszefoglald kozleménye targyal.
Merrill és mtsai (2001) valamint Riley és mtsai (2001) igazoltak, hogy Kisérleti
kortlmények kozott az Sa/So ardny meghatarozdsa a szovetekben, a szérumban és a
vizeletben val6ban hasznos biomarker a fumonizin Kitettség igazolasara, azonban
figyelembe kell venni, hogy a fumonizinek altal indukalt szfingoid bazis profil
megvaltozas visszafordithatd folyamat (Wang és mtsai 1992; Voss és mtsai 1998a;
Enongene és mtsai 2002).

Az Osszetett gyomorral rendelkezé kérddz6 allatok viszonylag ellenalldak a
takarmanyok fumonizin-szennyezettségével szemben (Smith és Thakur 1996). Osweiler és
mtsai (1993) ndvendék szarvasmarhakon 148 mg/kg FB;.3 toxin-tartalmi takarmanynak az
etetésével idéztek el6 stlygyarapodas csokkenést és majelfajulast. Mathur és mtsai (2001a)
szarvasmarhakon végzett vizsgalataik soran hét napon keresztul intravénasan adagoltak az
FB; toxint és az adagolas megkezdése utan 2-4 nappal a szérum és a vizelet biokémiai
analizise maj- és veseelfajulast mutatott ki az allatokban. A majban, a vesében, a tiidoben a
szivben és a vazizmokban is az Sa és So szint novekedését figyelték meg, azonban a
lovakkal és a sertésekkel szemben kardiovaszkularis eltérést nem tapasztaltak (Mathur és
mtsai 2001b) Az USA-ban, vadonélé szarvasokban jelentkez6 megbetegedést kdvetden a
szérumban magas AST szintet mértek és a takarmanyukban jelent6s FBj-Szennyezest
mutattak ki (Howerth és mtsai 1989). Juhokban fumonizin-tartalmu (45,5 mg FBi.3/kQ)
gombatenyészet etetésével idéztek elé maj- és veseelfajulast (Edrington és mtsai 1995).

A baromfifélek is viszonylag ellenalléak a fumonizin toxicitdssal szemben, noha
naposcsibék esetében a magas dozisu (100-400 mg/kg) FB; toxint tartalmazé
gombatenyészettel torténd etetés a novekedésben vald lemaradast, majkarosodast és

angolkort idézett elé (Ledoux és mtsai 1992). Pulykapipék etetési kisérletei hasonld
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eredményeket adtak azzal a kuldnbséggel, hogy a hosszantarté fumonizin kezelésre a
naposcsibékkel szemben érzékenyebbek voltak (Weibking és mtsai 1993; Broomhead és
mtsai 2002). Tokés récéken végzett mesterséges taplalasos Kisérletek soran amikor 20
mg/kg FB;-tartalmud kukoricat 12 napig etettek az allatokkal azt tapasztaltak, hogy a kacsak
8%-a elhullt, a takarméany hasznosulasa csokkent és az Sa szintje a majban és a szérumban
megnovekedett igazolva, hogy a kacsak érzékenyebbek a fumonizinekre (Tardieu és mtsai
2004). Csirkéken és pulykakon végzett etetési kisérletek azt mutattak, hogy az FB; toxin
ezekre az allatokra immunszupressziv hatassal is rendelkezik (Qureshi és Hagler 1992;
Dombrink-Kurtzman és mtsai 1994). A vizi szarnyasok fumonizin érzékenységérdl igen
keves adat &ll rendelkezésre.

Nyérceket (Mustela vison) 118 mg/kg fumonizint tartalmazo taplalékkal etettek, de a
letargian kivil semmilyen Klinikai tiinetet nem mutattak (Restum és mtsai 1995). A
szérumban bekoOvetkezé valtozasok a maj, a vese és a hasnydlmirigy megbetegedését
jelezték, ugyanakkor a szdvettani vizsgalatok koros elvaltozast nem mutattak. A szabad Sa
mennyisége és az Sa/So ardny a majban és a vesében is megemelkedett. A ndstény nyércek
szaporodasara a 115 és 254 mg/kg fumonizint tartalmaz6 takarmany etetése nem volt
hatassal (Powell és mtsai 1996). A vizsgalatok alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy
a nyercek a fumonizin-okozta toxicitasra nem talsdgosan fogékonyak.

A haltakarmanyok legfontosabb &sszetevéje a kukorica. Az USA-ban 1 kg
haltakarmanyban 300-350 g kukorica talalhatd. A potencialis fumonizin toxikozis miatt a
fumonizinek hatésat tébb halfajon (harcsa, ponty) is vizsgaltak. A pettyes harcsa (Ictalurus
punctatus) 6t hétig tartd etetési kisérlet soran 313 mg FBi/kg gombatenyészettel fert6zott
kukorica takarmanyt is toleralt toxicitasra utalo szoveti elvaltozas nélkul (Brown és mtsai
1994). Ugyanezen a halfajon végzett masik kisérlet sordan > 20 mg FBi/kg
gombatenyészettel fertézott kukoricdval 10-14 hétig etették a feln6tt halakat és csokkent
sulygyarapodast, valamint a hematologiai paraméterek és a maj morfologiai megvaltozasat
tapasztaltak. A 320 és 720 mg FBi/kg takarmany esetében jelentés elhullas tortént
(Lumlertdacha és mtsai 1995; Lumlertdacha és Lovell 1995). Pepeljnjak és mtsai (2003)
egy-nyaras pontyokat 42 napig etettek FB;-tartalmud takarmanyokkal és olyan — a dozistol
fiiggd — biokémiai valtozasokat észleltek a szérumban amelyek jelezték, hogy a halak
esetében is a fumonizin toxikozis célszervei a maj és a vese. A majban az ALT és AST
enzimek aktivitisa és a bilirubin-, mig a vesében a kreatinin koncentracidja emelkedett

meg.
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A fumonizinek laboratoriumi allatokra gyakorolt toxikoldgiai és patoldgiai hatasait
Kiterjedten tanulményoztak, amely vizsgélatok eredményeit tobb 6sszefoglald kdzlemény
is targyalja (Bucci és mtsai 1998; Bolger és mtsai 2001; Dragan és mtsai 2001; Hard és
mtsai 2001; Voss és mtsai 2001b). A kisérleti adatok alapjan megallapithatd, hogy a
fumonizin toxikozisnak laboratériumi Kisérleti allatok (egér, patkény, nydl) esetében is a
legfontosabb célszervei a maj és a vese. A laboratoriumi kisérleti allatokban a kiilonb6z6
fumonizin dézisokra a fajtol-, a fajtatdl- és a nemtdl fiiggd toxikoldgiai valaszokat kaptak.
A Sprague-Dawley (Riley és mtsai 1994) és a Fischer 344 (Voss és mtsai 1995; Howard és
mtsai 2001a,b) patkanyok esetében pl. a fumonizin kezelés hatdsara a majhoz képest a
vesében nem, vagy csak alig érzékelheto elvaltozas tortént, tovabba a him egyedek a
veseelfajulasra hajlamosabbak voltak, mint a ndstények. A nyulak nagyon érzékenyek az
FB; kezelés hatasara bekovetkezd veseelfajulasra (Gumprecht €s mtsai 1995; Bucci és
mtsai 1998). Mint kordbban mér emlitettem, elészor Dél-Afrikdban (Marasas és mtsai
1984), majd az USA-ban is (Wilson és mtsai 1985) a F. verticillioides gombéval
természetes uton fertdzddott kukorica etetésével kimutattdk, hogy a ragcsalokban
hepatokarcinomat okoz. Az FB; toxin takarmanyhoz torténé hozzakeverésével maj-
(Gelderblom és mtsai 1991, Howard és mtsai 2001a) és vesekarcindmét (Howard és mtsai
2001a) tudtak el6idézni. A tumorok agresszivitasat jelezte, hogy attételeket is produkaltak.

A fumonizin-okozta toxikozisokat ¢sszefoglalva megallapithat6, hogy a takarmany
fumonizin-szennyezésére a legérzékenyebbek a lovak és rokon fajaik valamint a sertések.
Valamennyi fumonizin toxikozis tlineteit mutaté allatfajpban kisebb-nagyobb foku
majkarosodast is megfigyeltek, ami 0Osszefliggésben lehet a maj magas ceramidaz-
tartalmaval. Ma még nem létezik hatdsos terapia a fumonizin-okozta toxikozisok
kezelésére, ezért kiemelkedd fontossagli annak megel6zése, ami csak ugy biztosithato,
hogy az allattenyésztéssel foglalkozé gazdasdgok a felhasznalni kivant takarmanyt
mikotoxin-tartalom  szempontjabol  rendszeresen  bevizsgaljak/bevizsgaltatjak  és
megbizhato forrasbol szerzik be a takarmanyt. Ezzel jelentdsen csokkenthetd az esélye,

hogy fumonizinekkel szennyezett takarmany keriljon felhasznalasra.

2.5. A hokezelés hatasa a fumonizinek szerkezetére és toxicitasara az élelmiszer-
feldolgozas soran

A fumonizinek 100-120 °C hémérsékletig viszonylag stabilak. A F. verticillioides
tenyészet forralasa (100 °C, 30 perc) nem csokkentette az FB; toxin koncentraciojat

(Alberts és mtsai 1990). A tej pasztérozése (62 °C, 30 perc) sem csokkentette
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szamottevOen a tejhez hozzéadott FB; toxin (50 ng/ml) mennyiségét (Maragos és Richard
1994). A fumonizin-szint csokkenése magasabb homérsékleten kezddédik. A szaritott
kukorica hékezelését (100 °C-on 175 perc, 125 °C-on 30-38 perc és 150 °C-on 10 perc)
kovetéen a kiindulasi FB;-tartalom felét tudtak visszamérni (Dupuy és mtsai 1993). A
szaraz ¢és nedves kukoricaliszt 190 °C hémérsékleten 60 percig tartd hdkezelése sordn az
FB;- és FB,-tartalom 60-80%-a, mig 220 °C-on 25 percig tartd sutés sordn majdnem az
0sszes fumonizin elbomlott illetve atalakult (Scott és Lawrence 1994). A sutésen és
fézésen kiviil az extrudalast, porkolést és nixtamalizalast (a kukorica kalcium-hidroxid
tartalmi vizben torténé fézése pl. a mexikoi tortilla készitése soran) kovetden is
megfigyelték a fumonizinek mennyiségének csokkenését (Humpf és Voss 2004). A
nixtamalizalas soran a trikarballil-csoportok lehidrolizalédnak az FB;-r61 és HFB;
képzodik (7. abra). A HFB; toxikologiai jelentdsége még nem tisztazott. Az FBj-hez
képest kevéshé gatolja a ceramid szintazt jelezve, hogy in vivo kevésbé toxikus (Norred és
mtsai  1997), ugyanakkor a ragcsalokat nixtamalizalt fuzériummal fert6zott
kukoricatenyészettel etetve, hasonld hepatotoxikus és nephrotoxikus hatast értek el, mint a
kezeletlen tenyészet esetében (Hendrich és mtsai 1993; Voss és mtsai 1996, 1998b).

Még nem egyértelmii, hogy a hékezeléssel jaro élelmiszeripari feldolgozas soran
bekovetkez6 fumonizin-szint csokkenést milyen ardnyban okozza a fumonizinek lebomlésa
valamint az élelmiszer-matrixban talalhatd fehérjékhez, szénhidratokhoz és egyéb
komponensekhez torténd kotddése. Kimutattak ugyanis, hogy az élelmiszerfeldolgozas
soran amikor az FB; toxint reduk&ld cukrok (pl. glikoz) jelenlétében melegitik — stabil
reakcidtermék — az N-(karboximetil)-FB; (NCM-FB;) képzodik (Howard és mtsai 1998;
Seefelder és mtsai 2001; VVoss és mtsai 2001a; Lu és mtsai 2002; Poling és mtsai 2002). Az
NCM-FB; szerkezetét Howard és mtsai (1998) azonositottak (7. abra). Lu és mtsai (2002)
valamint Poling és mtsai (2002) ennek a reakcioutnak a fébb koztestermékeit is
jellemezték. Véleményuk szerint, az FB; toxin primer amino-csoportja a D-gliikoz
karbonil-csoportjaval Schiff-bazist képezve reagal, majd az Un. Amadori-atrendez6désen
keresztll N-(1-dezoxi-D-frukt6z-1-il) fumonizin B; (NDF-FB;) képzédik. Az altalanos
Maillard-reakcio sémajat kdvetve feltételezik, hogy az NDF-FB; alakul at NCM-FB;-é.
Noha az N-szubsztitualt fumonizinek toxicitasarol kevées informéacié all rendelkezésre,
egyértelmii, hogy az N-szubsztitualatlan fumonizinekhez képest biologiai aktivitasuk
alacsonyabb. Az FB; és FB, toxinok N-acetil szarmazékaival kapcsolatban kimutatték,
hogy a primer amino-csoport blokkoldsa patkany m4j sejttenyészetekben meggatolta ezen

komponensek toxicitasat (Gelderblom és mtsai 1993). A tisztitott N-acetil-FB; (FA1) nem
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gatolta a ceramid szintdz aktivitdsadt (Norred és mtsai 1997), ugyanakkor bizonyos
koriilmények kozott spontan atrendez6dhet O-acetil-FB;-é (Norred és mtsai 2001). Az O-
acetil-FB; ceramid szintaz aktivitast gatlo hatasat indirekt modon igazoltdk. Az FA; és O-
acetil-FB; elegye gatolta patkdny majszeletek ceramid szintaz aktivitasat in vitro, viszont
amikor az elegybdl eltavolitottak az O-acetil-FB; komponenst, a megmaradé FA; mar nem
gatolta az enzim aktivitasat (Norred és mtsai 2001). N-szubsztitualt fumonizinek (FA,
NCM-FB;, FP;) felhasznalasaval kiterjedt toxicitasi vizsgalatokat folytattak egereken és
megallapitottak, hogy ezen komponensek etetése (< 140 uM fumonizin/kg takarmany) nem
okozott toxikus reakcidt a kisérleti allatokban és nem géatoltak a ceramid szintaz aktivitasat
(Howard és mtsai 2002). Osszefoglalva megallapithatd, hogy a fumonizin vaz N-

szubsztitucidi csokkentik a fumonizinek biologiai aktivitasat.
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7. &bra. A FB; toxin atalakuldsa és matrix komponensekhez torténd kotédése a kukorica
hékezeléses €élelmiszeripari feldolgozasa soran (Humpf és Voss 2004).

A fumonizinek primer amino-csoportjan kivil a TCA oldallancok karboxil-csoportjai

is képesek az élelmiszerek matrix komponenseivel (pl. aminosavak, fehérjék, szénhidratok,
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nukleotidok) reagalni (7. &bra). Seefelder és mtsai (2003) az izotdpjelzett FB; toxin
keményitovel és fehérjékkel képzett kovalens konjugatumait HPLC/ESI-MS eljarassal
azonositottdk. Véleményiik szerint a keményité OH-csoportjai és a fehérjéket alkoto
aminosavak szabad NH,- és SH-csoportjai kétlépéses reakcid soran reagalnak a
fumonizinek TCA-csoportjaival. A reakcid elsé 1épéseként a TCA oldallancokbol
vizkilépés kovetkeztében anhidrid képzddik, majd az anhidrid reagél a szabad OH-, NH,-
és SH-csoportokkal. Amikor a TCA oldallancot nem tartalmaz6 HFB; toxinnal reagaltattak
a keményit6t és a fehérjéket, kovalens komplexek nem képzddtek, igazolva, hogy ezek a
makromolekuldk valéban a TCA oldallincokhoz kotédnek. Kim és mtsai (2003)
fumonizin-tartalmd kukoricabdl készitett kukoricapehely lGgos hidrolizise soran azt
talaltdk, hogy a hidrolizist kovetéen — a hidrolizis el6tti mintdhoz képest — a szabad
fumonizin-tartalom 2,6x magasabb volt. Ez a Kkisérlet arra az élelmiszerbiztonsagi
problémara hivta fel a figyelmet, hogy a fumonizin-szennyezett kukoricabdl készitett
élelmiszerek esetén a maétrixhoz kotott fumonizinek mennyiségével is szamolni kell.
Pocsfalvi és mtsai (2000) az FB; toxin oligonukleotidokkal képzett nem kovalens
komplexeit azonositotta szintén HPLC/ESI-MS modszerrel. A FB; toxin atalakulasat,
matrix komponensekhez torténd kotédését a kukorica hokezeléses élelmiszeripari

feldolgozéasa soran a 7. 4bra mutatja.

2.6. A fumonizinek in vivo metabolizmusa

A fumonizinek tépcsatornabdl torténé felszivodasarol, metabolizmusarol, a
metabolitok biologiai hozzaférhet6ségérol ¢és toxicitasardl viszonylag kevés és
ellentmondésos informécidval rendelkeziink. A fumonizinek in vivo metabolizmusa
valamint az élelmiszer- és takarmany-feldolgozas soran (lasd el6z6 fejezetben) az egyik
vagy mindkét észter kotés elhidrolizalhat létrehozva az FB; toxin PHFB; és HFB;
metabolitjait (Thakur és Smith 1996). Shephard és mtsai (1994) vizsgalataik soran azt
talaltdk, hogy az FB;—HFB, atalakulasban koztes vegyuletként a PHFB;a és a PHFB;b
jelenik meg, amelyek aranya egyensulyi allapotban: PHFB,a:PHFB;b 55:45.

Dantzer és mtsai (1999) **C-FB; és **C-HFB; kiliriilését vizsgaltak patkanyokban és
azt tapasztaltak, hogy a “*C-HFB; vizelettel torténd kiiiriilése jelentdsebb mértékii, mint a
YC-FB; toxiné, ami véleményiik szerint a HFB; nagyobb biologiai hozzaférhet6ségére
utal. Shephard és mtsai (1999) '*C-FB, toxin adagolasaval vervet majmokon végzett
Kisérletikben a fumonizin metabolitok koziil a bélsarban a f6 komponens a PHFB; volt,

mig a HFB,-6t csak kis mennyiségben tudtak kimutatni. Caloni és mtsai (2002) human
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Caco-2 sejteken végzett in vitro kisérletiikben azt tapasztaltak, hogy a 48 oras FB;, PHFB;
és HFB; kezelést kovetden a sejtek életképessége az intakt FB; hatdsara valtozott meg a
leginkabb. A PHFB; ,,a” és ,,b” formajat sem tudtak kimutatni a sejtekben, mig a HFB;
doézistol fiiggéen adszorbealddott. A szerzok szerint is a HFB; bioldgiai hozzaférhetésége
joval nagyobb mint az FB; toxiné és ezért élelmiszerbiztonsagi szempontbol figyelmet kell
ré forditani.

Prelusky és mtsai (1994) is *C-FB; toxin intravénas és oralis adagolasaval végeztek
Kisérleteket sertéseken, és azt tapasztaltak, hogy 0,4 mg/kg jelzett FB; toxin intravénas
adagoladsa utdn 72 odraval a bélsarban, a vizeletben és a szdvetekben a beadott
toxinmennyiség 58%-a, 21%-a és 20%-a jelent meg. Egy epekanil behelyezése utan
vizsgalni tudtak a szintén intravénasan beadott FB; toxin enterohepatikus forgalmat is. A
beadott toxin 71%-a jelent meg az epében. A *C-FB; orélis adagolasa (0,5 mg/kg) utan a
toxin biologiai hozzaférhetéségét 6%-nak talaltak, ugyanakkor az oralis adagolast
kovetden a szervekben kevésbé csokkent le a toxin koncentracidja (1/10-ére), mint az
intravénas adagolas esetén. Ugyanez a kutatécsoport egy masik kisérletben 2-3 mg/kg **C-
FB; -et tartalmazo takarmany 24 napig tarto etetése utan azt talaltak, hogy a sertés méajaban
és veséjében fordult el6 a legmagasabb toxin-szint (160 es 55 pg/kg), ugyanakkor az izom-
és zsirszOvetben toxin-szennyezést nem tudtak kimutatni. A toxin-tartalmu takarmany
etetésének befejezése utan 9 nappal a toxinkoncentracio a szévetekben gyorsan lecsokkent
(Prelusky és mtsai 1996). Szarvasmarhdkon vegzett Kkisérletikben az FB; toxin
gyomorszondan torténé adagolasat (1 és 5 mg/kg) kdvetden a toxin a plazmaban nem volt
detektalhato és a szérum Sa/So aranya sem véltozott, jelezvén, hogy az dsszetett gyomorral
rendelkezd allatok esetében az FB; toxin bioldgiai hozzaférhetdsége alacsony.

A Kaposvari Egyetem Allattudoményi Karan a vékonybél és a vakbél mikrobiotajanak
az FBs-tartalomra gyakorolt hatasat vizsgaltak novendék sertéseken, 45 mg FBi/kg
takarmany szajon at torténd bejuttatasaval. Megallapitottdk, hogy a bejuttatott FB;
mennyiségének a 4%-a szivodott fel az ileum (csipObél) végeig és a beltartalombol
visszanyert FB; szarmazékok 3,9%-a PHFB;-ként, 1%-a pedig HFB;-ként jelent meg. A
vizsgalt szervekbdl/szovetekbdl az akkumulaldédott FB; toxin atlagosan 50%-at valtozatlan
formaban, mig 20%-at PHFB;-ként, 30%-at pedig HFB;-ként mutattak ki. A folyamatos
toxinterhelés (10 nap) soran az FB; toxin atlagosan 60%-a hidrolizalodott a bélcsatornaban
és a hidrolizalt termékek kozil a PHFB; jelent meg nagyobb ardnyban (az FB;
szarmazékok 47%-a) a belsarban, mig a HFB; kis mennyiségi volt (12%). A vizeletben az

FB:1 metabolitok aranya alacsonyabb (40%) volt. Mind toxikoldgiai, mind
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élelmiszerbiztonsdgi szempontbdl igen fontos volt az a megfigyelés, miszerint a vizsgalt
szovetek tobbsége, valamint a bélsar és a vizelet 10 nappal a toxinterhelés megsziintetése
utan is tartalmazott FB1., toxint és az FB; metabolitjait (Fodor és mtsai 2006, 2007a). A
bélsarbol és a vizeletbdl az dsszesen felvett FB1 kb. 70%-at tudtak visszanyerni és az FB;
szervekben és a szovetekben torténd megjelenése alacsony volt.

A hianyz6 hanyad sorséra a szerzok szerint tobbféle magyarazat lehetséges: (1) ujabb,
még ismeretlen metabolitok kialakulasa; (2) a toxinnak és/vagy metabolitjainak eddig nem
vizsgalt szervekben/szovetekben torténd akkumuldcioja; (3) hosszabb 1d6 sziikséges az
FB; és metabolitjai szervezetbdl torténé maradéktalan kitiriiléséhez. Fodor és mtsai
(2007a,b) a sertések vakbéltartalmat felhasznalva mikrobiélis fermentécids kisérleteket is
végeztek anaerob korilmények kozott az FB; toxin biotranszformaciojanak a
tanulményozasara. Megéllapitottdk, hogy az FB; toxin (5 pg/ml) az inkubalas
elérehaladtaval ndovekvd mértékben hidrolizalodott. 48 ora elteltével az FB;—PHFB;
konverzio megkdzelitette (46%) az eredeti FB, formaban valdé megjelenés aranyat, majd 72
Orés inkubalds utdn a PHFB; molaris koncentracidja kozel megegyezett az FB;
koncentraciojaval (49%). Az FB; kevesebb mint 1%-a alakult at a teljesen hidrolizalt
(HFB,) formava. Elelmiszerbiztonsagi szempontbdl ez jelentés megfigyelés, mivel
korabban kimutattdk ugyanis, hogy a HFB; és kilonosen a HFB; N-palmitoil szarmazéka
(N-palmitoil-aminopentol, PAP;) — apolarisabb karaktere miatt — joval toxikusabb, mint
maga az FB; toxin (Humpf és mtsai 1998). Az FB; toxin a ceramid szintaz altal nem tud
acilalédni, de amikor a TCA oldallancok lehidrolizalnak és kialakul a HFB; (AP;), a HFB;
elfoglalja a szfingoid bazisok helyét a ceramid szintazban és a KoA a széllitott zsirsavat
(palmitinsav) a HFB; molekula amino-csoportjdhoz koti kialakitva a ma ismert
legtoxikusabb FB; metabolitot, az N-palmitoil-AP;-et (PAP).

Osszefoglalva megallapithatd, hogy az FB; toxin felszivodasa viszonylag alacsony,
ugyanakkor komoly allat- és human-egészségugyi problémékat tud okozni. Gondoljunk
csak az allatok esetében diagnosztizalt és az el6zéekben mar targyalt ELEM és PPE
korképekre, vagy egyes orszagokban a human nyelGcsd- (Jaskiewicz és mtsai 1987;
Makaula és mtsai 1996) és primer maj karcinébmak (Ueno és mtsai 1997) kialakulasaban
jatszott feltételezett szerepére. Ezen korkeépek alapjan sorolta az IARC az FB; toxint a
lehetséges karcinogének (,,group 2B”) kézé (IARC 2002). Ezt az ellentmondast Shier
(2000) fumonizin paradoxonként fogalmazta meg. Vélemeénye szerint ezen ellentmondas
hatterében allhatnak eddig ismeretlen, konnyebben felszivodo toxinok; dozis-fiiggd

felszivodas és metabolizmus; a toxikus komponensek bioakkumulécioja; a metabolizmus
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sordn olyan fumonizin szarmazékok kialakulasa, amelyek bioldgiai hozzaférhetésége

jelentds.

2.7. A fumonizinekre vonatkoz6 egészséguigyi hatar- és iranyertékek

A kiilonboz6é ¢élelmiszerekben eldforduld egyes szennyezd anyagok (koztik a
mikotoxinok) fels6 hatarértékét az Eurdpai Unid illetékes bizottsaganak 1881/2006/EK
szdmu rendelete (2006. december 19.) szabalyozza, amelybe a mindenkori modositasok
beéplilnek. Jelenleg ennek a rendeletnek 8 mddositasa van. A rendelet szerint tilos a
hatarérték feletti szennyezettségii tételt alacsony toxin-tartalmd tételbe keverni azzal a
céllal, hogy a hatarérték alatti szintre allitsak be a hatarérték feletti tétel toxintartalmat. A
rendelet jelenleg a fumonizinekkel kapcsolatban csak a két altaldban legjelentésebb
mennyiségben eléforduld fumonizinnek az egyiittes mennyiségét (FB; és FB, 6sszege)
szabalyozza. A 2. tablazat a rendelet élelmiszerekre vonatkoz6 fumonizin hatarertékeit
ismerteti. A tablazatban jol lathatd, hogy a tdbbi mikotoxinhoz hasonléan a
fumonizinekkel kapcsolatban is a legalacsonyabb hatarértékeket a csecsemdk és
kisgyermekek szdméra készult élelmiszerekkel és bébiételekkel kapcsolatban allapitottak
meg (200 pg/kg).

2. tablazat. A fumonizinekre vonatkozé egészségugyi hataréertékek.

FB; és FB,
3 FUMONIZINEK 0sszege
(hg/kg)
3.1 | Feldolgozatlan kukorica, a nedves Orlésre szant feldolgozatlan kukorica 4 000

kivételével

3.2 | Kdzvetlen emberi fogyasztasra szant kukorica, kdzvetlen emberi fogyasztasra 1000
szant kukoricaalapu élelmiszerek, a 3.3. és 3.4. pontban felsorolt élelmiszerek

kivetelével
3.3 | Kukoricaalapu reggeli pelyhek és kukoricaalapu szeletek 800
3.4 | Csecsemdk és kisgyermekek szamara késziilt kukoricaaalapt élelmiszerek és 200
bébiételek

3.5 | A kukorica 1103 13 vagy 1103 20 40 KN-kdd alé tartozd, 500 mikronndl 1400
nagyobb méretli Orlési frakcioi és kukoricabdl szarmazd egyéb, nem
kozvetlen emberi fogyasztasra szant az 1904 10 10 KN-kod ald tartozd, 500
mikronnal nagyobb Orlési termékek

3.6 | A kukorica 1102 20 KN-kod ala tartozo, legfeljebb 500 mikron méret(i érlési 2 000
frakcidi és kukoricabdl szarmazd egyéb, nem kdzvetlen emberi fogyasztasra
szant az 1904 10 10 KN-kéd ala tartozo, legfeljebb 500 mikron méretti 6rlési
termékek
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A takarmanyok mikotoxin-tartalmara vonatkozdan jelenleg nem hatérértékek, hanem
csak ajanlas létezik, amely nem kotelezd érvényl, de iranymutatasul szolgal az
allattenyésztok szamara. Valoszintileg — hasonléan az élelmiszerekhez — elébb-utobb a
takarmanyokra vonatkozoan is lesznek hatéarértékek meghatarozva. Altalaban, ha egy
gabonatétel mar nem megfelelé élelmiszeripari felhasznalasra, meg alkalmas lehet
takarmanyozasra, azonban tdl magas mikotoxin-tartalom esetén szamolni kell az elébb
emlitett tiinetekkel. A takarmanyok esetén lehet6ség van olyan adalékok (pl.
antioxidansok) takarmanyhoz torténé hozzakeverésére, amelyek egyes mikotoxinok
toxikus hatasat képesek csokkenteni. Adszorbenseket (pl. aktiv szén, szén-alapu polimerek,
szilicium-alapd polimerek) is hozza lehet keverni a takarmanyokhoz, amelynek
kovetkeztében szdmos mikotoxin kevésbé szivodik fel az allatok gyomor-bélrendszerében
(Mézes és mtsai 2010). A 3. tabldzatban a takarmanyok — az Eurdpai Unio bizottsagi
ajanlas szerinti (2006/576/EK) — javasolt maximalis fumonizin-tartalma (FB,.,) lathato.

Az MTA Allatorvos-tudomanyi Bizottsaga is megfogalmaz a takarmanyok mikotoxin-
tartalméaval kapcsolatban depressziv és toxikus értékeket (Magyar Takarmanykodex I1-111.
kotet Bp. 2004), amelyek koziil a fumonizin B, toxinra vonatkozd adatokat a 4. tablazat

mutatja.

3. tablazat. A takarmanyok EU ajanlas szerinti javasolt maximalis fumonizin-tartalma.

FB, és FB, 6sszege
Irnyérték (na/kg),
12%-0s nedvességtartalmu
takarmanyra vonatkozéan

Takarmanyozasra szant termék

Takarméany-alapanyag

Kukoricafélék és kukoricakészitmények 60 000

Az alabbiaknak szant kiegészits és teljes értékii takarmanyok

Sertések, lovak (16félék), nyulak, kedvtelésbdl tartott allatok 5000
Halak 10 000
Baromfi, borjak (< 4 honap), baranyok és gidak 20 000

4. tablazat. Az MTA Allatorvos-tudomanyi Bizottsaga altal elfogadott FB; toxin értékek.

Az alébbiaknak szant takarmanyok Depressziv erték | Toxikus ertek
Ha/kg Ha/kg

L6 5000

Szarvasmarha 50000

Sertés 5000 10000

Baromfi 30000

Egyéb takarmanykeverékek 30000
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2.8. A fumonizinek mindségi- és mennyiségi meghatdrozasa elétt alkalmazhaté
mintaelokészitési eljarasok

Miel6tt ratérnék a fumonizinek tényleges muszeres analitikai vizsgalati modszereire
ismertetem a mintavételezés ¢és a mintak fizikai és kémiai modszerekkel torténd
feltarasanak és a kivonatok tisztitasnak a fontossagat és az alkalmazott eljarasokat.

A mintavételezés dontd jelentdségli, legyen az hatdsagi vagy kutatasi jellegl
mintavétel, mivel sok esetben a helytelen mintavétellel (ami nem reprezentalja elégge a
minta egészét) nagyobb hibat lehet elkdvetni mint magaval a miiszeres analitikai
vizsgalattal. A mikotoxin-tartalom hatosagi ellenérzéséhez is hasznalanddé mintavételi
eljardsokat a 401/2006/EK rendelet tartalmazza. A rendelet az 50 tonndnal nagyobb és
Kisebb tételek esetében szabalyozza a mintavételezést. A mikotoxin vizsgalatra torténd
mintavételezés torténhet szilard (pl. szemes termények, szilard in vitro tenyészet mintak)
vagy folyadékmintabdl (pl. gyumolcslevek, in vitro folyadékkultira, fermentlé).
Természetesen, mivel a folyékony halmazallapoti mintdkban a fumonizinek oldott
allapotban vannak, a homogenitas az esetiikben nem szokott problémat jelenteni.

A kiilonb6z6 mintak fumonizin-tartalmanak meghatarozasa, azaz a tényleges
analitikai vizsgélat el6tt a mintak fizikai és kémiai modszerekkel torténd feltardsa és a
legtobb esetben a kivonatok tisztitasa sziikséges. A szilard élelmiszer- és takarmanymintak
valamint a vizsgélando in vitro tenyeszet mintak fizikai elokészitése az apritast, a homogén
6rlemény eldallitasat jelenti. Az apritas elott — amennyiben a minta viztartalma magas — a
minta kiméletes modon torténd szaritasa (altalaban szaritoszekrényben) vagy fagyasztva
szaritasa (liofilizalas) sziikséges. Az apritds leggyakrabban laboratériumi méretii
kalapacsos-, tarcsas daraloval, vagy golyosmalmokban, esetleg cseppfolyds nitrogénnel
kombinalt golyésmalmokban, a krio malmokban torténik. Sok esetben kilondsen, ha a
vizsgalandd minta mennyisége korlatozott, a kozonséges kavédaralokat is eredményesen
alkalmazzak. A mintak esetleges keresztszennyezddése és az un. fals pozitiv eredmények
elkeriilése szempontjabol igen fontos, hogy az egyes mintdk Orlése kozott az
Orl6berendezések megfeleléen ki legyenek tisztitva. Kiilonosen a nagyobb
6rloberendezések hasznalata soran hasznos a berendezés gyors Kkitisztitasa utdn a
kovetkez6 minta egyik felének a megdrlése, amelynek kidontése utan a minta masik felének
az Orleményét hasznaljak az analitikai, igy a mikotoxin vizsgalatokhoz is.

A legtdbbb mikotoxin vizsgalati modszerhez a mikotoxint tartalmazé homogén
Orleményekbdl a mikotoxinokat ki kell nyerni, azaz oldatba kell vinni. A fumonizineket

leggyakrabban valamilyen olddszereleggyel (altalaban acetonitril/viz vagy metanol/viz)
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vonjak ki az Orleményekbdl, igy a szilard tenyészet mintakbol is. Az acetonitril/viz
esetében az 1/1 (v/v), mig a metanol/viz esetében a 3/1 (v/v) ardnyu elegyeket talalték a
leghatékonyabbnak (Zollner és Mayer-Helm 2006). Az acetonitril/viz extrakcios
olddszerelegy alkalmazasakor az extrakciot kovetd szlirés és/vagy centrifugalas utan
megfigyelték, hogy két oldoszer réteg képzodhet, amiben nem egyenlé aranyban lehetnek
jelen a fumonizinek. Az extrakcid hatékonysagat az extrakcidés edény vizszintes
(horizontélis razogép) vagy fiiggdleges (atfordulds razogép) razasaval, tovabba késes
homogenizator alkalmazasaval lehet ndvelni. Az extrakcid utan sok esetben néhany perces
ultrahangos kezelést is alkalmaznak az extrakcio hatékonysaganak fokozésa és a kioldodott
és esetlegesen az analitikai mérést zavard fehérjék eltavolitasa (ultrahangos kicsapas)
celjabol. Az extrakcio utan szlréssel (pl. Whatman 4-es sziirOpapiron) és/vagy
centrifugalassal allitjak eld a fizikailag tiszta sziirletet vagy feliiluszot a tovabbi tisztitashoz
vagy a direkt analitikai vizsgéalathoz. A direkt analitikai vizsgélat ez esetben azt jelenti,
hogy a mikotoxin analitikdban a ma legkorszeriibbnek szamité és a késdbbiekben
részletezendd HPLC/MS és MSMS vizsgalathoz altaldban nem sziikséges a szlirletek
illetve a feliiliszok tovabbi kémiai tisztitasa. A HPLC elvalasztas el6tt, azonban
(kulonosen, ha nem alkalmaznak elététoszlopot) az analitikai oszlop élettartamanak
novelése celjabol célszerli a sziirlet vagy feliilluszo6 0,2 vagy 0,45 um-es poérusméretli
membransziirén torténd atsziirése is.

A szuperkritikus folyadék extrakciét (SFE) is alkalmaztdk mar a fumonizinek
meghatarozasa soran. A kukoricamintdkat a szuperkritikus folyadék halmazéallapoti
széndioxiddal extrahdltdk 5% vizes ecetsavnak, mint polaris modositonak a
felhasznélasaval (Selim és mtsai 1996). A modszer elénye, hogy a széndioxid
elpérologtatasa utan gyakorlatilag betoményitve all rendelkezésre a minta és visszaoldas
utdn tovabb tisztithatdé az alabbiakban részletezett moddszerekkel vagy kozvetlenil
analizadlhato HPLC/MS és MSMS eljarasokkal. Az eljards hatranya ugyanakkor a
viszonylag koltséges extrakcios berendezés, ezért a mai napig nem terjedt el széles korben.

A kromatografias berendezésre torténé mintafelvitel el6tt, kilondsen akkor, ha az
elvalasztads utan nem tomegspektrometrias detektalast alkalmaznak, a detektalast zavard
matrix komponenseket el kell tavolitani. Ezt a feladatot szilard-fazisu extrakcios (SPE)
oszlopokon torténd tisztitassal oldjak meg. Az SPE mintatisztito oszlopok koézil az
immunoaffinitas (IAC)- a forditott fazisi C18-, és az erdés anioncseréld (SAX) oszlopokat
alkalmazzak a legelterjedtebben a fumonizinek meghatarozasa eldtt (Arranz és mtsai

2004), de vannak adatok az Amberlite XAD-4 (Wang és mtsai 2008a,b) és a Dowex-1
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(Karuna ¢és Sashidhar 1999) ioncseréld gyantan torténd tisztitasra is. Korvizsgalatok soran
azt talaltak, hogy a SAX SPE oszlopokon torténd tisztitas a C18-as SPE oszlopoknal jobb
eredményt ad (Visconti és mtsai 1996), ugyanakkor a SAX SPE oszlopok alkalmazasanal a
megfeleld visszanyeréshez iigyelni kell egyrészt a minta pH értékének a beallitasara (pH
5,8 felett) mésrészt a mintafelvitel soran az alacsony aramlési sebességre (max 1 mi/perc).
SAX SPE oszlopok alkalmazasaval kukoricamintdk fumonizin-tartalmanak a vizsgélata
soran 6 ismétlésben, 81% visszanyerést értek el (Scudamore és Patel 2000). Természetesen
a SAX SPE oszlopok nem hasznalhatok a hidrolizalt fumonizinek aminopoliol vazanak a
meghatdrozasa el6tti mintatisztitdshoz, mivel ekkor mar nem tartalmaznak konnyen
deprotonélhaté funkcids csoportokat. A C18-as SPE oszlopok hatranya, hogy a toltet aktiv
helyei kapcsolatba lépnek a fumonizinekkel, csokkentve a visszanyerési értéket. Az IAC
oszlopok természetiikb6l adodoan igen szelektiven képesek megkotni a fumonizineket,
ugyanakkor a SAX és a Cl18-as SPE oszlopokhoz képest csokkent kapacitéassal
rendelkeznek, azaz a mintafelvitel soran figyelni kell arra, hogy kelléen hig minta kertljon
az oszlopra. Mind a SAX, mind az IAC oszlopokkal kapcsolatban kimutattak, hogy a
kukorica kivonatok megtisztitdsa utan regeneralhatok, ami jelentds koltségesokkentd
tényez6. Abramovic és mtsai (2005) az 500 mg toltetet tartalmaz6 SAX SPE oszlopokat
egymas utan 5 alkalommal hasznaltadk fel kukorica kivonatok tisztitasara majd 5 ml 0,1
mol/l HCI oldat és 8 ml viz SPE oszlopon torténd atszivasaval sikeresen regeneraltak
azokat. A regeneralas utan az oszlopokat metanolban allni hagytdk 1 napig, majd Ujra
hasznalhatok voltak. Fazekas és mtsai (2000) kukorica kivonatok IAC oszlopon
(FumoniTest) torténd tisztitasaval kapcsolatban kimutattak, hogy legalabb két alkalommal
regeneralhatok, azaz 3x is hasznalhatok, mikdzben a regeneralt oszlopok fumonizin
affinitasa, kapacitasa és specificitasa valtozatlan marad. A regeneralashoz — a fumonizinek
IAC oszloprol torténd metanolos elucidja utdn — a PBS puffert a kdvetkezé minta

atengedése eldtt szobahdmérsékleten egy napig az oszlopon hagytak.

2.9. A fumonizinek mindségi- €s mennyiségi meghatarozasanak maodszerei

A fumonizinek analitikajaban alkalmazott elvalasztastechnikai mddszerek ismertetése
el6tt, a teljesség kedvéért meg kell emliteni az Un. gyors modszereket is, amelyek tébbsége
immunoaffinitason — antigén-antitest reakcion — alapulé analitikai eljards. A reakciéhoz
poliklonalis vagy monoklonalis antitesteket alkalmaznak. A poliklonalis antitestek allatok
vérében torténd termeléséhez a megfeleld antigént az allatokba oltjak. A poliklonalis

antitestek a bejuttatott antigén kiilonb6z6 funkcids csoportjaival reagalni képes antitestek
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keverékét tartalmazza. A monoklonalis antitesteket az immunizalt egér 1épéb6l nyert B-
nyiroksejtek és az egér csontvel6-daganatbdl szarmazo sejtek fazidjaval létrehozott hibrid
sejtek termelik. Egy hibrid sejt csak egyfajta antitestet képes termelni, amely a mikotoxin
molekulanak csak egy adott csoportjahoz tud specifikusan kotodni. Legelterjedtebben az
un. kompetitiv ELISA technikét alkalmazzak, amely esetében is az antigén-antitest reakcid
szilard hordozo fellletén jatszodik le. A mintaban 1év6é mérendd szabad antigén a jelzett
antigénnel verseng az antitest korlatozott szamu kotohelyeiért. A kompetitiv reakcié utan a
nem kotédott reagenseket mosassal eltavolitjak, majd a kotott jelzett antigént fotometriasan
meghatarozzak (Barna-Vetr6 és Solti 2001). Az ELISA eljarassal gyorsan, nagyszamu
mintat lehet rutinszeriien analizalni, kiilonGsen akkor, ha automatizaljak. Tovabbi el6nye,
hogy alkalmazasa nem igényel koltséges laboratériumi felszerelést és tulzottan képzett
személyzetet, emiatt f6ként az élelmiszerlanc elején, a gabona atvevéhelyeken valamint a
malmokban a belsé mindségellenérzési rendszer (HACCP) részeként Magyarorszagon is
egyre gyakrabban alkalmazzék, ami élelmiszerlanc-biztonsagi szempontbd6l is igen
orvendetes. Az ELISA technika an. szemikvantitativ eljaras, azaz a hatarérték koruli
pozitiv mintakat célszerli valamilyen megerdsitd eljarassal is (pl. HPLC/MS és MSMS)
megvizsgalni. Vannak olyan jol felmiszerezett hatosagi laboratoriumok is, ahol a
beérkezett mintat az Orlés, az extrakcido és a centrifugalas utan ELISA mddszerrel
vizsgaljak meg, és csak a pozitiv, hatarérték kozelébe esé mintakat vizsgaljak tovabb a
meger6sitd, nagymiiszeres eljarassal. Az ELISA eljaras alkalmazasanal el6fordulhat, hogy
a mintaban ténylegesen talalhaté FB; és FB, érték folé mér az ELISA leolvasé. Ez azzal
magyarazhatd, hogy az ELISA eljaras alkalmazasa soran az FB; és FB, toxinokkal
szemben termeltetett antitestekkel adott esetben nemcsak az FB; és FB, toxinok képesek
antigén-antitest komplexet képezve reagalni, hanem az FB; és FB, izomerjei és egyéb
fumonizinek is adhatnak Un. keresztreakciét (Azcona-Olivera és mtsai 1992; Usleber és
mtsai 1994). A keresztreakciok felhasznalasa ugyanakkor hatékony lehet a jovében olyan
ELISA mérési modszer kifejlesztésében, amely képes lehet a kivonatok valos un.
Osszfumonizin-tartalmanak a meghatarozasaban. Magyarorszagon is kifejlesztettek olyan —
monoklonalis antitestet alkalmazdé — ELISA ,kit”-et, amelynek a mérési tartomanya
ceredlidkban az FB; toxin tekintetében 10-500 ng/g, a detektalasi hatar pedig 7,6 ng/g
(Barna-Vetro és mtsai 1999, 2000; Barna-Vetrd és Solti 2001).

Eléallitottak mar sz&loptikds immunoszenzorokat is, amelyeket sikeresen alkalmaztak
az FB; toxin kukoricamintakban torténé direkt kompetitiv meghatarozasara. Az FB;

toxinnal szemben termeltetett monoklonalis antitesteket egy heterobifunkcids szilanon
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keresztll kototték kovalensen az optikai szalhoz. A fluoreszcein-izotiocianattal (FITC)
jelolt FB; toxinnal (FB;-FITC) telitették az antitestek kotohelyeit, majd a mintdban 1évo
FB1 és az FB;-FITC kozott versengés alakult ki, amely a jelolt FB; Kkiszoritasat
eredményezte. Ezzel az eljarassal a metanol/viz eleggyel extrahalt kukoricamintak
esetében 3,2 pg/g detektaldsi hatart értek el. Amikor az eredeti kivonatot IAC oszlopon
megtisztitottdk, a detektélasi hatart 0,4 pg/g értékig tudtadk csokkenteni. A széloptikas
immunoszenzor eljaras jo egyezést mutatott a HPLC meghatarozassal, kivéve amikor az
antitestekkel keresztreakciora képes egyéb fumonizinek (pl. FB;) jelentGsebb
mennyiségben voltak jelen a mintdban (Maragos 1997; Maragos és Thompson 1999).

A fumonizinek mindségi €s mennyiségi meghatarozasa kiilonféle elvalasztastechnikai
modszerekkel lehetséges. A sik elrendezésti elvalasztastechnikai eljarasok koziil emlitést
érdemel a vékonyréteg kromatogréafia (TLC, Gelderblom és mtsai 1988; Nelson és mtsai
1993) és a talnyomasos rétegkromatografia (OPLC), amely magyar kutatok Aaltal
kifejlesztett eljaras (Tyihak és mtsai 1979). A TLC-t elészor a fumonizinek felfedezésekor
Gelderblom és mtsai (1988) alkalmaztak fumonizinek meghatarozasara. Az elvalasztashoz
forditott fazisu (C18) szilikagél lapot, és a mintafelvitelt koveto kifejlesztéshez metanol/viz
elegyet (3/1, v/v) alkalmaztak. Ugyanez a kutatocsoport normal fazisi TLC modszert is
kidolgozott, —amelynél a  szilikagél lapra felvitt —mintdk  komponenseit
kloroform/metanol/viz/ecetsav eleggyel valasztottdk el (Cawood és mtsai 1991). A
kifejlesztesek utdn a réteglapokat ninhidrin vagy p-anizsaldehid oldattal fajtak le a
fumonizinek lathatova tétele céljabol, mivel a fumonizinek — az FP analdgok kivételével —
nem tartalmaznak kromofdr csoportot. Ezek a TLC mddszerek alkalmazhatok voltak az
oszloprol elual6dé komponensek és gombatenyészetek vizsgalatara is, azonban az eljarast
viszonylag rossz érzékenysége (0,5 mg/g) miatt nem sikeriilt természetes fertdzottségii
kukoricamintak fumonizin-tartalmanak a meghatarozasara felhasznalni (Sydenham és
mtsai 1990a). A fluoreszkamin reagens bevezetésével a fumonizinek esetében sikerilt a
detektalasi hatart a 100 ng/g értékre csokkenteni, azonban kukoricaalapu takarmanyoknal
1000 ng/g alatt jelentds matrix hatast figyeltek meg. Amikor a minta kivonatokat erds
anioncserélé (SAX) szilard-fazist extrakcios oszlopon (SPE) engedték &at, a matrixhatés
jelentésen csokkent (Stockenstrom és mtsai 1994). Amikor a rizskivonatok SAX oszlopon
torténd mintatisztitasat és a TLC lapnak p-anizsaldehid 0,16%-os savas oldataba torténd
bemeritését alkalmaztak, un. pasztazé fluorodenzitométer felhasznalasaval 250 ng/g
detektalasi hatart sikertlt elérni (Dawlatana és mtsai 1995). Mindkét sik elrendezésii
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eljaras jelentés eldnye, hogy parhuzamosan tobb minta is futtathatd egyszerre a
réteglapokon.

Az OPLC eclénye a TLC-hez képest az, hogy mivel az OPLC elvalasztas zart térben,
nyomas alatt torténik, lényegesen kisebb a komponens savok kiszélesedése, ami kiilénosen
alkalmassa teszi komplex minta elegyek gyors elvalasztasara. Hatranyuk ugyanakkor —
kiléndsen a TLC esetében — az, hogy a detektalas altaldban Un. ,,off-line” moédszerrel,
leggyakrabban denzitométerrel torténik. Az OPLC esetében mivel zart térben torténik az
egyes komponensek elvalasztasa mar sikeriilt megoldani az ,,on-line” detektalast is pl. UV
detektornak az OPLC kamréhoz torténé kapcsolasaval (Mincsovics és mtsai 1986, 1988),
amikor a réteglaprol elualodo vegylletek kapillarison keresztil jutnak a detektorba. Ma
mar lehetséges az atmoszférikus nyomasu ionforrasokkal felszerelt tomegspektrométerek
OPLC készulékhez torténd kapcsolasa is (OPLC/MS, Chai és mtsai 2003). Mincsovics és
mtsai (2008) teljesen ,,on-line” OPLC/DAD/MS késziiléket allitottak 0ssze, azaz sikeresen
megoldottidk az OPLC készulékkel elvalasztott vegyiletek multidimenzionalis (UV és MS)
detektalasat, amikor a réteglaprol elualodé anyagok egy kapillarison keresztil a DAD
cellaba, majd a cellabol kivezetd kapillarison keresztiil a tomegspektrométer ionforrasaba
jutnak. Az OPLC eljarast sikeresen alkalmaztdk Fusarium izoldtumok rizstenyészetben
torténé fumonizin B;.4 termel6képességének a vizsgalatara is (Katay és mtsai 2001). A
denzitometralas el6tt fluoreszkaminnal szarmazékképezték a primer amino-csoportokat és
a létrejott szarmazékokat 365 nm-es hullamhosszon detektaltdk. Az egyes fumonizinek
kozott (FB1-FBs, FB3-FB,, FB,-FBy) igen jo felbontast (Rs 2,6; 2,0; 2,67) sikerdilt elérnitk.
A legkisebb detektalhatd anyagmennyiség a négy fumonizinre (FBi.;) nézve 7,3-11,9
ng/sav volt.

A sikrendszerli elvalasztastechnikai eljardsok utdn a fumonizinek mennyiségi és
mindségi meghatarozasara alkalmazott oszloprendszerli eljardsokat (gézkromatografia,
GC; kapillaris elektroforézis, CE; nagyhatekonysagu folyadékkromatografia, HPLC; ultra
nagyhatékonysagu folyadekkromatografia, UPLC) foglalom &ssze. Természetesen,
mindegyik eljaras kapcsolhatd tomegspektrométerhez is (GC/MS, CE/MS, HPLC/MS,
UPLC/MS), amely kapcsolt eljarasok jelentik ma a rutinszerlien alkalmazhato
bioanalitikai, igy a fumonizin meghatarozasi médszerek csucsat.

A fumonizinek a viszonylag nagy molekulatdmegik miatt a magas gazkromatografias
injektalasi hémeérsékleteken (100-300 °C) sem illékonyak, ezért kozvetlenil nem
analizalhatok. El6szor Sydenham és mtsai (1990a) alkalmaztak a GC eljarast fumonizinek

meghatarozasara. A két TCA oldallancot hidrolizissel eltavolitottak az FB; molekulardl,
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metilésztert képeztek a karboxil-csoportokon, majd a szarmazekképzett TCA molekulékat
analizdltdk a GC modszerrel. Természetesen a TCA oldallancok lehasitasa utan
visszamaradt aminopoliol vazat igy nem tudtak detektalni, ezért a modszer nem volt
alkalmas az egyes fumonizinek megkulonboztetésére. Jackson és Bennett (1990) az FB; €s
FB, molekulakat kozvetleniil szarmazékképezték trimetilszililezé (TMS) reagenssel, majd
az igy kapott TMS-FB; és TMS-FB, szarmazekokat valasztottak el sikeresen tagfuratd
DB-5 tipust kapillaris GC oszlop (5 m x 0,53 mm) felhasznalasaval. A detektalast
tomegspektrométerrel oldottdk meg (GC/MS) és elektronitkozéses ionizaciot (EI)
alkalmazva a vart — molekulaiont nem tartalmazé — jelentés fragmentaciot mutatd EI
tdmegspektrumot kaptak.

Noha a CE eljarast mar a 90-es évek kozepén tobb szerzé is alkalmazta a fumonizinek
mennyiségi és mindségi meghatarozasara, mégsem terjedt el széles korben. Hines és mtsai
(1995) a CE elvalasztast elektroporlasztdsos ionforrassal (ESI)  felszerelt
tomegspektrométerrel kombinaltdk. A CE elvalasztds soran 44000/m elméleti
tanyérszamot értek el. A kukoricamintak esetében 10/1 jel/zaj viszony mellett 156 ng/g
volt a detektalasi hatar, amely 1,1 pg FB; toxinnak a CE oszlopra torténd injektalasat
jelentette. Késobb ugyanez a kutatdcsoport kozolt egy 0y CE eljarast, mivel az elsé CE
eljarasuk nem volt alkalmas az FB; és FB, toxinok elvalasztasara, azaz a kukoricamintak
rutin FB; és FB, tartalmanak a meghatarozasara. Az vj eljaras soran a CE elvalasztas elott
oszlop el6tti szarmazékképzési reakciot alkalmaztak 9-fluorenilmetil-kloroformat (FMOC-
Cl) reagens felhasznalaséval, amely reakcio a kiindulasi toxinok (FB; és FB,) polaritasat
jelentdsen csokkentve megfeleld elvalasztast eredményezett. A megismételt CE
elvalasztasok azonban a megfeleld6 HPLC elvalasztashoz képest 2-3x nagyobb szorast
mutattak (Holcomb és Thompson 1995). Maragos (1995) fluoreszcein izotiocianatot
(FITC) alkalmazott a fumonizinek primer amino-csoportjai szarmazékképzéséhez, és ezzel
az eljarassal az FB; tekintetében 50 ng/g kimutatasi hatart tudtak elérni.

Ma a leggyakrabban a HPLC eljarast alkalmazzak (forditott fazisi C18-as oszlopokat
felhasznalva) a fumonizinek egymastdl és a matrix komponensektdl torténd elvalasztasara
(Zo6llner és Mayer-Helm 2006). Mint az elobbiekben mar emlitésre keriilt, a legtdbb
fumonizin nem tartalmaz kromofor csoportot, ezért a leggyakrabban alkalmazott HPLC
detektorokkal (UV ¢és fluoreszcens) eldzetes szarmazékképzési reakcio nélkiil nem
detektalhatok. A fumonizinek HPLC elvélasztasat kovetd elsé szarmazékképzési reakcio, a
maleinsav-anhidriddel torténd reakcié volt. A szarmazekokat — 10 pg/g detektalasi hatar

mellett — UV detektorral érzékelték, amely a kukoricamintakbdl torténé fumonizin
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kimutatdshoz nem volt elég érzékeny (Sydenham és mtsai 1990b). Egy évvel késébb
vezették be a fumonizinek fluoreszcens detektalasat a TLC technikdban korabban mér
alkalmazott fluoreszkamin reagens felhasznalasaval (Ross és mtsai 1991), azonban ez a
reagens két FB; cslcsot eredményezett, amely természetesen a detektalas soran nem
kivanatos. Kés6bb az aminosavak szarmazékképzése soran mar bevalt o-ftaldialdehid
(OPA) reagenst alkalmaztak a fumonizinek primer amino-csoportjai szarmazékképzéséhez
is. Az OPA reagens 2-merkaptoetanol jelenlétében, borat puffer altal biztositott lugos pH
érték mellett szobahdmérsékleten gyorsan és reprodukalhatéan reagalt a fumonizinekkel
un. alkil-tio-szubsztitudlt izoindol szd&rmazékokat hozva létre. A probléma ugyanakkor az
OPA-szarmazékokkal kapcsolatban az, hogy a szarmazékok igen bomlékonyak. A
szarmazékképzési reakcio utan 4 perccel a fluoreszcens jel 5%-al csokkent, ami a
szarmazékképzesi reakcio komponenseinek (minta, 2-merkaptoetanolt tartalmaz6 OPA
reagens, borat puffer) Osszemérésére alkalmas automata HPLC mintaadagolo6
felhasznalasaval kikiiszobolhetd, mivel a reakcidelegy Osszemérése a HPLC oszlopra
torténd injektalas el6tt reprodukalhatoéan mindig ugyanakkor torténik (Shephard 1998). Az
AOAC Aéltal javasolt hivatalos szabvany modszer az OPA/2-merkaptoetanol reagenst
alkalmazza a fumonizinek mennyiségi ¢€s mindségi meghatarozasara. Az OPA/2-
merkaptoetanol reagens mellett egyéb Un. oszlop utani szarmazékképz6 reagenseket is
alkalmaztak, mint pl. a 4-fluor-7-nitrobenzofurazan (NBD-F). Az NBD-F reagenssel 100
ng/g detektalasi hatart is elértek, azonban a szarmazék ebben az esetben sem volt tul stabil
(Scott és Lawrence 1992). Holcomb és mtsai (1993a) alkalmazték el6szor a 9-fluorenil-
metil-kloroformatot  (FMOC-CI) az FB; toxin  primer  amino-csoportja
szarmazékképzéséhez. Az FMOC-FB; szarmazék szobah6mérsékleten kevesebb, mint 1
perc alatt létrejott, és a szarmazék legalabb 72 6ran &t stabil volt. Bennett és Richard
(1994) a 2,3-diformil-naftalin/kalium cianid reagenssel erésen fluoreszkalo, tobb mint 24
oraig stabil szarmazékot hozott letre. Ezzel a modszerrel tejben 5 ng/ml FB; és FB; toxint
tudtak kimutatni (Maragos és Richard 1994). Ez a reagens — elsésorban az igen toxikus
kalium cianid alkalmazasa miatt — nem terjedt el. Velazquez és mtsai (2000) a fumonizinek
tanulmanyozasa iranti egyre novekvd igény miatt javasoltdk a 6-aminokinolil-N-
hidroxiszukcinimidil-karbamatot a szarmazékképzéshez. Az OPA/2-merkaptoetanol-
szarmazékokhoz képest jobb stabilitast tapasztaltak, ami kiserleteikben legalabb 48 o6ra
volt.

Az egyetemes fényszoérasi detektor (ELSD) kifejlesztése utan Wilkes és mtsai (1995)

alkalmaztak el6szor az eljarast a HPLC elvalasztast kovetéen a szarmazékképzetlen
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fumonizinek detektalasara. Wang és mtsai (2008b) a HPLC-ELSD mddszerrel
injektalasonként 60 ng FB; toxint tudtak kimutatni, ami a minta oldatat tekintve 3 ng/ul
érteknek felelt meg. Ezzel az eljarassal kulonféle kukoricaalapu termékekben 0,25-3,13
ug/g fumonizin-szennyezést mutattak Ki.

Az elsé fumonizinek felfedezését kovetden, a 90-es évek elején féleg a fent emlitett
oszlop utani szarmazékképzési reakciokat alkalmaztak a fumonizinek HPLC elvalasztast
kovetd fluoreszcens detektorral torténd érzékeny mennyiségi meghatarozasahoz, mivel az
akkoriban  korszerlinek  szamit6 ¢és  HPLC  késziilékhez  csatlakoztathatd
tomegspektrométerek és HPLC/MS | interface”-eik/ionforrasaik kezelhetdsége viszonylag
bonyolult volt és az érzékenységlk is sok esetben nem volt megfelel6 a mintakban
alacsony koncentracidban jelenlévd fumonizinek kimutatdsdhoz. Azokban az években
foként a FAB-MS (Korfmacher és mtsai 1991; Chen és mtsai 1992; Holcomb és mtsai
1993b), a TSP-MS (Korfmacher és mtsai 1991; Thakur és Smith 1994, 1996) és a PB-MS
(Young és Lafontaine 1993) eljardsokat hasznaltdk a fumonizinek HPLC/MS
vizsgalatahoz. Ezek a kozlemények elsésorban a fumonizinek tdomegspektrometrias
viselkedésére fokuszaltak — mint pl. az ionizacio hatékonysaga, az adduktionok képzodése,
az ionforrasban torténd fragmentacio, a CID reakciok — €S nem a mennyisegi
meghatarozasra. A jelentds attorést a fumonizinek minGségi és mennyiségi
meghatarozasaban, valamint az Uj fumonizin analégok (FA, FC, FP) azonositasaban is
egyértelmiien az atmoszférikus nyomasu elektroporlasztasos ionizécids technika (ESI)
1980-as évek végén torténd bevezetése jelentette. Ez az eljards mara — mind a nagy
molekulatomegli biopolimerek mind a kis molekulatomegii szerves molekulak vizsgalata
soran — az uralkodd rutin HPLC/MS eljarassa valt az élelmiszeranalitikaval foglalkozd
hatosagi- ¢és kutatdo laboratoriumokban is, legy6zve a GC/MS tradicionalis hatranyait
(illékonysag, hoéstabilitas). A fehérjék ESI-MS moédszerrel torténé meghatarozasanak
kifejlesztéséért JB Fenn professzor 2002-ben kémiai Nobel-Dijat kapott. Az API technikak
(ESI, APCI, APPI) kézill — egy kivételtdl eltekintve (APCI, Royer és mtsai 2004) — az ESI-
MS és ESI-MSMS eljarast alkalmaztdk a fumonizinek meghatarozasahoz (Zollner és
Mayer-Helm 2006). A tomegspektrométerek csak gazfazisban Iévo, toltéssel rendelkezo
molekulakat és fragmensionokat tudnak vizsgalni. Az ESI technika alkalmazasa
olddszerben eldre megformalt ionokat igényel, azaz a HPLC oszloprél az ESI porlasztoba
jutd komponenseknek mar toltéssel kell rendelkezniiik, hogy az ionok az ionforrasban at
tudjanak lépni a folyadékfazisbdl a gazfazisba, amely a HPLC/MS vizsgalatok
alapfeltétele. Ezt leggyakrabban ugy érik el, hogy a HPLC oldoszerbe kis mennyiségben
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(0,01-0,5%, v/v) illékony szerves savat, leggyakrabban ecetsavat vagy hangyasavat tesznek
a fumonizinek protonaldsahoz. A primer amino-csoportot tartalmaz6 fumonizinek igy
pozitiv ion modban igen érzékenyen mérhetok. A szerves savak HPLC oldészerhez torténd
hozzéadasa abbol a szempontbdl is fontos, hogy a trikarballil oldallancok karboxil-
csoportjai protonalddasa révén a fumonizinek forditott fazisa HPLC oszlopokon torténd
retencioja — a polaritasuk csokkenése miatt (ion szupresszid) — novekszik és a csucs alak is
javul, amelyek végeredményben a kromatografids elvalasztas hatékonysagat ndvelik
(Faberi és mtsai 2005). Pozitiv ion mddban a fumonizinek tomegspektrumaban a
molekulaionok ([M+H]") mellett igen gyakran megfigyelhetdk a nitrium ([M+Na]*) és
kalium ([M+K]") adduktionok is (Z6llner és Mayer-Helm 2006). A fumonizinek negativ
ion moédban is mérheték, azonban Doerge és mtsai (1994) azt taldltak, hogy a primer
amino-csoportot tartalmazo6 fumonizinek 3x nagyobb jelet adnak pozitiv ion médban, mint
negativban. Tovabba azt is megfigyelték, hogy negativ ion mddban kétszeresen toltott
molekulaionok is megjelennek a fumonizinek témegspektrumaban (Caldas és mtsai 1995).
Azt is kimutattak, hogy az ,,A” fumonizin analégok (FA) pozitiv ion mdédban az acetilalt
amino-csoportjuk csokkent protonaffinitasa miatt kevésbé érzékenyen mérheték mint
negativ modban (Caldas és mtsai 1995; Plattner 1999).

A miuszergyartd cégek kiillonféle tomeganalizatorral (kvadrupol, ioncsapda, repiilési
id6, magneses, Fourier transzformacios ion ciklotron rezonancia) felszerelt és ezek
kombinalasaval kialakitott an. tandem tomegspektrométereket (MSMS) is forgalmaznak. A
rutin fumonizin analitikban kozuluk is &ltaldban a kvadrup6l (SIM mddban) és a harmas
kvadrupdl MSMS (SRM vagy MRM madban) késziilékeket alkalmazzak ar/érték aranyuk,
Uzemeltetési koltségeik és tomeganalizatoruk linearis dinamikus tartomanya miatt, amely a
harmas kvadrupdl témegspektrométerek esetében az 6t nagysagrendet is elérheti. Harmas
kvadrupol tomegspektrométerrel Sorensen és Elbaek (2005) tejbdl 0,09 és 0,04 ug/l FB; és
FB, toxint is ki tudtak mutatni. A fumonizinek MSMS vizsgalatahoz is a leggyakrabban a
harmas kvadrupdl-, valamint az ioncsapdas keésziulékeket hasznaljadk. Az ioncsapdas
tomeganalizator elénye, hogy pésztazd (SCAN) lizemmodban az egyik legérzékenyebb
tomeganalizator, amelynek igen nagy jelentdsége van az 0j, sokszor nyomnyi mennyiségl
szerves komponensek azonositasaban, tovabba MSMS, sét MS" izemmodban is (ahol ,,n”
akar 9 is lehet) iizemeltethetok. Hatranya ugyanakkor az, hogy linearis dinamikus
tartomanya viszonylag alacsony (leggyakrabban 2-2,5 nagysagrend). Voss és mtsai
(2001a) az ioncsapdas tomegspektrométeriikkel 2 pg/kg-os kimutatési hatart (LOQ) értek

el kukoricabol késziilt termékek vizsgalata soran.
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A fumonizinek molekulaionjai MSMS, illetve az ioncsapdés tomegspektrométereknél
az MS? spektruma igen jellemz6 a fumonizinekre (Josephs 1996), azaz kis gyakorlattal
viszonylag koénnyen eldonthetd, hogy az adott tdmegspektrum fumonizint6l szarmazik-e
vagy sem (lasd részletesen az 4.2. és 4.3. fejezetekben a 63. és 85. oldalon). Faberi és mtsai
(2005) egy kvadrupol és egy linearis ioncsapda analizatorral kombinalt in. QTrap tandem
tdmegspektrométert hasznéltak a fumonizinek MSMS spektrumai vizsgéalatahoz. Ez a
készllék a linearis ioncsapda analizator miatt harmas kvadrupdl analizatorkent is
lizemeltethetd, azaz egy miiszeren vizsgalhatdé volt a fumonizinek harmas kvadrupol és
ioncsapda analizatorral kapott MSMS spektruma is. Vizsgélataik sorén a két tzemmaodban
majdnem azonos MSMS spektrumot kaptak. A fumonizinek molekulaionjairél nemcsak
MSMS készulékkel, hanem egy viszonylag olcsé kvadrupdl tomegspektrométerrel is — az
ionforrasban torténd {litkoztetést (,,in-source CID”) felhaszndlva — lehetéség van az
analizdlt komponensek MSMS spektrumainak vizsgélatara (Caldas és mtsai 1995;
Churchwell és mtsai 1997). Itt azonban el6feltétel, hogy a HPLC elvalasztas korilményeit
ugy allitsdk be, hogy a HPLC oszloprdl elualodott vizsgalni kivant komponens csucsa
»tiszta” legyen, kiilonben a vizsgalat kevert, nehezen kiértékelheté MSMS spektrumot
eredményez. Churchwell és mtsai (1997) kdzleményikben azt is bemutattak, hogy az
utkozési fesziltség gyors valtoztatasaval (amire az Ujabb kvadrupdl tdmegspektrométerek
esetében is mar lehetdség van) egyidejlileg jelentds érzékenység (a molekulaion
detektalasaval alacsony utkozési feszlltség mellett) és szelektivitas (szerkezeti informacio
a magasabb Utkozési fesziiltség mellett kapott témegspektrum segitségével) is elérhetd.
Vizsgélataik soran a kvadrup6l MS készilékkel az alacsony pg/kg tartomanyban sikertlt a
ragcsalo csalétkekben fumonizint (FBys) Kimutatniuk. Kisérleteikben a referencia
oldatokkal meghatarozott LOD ¢és LOQ érték, 0,3 és 1,1 pg/kg volt. Seefelder és mtsai
(2001) kozolték, hogy a kvadrupdl MS késziilékkel SIM mddban hasonl6 érzékenységet
(LOD, 10 pg/kg) sikeriilt elérni, mint az SRM moddban hasznalt MSMS berendezéssel,
mivel a fumonizinek molekulaionjai viszonylag magas tomege tavol esik a legtébb
alacsony moltomegnél jelentkez6 zajforrastdl. A pontos tdmeg mérésére alkalmas TOF
analizatorral felszerelt tomegspektrométereket is egyre gyakrabban alkalmazzak a
fumonizin kutatasban (Lemke és mtsai 2001; Frisvad és mtsai 2007; Senyuva és Gilbert
2008; Mogensen és mtsai 2010a). A TOFMS rutin mennyiségi analizisben torténd
alkalmazasi lehetdségét korlatozza a harmas kvadrupol rendszerekhez képest alacsonyabb

linearis dinamikus tartomanya (2-3 nagysagrend).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A kisérletekhez felhasznalt vegyszerek

A burgonya dextréz agart (PDA), a HPLC minéségii MeOH-t, a fumonizin B;, B,
referencia anyagokat, a hangyasavat, a modositott pentakldrnitrobenzol (PCNB) és a
diklorén-bengalvoros-kloramfenikol (DRBC) tapkozeg komponenseit a Sigma-Aldrich
Kft-t61 vasaroltuk (Budapest, Magyarorszag). A HPLC minéségii MeCN-t (hypergrade) a
Merck Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag) szereztuk be. A F. verticillioides izolatumok
FB;.4 termelésének a vizsgélatahoz az FB3 és FB, standardokat Prof. WCA Gelderblom-tdl
(PROMEK Medical Research Council, Tygerberg, Dél-Afrika) es Prof. RD Plattner-t6l
(National Center for Agricultural Utilization Research, USDA, Peoria, IL, USA) kaptuk. A
18 MQ ellenéllast, membransziirt HPLC mindségili vizet a laboratoriumunkban allitottuk
elé egy Nanopure II tipust (Barnstead/Thermolyne Co., Dubuque, 1A, USA) tdltetes

viztisztitd berendezéssel.

3.2. A F. verticillioides izolatumok begyiijtése, azonositasa, felszaporitasa és a
fumonizinek in vitro termeltetése

Az izoldtumok begytijtése, azonositasa, felszaporitasa és a fumonizinek termeltetése
Prof. Szécsi Arpad (MTA Noévényvédelmi Kutatointézet, Budapest) iranyitasaval tortént.
Az izolatumok jelentds részét hazank f& gabonatermesztd teriileteirdl, elsdsorban
kukoricardl (gyoker, szar, cs6, szem) masodsorban egyéb novényfajokrol (blza, arpa, rozs,
rizs, szeder, komacsin) gyijtottikk be, de sikertlt izolalni F. verticillioides-eket kullancsrol
¢és emberi szemr6l is. Az egyéb forrasbol szarmazé izoldtumokkal egyutt 6sszesen 60 F.
verticillioides izoldtum &llt rendelkezésre a szilard fermentacids kisérletekhez. Az
izolatumok begytjtési helye és eredete az 5. tadblazatban (59-60. oldal) lathatd. A
fuzariumokat a fert6zott mintakrol laboratoriumi koriilmények kozott Szecsi és Mesterhazy
(1998) modszerével izolaltuk. A fajszintli taxondémiai azonositast a makro- és
mikrokonidiumok mikroszképos képe alapjan Booth (1971), Nelson és mtsai (1983) és
Leslie és mtsai (2006) modszere szerint végeztilk. Tobb izolatumot fajspecifikus PCR
eljarassal is azonositottunk Mulé és mtsai (2004) modszere szerint. Az izolatumok
fajszintli azonositasat a kalmodulin gén egy szakaszanak szekvencia analizisével, a VERT-
1 és VERT-2 inditdszekvencia-par alkalmazésaval végeztik (Szécsi és mtsai 2011). Az
azonositott monospdra-eredetti izolatumokat kémcsovekben Vi erésségii un. ferde PDA

taptalajon taroltuk 15 °C homérsékleten, sOtétben. A fermentacids kisérletekhez az
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izolatumokat tartalmaz6 ferde agarokat steril vizzel mostuk, majd négyrétegii steril gézen
atsziirtiik. A steril sztirletben koriilbelil 10* konidium volt milliliterenként.

A fumonizineket az azonositott F. verticillioides izolatumokkal rizstenyészetben, un.
szilard fermentacids eljardssal termeltettik. A termeltetéshez hosszuszemii rizst
hasznéltunk (Uncle Ben’s), amelybdl 50 g-ot 50 ml ioncserélt viz mellett 500 mL
trtartalmu Erlenmeyer lombikba helyeztiink. A lombikokat egész éjjel szobahdmérsékleten
tartottuk, majd a felesleges vizmennyiség ledntése utdn 121 °C hémérsékleten 15 percig
autoklavoztuk azokat. Az autoklavozast két nap mualva megismételtiik. A sterilizalas utan a
lombikokban 1év0 rizs tapkozeget kiilon-kiilon mesterségesen megfertdztiik a fent emlitett
F. verticillioides 5 ml-es konidium szuszpenzidival. A tenyészeteket termosztatban 28 °C
hémérsékleten sotétben négy hétig inkubaltuk. Az inkubalas els6 harom napjan az
inokulumok egyenletes eloszlatisa ¢és a rizsszemek Osszetapadasdnak a megeldzése
céljabdl a tenyészeteket naponta egyszer felrdztuk. Az inkubalas 4. hetének végén a
tenyészeteket a lombikokbol kivettiik, majd azonnal lefagyasztottuk és liofilizaltuk azokat.
A liofilizalt tenyészeteket kavédaraloval finom porra Oroltilk, majd az analizisig jol

lezarva, mélyfagyasztoban taroltuk az 6rleményeket -80 °C hémérsékleten.

3.3. A fumonizinek kinyerése az in vitro rizstenyészetekbdél

A liofilizalt rizstenyészet 6rleményeket (3 g) polipropilén (PP) centrifugacsében (30
ml) MeCN/H,O (3/1 viv, 25 ml) elegyével, UltraTurrax T25 tipust (IKA, Staufen,
Germany) nagysebességii homogenizator felhasznalasaval 13500-as fordulatszémon, 1
percig homogenizéltuk, majd atfordul6s razogépen (60 fordulat/perc) szobahémérsékleten
1 orén at extrahaltuk azokat. Az extrakciot kovetden a mintakat centrifugaltuk (10000xg,
10 perc), majd PTFE membransziirén (0,45 um) keresztiil a HPLC mintaadagold fioléiba
szirtiik a feltluszdkat. A fumonizin miitermékek képzddésének minimalizalasahoz a nyers
kivonatok fumonizinjeit egyéb mintaelokészitési €s tisztitasi lépések nélkiil a késobb

részletezett HPLC/ESI-MS méddszerek felhasznalasaval kdzvetlenil analizaltuk.

3.4. Mazsola- és voroshagymamintak begyiijtése, Aspergillus fajok izolalasa a
mintakrol és genetikai elemzésik

A fumonizin vizsgalatokhoz a mazsola- és voréshagymamintak begyiijtése, az
Aspergillus fajok izoldladsa és genetikai analizise Dr. Varga Janos egyetemi docens
irdnyitdsdval az SZTE TTIK Mikrobiologiai Tanszékén tortént. A mazsolamintak

kiilonb6z6 orszagokbdl szarmaztak (19. tablazat, 114. oldal), mig a kiserleteink soran
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vizsgalt voroshagymamintakat Magyarorszag kiilonbozo teriileteirdl, foként Szegeden és
kornyékén szereztik be, de Tapiogyorgyérél és Pusztavacsrol sz&rmazé mintdkat is
felhasznaltunk. A fekete Aspergillus fajok izolalasahoz olyan voréshagymakat valogattunk
Ki, amelyeken mar lathaté volt némi fekete elszinez6dés is. Egészséges hagymat csak
kontrollként tovabbd a fumonizin visszanyerési Kisérletekhez alkalmaztunk. A
vOroshagymarol torténé mintavételhez a hagyma mind kiilsé szaraz, mind bels6 htsos
leveleit felhasznaltuk.

A 96%-o0s etanolban 5 percig fellleti sterilizalt mazsolakat valamint a hagyma kiilsé
buroklevél és belsd husos levél mintait maldtakivonatos DRBC téaptalajra (King és mtsai
1979) helyeztlk. A lemezeket termosztatban 25 °C hémérsékleten 7 napig inkubaltuk, és
ezt kovetéen a lemezeken kinové fekete Aspergillus telepeket Kkitisztitottuk, majd
malatakivonatos ferdén ontott agaron (Malt Extract Agar, MEA) tartottuk (Samson és
mtsai, 2004) és Klasszikus taxondmiai mddszerekkel azonositottuk az izoldtumokat (Raper
és Fennell 1965; Samson és mtsai 2007).

A fekete Aspergillus fajok meghatarozasdhoz a PCR-RFLP analizist alkalmaztuk. A
amplifikaltuk (White és mtsai 1990) és Rsal restrikcids endonukleazzal emésztettiik 37 °C
hémérsékleten 1 Ordn at (Accensi és mtsai 1999). Az emésztés eredménye alapjan a fekete
Aspergillus izolatumok 2 tipusba sorolhatok: a T-tipusba az A. acidus, az A. costaricaensis,
az A. piperis, az A. tiibingensis és az A. vadensis tartozik, mig az N-tipusba a tobbi fekete
Aspergillus, beleértve a potencidlis fumonizin-termeld A. niger és A. awamori fajokat is
(Accensi és mtsai 1999; Samson és mtsai 2007).

Az N-tipust Aspergillus izolatumok fajszintii besorolasat a kalmodulin gén egy
szakaszanak szekvencia analizisével, a cmd5 és cmd6 primerek alkalmazasaval (Hong és
mtsai 2006), Samson és mtsai (2007) médszere alapjan végeztik. A szekvencia analizist a
,,Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” segitségével kiviteleztik. A
szekvenaldsi reakcio termékeit gélsziiréssel Sephadex G-50 (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ, USA) oszlopon tisztitottuk, és a nukleotid sorrendet az ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) kesziilekkel
hataroztuk meg. A DNS szekvenciak szerkesztéséhez a DNASTAR szoftver csomagot
alkalmaztuk. Az illesztéseket és a filogenetikai analizist a MEGA 4.0 szoftverrel végeztik
(Tamura és mtsai 2007). A torzsfa elkészitéséhez a parszimonia analizist alkalmaztuk, a fa

Ve

A. flavus izolatumot alkalmaztunk.
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3.5. Fumonizinek Kinyerése mazsoldbol, voréshagyma pormintajabol és mazsolardl
izolalt fekete Aspergillus fajokkal fert6zott taptalajmintakbol

A mazsolamintakat liofilizaltuk, meg6roltik és az Orleményeket (1 g) PP
centrifugacs6ben (12 ml) MeOH/H,O (3/1 v/v, 8 ml) elegyével, UltraTurrax T25
homogenizéator felhasznalasaval 20000 fordulat/perc sebesseggel 4 percig homogenizaltuk,
majd atfordulds razogépen (60 fordulat/perc) szobahdmérsékleten 1 Oran &t extrahaltuk
azokat. Az extrakcié utan a mintékat centrifugaltuk (10000xg, 10 perc), majd PTFE
membransziirén (0,45 um) keresztiil a HPLC mintaadagolo fiolaiba sziirtiik a feliiliszokat.

A hagymamintdkat (lasd 48. abra, 119. oldal) — beleértve a fumonizineket nem
tartalmazo kontroll mintat (G) is — vékony szeletekre vagtuk, majd 24 6ran at liofilizaltuk
azokat. A liofilizalt mintdkat kozonséges kavédaraloval 2 perc alatt finom porra 6roltiik,
majd 0,5 g-ot 4 ml MeOH/H,0 3/1 (v/v) elegyével ultrahangos flirdében kezeltiink (3 perc)
és ezt kovetden atfordulds razdgépen 60 fordulat/perc sebességgel 90 percig extrahaltuk
azokat. Centrifugalast (13000xg, 10 perc) kovetden a feliilluszokat a HPLC mintaadagolo
PP mikrofioldiba membransziirtiik (0,45 um, PTFE).

A mazsolarol szarmazo fekete Aspergillus izolatumokat CYA20S agar taptalajon 7
napig tenyésztettik (Samson és mtsai 2004). A telepek koézepéb6l 5 db 0,6 cm atmérdji
agar dugét (6sszesen 1,2 g) metszettiink ki, amelyeket Frisvad és mtsai (2007) eljarasa
szerint — kis modositassal — extrahaltunk. Az extrakciot MeOH/H,O (3/1 viv, 6 ml)
elegyével 12 ml-es PP centrifugacsében UltraTurrax T25 homogenizator felhasznalasaval
20000 fordulat/perc sebességgel, 4 percig végeztiik. A Kkivonatokat centrifugaltuk
(10000xg, 10 perc), majd a fellluszokat a HPLC mintaadagol6 fiolaiba (PP)
membransziirtiik (0,45 um, PTFE).

3.6. A fumonizinek minéségi és mennyiségi meghatarozasa
3.6.1. A fumonizinek RP-HPLC/ESI-ITMS médszerrel torténé meghatarozasa
meredekebb gradiens elvalasztés felhasznalasaval

A fumonizin kutatasunk megkezdésekor és az azt kovetd 4 évben az RP-HPLC/ESI-
ITMS és MS? vizsgéalatokat — meredekebb gradiens HPLC elvalasztas felhasznalasaval —
az MTA Sztereokémiai Kutatdcsoportjanak, majd a Gabonakutatd Non-profit Kft. (a
tovabbiakban GK Kft.) HPLC/ESI-ITMS készulékével végeztik, amely miiszer egyuttesek
a 8. abrén lathatok.
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8. &bra Az MTA Sztereokémiai Kutatdcsoportja (baloldali kép) és a GK Kft. HPLC/ESI-
ITMS miiszeregyiittese.

A fumonizinek HPLC elvélasztasahoz a meredekebb gréadiens elvalasztads soran az
MTA Sztereokémiai Kutatocsoportjaban, Agilent (Palo Alto, CA, USA) 1100 Series
modularis HPLC rendszert alkalmaztunk a kovetkez6 modulokkal: binaris pumpa, mikro
vakuumos gaztalanitd és ,,uWell-plate” mintaadagolo. A gradiens HPLC elvélasztast
Supelcosil ABZ Plus analitikai oszlopon (250 x 2,1 mm, 5 um; Supelco, Bellefonte, PA,
USA) és el6tétoszlopon (20 x 3 mm, 5 um) végeztik, amelyet a holttérfogat csokkentése
miatt kapillaris nélkil csatlakoztattunk az analitikai oszlophoz. Az oszlop kimenetét egy
minddssze 40 mm hosszl, 127 um belsé atméréjiic PEEK kapillarissal kotottik 0ssze a
tomegspektrométer ESI ionforrdsanak a porlasztéjaval. A HPLC oszlopot 40 °C
hémérsékletre termosztltuk egy ,,7990 Space” tipusi oszloptermosztat (Jones
Chromatography Ltd., Hengoed, UK) felhasznalasaval. A gradiens HPLC elvalasztashoz a
gradienst a binaris HPLC pumpa ,,A” (H20 + 0,1% HCOOH) ¢és ,,B” (MeCN + 0,1%
HCOOH) oldészerbél keverte. A minta (1 pl) injektalasakor a gradiens 25% ,,B” értékrol
indult és 22 perc alatt 40% ,,B” értéket ért el, majd tovabbi 5 perc alatt 100% ,,B”-re
emelkedett, amelyet 3 percig tartott az apolaris métrix komponensek oszloprol torténd
eltavolitasa céljabol. Az aramlasi sebesség 0,3 ml/perc volt.

A fumonizinek detektalasat Agilent 1100 MSD Trap SL tipusu, ESI ionforrassal és
ioncsapda (IT) tdbmeganalizatorral felszerelt tomegspektrométerrel (ESI-ITMS) végeztiik,
pozitiv ion modban. A tomegspektrométer mérési paraméterei a kovetkez6kben lathatok.
ESI ionforras: kapillaris fesziltség, 3500 V; porlasztogaz (N,) nyomas, 40 psi; szaritbgaz
(N2) sebesség és homérséklet, 9 1/perc és 350 °C; kapillaris kilépd fesziiltség, 200 V;
Detektor fesziiltsegek: elektronsokszorozd, 1185 V; nagyenergidju dinoda (HED), 7 kV; IT
paraméterek: ,,trap drive”: 53,9; akkumulacios id6, 300 ms; pasztazasi tartomany, m/z 50-

1100; atlagolas, 3 spektrumonkent; fragmentéacids amplitado, 1,3 V. A tdmegspektrométer
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paramétereit 10 ng/ml koncentrécidéju FB; referencia oldatnak (MeCN/H,0 1/1 viv, + 0,1%
HCOOH) KDS 101 tipusu fecskend6pumpaval (KD Scientific, Holliston, MA, USA) a
porlasztoba torténd vezetésével optimalizaltuk. A porlasztogaz nyomasanak €s a szaritogaz
sebességének, valamint homérsékletének optimalizalasdhoz a fenti FB; oldatot
automatizalt aramlasi injektalasos maédszerrel juttattuk be a porlaszton keresztil az ESI
ionforrésba. A teljes HPLC/MS rendszer szabalyozasat és a toémegspektrometrias adatok
kiértekelését az Agilent ChemStation szoftver (A09.03) és a Bruker ITMS szoftver (v.5.2)
végezte. A mintaban talalt fumonizinek és fumonizin-szerii komponensek relativ
mennyiségét a f6 komponensnek, az FB; toxinnak a szazalékaban adtuk meg (Bartok és
mtsai 2006).

3.6.2. F. verticillioides izolatumok FB;4 toxinprofiljAnak meghatarozasa RP-
HPLC/ESI-ITMS mddszerrel, meredekebb gradiens elvalasztas felhasznalasaval

A kilonféle F. verticillioides izolatumok FB;.4 toxinprofiljanak meghatarozasahoz a
GK Kft. HPLC/ESI-ITMS készulékén is a meredekebb gradiens HPLC elvalasztast
alkalmaztuk. A készilékegyilttes egy Hewlett-Packard 1090 Series Il tipust
folyadékkromatogréafot és egy Varian 500-ITMS (Varian, Inc., Walnut Creek, CA, USA)
tdmegspektrométert tartalmazott (8. abra), amely ESI ionforréssal volt felszerelve és
amelyet szintén pozitiv ion médban tzemeltettiink. A HPLC készulék beépitett binaris
pumpdval, automata mintaadagoloval és kiegészitésként egy ,,Varian Prostar” tipusu
vakuumos oldoszer gaztalanitoval volt felszerelve. A HPLC mérési paraméterek (oszlop
tipusa, oldészerek, gradiens meredekség, oszloptermosztat és homérséklete, aramlasi
sebesség, injektalt minta térfogata) — a HPLC készllék tipusat kivéve — mindenben
megegyeztek a fent leirtakkal. A Varian 500-ITMS készilék mérési paraméterei az
alabbiakban lathatok. ESI paraméterek: porlasztégaz (N,) nyomasa, 60 psi; szaritogaz (Ny)
nyomasa és hémérséklete, 20 psi és 350 °C; porlasztocsucs fesziltsége, 4000 V; kapillaris
fesziiltsége, 139 V; ,spray” pajzs fesziiltsége, 600 V; Ionizacioés kontroll paraméterek:
Htarget” TIC, 100%; max ion id6, 500000 us; Pasztazasi paraméterek: tdmegtartomany,
m/z 500-850; RF terhelés, 82%. Altalanos paraméterek: pasztazasi id6, 2,05 ms; spektrum
atlagolas, 3 uScans; adatgyljtési frekvencia, 0,49 Hz. A tomegspektrométer
paramétereinek az optimalizalasahoz az FB; toxin oldatat (1 ng/pl, MeOH/H,0 1/1, viv +
0,1% HCOOH) a késziilék beépitett fecskenddpumpajanak a segitségével juttattuk be az
ionforrésba (5 pl/perc) aramlési injektalasos (FIA) modszerrel. A mennyisegi kiértékelést

kiils6 standard modszerrel végeztiik az FB1.4 toxinok oldatainak (10 pg/pl — 500 ng/ul)
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felhasznalasaval. A HPLC/ESI-ITMS rendszer szabalyozasat eés a tdmegspektrometrias
adatok kiértékelését az Agilent ChemStation szoftver (A09.03) és a Varian Workstation
6.6 (SP1) szoftver végezte (Szécsi és mtsai 2010).

3.6.3. Uj fumonizin izomerek RP-HPLC/ESI-ITMS és TOFMS médszerrel torténé
meghatarozasa kevésbé meredek gradiens elvalasztas felhasznalasaval

Miutan a fumonizin vizsgalatok els6 4 évében szamos uj fumonizint sikerdlt
azonositani a fent emlitett meredekebb gradiens HPLC elvalasztas alkalmazasaval, a GK
Kft. laboratériumaba beszerzett, a gyartd altal szerkezeti izomerek elvalasztasara javasolt
HPLC oszloppal Uj, kevésbé meredek gradiens elvalasztast dolgoztunk ki. Ezt a HPLC
oszlopot ¢és kevésbé meredek gradienst alkalmaztuk késébb az ELTE EKOL
laboratériumaban a fumonizin izomerek RP-HPLC/ESI-TOFMS meghatarozésa soran is.
Az ELTE EKOL laboratériumanak HPLC/ESI-TOFMS késziiléke az 9. abran lathato.

9. dbra. Az ELTE EKOL laboratériumanak HPLC/ESI-TOFMS késziléke.

A fumonizin izomerek kevésbé meredek gradienssel tértén6 HPLC elvalasztasa és
tdmegspektrometrids meghatarozasa soran alkalmazott mérési paraméterek az alabbiakban
olvashatok. =~ A Varian  500-ITMS  ioncsapda  tomeganalizatorral  ellatott
tomegspektrométerhez egy Hewlett-Packard 1090 Series Il tipusu HPLC készlléket —
beépitett binaris pumpaval, és automata mintaadagoloval — csatlakoztattunk (8. &bra). A
HPLC elvalasztast YMC-Pack J’sphere ODS H80 (250 x 2,1 mm, 4 um) RP-HPLC
oszlopon (YMC Europe GmbH, Dinslaken, Németorszag) végeztik, amely a
holttérfogatok csokkentése miatt a fentiekben mar emlitett Jones ,,7990 Space” tipust

oszloptermosztatba volt helyezve, amelyet 40 °C hémérsékletre allitottunk. A binaris

54



dc 253 11

gradiens elvalasztashoz ,,A” (H,0 + 0,1% HCOOH) és ,,B” (MeCN + 0,1% HCOOH)
oldoszerek grédiensét alkalmaztuk. A minta (1 pl) injektaldsakor a gradiens 24% ,.B”
értékrdl indult és 79 perc alatt linearisan emelkedett 40% ,,B” értékig, majd tovabbi 15
perc alatt 100% ,,B”-re emelkedett, amely 10 percig tartott. Az aramlasi sebesség 0,2
ml/perc volt.

Az elvélasztott fumonizineket pozitiv ion MS és MSMS modban, normal pasztazasi
sebességgel detektaltuk a Varian 500-ITMS keszulékkel. A miiszer fontosabb mérési
paraméterei a kovetkezok voltak. EST paraméterek: porlasztokamra hémérséklete, 55 °C;
porlasztdgaz (N,) nyomasa, 60 psi; szaritogaz (N,) nyomasa és hémérséklete, 20 psi és 350
°C; porlasztdcsics fesziiltsége, 4000 V; ,spray” pajzs fesziiltsége, 600 V. Altalanos
paraméterek: maximum pasztazasi id6, 2,71 ms; spektrum atlagolas, 3 spektrumonként;
adatgytjtési sebesség, 0,37 Hz; max ion id6, 500000 ps. MSMS paraméterek: kapillaris
feszlltség, 139 V; RF terhelés, 75%; ion izolalasi ablak, 3 m/z; hullamforma tipusa,
rezonans; gerjesztési amplitudo, 2,83 V; gerjesztési id6, 10 ms. A fenti ESI paramétereket
FB; referencia oldat (1 ng/ul, MeCN/H,O 1/1, v/iv + 0,1% HCOOH) ionforrasha
juttatasaval (5 pl/perc) optimalizaltuk a tomegspektrométerbe épitett fecskenddpumpa
felhasznalasaval. A F. verticillioides izolatumokkal fertézott rizstenyészet mintak
mennyiségi kiértékelését az FB; toxin kalibraciés mintai (10 pg — 1000 ng az oszlopra
injektalva) alapjan kiils6 standard modszerrel végeztikk és az eredményeket a f6
komponens, az FB; toxin szazalékaban adtuk meg. A teljes HPLC/ESI-ITMS rendszer
szabalyozasat és a tomegspektrometrias adatok kiértékelését az Agilent ChemStation
szoftver (A09.03) és a Varian Workstation 6.6 (SP1) szoftver végezte.

A fumonizin izomerek HPLC/ESI-TOFMS vizsgalatahoz Agilent 1200 tipusu
modularis HPLC rendszert és Agilent 6210 tipusu ESI-TOFMS késziléket hasznaltunk,
amely nagypontossagu tomegmérésre alkalmas tomegspektrométer. A HPLC készulék
mikro vakuumos oldoszer géaztalanitot, binaris pumpat és automata mintaadagold
modulokat tartalmazott. Oszloptermosztatkent a korabban mar emlitett Jones gyartmanyu
készuléket alkalmaztuk (40 °C), amelyet az Osszekot6 kapillarisok (0,127 mm ID)
hosszanak minimalizalasa céljabdl térben az injektor szelep és az ESI ionforras porlasztoja
kdzé helyeztink. A binaris pumpabdl a pulzélast csokkenté egységet kivettiik abbdl a
célbol, hogy csokkentsik az olddszerszallité rendszer holttérfogatat, mivel a fentiekben
emlitett HPLC/ESI-ITMS méréseknél alkalmazott HP 1090 Series Il tipusd
folyadékkromatograf olddszerszallitd rendszerének a holttérfogata joval kisebb volt. A

pulzalast csokkentd egység eltavolitasaval sikerllt hasonld retencids idéket kapnunk a
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kétféle rendszerrel, bar még igy is a HPLC/ESI-ITMS méréseknél valamivel
alacsonyabbak voltak a retencids idok. A tobbi HPLC mérési paraméter (HPLC oszlop,
oldoszer-osszetétel, gradiens meredekség, aramlasi sebesség, injektalasi térfogat) az elébb
emlitett HPLC/ESI-ITMS méréseknél alkalmazottakkal megegyezett. Az ESI-TOFMS
késziilék fontosabb mérési paraméterei a kovetkezok voltak: 2 porlasztot tartalmazd ESI
ionforréds, amelynél az egyik porlaszton keresztll a HPLC oszloprol az oldészerdrammal
elualodd komponenseket, mig a masik porlasztd segitsegével a pontos tdémeg méréséhez
nélkilozhetetlen két referencia tomeget (m/z 121,050873 és 922,009798) tartalmazé
oldatot juttattuk be az ionforrasha; porlasztdgdz (N,) nyomasa, 20 psi; szaritdgaz (Ny)
sebessége és homérséklete, 10 1/perc és 350 °C; kapillaris feszilltsége, 3500 V; fragmentor
fesziiltsége, 170 V; ,,skimmer” lencse potencidlja, 70 V; ,,OCT 1 RF Vpp”, 250 V;
pasztazasi tomegtartomany, m/z 100-1700, adatgy(ijtési sebesség, 250 ms/spektrum. A
HPLC/ESI-TOFMS késziiléket az Agilent ChemStation B03.02 szoftver vezérelte és az
adatokat az Agilent MassHunter B.02.00 szoftverrel dolgoztuk fel.

3.6.4. Mazsola- és voréshagymamintak fumonizin-tartalmanak és mazsolarol izolalt
fekete Aspergillus fajok taptalajon torténé fumonizin-termelésének RP-HPLC/ESI-
ITMS vizsgélata kevésbé meredek gradiens HPLC elvélasztés felhasznalasaval

A mazsola- és a voroshagymamintak, valamint a mazsolarol izolalt Aspergillus fajokat
tartalmazé taptalajmintak fumonizin dsszetételének RP-HPLC/ESI-ITMS vizsgalata soran
az el6z6 fejezetben leirt miiszeregytittest (Hewlett-Packard 1090 Series 1l tipusu HPLC,
Varian 500-1ITMS) alkalmaztuk. A merési paraméterek megegyeztek az ott targyaltakkal.
A mintakban talalt fumonizinek koncentraciéjat az FB; és FB, referencia anyagok 8
koncentracio értéket tartalmazd higitasi soranak (1 pg — 100 ng anyagmennyiség a
mazsola- és a taptalajmintdk és 1 pg — 50 ng anyagmennyiség a voroshagymamintak
esetében, MeCN/H,0 1/1 (v/v) aranyu elegyében a HPLC oszlopra injektalva) HPLC/MS
vizsgalata alapjan késziilt kiilsé standard kalibraciok alapjan értékeltiik ki. Az FB; és FB;
toxinok tekintetében a mazsola, a voroshagyma és a mazsolardl izolalt fekete Aspergillus
fajokkal fert6zott tAptalajkorong mintakkal is vegeztiink visszanyerési vizsgalatokat, amely

mérések adatai az 4. fejezet megfelel6 alfejezeteiben olvashatok.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. Magyarorszagon begyiijtott F. verticillioides izolatumok fumonizin B;.4 termelése
in vitro

A begylijtott és azonositott F. verticillioides izolatumokkal fert6zott rizstenyészetek
kivonatait RP-HPLC/ESI-ITMS mddszerrel analizaltuk, a meredekebb gradiens HPLC
elvalasztas felhasznalasaval. Két tipikus HPLC/MS kromatogram a 10. abran lathatd. A
10A abran a legtobb F. verticillioides izolatumra jellemz6, mig a 10B abran csak két
izolatumra jellemz6 fumonizin profil lathatd. A F. verticillioides izolatumokkal fert6zott
rizstenyészet kivonatok RP-HPLC/ESI-ITMS modszerrel kapott merési adatait
fékomponens analizissel (PCA) elemeztiik. Az 5. tablazatban jol lathatd, hogy mind a 60
F. verticillioides izolatum termelt B tipusu fumonizint, ami masok eredményeével
megegyezik (Desjardins és mtsai 1992; Plattner és mtsai 1996). A teljes FB1.4 mennyiség
12-9692 mg/kg volt, azaz a leggyengébb és legerésebb FBj4-termeld izolatum kozott
8000x-es volt a kilénbség. Hasonlo szélsé értékeket tobb kutatocsoport is kozolt (Nelson
és mtsai 1991, 1994; Visconti és mtsai 1994; Mirete és mtsai 2003). Az izolatumok fele
kevesebb, mig a méasik fele tobb mint 2000 mg/kg FB;.4 toxint termelt (11. abra).

Az izolatumok FB;.4 termelését eredet szerint is 6sszehasonlitva megallapithatd, hogy
sem a fumonizin B termelés mennyiségét sem a négy FB anal6g egymas kdzotti aranyat az
izolatum eredete nem befolyasolta (12. abra). A legnagyobb eltérés (12-9692 mg/kg) a
kukoricaszarrél szarmazo6 izolatumok esetében volt. A rizstenyészetekben mind a négy
vizsgélt FB toxin mennyisége széles koncentracié tartoményban véltozott (FB;, 9-3228
mg/kg; FB,, 3,8-7503 mg/kg; FB3, 1,2-681 mg/kg; FB, 0,1-1876 mg/kg), de a legtébb
esetben az FB; volt a legjelentdsebb mennyiségti (13. dbra). Az izolatumok tobbségénél
(85%) a termelt teljes fumonizin B mennyiségének atlagosan 75%-a FB;, 18%-a FB,, 5%-a
FBs, 2%-a FB4 volt. Az izolatumok két kis csoportja Kivetelével az FB;., toxinok
mennyiségének sorrendje az izolatumokban a kovetkez6 volt: FB1 > FB; > FB3 > FBy. Ez a
sorrend masok kozleményeiben kozoltekkel egyezést mutat (Desjardins és mtsai 1992;
Plattner és mtsai 1996). Harom izolatum (9, 53 és 54) tobb FB3 toxint termelt, mint FB-t,
mig két izolatum (19 és 27) dominansan FB; toxint termelt és jelentés mennyiségben FB4-
et is. Proctor és mtsai (2006) szerint a FUM gén klaszterben torténd egy-egy pontmutacio
lehet a felel6s az eltéré fumonizin B toxinprofilért. Vizsgalataink alapjan feltételezheto,
hogy a trichotecén kemotipusokhoz hasonldan léteznek fumonizin kemotipusok is. Az FB;

toxin aranya a rizs tapkozegben ellentétesen valtozott a fumonizinek 6sszmennyiségével
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(typ= —7,1 > 19,01=3,49). A teljes variaciok 95%-at 2 fékomponens (PC) tette ki. Az elsd
PC-ben az FB; és az FB;3 volt a dominans, mig a masodikban az FB, és az FB;. A
kétvaltozés abran (14. abra) jol lathatéan ezek a toxinparok ellentétes szektorban
helyezkednek el, jelenlétik a tenyészté kozegben egymashoz kapcsolt volt. Ez a
megfigyelés azzal magyarazhatd, hogy az FB;.4 toxinok bioszintézise soran — mint a 4.
dbran (22. oldal) is lathatdé — a HFB4 képzddése utan a bioszintézisiik kettévalik az
FB3—FB; illetve az FB,—FB, irdnyra, ami a FUM2-es gén termékének (Fum2p) egy
citokrom P450 oxigenaz enzimhomolognak koszonhetd, amely a C-10 atomot hidroxilezi.
A PC értékek abrazolasa jelzi az osszefliggést az izolatumok, mint termelék kozott (15.
abra). Egy teljesen elkilonitett szektorban jol lathat6, hogy két — eltérdé kukoricatermesztd
teriileten kukoricarol begytijtott — izolatum termelt dominans mennyiségii FB,, jelent6s
mennyiségii FB4 és kis mennyiségli FB; toxint és csak nyomokban FB; toxint. Ez a két
izoldtum hasonl6 lehet ahhoz az amerikai — természetben el6forduldo — FB; és FBj3 toxint
nem termel6 izolatumhoz, amelynek felhasznalasaval azonositani tudtak, hogy a FUM2-es
gén felel6s a C-10 hidroxilezéséért (Desjardins és mtsai 1996; Proctor és mtsai 2003).

Az izolatumok egy masik kis csoportjanak a klasztere — amely tobb FBj3 toxint termelt,
mint FB,-t — a fécsoporthoz kapcsolodik. Az is jol lathatd, hogy az izolatumok sem a
foldrajzi elhelyezkedés sem az izolatum forrésa alapjan nem kilonulnek el egymastol.
Néhany jelentds mennyiségli FB; toxint termelé izolatum a f&csoporttol eltért.
Vizsgalataink soran mind a 60 izolatum termelt FB; toxint még ha volt is kézottik olyan,
amely csak minimalis mennyiségli FBi-et termelt. Feltételezhetd tehat, hogy a F.
verticillioides szinte mindig termel FB; toxint az in vitro tenyészetekben. Azok az
eredmenyek, amelyek FBj-et nem termeldé izolatumokrol irnak, valészinii, hogy az
alkalmazott analitikai madszer érzékenységével lehetnek dsszefliggésben.

Kozleményink az els6 tanulmany, amely Magyarorszag kiilonféle termdhelyeir6l és
szubsztratjairol szarmazo F. verticillioides izolatumok fumonizin-termeléképességét
vizsgalta, és a mérési eredmények alapjan javasolta a fumonizin kemotipus elnevezest

(Szécsi és mtsai 2010).
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5. tablazat. F. verticillioides izolatumok eredete és FB;.4 termelése rizstenyészetben.

Izolatum Teljes FBl.f-t.a}rtalgm Megoszlas FB1.4 (%)
Szam Begyiijtési hely Eredet a ferm(;nt/ell(mo utan FB1 FB2 FB3 FB4
a/kg)
Kukorica
1 Dag gyokér 1061 82,4 11,3 45 1,8
2 Rojtokmuzsaj gyokeér 3153 75,9 17,2 54 1,5
3 Székkutas gyokér 3633 73,0 19,1 6,1 1,8
4  Déag Szar 12 76,0 17,0 6,6 0,4
5 Debrecen-Kismacs szar 34 83,1 11,2 5,6 0,1
6 Rojtokmuzsaj szar 161 79,6 12,5 6,2 1,7
7 Decs szar 242 90,7 54 3,1 0,8
8  Barcs szar 1011 79,9 13,6 45 2,0
9  Székkutas szar 1450 73,5 11,2 13,6 1,7
10  Decs szar 1628 69,6 24,9 31 2.4
11 Dag szar 2155 75,1 19,1 4,3 15
12  Dunapataj szar 2301 70,0 24,4 3,4 2,2
13 Tordas szar 2412 68,9 25,5 35 2,1
14  Eszteragpuszta szar 2654 71,0 18,8 8,0 2,3
15  Székkutas szar 2942 70,8 18,3 7.8 31
16  Kesztdlc szar 3208 72,9 19,8 5,2 2.1
17 Kompolt szar 3716 73,6 18,5 6,2 1,8
18  Kecskemét szar 4444 70,8 18,2 9,2 1,8
19  Iregszemcse szar 9692 2,8 77,4 0,4 19,4
20 Rojtékmuzsaj csé 1061 78,2 13,5 59 2,3
21  Rojtékmuzsaj cs6 1134 83,4 9,8 5,4 1,4
22 Bély cs6 1215 78,9 14,5 51 1,4
23 Kecskemét cs6 1580 81,0 12,5 45 2.1
24  Danszentmiklés ~ €s6 1623 72,5 22,4 3,2 2,0
25  Iregszemcse cs6 3935 71,9 17,4 8,9 1,8
26  Nagyvézsony cs6 4378 59,7 36,4 2,0 2,0
27  Debrecen cs6 8003 3,2 81,3 0,3 15,2
28 Bicske szem 72 73,0 16,9 7,7 2,4
29  Nyiregyhaza szem 574 81,8 10,8 5,6 1,7
30 Pilisszentivan szem 2259 72,7 18,9 6,0 2,3
31 Biharkeresztes szem 2404 78,1 14,4 6,3 1,3
32 Békéscsaba szem 2943 72,4 19,6 6,2 1,7
33  Dombdvar szem 3187 73,5 14,3 10,8 1,4
34 Baja szem 3335 73,0 16,6 8,8 15
35 Sarkad szem 3335 73,6 18,6 6,3 15
36 Mohacs szem 3492 70,5 21,1 6,1 2.3
37 Matészalka szem 4215 66,9 18,7 10,3 4,0
38  Szombathely szem 4325 62,5 23,5 10,6 33
39  Tokaj szem 5297 60,9 22,8 12,9 3,4
40  Piliscsaba |égtér 373 82,0 9,3 6,1 2,5
41  Piliscsaba legter 669 74,5 16,3 6,3 2,9
42  Piliscsaba légtér 648 76,7 14,7 5,8 2,9
43  Piliscsaba legter 926 74,1 17,8 5,0 31

a tablazat folytatodik,
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az 5. tablazat folytatasa,

Izolatum Teljes FB1.4-tartalom Megoszlas FB1.4 (%)
a fermentéacié utan

Szam Begyiijtési hely Eredet

(mg/kg) FB1 FB> FB3 FBa4
Egyéb
44  Martonvasar cirok szarszovet 1492 71,0 21,4 4,8 2,9
45  Kesztolc cirok szarszovet 3602 70,8 20,7 6,6 1,9
46  Jéaszfalu arpaszem 218 69,8 16,3 9,0 5,0
47  Jéaszfalu arpaszem 960 83,7 9,8 51 1,4
48  Helesfa blzaszem 32 80,7 15,2 3,9 0,2
49  Pusztaegres blzaszem 4578 63,4 26,7 5,6 4.3
50 Szeged rozsszem 2062 65,7 29,7 2,5 2,0
51 Karcag rizsszem 39 72,8 20,5 4,7 2,0
52  Karcag rizsszem 3466 64,8 30,8 2,5 1,8
53 Kerepes komadcsin 249 79,1 8,1 11,9 1,0
54  Kerepes komacsin 1853 77,6 9,4 10,9 2,1
55  Budapest fokhagyma 25 74,5 15,5 8,1 1,9
56  Budapest szeder szarszovet 273 71,9 18,6 6,3 3,2
57  Budapest szeder szarszovet 2102 74,5 21,0 2,8 1,6
58  Sukdsd kullancs 107 84,2 12,0 2,5 1,3
59  Vecsés kullancs 355 77,9 13,7 6,2 2,1
60 Szeged emberi szem 1377 81,5 10,7 5,6 2,2
Atlag 2161 72,0 19,4 6,0 2,6
600 A __ B,
(m/z 722)
500
400 FB,
(m/z 706)
3004 l
FB,
(m/z 706)
2004
— l FB,
g 100 (m/z 690)
2 |
3
g, A
1)
% 3004 B __ B,
c (m/z 706)
[0}
E 2504
2004
1504 FB4
(m/z 690)
100 l
FB, FB,
50-] (m/z 1722) (m/z 708) ]\
O T /\ T l T T T
5 10 15 20 25

Retencios idd (min)

10. abra. F. verticillioides izolatumok altal fert6zott rizstenyészet kivonatok HPLC/ESI-
ITMS extrahdlt ion (m/z 722+706+690) kromatogramjai. Az ,,A” kromatogram a 39-es,
mig a ,,B” kromatogram a 19-es szamu mintanak felel meg az 5. tablazatban.
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11. &bra. Magyarorszagon begyjtott F. verticillioides izolatumok fumonizin Bi4
termeloképesség szerinti megoszlasa. Az atlagot (M) a fliggdleges szaggatott vonal
mutatja.

—~ 4,4 Kukorica | Egyéb
2 _| < > | < >
I= i
E 3,84 !
e 1 T " T -
% " : I — Rozs
B 27 : — Emberi szem
5 20- b
L 26—
.dl' —
mS_ I
£ 20+
N L
g B — —
E 14+ — Fokhagyma
u —
0,8 } + } 4 } } ; ; ; : N ' .
T § 3 E & g 8 8 8 5 & ¢ T minmax
5w © N 2 5 < @ X 8§ o &
9) w5 © - o N 2 [] 25-75%
S Y4 B median

12. abra. Kilonbozd-eredetii F. verticillioides izolatumok fumonizin Bi.4 termelésének
valtozékonysaga.
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13. abra. A F. verticillioides izolatumok fumonizin B;.4 termel6képessége és a termelt FB;
(%) kozotti kapcsolat. Az izolatumok szdmai megegyeznek az 5. tablazatban talalhat6
jelolésekkel. A korok és a szektorok mérete a rizstenyészetben mért mennyiségekkel

aranyos.

1,01

PC2 (33%)

O

PC1 (56%)
1,0 05 0,5 1,0

-0,51

B3O _,]

14. dbra. A fumonizin B analdgok termelésének kapcsolodasa. A jelek mérete aranyos a
komponensek atlagos mennyiségével a rizstenyészetben.
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\

PC2 (33%)

15. abra. F. verticillioides izolatumok fékomponensek szerinti pontdiagramja (,,Scatter
plot”). A korok melletti szamok megegyeznek az 5. tablazat elsd oszlopaban talalhato
mintaszamokkal. Az Ures korok a kukoricardl, mig a tele korok az egyéb-eredetii
izoldtumokat mutatjak. A nagy korok és szektoraik mérete aranyos a komponensek éatlagos
mennyiségével a rizstenyészetben.

4.2. Uj fumonizinek RP-HPLC/ESI-ITMS médszerrel torténé azonositisa
meredekebb gradiens elvalasztas felhasznalasaval

Az 5. tdblazatban 38-as szammal szerepl6 izolatumot valasztottuk ki arra a célra, hogy
megvizsgaljuk, a F. verticillioides termel-e a mar publikaltakon kivil egyéb fumonizineket
is. Korabban Josephs (1996) kdzolte, hogy az ioncsapdas tomegspektrométerek alkalmasak
kis mennyiségben jelenlévé fumonizinek izolalas nélkili detektalasara és azonositasara,
természetesen a pontos konfiguracié meghatarozasa nélkul. A 2.9. szdmu fejezetben mar
emlitésre kerlilt és a 16. &bran is jol lathatd, hogy a fumonizinek molekulaionjai ([M+H]")
itk6zéseket kovetd fragmentacié révén kapott CID-MS spektrumai igen jellemzéek a
fumonizinekre. A 2 trikarballil-csoportot tartalmazd fumonizinek esetében 3, mig a

részlegesen hidrolizalt fumonizineknél (PH) csak 2 fragmension csoport talalhato a CID-
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MS tomegspektrumokban. Egy fragmension csoporton belil a szomszédos ionok m/z
értékei néhany kivételtdl eltekintve 18 Da értékkel kiilonboznek egymadstol, ami egy
vizmolekula kilépését jelenti a fragmentacié soran. A magasabb m/z érteknél lathato
fragmension csoport a molekulaion csoportja, mig a téle balra elhelyezkedé ion csoportok
a molekulaion -1 molekula TCA és a molekulaion -2 molekula TCA (ez a fragmension
csoport természetesen a PH fumonizineknél hianyzik) fragmension csoportok.

Az alkalmazott tomegspektrométer kiilon elénye volt az auto MSMS pasztazd
tizemmodban torténd mérési lehetdség, amellyel azonositani sikeriilt az addig kozolt 28
fumonizinen (Rheeder és mtsai 2002) kivil szdmos tovabbi, tdbbségében Kkis
mennyiségben termeldd6 fumonizint (Bartok és mtsai 2006). Az auto MSMS izemmaodban
a tomegspektrométer folyamatosan figyelte a megadott pasztazasi tomeg/toltés (m/z)
tartomanyban a HPLC oszloprdl az ESI ionforrason keresztill a tomegspektrométer
vakuumterébe juté molekulaionokat, amelyek ko6zil a legnagyobb intenzitassal
rendelkezéket automatikusan itkoztette és felvette a CID-MS (MS?) spektrumukat. Az
analizis végén ezeket az MS? spektrumokat (1125 db) ellenériztiik, hogy fumonizinektél
szarmaznak-e vagy sem. A tdmegspektrumok attekintése meglepd eredményt szolgaltatott,
mely szerint az eddig leirt fumonizin-tipusi mikotoxinokon Kkivil a vizsgélt F.
verticillioides izolatum szdmos egyéb fumonizin analdgot és fumonizin-szerii vegyiiletet
termelt in vitro. A komponensek kozul akkor 37 0j fumonizint sikerilt azonositani,
amelyek a tovabbiakban a fumonizin anal6g csoportok (FB, FA, FC, és az Uj FD és FBX
tipus) szerint kerllnek ismertetésre. Elsoként a legtobbet vizsgalt, legnagyobb
mennyiségben eléforduld FB széridval kapcsolatos ujabb eredmények keriilnek
ismertetésre. Mivel az (j vegyuletek izolalasa még nem tortént meg, pontos szerkezetiik
meghatarozasa nem lehetseges. A kromatografias retencios id6 és az automatikusan felvett
MS? spektrumok értelmezése, fragmentaciés mintazatdnak meghatarozasa azonban
lehetévé tette tipusuk megallapitasat, ezaltal szerkezetiik valosziniisitését. Az U vegylletek
szerkezetenek megallapitasanal — izolalas hianyaban — kiindulasi pontként szerepelt az az
altalanosan elfogadott szerkezeti elem, mely szerint a TCA minden esetben a fumonizin
vaz ugyanazon szenatomjaihoz (C-14, C-15) kotddik. Azonban bizonyos esetekben egy
fumonizin tipuson belili izomerek (a HPLC oszloprol elualodé komponensek) széles
intervallumu retencios idejik alapjan (lasd pl. FB; izomereket: 4,7 min — 14,2 min a 7.
tablazatban a 69. oldalon) felmertilhet a fenti altalanosan elfogadott allitas korrekcitja. Ez
a korrekcio a jelenlegi vizsgalatok alapjan még nem realizélhato.
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Az 1. 4dbrén (11. oldal) lathato, hogy az FB; toxinban tiz kirélis centrum talalhato. Jol
ismert, hogy az MS technikék nem teszik lehetové az egyes izomerek megkiilonboztetését,
modszerek (NMR technikdk, XRD, ORD) azonban biztositottdk az eddig felismert és
izolalt fumonizinek kozul tébb komponens térszerkezetének a meghatarozasat, beleértve a
szénatomok abszollt konfiguraciojat is. Ezekrdl a jelent6s eredményekrdl a szakirodalom
mar beszamolt, mint ahogy a 2.1. fejezetben (9. oldal) emlitésre kerult. Jelen értekezés a
fumonizinek szénatomjainak konfiguraciojat (az FB; toxint kivéve) nem jel6li egyrészt az
egyszerlsités céljabol, masrészt, mivel a leirt fumonizinek kdzil soknak nem ismert a

teljes térszerkezete.

4.2.1. FB analdgok

A fumonizinek MS-vizsgalatdnak modellvegyiilete a FB;, amelynek molekulaionja
karakterisztikus CID-MS spektrumét az 16. abra mutatja. Néhany Uj FB analég CID-MS
spektruma is ezen az abran lathatd. A detektalt FB-tipusu fumonizineket a 6. tablazat
foglalja 0ssze, mig a jellemzé mérési adataikat a 7. tablazat Gsszegzi. A fragmentaciot
jellemz6 fontosabb vegyiiletek roviditései a roviditések jegyzékében és a szerkezeti
képletekkel egyutt a 25. abrén (79. oldal) lathatok. Szerencsés esetben a funkcids
csoportok nélkuli szénhidrogén vaz is detektalhatd volt, ami diagnosztikus jelent6séggel
birt az ismeretlen fumonizinek azonositasa soran. A szénhidrogén vaz detektalasa esetén az
m/z értéke alapjan kikalkulalhatd, hogy a fragmentaciot megel6zéen Gsszesen mennyi
funkcios csoport volt jelen a molekulan. A FB;-re elkészitett fragmentéacids semahoz (17.
abra) és elméleti fragmentaciés mintazathoz (18. abra) hasonléan a tdbbi fumonizin
analogra is konnyen felvazolhatok hasonlé fragmentacids semak és elméleti fragmentacios
mint&zatok, amelyekkel valosziniisithet6k az Ujabb fumonizinek szerkezetei.

A fumonizinek szerkezetébdl adodoan a fragmentacid soran a fumonizin vazon 1évo
csoportok lehasadasa torténik, azaz C-O kotések hasadasa koOvetkeztében viz és
trikarballilsav (TCA) kilépése, valamint a C-N kotés hasadasa megy végbe (17. abra). A
fragmentacio eredményeként képz6d6 kationok m/z értékébél megallapithatd, hogy a TCA
részletekben torténd kihasadasa is lejatszodik, azaz a megfelelé anhidrid (TCAD = 158 Da)
képzddése kozben viz tavozik, majd pedig a TCAD. Megfigyelhetd volt a TCA ketén
forméban (TCAK) torténd lehasadésa, sét fumarsav (FAc = 116 Da) és AcOH (60 Da)
formdjaban torténd lehasadasa is. Tekintettel arra, hogy az egyes szerkezeti izomerek (pl.
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FB; és izo-FB;) az eddigi vizsgalatok szerint a fragmentaciés mintazat alapjan nem

kiilonboztethet6k meg egymastol, megkuldnbdztetésik a retencids idejik alapjan tortént.

Intenzitas (counts)
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16. abra. Néhany FB analdg CID-MS spektruma. Az ovalisok a két acil-csoportot
tartalmazd fumonizinekre (pl. FB;) és az egy acil-csoportot tartalmazd részlegesen
hidrolizalt (PH) fumonizinekre (pl. PHFBy) jellemz6 harom illetve ketté fragmension
csoportot mutatjak.
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17. abra. Az FB; toxin molekulaionja ([M+H]") CID-MS fragmentacidja soran képzddott
néhany ion feltételezett szerkezete.
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18. abra. Az FB; toxin és izomerjei molekulaionjanak ([M+H]") jellemzé CID-MS
elméleti fragmentacids Gtvonalai. Az atlés nyilak a TCA (176 Da), a vizszintes nyilak a
TCAD és TCAK (mindkettd 158 Da), mig a fiiggdleges nyilak a H,O (18 Da) és az NH3
(17 Da) kihasadasét jelzik az FB; molekulabdl és izomerjeibdl (a roviditésekhez lasd a 25.
abrat, 79. oldal). Az ovalisok az MS? spektrumban is lathat6 (16. abra) harom fragmension
csoportot (1-3) jelzik.

6. tAblazat. A rizstenyészetben azonositott FB anal6gok ismert és javasolt szerkezetei

a d f
B YDA A
Me” 19 17 1513 11 9 7 5 3 1
Me b Me ¢C e NH,
A fumonizin vaz oldallancai

Komponens a b c d e £

1 FB; TCA TCA OH OH H OH

2 izo-FB1 TCA TCA OH H OH OH
3-6° iz0-FB1ad TCA TCA OH H H OH
7.8 PHFB1ap OH TCA OH OH H OH
9,10 FBK1ab =0 — TCA OH OH H OH
112 FBK; 2TCA TCA TCA OH OH H =0
12 FBK4 2TCA TCA TCA H OH H =0
13 FB; TCA TCA H OH H OH
14-16% PHFB2ac TCA o OH H H H OH
17 FBs3 TCA TCA OH H H OH
18-22% iz0-FB2 3a-¢ TCA TCA H H H OH
23 FB4 TCA TCA H H H OH
24-27% PHFB4a-d TCA & OH H H H H
28-32° FBs/iz0-FBsa.qd TCA TCA OH H H OH

2 Egy masik OH-csoport is van a fumonizin vazon; ° Két masik OH-csoport is van a fumonizin vazon;
Az Gjonnan leirt fumonizinek neve vastagitott

68



dc_253 11

7. tablazat. A FB analdg fumonizinek RP-HPLC/ESI-ITMS eljarassal kapott jellemz6 adatai. A roviditésekhez lasd a 25. abréat (79. oldal).

& -
2} s
< I
3 = = T = z = T X
3 S 3 k2 i 3 I I 59
g & = T T T T =z AR - -
oy = ¥ 3 T + ES = 0 0 o + = 0 0 g7
g 0 I T T g > > T T g > > 8%
) S 3P = T ) w I = : ' N w = N ' ) < oS
= = e §oF  f - I 2 3 I £ & g2 3 F 2 I Zz
g &4 3 5 & 5 5 2 3 & &5 & 3 &5 b b &5 g2
2 .
@ ?L g g’- A molekulaionok ([M+H]" és az azokbdl képzddétt termékionok m/z értékei és relativ abundanciaik (%)
1 FB? 8,2 100 722 704 (100) 686 (78) 668 (26) 650 (0) 564 (5) 546 (81) 528(83) 510(67) 492 (6) 388(3) 370 (22) 352 (47) 334 (76) 316 (14) 299 (3)
2 izo-FB1 97 1,2 722 704(71) 686 (37) 668(3) 650(0) 564 (20) 546 (100) 528 (73) 510 (23) 492 (17) 388 (3) 370 (67) 352 (45) 334 (58) 316 (23) 299 (3)
3 iz0-FB1a 47 0,1 722 704 (100) 686 (41) 668 (15) 650 (1) 564 (2) 546 (39) 528 (75) 510(94) 492 (30) 388(3) 370(8) 352 (55) 334 (55) 316 (0) 299 (1)
4 izo-FB1p 6,7 1,1 722 704(86) 686 (43) 668 (9) 650 (0,3) 564 (8) 546 (44) 528 (100) 510 (49) 492 (18) 388 (0) 370 (27) 352 (41) 334 (16) 316 (18) 299 (2)
5 izo-FB1c 11,2 0,2 722 704 (77) 686 (61) 668 (14) 650 (0,4) 564 (5) 546 (50) 528 (100) 510 (14) 492 (17) 388 (4) 370 (42) 352 (85) 334 (49) 316 (42) 299 (3)
6 izo-FB1g 142 05 722 704(15) 686(3) 668(0) 650(0) 564 (20) 546 (100) 528 (24) 510(0,2) 492 (2) 388 (6) 370 (45) 352 (25) 334 (8) 316 (0,3) 299 (0)
7 PHFB1a 4,1 0,03 564 546 (100) 528 (9) 510(6) 492 (0) 406 (3) 388 (40) 370(42) 352(22) 334(21) 316 (4) 299 (2)
8 PHFB1p 53 2,1 564 546 (100) 528 (15) 510(3) 492 (0) 406 (0,1) 388 (4) 370(11) 352(12) 334(5) 316 0,7) 299 (0,4)
9 FBKlab 6,5 0,1 562 544 (100) 526 (27) 508 (14) 490 (1) 404 (3) 386(11) 368 (10) 350 (11) 297 (3)
10 FBKyp© 7,8 4,1 562 544 (100) 526 (48) 508 (7) 490 (0) 404 (3) 386(3) 368(11) 350(7) 297 (0,1)
11 FBK;2TCA 11,3 0,2 736 718(99) 700 (68) 682 (2) 664 (0) 578(6) 560 (26) 542 (100) 524 (29) 506 (10) 402 (0) 384 (19) 366 (62) 348 (50) 330 (5) 313(0,2)
12 FBK42TCA 14,2 0,8 704 686 (52) 668 (29) 650 (0,2) 546 (10) 528 (34) 510 (100) 492 (16) 370 (6) 352 (6) 334 (43) 316 (13) 299 (3)
13 FB; 15,6 72,2 706 688 (96) 670 (28) 652 (2) 548 (10) 530(32) 512 (100) 494 (23) 476 (2) 372 (0) 354 (46) 336 (68) 318 (32) 301 (0)
14 PHFBy, 9,8 0,8 548 530(100) 512 (10) 494 (0,1) 476 (0) 390(7) 372(7) 354(36) 336(9) 318(0,1) 301 (1)
15 PHFB2p 11,9 0,4 548 530 (100) 512 (15) 494 (2) 476(0) 390(0) 372(35) 354(36) 336(21) 318(11) 301 (0)
16 PHFByc 13,7 5,7 548 530 (100) 512 (10) 494 (1) 476(0) 390(2) 372(26) 354(29) 336(15) 318 (3) 301 (1)

a téblazat folytatodik,
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a 7. tablazat folytatasa,
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2 =z
o +
3 — - = _ = = Z o <
g L& = T T T T = T4 L4 = v 03 3 3 éx
3 5o Z + ¥ ¥ * = a 0 0 Q * ol 0 Q Q ST
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3 <82 0 0® @ & 3 4 T 3 ¢ 3 3 ¥ i I <z
g &8 231 5 & & & 2 & & & & x2 & & & & & 2

3 § o _T 3 3 e e s e s 3 3 3 3 3 3

v 2 g A molekulaionok ([M+H]" és az azokbol képz&détt termékionok m/z értékei és relativ abundanciaik (%)

17 FB3 12,9 37,7 706 688 (100) 670 (31) 652(8) 634 (0) 548 (25) 530(84) 512(53) 494 (37) 476(10) 372(2) 354 (53) 336 (56) 318 (58) 301 (3)
18 izo-FBy3, 10,8 0,1 706 688 (25) 670(16) 652 (3) 634(0) 548(2) 530(100) 512 (8) 494 (8) 476 (4) 372 (11) 354 (36) 336 (84) 318 (20) 301 (5)
19izo-FBy3, 12,1 0,2 706 688 (57) 670(11) 652(2) 634(0) 548(22) 530(71) 512(96) 494 (53) 476 (2) 372 (24) 354 (65) 336 (100) 318 (32) 301 (3)
20 izo-FB3; 16,5 0,2 706 688 (76) 670 (22) 652 (5) 634 (0) 548 (10) 530(42) 512 (100) 494 (34) 476 (2) 372 (0) 354 (23) 336(91) 318(38) 301 (0)
21izo-FBy3¢ 17,0 1,6 706 688 (26) 670 (12) 652(4) 634 (0) 548 (14) 530(100) 512 (14) 494(8) 476 (3) 372 (24) 354 (79) 336 (19) 318(19) 301 (0)
22 iz0-FB3. 18,8 0,9 706 688 (52) 670 (31) 652(1) 634 (0) 548(0) 530(54) 512(84) 494(7) 476(0,5) 372(50) 354 (26) 336 (100) 318 (28) 301 (3)
23 FBy 20,8 15,3 690 672 (44) 654 (9) 636 (0) 532 (10) 514 (66) 496 (16) 478 (28) 460 0) 356 (11) 338 (72) 320 (100) 303 (8)
24 PHFB4s 16,4 0,2 532 514 (67) 496 (14) 478 (3) 374 (0,4) 356 (81) 338 (100) 320 (18) 303 (0,3)
25 PHFBy, 18,7 1,3 532514 (70) 496 (5) 478(0,2) 374 (2) 356 (100) 338 (74) 320 (26) 303 (0,1)
26 PHFBy4: 22,5 0,7 532 514 (100) 496 (8) 478 (0,1) 374 (1) 356(50) 338(38) 320(9) 303 (1)
27 PHFB4g 25,3 0,2 532514 (42) 496 (7) 478 (0) 374 (1) 356 (100) 338(39) 320(2) 303 (2)
28 FBs 7,1 0,4 738 720 (100) 702 (17) 684 (0,1) 666 (0,1) 580 (12) 562 (37) 544 (41) 526 (11) 508 (2) 404 (1) 386(39) 368 (52) 350(19) 332(4) 314 (2) 297(0)
29 jz0-FBs, 3,0 0,02 738 720 (100) 702 (45) 684 (0) 666 (0) 580 (0) 562 (11) 544 (100) 526 (54) 508 (16) 404 (0) 386(2) 368 (3) 350 (23) 332 (14) 314 (44) 297 (2)
30 izo-FBsy 3,9 0,02 738 720 (79) 702 (36) 684 (40) 666 (5) 580 (0) 562 (41) 544 (100) 526 (83) 508 (5) 404 (0) 386 (18) 368 (35) 350 (14) 332 (4) 314 (13) 297 (0)
31 izo-FBsc 6,0 0,1 738 720 (100) 702 (40) 684 (11) 666 (0,5) 580 (5) 562 (9) 544 (56) 526 (21) 508 (6) 404 (3) 386 (20) 368 (30) 350 (14) 332(3) 314 (6) 297 (0)
32iz0-FBsy 11,5 0,06 738 720 (100) 702 (25) 684 (15) 666 (13) 580 (12) 562 (26) 544 (65) 526 (35) 508 (0) 404 (0) 386 (11) 368 (53) 350 (17) 332(0,5) 314 (0) 297 (0)

X: 1 (7-10, 14-16, 24-27) vagy 2 (1-6, 11-13, 17-23,

28-32): Y: 1 (23), 2 (12, 13, 17-22, 24-27), 3 (1-6, 9-11, 14-16) vagy 4 (7, 8, 28-32)
21 m/z 588 (2,9) = [M+H-FAC-H,0] " + m/z 412 (0,8) = [M+H-TCA-FAc-H,0] *

P+ miz 333 (3) = [M+H-TCA-2H,O-NH3]"; + m/z 315 (0,5) = [M+H-TCA-3H,0-NHs]"
®+ m/z 333 (5) = [M+H-TCA-2H,0-NH3]"; + m/z 315 (0,2) = [M+H-TCA-3H,0-NH]*
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4.2.2. FA anal6gok

Az FB széridhoz hasonloan a megfelel6 kisérleti adatokat a 8. és 9. tablazatok,
valamint a 20. és 21. abrak foglaljak 6ssze. A 19. dbra az FA sorozatot jellemz6
spektrumként az FA; toxin CID-MS spektrumat abrézolja. Az FB szériahoz képest
jelentésen kevesebb szamu FA analdg volt detektalhatd, ami 6sszhangban van a téméaban
publikalt adatokkal. Az FA analdgok kozil a mar publikalt FA;.3 toxinokat és két FA;
izomert sikertlt azonositani. A fragmentacios mintazatuk — mint az varhaté volt —
kilonbozik az FB szériaétol. Ennek f6 oka abban van, hogy az FA analégok nem amino-
csoportot tartalmaznak, hanem az aminok acetilezett szdrmazékat, azaz az FA anal6gok
nem aminok, hanem acetamidok. A 20. és 21. abrak szerint kétféle fragmentacids mintazat
bontakozhat ki, attol fliggben, hogy az acetil-csoport mely fazisban hasad le a fumonizin

alapvazrol. Az egyes fragmentumok m/z értékei ezt jol illusztraljak.

8. tAblazat. A rizstenyészetben azonositott FA analdgok ismert és javasolt szerkezetei.

a d f
20 18 16 | 14 12 10 8 6 4 2 _Me
Me“"19 17 151311 9 7 5 3

Me b Me C e NHfIZMe
(0]
Komponens A fumonizin vaz oldallancai
P a b c d e f
1 FA; TCA TCA OH OH H OH
2,3° izo-FA1apb TCA TCA H H H OH
4 FA> TCA TCA OH H H OH
5 FA3 TCA TCA H OH H OH

& Két masik OH-csoport is van a fumonizin vazon; Az Gjonnan azonositott fumonizinek neve vastagitott

5 Z -
x1%_ +MS* (m/z 764), 12,4 min 704
. FA, (1)
@2
c 6
35
Q
L
8 4 528 686
N
S 352
£ 2 334 510 746
| 46570 668
299315 492 | l588605 728
oL 1) AL |
T T T 1
300 400 500 600 700
m/z

19. &bra. Az FA; toxin CID-MS spektruma.
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9. tablazat. Az FA analog fumonizinek RP-HPLC/ESI-ITMS eljarassal kapott jellemz6 adatai. A roviditésekhez lasd a 25. abrat (79. oldal).
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§ ,3\ 80 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Z <) S A molekulaionok ([M+H]" és az azokbdl képzddétt termékionok m/z értékei és relativ abundanciaik (%)
1 FA; 124 0,7 764 746 728 710 692 704 686 668 650 606 588 570 552 546 528 510 492 412 394 352 334 316 299
277 () (@ (0 (100) (44 (1) ) @ ¢ @1W "M (1) @ (29 ©; @O ©O© E) 2 @ (5)
2 izo-FA1a 21,7 3,3 764 746 728 710 692 704 686 668 650 606 588 570 552 546 528 510 492 412 394 352 334 316 299
(100) (82) (34 (€4 (© (93 (729 (5) (B6) (© (49 (10 ©@ @) ¢ © G © (© (@8 (9 ()]
3 izo-FA1, 22,2 0,3 764 746 728 710 692 704 686 668 650 606 588 570 552 546 528 510 492 412 394 352 334 316 299
(55) (60) (O (0 0 @) @© (@© (@© (0 (3 61 © © @©@ ©@ © @G ©O© O O (0)
4 FA, 27,9 8,0 748 730 712 694 688 670 652 590 572 554 530 512 494 396 378 336 318 301
(100) (© (9 0 (58 (0) (100 (O (@70 o @@ O (0) 6y @12 (29 (0)
5 FA3; 19,6 1 748 730 712 694 688 670 652 590 572 554 530 512 494 396 378 336 318 301
18 @ @ (100) (48) (2 4 (2 (13 3) (84 (28) (05 (02) (13) (21) (O]
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T+

W NN +]—T|+

m/z 299 Szénhidrogén vaz

20. 4bra. Az FA; toxin molekulaionja ([M+H]") CID-MS fragmentacidja soran képzédott

néhany ion feltételezett szerkezete.
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[M+H]"
388 <138 546 <% 704 <« 764 LEe 606 18w 448

(AcOH)
l-m’y as 178 l-]g i-lx 76 l-IS 176 l-m
Y

370 =28 528 <138 g6 <« 746 =138 588 =138, 430

l-lsy g 18 l-ls l-ls 176 l-]% J76 l-ls
\

352 <18 510 <« 668 <« 728 s 570 LB 412

l-lsy ag 178 l-ls l-ls 76 l—]S 76 l—]S

334 <5 492 <«BE 650 <« 710 < 552 s 304
l-lsy -18% l—lS l-ls 76 l-ls 76 l-lg
316 <% 474 <% 632 <80 692 ¥, 534 I3, 376

-17 (NH;) {76 1-18

290 - -39 (AcNH,) 358

!

Szénhidrogén vaz

21. &bra. Az FA; toxin molekulaionja ([(M+H]") elméleti CID fragmentacids mintazata. Az
atlos nyilak a TCA (176 Da) és az NH3 (17 Da), a vizszintes nyilak a TCAD és a TCAK
(mindkett6 158 Da) illetve az AcOH (60 Da) és az AcNH; (59 Da) mig a fiigg6éleges nyilak
a H,O (18 Da) kihasadasét jelzik az FA; molekulabdl és izomerjeibdl. A roviditésekhez
lasd a 25. bréat (79. oldal).

4.2.3. FC anal6gok és az FD

Az FB- és FA sorozatokhoz hasonlé Kisérleti adatokat a 10. és 11. tablazatok,
valamint a 22-24. abrék foglaljak 6ssze. Az FB anal6gokhoz képest ez esetben is
jelentésen kevesebb szamu vegyiiletet lehetett detektalni, az FA analogokhoz keépest
azonban némileg tobbet. Kilondsen figyelemremélté a PHFC, és az FD-vel jeldlt
fumonizin-szerti analogok termelése. Részlegesen hidrolizalt (PH) FC anal6gokat eddig
még nem kodzoltek. Acetilezett FC analdgokat (Rheeder és mtsai 2002) nem detektaltunk.

Az eddigiektdl eltéréen a CID fragmentécid zaro lépéseként — az NH3 kihasadasa
mellett — metilénimin (MI) képz6édésével jard fragmentacio is végbement (22. és 23. &bra).

A 24. abra ugyancsak eddig ismeretlen tipust fumonizin analdgra utal (jellve FD).
Az m/z 678-as kation vagy C18 szénlancot tartalmazo vegyiilet, vagy C17 szénlancu keton.
Mint az a két sémabdl lathatd, az MS® spektrum alapjan a két vegyillet nem
kiilonboztethetd meg egymastol. RemélhetSleg a késdbbiekben a tervezett MS" (n>2)

mérések lehetéveé teszik valamelyik szerkezet valoszinlisitését.
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10. tablazat. A rizstenyészetben azonositott FC analdgok és az FD toxin ismert és javasolt
szerkezetei.

a d f
19/\17/\19\13/\11/\9/\7/\5/\&\1
Me” 18161412 10 8 6 4 2
Me b Me ¢ e NH,
Komponens A fumonizin vaz oldallancai
a b c d e f
1 Fg TCA TCA OH OH H OH
2 izo-FCy TCA TCA OH H OH OH
3 FC TCA TCA H OH H OH
4 FCa TCA TCA OH H H OH
5,6° iz0-FCa3 TCA TCA H H H OH
7  FCs TCA TCA H H H OH
8  PHFC, TCA o OH H H H OH
9° FD TCA TCA H H H H

2 Egy masik OH-csoport is van a fumonizin vazon; ° C17-es keton vagy C18-as komponens (két masik OH-

csoport is van a fumonizin vazon); Az Gjonnan azonositott fumonizinek neve vastagitott

[M+H]" )
708 =12s 550 L85 392

l_lg -176 l_lg -176 l_lg

690 =18 532 1%, 374

N

672 185 514 1%, 354

g N6 e N\J76 l_ls
654 185 496 138, 338
e N6 g N\(176 l_lg

636 =¥ 478 =18, 320

-1N\ ag N6 g

618 =135 460 =85 302 =2 » 273

(MI)
(Nll_;)i—l?

Szénhidrogén vaz —s 285

22. &bra. Az FC; toxin molekulaionja ([M+H]") elméleti CID fragmentacids mintazata. Az
atlos nyilak a TCA (176 Da), a vizszintes nyilak a TCAD és TCAK (mindketté 158 Da)
illetve az MI (29 Da), mig a fiiggbleges nyilak a H,O (18 Da) és az NH3 (17 Da)
kihasadasét jelzik az FC; molekulabol és izomerjeibdl. A roviditésekhez lasd a 25. abréat
(79. oldal).
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11. tablazat. Az FC analdgok és az FD toxin RP-HPLC/ESI-ITMS eljarassal kapott mérési adatai. A roviditésekhez lasd a 25. abrat (79. oldal).

Pyl
0]
2
=
3
D
>
=]
=
w —
& < =
8 T I
3 = = EH = E— x >
& = = < ¥ £ ¥ ¥ G2 "
3 - A - S $ .
g o . = = < —_ ’ ' ' — —= ' N N) 3 o
& g S $ : Ed < — 3 3 Q $ 5 3 3 g3 <
g 5 + T T I 0 > > T 0 > > 3 &=
5 =5 T ; . | | > . . ! ' > g . @ O e}
P s @ = ' N w = L ' N) w a N ; N w L. |
3 2= 3 & = = Q o & & & Q o x T & < Z =z
8 s L I Q8 Q kel = Z 9 el el = b 9 9 9 g 2
=] — S + + + + + + + + + + + + + + ~  + +
z R
o IR A molekulaionok ([M+H]" és az azokbdl képz6détt termékionok m/z értékei és relativ abundanciaik (%)
1 FCy 7,6 2,3 708 690 (100 672 (41) 654 (16) 550(6) 532(8) 514 (62) 496(37) 478(9) 374(1) 356 (5) 338(34) 320(25) 302(3) 285(1,5) 273(2)
2 izo-FCy 89 0,2 708 690 (54 672(21) 654(0) 550(0) 532(69) 514(46) 496(5) 478(9) 374(3) 356(100) 338 (159 320 (25) 302 (0) 285(0) 273 (49)
3 FC; 15,0 4,2 692 674 (54) 656 (17) 638(5) 534(7) 516(37) 498(83) 480(12) 462 (0) 358(9) 340(45) 322 (100) 304 (26) 287 (5) 275(0,4)
4 FCs 11,8 2,1 692 674 (100) 656 (39) 638 (13) 534 (11) 516 (45) 498 (37) 480 (36) 462 (28) 358 (9) 340(34) 322(57) 304 (20) 287 (5) 275(5)
5 izo-FCy3 13,9 09 692 674 (47) 656(31) 638(3) 534(7) 516(68) 498(92) 480(10) 462(0) 358(0) 340(21) 322(100) 304 (30) 287 (8) 275(4)
6 izo-FCp3 16,1 0,9 692 674 (9) 656 (11) 638 (0) 534 (30) 516 (100) 498 (14) 480(3) 462 (0) 358(60) 340 (55) 322 (17) 304 (33) 287 (3) 275(3)
7 FCy 195 56 676 658 (37) 640(6) 622(0,3) 518(22) 500 (75) 482 (13) 464 (10) 342 (10) 324 (100) 306 (469 289 (8) 277(0,7)
8 PHFC, 205 0,1 518 500 (100) 482 (27) 464 (0) 360 (0,2) 342(32) 324(62) 306 (10) 289 (0,5) 277 (0)
9 FD 10,1 0,2 678 660 (64) 642(39) 624(5) 520(7) 502 (19) 484 (100) 466 (15) 344 (1) 326 (9) 308 (48) 290 (23) 273 (3)

X:1(7)vagy 2 (1-6, 8), Y:

1(6), 2 (3-5, 7, 8) vagy 3 (1, 2)
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0 m/z 550 NH,
HOOC
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23. dbra. Az FC; toxin molekulaionja ([M+H]") CID-MS fragmentaci6ja soran képzédott
néhany ion feltételezett szerkezete.
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0 ool (a) (b)
FD (C18) : FD (C17 keton)
COOH
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16~ 14112~ 10_~_ 8 + O COOH
A TN N TN 321Nllg+kﬂ o COOH of
OH m/~678 OH
HOOC/\I/Y
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. HOOC O -2 TCA
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m/z 273
N\m/\ SN, + |-_1| Szénhidrogén vaz
m/z 290

/\/W\I/\ m/z 273 ) ﬁl

Szénhidrogén vaz

24. &bra. Az [FD (C18)+H]" (a) és az [FD (C17 keton)+H]" (b) toxin molekulaionja és a
fragmentécio soran képzdodott néhany ion feltételezett szerkezete.

4.2.4. FBX analogok

Kétségkivil, az ebben a vizsgalatsorozatban a F. verticillioides izolatummal fert6zott
rizstenyészetb6l detektalt (ij fumonizinek koziil a legjelentdsebbek az altalunk FBX-nek
elnevezett csoportba tartozé komponensek. Az FBX elnevezés arra utal, hogy az ebbe a
csoportba tartoz6 komponensek szerkezete az FB analégokhoz hasonld, azzal a
kilonbséggel, hogy esetikben a fumonizin alapvazon 1év6 OH-csoportok nem, vagy
nemcsak a TCA-val képeznek eésztereket, hanem a citrat-korben szereplé egyes
karbonsavakkal (cisz-akonitsav (AA) és oxalborostyankésav (OSA), 12. tablazat és 25.
abra), valamint az oxalfumarsavval (OFA). Ugy gondoljuk, talan a késébbiekben olyan
fumonizineket is sikerulhet azonositani, amelyek a citrat-kdr egyéb karbonsavait is
tartalmazhatjak (pl. citromsav, izo-citromsav). Eddig 6sszesen 16 ilyen komponenst
sikerdlt azonositani, koztlk 4 izomert is (PHFB, OSA,.4, Bartdk és mtsai 2008). Az FBX
analdgok nevének végén 1évé betiik (TCA, AA, OFA, OSA) jelzik, hogy a fumonizin
vazon 1évé OH-csoportok koziil egyet vagy kettét mely szerves savak észteresitik.

JelentGségiikk miatt a 12. és 13. tablazatban szereplé 6sszes FBX analog CID-MS
spektrumat bemutatom a 27. abran. A 26. és 28. abran az FB,; 2AA toxin elméleti
fragmentacios mintazata és feltételezett fragmentacios sémaja lathatd. Mivel az FBX
analogokban a TCA mellett mas észterképzd savak is vannak, a 13. tablazatban a CID
fragmentéacio soran a molekulabol kilépé savak SAV'-el és SAVZ-vel vannak jelélve. A

SAV! és SAV? kihasadésa 4ltalaban egymés mellett és nem egymas utan kdvetkezett be.
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Az FA, FB és FC tipusu fumonizin analégoktol eltéréen, pl. az FB; 2AA CID
fragmentaciojat nemcsak a fentieknél bemutatott fragmentaciés mintazat jellemzi, hanem
az azonositott m/z értékii fragmentumok alapjan CO, kihasadasaval jar6 fragmentacios
mintazat is felvazolhat6 (26. és 28. abra jobb oldala).

Az (j FBX analogokkal sikerilt igazolni Blackwell és mtsai (1996) feltételezéset,
miszerint a fumonizin vazon talalhatd trikarballil-csoportok a citrat-korb6l szarmaznak.

Egy-két enzimatikus Iépessel a TCA az AA-bol, az OFA-bol és az OSA-bAl is eldallithato.

0O
COOH COOH 0
trikarballilsav trikarballilsav ketén formaja trikarballilsav anhidrid
(TCA, 176 Da) (TCAK, 158 Da) (TCAD, 158 Da)
0
COOH COOH 0
HOOC P COOH HOOC \MO 0 = COOH
cisz-akonitsav cisz-akonitsav ketén formaja cisz-akonitsav anhidrid
(AA, 174 Da) (AAK, 156 Da) (AAD, 156 Da)
COOH COOH COOH
HOOC COOH HOOC / HOOC
j)\AO AN
0 0 0 COOH
oxalborostyankdsav oxalborostyankdésav ketén formaja oxalfumarsav
(OSA, 190 Da) (OSAK, 172 Da) (OFA, 188 Da)
COOH
/\/\ e
H,C— COOH e 0 /_/
HOOC
ecetsav vinilketén fumarsav
(AcOH, 60 Da) (VK, 68 Da) (FAc, 116 Da)
acetamid metilénimin ketén
(AcNH,, 59 Da) (ML, 29 Da) (K, 42 Da)

25. abra. Az azonositott fumonizinek CID fragmentacioja soran képz6dé komponensek
feltételezett szerkezete.
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12. tdblazat. A rizstenyészetben azonositott FBX analdgok javasolt szerkezetei. A
roviditésekhez lasd a 25. abrat (79. oldal).

a d f
20&8/\@\14(\12(\10/\8/\&\%\2( Me
Me“ 19 17 15713 11 9 7 5 3 1
Me b Me C e NH,
Komponens A fumonizin vaz oldallancai
a b c d e f
1 PHFB4 AA OH o AA H H H OH
2 izo-PHFB4 AA OH o AA H H H OH
3 PHFBo OSA OH «« OSA H H H H
4 PHFB4 OFA OH « OFA H H H OH
5° PHFB2,3 OSA OH «« OSA H H H OH
6 FB4 2AA AA AA H H H OH
7 iz0-FB4 2AA AA AA H H H H
8 FB4 AA, TCA AA o TCA H H H OH
2 izo-FB4 AA, TCA AA o TCA H H H H
10° FB23 2AA AA AA H H H OH
11,12° FB23 AA, TCAab AA o TCA H H H OH
13,14,1516  PHFB4 OSAad OH < OSA H H H OH

% Egy masik OH-csoport is van a fumonizin vazon; Az Gjonnan leirt fumonizinek neve vastagitott

[M+H]

686 0w 530 —1%» 374
18 -174 18 -174 -18
| Y ) |

668 16w 512 13¥s 354 468 < 512
as N g NU* g l—lS ) 18
| Y ) |

650 <138 494 =136, 333 450 <H— 494
18 174 18 174 18 1-18 62 ilg
\ ] Y y

632 ﬂb-4.’,’6 =156 320 -112 432 44 476

-17

Y
Szénhidrogén vaz — 303

26. abra. Az FB4; 2AA toxin molekulaionja ([M+H]") elméleti CID fragmentacios
mintazata. Az atlos nyilak az AA (174 Da), a vizszintes nyilak az AAD és AAK (mindkettd
156 Da) valamint a CO, (44 Da) és a C,H, + CO, (70 Da), mig a fiiggbleges nyilak a H,O
(18 Da) illetve a CH,CO (K, 42 Da) es az NH3 (17 Da) kihasadasat jelzik az FB, 2AA
molekulabol és izomerjeibdl. A roviditésekhez lasd a 25. dbrat.
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13. tablazat. Az FBX sorozatba tartozé fumonizinek RP-HPLC/ESI-ITMS eljarassal kapott jellemzé adatai. A roviditéseket 1asd a tablazat alatt.

&
2
<
3 :
2 = T
. T T T T o e E
o8 —_ = + + T T % S0
Pl EB\O = = ? = E :) :) :) :) :f<>“ :: ‘% )<>N
a3 B = = - = = ) > > > % > S o
g f 2 o g 3 F 0z % 32 % %z 5 &
3 & 2 5 3 ks e 3 ¢ I I - - E: =
g g§ L I O 5 S IS 2 5 © ° s a2 3 5 S S
E 5 % + + et + 3 % ! + + + ! ! 3 + e
o 3 &£ A molekulaionok ([M+H]" és az azokbdl képzddétt termékionok m/z értékei és relativ abundanciaik (%)
1 PHFB4AA 19,0 0,3 530 512(31) 494 (0) 476(0) 468(5) 374 (1) 356 (100) 338 (44) 320 (22) 303 (6)
2 izo-PHFB4AA 259 0,2 530 512(18) 494 (36) 476 (0) 468 (0) 374(0) 356 (100) 338 (61) 320 (6) 303 (1)
3 PHFB, OSA 275 4,1 530 512(71) 494 (3) 468 (0) 358 (2) 340 (100) 322 (64) 305 (4)
4 PHFB4 OFA 23,4 0,1 544 526(100) 508 (36) 490 (0,5) 482 (0) 356 (100) 338(30) 320 (7) 303 (0,3)
5 PHFB;3 OSA 17,4 0,3 562 544 (100) 526 (19) 508 (5) 500 (0) 390(0,2) 372(24) 354(45) 336(9) 318(5 301 (0,1)
6 FB4 2AA? 246 0,1 686 668(18) 650(2) 632(1) 624 (1) 530 (1) 512 (18) 494 (23) 476 (8) 356 (2) 338(94) 320 (41) 303 (24)
7 izo-FB4 2AA 285 12 686 668(43) 650 (18) 632 (3) 624 (0) 530 (13) 512(10) 494 (0) 476 (60) 356 (4) 338 (74) 320 (100) 303 (7)
8 FB4AA, TCAS 23,0 0,1 688 670(100) 652 (15) 634 (0) 626 (2) 532°(30) 514 (61) 496 (45) 478 (16) 356 (7) 338 (61) 320 (65) 303 (11)
9 izo-FB4AA, TCA 27,4 0,8 688 670(64) 652(20) 634 (0) 626 (0) 532° (3) 514 (74) 496 (46) 478 (11) 356 (2) 338 (66) 320 (100) 303 (8)
10 FBy32AA° 248 0,2 702 684 (100) 666 (42) 648 (10) 640 (1) 546(7) 528(7)  510(15) 492 (25) 474 (16) 372(3) 354 (43) 336 (76) 318(32) 301 (12)
11 FBy3AA, TCA.S 22,8 0,2 704 686(100) 668 (69) 650 (9) 642 (0) 548 (14) 530(21) 512(61) 494(16) 476 (0) 372(0) 354 (29) 336(64) 318(6) 301(0,6)
12 FBy3 AA, TCA,Y 251 0,2 704 686(62) 668 (42) 650(14) 642(0) 548 (7) 530 (70) 512 (100) 494 (18) 476 (22) 372 (5) 354 (29) 336(61) 318(77) 301(2)
13 PHFB4 OSA, 23,8 0,1 546 528(35) 510 (10) 492 (0,6) 374 (0,5) 356 (45) 338 (100) 320 (52) 303 (0,7)
14 PHFB4 OSAp 245 0,6 546 528(56) 510 (21) 492 (0,5) 374 (0,4) 356 (45) 338 (100) 320 (58) 303 (0,4)
15 PHFB4 OSA: 25,6 0,1 546 528(20) 510 (10) 492 (0,3) 374 (0,4) 356 (100) 338 (35) 320 (30) 303 (0,1)
16 PHFB4 OSA4 259 0,2 546 528(24) 510(5) 492(0,6) 374 (0,5) 356 (77) 338 (100) 320 (19) 303 (0,8)

SAV: AA (cisz-akonitsav 1, 2, 6-12), OSA (oxalborostyankésav 3,

2+ miz 468 (100), 450, 432, 424, 390 (lasd (6) a 26-28. &bran);

5, 13-16), OFA (oxalfumarsav 4); SAVZ: TCA (trikarballilsav 8, 9, 11, 12), AA (6, 7, 10);
ACK! (sav ketén forméaja): AAK (cisz-akonitsav ketén forméaja 1, 2, 6-12), OSAK (oxalborostyankésav ketén formaja 3, 5, 13-16); ACK?: AAK (6, 7, 10), TCAK (trikarballilsav ketén forméja 8, 9, 11, 12);

P+ miz 530; €+ miz 468, 450;

4t miz 512, 448, 430; ° + m/z 546, 510, 370, 338, 334, 320
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Ax103 +MS’ (m/z 530), 19,0 min x105 356 tMS’(m/z 530), 25,9 min
201 38 1,251
PHFB, AA (1) iso-PHFB, AA (2)
16l 1.001 512
338
0,751
1.09 338
0,501
512
0,51 320
0,25
303 | 374 468 a3 | 4T4 |
0,0 || ‘ —! |k T T T T H\ T - 0,00 T L‘\ T T T l T T i‘\ \'
300 350 400 450 500 m/z 300 350 400 450 500 m/z
x106 +MS’ (m/z 530), 27,5 min x102 +MS’ (m/z 686), 28,5 min
340 1,04 356 526
2,57 PHFB, OSA (3) PHFB, OFA (4)
0,81
2,01
512 0.61
1,51 322
0.41
1,01 338
0,5 0,21
320
358 494 508
o 305 03 490
;_E 0,0 —A— |Il T T T 1 Il‘\ |' 0,0 :? J'\ ‘\ —_ = T '|‘ Ji?
N 300 350 400 450 500 m/z 300 350 400 450 500 m&z
[}
E| x109 +MS’ (m/z 562), 17,4 min a4 x104 +MS® (m/z 686), 24,6 min
338 468
3] PHFB, ; OSA (5) FB, 2AA (6)
3 -
2 450
2 -
354 320
14 372 1 303 494
526 512 668
336 432 47
318 508
ol oo | | [, Ll el ) L s el
1 T 1 T T ] ] 1 1
300 350 400 450 500 m/z 300 400 500 600 m/z
x109 320 +MS® (m/z 686), 28,5 min x104 +MS” (m/z 688), 23,0 min
2,54 ) 670
izo-FB, 2AA (7) 34 FB, AA, TCA (8)
20- 38 468
1476 320
154 450 24 338 514
658 496
1,0
1 468 532
0.8 512530 o 303 as0 78 652
303 | | 356 |
356 632 626
0.0 : 1 I| | . 14 + 0 . l I |I — i‘
300 400 500 600 m/z 300 400 500 600 m/z

az abra folytatodik,

27. &bra. Az azonositott FBX analdgok molekulaionjai ([M+H]") CID-MS spektrumai. A
roviditésekhez lasd a 25. abrat (79. oldal).
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a 27. abra folytatasa,

A x105 +MS?(m/z 688), 27,4 min x104 +MS?(m/z 702), 24,8 min 684
320
izo-FB, AA, TCA (9) 5 FB,, 2AA (10)
34 336 !
514 ad
338 670
2 o 3
4 4
35 s 666
24 318 512
1 492
68 652 . 474|510 s
478
e I 530 508 ol | |52 *° | 526 %40 640”
0 / I ; L. Ll | . 11 0 %A 1 ‘ | 1 ¢ ”1 ] - |
300 400 500 600 300 400 500 600
x104 +MS (m/z 704), 22,8 min x104 +MS’(m/z 704), 25,1 min
8- 686 6 512
FB,, AA, TCA (11) FB,, AA, TCA (12)
| 318
6 668 530
338 512 4 - 336 686
44
668
354 24 354
- 2 530 476
2 A4 |54 o5 i 650
= 31 | o 372 |
370
8 0 3?11 L il : A 0 I.3?1 \ |I | Iy : | [548 : |
o 300 400 500 600 300 400 500 600
N xgg? 338 +MS’(m/z 548), 23,8 min xﬂg“ 338 +MS’ (m/z 546), 24,5 min
[0} | 7
c
= PHFB, OSA, (13) PHFB, OSA, (14)
4,54 34
320
320 528
3,0 356 2 356
528
1,5 14 510
510
374 492
303 492 303 374
0,0tk J . fll O T e .1k] el 0 : A [ - , ‘ L ;
300 350 400 450 500 300 350 400 450 500
1’(0183: 356 +MS’(m/z 546), 25,6 min x}gﬁ 338 +MS? (m/z 546), 25,9 min
PHFB, OSA, (15) PHFB, OSA, (16)
7.5 94 356
5,0 6
320 338
2,5
510 528
0.0 ‘?"OE M 3?4 ‘ — L ‘4;92' 1 l
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83



dc 253 11

/\/\K\/\(\/\/\N/\/ . ]—~l|+
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28. dbra. Az FB4 2AA toxin molekulaionja és a CID fragmentacio soran képzddott néhany
ion feltételezett szerkezete. A roviditésekhez lasd a 25. abrat (79. oldal).
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4.3. Uj fumonizin izomerek RP-HPLC/ESI-ITMS és TOFMS médszerrel torténé
azonositasa kevésbé meredek gradiens elvalasztas felhasznalasaval

4.3.1. FB; izomerek

Megvéséroltunk egy olyan HPLC oszlopot (YMC-Pack J’Sphere ODS HS80, 250 x 2,1
mm, 4 upm), amely magas széntartalommal (22%) és alacsony H-koté képességgel
rendelkezik és amelyet a gyartd specialisan szerkezeti izomerek elvalasztasara ajanlott.
Ezzel a HPLC oszloppal és az igen érzékeny IT- és TOF analizatorral felszerelt
tdmegspektrometerekkel kivantuk megvizsgalni, hogy a F. verticillioides az eddig
kozolteken kivul termel-e egyéb fumonizin izomereket is. YMC ODS oszlopon torténd
fumonizin elvalasztast kbzoltek mar kordbban, de azon oszlopok tdltetei alacsonyabb szén-
tartalommal (14%) és magasabb H-koté képességgel rendelkeztek, amelyek a mienknél
meredekebb gréadiens elvalasztassal egyltt rosszabb cslcsfelbontast eredményeztek
(Josephs 1996; Musser és Plattner 1997).

Az elbzetesen nem tisztitott biologiai mintak HPLC elvalasztasa soran igen fontos a
HPLC oszlop élettartamanak ndvelése celjabol az eldtétoszlop alkalmazésa, amely egyrészt
az esetlegesen a mintaban talalhato fizikai szennyez6déseket és az irreverzibilisen a HPLC
oszlop toltetéhez kotédé komponenseket is megkdti. Azonban leggyakrabban az
elotétoszlopot valamilyen kapilléris (PEEK vagy SS) felhasznalasaval kotik az analitikai
oszlophoz, ami extra holttérfogatot ad a rendszerhez csokkentve az egymashoz kozel
elualodd komponensek kozotti cstcsfelbontast. Sokkomponensii bioldgiai mintak (mint pl.
a gombatenyészetbdl kivont fumonizin izomerek) analizisénél kuléndsen fontos, hogy a
teljes kapillaris rendszer hosszat/térfogatat a lehetd legminimalisabb értéken tartsuk, mivel
a csucsfelbontasra nemcsak az elététoszlop és az analitikai oszlop kozotti kapillarisnak,
hanem az injektortol az el6tétoszlopig és az analitikai oszlop végétdl a detektorig (jelen
esetben a tOmegspektrométer ESI ionforrasanak porlasztojaig) tartd kapillarisok
holttérfogatanak is dramatikus hatasa van. Emiatt egybeépitett el6tétoszlop/analitikali
oszlop rendszert és egy kulon oszloptermosztatot alkalmaztunk. Az oszloptermosztatot
pontosan a HPLC mintaadagolok injektor szelepe és a tomegspektrométerek ESI
ionforrdsanak porlasztdja koze helyeztik. A fumonizin izomerek HPLC elvalasztasanak
kidolgozasa soran a gradiens paramétereit (kiindulasi oldoszer erdsség, gradiens
meredekseg) is optimalizaltuk. Az elébb emlitett HPLC oszlop esetén az FB; izomerek
elvélasztasa sordn a 24% MeCN/76% viz (+ 0,1% HCOOH) — 40% MeCN/60% viz (+
0,1% HCOOH) gradienst, 79 perc alatt talaltuk megfelelonek. Fontos megjegyezni, hogy
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ezzel az elvalasztasi rendszerrel, masok &ltal még nem publikalt felbontast siker(lt
elérnink a fumonizin izomerek elvalasztdsa soran (Bartok és mtsai 2010a). Annak
ellenére, hogy a pulzalast csokkentd egységet eltavolitottuk a TOFMS mérések soran az
Agilent 1200 tipusu binaris HPLC pumpabdl, ennek a pumparendszernek a térfogata
magasabb volt, mint az ITMS mérésekhez hasznalt HP 1090 Series Il tipusd HPLC
késziilék DR5-0s oldoszerszallitd rendszereé. Azonban, mint a 14. tablazatban is lathatd a
HPLC/ESI-TOFMS és ITMS merések soran az FB; izomerekre kapott — az FB; toxin
retencios idejére vonatkoztatott — relativ retenciok nagyon hasonloak voltak. A ty értéke és
az FB; toxin retenciés ideje a TOFMS és ITMS mérések esetében 1,903 és 1,845 perc,
valamint 14,932 és 14,529 perc volt. A mintak injektalasa el6tt a HPLC késziilékekben a
0,2 ml/perc aramlasi sebesség ¢és 40 °C oszloptermosztit homérséklet mellett a
nyomasérték 110-115 bar volt.

A mitermékek képzddésének minimalizaldsa céljabol a rizstenyészetbdl késziilt
kivonatot minden tovabbi tisztitasi 1épés nélkil, kdzvetlenul analizdltuk a HPLC/ESI-
TOFMS és ITMS készilékekkel. Kozleményeinken kivul harom kutatocsoport négy
kdzleménye (Lemke és mtsai 2001; Frisvad és mtsai 2007; Senyuva és Gilbert 2008;
Mogensen eés mtsai 2010a) emliti a pontos tdmeg merésere alkalmas TOFMS technikat a
fumonizinek meghatarozasa soran, azonban egyik csoport sem vizsgalt ezzel az eljarassal
fumonizin izomereket. Vizsgalataink sordn a TOFMS késziilékkel torténd pontos
tomegmerés utan kapott extrahalt ion kromatogram (EIC) egyértelmiien jelezte a 6
komponens (FB;) mellett 28 FB; izomer jelenlétét a mintdban (29A &bra). A készilék
kiértékelé szoftvere (Mass Hunter) a pontos tdmegadatok alapjan mind a 29 (FB; + 28
izomerje) komponens esetén egyértelmiien jelezte a C3qHsoNO;5 tapasztalati képletet. A
molekulaionok ([M+H]") tapasztalati képlete alapjan szamitott pontos témeg 722,3957
volt. A konnyebb 6sszehasonlitas végett a TOFMS és ITMS adatokat egy tablazatban
foglaltuk 0ossze (14. tablazat). A HPLC/ESI-TOFMS mérés soran elvalasztott es
azonositott FB; izomerek retencios ideje, az FB; toxinra vonatkoztatott relativ retencidk, a
mért pontos tomegértékek, valamint a szamitott és mért pontos tomegértékek kozotti
eltérés a 14. tablazat els6 felében talalhatok. Az FB; izomerek retencids ideje 4,826 és
32,808 perc kozott, mig az FB;-re vonatkoztatott relativ retenciojuk 0,224 és 2,372 kozott
volt. A szerkezetazonositasi mddszerekkel eddig vizsgalt fumonizinek, koztik az FB; toxin
és mindkét FB; izomer (MacKenzie és mtsai 1998; Mansson és mtsai 2010) esetében is a
trikarballil-csoportok a C-14 és C-15 atomokon talalhatok. Mansson és mtsai (2010)

kdzleményével kapcsolatban — amely a k6zleményunk (Bartdk és mtsai 2010a) utan jelent
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meg — meg kell jegyezni, hogy az altaluk A. niger tenyészetb6l izolalt, NMR eljarassal

szerkezetazonositott, és FBg-nak elnevezett komponens megegyezik a kdzleményiinkben

és a 29 A,B abran szereplé 28-as szamu FB; izomerrel, amit igazolnak az A. niger-rel

kapcsolatos vizsgalataink is (lasd 4.4. fejezetben, 111. oldal).
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29. éabra. F. verticillioides

Retencids idé (min)

izolatummal fert6zott rizstenyészet kivonatanak RP-

HPLC/ESI-TOFMS (A; m/z 722,3957) és RP-HPLC/ESI-ITMS (B; m/z 722) nagyitott
extrahalt ion kromatogramjai (EIC), amelyek az FB; toxint és izomerjeit mutatjak.
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14. tablazat. Az FB; toxin és izomerjei RP-HPLC/ESI-TOFMS és RP-HPLC/ESI-ITMS eljarasokkal kapott jellemz6 adatai. A roviditésekhez
lasd a roviditések jegyzékét és a 25. abrat (79. oldal).
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7 @ KON Y 9] L ZE=S 0 A molekulaionbdl ((M+H]", m/z 722) képzddott termékionok relativ abundanciai (%)
1 izo-FB; 4,826 0,224 722,3967 1,4 4,596 0,217 0,002 29,3 37,8 2,5 6,3 142 21,3 626 31,4 10,2 0,7 324 100 56,5 7,3 5,8
2 izo-FB; 5,268 0,258 722,3950 -1,0 5,019 0,250 0,003 41,2 675 8,6 2,4 6,3 47,0 100 34,7 7,5 2,1 18,7 86,1 24,1 1,3 3,9
3 izo-FB; 7,320 0,416 722,3949 -1,1 6,928 0,401 0,001 18,1 100 12,6 3,9 0,9 145 509 56,6 5,8 0 52 29,0 22,6 1,0 0,5
4 izo-FB; 7,542 0,433 722,3953 -0,6 7,149 0,418 0,014 28,8 87,9 9,4 0,8 6,1 25,9 100 90,6 10,7 3,7 32 60,1 61,3 2,7 2,4
5 izo-FB; 7,821 0,454 722,3953 -0,6 7,398 0,438 0,022 28,4 70,0 2,6 0,7 4,4 49,7 100 69,6 9,3 6,0 20,6 63,1 425 9,0 2,3
6 izo-FB; 8,609 0,515 722,3959 0,3 8,143 0,497 0,004 38,8 432 2,4 0,2 0,7 338 100 25,0 2,5 1,4 17,7 49,8 245 0,9 1,0
7 izo-FB; 8,980 0,543 722,3988 4,3 8,425 0,519 0,003 17,9 453 1,1 1,7 1,9 48,2 953 43,0 3,6 76 32,7 79,1 415 2,2 0
8 izo-FB; 9,189 0,559 722,3969 1,7 8,727 0,543 0,009 28,2 40,8 10,5 1,6 4,1 53,2 100 25,6 4,7 0,6 125 915 78,2 3,2 0
9 izo-FB; 10,645 0,671 722,3954 -0,4 10,157 0,655 0,103 29,3 65,9 8,6 0,1 59 234 100 27,0 1,6 1,1 8,7 498 37,8 1,4 1,1
10 izo-FB; 11,479 0,735 722,3947 -1,4 10,950 0,718 0,460 22,0 67,7 18,7 0,4 7,7 35,9 100 22,1 6,2 3,1 415 49,2 32,3 3,0 1,1
11 izo-FB; 12,184 0,789 722,3955 -0,3 11,615 0,770 0,579 575 973 126 0,6 4,4 25,2 100 441 2,7 1,1 8,9 79,7 410 51 0,1
12 izo-FB; 12,609 0,822 722,3956 -0,1 11,947 0,796 0,115 29,8 38,7 9,1 0,7 6,6 385 100 254 4,1 0,7 154 455 21,6 3,1 3,3
13 izo-FB; 12,868 0,841 722,3937 -2,8 12,278 0,822 0,017 22,4 31,2 7,3 1,2 1,7 82,6 100 18,9 1,3 0,1 19,0 87,4 43,7 1,9 1,5
14 izo-FB; 13,743 0,909 722,3948 -1,2 13,134 0,890 0,020 63,9 80,8 12,1 1,0 1,2 18,9 100 30,4 3,7 58 16,7 724 30,0 2,4 1,4
15 izo-FB; 14,090 0,935 722,3948 -1,2 13,401 0,911 0,024 535 100 18,3 1,1 12,3 395 636 51,1 3,2 2,7 244 77,0 33,0 4,8 1,6
16 izo-FB; 14,561 0,972 722,3947 -1,4 13,893 0,950 0,023 44,0 100 29,5 48,1 29 395 884 288 2,1 1,8 20,6 705 352 8,7 0,7
17 FB; 14,932 1,000 722,3958 0,1 14,529 1,000 100 43,6 100 18,1 0,4 33 280 922 315 57 0,9 16,7 529 28,7 3,9 1,9
18 izo-FB; 16,233 1,099 722,3948 -1,2 15,661 1,089 0,118 538 124 29,9 156 50,4 593 62,7 100 12,5 9,1 3,7 929 216 0 0,8
19 izo-FB; 18,102 1,243 722,3943 -1,9 17,348 1,222 0,127 27,8 455 29,2 4,9 7,3 57,6 100 26,9 35 13,7 365 376 30,7 14,6 0,8
20 izo-FB; 18,886 1,303 722,3950 -1,0 18,133 1,284 0,495 53,9 49,3 12,3 3,7 3,0 24,8 63 6,3 7,6 5,4 100 52,2 38,2 2,8 4,0
21 izo-FB; 19,261 1,332 722,3951 -0,8 18,496 1,313 0,142 43,3 5,4 3,7 24 319 515 100 13,0 3,2 43 18,2 686 17,2 16,9 2,9
22 izo-FB; 22,231 1,560 722,3947 -1,4 21,379 1,540 0,015 100 80,7 33,2 1,2 94 334 97,2 48,1 51 58 17,7 32,7 7,0 55 1,6
23 izo-FB; 22,731 1,599 722,3947 -1,4 21,847 1,577 0,010 39,8 99,7 335 3,9 1,2 50,4 100 42,3 125 32 240 56,7 36,9 6,5 0,5
24 izo-FB,; 23,282 1,641 722,3961 0,6 22,446 1,624 0,077 47,1 53,7 223 1,4 7,7 295 100 154 1222 8,8 494 943 29,0 32,0 1,7
25 izo-FB;y 24,737 1,753 722,3957 0,0 24,071 1,752 0,078 31,0 100 35,0 1,1 89 404 382 17,2 5,8 9,2 3,0 4,2 6,5 2,0 4,1
26 izo-FB; 25,384 1,802 722,3956 -0,1 24,591 1,793 0,072 51,0 20,7 0,8 1,7 1,3 40,7 100 15,2 2,9 0,8 219 61,2 11,7 1,9 4,1
27 izo-FB; 26,410 1,881 722,3954 -0,4 25,632 1,875 0,011 40,5 33,2 13,2 0 8,1 428 100 12,1 55 58 415 82,7 244 6,5 1,4
28 izo-FB; 31,398 2,264 722,3960 0,4 30,703 2,275 0,208 8,0 1,3 26,1 0 12,7 92,5 38,0 5,8 0,1 10,2 100 43,9 12,7 2,7 0
29 izo-FB; 32,808 2,372 722,3965 1,1 32,148 2,389 0,061 28,1 219 20,3 1,6 50 19,8 100 7,7 11,4 0,3 21,7 69,6 19,2 4,3 0,9
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A F. verticillioides altal fert6zott rizstenyészet kivonatbol altalunk azonositott 28-as
jelzéstt FB; izomer — FB; toxinra vonatkoztatott — relativ retencidja megegyezik a
kisérleteink soran az A. niger kivonatokbdl azonositott FB; izomer relativ retencidjaval.
Munkank soran detektalt szamos FB; izomer széles retencidés idé tartomanya miatt
Josephs-hez (1996) hasonldan — aki két FB; izomert azonositott — feltételezhet6, hogy az
acil-csoportok nemcsak a C-14 és C-15 atomokon talalhatok. Ennek igazolaséhoz a
legnagyobb mennyiségben a mintakban talalhatd FB; izomereket izolalni és NMR
modszerrel szerkezetliket meghatarozni szilkséges. Két izomer (7 és 12) kivételével a
tdmegpontossag 0,1 és 1,7 ppm kozott valtozott.

A kovetkez6kben az FB; izomerek HPLC/ESI-ITMS mérésekor kapott eredményeket
ismertetem. Mint a 29B abran jol lathato a 28 FB; izomert az ITMS eljarassal is sikerlt
detektalni, s6t az izomerekre jellemzé CID-MS spektrumot is felvenni, amely spektrumok
kozll 12 lathatd a 30. dbran. Hasonléan a TOFMS adatokhoz, a komponensekre jellemz6
szamszerd adatok — beleértve a retencios 1d6t, az FB1-re vonatkoztatott relativ retenciét és
relativ mennyiséget és a diagnosztikus jelent6séggel biro CID-MS fragmentumokat — a 14.
tablazat masodik felében lathatok. A HPLC/ESI-ITMS mérések soran kapott retencids
1dok az oldoszerszallitd rendszer kisebb térfogata miatt alacsonyabbak voltak, mint a
TOFMS mérések esetében. Az izomerek retencids ideje és FB; toxinra vonatkoztatott
relativ retencidja 4,596 és 32,148 perc, valamint 0,217 és 2,389 kozott volt. Az el6z6ekben
mar bemutatott 16. abran (66. oldal) és a 30. abran is jol lathatd, hogy a molekulaionok
CID-MS spektruma alapjan a fumonizinek viszonylag konnyen azonosithatok. Az FB;
toxin és izomerjei esetében a molekulaionbdl ([M+H]") torténd vizvesztések vezetnek az
704, 686 és 668-as m/z értékekhez. A 650-es m/z értéknek kiilonds jelentdésége van, mivel
ez az érték egy tovabbi vizmolekula kilépesét jelenti a megfeleld fragmensionokbol és
ugyanakkor csak harom OH-csoport talalhaté az FB; molekulaban és izomerjeiben. Sét,
néhany izomer esetében a CID-MS spektrumban az 532-es m/z érték is megfigyelhetd volt,
ami egy o6todik vizmolekula kilépéesere utal. A negyedik és 6tédik vizmolekula — anhidrid
képzddése kozben — csak a trikarballil-csoportokbdl 1éphet ki. Ezek az adatok igazoljak,
hogy a TCA (176 Da) nemcsak egyben, hanem részletekben is kiléphet a molekulabdl, viz
(18 Da) és TCAD (158 Da) formajaban. A TCA kihasadasa a molekulakbol ketén
formajukban (TCAK = 158 Da) az m/z 564-es értéknél és a TCAK + viz kilépése révén az
m/z 546-0s értéknél is megfigyelhetd volt. Ugyanezt az m/z értéket kapjuk, amikor a TCA
fumarsav (116 Da) + ecetsav (60 Da) formjaban Iép ki a molekulabdl. Az m/z 546-0s

kationbol tovabbi vizmolekula kilépések vezetnek az m/z 528, 510 és 492-es kationokhoz.
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Egy molekula TCA és TCAK kihasadasa vezet az m/z 388-as kationhoz, majd az ebbdl
torténd tovabbi vizmolekula kilépések révén jutunk el az 370, 352 és 334-es m/z értéki
kationokhoz. Legvégul a primer amino-csoport Kilépése réven jutunk el az m/z 299-es

értékti kationhoz, a szénhidrogén vazhoz.
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30. abra. Az FB; toxinnak (17), tovabba a kivalasztott 6t jelentésebb mennyiségi (10, 11,
20, 21 és 28-as szamu izomerek) és hat kisebb mennyiségben megtalélhato (4, 8, 14, 22, 27
és 29-es szamu izomerek) vegyiilet molekulaionjainak ([M+H]*, m/z 722) RP-HPLC/ESI-
ITMS eljarassal felvett termékion témegspektrumai (CID-MS). A kettds nyilak a 176 Da
tomegkilonbséget (egy TCA molekula kihasadasa) jelzik a szomszédos termékion
csoportok megfeleld ionjai kozott.
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Mint az elézéekben mar emlitettem, a Szénhidrogén vaz m/z értéke diagnosztikus
jelentéségli a fumonizinek azonositasa soran, mivel minden egyes oldallanc (TCA, OH,
NH,) molekuldbol torténd kilépése egy kettds kotést hagy vissza a szénlancon, azaz a
szénhidrogén vaz m/z értéke megmondja, hogy eredetileg mennyi TCA, OH-csoport és
egyéb funkcids csoport (pl. NH,) volt jelen eredetileg a molekulan.

A vizsgélt F. verticillioides izolatum altal fert6zott rizstenyészetben — a tenyésztési
korilmények optimalizalasa utan — 18,27 mg/g FB; toxint sikeriilt kKimutatni, ami egyezést
mutat az irodalomban megtalalhatd legjobb fumonizin-termeléképességgel rendelkezd
izoldtumokkal (Alberts és mtsai 1990). Az FB; izomerek FBj-tartalomra vonatkoztatott
relativ mennyisége 0,001 és 0,579% kozott volt. Az izomerek 0sszmennyisége az FB;-
tartalom 2,803%-a volt. Az izomerek koziil harom fordult el6 viszonylag nagyobb
mennyiségben (0,579%, 0,495% és 0,460%), amely adatok is a 14. tdblazatban lathatok.

4.3.2. FBs izomerek

Korabbi munkankban egy kevésbé érzékeny ITMS készilékkel, egy masik HPLC
oszloppal és egy meredekebb gradiens HPLC elvalasztassal négy Uj FBs izomert
azonositottunk (lasd a 4.2.1. fejezetben a 65. oldalon) a F. verticillioides izolatummal
fertézott rizstenyészetbél (Bartok és mtsai 2006). Az el6z6 fejezetben mar leirt — a
szerkezeti izomerek elvalasztasara javasolt — el6tétoszloppal egybeépitett HPLC oszloppal
és igen érzékeny tomegspektrométerekkel tovabbi 18, dsszesen 22 FBs izomert siker(lt
azonositanunk (Bartdk és mtsai 2011a). Az FBs toxinrdl és izomerjeir6l HPLC/ESI-
TOFMS és ITMS eljarasokkal kapott mérési adatait részletezem az alabbiakban.

Az FBs toxin tapasztalati képletébdl (CssHsgNOgg) kovetkezéen molekulaionja
([M+H]") szamitott pontos tdmege 738,3907. A TOFMS mérés segitségével ennél az m/z
értéknél az FBs toxint és 22 izomerjét detektaltuk (31A abra). A kdnnyebb megértés és
0sszehasonlitas miatt az FBs toxin és izomerjei RP-HPLC/ESI-TOFMS és ITMS mérese
soran kapott részletes adatok egy tablazatban lathatok (15. tablazat). Az FB; toxinhoz es
izomerjeihez hasonloan (4.3.1. fejezet, 85. oldal) az FBs toxin retencios idejénél (12,605
min) alacsonyabb és magasabb retencios id6vel rendelkezd izomereket is detektaltunk
(2,530-15,933 min). Az FBs izomerek FB; toxinra vonatkoztatott relativ retencidja 0,048
és 1,077 kozott valtozott. Az izomerek viszonylag nagy szamat és tdg retencids 1do
tartoményukat figyelembe véve az FBs izomerek esetében is feltételezhetd, hogy
szerkezetiik igen eltérd lehet, azaz a TCA molekuldk nemcsak a C-14 és C-15 atomokon

elhelyezked6 OH-csoportokat észteresithetik, mint ahogy az eddig szerkezetileg
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azonositott fumonizineknél leirasra kerllt (3. &bra, 13. oldal). Az FBs toxin és izomerjei
tdmegpontossaga 0,1 és 2,0 ppm kozott volt, kivéve néhany komponenst (5, 8, 9, 11 és 15),
amelyeknél a tdmegpontossag -3,0; 3,8; 4,1; -4,9 és 2,6 ppm értéket ért el. Az FB;
izomerekhez hasonloan az Uj FBs izomerek leirdsa is igazolta a pontos tdémeg mérésere

alkalmas ESI-TOFMS eljéras hasznossagat az Uj fumonizin izomerek azonositasa soran.
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31. abra. F. verticillioides izolatummal fert6zott rizstenyészet kivonatanak RP-
HPLC/ESI-TOFMS (A; m/z 738,3907) és RP-HPLC/ESI-ITMS (B; m/z 738) nagyitott
extrahalt ion kromatogramjai (EIC), amelyek az FBs toxint és izomerjeit mutatjak.

Az FBs toxin és 22 izomerje jelenlétét az RP-HPLC elvalasztast kovetéen ESI-ITMS
és MS? eljarasokkal is sikeriilt igazolnunk (31B &bra). Az ITMS és MS? eljarasokkal kapott
jellemzé adatok (retenciés id6, FB; toxinra vonatkoztatott relativ retencid, FB; toxinra
vonatkoztatott relativ mennyiség, a molekulaionok MS? spektrumanak jellemzd

fragmensionjai és azok relativ abundancia értékei a 15. tablazat masodik feleben lathatok.
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15. tablazat. Az FBs toxin és izomerjei RP-HPLC/ESI-TOFMS és RP-HPLC/ESI-ITMS eljarasokkal kapott jellemzé
lasd a roviditések jegyzékét és a 25. abrat (79. oldal).

adatai. A roviditésekhez
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7 s 03 @ Y o B3 Y] A molekulaionbol ((M+H]", m/z 738) képz6détt termékionok relativ abundanciai (%)
1 izo-FBs 2,530 0,048 738,3907 O 2,481 0,050 0,050 339 100 203 12 04 02 63 372 978 457 48 12 09 05 174 61,3 451 184 08 0,8
2 izo-FBs 3,158 0,096 738,3899 -1,1 3,114 0,100 0,171 32,2 806 185 1,7 11 11 75 270 100 333 57 05 03 31 11,3 636 386 90 39 0,6
3 izo-FBs 3,362 0,112 738,3919 1,6 3,245 0,110 0,010 23,6 56,2 145 22 02 34 45 442 100 58,7 133 08 09 18 176 47,7 349 128 0,3 13
4 izo-FBs 3,771 0,143 738,3899 -1,1 3,597 0,138 0,001 32,6 100 152 16 08 08 3,0 19,2 63,1 544 153 16 0 02 26 369 61,8 221 54 1,2
5 izo-FBs 3,971 0,159 738,3885 -3,0 3,796 0,154 0,076 23,1 834 114 05 03 01 11 27,0 100 745 112 0,8 0 1,2 101 322 289 96 22 14
6 izo-FBs 4,096 0,168 738,3901 -0,8 3,919 0,164 0,020 41,1 100 250 21 01 O1 08 149 589 609 175 32 03 15 68 149 144 64 0,7 0,9
7 izo-FBs 4,722 0,216 738,3892 -2,0 4,549 0,213 0,006 209 75,7 148 08 06 05 31 480 100 525 82 09 01 14 135 289 423 55 1.2 2,2
8 izo-FBs 5,469 0,273 738,3935 3,8 5,246 0,268 0,005 284 100 159 04 11 0 1,7 264 90,4 639 79 12 0 10 126 433 557 132 33 0,5
9 izo-FBs 5,982 0,313 738,3937 4,1 5,730 0,306 0,006 24,7 86 174 05 0,7 06 36 344 100 412 35 18 0,2 03 11,7 421 254 97 14 11
10 izo-FBs 6,374 0,343 738,3871 -49 6,101 0,335 0,002 26,7 100 194 0,8 0 04 24 125 437 331 75 13 0 22 84 252 307 137 11 0,8
11 izo-FBs 6,603 0,361 738,3913 0,8 6,303 0,351 0,001 16,9 100 99 09 21 0 1,7 243 858 353 6,1 0,6 0 0 84 249 26,7 175 19 21
12 izo-FBs 6,828 0,378 738,3893 -1,9 6,541 0,370 0,001 16,9 100 185 0,1 0,5 0 22 120 80,2 291 27 34 0 0 28 27 275 115 3,6 0,9
13 izo-FBs 7,124 0,401 738,3912 0,7 6,793 0,390 0,004 45,0 655 129 17 0 0 1,2 434 100 244 124 12 02 13 176 779 329 116 25 2,7
14 izo-FBs 7,471 0,427 738,3926 2,6 7,099 0414 0,002 388 555 69 15 14 00 24 328 100 264 13,6 0 0 14 148 54,4 248 148 0 0,2
15 izo-FBs 7,767 0,450 738,3910 04 7,414 0,439 0,023 52,2 78,1 148 09 04 02 0,7 194 100 274 93 08 0 0 99 343 210 83 03 1,0
16 izo-FBs 8,413 0,499 738,3903 -0,5 8,009 0,486 0,008 34,8 100 132 19 06 03 31 184 479 241 40 08 0,2 0 60 225 145 29 09 0,9
17 izo-FBs 8,580 0,512 738,3897 -1,4 8,160 0,498 0,009 357 100 10,2 2,7 0 02 32 244 549 259 55 10 0 0 45 280 131 33 15 3,5
18 izo-FBs 8,922 0,539 738,3900 -0,9 8,503 0,525 0,022 36,3 100 22,1 83 0,3 0 39 308 557 299 53 29 06 05 136 383 30,2 158 41 2,5
19 izo-FBs 9,168 0,557 738,3898 -1,2 8,711 0,541 0,011 47,1 100 206 24 0,1 0 58 479 698 355 10,1 21 0 29 256 552 338 155 12,6 2,9
20 izo-FBs 10,290 0,644 738,3908 0,1 9,781 0,626 0,162 60,4 100 109 23 0,2 0 15 231 788 294 31 20 01 12 129 509 123 56 3,14 0,2
21 izo-FBs 10,678 0,688 738,3904 -0,4 10,112 0,652 0,014 388 561 79 11 01 15 28 442 100 145 0,7 10 01 49 426 721 196 35 23 0,6
22 FBs 12,605 0,821 738,3906 -0,1 11,991 0,800 0,304 54,7 333 48 10 0 0 64 56,7 100 226 3,7 0,7 0 24 57,7 946 183 57 26 0,9
23 izo-FBs 13,330 0,877 738,3912 0,7 12,688 0,855 0,009 336 100 135 78 09 11 0,7 325 67,7 260 68 20 0 21 176 595 256 119 17 1,2
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Az izomerek retencios ideje és az FB; toxinra vonatkoztatott relativ retencidja 2,481 és
15,281 perc, valamint 0,050 és 1,059 koz6tt valtozott.

Az FBs izomerek az eddig leirtakhoz hasonléan koénnyen azonosithatok a
karakterisztikus CID-MS spektrumuk alapjan, mint a 32. abran is lathatd. A tobbi FB
analéghoz hasonlé elméleti fragmentécidés mintézat rajzolhaté fel az FBs toxinra és
izomerjeire is (33. adbra). A fumonizinek kémiai szerkezetébdl kovetkezik, hogy az Osszes
lehetséges fragmentacios Gtvonal aktivalasi energidja hasonlo (Josephs 1996) és a CID
fragmentacioé soran kiilonb6z6 szerkezetek egyforma m/z értéket is eredményezhetnek.
Mint a 15. tadblazatban is jol lathato, 6sszesen 20 fragmension volt megfigyelhetd az FBs
toxin és izomerjei CID-MS spektrumaban. Az el6zéekben az FB; izomereknél mar leirt
fragmentacios mechanizmus vazolhato fel azzal a kilénbséggel, hogy az FBs toxin és
izomerjei esetében a molekuldkon eggyel tébb OH-csoport talalhatd, ami a
fragmentaciojuk soran — jol lathatéan — egy plusz vizmolekula kilépésével jar egyitt.

A molekulaionbdl ([M+H]*, m/z 738) hat molekula viz vesztése (négy molekula viz az
OH-csoportok kihasadasa, mig két molekula viz a TCA-csoportokbol TCAD képzbédése
kdzben) vezet az m/z 720, 702, 684, 666, 648 és 630-as kationokhoz. A TCA Kkilépése
ketén formajaban (TCAK=158 Da, TCAK + H,0=176 Da) is megfigyelhet6 volt, amely
kihasadasok eredményezték az m/z 580 és m/z 562-es kationokat. Az m/z 404-es kation egy
molekula TCA és TCAK molekulaionbol torténd kilépésének eredménye, amelybdl
vizkilépések révén jutunk el az m/z 386, 368, 350, 332 és 314-es kationokhoz.
Termeészetesen az m/z 386-0s kation gy is kialakulhat, hogy a molekulaionbdl a két TCA
molekula egyszerre hasad Kki.

A CID folyamat végén az ammonia (17 Da) kihasadasa utan, m/z 297-es értékkel a
diagnosztikus jelentdségii szénhidrogén vaz marad vissza. Itt szeretnék utalni arra, hogy az
FB, toxin és izomerjei MS? spektrumaban a szénhidrogén vaz m/z értéke 299 volt, ami
jelzi, hogy a molekulajukban eredetileg eggyel kevesebb OH-csoport volt jelen, azaz a CID
fragmentacio végén eggyel kevesebb kettds kotés maradt vissza a szénhidrogén vazon, ami
a kettdvel magasabb m/z értéket eredményezte. A legtobb FBs izomer esetében a termékion
spektrumban a szénhidrogén vaz m/z értéke is megfigyelhet volt, amelyek abundancia
aranya 0,2 és 3,5% kozott valtozott. A rizstenyészet kivonatban az FBs toxin és izomerjei
FB: toxinhoz viszonyitott relativ mennyisége 0,001-0,304% kozott valtozott. Teljes
mennyiségik az FB; toxin 0,928%-a volt, amely akar jelent6snek is tiinhet, ha figyelembe
vessziik, hogy toxicitasuk jelenleg ismeretlen. Az FBs toxin és izomerjei kozil ot

komponens (1, 2, 5, 20 és 22) fordult elé viszonylag nagyobb mennyiségben (0,050%,

94



dc 253 11

0,171%, 0,076%, 0,162% és 0,304%) a kivonatban (15. tablazat). Ezen 6t vegyllet esetén

nyilik a legjobb lehetdség a szerkezetvizsgalathoz sziikséges mennyiségli és mindségl

anyag eldallitasara.
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32. abra. Az FBs toxin (22), tovabba a kivalasztott négy jelentésebb (1, 2, 5 és 20-as
jelzésii komponensek) és hét kisebb mennyiségben megtalalhato (3, 4, 8, 10, 13, 21 és 23-
as jelzésti komponensek) izomerje molekulaionjainak ([M+H]", m/z 738) RP-HPLC/ESI-
ITMS eljarassal felvett termékion tomegspektrumai. Az ovalisok az FBs toxin
molekulaionja CID-MS spektrumaban a két acil-csoportot (itt TCA) tartalmazé
fumonizinekre jellemz6 harom fragmension csoportot jelzik.
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33. abra. Az FBs toxinra és izomerjeire jellemz6 elméleti fragmentacios utak. Az atlos
nyilak a TCA (176 Da), a vizszintes nyilak a TCAD és TCAK (158 Da), mig a fiiggbleges
nyilak a H,O (18 Da) és az NH3 (17 Da) kihasadasat jelzik az FBs toxin molekulaionjabdl
és fragmensionjaibdl (a roviditésekhez lasd a 25. abrat a 79. oldalon). Az ovalisok az FBs
toxin CID-MS spektrumaban (32. abra) is jelzett fragmension csoportokat mutatjak.

4.3.3. Harom acil-csoportot tartalmazé fumonizinek azonositasa
Mivel a fumonizinek molekulaionjai CID-MS spektruma igen jellemzd a
fumonizinekre, méar a meredekebb gradiens elvalasztast alkalmaz6 RP-HPLC/ESI-ITMS
vizsgalataink soran felfigyeltink arra, hogy a rizstenyészet kivonatok tartalmaznak
azonositatlan, magasabb molekulatomegii fumonizineket is. Az alkalmazott meredekebb
gradiens HPLC elvalasztas soran ezek az ismeretlen fumonizinek kézel 100% MeCN-nel
(0,1% HCOOH-val kiegészitve) elualodtak a C18-as allofazist tartalmazé HPLC oszloprdl,
jelezve, hogy ezek a komponensek az addig k6zélt fumonizineknél joval apolarisabbak. Az
S? spektrumban talalhat6 fragmensionok m/z értéke (beleértve a szénhidrogén vaz 299-es
m/z értékét is) egyértelmiien jelezte, hogy a magas molekulatdomegii fumonizinek

szerkezete az FB; toxinéhoz hasonlo, kivéve azt, hogy tovabbi funkcids csoport is talalhato
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a molekuldjukban. Feltételeztiik, hogy az 0 szubsztituensek a fumonizin vaz szabad OH-
csoportjait észteresitd olyan szerves savak lehetnek, amelyeket még fumonizinek esetében
nem kozoltek. Akkor még az ITMS miiszeriinkkel — amely a tébbi ITMS késziilékhez
hasonl6an pontos tdmeg meghatarozasara nem volt alkalmas — nem tudtuk azonositani az
uj fumonizineket. Az elézetes ITMS vizsgalatok viszont amellett, hogy az uj fumonizinek
FBi-szerli szerkezete azonosithaté volt, egyértelmiien megadtdk a molekulaionok
([M+H]") m/z értékét (960, 984, 986) a 2-2-2 izomer esetében.

Az FB; izomerek azonositdsa sordn mar sikeresen alkalmaztuk (Bartok €s mtsai
2010a) a pontos tdmeg mérésére képes ESI-TOFMS keészliléket, igy jo esélyt lattunk arra,
hogy ez a miiszer képes lesz azonositani az eddig kdzolteknél magasabb molekulatomegii
fumonizineket is. A rizstenyészet kivonat kevésbé meredek gradienst alkalmaz6 RP-
HPLC/ESI-TOFMS és ITMS modszerrel — a tdmegspektrométerek pasztazéd
Uzemmaodjaban — torténd analizise utan a miiszerek adatfeldolgozé szoftverei abrazoltak a
totdlion kromatogramokat, amelyeken a f6 komponenseken (FB;.4) kivil a Kis
mennyiségben jelenlévé fumonizinek nem latszottak (34A és B &bra). A TOFMS EIC
kromatogramok (34A abra nagyitott része) és az ITMS EIC kromatogramok (34B &bra
nagyitott része) azonban, egyértelmiien mutattdk a 6 (2-2-2 izomer) (j magas
molekulatomegili fumonizin izomert a 90,623-91,928 és 89,324-90,569 retencios id6
tartomanyban harom kiilonboz6 m/z erték mellett. Az egységnyi felbontassal rendelkezd
ioncsapdas tomegspektrométer ,,csak”™ azt jelezte, hogy az 0j fumonizinek molekulaionjai
m/z ertéke 960,4, 984,4 és 986,4. A TOFMS készilék szoftvere azonban a molekulaionok
Ottizedes pontossaggal mért m/z értékei (16. tablazat) alapjan javaslatot tett a kérdéses
fumonizinek tapasztalati képletére (protonalatlan): CsoHggNOig; CsoHggNO1g €S
Cs2HoiNOge. A javasolt tapasztalati képletek alapjan a szoftver a molekulaionokra
([M+H]") a kovetkezé pontos tomegértékeket szamolta ki: 960,6254; 984,6254 és
986,6411. A javasolt tapasztalati képletekb6l kivonva az FB; toxin tapasztalati képletét
(C34Hs9NO35) €s ehhez hozzdadva a H,O-t, amely feltehetéen a fumonizin vazon 1évé
egyik OH-csoport és a harmadik szerves sav molekula kdzott lejatszodo észterezési reakcio
soran lépett ki, megkaptuk az Uj fumonizinek esetében a fumonizin vz adott OH-
csoportjait észteresité harmadik szerves savak tapasztalati képletét: C16H3,0, (palmitinsav,
PA), CigH320, (linolsav, LA) eés CigH340, (olajsav, OA). A fumonizin irodalomban
jelenleg alkalmazott elnevezeseket (pl. FB;; PHFB; = részlegesen hidrolizalt FBy; HFB; =
hidrolizalt FB,) figyelembe véve az (j fumonizineket észterezett FB; toxinoknak (EFB;)
neveztik el (Bartok és mtsai 2010b).
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34. abra. F. verticillioides izolatummal fertézott rizstenyészet kivonatanak RP-
HPLC/ESI-TOFMS (A; EIC, m/z 984,62; 960,62 és 986,64) és RP-HPLC/ESI-ITMS (B;
EIC, m/z 984; 960 és 986) totalion és extrahalt ion (EIC) kromatogramjai. A nagyitott EIC
abrak az uj eszterezett FB, (EFB;) izomereket mutatjak. Megjegyzések: mindkét EIC abran
a x,xx jelek az EFB; LA (1) és izo-EFB; LA (2) X+2-es izotOpjainak a csUcsait jelzik. Az
abran nem lathatd, de az X+2-es izotopok a masik négy komponens esetében is
megfigyelheték voltak (m/z 962 és 988 értékeknél).
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16. tablazat. Az EFB; izomerek RP-HPLC/ESI-TOFMS c¢ljarassal kapott jellemz6 adatai.
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1 EFB; LA 90,623 6,809 CspHgoNOis 984,6254 984,6243 -1,1
2 izo-EFB1 LA 90,852 6,827 CsHgNO;s 984,6254 984,6248 -0,6
3 EFB1 PA 91,482 6,875 CsoHgsNOjs 960,6254 960,6259 0,5
4 izo-EFB1 PA 91,670 6,890 CsoHgNOjs 960,6254 960,6255 0,1
5 EFB1 OA 91,732 6,895 CsHoiNOje 986,6411 986,6412 0,1
6 izo-EFB1 OA 91,928 6,909 CsHoiNO;s 986,6411 986,6412 0,1

A név végén talalhato két betii jelzi a fumonizin vazon 1évo egyik OH-csoportot észteresitd
harmadik szerves savat. gy a hat nagy moltomegii fumonizin altalunk javasolt elnevezése
a kovetkez6: EFB; PA, izo-EFB; PA, EFB; LA, izo-EFB; LA, EFB; OA és izo-EFB; OA.
Az (j fumonizinek esetében a mért és a szamitott pontos tomegértékekbodl kalkulalt
tdmegpontossag (0,1- -1,1 ppm) szintén a 16. tablazatban lathatdé. Fontos megjegyezni,
hogy a harmadik szerves sav nemcsak a fumonizin vaz OH-csoportjaival reagalhat, hanem
— mint ahogy a ceramidoknal a 6. abran (26. oldal) is lathaté — a primer amino-csoporttal is
reagalhatnak savamidot képezve. Ennek a problémakornek az igazolasa folyamatban van.
A két acil-csoportot tartalmazé fumonizinek MS? spektrumaval szemben a nagy
moltomegii Gj fumonizinek RP-HPLC/ESI-ITMS mérése soran kapott MS? spektrumokban
nem harom, hanem hat fragmension csoport talalhatd (35. abra). A TOFMS mérések
kévetkeztében egyértelmiivé valt, hogy az EFB; izomerek MS? spektrumaban talalhaté hat
fragmension csoportbdl a 4., 5. és 6. a fumonizin vazon talalhaté harmadik acil-csoport
kdvetkezménye. A hat Uj komponens molekulaionjai CID-MS elméleti fragmentacios
mintazatai a 36. abran lathatok. Amikor az FB; toxin molekulaionjai CID-MS elméleti
fragmentacios mintazatat (18. abra, 68. oldal) az EFB; izomerek molekulaionjai
fragmentacios mintazataval (36. abra) Osszehasonlitjuk, azonnal szembetlinik, hogy az
EFB; izomerek fragmentacids mintazataban talalhato 4., 5. és 6. fragmension csoportok
m/z értékei talalhatok az FB; toxin fragmentaciés mintazatanak fragmension csoportjaiban
(1-3) is. A magyarazat igen kézenfekvé: az EFB;j-tipusu fumonizinek CID-MS
fragmentacidjakor a fumonizin vazon 1évé harmadik acil-csoport zsirsavként vagy a

zsirsav ketén formajaban — barmelyik TCA kihasadasa el6tt — is kiléphet a molekulabol
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létrehozva az m/z 722-es és 704-es kationokat. Ett6] kezdve a fragmentacids mintazat teljes
egészében megegyezik az FB; toxin CID-MS elméleti fragmentacios mintézataval (18.
abra, 68. oldal), beleértve a diagnosztikus jelentdségii, a fragmentacios folyamat végén

visszamarado szénhidrogén vaz m/z értéket (299) is.
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35. abra. Az észterezett FB; (EFB;) izomerek molekulaionjainak ([M+H]") RP-
HPLC/ESI-ITMS modszerrel felvett CID-MS spektrumai: EFB; LA (1), izo-EFB; LA (2),
EFB; PA (3), izo-EFB; PA (4), EFB; OA (5), izo-EFB; OA (6). Az EFB; izomerekre
jellemz6 hat termékion csoport (1-6) az EFB; LA (1) CID-MS spektruméban és a 36. abrén
van jelezve.
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36. abra. Csak az észterezett FB; (EFB;) izomerek molekulaionjaira jellemz6 elméletileg
lehetséges CID-MS fragmentacios mintazat: (A) EFB; LA (1), izo-EFB; LA (2); (B) EFB;
PA (3), izo-EFB; PA (4); (C) EFB; OA (5), izo-EFB; OA (6). A fliggbleges, vizszintes és
atlos nyilak a H,O (18 Da); a TCAD és/vagy a TCAK (158 Da), a PAK (238 Da), az LAK
(262 Da), az OAK (264 Da) és az NH3 (17 Da); ésa TCA (176 Da), a PA (256 Da), az LA
(280 Da), az OA (282 Da) kihasadasat jelzik a megfelelé molekula- és termékionokbdl. Az
alahuzott m/z értékek nem voltak megfigyelhetok a CID-MS spektrumokban. A
roviditéseket lasd a roviditések jegyzékében és a 38. abran (103. oldal).
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+HI" mvz 984 (1, 2)
m/z 960 (3, 4)
m/z 986 (5, 6)

-LA (1, 2) vagy PA (3, 4) vagy OA (5, 6)

Hooc\/i\JJLO oH oh

Me/\A%\er/\—/\M/ Me +H]+ m/z 704
Me Me NH,

HOOC O l

O
Hooc” Y Y lJCA
HOOC O OH OH
Me/\W/\)\/\\(Me +H]+ m/z 528
Me | Me NH,
Hooc” Y Y LTCA
HOOC O OH OH
Me NF = Me  +H]" myz 352
Me Me 1-2H20 NH2
Me/v\/A/Y\/\/\N\/Me +H]" vz 316
Me Me l—NH3 NH,
Me NG = NNF +H]"  m/z 299
Me Me  Szénhidrogén vaz

R4=CH3(CH5)4,CH=CHCH,CH=CH(CH>)7- cisz-8,cisz-11-heptadekadienil csoport (1, 2)
R5,=CH3(CH5)14- pentadekanil csoport (3, 4)
R3=CH3(CH5);CH=CH(CHz)7- cisz-8-heptadecenil csoport (5, 6)

37. dbra. Az EFB; izomerek molekulaionjai CID fragmentacidja soran képz6dott néhany
jellemz6 ion feltételezett szerkezete. A zsirsavak feltételezett észterezési helye a C-10. A
roviditéseket lasd a 38. abran.

Az EFB; izomerek molekulaionjai CID fragmentécidja soran képzddott néhany jellemzd
ion feltételezett szerkezete a 37. &bran lathatd, amely abran a zsirsavak valdszinisitett
észterezési helye a C-10. Az EFB;-tipust fumonizinek CID fragmentécidja soran is a C-O
és C-N kotések hasadasa vezet a fumonizin vazat modositd funkcios csoportok (H,O,
TCA, LA, OA, PA, NH3) molekuldbdl torténd kilépéséhez, a fumonizin vazon egy-egy
kettds kotést hagyva vissza. Az EFB;-tipusu fumonizinek esetében is a TCA egyben (176
Da) és részletekben — H,O (18 Da) és anhidrid (TCAD, 158 Da) — is kiléphet a

102



dc 253 11

molekulabdl. Az MS? spektrumokban megfigyelheté volt a TCA és a zsirsavak (LA, OA és
PA) ketén formaban (TCAK 158 Da, LAK 262 Da, OAK 264 Da és PAK 238 Da) torténd
kilépése is, mint ahogy a 36. abra elméleti fragmentacids mintazatai is mutatjak. Az EFB;
izomerek esetében a fumonizin vazhoz kapcsolodott szerves savakat és a CID-MS

fragmentacio soran feltehetéen képz6dott komponenseket a 38. abra mutatja.

O
COOH O COOH
Hooc._h__CooH 5 COOH Hooc. L _co
trikarballilsav trikarballilsav anhidrid trikarballilsav ketén forméaja
(TCA, 176 Da) (TCAD, 158 Da) (TCAK, 158 Da)

palmitinsav (PA, 256 Da) palmitinsav ketén formaja (PAK, 238 Da)
linolsav (LA, 280 Da) linolsav ketén formaja (LAK, 262 Da)
olajsav (OA, 282 Da) olajsav ketén formaja (OAK, 264 Da)

38. abra. A fumonizin vazhoz kapcsolédott savak, és a CID fragmentacié soran
feltetelezhet6en képz6dott komponensek szerkezete az EFB; izomerek esetében.

Az ITMS késziilékkel felvett MS? spektrumok vizsgalata soran a kovetkezéket figyeltiik
meg: (1) a zsirsavak (LA, OA, PA) kihasadasaval képzddtek a legnagyobb intenzitasu
fragmensionok; (2) a legkisebb intenzitdsi fragmensionok a 2 TCA molekula
kihasadasaval létrejottek voltak; (3) a fragmension csoportok intenzitas szerinti sorrendje
az EFB; LA, OA és PA komponenseknél 4 >2 > 5> 6 > 1 > 3, mig az izo-EFB; LA, OA
és PA vegyiileteknél 4 > 5> 6 > 1 > 2 > 3 volt. Az RP-HPLC/ESI-ITMS mérés sorén
kapott jellemz6 adatok a 17. tablazatban lathatok. Az EFB;-tipusu fumonizinek FB;
toxinhoz viszonyitott relativ. mennyisége 0,003-0,036% kozott valtozott. Teljes
mennyiségik az FB; toxin 0,1%-a volt, amely akar jelentés is lehet, ha figyelembe

vessziik, hogy ezek a vegylletek az eddig ismert fumonizineknél joval apolarisabbak.
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17. tablazat. Az EFB; izomerek RP-HPLC/ESI-ITMS eljarassal kapott jellemz6 adatai. A roviditésekhez lasd a 38. abrat az ¢l6z6 oldalon.
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=@ 2 o g A molekulaionokbdl [M+H]" képz6dott termékionok m/z értékei (délt) és relativ abundanciai (%)
1 EFB; LA 89324 6.897 0036 966 948 930 826 808 790 772 722 704 686 668 650 632 614 596 546 528 510 492 370 352 334 316 299
984 ' ' ' 179 21,8 0,7 20 16,1 529 09 0,7 100 823 16,6 16 54 86 54 57 235 36,7 7,2 0,8 20,1 31,2 5,4 3,2
2 izo-EFB1 LA 89542 6914 0010 966 948 930 826 808 790 772 722 704 686 668 650 632 614 596 546 528 510 492 370 352 334 316 299
984 ' ’ © 47 141 0 08 26 90 06 0 100 543 98 13 32 20 20 41 309195 66 32 284 218 36 0
3 EFB,; PA® 90150 6.962 0.015 942 924 906 802 784 766 748 722 704 686 668 650 608 590 572 546 528 510 492 370 352 334 316 299
960 ’ ’ 77330216 1,1 11 314 703 25 18 931 100 217 16 83 70 12 104 362 408 96 14 130 288 94 0.2
4 izo-EFB; PAP 90323 6976 0.003 942 924 906 802 784 766 748 722 704 686 668 650 608 590 572 546 528 510 492 370 352 334 316 299
960 ’ ’ ~7 32 116 48 20 93 124 0 08 100 754 144 0 28 36 0 45 428263 31 11 284 272 54 13
5 EFB; OA° 90395 6981 0027 968 950 932 828 810 792 774 722 704 686 668 650 634 616 598 546 528 510 492 370 352 334 316 299
986 ’ ’ 7' 288 228 0 26 241 744 53 22 995 100 288 11 33 93 02 11 328 404 69 12 235 304 101 28
6 izo-EFB; oA’ 90.569 6.995 0008 968 950 932 828 810 792 774 722 704 686 668 650 634 616 598 546 528 510 492 370 352 334 316 299
986 ' ' ' 58 122 28 20 45 66 09 0 100 451 109 0,7 04 65 0,2 3,2 399 156 1,2 7,0 25,6 13,7 2,1 0,7

3 4 miz 626 [M+H — TCA — TCAK]" 3,1%: ° + m/z 626 [M+H — TCA — TCAK]" 1,5%; © + m/z 474 [M+H — TCA — OA — 3H,0]" 0,9%; + m/z 388 [M+H — 2TCAK — OA]' vagy [M+H — TCAK — TCA —
OAK]" 1,4%; @ + miz 474 [M+H — TCA — OA — 3H,0]" 0,2%: + m/z 388 [M+H — 2TCAK — OA]" vagy [M+H — TCAK — TCA — OAK]" 0,4%;

104



dc_253 11

Emiatt a lipid kettds membranokon és a véragygaton konnyebben atjutva fejthetik Ki
toxikus hatasukat a kulonféle szervekben, szovetekben.

Az itt emlitett eredmények jol mutatjak, hogy ket kiilonb6z6 kapcsolt technika
(HPLC/ESI-ITMS és HPLC/ESI-TOFMS) ugyanazon mintan torténé alkalmazasaval
sikerllt megoldani eddig ismeretlen nagy moltomegii fumonizinek azonositasat. Az ITMS
késziilékkel nyert MS? spektrumok alapjan tudtuk azonositani az FB;-szerii szerkezetet,
mig a TOFMS késziilékkel torténd pontos tomeg mérés alapjan sikerilt a fumonizin vazon

talalhaté harmadik acil-csoportokat azonositani.

4.3.4. FP izomerek

A fumonizin P analogokat (FP) eddig minddssze négy kozlemény emliti (Musser és
mtsai 1996; Musser és Plattner 1997; Abbas és mtsai 1998; Rheeder és mtsai 2002). A
témaban megjelend elsé kézlemény szamolt be az FP;_3 toxinok gombatenyészetbdl torténd
izolalasarol és szerkezetiik azonositasarél (Musser és mtsai 1996). Az FP1.3 toxinokat a F.
moniliforme M-2285-6s izolatumaval fert6zott kukoricatenyészetbdl izolaltak. Az (]
fumonizinek szerkezetét *H NMR és **C NMR mddszerrel hataroztak meg. lgazoltak, hogy
az eikozan lanc C-2-es atomjan — a legtébb fumonizinre jellemz6 primer amino-csoport
helyett — 3-HP funkciés csoport talalhatd. Az elvélasztott komponenseket a
karakterisztikus MSMS spektrumuk alapjan is azonositottak (Musser és Plattner 1997).
Vizsgélataik soran azt is megéllapitottdk, hogy az FP;.3 toxinok szerkezete a C-2-n 1év6
csoport kivételével megegyezik az FB analdgok hasonld vegyileteivel (FB1.3). Az FB
analégok ismert sztereokémiajaval szemben (lasd a 2.1. fejezetet a 9. oldalon), az FP1.3
fumonizinek Kkiralis atomjainak abszolut konfiguracidja azonban maig ismeretlen. Az
eddigi kutatdsok szerint az FP anal0gok toxicitasa jelentdsen elmarad az FB analdgok
tovabbi vizsgalata az elmalt 10 évben elkerilte a kutatok figyelmét.

Az FP;, FP,, FP3 izolalasara és ezaltal szerkezetiik igazoladsara vonatkozo jelentOs
eredmények keltették fel érdeklodésiinket a 3-HP-csoportot tartalmazo szokatlan
szerkezetii fumonizin-tipusd mikotoxinok tovabbi vizsgalatara. Méréseink soran egy uj FP
analogot es negy Uj FP izomert azonositottunk (Bartok és mtsai 2011b). A F. verticillioides
izolatummal fert6zott rizstenyészet kivonatanak RP-HPLC/ESI-TOFMS és ITMS merése
utan felvett extrahalt ion kromatogramok a mar korabban azonositott (FP1.3) és az Uj FP
analogokkal (izo-FPi.3, FP4 és izo-FP,) a 39. abran lathatdk. A mérési adatokat az 18.

tablazat foglalja dssze.
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39. abra. F. verticillioides izolatummal fert6zott rizstenyészet kivonatanak RP-
HPLC/ESI-TOFMS (A; m/z 800,41+784,41+768,41) és RP-HPLC/ESI-ITMS (B; m/z
800+784+768) nagyitott extrahalt ion kromatogramjai (EIC), amelyek az FP analdgokat

mutatjak.
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18. tablazat. Az FP analdgok RP-HPLC/ESI-TOFMS és ITMS eljarassal kapott jellemz6 adatai. A roviditéseket lasd a roviditések
jegyzékeében és a tablazat alatt.

9
| 9
@ .
. P
S 3 = <
=4 3 o S
= = = 2 2y
Q k=] k=] 5! 5 o =z
— o o 3 o & <
) % = 2 @ N < !
o = @ @ s ) % 3 N
g 3 g ! S o = 2 — — = =z S0
= = = —_ 0>
8: & 3 3 9 g o) 2 = = = I I 5
7] < 2 & A [=} ) @ | I | N} N} %>'<
o 3 N = & & < & — = = —_ ] = = =T
= g% 3 = & 3 B = = 2 & =z o 9 T o 9 8 g%
/3\ 3 :.E :-E % o % N < |§ | | < > | | > | | 18 |
2 5 < = = 3 3 3 ! N @ a L ! NN ! ] w T
3 i 3 4 4 i = 3 "~ = T = I > o & = o = & = < I
3 o O o o o Z = ¥ = 90 & X X 2 & © X2 & © 0O g
3 M T T T T — — o8 + + + + + + + + + + + + ~  +
@ = < < < < = = IS4 . + . il LA 1 Al e .
2 Z ) ] Kz K 2 ] g A molekulaionok [M]" és a bel&liik képz&dott termékionok m/z értékei (délt) és relativ abundanciai (%)
1 FP1 20,408 1,566 800,4069 800,4055 -1,7 19,596 1,399 0,680 800 782 764 705 642 624 606 588 448 430 412 394 299
16 14 0 0 10 100 0,7 1 42 2 0 0 0,6
2 izo-FP1 24,241 1,714 800,4069 800,4057 -15 23,394 1,698 0,008 800 782 764 705 642 624 606 588 448 430 412 394 299
46 40 12 0 24 100 7 0 60 0 0 0 0
3 FP3 35,569 2,583 784,4119 784,4134 1,9 34,991 2,613 0,138 784 766 748 689 626 608 590 572 432 414 396 - 301
5 18 5 1 16 100 12 0 54 2 0 4
4 FP, 42,467 3,113 784,4119 784,4111 -1,0 42,214 3,182 0,313 784 766 748 689 626 608 590 572 432 414 396 - 301
15 8 0 0 5 100 0 0 60 0 0,5 1
5 izo-FP23a 46,721 3,439 784,4119 784,4106 -1,7 46,466 3,517 0,007 784 766 748 689 626 608 590 572 432 414 396 - 301
44 6 16 0 22 100 0 0 66 0 0 0
6 izo-FP23, 52,961 3,918 784,4119 784,4104 -1,9 52,703 4,009 0,010 784 766 748 689 626 608 590 572 432 414 396 - 301
21 18 0 0 6 100 5 5 64 0 0 15
7 FPga 59,880 4,449 768,4170 768,4167 -0,4 59,816 4,570 0,048 768 750 732 673 610 592 574 556 416 398 - - 303
7 9 1 0 12 100 3 0 92 1 15
8 iz0-FP4 60,577 4,503 768,4170 768,4155 -2,0 60,386 4,615 0,008 768 750 732 673 610 592 574 556 416 398 - - 303
0,1 0,7 4 0 10 72 0 0 100 0 0

TCA = trikarballilsav; TCAK = trikarballilsav ketén forméja; 3-HP = 3-hidroxipiridinium; (szerkezeti képletiket lasd a 3. és 38. dbran, 13. és 103. oldal); X: 1 (7, 8), 2 (3-6) vagy 3 (1, 2)
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A Kisérleti adatokbol az aldbbi fontos kovetkeztetések vonhatok le. Az Ujabb
nagyhatékonysagu/felbontoképességli/érzékenységli  miiszeres technikédk alkalmazasa
lehet6vé tette a Musser €s mtsai (1996, 1997) altal felfedezett FP1.3 tipusd mikotoxinok
eddig nem ismert izomerjeinek azonositasat. Nevezetesen az U] kisérleti adatok igazoljak
az eddig ismeretlen FP4, valamint FP;4 izomerek (izo-FP1, 1z0-FPy 34, 120-FP5 3p, 120-FPy)
jelenlétét a vizsgalt izolatumban. Az Uj FP analogok létezését az alabbi Kkisérleti adatok
tamasztjak ala: 1) azonos kromatografalasi koriilmények kozott nyert retencids idok,
0sszehasonlitva azokat a mar ismert FB1.4 és FP1.3 vegylletek retencids idejével és FB;
toxinra vonatkoztatott relativ retencios adatokkal (39A, B abra, 18. tablazat); 2) ESI-
TOFMS eljarassal nyert pontos tdmegértékek (18. tablazat); 3) ESI-ITMS?-el nyert CID-
MS spektrumok (40. abra, 18. tablazat), amelyek fragmentacids képe megegyezik az FP;-
r61 kozolt MS? spektrummal (Musser és Plattner 1997).

Ami a retencios idoket illeti, mar 1991-ben megéllapitottdk RP-HPLC oszlopon az
FB; < FB3 < FB; < FBy retencios id6k szerinti ellcios sorrendet (Cawood és mtsai 1991),
amely sorrend 1997-ben nemcsak megerdsitést nyert a YMC J’sphere ODS-L80 HPLC
oszlopon, hanem a sorrend megegyezett az FP1.3 vegyuleteknél is, azaz FP; < FP3 < FP,
(Musser és Plattner 1997). Ezen ellcids sorrendet mutattdk az altalunk hasznalt YMC
J’sphere ODS-H80 oszloppal nyert kisérleti adatok is, azzal a kiegészitéssel, hogy az
Ujonnan azonositott FP, toxin az FP, utan elualodott FP; < FP3 < FP, < FP,4. A fentiekben
felsorolt elucids sorrendek segitették az FP, vegyllet azonositasat a TOFMS-sel és az
ITMS-sel is, mivel az FP, toxin jelenlétét az FP, utan kellett keresniink kb. olyan retencids
id6 eltérésben, mint ahogy az FB, toxin elualddott az FB; toxin utan.

Mivel az Uj fumonizineket még nem izolaltuk a szerkezetilk pontos meghatarozasa
jelenleg nem lehetséges. Az FP analogok molekulaionjainak ([M+H]") azonban a tébbi
fumonizinhez hasonl6an igen jellegzetes CID-MS spektruma van, ami alapjan a
komponensek tipusa (FP) és a szénlancukon 1évé funkciés csoportok (TCA, OH, 3-HP)
azonosithatok (természetesen a szénlancon elfoglalt helyiik és konfiguraciojuk nem). Az
azonositott FP anal6gok kozul hat komponensnek a Varian 500-1TMS tipust ioncsapdas
tdmegspektrométerrel felvett MS? spektrumait a 40. bra mutatja. Az FP1., komponensek
szerkezetébdl kovetkezik, hogy CID-MS fragmentaciojuk soran a C-O és C-N kotések
felhasadasa révén a szenlancot mddositdé funkcids csoportok H,O, TCA és 3-HP

forméajaban Iépnek ki a molekulabol.
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40. &bra. Az ,FP” anal6g fumonizinek (FP1.4, izo-FP; és izo-FP,4) molekulaionjainak (M)
RP-HPLC/ESI-ITMS mddszerrel felvett CID-MS spektrumai.

Az FP, toxin CID-MS fragmenticidja soran képz6dé néhany kation feltételezett

szerkezetét és a fragmentacid elméleti sémajat a 41. és a 42. abra mutatja. Az 0j FP

analdgokkal kapcsolatban a kdvetkezoket kell még megjegyezni: 1) az izo-FP; alapvaza

feltételezhetéen az izo-FB; ismert alapvazaval egyezik meg; 2) az izo-FP,3, és az izo-

FP,3p vegyuletek feltételezhetéen nem az FP; illetve az FP3 epimerjei, mivel viszonylag
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nagy a retencios 1d6 eltérés az izomerek illetve az FP,/FP; toxinok kozott.
Valoszinisithet6, hogy ezen izomerek esetében a TCA/OH mas C-atomokon talalhatdk; 3)
az FP, alapvaza feltételezhetden az FB,4 ismert alapvazaval egyezik meg; 4) az izo-FP,
vagy az FP4 epimerje, vagy az alapvazon 1évé OH-csoport nem a C-3-on talalhato.

Ugy gondoljuk, hogy a kevésbé mérgezd Gjabb fumonizinek felismerése tovabbi
informécidkat szolgaltathat képz6dési mechanizmusuk kutatidsaban, ezaltal bonyolult

biokémiai folyamatok értelmezésében.
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41. &bra. Az FP4 toxin molekulaionja (M") és a fragmentacié sordn képzédott néhany ion
feltételezett szerkezete. A roviditéseket lasd a 3. bran (13. oldal).
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42. dbra. Az FP, toxin és izomerje molekulaionjaira jellemz6 elméletileg lehetséges CID-
MS fragmentéaciés mintazat. A tébbi FP analogra hasonlé mintdzat rajzolhaté fel. A
fliggbleges, a vizszintes, a gorbllt atlds és a hatulrdl eléremutato nyilak a H,O (18 Da); a
TCAD vagy a TCAK (158 Da); a TCA (176 Da) és a 3-HP (95 Da) kihasadasat jelzik a
megfelelé molekula- és termékionokbol. A roviditéseket lasd a 3. és 25. abran (13. és 79.
oldal).

4.4. Fumonizinek RP-HPLC/ESI-ITMS meghatarozasa mazsolabdl és mazsolarol
izolalt fekete Aspergillus fajokkal fert6zott taptalajmintakbol

Kereskedelmi forgalombodl begyijtott, kiilonféle orszagokbdl szarmazé 13
mazsolaminta mikobio6tajat analizaltuk. A 43. abra téptalajra helyezett mazsolak

mikobidtajat mutatja.

43. dbra. Néhany mazsolaminta mikobiétaja DRBC taptalajon (Kocsubé Sandor felvétele).
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A gombatenyészetek morfologiai analizise azt mutatta, hogy két minta kivételével az
Osszes mazsola fekete Aspergillus fajokkal volt szennyezve (19. tablazat). A fajok
azonositasahoz PCR-RFLP eljarast és szekvencia analizist alkalmaztunk. A 72
izolatumbol a PCR-RFLP modszer kétféle fekete Aspergillus tipus azonositasat tette
lehetdvé (44. abra): az egyik tipus az, amelyikre a PCR—RFLP N-mintazat a jellemzo
(idetartozik szamos maés faj mellett az A. niger is), a masik tipus a PCR-RFLP T-mintazat,
amely mintazatot az A. tubingensis, A. vadensis, A. costaricaensis, A. acidus és A. piperis
mutatja (Samson és mtsai 2007). Mivel az utobbi tipus nem képes fumonizineket
szintetizalni (JC Frisvad, személyes kozlés), ezeket a mintakat Kizartuk a fumonizin
vizsgalatokbol. Az izolatumaink kozul 35 mutatott N-tipusi PCR-RFLP profilt. Ezen
izolatumoknak amplifikaltuk a kalmodulin gén egy szakaszat is, melyet megszekvenaltunk.
A szekvencia adatokat illesztés utdn parszimonia analizisnek vetettiik ald. A kapott 197
egyforma hosszUséagu fa egyike a 45. abran lathatd. A kalmodulin illesztés 440 nukleotidot
tartalmazott, melyek kozil 197 volt parsziménia szempontjabdl informativ (fahossz: 620,
konzisztencia index (Cl): 0,607527, retencids index (R1): 0,880393). A szekvencia analizis
alapjan az N-tipust mutato izolatumok kozil 30 tartozott az A. niger és az A. awamori
fajhoz. Az A. awamori fajt a kdzelmdltban revalidaltdk mint az A. niger-t6l tobb gén

szekvencia analizise és AFLP analizis alapjan jol elkiilonithet6 fajt (Perrone és mtsi 2010).

M T N NT TN N N

B L L LT T g

-

44. dbra. A PCR-RFLP analizis eredménye (N: A. niger tipus; T: A. tubingensis tipus;
M: marker; Kocsubé Sandor felvétele)
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A. niger CBS 554.65
1.5
1.2
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2.2
2.3
8.1
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7’1241
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A. lacticoffeatus CBS 101883
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25
100 6.4
24
2.7

s 6.8
6.6
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3.4
87| 4.6
3.6
r7.6
— o] 7| 4.4.1
3.3
A. awamori CBS 557 .65
7.8
L4.3
6.7
3.21
3.1
3.22

A. brasiliensis CBS 101740
A. tubingensis CBS 134.48

1 A. piperis CBS 112811

A. acidus CBS 564.65

A. costaricaensis CBS 115574

A. vadensis CBS 113365

74 A. sclerotiicarbonarius CBS 121057
A. ibericus CBS 121593

A. sclerotioniger CBS 115572
A. carbonarius CBS 111.26
3.5

5.5

A. ellipticus CBS 707.79

—mo: A. heteromorphus CBS 117.55

—— A. homomorphus CBS 101889
A. japonicus CBS 114.51
A. aculeatus CBS 172.66
A. aculeatinus CBS 1212060
A. uvarum CBS 121591
3.B1

98| 6.1
3.B2

95

100

97

A. flavus CBS 100927

A
10

45. abra. Fekete Aspergillus tipust torzsek és a mazsolamintakrol szarmazd fekete
Aspergillus izolatumok kalmodulin szekvencia alapjan készult filogenetikai torzsfaja. Az
elagazasoknal 1évé szamok a ,bootstrap” értékeket jelzik. Csak a 70% feletti értékek
vannak jelezve. A fumonizin-termelé mazsola-eredetii izolatumok vastagitva vannak.
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19. tablazat. Mazsolamintak szarmazasa és a roluk izolalt fekete Aspergillus fajok

Minta Minta eredete Minta fekete Aspergillus  N-tipusi PCR-RFLP profilt Azonositott fajok
azonosité  (véasarlas helye) tipusa izolatumok szdma  mutat6 izolatumok szama
1 Kalifornia (USA) mazsola 5 5 A. niger
2 Kalifornia (USA) magnelkdli 8 7 A. niger
mazsola
Ismeretlen A. awamori,
3 (Hollandia) mazsola 11 9 A. uvarum,
A. carbonarius
Torokorszag .
4 (Hollandia) mazsola 7 3 A. awamori
Kina .
5 (Magyarorszag) mazsola 9 1 A. carbonarius
6 Toroko_rszag Sulthana 8 6 A. awamori, A. niger,
(India) A. uvarum
7 Tgrgkorszgg mazsola 10 3 A. awamori
(Torokorszag)
8 India (India) mazsola 1 1 A. niger
Kina
9 (Magyarorszag) mazsola 3 ) )
10 Iran . mazsola 6 - -
(Magyarorszag)
11 India (India) fekete 4 .
mazsola
Dél-Afrika
12 (Hollandia) Sulthana - - -
Torokorszag
13 (Hollandia) mazsola ) ) )

A fumonizin-tartalmat RP-HPLC/ESI-ITMS eljardssal 0sszesen hét mazsolaminta
esetében vizsgaltuk. Ennél a hét mintanal talaltunk olyan Aspergillus fajok (A. niger
és/vagy A. awamori) altal torténd szennyez6dést, amelyek képesek fumonizineket
szintetizalni (45. abra). A kalibraciés mintakat (FB; és FB,) 1 pg-100 ng tartomanyban
analizaltuk és azt talaltuk, hogy a kalibracios goérbék a 10 pg-10 ng tartomanyban voltak
linearisak (r> = 0,9990 és 0,9994). A mazsolamintakban tébb fumonizint detektaltunk,
beleértve az FB;.4 toxinokat, az FB3 és FB, toxinok 3-epi izomerjeit (3-epi-FB3 és 3-epi-
FB,), izo-FB, 3 toxint, egy mazsolamintaban az FBs toxint és egy izomerjét (izo-FBs) és a
F. verticillioides izolatummal fertézott rizstenyészet mintabol altalunk (Bartok €s mtsai
2010a) azonositott 28-as szamu FB; izomert (izo-FB;), ami megegyezik Mansson és mtsai
(2010) altal A. niger tenyészetbdl izolalt és NMR eljarassal azonositott izo-FB; toxinnal,
amelyet FBg-nak neveztek el. Talan jobb lett volna, ha a toxin elnevezése izo-FB; marad
egy megfelel6 also index jeldléssel megkulonboztetve a MacKenzie es mtsai (1998) altal
elészor izolalt és szerkezetileg azonositott masik izo-FB; toxintdl. A referencia anyagok
oldatanak mazsolamintdkhoz torténé hozzaadasaval (2 mg/kg) - az oldoszer
elparologtatdsa utan — a visszanyerési értékeket is vizsgaltuk, amely az FB; és FB;
esetében 59,4% és 54,3% volt. A mennyiségi kiértékelés soran az FB; toxin kalibracios
egyenesét és visszanyerési értékét az FB;, izo-FB; és FBs, iz0-FBs, mig az FB; kalibracids

egyenesét és visszanyerési értékét az FB,.4, 3-epi-FBj;, 3-epi-FB, és izo-FB;,3 toxinok
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meghatarozasahoz alkalmaztuk. A mazsolamintak atlagos fumonizin-tartalma 7,22 mg/kg
(4,55-35,49 mg/kg) volt (20. tablazat). A legjelentésebb fumonizin-szennyezést a

kaliforniai-eredeti mazsolamintaban talaltuk, amelynek az extrahalt ion kromatogramjai

20. tablazat. Néhany mazsolaminta fumonizin-tartalma

A detektalt fumonizin izomerek és mennyiségik (ug/kg)®

Minta szama 3-epi- izo- 3-epi- izo- izo- Teljes FB-
FB1 FB3 FBa4 FBa4 FB» FBs FBs FB3 FB1 FB3(1) tartalom
1 17321,51 3716,03 673,10 1483,92 11515,78 11,99 43,80 489,93 68,08 163,40 35487,54
2 243,42 55,05 - 59,58 325,63 - - - - - 683,68
3 247,38 50,27 - - 157,14 - - - - - 454,79
4 358,18 106,84 48,46 84,50 424,60 - - - - - 1022,58
6 502,85 236,11 98,09 236,20 1055,95 - - - - - 2129,20
7 299,33 122,50 30,19 94,19 379,15 - - - - - 925,36
8 1494,18 498,95 179,22 425,61 209540 - - 62,38 - - 4755,74

% Az FB; toxin kalibracids gorbéjét és visszanyerési értékét az FBy, izo-FB1, FBs és izo-FBs, mig az FB; toxin
kalibraciés gorbéjét és visszanyerési értékét az FB,, 3-epi-FB3, FB3, 3-epi-FB4, FB4 és izo-FB33(1) toxinok
mennyiségi kiértékeléséhez alkalmaztuk; -, nem detektalhato.

(EIC) a 46. abrén lathatok. Mivel jelenleg mazsolara nincsenek mikotoxin hatarértékek
megallapitva, csak dsszehasonlitdsként jegyzem meg, hogy a kaliforniai minta fumonizin-
szennyezése Kkilencszerese volt a feldolgozatlan kukoricara érvényes Eurdpai Unids
egészségligyi hatarértéknek (1881/2006/EK, 4 mg/kg, 2. tablazat, 35. oldal) és
harminchatszorosa az emberi fogyasztasra szant kukoricara vonatkoz6 hatarértéknek (1
mg/kg, 2. tablazat, 35. oldal). A kozleményunkben (Varga és mtsai 2010) talalhatd
kromatogramok el6szor mutattak be egyltt a 3-epi-FB3/FB3 és a 3-epi-FB4/FB, toxinok
elvalasztasat, amellyel felhivtuk a figyelmet arra, hogy csak megfeleld hatékonysagu
HPLC oszloppal és kevésbé meredek gradiens (esetleg izokratikus) analizis alkalmazésaval
valaszthatok el egymastol ezek a komponensek. Azaz, minden valdsziniiség szerint eddig
azok a kdzlemények — beleértve egyik korabbi kézleményinket is (Szécsi és mtsai 2010) —
amelyek az FBj3 eés/lvagy FB, toxinok mérésér6l szamoltak be (természetes vagy
mesterséges fertézEsbol szarmazé mintakbol), a 3-epi-FBs/FBs és a 3-epi-FB4/FB,
toxinokat 1-1 cstcsban elualédva egyutt mérték. Mivel a mintdkban talaltunk FB;1- és FB3-
szennyezést is, feltételezhetd, hogy ezek a mazsolak nemcsak fekete Aspergillus fajokkal
voltak megfert6zve, vagy a bioszintézis soran bekovetkezé hibak eredményezhették Kkis

mennyiségben az FB; és FB3 toxinok szintézisét.
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46. abra. Kaliforniai-eredetli mazsolaminta (1-es szdmu minta a 19. és 20. tablazatban)
RP-HPLC/ESI-ITMS  egyesitett  extrahdlt ion  kromatogramja  (EIC, m/z
690+706+722+738, nagyitott) (A). A mazsolaminta B tipust fumonizinjeire jellemz6 m/z
értekeknel kulon felvett nagyitott extrahalt ion kromatogramok (B).
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Osszesen 30 A. niger és A. awamori izolatum taptalajon torténd fumonizin-termelését
is vizsgaltuk. A visszanyerési ertékek kiszamitasdhoz Hamilton fecskendével a
taptalajkorongokra csepegtettilk az FB; és FB, referencia anyagok oldatat (1 ug/g
taptalajkorong). Az olddszer elparolgasa utani extrakciot koveté RP-HPLC/ESI-ITMS
meérések réven szamitott visszanyerési értek a két toxinra 87,2% és 74,8% volt. A 30 fekete
Aspergillus izolatum kozil 20 (66,7%) termelt detektalhatd mennyiségben fumonizin
izomereket (21. tablazat). Ezen belul az A. niger izolatumok 80%-a, mig az A. awamori
izolatumok 53,3%-a termelt fumonizineket. Ez jo egyezést mutat az irodalmi adatokkal,
miszerint kavészemekrol izolalt A. niger izolatumok 76%-a (Noonim és mtsai 2009),
valamint sz616r6l és mazsolarol begytijtott A. niger izolatumok 77%-a (Mogensen és mtsai
2010a) volt képes fumonizinek termelésére.

Az Aspergillus izolatumok tobb fumonizint termeltek, koztiik olyanokat is, amelyeket
még nem mutattak ki fekete Aspergillus tenyészetekbdl (21. tdblazat). Igaz, az Aspergillus
tenyészetekbol detektalt fumonizinek koziil tobb is (FBj, 1z0-FB;3(1), izo-FB;3(2)) csak
nyomnyi mennyiségben volt kimutathatd. A fumonizin-termelé izolatumok 0,017-19,6

mg/kg tartomanyban termeltek fumonizineket. Az atlagos toxin-termelés 5,16 mg/kg volt.

21. téblazat. Mazsolarol begyiijtott A. niger és A. awamori izolatumok fumonizin-
termel6képessége. Az izolatum szdmokhoz lasd a 45. &brat.

A detektdlt fumonizin izomerek mennyisége (pg/kg)a

Izolatum szama izo- izo- 3-epi- 3-epi- izo- Teljes FB-
FB1 FB, FB23(1) FB23(2) FB4 FB4 FB3 FB3 FB1 tartalom
11 - 4908,33 196,34 70,07 91,52 366,47 - - 260,75 5893,48
12 - 3109,12 98,52 37,38 161,77 335,63 - - 181,48 3923,90
1.3 23,03 3310,45 113,90 34,16 168,05 291,03 - - 189,57 4130,19
1.4 28,39 246,57 - - - - - - 19,81 294,77
1.5 17,63 7153,52 226,08 69,68 143,22 418,71 - - 458,22 8487,06
2.1 22,30 6572,47 226,45 82,87 71,79 461,02 - - 333,82 7770,72
2.2 13,10 6689,70 417,95 105,96 63,69 594,05 - - 296,64 8181,09
2.4 14,11 1562,46 63,46 21,11 26,81 153,16 - - 89,33 1930,44
2.5 12,57 2971,50 92,76 32,73 35,23 140,20 - - 221,17 3506,16
2.7 17,90 4816,58 154,19 81,34 38,48 382,27 - - 389,28 5880,04
3.4 17,41 - - - - - - - - 17,41
3.6 56,43 26,89 - - - - - - - 83,32
4.3 19,44 24,66 - - - - - - - 44,10
4.4.1 29,21 2239,33 118,50 50,15 102,87 474,78 - - 85,65 3100,49
6.2 27,87 710255 269,88 86,16 505,10 698,28 - - 318,38 9008,22
6.4 15,72 14350,36 458,21 133,04 832,33 1237,79 - - 643,51 17670,96
6.6 21,55 18,52 - - - - - - - 40,07
6.7 2481,39 11649,00 593,79 183,08 1541,56 2155,48 73,36 538,49 379,49 19595,64
6.8 25,62 17,47 - - - - - - - 43,09
7.8 12,44  3239,09 21,80 12,44 4,32 27,17 - - 267,49 3584,75

& Az FB; toxin kalibracios gorbéjét és visszanyerési értékét az FBy, izo-FB1, FBs és izo-FBs, mig az FB; toxin
kalibraciés gorbéjét és visszanyerési értékét az FBy, 3-epi-FBs, FB3, 3-epi-FB4, FBa, izo-FB23(1) és izo-
FB>,3(2) toxinok mennyiségi kiértékeléséhez alkalmaztuk; -, nem detektalhato.
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Ez az érték azonban kdzel harom nagyséagrenddel elmarad a F. verticillioides izolatumok
fumonizin-termelésétél (Szécsi és mtsai 2010). A 6.7-es szamu izolatum viszonylag
jelentds mennyiségli FB; toxint is termelt (47. abra, 21. tablazat). Ez igen érdekes adat —
ami megerdsitést, ujabb kisérletek elvégzését igényli — mivel tébb kézlemény (Desjardins
és mtsai 1996; Butchko és mtsai 2006) szerint az A. niger nem képes sem az FB; sem az
FB; toxinok szintézisére. Ezzel kapcsolatban ugyanakkor szeretném megjegyezni, mint
ahogy a 4.3.1. fejezetben (85. oldal) és kozlemenylinkben (Bartok és mtsai 2010a) is
olvashato, hogy az altalunk vizsgalt F. verticillioides izolatummal fert6zott rizstenyészet
mintdb6l 28 FB; izomert tudtunk kimutatni, és a legtdbb izomert csak nyomnyi
mennyiségben. Vélemeényunk szerint a fumonizinek bioszintézisét szabalyozé génekben
bekovetkez6 mutaciok vagy transzkripcios és transzlacios hibak eredményezhetik a F.
verticillioides-ben azt, hogy egy-egy funkcids csoport a fumonizin vaz masik szénatomjara

illetve més térallasba kerul. Hasonl6 folyamatok vezethetnek egyes fekete Aspergillus

EIC, m/z 690+706+722
400-
FB, FB,
(m/z 722) (m/z 690)

300
0 FB,
£ (m/z 708)
é 3-epi-FB,
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izo-FB, i20-FBy 5 (1)
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47. dbra. A 6.7-es szamu A. awamori izolatum (43. abra, 21. tablazat) kivonatanak RP-
HPLC/ESI-ITMS extrahdlt ion (EIC, m/z 690+706+722) kromatogramja (nagyitott).
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izoldtumok FB; termeléséhez is, ugyanis mint Mansson eés mtsai (2010) kozolték és mi is
kimutattuk (Varga és mtsai 2010), az A. niger az FB; toxin egy adott izomerjét képes
szintetizalni.

Vizsgalataink alapjan feltételezhetd, hogy a fumonizinek jelentds része mar a
sz6l6szemen megtalalhatd és a szaritasi folyamat vezet a fumonizin-tartalom
novekedéséhez, mivel az A. niger a sz6l6nek is koérokozdja (Michailides és mtsai 2002,
2007; Varga és Kozakiewicz 2006).

Elokisérleteink soran egyéb magas cukortartalmu gyimolcsokben is (flige, datolya)

kimutattunk fekete Aspergillus fajokat és fumonizin-szennyezést (Kocsubé és mtsai 2011).

4.5. Fumonizinek RP-HPLC/ESI-ITMS azonositasa voroshagymaban

Osszesen hat fertézott (A-F) — a feketepenészes rothadas tineteit is mutatd — és egy
kontroll (nem fert6zott, G) vordshagymamintat (48. abra) vizsgaltunk meg. A ,,D” minta
kivételével — amelybdl A. fumigatus-t, A. versicolor-t és Penicillium fajokat izolaltunk — a
voroshagymak kiilsé és belsé rétegeibdl is sikeresen izolaltunk fekete Aspergillus fajokat
(49. abra).

48. abra. A vizsgalt fert6zott (A-F) és kontroll (G) voroshagymamintak (Bartok Tibor
felvétele).
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A fekete Aspergillus fajok mellett egyéb Aspergillus fajokat is izolaltunk, agymint: A.
ochraceus (A és C mintak), A. fumigatus (B minta) és A. flavus (E és F minta).

49. &bra. Voroshagymamintak mikobiotaja DRBC taptalajon. (Kocsubé Sandor
felvétele).

Az 5 mintardl (A, B, C, E, F) 0sszesen 38 fekete Aspergillus izolatumot nyertink.
Ezeknek a mintaknak amplifikéltuk az ITS régidjat, majd Rsal restrikcios enzimmel
emésztettiik a kapott fragmenteket. Az emésztést kovetéen — a mazsolanal mar leirtakhoz

hasonloan — az eltér6 RFLP-mintazatok alapjan a fekete Aspergillus torzsek két csoportjat
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kilonboztettilk meg: N-mintdzatot az A. niger, T-mintdzatot pedig az A. tubingensis
izolatumok esetében lehetett megfigyelni. Az A. niger ITS régidja tartalmazza az Rsal (5°-
GT/AC-3) felismerési helyét a 75-0s pozicional, mig az A. tubingensis nem. Vizsgalataink
alapjan az izolatumaink kozil 35 mutatott ,,N”-tipusu PCR—-RFLP-mintéazatot.

Az izolatumok fajszintli besorolasahoz a fekete Aspergillus izolatumok kalmodulin
génje egy szakaszanak szekvencia analizisét alkalmaztuk (Samson és mtsai 2007). Az
evolucios kapcsolatokat a ,,Maximum Parsimony” mddszer segitségével abrazoltuk. A
kalmodulin génszakaszok illesztése 26 parszimonia szempontjabol informativ karaktert
tartalmazott. Az analizis eredményeként kapott 653 egyforma hosszUsagu fa kozil egyet a
50. &bra mutat be (fahossz: 81, konzisztencia index: 0,74419, retencios index: 0,9052). A
vordshagymamintakbdl nyert mind a 35 fekete Aspergillus izolatum az A. awamori fajhoz
tartozott. Perrone és mtsai (2010) multilokusz szekvencia vizsgalat és AFLP analizis
alapjan megallapitottak, hogy az A. awamori, az A. niger-hez hasonlé filogenetikai faj. Ez
a faj az A. niger-t6l a molekularis adatok, pl. szamos fehérjét (B-tubulin, kalmodulin, o
transzlacios elongacids faktor) kodold gén szekvenciaja alapjan (Perrone és mtsai 2010)
valamint AFLP és RAPD analizissel is (nem kozolt adatok) konnyen megkiilonbdztethetd.
Az A. niger-hez hasonléan az A. awamori izolatumok jelentés szazaléka is képes
ochratoxinok és fumonizinek bioszintézisére (Varga és mtsai 2010; Frisvad JC, személyes
kozlés).

A fumonizinek liofilizalt voréshagymamintak kivonataibol torténd meghatarozasahoz
szintén tobbpontos (1 pg — 50 ng FB; és FB; injektdlva az oszlopra) kiils6 standard
kalibréciot alkalmaztunk. Az FB; és FB, toxin kalibraciés gorbéje a 10 pg — 10 ng
tartomanyban lineéris volt (r>=0,9989 és 0,9971). Az FB; és FB, toxinok oldataival végzett
visszanyerési vizsgalatok soran 0,1 és 1 mg/kg koncentracidban adagoltuk a referencia
anyagokat a kontroll véréshagyma (G minta) liofilizalt pormintaihoz. A visszanyerési
értékek az FB; és FB; toxinra 93,7 és 96,7% illetve 90,4 és 99,4% volt.

Két mintaban (A és C) detektaltunk fumonizineket (51. abra), teljes mennyiségiik 0,32
és 0,33 mg/kg volt (22. tablazat). FB,.4, 3-epi-FB4 és izo-FB; (Mansson és mtsai 2010
szerint FBg toxin) toxinokat mutattuk ki, amelyeket az A. awamori fumonizin-termelésével
is kapcsolatos korabbi kdzleményinkben mar leirtunk (Varga és mtsai 2010). Korabban
egy masik fumonizin-termelésre képes gombafajrél, a F. proliferatum-rol is kimutattak,
hogy a voréshagymat is képes megfertézni (Dissanayake és mtsai 2009a,b; Du Toit és
mtsai 2003; Galvan és mtsai 2008; Stankovic és mtsai 2007). Vizsgalataink sordn azonban

ezt a gombafajt a voroshagymakrol nem tudtuk izolalni.
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A. awamori CBS 557.65

o7

A. niger CBS 554.65
98 lA. lacticoffeatus CBS 1101883

A. tubingensis CBS 134.48
i|__A- acidus CBS 564.65
A. piperis CBS 112811

A. costaricaensis CBS 115574
‘ L A vadensis CBS 113365

A. brasiliensis CBS 101740
-A. carbonarius CBS 111.26

50. &bra. A voroshagymardl szarmazo fekete Aspergillus izolatumok filogenetikai faja és
fajszinti besorolasuk a kalmodulin szekvencia adatok alapjan. Az agak folotti szamok a
,,bootstrap” értékeket jelzik.

Tovabba, a F. proliferatum legnagyobb mennyiségben termelt fumonizinje az FB; toxin,
amely a fert6zott voroshagymamintakban nem volt kimutathatd. Helyette az FB, és FB,
toxinokat mutattuk ki a legnagyobb mennyiségben, amelyek az A. niger és az A. awamori
f6 fumonizinjei (Frisvad és mtsai 2007; Mogensen és mtsai 2010a; Varga es mtsai 2010).
Ezek az adatok jelzik, hogy feltehetéen az A. awamori felelés a voréshagymak fumonizin-

szennyezéséért. Korabbi vizsgalatok jelezték, hogy az A. niger/A. awamori izolatumok
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kétharmada képes fumonizineket termelni (Noonim és mtsai 2009; Logrieco és mtsai 2009;
Mogensen és mtsai 2010; Varga és mtsai 2010). Erdekes eredmény, hogy az ,,A” mintaban
a 3-epi-FB4 mennyisége meghaladta az FB, mennyiségét, ugyanakkor korabbi munkank
soran a mazsolamintakban az FB, mennyisége minden esetben meghaladta a 3-epi-FB,
mennyiségét (Varga és mtsai 2010). Csak nyomnyi mennyiségben (a jel/zaj viszony 3-4x-
ese) sikerilt kimutatni az FB3 toxint (A és C minta), az izo-FB; (FBg) toxint (A minta) és
az FB;3(1) toxint (A és C minta, Varga és mtsai 2011).

254 A
FBZ —_— .
(m/z 7086) 3-epi-FB,
(m/z 890)
20 FB,
—
(m/z 690)
15
FB, is0-FB, 5(1)
(m/z 706) is0-FB, (m/z 706)
104
0 l (m/z 722) l

. l
WWW WW

804 C FB,

(m/z 690)

Intenzitas (Kcounts)

70

60

50

40 FB,
FB, (m/z 706)
30 (m/z 706) l
20 l
10 \
D_
T T T 1
20 30 40 50 60

Retenciés id6 (min)

51. abra. Voroshagymamintdk (A és C) RP-HPLC/ESI-ITMS extrahalt ion
kromatogramja (EIC, m/z 690+706+722).

A hagymaban talalhat6 alliin és egyéb antimikrobialis hatasi komponensek miatt
viszonylag kevés gombafaj képes rajta novekedni (Filtenborg és mtsai 1996), aminek
kovetkezményeként elég ritkan lehet mikotoxinokat talalni benne. Ochratoxint sem tudtak
még kimutatni vOoréshagymaban, s6t amikor patulin-termelé Penicillium expansum, P.
urticae vagy Byssochlamys nivea torzsekkel fertézték a hagymat, akkor sem tudtak patulint

kimutatni (Frank 1977), mivel a miiszerek akkori érzékenysége nagysagrendekkel elmaradt
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a mikotoxin mérésre alkalmas mai berendezések érzékenységét6l. A malformint amely az
A. niger masodlagos anyagcseréjének terméke, a vordshagyma kiilsé burokleveleiben
tudtdk kimutatni (Curtis és mtsai 1974). Noha az FB; toxint mar azonositottak F.
proliferatum altal fert6zott fokhagymaban (Seefelder és mtsai 2002), ismereteink szerint
voroshagyméaban fumonizineket még nem mutattak ki. A két voroshagymamintéban
viszonylag alacsony koncentracioban (~0,3 mg/kg) mutattunk ki fumonizineket (22.
tablazat), vizsgalataink jelentéségének megitéléséhez tobb, kiilonféle helyrél (tobb

orszaghol) szarmazo vordshagymamintat célszerii a jovoben megvizsgalni.

22. tblazat. Voroshagymamintak fumonizin-tartalma.

A detektalt fumonizinek mennyisége (ug/kg)®

Minta Teljes
FB2 FB3 FB4 3-epi-FBy izo-FB;1 (FBg) iz0-FB2,3(1) fumonizin-

tartalom

A 203,75 9,50 48,46 58,58 6,21 16,14 324,64

B - - - - - - -

C 16,73 25,06 288,22 - - - 330,01

D - - - -

E

F

G

% Az FB; kalibracios gorbéjét és visszanyerési értékét az izo-FB;, mig az FB, kalibracios gorbéjét és
visszanyerési értékét az FB,, FBs, FB4, 3-epi-FBs and izo-FB;3(1) toxinok mennyiségi kiértékeléséhez
alkalmaztuk; -, nem detektalhato.

Koréabban, az A. niger és az A. awamori gombafajokkal kapcsolatban igazoltak, hogy
a fuzariumokkal szemben alacsony vizaktivitds mellett is képesek fumonizineket termelni
(Frisvad és mtsai 2007; Varga és mtsai 2010). A magas cukortartalmi mez6gazdasagi
termékeken kiviil (pl. mazsola, flige) ugy tiinik, hogy a voréshagyma viszonylag Széraz
kiilsé buroklevelei elésegitik ezeknek a gombafajoknak a fumonizin-termelését. Tovabbi
vizsgalatok szlikségesek annak az igazolasara is, hogy vajon a fekete Aspergillus fajok a
tarolas soran szennyezik a voroshagymat, vagy meg a szanto6foldon, mivel tobb szerzének
is az a véleménye, hogy az A. niger-nek endofita életmddja van a hagymaban (Lorbeer és
mtsai 2002; Tuffley és Lorbeer 2002; Palencia és mtsai 2010).
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5. OSSZEFOGLALAS, UJ EREDMENYEK

Kiilonféle termohelyeken, kiilonféle novényfajokrol (foként kukorica) és egyéb
forrasokbdl begyiijtétt és azonositott Osszesen 60 F. verticillioides izolatummal
termeltettiink fumonizineket szilard fermentacioval, rizstenyészetben. Viszonylag meredek
gradiens RP-HPLC elvalasztas utan ESI-ITMS eljaréssal detektaltuk az FB;.4 toxinokat. A
vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy mindegyik izolatum termelt fumonizineket és az
izolatumok kdzel 50%-a jelentés mennyiségii FB;.4 toxint termelt. Sem az FB.4-termelés
mennyiségét, sem a négy FB analdg egymas kozotti aranyat az izolatum eredete nem
befolyasolta. Az izolatumok tobbségénél (85%) a termelt teljes FB;.4 mennyiségének
atlagosan 75 %-a FBy, 18 %-a FB;, 5 %-a FB3, 2 %-a FB, volt. Az izolatumok Kisebb
része (12%) jelentosebb mennyiségben termelte az FB3 toxint, mig két izolatum a
tobbitél |ényegesen eltéré aranyban termelte az FB, és FB, toxinokat, igy
feltételezhetjuk, hogy Magyarorszagon a F. verticillioides legalabb két kiilonbozo
kemotipusa kiséri a kukoricandvényt (Szécsi és mtsai 2010). Egyiittmiikodésben
végzett Kkutatasunk eloszor térképezte fel Magyarorszagon a F. verticillioides
elterjedését.

Az elOkisérletek alapjan kivalasztott rizstenyészet Kkivonatdnak — meredekebb
gradienst alkalmazé — RP-HPLC/ESI-ITMS és ITMS? vizsgalata soran, kordbban mar
publikalt fumonizinek mellett, 41 (j fumonizint és fumonizin izomert azonositottunk
(Bartok és mtsai 2006, Bartok és mtsai 2008). A f6 komponens (FB;) 0,02%-aban a
mintdban jelenlévé fumonizinekrdl még jellemzé — az azonositdsukat segitd — MS?
spektrumokat sikeriilt nyerni. A molekulaionok MS? spektruma alapjan a kiilonbozé
fumonizin analégokra részletes fragmentacios utvonalakat vazoltunk fel (koztik
Gjakat is). A szamos Uj fumonizin kozul ki kell emelni az FD-t és az FBX analdgokat.
Az FD toxin esetében a szénlanc — az eddig publikalt fumonizinekhez képest — kevesebb
atomot tartalmaz, ami valdsziniisiti, hogy a hosszabb szénldnci komponensek prekurzora
lehet. A 16 (j FBX analognél a fumonizin vazon lévé OH-csoportok kozil egyet vagy
kett6ét nem a trikarballilsav, hanem egyéb szerves sav (cisz-akonitsav, oxalfumarsav,
oxalborostyankésav) észteresit. Ezt a fumonizin csoportot az FB analdgokhoz hasonlo
szerkezetik miatt neveztik el FBX-nek. Az FBX-tipusu fumonizinek illetve
fumonizin prekurzorok azonositasaval igazoltuk a fumonizinek trikarballil-csoportjai
citrat-ciklus eredetét, mivel a TCA az el6bb emlitett szerves savakbdl egy-ket

enzimatikus lépéssel kialakulhat.
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A fumonizin izomerek HPLC elvélasztdsara a kordbban kozolteknél
hatékonyabb modszert dolgoztunk ki, egy — a gyartd Aaltal szerkezeti izomerek
elvalasztasara javasolt — RP-HPLC oszlop és a kordbban alkalmazotthoz képest kevésbée
meredek gradiens ellcio felhasznalasaval. Ezzel az oszloppal az FB; és FBs toxinok 28
(Bartok és mtsai 2010a) valamint 22 izomerjét (Bartok és mtsai 2011a) sikertlt
elvalasztani és ESI-ITMS valamint ESI-TOFMS eljarasokkal azonositani F.
verticillioides izolatummal fert6zott rizstenyészet Kivonatabol. Az FB; és az FBs
izomerek molekulaionjai ITMS? spektrumaiban 15 és 20 jellemzd fragmension volt
megfigyelhetd, koztik az azonositdsukat megkonnyité, a CID fragmentécié végén
visszamaradd szénhidrogén vaz is (m/z 299 és m/z 297). Az FB;- és FBs izomerek FB;
toxin-tartalomra vonatkoztatott relativ mennyisége 0,001 és 0,579% valamint 0,001 és
0,304% kozott volt. Harom FB; és 6t FBs toxin izomer fordult elé viszonylag nagyobb
mennyiségben. Esetlikben nyilik lehet6ség a szerkezetvizsgalathoz sziikséges mennyiségii
és mindéségli anyag elballitasara. A pontos tdmeg meghatarozédsara alkalmas TOFMS
eljarast kutatécsoportunk alkalmazta elészor fumonizin izomerek azonositasara. A
pontos tdmegmeérés alapjan a TOFMS késziilék ,,Mass Hunter” szoftvere mindegyik FB; és
FBs izomer esetén az els6é helyen javasolta a CzsHsgNOgs és CgyHsgNOjg tapasztalati
képleteket.

Az ESI-ITMS és ESI-TOFMS készllekekkel — a kevésbé meredek gradiens HPLC
elvalasztast alkalmazva — hat (2-2-2 izomer) 0j, a korabban k&zoélteknél magasabb
molekulatomegii fumonizint is azonositottunk (Bartok és mtsai 2010b). A HPLC
elvalasztas sordn ezek a fumonizinek kozel 100% MeCN-nel (0,1% HCOOH-val
kiegészitve) eludlddtak a C18-as alléfazist tartalmazé HPLC oszloprdl, jelezve, hogy az
addig kozolt fumonizineknél joval apolérisabbak. Az ITMS spektrumok egyértelmiien
mutattak az apolaris fumonizinek molekulaionjai m/z értékét (960, 984, 986). A
molekulaionok CID-MS spektrumaiban talalhatd fragmensionok m/z értéke (beleértve a
szénhidrogén vaz 299-es m/z értékét is) jelezte, hogy a magas molekulatomegii
fumonizinek szerkezete az FB; toxinéhoz hasonld, Kivéve azt, hogy tovabbi funkcids
csoport is taldlhatd a molekulajukban. A TOFMS miiszerrel mért pontos tomegértékek
alapjan a kiértékeld szoftver az Uj komponensek esetében egyértelmiien jelezte a
CsoHggNO1g, CsoHggNO1s és Cs,HoiNO;js tapasztalati kepleteket a hozzajuk tartozo
szamitott pontos tomegértékekkel egyitt (960,6254; 984,6254 és 986,6411). Ezekbdl a
tapasztalati képletekb6l — az FB; toxin tapasztalati képlete segitségével — sikerult

azonositani a fumonizin vazon lévé harmadik acil-csoportokat (palmitil, linolil vagy
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oleil), azaz esetlikben feltehetéen a fumonizin vdz egyik OH-csoportjat palmitinsav,
linolsav és olajsav észteresiti, vagy ezek a szerves savak — hasonléan a ceramidokhoz — a
primer amino-csoporttal keépeznek savamidot. A fumonizin irodalomban jelenleg
alkalmazott elnevezéseket (pl. FBi1, PHFB; = részlegesen hidrolizalt FBi; HFB; =
hidrolizalt FB;) figyelembe véve az Uj fumonizineket észterezett FB; toxinoknak (EFB;)
neveztlk el. A neviik végén talalhatd két betli utal a harmadik szerves savra (EFB; PA,
izo-EFB; PA, EFB; LA, izo-EFB; LA, EFB; OA és izo-EFB; OA). A harmadik acil-
csoport miatt ezek a vegyiiletek a tobbi, polaris karakterti fumonizinhez képest eltérd,
er0sebb bioldgiai hatassal (toxicitassal) rendelkezhetnek.

Szintén a kevésbé meredek gradiens elvalasztast alkalmazva a masok altal kozolt
FP1.3 toxinokon Kkivil 6t aj FP analdgot, az FP, toxint és négy FP izomert (izo-FP;.4)
sikerult kKimutatnunk a vizsgalt rizstenyészet kivonatban (Bartok és mtsai 2011b). Az
Uj FP analégok létezését az aldbbi kisérleti adatok tdmasztottdk ald: 1) azonos
kromatografalasi kortlmények kozott nyert retencios idok, 6sszehasonlitva azokat a mar
ismert FB1.4 és FP1.3 vegyiiletek retencids idejével és az FB; toxinra vonatkoztatott relativ
retenciokkal; 2) ESI-TOFMS mérés soran kapott pontos témeg adatok; 3) ESI-ITMS?-el
nyert CID-MS spektrumok eés fragmentaciés mintazat. Az FP;, toxinok retencids id6
szerinti sorrendje (FP, < FP3 < FP, < FP4) megegyezett az FB;.4 toxinok sorrendjével (FB;
< FB3 < FB; < FB,). Ezek az elucids sorrendek segitették az FP, vegyllet azonositasat a
TOFMS és az ITMS eljarassal is.

Kiilonbozé orszagokbol szarmazdé mazsolamintak fumonizin-tartalmat és a
mazsolakrdl izolalt fekete Aspergillus fajok taptalajon toérténé fumonizin-termelését
vizsgaltuk. Osszesen 72, mazsolarol szarmazo fekete Aspergillus izolatum ITS régidjanak
PCR-RFLP analizise, valamint a kalmodulin gén egy szakaszanak szekvencia analizise
alapjan 30 izolatum tartozott az A. niger és A. awamori fajhoz, koziilik az RP-HPLC/ESI-
ITMS analizis alapjan 20 termelt taptalajon atlagosan 5,16 mg/kg fumonizint. A korabban
A. niger-ben azonositott FB,, FB, és izo-FB; (FBg) toxinok mellett kimutattunk
néhany olyan fumonizin izomert is — legtobbjiket nyomnyi mennyiségben — melyeket
korébban Aspergillus fajokban nem detektéltak (pl. FB;, FB3, 3-epi-FBs, 3-epi-FB,). A
mazsolamintak atlagos fumonizin-tartalma 7,22 mg/kg volt, ami koézel kétszerese az EU-
ban feldolgozatlan kukoricara érvényes egészségugyi hatarérteknek (4 mg/kg). Egy
Kaliforniabdl szd&rmaz6é mintaban koézel 36 mg/kg 6sszfumonizin-tartalmat mutattunk Ki,
ami kilencszerese az el6bb emlitett hatarértéknek. A mazsolabol és a fekete Aspergillus
fajokkal fert6zott taptalajmintakbol készitett kivonatok RP-HPLC/ESI-ITMS analizise
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sordn a specidlis HPLC oszloppal és kevésbé meredek gradiens elvalasztassal elészor
mutattuk be bioldgiai mintdbol a 3-epi-FB, és FB, toxinok elvalasztasat. Ezzel az
elvalasztassal felhivtuk a figyelmet arra, hogy biologiai mintakbdl a 3-epi-FB3; és FB;
valamint a 3-epi-FB,; és FB,4 toxinok csak megfelelé hatékonysagi HPLC oszloppal,
kevésbé meredek gréadiens, esetleg izokratikus analizissel valaszthatok el egymastdl (Varga
és mtsai 2010). Fentiek alapjan valdszintsitheté, hogy szikség lehet — amennyiben a
tovabbi vizsgalatok hasonld eredményeket hoznak — azon magas cukortartalmu
élelmiszerek (pl. mazsola, flige, datolya, aszalt gyumolcsok) esetében is hatarérték
megéllapitasara, amelyeket a fekete Aspergillus fajok képesek megfertézni €s a
szubsztratban fumonizineket szintetizalni.

A Magyarorszagon  kiskereskedelmi  forgalomban  véasarolt penészes
voroshagymamintak (6 db) Kkiilsé szaraz és belsé husos burokleveleinek mikobiota
vizsgélata azt mutatta, hogy egy Kivételével az 6sszes minta fekete Aspergillus
fajokkal volt fertézédve. Fajszintli besorolasukat a kalmodulin gén egy szakaszanak
szekvencia analizisével végeztik el. Az izolatumok szekvencia-alapu vizsgalata alapjan
megallapitottuk, hogy mind a 35 izolatum az A. awamori fajhoz tartozott. Két minta
0,3 mg/kg koncentraciéban volt szennyezve fumonizinekkel. Az izomerek kozil izo-
FBi-et (FBg), FBy4-et, 3-epi-FBs-et, és egy izo-FB, 3 format azonositottunk. Erdekes
megfigyelés, hogy az egyik mintdban a 3-epi-FB4 mennyisége valamivel meghaladta az
FB,4 toxin mennyiségét, mig a masik fumonizin-tartalmd mintaban a 3-epi-FBy4-et nem
tudtuk kimutatni. A szekvencia és a fumonizin 06sszetétel vizsgélatok alapjan
valészinisithetd, hogy a Magyarorszagrol szarmazd voroshagymak feketepenészes

rothadasaert és fumonizin-szennyezéséért az A. awamori a felels (Varga és mtsai 2011).
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6. TOVABBI FELADATOK, LEHETOSEGEK A FUMONIZIN KUTATASBAN AZ

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

ERTEKEZES EREDMENYEINEK TUKREBEN

Annak a vizsgalata, hogy a rizstenyészetben legjobb fumonizin-termel6képességgel
rendelkezé F. verticillioides izolatumok az értekezésben k6zolt Uj fumonizineket vagy
egy résziket képesek-e in vivo korilmények kdzott is szintetizalni. Ehhez tenyészkerti
korilmények kozott a kivalasztott izolatumokkal a kukoricandvények (csovek)

mesterséges fertdzését tervezziik.

Az értekezésben kodzolt dj fumonizineken kivil a részletesen vizsgélt F. verticillioides
izolatum egyéb még azonositatlan fumonizineket is termelt. Ezek kozil célszerli lenne

minél tdbbet azonositani.

Az azonositott Uj fumonizinek izolalasa — kilénos tekintettel az FBX- és a harom acil-
csoportot tartalmaz6 EFB; analdgokra — és szerkezetilk spektroszkdpias modszerekkel
torténé meghatarozasa. Erre a f6 komponenshez (FB; toxin) képest legalabb 0,1%

mennyiségben a rizstenyészetben jelenlévd fumonizinek esetén nyilik reélis lehetdség.

A szerkezetazonositott (j fumonizinek toxicitdsanak vizsgalata sejttenyészetben,

kontrollként az FB; toxint alkalmazva.

Az értekezés 1. tablazataban szereplé fumonizin-termelésre képes mikroszkopikus
gombafajok vizsgalata a mai érzékeny HPLC/MS és MSMS eljarasokkal, annak az

eldontésére, hogy képesek-e termelni egyéb fumonizineket is.

Fekete Aspergillus fajok altal fert6zott eélelmiszeripari alapanyagok és termékek
fumonizin-tartalménak rutin vizsgalata annak eldontésére, hogy fogyasztasukban rejlik-
e és milyen foku élelmiszerbiztonsagi kockazat. A mérési eredményekrdl az

Elelmiszerbiztonsagi Hivatal (MEBIH) és az EU illetékes bizottsaganak a tajékoztatasa.
Fekete Aspergillus fajok fumonizin geénklasztereinek vizsgalata, kilénos tekintettel

azon izoldtumokra, amelyek tenyészeteiben az FB, és FB, toxinok mellett egyéb
fumonizinek is detektalhatok.
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KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom a Gabonakutatd Non-profit Kft. és jogelédjei féigazgatdinak (Dr.
Széaniel Imre, Dr. Erdei Péter, Dr. Frank Jozsef, Dr. Matuz Janos) és Dr. Mesterhazy
Akos akadémikusnak hogy az Altaluk vezetett kutatohelyen és kutatocsoportban
dolgozhattam és biztositottdk szdmomra a kutatési feltételeket. Kdszondm Dr. Szécsi
Arpadnak az MTA doktoranak, az MTA NKI tudomanyos tanacsaddjanak, hogy koréabbi
egyiittmiikodésiink eredményeként 2005-ben egy, a Fusarium verticillioides izolatumok
fumonizin-termelésével kapcsolatos OTKA palyazatba kozremiikodoként bevonta
laboratériumunkat, amely kdz6s munka eredményei képezték jelen értekezés alapjat.
Halaval tartozom Dr. Barabas Zoltan akadémikusnak és elsé kozvetlen fénokomnek, Dr.
Séagi Ferenc tudomanyos fémunkatarsnak - akik sajnos mar nincsenek kozottiink - hogy
kezdettdl fogva egyengették tudomanyos palyamat a Gabonakutatoban. KoszonOm a
Gabonakutatd tudomanyos fémunkatarsdnak Dr. Varga Monikanak és laboratoriumi
asszisztenseinek Vargané Bogdan Evanak és Zentai Beatanak éaldozatos segitségiiket.
Megkdszondom Tolgyesi Laszlo preciz, igényes munkajat, amelyet az ELTE EKOL
laboratériumaban a TOFMS vizsgalatok elvégzése soran nyujtott. Készonetemet fejezem
ki Dr. Varga Janosnak az MTA doktoranak, az SZTE TTIK Mikrobiol6giai Tanszék
egyetemi docensének, hogy bevont az A. niger és A. awamori izolatumok fumonizin-
termelésével kapcsolatos kutatasokba. Megkdszondom Dr. Véha Antal egyetemi tanarnak
az SZTE Meérnoki Kar dékénjanak és Dr. Gyimes Erné egyetemi docensnek az SZTE
Mérnoki Kar stratégiai és innovaciés dékanhelyettesének, hogy biztositottak szamomra a
mikotoxin kutatas folytatasahoz és az értekezés elkészitéséhez nélkildzhetetlen nyugodt
korilményeket. Koszonom édesapamnak, Dr. Bartok Mihaly akadémikusnak, az SZTE
TTIK Szerves Kemiai Tanszék emeritus professzoranak a szakmai egytittmiikodést és azt,
hogy merhettem az MTA Sztereokémiai Kutatdcsoportja altal beszerzett ioncsapdas
tomegspektrométerrel. Megkdszondm csaladomnak, hogy a kutatdmunkamhoz a nyugodt
csaladi hatteret biztositotta. Végul, de nem utols6 sorban szeretném megkdszonni az
OTKA, az NKTH, az FVM és az EU palyazati tamogatasat, amelyek nélkil vizsgalataink

jelentds részét nem tudtuk volna elvégezni.
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