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Bartdk Tibor: Uj fumonizin mikotoxinok azonositdsa HPLC/MS modszerekkel cimii
akadémiai doktori értekezésérol készitett biralatara

Mindenekel6tt megkdszonom Opponensem igen részletes opponensi véleményét
elismerd ¢€s birald szavait, amelyekbdl a tovabbi kutatdmunkdm soran igyekszem minél tobbet
felhaszndlni. Biralatdban szerepld megjegyzéseire, kérdéseire az abban megjelent sorrendben
valaszolok.

Vélaszok az altalanos észrevételekre:

Kdszonom eddigi munkassagommal kapcsolatos pozitiv véleményét és a nyilvanos
vita kitlizésére tett javaslatat. Ami a fumonizinek kutatasaban elért eredményeket illeti, az
alabbiakkal egészitem ki az értekezésben leirtakat.

- A fumonizinekkel a PhD fokozat megszerzését kovetéen, 2004-ben kezdtem el
foglalkozni. Az eddigi eredményeket jol mutatjadk a megjelent és megjelenés alatt 1évo
kdzleményeim és az egyre novekvd szamu hivatkozasok és szovegkornyezetik. A
fumonizines kozleményeinkre kapott hivatkozasok kozil szeretném kiemelni ZO6llner és
Mayer-Helm 47 oldalas 6sszefoglald munkajat (Zollner és Mayer-Helm 2006), amely a
mikotoxinok HPLC/MS vizsgalatarol sz6l és megjelenése 6ta az egyik legidezettebb és
legjelentésebb munka a mikotoxinok HPLC/MS meghatérozasa terén. Ebben a kdzleményben
az els6 fumonizines kozleményiinkre (Bartok és mtsai 2006) 10 alkalommal hivatkoznak. Ez
a kozleményink, megjelenése 6ta mar tébb mint 50 hivatkozast kapott. Az elészor felfedezett
valtozatos szerkezet(i 40 Uj fumonizint nem 4-5 kdzleményben publikaltuk (az uj FA, FB, FC
és FBX analdgokat kilon-kilon is lehetett volna kdzdlni), hanem egyben. A nemzetkozi
szakirodalom reagalasat jol érzékelteti az utdbbi években (2012-2013) megjelent
szovegkornyezeti hivatkozasok mellékelt jegyzéke is. Ugy gondolom, az ,altalanos
észrevételek”-ben leirtak indokoljak, hogy e helyen réviden 6sszefoglaljam a disszertacio
benyujtasa Ota nyert Ujabb vizsgalatokkal egyiitt a fumonizinek kutatasdban elért eddigi
eredményeinket.

- A kutatécsoportunk eddig 7 kdzleményben 102 Gj fumonizint kozolt, illetve van kozlés
alatt. Kozuluk is igen fontos kiemelni az eddig ismeretlen FBX csoport fumonizinjeit
amelyekkel el@szor bizonyitottuk (Bartok és mtsai 2006) a trikarballil-csoport citrat-
ciklus eredetét.

- Az altalunk el6szor leirt (Bartok és mtsai 2010a, 2013c), harom acil-csoportot tartalmazo
apolaris karakteri FB analogok valoszinli, hogy a jelenleg ismert legtoxikusabb
fumonizinek (Harrer és mtsai 2013), amelyeket olasz kutatok a mi kdzleményiink alapjan
mar természetes fert6zottségli kukoricaban is megtalaltak (Falavigna és mtsai 2013).

- Nincs tudomasom egyetlen olyan kdzleményrél sem, amely barmely alacsonyabb- vagy
magasabb rendii é16 szervezetben eléfordulé komponens és legaldbb 28 (Bartok és mtsai
2010Db), illetve 22 (Bartok és mtsai 2013a) izomerje HPLC elvalasztasat bemutatta volna.

- Mi mutattuk ki el6szor, hogy az Aspergillus awamori is képes fumonizineket szintetizalni
(Varga és mtsai 2010).

- Voroshagymaban mi mutattunk ki és kozoéltlnk elészor fumonizin szennyezést. (Varga és
mtsai 2012)

Fontosnak tartom azt is megjegyezni, hogy mar kilfoldi és hazai egyetemek, valamint
az egyik legjelentésebb, mikotoxin referencia anyagokat forgalmazo ceg is megkeresett mar
egylittmiikodési javaslattal. Szeretném azt is megjegyezni, hogy eredményeink kapcsolddnak
két OTKA (OTKA 46739, OTKA 77612), egy GAK (ALAP1-00073/2004) és egy EU
(KBBE-2007-22269-2 MY CORED) palyazathoz is. Az els6 OTKA palyazatnak koszonhetd a
fumonizin kutatasunk elindulasa, a F. verticillioides magyarorszagi elterjedésenek a



feltérképezése és az els6 46 1j fumonizin leirasa. A masodik OTKA palyazatunk kapcsolodik
a 28 FB;, a 22 FBs és a 6 acilezett FB1 szarmazék, tovabba az FP izomerek leirasa. Azt
gondolom, hogy az egyiittm{ikdést javasold kutatdoi megkeresések, és a témaban elnyert
palyazatok is a szakmai tevékenység elismeréset és megmeérettetéset jelentik.

Az ELTE EKOL laboratériumaban én kerestem meg Tolgyesi Lé&szlot a TOFMS
vizsgalatokkal kapcsolatban, mivel ilyen tipusu készilékkel nem rendelkeztiink. Az (j
fumonizinek nagy részét HPLC/ESI-ITMS és MS/MS modszerrel mar korabban
azonositottam, megerdsités végett szerettem volna elvégezni a TOFMS méreseket is. Mivel a
vizsgalatok pozitiv eredménnyel zérultak természetes, hogy ezek az eredmények is bekeriltek
tjabb kdzleményeinkbe, amelyekben értheté modon O is tarsszerzd lett.

Az értekezéssel kapcsolatos formai megjegyzéseit koszonom, jelents részével
egyetértek és tovabbi publikécioink elkészitése soran figyelembe fogom venni azokat.

- A nagy tablazatoknal a betiméretet a szovegtorzsnél alkalmazottnal kisebbre
valasztottam elsOsorban azért, hogy a tablazat torés nélkiil egy oldalra keriilhessen.
Szamos szakfolyoirat szerz6i instrukcidiban szerepel az, hogy pl. 8-as méretnél nem
lehetnek nagyobbak a betiik a tablazatban. Néhany abranal valdban vehettem volna
nagyobbra a betliméretet.

- Az, hogy pontot kell-e tenni az abrak és tablazatok cime utdn azt a folydiratok
hatarozzak meg. Véletlenszertien attanulmanyozva 5 fumonizines kozleményt, 4 esetben
volt pont az abrak és tablazatok cime végén.

- A fekvé oldalaknal a ,,Word” programmal nem tudtam megoldani azt, hogy az
oldalszamok a jobb alsd sarokba keriiljenek. Utolag végiggondolva, valoszindi, hogy
ezen odalakndl az lett volna a célravezeté megoldas, ha elére ranyomtattam volna a
fekvé lapokra az oldalszdmokat és utdna visszahelyezve a nyomtatdba a megfeleld
abrék, illetve tablazatok lettek volna nyomtatva Ujabb oldalsz&m nélkdl.

- Azt gondolom, hogy az értekezés tanulmanyozasat nem zavarta, hogy nem tiintettem fel
a két oldalas abrék és tablazatok esetében mindkét oldalon a cimeket. JAI lathatoan
jelélve van ezeken az abrakon, illetve tablazatokon, hogy az abra és a tablazat
folytatddik, illetve folytatasa az el6z6 oldalon 1évének. Ezt a megoldast szintén szamos
kdzleményben lattam (pl. az el6bb emlitett Zollner és Mayer-Helm-féle cikkben) és a mi
kdzlemenyeinkben is igy szerepel.

Véleményem szerint a tébbes szam hasznalata szerényebb megoldas, még akkor is, ha
a vizsgalatok jelentds részét én végeztem. Ezt a szdmos kutatési teriilet alkalmazasat igényld
munkat egy személyben képtelenség lett volna egyedil elvégezni. Egy személyben nem lehet
magasszintii jartassagot szerezni minden eljarasban, mint pl. a fonalas gombak taxonémidja,
az in vitro technikak, az elvalasztastechnikai és tomegspektrometrias eljarasok és molekularis
modszerek. Nekem sem sikerilt, azonban a Gabonakutatoban abban a szerencsés helyzetben
volt részem, hogy éveket dolgozhattam Dr. Sagi Ferenc és Dr. Pauk Janos iranyitasaval a
biotechnoldgiai laboratoriumban, részt vehettem a Dr. Mesterhazy Akos akadémikus
iranyitasaval a fuzarium kutatasban, tobb mint két évtizedig vezethettem a nagymiiszeres
laboratériumot és bekapcsolodhattam a Dr. Szécsi Arpad és Dr. Varga Janos vezetésével
folyé Fusarium verticillioides torzsek illetve fekete Aspergillus fajok fumonizin termelésével
kapcsolatos kutatdsokba is. Megjel6ltem a dolgozatban, hogy a kutatomunka mely fazisait
végezték mas kutatocsoportok, mely felvételeket készitették masok és azt is, hogy a TOFMS
méreseket az ELTE EKOL-ban végeztik. Itt a tobbes szam kilondsen helytallo, mert a
TOFMS mérések sordn végig jelen voltam, segitettem a mérérendszer Osszedllitasat és a
mérési paraméterek beallitasat.



Valaszok a ,,Részletes értékelés”-hez:

A Roviditések jegyzékével, a Célkitiizésekkel, és az Irodalmi attekintéssel

kapcsolatos megjegyzéseit koszonom.

A T-2 és HT-2 toxinoknak nincs mas elnevezése (az igen hosszU kémiai elnevezés
kivételével) nem Ggy, mint pl. DON és dezoxinivalenol, FB; és fumonizin B;, vagy F-2
toxin és zearalenon.

A ,,H” (hidrolizalt) elnevezés szerepel a rovidités jegyzékben, mint HFA és HFB.

Az MRC és NRRL az izolatumok elnevezését jelenti, amit az ezeket alkalmazd kutatok
irtak le, nincs adat arrdl, hogy mit jelentenek, ezért nem szerepelnek a jegyzékben.

A FUM trivialis elnevezés egy fumonizinekkel foglalkoz6 értekezésben, ezért nem
szerepeltettem a jegyzékben, illetve az els6 emlitése (FUM gének) meg is magyardzza
jelentését.

Az enzimeket jelol6 roviditések valoban nem szerepelnek (szandékosan) a jegyzékben,
viszont a szovegben csak 1-1 helyen szerepelnek és ott megadtam az enzimek teljes
nevet is.

A PPE elnevezés roviditése ugy gondolom nem hibas, mivel a tinetegyuttest az USA-
ban nevezték el PPE-nek. Emiatt az angolsz&sz szakirodalom is ezt a roviditést
alkalmazza. Ha angolszész kutatok irtak volna le, akkor valoszintileg a PPO elnevezést
kapta volna (porcine pulmonary oedema). Magyar nyelvli kdzleményekben is a PPE
elnevezés szerepel (lasd pl. Dr. Fazekas Béla, vagy Dr. Kovacs Melinda és
kutatdcsoportjaik kdzleményeit).

Az értekezés célkitlizésében azért szerepel a tézisekhez képest kettdvel tobb pont, mert a
3. pontbol még kiemeltem az 5. és 6. pontokat.

Az LOQ esetében természetesen eliras tortént, a Roviditések jegyzékében jol szerepel.

Az Anyagok és modszerek fejezettel kapcsolatos megjegyzéseire az alabbiakat valaszolom.

A fumonizinek analitikajanak, beleértve a kapcsolt eljarasokat is igen kiterjedt irodalma
van (lasd Zollner és Mayer-Helm 2006 06sszefoglalé kozleményét). A relevans
kozlemények elolvasasa (koztuk tébb validalt eljaras) és az azokban szerepld
eredmeények 0sszegzese utan kivalasztottunk egy megfelelé6 HPLC oszlopot és a legtobb
kutatd altal alkalmazott ,,biner” olddszer rendszert az FB1., toxinok elvalasztasara. A
késdbbiekben, amikor az un. kevésbé meredek gradiens elvélasztast alkalmaztuk a
szamos izomer elvalasztasara, vizsgaltuk a kiindulasi olddszerer6sség és gradiens
meredekseg hatasat is az elvalasztdsra. Tovabba elvégeztik az un. ,jintraday” és
»interday” precizitds vizsgalatokat is, azonban ezeket sem az értekezésben sem a
kdzleményeinkben eddig nem szerepeltettem. Szeretném megjegyezni, hogy
vizsgalataink és kozleményeink jelentds része alapkutatasi tevékenységhez kapcsolodik,
ami ebben a stddiumban még nem igényli a validalt kdrnyezetet. Fontos megjegyezni,
hogy az altalunk alkalmazott ioncsapdas tomegspektrométerek elsGsorban azonositasra
illetve szerkezetkutatasra valok. A teljes modszer validalast a kiilonb6z6 matrixokra (pl.
rizstenyészet, mazsola, voroshagyma) a jovében, akkor lesz értelme elvégezni, amikor a
fumonizinek teljes polaritas tartomanyaban szamos fumonizin (minimum az FB;.5 és a 3
acil-csoportot tartalmazoé fumonizinek kozul is legaldbb egy komponens) fog
rendelkezésre &llni a vegyszerpiacon, vagy a sajat laboratoriumunkban lesz el6allitva (az
FB; toxin izolalasa 99%-os tisztasdgban mar megtortént), ami sokkal koltségkimélobb
megoldas. A referencia anyagok megléte esetén is a kvantitativ meghatarozasra
leginkabb alkalmas harmas kvadrupdl (QqQ) és/vagy an. QTrap tipust MS/MS
készllékekkel kell elvégezni a validalast.

A kés6bbi vizsgalatok jelentds részénél mar csak egy-egy injektalast végeztlink
tekintettel az ,,intra- és interday” vizsgalatok soran kapott eredményeinkre és az igen



hossza 120 perces teljes analizisidére, nem beszélve a HPLC/MS vizsgélatok jelentds
koltségérol.

Azon vélemeényével teljes mértékben egyetértek, hogy legalabb az igen hatékonynak
bizonyult kevesbé meredek gradiens elvalasztas alkalmazasa esetében megemlithettem
volna a fontosabb teljesitmény jellemzdéket. A meredekebb gradiens elvalasztasnal az
FB1.4 toxinok tekintetében a N* és a k* (gradiens retencios faktor) értéke a kovetkezo
volt: FB; N*=4768, k*=5,173; FB; N*=10237, k*=5,229; FB, N*=14970, k*=5,229;
FB4s N*=25600, k*=5,289. A kevesbé meredek gradiens elvalasztasnal az FB;.4 toxinok
tekintetében a N* és a k* értéke a kovetkezd volt: FB; N*=14834, k*=17,33; FB3
N*=38344, k*=17,53; FB, N*=63581, k*=17,53; FB4 N*=137741, k*=17,73.

A szakirodalomban a fumonizinek szilard-fazist termeltetéséhez a rizst és a kukoricat
hasznaljak szubsztratként. A termeltetésnél elsésorban az alacsonyabb zsir- és pigment
tartalma miatt valasztottuk a rizst, azonban mar kukorican is végeztiink termeltetést. A
fumonizin profilt (kemotipust) egy adott F. verticillioides izolatum/torzs esetében a
szubsztrat (rizs, kukorica) nem befolyasolta, csak az abszollt mennyiségeket. A
Kukorican valamivel magasabb fumonizin szint érhet6 el. A fumonizin profilt az adott
szubsztraton a termeltetés paramétereinek (vizaktivitas, hémérséklet, tenyésztési ido,
tenyészet levegdzése) valtoztatasaval csak kismértékben, viszont a mennyiségi értékeket
jelentésen lehet befolyasolni. Hat év mélyhtitdben torténd tarolds utan ugyanazzal a
torzzsel beoltva a rizstenyészetet, azonos tenyésztési kortlmények kozoétt azonos FBi.4
profilt kaptunk. Ugyanakkor a szakirodalomban mar t6bb fonalas gomba faj, illetve torzs
esetében is leirtak, hogy megfigyeltek hosszabb tarolas soran toxintermelés csokkenést,
illetve a toxintermelés megsziinését is.

Korabban végeztiink fumonizin termeltetést rizsen 5 parhuzamos lombikban. Az FB1.4
toxinok tekintetében az RSD% értékek a kovetkezok voltak: 17.4; 20,7; 19,8 és 16,9.

A Varian 500 ITMS miiszer esetében (amellyel a mennyiségi vizsgélatok jelentds részét
végeztiik) az ESTD kalibracioknal altalaban 10-11 pontos kalibraciot alkalmaztunk. A
linearis dinamikus tartomanya a miiszernek az FB;., toxinokra 100 pg-100 ng volt. A
100 ng feletti tartomanyban (500-1500 ng) mar telitésbe mentek &t a gorbék.

A kordbbi években végeztink vizsgalatokat a HPLC/ESI-MS  meérések
reprodukélhat6sagaval kapcsolatban. Az Fv16-os Fusarium verticillioides torzs széritott
rizstenyészetébdl kivonatot készitettiink, majd 4 napon keresztiil ugyanazt a mintat napi
5 alkalommal megmértik a kevésbé meredek gradiens eljaréssal (2h/analizis). Az
0sszesen 20 HPLC/MS analizis alapjan kiszamoltuk az FBi., toxinok tekintetében a
csucsteriiletek RSD% értékeit, amelyek a kovetkezék voltak: FB; 3,77%, FB3 3,82%,
FB, 3,86% és FB4 5,27%. Ezek az értékek HPLC/MS mérésekrol 1évén szo, igen jonak
mondhatok.

a 3.6.1 és 3.6.2 fejezetekben megadott, MeCN/H,O 1/1 + 0,1% HCOOH, illetve
MeOH/H,O 1/1 + 0,1% HCOOH oldoszerelegyekben oldott FB; toxint nem a
kalibraciés mérésekhez, hanem a tdmegspektrométer mérési paramétereinek
optimalizaldsdhoz hasznaltuk. A két ITMS miszer mas kutatohelyeken volt és
hangol6 oldatokat igényel. Altalaban a MeCN/H,O elegyet hasznaljuk, de akkoriban a
Gabonakutatoban végeztiink kisérleteket az FB; toxin MeOH-s oldataval is, és a
megmaradt oldatot természetesen nem semmisitettik meg, mivel még felhasznalhato
volt hangolasi feladatokhoz.

Az ertekezés 3.4. fejezetében megtalalhatdo az Aspergillus-fajok izolalasanak leirdsa a
mazsola- €s voroshagymamintakrol a megfeleld referenciakkal egyiitt.

A mazsolamintak meérésével kapcsolatos megjegyzésével egyetértek, az 50%-0s
visszanyerés valdban alacsony, tovabbi vizsgalatok szikségesek a mazsola matrixszal



kapcsolatban. Ezeket a méréseket a sajat referencia anyagok el6allitasa utan tervezziik
elvégezni.

- A MeOH és MeCN elnevezés a szakmaban elfogadott, viszont Opponensemmel
egyetértve a roviditések jegyzékében feltintethettem volna azokat.

Az Eredmenyekkel kapcsolatos megjegyzéseivel egyetértve a kovetkezoket valaszolom:

- Valoban, a HPLC elvélasztds tekintetében az alkalmazott modszerek inkabb
adaptacidonak tinnek, mint valodi modszerfejlesztésnek. Ez, az irodalmazast kdovetd
meredekebb gradiens elvalasztast alkalmaz6 moddszerre igaz, amikor az volt a
feladatunk, hogy informaciokat kapjunk 60 F. verticillioides torzs FBi4
termeldképességérol abbol a célbol, hogy a késdbbi vizsgalatokhoz, ijabb fumonizinek
leirdsahoz kivalasszuk a legjobb fumonizin termel6 térzseket. A mddszerfejlesztés akkor
indult el, amikor az els6 mérések utan a tomegspektrumok Kiértékelésekor tobb 0j
fumonizint, illetve fumonizin izomert ismertiink fel. Ekkor szereztiik be a gyarté altal
szerkezeti izomerek elvélasztasara javasolt HPLC oszlopot és optimalizaltuk a kiindul&si
oldoszererdsséget ¢és gradiens meredekséget Ugy, hogy a lehetd legtobb fumonizin
legalabb véllban elvéljon egymastol (persze igy is maradt szamos koelual6dd
komponens). Ez eredményezte az igen hosszu analizis id6t €s egyben a mai napig a
szakirodalom legjobb felbontasu fumonizin kromatogramjait (Bartok és mtsai 2010a-b,
Bartok és mtsai 2013a, Varga és mtsai 2010). Ma mar kozel hasonld felbontast joval
rovidebb analizis iddvel n. ,,core-shell” tipusit HPLC oszloppal is elértiink.

- A 12. abran vonalak jelzik a rozsrol, az emberi szemrdl és a fokhagymarol izolalt F.
verticillioides torzsekkel termeltetett fumonizinek mennyiségét, mert csak 1-1 izolatum
lett begytjtve.

- Véleményem szerint j0 helyen van a 66. oldalon a 16. abra, mivel itt targyalom
részletesen az FB analogokat, igy ezeket az abrakat egymas utan volt célszeri
elhelyezni. A 63. oldalon még csak altalanossagban beszélek a fumonizinek MS2
spektrumai jellemzd voltarol és utalok a harom oldallal késébb lathatd abrara.

- A7,09., 11, 13, 14, 15., 17., 18. tablazatok a megjelent €s megjelenés alatt 1&vo
kozleményeinkbdl lettek egy az egyben atvéve és a szdvegezés angolrél magyarra atirva.
A fejlécben szerepld szovegeket nem lehetett vizszintesen elhelyezni.

Az Osszefoglalassal és az Uj eredményekkel kapcsolatos véleményére az alabbiakban
valaszolok.

- Az értekezés osszedllitdsakor azt a talan szokatlan megoldast valasztottam, hogy az
ismétlések elkertilése végett az 6sszefoglaldsban vastagitva emelem ki az ()
eredmenyeket. A tézisekben természetesen a szokasos modon szerepelnek a tézispontok.

- Opponensem 5 pontban emliti az értekezés Gj eredményeit, ugyanakkor nem emliti az
egyik legfontosabb (j fumonizin csoportnak, a harom acil-csoportot tartalmazé
fumonizineknek a felismerését. Kézben igazolast nyert (Harrer és mtsai 2013), hogy
ezek a fumonizinek a legnagyobb toxicitassal rendelkeznek, emiatt gondolom, hogy az
Eurdépai Unid élelmiszerbiztonsadggal foglalkozé szervezete (EFSA) is hamarosan
felfigyel eredményeinkre.

- A Nelson és mtsai (1993) hivatkozas az értekezés 41. oldalan megtalalhato.

- Ugy gondolom a bekiildott kéziratokra torténd hivatkozas és a referencia listaban torténd
szerepeltetés szakmai korokben elfogadott. Egyébként az értekezés benyuljtasa 6ta az
értekezésben és a tézisekben ,kozlésre bekiildve”-ként jel6lt kezirataink mar
megjelentek illetve megjelenés alatt vannak (Bartok és mtsai 2013 a-b, Kocsubé és mtsai
2013, Varga és mtsai 2011). Egy, az értekezésben még nem szereplé tovabbi



kozleményink is (amely az 0j N-acil-FB; szarmazékok azonositasat targyalja)
megjelenés alatt van (Bartdk és mtsai 2013c).

- Megkdszondm, hogy a F. verticillioides magyarorszagi elterjedésének felmérését és a
TOFMS technika fumonizin izomerek vizsgalatdban elséként torténd alkalmazésat
kiemelked6 eredményként emliti. Ami pedig az 0j fumonizin izomereknek és kiilondsen
az FBX analdgoknak, valamint a 3 acil-csoportot tartalmazé FB; analdgoknak az
elséként torténd leirdsat jelenti, azok jelentGségére masok kozleményei hivjak fel a
figyelmet, amelyek kozil nehany 2012-2013-ban  megjelent  kdzlemény
szovegkornyezeti hivatkozasait mellékeltem.

Az Egyéb kérdésekre a kovetkezoket valaszolom:

- Opponensem kérdezi, hogy milyen kilatdsok vannak a mikotoxinokra (fumonizinekre)
rezisztens gabona hibridek eldallitasara. Els6sorban nem a mikotoxinokkal, hanem a
gombabetegségekkel szemben ellenallo kalaszos gabonaféléket és kukorica hibrideket
lenne szlikséges foként nemesitési modszerekkel eléallitani. A legjelentésebb fumonizin
termel6 Fusarium fajok (F. verticillioides és F. proliferatum) a kalaszos gabonaféléket
nem fertzik, igy ebbdl a szempontbdl a kukoricdnak van elsdédleges szerepe a
nemesitésben. A hagyomanyos nemesitési eljarasok alkalmazasaval a vilag tobb vezetd
és Ugy tudom, hogy hazai novénynemesité cégek is foglalkoznak, azonban atiit6 siker
még nem szlletett. A GMO fajtak és hibridek elterjedését pedig tobb orszagban (igy
hazénkban is) torvények tiltjak, illetve korlatozzak. Ezek miatt ma még a megel6zés,
azaz a megfeleld agrotechnika, illetve novényvéddszeres kezelés alkalmazasan van a
hangsuly.

- Opponensem kérdezi, hogy ,,mikor varhatd az Un. eltiithetd napi beviteli érték (TDI)
meghatarozasa fumonizinekre?”. Ilyen érték az EU-ban mar jelenleg is megtalalhaté (a
Bizottsag 856/2005/EK rendelete). Az FB;.3 toxinok mennyisége egyuttesen és kilon-
kilon sem haladhatjdk meg a 2 pg/kg testtdmeg/nap értéket. Az Ujonnan leirt
fumonizinek koziil véleményem szerint a legveszélyesebbnek tling, az altalunk elészor
leirt 3 acil-csoportot tartalmazé FB1 analdgokra varhat6 leghamarabb hatar- és TDI
érték megallapitasa. Hosszabb tdvon az is varhato, hogy hatar- és TDI érték lesz eldirva
a tényleges 0sszes fumonizin tartalomra, amely magaban foglalja nemcsak a ,,major”,
hanem a szdmos ,,minor” fumonizint is. Ehhez viszont olyan szelektiv és gyors modszert
kellene kidolgozni, amely pl. a fumonizinek kiilonb6z6 szénhidrogén alapvazanak
vizsgalatan alapul. Opponensem kérdése iranyitotta a figyelmemet arra, hogy az
értekezés idevonatkozO részében szerepeltethettem volna a fumonizinekre jelenleg
vonatkoz6 TDI értéket is.

Végezetil megkdszondm faradozasat az igen részletes biralat elkészitésében és remélem,
hogy megjegyzeéseire, kérdéseire megfelel6 valaszokat tudtam adni.

Szeged, 2013. 06. 21.

Tisztelettel:

Dr. Bartok Tibor
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Fontosabb idézetek szOvegkornyezettel 2012-2013-ban (az idézett kdzleményeim
vastagitott szamokkal szerepelnek a szdvegkornyezetben).
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Food Additives and Contaminants Part A-Chemistry Analysis Control Exposure & Risk
Assessment, 29, 242-248 (2012)

There are many recently discovered fumonisins. These include the FBX series — 12
compounds with the tricarballylic acid moiety replaced by other carboxylic acids (such as cis-
aconitic acid, oxalylsuccinic acid and oxalylfumaric acid), the FD series, which has fewer
carbon atoms in the backbone, and numerous other fumonisin related metabolites (Bartdk et
al. 2006) [1], as well as 28 isomers of FB1 (Bartok et al. 2010) [2], detected by LC-MS/MS in
F. verticillioides cultures.
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media and in maize kernels.

J. Mass Spectrom. 47, 1170-1176 (2012)

In a recent work, the detection and univocal characterization of new fumonisin mycotoxins
and fumonisins-like compounds by using a multistage mass spectrometry technique have been
reported by Bartok et al.[4], [1]. The same research group employed LC-MSn techniques in
structural studies for the identification of six new, higher molecular weight FB analogues,
having the hydroxyl groups of the tricarballylic acid units esterified with long-chain fatty
acids, also distinguishing among various isomers. [21], [3]. However, these methods have
been applied only to fungal mycelia and not to liquid growing media, using an ion trap feature
for structure identification.

So as to univocally characterise each analyte, MS/MS experiments were performed in order to
obtain product ions spectra due to the fragmentation of the selected molecular ions. The
fragmentation patterns achieved were compared with those proposed by Bartok et al., [4], [1]
thus confirming the identity of each compound. The neutral losses obtained upon the
fragmentation of the molecular ions are very similar for all the target toxins. Bartok et al.
proposed the theoretical collision-induced dissociation fragmentation patterns of [FB1+ H]+,
[FALl+H]+ and [FC1 +H]+ [4], [1]. The three fragmentation patterns suggested by the authors



are very similar: in the course of fragmentation, TCA units are gradually eliminated along
with H20, through the concomitant formation of the corresponding anhydride or via their
conversion in the form of ketene.
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A and C profile and masking in Fusarium verticillioides strains on fumonisin-inducing and
maize-based media.

Int. J. Food Microbiology 159, 93-100 (2012)

All strains were isolated from diseased maize plants in Italian fields, and chosen for their
ability to produce B fumonisins; they belong to different chemotypes, with FB1>FB2>FB3 in
ITEM 10026 and FB3 higher than FB2 in ITEM 10027 and ITEM 1744. Formerly, FB
chemotypes of F. verticilliodes were published by Szécsi et al. (2010) [4].
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F. verticillioides strains used in this study were recovered from maize and were confirmed to
be fumonisin-producers (Etcheverry et al., 2009; Moretti et al., 1995). They showed different
patterns of fumonisin production: ITEM 1744 had a classical pattern of FBs produced
(FB1>FB2>FB3; de Oliveira Rocha et al., 2011; L6pez- Errasquin et al., 2007) while ITEM
10027 presented one of the minor chemotypes: FB1>FB3>FB2 (Szecsi et al., 2010) [4], in
accord with our previous data (ITEM1744: 2800 FB1>521 FB2>480 FB3 pug/kg; ITEM
10027: 7720 FB1>2180 FB3>2070 FB2 pg/kg) (Lazzaro et al., 2012).
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Newly discovered fumonisins that have recently been detected by LC-MS-MS in F.
verticillioides cultures are the FBX series comprising 12 compounds with the tricarballylic
acid moiety replaced by other carboxylic acids (for example cis-aconitic acid, oxalylsuccinic
acid, and oxalylfumaric acid), the FD series with fewer carbon atoms in the backbone and
several others, including FB5 and FBK1 [186], [2].
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The FB pattern that we found, FB1>FB3>FB2, is one of the two minor chemotypes
previously described for F. verticillioides (Szecsi et al 2010) [4].

Dall'Asta C; Falavigna C; Galaverna G; Battilani P: Role of maize hybrids and their chemical
composition in Fusarium infection and fumonisin production
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Nevertheless, because the same statistical trend was found for free and total fumonisins, this
result suggests that fatty acids may be implicated also in the masking phenomenon. Very
recently, Bartok et al. [3] found several fatty acid esters of fumonisins in fungal mycelia.
Although their occurrence has never been proven in food and/or in plants, these derivatives
should be actually considered as masked fumonisins. Moreover, these compounds may be
cleaved under alkaline conditions similar to those applied in this study, thus releasing the
hydrolyzed forms. Although the formation of fumonisin derivatives esterified with fatty acids
could offer a possible explanation of the masking phenomenon, according to Bartok et al., ?
[3] these derivatives are produced by fungi in very small amounts and are with difficultly
excreted in the media, due to their low polarity.

Capriotti AL; Caruso G; Cavaliere C; Foglia P; Samperi R; Lagana A: Multiclass mycotoxin
analysis in food, environmental and biological matrices with chromatography/mass
spectrometry

Mass Spectrometry Reviews 31, 466-503 (2012)

Nielsen and Smedsgaard (2003) reported a database of 474 mycotoxins and fungal
metabolites, and previously unknown metabolites have been recently discovered (Barto’k et
al., 2010), [3]. In this scenario, two kinds of strategy can be followed to develop and validate
MS-based methods for mycotoxin determination: (i) to devise a wide range method to detect
and roughly quantify as many metabolites as possible in generic samples, reducing the
selectivity of extraction and cleanup steps to a minimum; (ii) to develop a high-performance
method to determine rationally selected metabolites in selected samples.

Bulder A S; Arcella D; Bolger M; Carrington C; Kpodo K; Resnik S; Riley RT; Wolterink G;
Wu F;
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Fumonisins (addendum). Idézetek a 420-421 oldalakrol:

Bartok et al. (2006) [1] detected 37 new fumonisins and grouped them according to fumonisin
types: fumonisin B, fumonisin A, fumonisin C and a new series type, FBX. The FBX series is
esterified by other carboxylic acids, such as cis-aconitic acid, oxalylsuccinic acid and
oxalylfumaric acid.

Four new compounds (belonging to the FBX series described above) were detected by Bartok
et al. (2008) [5]. In these compounds, one of the hydroxyl groups attached to the fumonisin
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backbone was esterified by a carboxylic acid (oxalylsuccinic acid) other than tricarballylic
acid.

Some of these analogues may occur in naturally contaminated maize at relatively low levels
(<5% of the sum of FB1, FB2 and FB3 levels), and they are not detected with most traditional
analytical methods due to the derivatization process, but can be detected with the use of LC-
MS (Rheeder, Marasas & Vismer, 2002; Bartdk et al., 2006) [1].

New components described by Bartok et al. (2010a) [3] are significantly more apolar than
earlier-described fumonisins, and their uptake into and toxicity elicited in the various tissues
of living organisms may therefore be different from those of other mentioned fumonisins. The
new compounds were denoted as esterified FB1 (EFB1) toxins, with the suggested names
EFB1 PA, iso-EFB1 PA, EFB1 LA, iso-EFB1 LA, EFB1 OA and iso-EFB1 OA, where the
fumonisin backbone is esterified by the fatty acids C16H3202 (palmitic acid, PA),
C18H3202 (linoleic acid, LA) and C18H3402 (oleic acid, OA). The total amount of these
new compounds is estimated to comprise 0.1% of the FB1 concentration. The FB1 toxin has
10 chiral centres; theoretically, therefore, 1024 stereoisomers can be produced. The 28 FB1
stereoisomers found by Bartok et al. (2010b) [2] represented 2.8% of the quantity of FB1.

Berthiller F; Crews C; Dall'Asta C; Saeger SD; Haesaert G; Karlovsky P; Oswald IP;
Seefelder W; Speijers G; Stroka J: Masked mycotoxins: A review

Molecular Nutrition and Food Research 57, 165-186 (2013)

Fumonisin fatty acid esters were identified in rice cultures inoculated with F. verticillioides —
these substances are, however, most likely to have been fungal metabolites [80], [3].

Falavigna C; Lazzaro I; Galaverna G; Battilani P; Dall’Asta C: Fatty acid esters of
fumonisins: first evidence of their presence in maize

Food Additives and Contaminants Part A (2013) DOI:10.1080/19440049.2013.802839

Concerning minor fumonisin analogues, because they are commonly produced at relatively
low levels (about 35 <5% of the total fumonisins produced), they have been less extensively
studied than B-series analogues so far (Gelderblom et al. 1988; Bartok et al. 2006) [1].

The latter hypothesis is also supported by the study performed by Bartok et al. (2010) in
which three fumonisin derivatives obtained by the esterification of FB1 with palmitic, oleic
and linoleic fatty acids (the proposed structures are reported in Figure 1) were detected and
characterised in solid cultures of F. verticillioides grown on cracked rice. Such derivatives,
called palmitoyl-, oleoyl- and linoleoyl-EFB1 (EFB1PA, EFB1OA and EFBI1LA,
respectively), can be considered as masked fumonisins and, more specifically, as bound
fumonisins [3].

Sample preparation for the analysis of FB1 metabolites was performed according to the
procedure proposed by Bartok et al. (2010) with slight modification [3].

Each analyte was univocally characterised by performing the MS/MS experiment to obtain
product ion spectra due to the fragmentation of the selected molecular ions, and the identity of
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each compound was confirmed by the comparison of the fragmentation pattern achieved with
those proposed by Bartok et al. (2010) (see Figure 2) [3].

Besides FB1, two peaks can be observed for both FB1 derivatives, according to Bartok et al.
(2010), probably due to the presence of isomeric esters, depending on the esterification site on
the fumonisin backbone [3].

In agreement with previous experiments (Bartok et al. 2010), FB1 fatty acid esters are formed
by fungal strains only on a complex substrate rich in lipids, such as rice or maize [3].

Similarly, the percentage of fatty acid ester derivatives found in maize samples as well as in
corn meal medium are generally higher than those reported for rice-based media (Bartok et al.
2010). As reported by the authors, fatty acid esters of FB1 found in rice medium are about
0.1% of the FB1 concentration, while in maizebased medium, this percentage reaches 6.7%

[3].
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