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1. Bevezetés és célkituzések

A zearalenon (ZEA) a Fusarium gombafajok 4ltal termelt mikotoxin, mely
gabonandvényeket, elsésorban a kukoricat és a buzat fertézi. A ZEA a természetes
Osztrogénhoz hasonld hatdsa révén reprodukcids és szaporodasbioldgiai zavart okoz a
haszonallatokban ¢és az emberekben egyarant, valamint karcinogén, mutagén, teratogén,
immunszupressziv €s citotoxikus hatdsu. A mikotoxinok eltavolitasara az egyik
legmegfelelobb megoldast a biodetoxifikacid jelenti, melynek sordn mikroorganizmusok vagy
enzimek végzik a karos anyagok lebontasat. Sorra jelennek meg olyan tudomanyos cikkek,
amelyek a mikotoxinok bontasara képes mikroszervezetek izolalasarol és identifikéalasarol
szolnak. Mar kereskedelmi forgalomban is kaphaté olyan enzimalapt takarmany-
adalékanyag, amely képes bizonyos mikotoxinok (zearalenon, ochratoxin) bontasra.

Egy kordbbi kutatdsban mar vizsgaltuk a ZEA biodegradacidjat, melynek
screeneléséhez sikeresen alkalmaztuk a Saccharomyces cerevisiae genetikailag moddositott
BLYES/BLYR torzseinek fénykibocsatasan alapuld bioriporter rendszert. A biologiai
hataselemzés eredményeit kémiai analitikaval (HPLC-FLD) és immunanalitikdval (ELISA) is
alatamasztottuk. A harom moddszer elényeit magaba foglald komplex elemzés szerinti
legigéretesebb torzseknek a Rhodococcus nemzetség tagjai bizonyultak.

Az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hivatal (EFSA) a takarmany- és élelmiszerldncban
alkalmazhato, feltételezhetéen biztonsdgosnak mindsitett bioldgiai dgenseket a ,,QPS listan”
(Qualified Presumption of Safety) foglalja 6ssze. Az altalunk vizsgalt nemzetség ugyan nem
szerepel a QPS listan, igy €10 sejtként nem felhasznalhato, de a beldliik késziilt enzimalapt

preparatumok alkalmazasa sikeres megoldast jelenthet a mikotoxinok eliminécidjara.

enzimjeinek és az enzimatikus folyamatoknak megismerése volt. Vizsgalataink f6 iranya
annak felderitését célozta, hogy a bontasi folyamatban résztvevé enzimek extra- vagy
intracelluldrisan termelddnek, tovabba, hogy ezen enzimek konstitutiv természetiick vagy a
szennyezd jelenléte valtja ki aktivitasukat. A megfogalmazott célkitiizések elérése érdekében

a torzsek sejtmentes kivonataival dolgoztunk.



2. Irodalmi attekintés

Az ¢lelmiszer-biztonsagi kérdések ma mar a mindennapi élet részévé valtak, hiszen
naprdl-napra hallani olyan szennyezett ¢lelmiszerekrdl, melyek az iizletek polcaira keriilnek.
A megvaltozott éghajlati viszonyok kovetkeztében egyre nagyobb teret hoditd természetes
szennyez0 anyagok megjelenése miatt kapott létjogosultsagot az ¢€lelmiszer-biztonsag
tudoméanya. Az Eurépai Unid politikdjanak is az egyik irdnyvonala a ,term6foldtél az
asztalig” elv, mely szerint egy élelmiszeripari alapanyag életciklusat a kezdeti 1épésektdl a
fogyasztéig nyomon kell kdvetni és ezalatt folyamatosan biztositani annak tisztasagat és
veszélytelenségét. Mind az EU-ban és igy hazénkban is igen komoly szabalyzasok
vonatkoznak az élelmiszerekre, az adalékanyagokra valamint az ¢lelmiszerekkel kapcsolatba

keriil6 természetidegen és természetes szennyezdanyagokra is (httpl).
2.1.  Szennyezéanyagok a kornyezetben

A kornyezetbe keriilt illetve az ott jelenlévd toxikus anyagok a gyakorlatban nem
csupan Oonmagukban jelentenck veszélyt, hanem kevert szennyezések forméjaban is. Az
egylitt jelenlévd szennyezdanyagok egymas hatasat felerdsithetik, hatdsaik 6sszeadddhatnak,
vagy éppen kiolthatjdk egymadst. Kémiai Osszetételiiket és igy toxikus hatdsukat tekintve
rendkiviil eltérdek, raaddsul veszélyességiik mértéke nagyban fligg az adott szervezet
kitettségétdl is. A taplaléklancba keriilve ott felhalmozodhatnak, akkumulalédhatnak. Eppen
ezért nem elég a szennyezOk kémiai vizsgdlata, hanem fontos megallapitani az ¢lo
szervezetekre, igy az egész 0koszisztémara gyakorolt biologiai hatasukat is.

A kornyezetben jelenlévé szennyezOk eredetiik szerint két csoportra oszthatok:
természetes szennyezOk, amelyek természetes koriilmények kozott jelen vannak a
kornyezetiinkben, am azok feldasuldsa emberi tevékenységek kovetkezménye; illetve
természetidegen anyagok, vagyis xenobiotikumok, melyek funkciés csoportjaikban
kiilonboznek a természetes anyagoktol, igy természetes koriilmények kozott nem alakulnak
ki. A szennyezOanyagok lehetnek konnyen lebomloak, nehezen lebomloak, valamint
perzisztensek is, amelyek a kornyezetben maradnak évekig, felhalmozdodnak, akkumulalodnak

az ¢l6 organizmusok zsirszoveteiben.

A szennyezbanyagok bioldgiai hatdsukat tekintve lehetnek sejtosztodast gatld
(citotoxikus), sejt szintli elvaltozdsokat, mutacidkat okozo (mutagén), rakkelté (karcinogén),
fejlodési rendellenességeket okozd (teratogén), valamint immunrendszert (immunszupressziv)

¢és idegrendszert karositd (neurotoxikus) anyagok is. A kornyezetben 1€vé szennyezok kozott
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el6fordulnak hormonhatast anyagok, melyek hatasuk révén az endokrin rendszer miikodését

zavarjak (Szoboszlay — Kriszt, 2012).
2.2.  Hormonhaztartast zavar6 anyagok

Manapsag egyre nagyobb veszélyt jelentenek a kornyezetben jelenlévd potencialis
egészségkarositd anyagok, tobbek kozott a hormonhaztartast megzavaro anyagok (Endocrine
Disrupting Chemicals, EDC). Lehetnek természetes vagy szintetikus eredetliek, melyek
megzavarjak egy szervezet hormonhaztartasit és homeosztazisat, valamint hatranyosan
befolyasoljak az emberi és az allati szaporodast egyarant (Burkhardt-Holm 2010).

Az EDC-k tobb csoportra oszthatok (Byrne et al. 2009, Markey et al. 2003):

e mesterséges eredetliek:

o mesterséges hormonok

o hormonalis mellékhatassal rendelkezd gyogyszerek

o ipari és haztartasi eredetli vegyszerek

o novényvéddszerek és azok metabolitjai

o ipari és haztartasi eljarasokbol szdrmazo melléktermékek
e természetes eredetiiek:

o természetes hormonok és azok metabolitjai

o fito- és mikoosztrogének

o fémek

Az EDC-k ¢loélényekre gyakorolt hatasat elészor 1996-ban Theo Colborn irta le
»Ellopott jovonk™ (Our stolen Future) cimii konyvében, bar deldtte mar Rachel Carson is tett
emlitést a novényvéddszerek endokrin rendszert zavard hatasarol.

Az EDC-k gatoljak a szervezet anyagcsere folyamatait, hormonalis reakcioit, vagyis a
és mitkodését. Miikodésiik soran Osztrogén, androgén, progeszteron receptorokra valamint
pajzsmirigy, novekedési és stressz hormonokra is hatnak (Burkhardt-Holm 2010). Hatasuk
megfigyelhetd homeosztatikus €s reprodukcios zavarokban, foként az életciklus bizonyos
allomasain, azaz fejlédéskor, terhesség alatt, valamint laktacios id6szakban is (Kavlock et al.
1996). Mindkét nemet veszélyeztetik, feleldssé tehetok szaporodasbiologiai, idegrendszeri,
pajzsmirigy, anyagcsere €s szivrendszeri zavarokért, valamint ndvelik a mellrdk és a
prosztatardk kialakuldsdnak kockézatdt (Diamanti-Kandarakis et al. 2009). Ezenkiviil
Osszefiiggésbe hoztak mar bizonyos EDC-ket autoimmun betegségek kialakuldsaval is

(Kavlock 1996). Egy egyed fejlodése alatt megzavarhatjdk tovabba az ivar kialakulésat,
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hatassal vannak az agyi fejlédésre, befolyasoljak a szervek ndvekedését és miikddését,
hatasuk a teljes élettartamra kihathat (Guillette et al. 1995). A kordbban megjelent hatasok
altalaban visszafordithatatlanok, mig a késébb megjelentek visszafordithatok, reverzibilisek.

Az Europai Unio altal kiadott lista szerint az Osztrogénhatasu anyagok koziil 150
szintetikus eredetii és minddssze 7 talalhaté meg eredetileg a természetben (Burkhardt-Holm
2010).

Manapsag mar egyre nagyobb szamban detektalnak EDC-ket intenziv mezdgazdasagi
miivelés alatt allo teriileteken is (Kolpin et al. 2002), kdszonhetéen a Fusarium nemzetség

altal termelt mikotoxinnak, a zearalenonnak (Burkhardt-Holm, 2010).
2.3.  Mikotoxinok

,A mikotoxinok mikroszkopikus gombak olyan szekunder anyagcseretermékei,
amelyeknek relative kis molekulasulyuk miatt antigén hatasuk nincs, igy vakcindkkal nem
alakithato ki védettség, ¢s a magasabb rendi €l61ényekre mérgez6 hatastiak™ (Kovacs 1980).
Ezen anyagok sejtmérgek, melyek vagy egy-egy sejtalkotora vagy akar teljes sejtfunkciokra is
kihatnak, igy a taplaléklancba keriilve jelentds egészségromlast okozhatnak. A mikotoxinok
problémajanak megoldasa az utobbi évtizedben valt kiillondsen siirgetdve.

Szamos tudomanyteriilet foglalkozik a mikotoxinokkal, mint példdul az allathigiénia —
mely az allatok egészségének védelme altal kozvetve az emberek kornyezetének ¢és
egészségének védelmére is irdnyul — valamint a novénytermesztés, az élelmiszerbiztonsag és
a kornyezetvédelem egyarant.

Fontosabb mikotoxin csoportok és termeldik a kovetkezok (Bennett—Klich, 2003):

e Aflatoxinok (Aspergillus spp.)

e Citrinin (Penicillium spp., Aspergillus spp.)

e Patulin (Penicillium spp.)

e Trichotecének (Fusarium spp., Stachybotritis spp.)

e Fumonizinek (Fusarium spp.)

e Zearalenon (Fusarium spp.)

e Ochratoxin (Penicillium spp.)

e Ergot alkaloidak (Claviceps spp.)



2.3.1. Mikotoxin termel6é gombak

Mara tébb mint 5000 gombafajrol bizonyitott az a tény, hogy gazdasagi novényeket
karosit (Maraz 2001), 350 fajrol mutattak ki, hogy mikotoxinogének, és ezen penészgombak
tobb mint 400 kiilonb6z6 mikotoxint termelnek (Deak 2006, Mézes—Balogh 2010). Egy
felmérés szerint a piacon 1évo élelmiszeripari arucikkek koriilbelil 25%-a mikotoxinnal
szennyezett (http3). A hazankban nagy aranyban termesztett szant6foldi novények ugy, mint a
bliza és a kukorica, fokozottan érzékenyek a mikotoxinokkal szemben.

A penészgombdk a kornyezeti tényezOkkel szemben kevésbé érzékenyek, ugyanis
foként oxigénre és nedvességre van sziikségiik. A legtobb faj mezofil, melyek hémérsékleti
igénye 10-30°C, de nagy szamban fordulnak el6 pszichrotréfok, vagyis hidegtiiré fajok is. A
kémhatassal szemben sem mondhatok kényes szervezeteknek, ugyanis széles pH
tartomanyban, akar savas koriilmények kozott is tudnak szaporodni. Szaporodasuk és
anyagcseré¢jiilk miatt sziikségiik van tapanyagokra, melyeket az ¢lelmiszerekbdl vonnak ki,
megvaltoztatva azok fizikai és kémiai tulajdonségait, igy okozva jelentds mindségromlast
(Deak 20006).

A takarmanyokban el6forduld mikroorganizmusok anyagcsere folyamataik soran
elsddleges anyagcseretermékeket termelnek, melyeket sajat é€letfolyamataikhoz hasznalnak
fel, igy ezek mas ¢él6lények szamara nem jelentenek veszélyt. Ezzel ellentétben a
penészgombdk a takarmanyba bekeriilve és ott elszaporodva, komoly veszélyt jelentenek az
altaluk termelt szekunder anyagcseretermékek, a mikotoxinok révén. A szaporodast
elsésorban az oxigén, a homérséklet, a megfeleld tapkdzeg valamint természetesen a viz
befolyasolja. Ezzel szemben a toxintermelést egy vagy tobb kornyezeti tényezd hirtelen
megvaltozasa okozza. Abban az esetben, ha a gomba szamara sziikséges barmely kornyezeti
tényezd megvaltozik, stressz hatast valt ki a szervezetbdl, melyre az toxintermeléssel valaszol
(Mézes 2009).

A mikotoxin-termel6 penészgombakat megjelenésiik alapjan Christensen és Kaufmann
(1969) két csoportra osztotta. Lehetnek szant6foldi és raktari penészgombak aszerint, hogy a
novekedésiikhdz mennyi vizet igényelnek.

Szant6foldi penészgombak {6 jellemzdje a nagy nedvességigény, amelyek képviseldi a
kovetkezok: Acremonium, Alternaria, Chaetomium, Fusarium, Helminthosporium fajok. A
raktari penészgombak kozé tartoznak: Absidia, Aspergillus, Mucor, Penicillium és a Rhizopus
nemzetség tagjai (Kovacs 1980). Ez a csoportositds azért jelentds, mert a penészgombak

eredetét ismerve valaszthatunk a fertdzés megel6zésének modjai kozil. Fontos azonban
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megjegyezni, hogy egy mikotoxint tobb faj is termelhet, és egy penészgomba tobb toxin
termeléséért is felelds lehet. A raktari és szantofoldi penészek jelenléte nem feltétleniil jelenti
a toxin jelenlétét is, ugyanigy megallapithatd, hogy a gomba hidnya sem jelenti a toxin

hidnyat (Mézes, 2009).

2.3.1.1. Fusarium nemzetség

A mérsékelt éghajlata orszagokban elsGsorban a Fusarium nemzetség altal megtermelt
toxinok okoznak jelentds allat- és humanegészségiigyi kockazatot (http4). A Fusarium spp. az
Osszes mikotoxin termeld faj koziil a legjelentésebb, ugyanis ez a nemzetség feleldés a
mikotoxin-termelés ~ egyharmadaért (Deak  2006). Kilonbozé  rezolcilsav-lakton
szdrmazékokat, mint a zearalenon (ZEA) és vegyliletei, a trichotecéneket tigy, mint a T-2
toxin, a HT-2 toxin, dezoxinivalenol (DON), diacetoxiscirpenol (DAS), és a fumonizineket
(FB1-FB6) termelnek (Matrai et al. 2003).

A kartétel helye szerint a szant6foldi csoportba soroljak, de a raktarban is komoly
fert6zést okozhatnak (http4). A raktari perzisztencia szempontjabol efemer fajok, mely szerint
szaporodoképességiiket a raktidrozas alatt gyorsan elvesztik. Nedvességigényiiket tekintve az
er6sen nedvességigényes, vagyis a higrofil csoportba tartoznak, igy elsésorban a
gabonaféléket €s az olajos magvakat fertdzik meg (Mézes 2009).

A fuzariotoxikdzis soran a gabona veszit beltartalmi értékeibdl (esszencialis aminosav
¢s keményitd), rdadasul a gombdk masodlagos anyagcseretermékei magasabb rendii
szervezetekbe keriilve igen veszélyes mérgezéseket, mikotoxikézisokat okoznak (Kovécs,

1980).

2.3.2.  Zearalenon

A zearalenon (ZEA), vagy mas néven F-2 toxin a
Fusarium nemzetségbe tartozo fajok altal termelt rezolcilsav-
lakton (1. abra). A leggyakoribb ZEA-t termeld fajok a

kovetkezok: F. avenacum, F. equiseti, F. graminearum, F.

culmorum, F. lateritium, F. crookwellense, F. semitectum
(Betina 1989, Bennett-Klich 2003).

1. abra: A ZEA térszerkezete
Szarmazékai tobbek kozott a természetben szintén (sajat készitésii abra)

eléforduld  alfa-zearalenol, beta-zearalenol, zearalanon, &’-hidroxizearalenon, 5-
formilzearalenon (2. abra) (Shier 1980).
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2. abra: A zearalenon szarmazékai (Bolliger — Tamm, 1972; Bravin at al., 2009)

2.3.2.1. A ZEA felszivodasa a szervezetben

A toxin elsésorban a szajon at keriil a szervezetbe, ahonnan kénnyen a bélrendszerbe
jut, ott megkotddik, majd a sejteken beliil tovabbalakul metabolitjaira, a- és B-zearalenolra (a-
ZOL, B-ZOL). Metabolitjai sokszor er0sebb toxicitassal rendelkeznek, mint maga a ZEA. Az
a-ZOL a ZEA-nal négyszerte aktivabb (Matrai et al. 2003), mig a B-ZOL (szerkezete
megegyezik az a-ZOL szerkezetével, de az atomok kapcsolddasi sorrendjében térnek el, tehat
a B az o sztereoizomer parja) a ZEA-val megegyez6 toxicitastt (Mézes 2009). A ZEA-nak
még harom metabolitja rendelkezik nagyobb toxicitassal, mely a zearalanon, az a-zearalanol
(0-ZAL) és a [-zearalanol (B-ZAL). Az 1. tablazatban a ZEA és metabolitjainak a
térizoméridja, valamint a metabolitok toxinhoz viszonyitott sztrogénhatasa lathato.

Ezek a bomlastermékek aztdn a glikkuronsavval kapcsolodnak. Ez a gliikéz
oxidaciojaval keletkez6 szerves sav fontos szerepet jatszik az idegen anyagok
kivalasztasaban, igy a ZEA esetében is. A keletkezett gliikuronid ugyanis megkotédik a
bélnyalkahartya-sejtjeiben, majd a majba onnan pedig a vérdramba keriil. Ez a hepatikus
keringés okozza a toxin elhtizodo visszatartasat, igy gatolja eliminaciojat és fokozza a karos
hatasok idétartamat (Gromadzka 2008). A ZEA szervezetben valo atalakitdsdnak a folyamata
igen nagymeértékben hasonlit a baktériumok altal végzett lebontashoz, igy ezt részletesen a

2.4.1.2-es fejezetben fogom kifejteni.

1. tablazat: A ZEA és metabolitjainak térszerkezete és relativ 6sztrogénhatasa (Shier et al., 2001)

. 1-es és 2-es szénatomok A 6-os szénatomon A ZEA-hoz viszonyitott
Szubsztrat v et £ s .. . .
kozotti kotés 1évo ligandum osztrogénhatas
Zearalenon Kettds @) 1
a-Z0L Kettos H-o0-OH 92
p-Z0L Kettos H-B-OH 0,44
Zearalanon Egyszeres O 2,5
a-ZAL Egyszeres H-a-OH 18
p-ZAL Egyszeres H-p-OH 3,5

Vizsgalatok kimutattak, hogy az allatfajok koziil leginkabb a sertés érzékeny ra, mert
szemben a tobbi allatfajjal, ennek szerveztében a metabolizacid kovetkeztében o-ZOL

keletkezik, ahogyan az emberében is.



2.3.2.2. A ZEA biokémiai hatasai

A toxin és metabolitjai képesek 0sztrogén receptorokhoz (ERa €s ERB) kotddni, ennek
koszonheti a ZEA az Osztrogénhatasat. A megkotodést kovetéen a ZEA-receptor komplex
bekeriil a sejtmagba, ahol az Osztrogén valaszelemeknek koszonhetden beinditja az
Osztrogénspecifikus gének atirodasat (Riley 1998).

Kuiper-Goodman (1987) tarsaival egyiitt vizsgalta az toxin receptorokhoz kot6do
képességét annak metabolitjaival egyiitt. Patkanyméh citoplazma receptorokon végzett
vizsgélat eredményei szerint, a megkdtddd képesség tekintetében a kovetkezd sorrendet
allitottak fel: a-ZAL > a-ZOL > B-ZAL > ZEA > 3-ZOL.

A ZEA egyrészt ligandumként szolgdlhat az Osztrogén receptorokhoz, masrészt
szdmos enzim szubsztratja is lehet, melyek a hormonszintézisben jatszanak igen fontos
szerepet. A hidroxiszteroid-dehidrogenaz (HSD) fontos szabalyozé enzim a hormon
homeosztazis fenntartdsaban is és egyben a ZEA lebontasaban is szerepet jatszik (Fink-
Gremmels — Malekinejad 2007).

Ezenfeliil a toxin nemcsak az Osztrogén receptorokhoz képes kotddni, hanem az
emberben 1év6 szteroid és xenobiotikum érzékelé SXR receptorhoz is. Ez a receptor azért
jelentds, mert szabalyozza azoknak a géneknek az atirodéasat, melyek az endobiotikumok ¢és a
xenobiotikumok lebontasaban vesznek részt. Ebbe a csoportba tartozik a citokrom P450
enzimcsalad tagja a CYP3A4 is. Az SXR receptor szerepet jatszik tovabba mas enzimek gy,
mint a gliikkuronil transzferaz szabalyozasiban is (Ding et al. 2006). Hosszl tavu kitettség
esetén ezen befolyasnak koszonhetden csokken a gliikkuronidacios képesség, ezaltal tovabb
csokken a toxin és metabolitjainak az inaktivalasa is.

Busk ¢és munkatarsai (2011) tovabbi vizsgalatokat végeztek, melyben arra voltak
kivancsiak, hogy a ZEA hatassal van-e a proteomra (a szervezet fehérjéinek Osszessége).
Ehhez a H295R mellékvesekéreg-karcinoma sejtvonalat hasznaltak, melynek vizsgalata soran
sikertilt bebizonyitani, hogy a toxin igen is hatassal van olyan fehérjékre, melyeknek ismerten
hormonrendszert befolyasoldo szerepiik van. Ilyenek tobbek kozott az Osztrogén
tulajdonsagokkal rendelkezd citokrém-c oxidaz fehérjék, valamint az androgének termelését
szabalyz6 SCARB (gyokfogd receptor fehérje osztaly) fehérjék.

Mindezekbdl jol latszik, hogy a ZEA miikddése rendkiviil hasonlé a hormonokéhoz,

minek kdvetkezményeképpen valik a toxin egy jelentés hormonrendszert zavard anyagga.

A ZEA biologiai hatasait tekintve valtozatos. Az 0Osztrogénszerli hatisanak

koszonhetden szarmazékaival egylitt foként szaporodasbioldgiai és ivarzasi problémat
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okoznak (Gromadzka et al. 2008). Elsésorban az endometrium, vagyis a méhnyalkahartya, a
petefészek, a tejmirigy, a hipotalamusz, a hipofizis eliilsé lebenyének sejtjein taldlhatod
Osztrogén receptorokhoz kapcsolodnak, igy tudjak kifejteni a hatasaikat. A korképét mar
1927-ben megfigyelték az USA-ban sertéseken, Magyarorszagon a hatvanas évek o6ta van
jelen (Cseh—Kovacs 2010). Osztrogénszerii hatdsat befolyasolja a receptorok tipusa és
eloszlasa is. Ez okozza az eltérd érzékenységet a fajok kozott. Sokszor a fuzarium toxinok
szinergizmus réveén felerdsitik egymas hatasat még stilyosabb szaporodasbiologiai zavarokat
okozva (Cseh—Kovacs 2010).

A 70-es években egy magyar kutatocsoport bizonyitotta a ZEA hormon- ¢és
reprodukcios rendszert zavard hatasat. A kisérletben szerepld allatok hosszu ideig szennyezett
takarmannyal torténd etetése kovetkeztében zavarok léptek fel a tiiszOérésben valamint a
spermatogenezis soran is (Ruzsas et al. 1979). Erre iranyul6 tovéabbi kutatdsok eredményei is
igazoljak a ZEA azon hatasat, mely szerint csokkenti a tesztoszteron €és a spermium
mennyiségét, és fokozza a masodlagos néi nemi jellegek kialakulasat (Etienne—Dourmad,
1994). Tobb esetben leirtak fiatal lanyok korai ivarérését azok kozott, akik foként ,,reform”
¢lelmiszereket fogyasztottak. Elsésorban a kukorica és a buza alapanyagi termékekbdl
keriilhet ez a toxin a szervezetbe (Kovacs 2010).

Tovabbi karos biologiai hatdsa a ZEA-nak a haematotoxicitas, vagyis vérmérgezo
tulajdonsaga (Maaroufi et al. 1996). Genotoxikus és mutagén hatasat illetéen 2004-ben Lioi
¢s munkatarsai vizsgalataik soran kromoszomatoréseket tapasztaltak (Lioi et al. 2004).
Mindezeken feliil egyes vizsgalatok alapjan leirtdk majkarositd hatasat és immunotoxicitasat
i1s (Zinedine 2005). Mara bebizonyosodott, hogy a toxin megvaltoztat kiillonb6z6 biologiai
markereket. Heneweer és munkatarsai (2007) leirtdk ZEA-val végzett patkdnyetetési kisérlet
soran, hogy a toxin hatdsara néhany 6sztrogénfiiggd génnek — mint bioldgiai markernek — az

expresszidja lecsokkent (APLN, AQP5) ill. megnovekedett (CALB3, C2).

Manapsag a mikotoxinok veszélyess€égébdl adoddan térvényi uton szabalyozott az
allati eredetll €lelmiszerek eldallitasa sordn felhasznalt takarméanyok, valamint a kozvetlentil
emberi fogyasztasra termelt gabonafélék megengedhetd mikotoxin szennyezettsége.

Az Eurépai Uni¢ altal elfogadott takarmanyokban mérhetd legmagasabb ZEA
koncentracio a 2006/576/EK alapjan (EC 2006):

e gabonafélék és gabonakészitmények, kivéve a kukorica melléktermékeket: 2 mg/kg
e kukorica melléktermékek: 3mg/kg

o kiegészitd és teljes értékll takarmanyok malacoknak és kocasiildéknek: 0,1 mg/kg
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e tenyészkocaknak és hizosertéseknek: 0,25 mg/kg
e borjaknak, tejelé teheneknek, juhoknak (beleértve a baranyokat) és kecskéknek
(beleértve a gidakat): 0,5 mg/kg
Hazankban a forgalomban 1évé gabona érleményekben a ZEA mennyisége 75-200 pg/kg,
miizlikben pedig 50 pg/kg lehet. Allati eredetii termékekben kisebb koncentracioban, viszont
hosszabb ideig van jelen (Kovacs, 2010).

2.4. Mikotoxinok detoxifikalasa

Mivel a mikotoxinok a taplaléklancba keriilve tovabbra is megtartjak toxicitasukat,
kiilonosen fontossa valt azok kivonasa a takarmanyokbol illetve az ¢élelmiszereinkbdl.
Kiilonosen igaz ez az aflatoxin B1-re, az ochratoxin A-ra, a deoxinivalenolra, a T-2 toxinra és
a zearalenonra. A mikotoxinokat detoxifikal6 illetve degradald agensek szamos gyakorlati
felhasznéldsa a gazdasagi allatokndl indirekt modon a human egészségvédelem egyik eszkoze
is lehet, ugyanis az ily modon mentesitett allati termékek az emberi szervezetbe jutva mar
nem okoznak semmilyen karos hatast (EFSA 2009).

Léteznek olyan takarmanyadalékok, melyek a takarmanyok mikotoxin-mentesitésére
szolgalnak. Ezek olyan anyagok, amelyek csokkentik a mikotoxin-szennyezést a
takarmanyokban azaltal, hogy gatoljak azok felszivodasat, segitik kivalasztodasukat vagy
megvaltoztatjdk azok miikddését. Ezeket nevezziik mikotoxin detoxifikalé anyagoknak,
melyek mukodeési elve eltérd. A lehetséges detoxifikdlo modszerek a kovetkezok (EFSA
2009):

e Adszorbensek: Olyan nagy molekulasulytlt anyagok, melyek megkotodnek a
mikotoxinok feliiletén, igy csokkentik azok biologiai hozzaférhetéségét. Ez a
folyamat anélkiil jatszodik le, hogy az allat bélrendszerét karositand, és az
adszorbensek az tiriilékkel tavoznak.

Szamolni kell azonban az adszorbensek negativ hatasaval is. Mivel ezen agensekre
nem jellemzd a szelektivitdas igy megkdthetnek fontos asvanyi anyagokat ¢és
vitaminokat is, ezaltal csokken a tdpanyagok bioldgiai hozzaférhetdsége. S6t a
vitaminok ¢és az antioxiddnsok pozitiv tulajdonsidgaik révén komoly szerepet
jatszhatnak a mikotoxinok detoxifikalasaban, igy csokken az egészségre gyakorolt
jotékony hatasuk is.

Az adszorbensek lehetnek szilikon alapu szervetlen vagy szén-alapi szerves

polimerek, tejsav baktériumok vagy akar élesztd sejtfal.
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e Biotranszformalé anyagok degradaljdk vagy atalakitjak a mikotoxinokat egy nem

vagy kevésbé toxikus metabolitra.

A folyamat alatt azonban szamolni kell olyan bomlastermékek keletkezésével,

melyek karos hatdsa a mikotoxinokénal nagyobb. Ezek az atalakuldsok lehetnek

kevésbé stabilak — melynek végén a karos anyagok visszaalakulnak kevésbé karos

anyagokka — és stabilak, hiszen el6fordulhat, hogy az atalakitott mikotoxinokbol

keletkezd toxikusabb metabolitok hatdsa a folyamat végeztével sem sziinik meg.

A Dbiotranszformalé anyagok Ilehetnek baktériumok, gombdk vagy kiilonb6zo

enzimek is.

A fentiek ismeretében az EFSA 2010-ben kiadott ajanldsa szerint ,,a takarmanyok

mikotoxin-szennyezettségének csokkentésére iranyuld eljarasok soran nemcsak a
mikotoxinok, hanem az eljaras soran esetlegesen keletkez6 metabolitok, bomlasi termékek

bioldgiai hatasat is vizsgalni kell” (EFSA Journal, 2010).

24.1. Biodegradacio

A biodegradacié a mikroorganizmusok altal végzett, bioldgiai-kémiai torténések
sorozatan keresztiil megvalosuld lebontasi illetve atalakitasi folyamatok (Szoboszlay—Kriszt
2008).

A biodegradacios folyamatokat két csoportra oszthatjuk. Megkiilonboztethetiink teljes
illetve részleges lebontast. Az elsé esetben a kiindulasi vegyiiletek szén-dioxidra és vizre
bomlanak le, ekkor mineralizaciérol beszéliink. A részleges biodegradacid esetében tobb
dolog akadalyozhatja az anyagok teljes lebontasat. Egyes esetekben hianyzik a degradacidhoz
nélkiilozhetetlen valamelyik enzim, ezért a folyamat megreked egy szinten. A képzddott
energiat a mikroorganizmusok felhasznaljak energiaforrasként. Eléfordulhat olyan degradacio
is, melynek soran a szerves vegyiilet teljesen lebomlik, viszont a mikrobak nem hasznositjak a
felszabadul6 energiat. Ezt nevezziik kometabolizmusnak. A harmadik esetben a kiindulasi
vegyliletek atalakulnak, és komplexebb, stabilabb vegyiiletek keletkeznek. A biodegradacio
soran el6fordulhat, hogy az Aatalakitast végz0 mikroorganizmusokban felhalmozodnak a
szennyezOk, €s a kiindulasi vegyiileteknél sokkal toxikusabb metabolitok jonnek létre.

A biodegradaciét befolydsolja a szennyezGanyag kémiai szerkezete és

hozzaférhetésége, valamint a megfelelé mikroszervezetek kivalasztasa is.
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2.4.1.1. A Rhodococcus nemzetség biodegraddcioban betoltitt szerepe

A Rhodococcus nemzetség rendkiviil heterogén csoportot foglal magaba, melynek
koszonhetden  kivaléan alkalmas kiilonb6zd szerves vegyliletek bontasara. A
szénhidrogénbontd képességiiket kiillonbozd katabolikus génjeinek koszonhetik, melyek
nagyszamu linedris plazmidokon vannak koédolva. Rendkiviil nagy genommal rendelkeznek,
mely meghaladhatja a 9,7 Mb-t is (Petrusma 2011). Képesek lebontani révid- és hosszalancu
alkanokat, heterociklikus ¢és policiklikus aromas valamint halogénezett vegyiileteket is
(Larkin et al 2006).

Hatékony aromds vegyiileteket bontd képességiiket a kiilonbozé dioxigenazok
vezérlik, melyek a gylirti felhasitasaval degradaljak a vegyiileteket. Nitrilek bontdsat is nagy
hatékonysaggal képesek végezni koszonhetden nitrildz és nitril-hidratdz enzimjeiknek
(Martinkové et al 2008).

A szteroidok lebontasaban is hatékony szerepet jatszanak, hiszen genomjukban
szamos olyan enzimet kodold gén talalhatd, mely ezt a szerepet tolti be. Szteroid-gyirii
bontasara képes a 3-ketoszteroid 9a-hidroxilaz (KSH), és a 3-ketoszteroid Al-dehidrogenaz
(KSTD) valamint a rovid szénlanct dehidrogendz/reduktaz és az aldo-keto reduktaz
enzimcsalad tagjai, a hidroxiszteroid dehidrogenazok (HSD) is (Petrusma 2011, Kisiela
2012).

Fizikai tulajdonségaiknak is kdszonhetik kivalo biodegradacidés képességiiket.
Hatékonyan adaptalddnak a kornyezeti feltételekhez és toxikus vegytiletekkel szemben is igen
ellenélloak. (Larkin et al. 2005).

A fenti tulajdonsagoknak koOszonhetden keriilt a Rhodococcus nemzetség a
biotechnologia latosugaraba, hiszen rendkiviil széleskorli enzimjeinek kdszonhetéen az egyik

legjobban alkalmazhaté nemzetség biodegradacids célokra.

2.4.1.2. A zearalenon biodegraddcidja

crer

szamolt be 1983-ban. Ok voltak azok, akik bemutattdk a folyamatot katalizalo két
legfontosabb bontdenzimet, a 3-o- és 3-B-hidroxiszteroid-dehidrogenazt (3a-HSD és 3f-
HSD). A 3a-HSD az aldo-keto reduktaz enzimcsaladba tartozik, melyek NADPH jelenlétében
ketonokat alakitanak alkoholld. Tobb szervben is el6fordulnak és elsGsorban a szteroidok
lebontasat végzik. Ezzel szemben a 3f-HSD a révidlanct dehidrogenaz/reduktaz enzimcsalad

tagja, mely a 3B-hidroxién-szteroid atalakitasat katalizalja.
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A ZEA lebontasa két fazisban

y torténik meg (3. 4abra). Az elsd

- = " szakaszban a 30-HSD a hatos

Zearalenone (ZEN)
/ szénatomon 1év0 keto  csoport

i

N leszakitasaval redukalja a toxint, mely
o | P ava o ezaltal a- vagy B-zearalenolld alakul.

a-zearalenol (0-Z0L)

Ezen bomlastermékek  alakulnak

o tovabb o- és p-zearalanolla azaltal,

| \; ) hogy a 11-12 szénatomok kozotti

: a-zearalanol (o-ZAL) - B-zearalanol (B-ZAL) kettds  kotés  felszakad  (Fink-
3. abra: A ZEA atalakuldsa a metabolizacié soran Gremmels—MaIekinej ad 2007).

(Busk, 2011)
Ezt kovetéen a masodik fazisban az a- és B-ZAL konjugalodik, melyet a gliikuronil

transzferaz nevll enzim végez el. Ennek kovetkezményeképpen a metabolitok a vizelettel mar

kivalasztodnak.

A gerincesek szOveteivel ellentétben a mikroorganizmusok hatékonyabbak a ZEA
esetben a ZEA kémiai szerkezetében jelen levd lakton gytiriik hasitasa torténik. El6szor El
Sharkawy és munkatarsai irtak le a ZEA eredményes bontasat, melynek soran a Clonostachys
rosea nevii gombaval bontottdk fel a toxin gylirlis rendszerét (El Sharkawy et al. 1989).
Ugyanezt a fajt alkalmaztak Takahashi-Ando és munkatarsai is a ZEA mennyiségének
laktonohidrolaz enzim génjét, zhd101l-et, amelyet Escherichia coli és Saccharomyces
cerevisiae mikroszervezetekbe transzformaltak, igy eldallitva a ZEA bontasara képes
genetikailag modositott szervezeteket; ezen kiviil a zhd101 gént GM rizsbe iiltetve is
értékelték ZEA detoxifikald hatékonysagat. Az E. coli altal végzett degradacid hatékonynak
bizonyult, mig a S. cerevisiae Kisebb aktivitast mutatott. Erdekes médon a GM rizzsel
beallitott kisérletek soran is jelentds toxinmennyiség csokkenést mutattak ki (Takahashi-Ando
et al. 2004). Tovabbi mikroszervezetrdl is bizonyitott ZEA bontd képessége. A Trichosporon
mycotoxinivorans élesztdgombafaj leirasa utan bizonyitottak annak ZEA és ochratoxin bonto
képességét is (Vekiru et al. 2010), valamint, hogy a biodegradacios végtermék mar nem
rendelkezett Osztrogénhatassal (Molnar et al. 2004). Mai kutatdsok szerint viszont Hickey ¢és

munkatarsai leirtak olyan esetet, melyben cisztas fibrozisban szenvedd betegnél a T.
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mycotoxinivorans tiidégyulladast okozott, igy a mikroba emberi egészséget veszélyeztetd
hatasa meriilt fel (2009).

Szamos természetben jelenlevd prokariota is rendelkezik mikotoxin-bontd
képességgel. Szakirodalmi adatok alapjan a Streptomyces griseus, és a S. rutgersensus fajrol
bizonyitottak toxinbontd tulajdonsagukat (El-Sharkawy 1987). Ezen feliil a Rhodococcus és
Pseudomonas nemzetség tagjai kiemelked$ biodetoxifikacios képességgel birnak zearalenon
¢s aflatoxin-B1 tekintetében (Krifaton et al. 2011). Cserhati és munkatarsai (2013) 32
Rhodococcus térzs ZEA, aflatoxin B1 (AFB1), fumonizin B1 (FB1), T2 toxin és ochratoxin
(OTA) bontési képességét vizsgaltak. A vizsgalt 32 torzsbol a ZEA esetében 3, az AFBI
esetében 30, és a T2 esetében az 0sszes torzs képes volt a toxin tobb mint 60%-at elbontani,
melyek koziil az AFB1 degradacidja sordn 12, mig a ZEA bontasa sordn pedig 3 torzs
nemcsak jelentds toxinkoncentracid-csokkenést eredményezett, hanem a karos bioldgiai hatas
(genotoxicitas, Osztrogénhatas) megszlntetésére is képes volt. Az OTA és az FB1 esetében
mar nem volt tapasztalhato ilyen mértékii toxinbontas egyik Rhodococcus faj esetében sem.
Hasonl6 eredményeket kaptak AFB1 bontas terén Alberts (2006) valamint Teniola (2005) és
munkatarsai is. Mindkét tudomanyos kozlésben a Rhodococcus erythropolis torzs AFB1
bontasi képességét vizsgaltak sejtmentes kivonatokon. Alberts et al. (2006) eredményei
szerint a vizsgalt torzs kozel 70%-0s bontast végzett, mig Teniola et al. (2005) majdnem
100%-o0s toxinbontast tapasztalt. Mindkét esetben a torzs altal végzett biodetoxifikaciorol
beszélhetliink, mivel Ames tesztben vizsgdlva nem tapasztaltak maradék mutagén
vegylileteket. Teniola et al. (2005) bebizonyitotta, hogy az éaltala vizsgalt térzs joval
hatékonyabb AFB1-bontasra képes, mint az ismerten jol bonté Nocardia corynebacterioides
DSM 12676 torzs (korabbi nevén Flavobacterium aurantiacum NRRL B-184) (Ciegler et al
1966).

Ezidaig 6t Rhodococcus torzs genomprojektje késziilt el. Ezek koziil Kriszt és
munkatarsai elkészitették a R. pyridinivorans AK37-es torzs genomjanak a felvételezését,
mely szerint a torzs génjei kozott 117, aromas vegyiiletek bontasara alkalmas enzimtermel6

gént azonositottak (Kriszt et al. 2012a).

2.5. A mikotoxinok vizsgalati modszerei

2.5.1. Kémiai analitika

A toxin elvalasztasdra elsdsorban kromatografias modszereket hasznalnak. A

kromatografia a kémiai analitika leggyakrabban alkalmazott mddszere, mely a kiilonb6z6
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alkotok elvalasztasan alapul. A modszer lényege, hogy a mintat egy Un. mozgdfazisba
juttatjuk. A rendszerben taldlhatdé még egy fazis is, az un. alléfazis, mely a kromatografias
oszlopon kotott szemesés hordozon talalhaté. A minta athaladva az oszlopon kapcsolatba
keriil az 4ll6fazissal, mely oldhatosagatol fiiggden hosszabb-rovidebb id6 alatt keriil az oszlop
végén taldlhatd detektorba. A minta komponensei tehat eltérd oldodasi sebességiik
kovetkeztében valnak szét (Kristof 2000). Szamos kromatografids eljarast alkalmaznak
(vékonyréteg  kromatografia,  gazkromatografia-tomegspektrometria, = magasnyomasu-
folyadék-kromatografia) (Mézes 2009).

A magasnyomasu-folyadék-kromatografia (HPLC = High-Performance Liquid
Chromatography) a legszélesebb korben alkalmazott kémiai analitikai modszer pontossaganak
¢s megbizhatésaganak koszonhetéen. A mozgdfazis folyadék, mely ellentétben a
gazkromatografidval, kapcsolatba [ép a mintaval is. A mozgofazis két részre oszlik, egy mérd
valamint egy referencia agra. A mérés soran a folosleges gazokat eltavolitjadk. A HPLC
vizsgalatoknal kétféle detektort alkalmaznak. Az egyik tipus a mozgdfazis azon tulajdonsagait
vizsgalja, mely a mintaval valo érintkezés kovetkeztében megvaltozik. Ilyen lehet a silirliség
vagy a tOrésmutatd. A masik tipus a minta egyedi tulajdonsagat, ugy, mint UV
abszorbancidjat vagy fluoreszcencidgjat méri (Kristof 2000). A HPLC fluoreszcencias
detektalasi modja sikeresen alkalmazhato a ZEA és szarmazékai esetében, koszonhetden azok
természetes fluoreszkalasanak (Gromadzka et al. 2008). Tobb toxin vizsgalatara alkalmas
modszer is 1étezik, ilyen az Osszetett HPLC-MSMS, mely egy kromatografids elvalasztast
alkalmaz kiegészitve a tovabbi szelekcidt lehetdveé tevo kettd tomeg spektrométerrel (Bliza —
M. Schill 2010). Az allati takarmanyokban megtalalhat6 ZEA HPLC-vel torténd
vizsgélatanak elfogadott szabvanya az EN 15792:2009 (EFSA 2009). Hormonhaztartast
zavar0 anyagok vizsgalatara is kivaloan alkalmazhato, mely mar szennyvizekbdl 0,1-0,5 ng/L,
mig vizfelszinekbdl 1-2 ng/L tartomanyban mutatja ki ezen anyagokat (Young et al. 2004).
Erzékenyebb a tobbi kromatografias modszerrel szemben. Hatranyaként emlitheté dragasaga,
1ddigényessége valamint, hogy megfeleld szaktudast igényel.

Szamos esetben a mikotoxinok alcazottan vannak jelen, igy detektalasuk kifejezetten
nehézkessé valik. Jelenleg sajnos az erre alkalmas analitikai modszerek hianyoznak (EFSA,
2009).

2.5.2. Immunanalitikai médszerek

Széles korben alkalmazott méddszer az ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent

Assay), mely megbizhatdéan alkalmazhatd mikotoxin vizsgélatok esetében is. A mikotoxinok
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mennyiségi meghatirozasa soran a direkt ELISA tesztet alkalmazzdk. A modszer alapja az
antitestek azon tulajdonsaga, mely szerint kivaloan meg tudjak kiilonboztetni a mikotoxinok
haromdimenziés szerkezetét (Gromadzka et al. 2008). A vizsgalat microtiter lemezeken
zajlik, ahol elsé 1épésként immunglobulin G-t (IgG) kotnek a microplate falara. A megkotés
utan juttatjdk a microplat-re a toxint, vagyis az antigént. A toxin egy fehérjéhez, mint
vivéanyaghoz kapcsolodik, mely az igG-hez kotddik. A nemkotédd anyagok eltavolitasa utan
ujabb, mar enzimmel jelzett immunanyagot juttatnak a plate-re, mely a megko6todott toxin
masik feléhez kapcsolddik. Az alkalmazott enzim alkalikus foszfataz, mely szubsztratként
para-nitrofenil foszfatot tartalmaz. Pozitiv reakci6 esetén a szubsztrat para-nitrofenolla alakul,
(Clark — Adams 1977). Kevésbé pontos, mint a HPLC, viszont elénye, hogy olcsobb,
gyorsabb ¢és egyszerlibben alkalmazhato (http3).

2.6.  Bioldgiai hatasmérés

Az emberi felhasznalasbol a kornyezetbe keriilt vegyi anyagok illetve a természetes
anyagok feldusuldsa kiilonds veszélyt jelent az emberekre, 4llatokra igy az egész
Okoszisztémara nézve is. Ezen anyagok ¢él6 szervezetekre gyakorolt hatdsait vizsgalo és az
¢l6lények valaszreakcidival foglalkozé tudomanyag a toxikologia. A toxikologia mérgekkel,
mérgezést okozo hulladékokkal, anyagok toxicitasanak kimutatasaval, hatdsmechanizmuséval
foglalkozik (http6). ,,A toxicitas tehat egy anyag karos hatasa egy biologiai szervezetre”
(Gruiz et al. 2001).

A bioldgiai hataselemz0d tesztrendszerek célja pedig, hogy biologiai mddszerekkel
vizsgaljak a szennyezOanyagok hatdsait. Ismert és ismeretlen szennyezdanyagok kornyezeti
hatésait is megismerhetjiik a tesztszervezet valaszreakcidibol.

A biotesztek tervezése soran elsddleges szempont a tesztszervezet kivalasztasa, mivel
azok reakcioi alapjan lehet koOvetkeztetni a hatasokra, ezért ismerniink kell azok
érzékenységét. Legalkalmasabbnak a legérzékenyebb szervezetek tekintheték, mert azok
engednek kovetkeztetni az egész Okoszisztéma érzékenységére is. Fontos szempont, hogy a
valasztott tesztszervezet laboratoriumi koriilmények kozott fenntarthatd legyen (Gruiz et al.
2001). A modszer €és a mikroba kivalasztasakor tehat elsdsorban a vizsgalati célt, valamint a

Az biologiai hatasmérésen alapuld tesztek lehetnek akut, néhany ora alatt lezajlo,
illetve kronikus, a tesztszervezet egész élettartama vagy reprodukcios ciklusa alatt zajlo

tesztek. Ezek a modszerek kiilonbozd toxicitasi dozisokat és/vagy koncentraciokat meérnek,
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kiilonboz6 végpontokat vizsgalnak. A dozis a toxikoldgiai altal alkalmazott azt a konkrét
anyagmennyiséget jeloli, melyet egy organizmus kiilonb6z6 expozicids ttvonalakon felvesz.
Ezzel szemben a biologiai hatasmérésnél dozis helyett kornyezeti koncentraciot alkalmazunk,
mivel a kornyezetben jelenlevo szennyezés soran nem tudjuk, hogy mely anyagok milyen
aranyban, mekkora mennyiségben vannak jelen, csak az altaluk kivaltott biologiai hatas
vizsgalhato. A kapott eredmények fiiggvényében rajzolhatjuk fel a szigmoid vagy S-alaka
koncentracio-valasz gorbét, mely megmutatja a ndvekvo koncentracid altal kivaltott hatast

(Gruiz et al. 2001).

A bioldgiai hatasméré teszteknél alkalmazott mérési végpontok

Kiilonb6z6 mérési végpontok kiilonboztethetok meg a kronikus és akut vizsgéalatok
kapcsan, amelyeket az 1. melléklet tartalmaz. Ezen vizsgélatok soran a kiillonb6zd szennyezd
anyagok koncentracidiban adjuk meg a kivalasztott tesztorganizmusokon mért hatést
(fénykibocsatas valtozas, mozgasképtelenség, halal). A kiilonb6zé koncentraciok mellett

végpontként szolgalhat a kiilonb6z6 enzimek aktivitasanak csokkenése is (http7).

A biolégiai hataselemz6é modszerek elényei és hatranyai

A bioldgiai tesztrendszerek kivaldan alkalmasak kornyezeti mintdk vizsgalatara,
ugyanis altaluk olyan hatasokra is fény deriilhet, melyek a fizikai-kémiai mddszerek szamara
rejtve maradnak, mivel a vizsgalt paraméterek kozott nem szerepelnek. A bioldgiai hatasmérd
és kémiai analitikai vizsgéalatok egyiittesen alkalmasak annak a megéllapitasara, hogy
mekkora kockazattal, milyen valtozas bekovetkeztével €és milyen hatissal jar az ¢élo
szervezetekre a szennyezbanyagok felszabaduldsa. A biologiai és a kémiai analitikai
eredmények a kovetkezd modon térhetnek el egymastol:

* Az analitikai eredmények nagy szennyezéanyag koncentraciét mutatnak, mig a
biologiai hatéas kicsi. Ennek oka lehet, hogy a vegyi anyagok olyan kotott allapotban vannak,
hogy kioldasuk biologiai folyamatokkal nem lehetséges, vagyis nem hozzaférhetdek.

» Eldfordulhat az a jelenség is, hogy a kémiai analitikai eredmények nem tamasztjak
ala a tapasztalt biologiai hatast. Ennek oka lehet, hogy olyan 1j ismeretlen anyag okozza a
toxikus hatast, amely jelenlétét nem sejtjiik, igy analitikai modszerekkel nem is vizsgaljuk.
Ezen kiviil a fentebb emlitett, természetben tapasztalhatd antagonista/szinergista hatasok is
okozhatnak olyan toxikus koriilményeket, amelyek analitikai modszerekkel nem
elemezhetoek (http7).
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A Dbiologiai hataselemzé modszerek szamos eldnnyel birnak: gyorsak, pontosak, jol
reprodukélhatok és a kémiai analitikdhoz viszonyitva olcsdbbak is. Az vizsgalati modszerekre
jellemzd, hogy minél bonyolultabb a modszer anndl nagyobb a kornyezeti realizmusa, de
ezzel egyiitt egyre inkabb nd a hely- ¢és iddigénye, valamint a koltsége. A biologiai
tesztrendszerek hatranya, hogy sokszor a laborban kapott eredmények nem vonatkoztathatok
ténylegesen a kornyezetben lejatszodd folyamatokra, igy alkalmazasuk csak az analitikai
modszerekkel egyiittesen vezetnek célhoz (Calow 1993).

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a négy alapvetd szempont, melyet a bioldgiai
hataselemzé modszerekt6l elvarhatunk: a reprodukalhatésag, az érzékenység, a

megbizhatdsag és a kornyezeti realizmus (Gruiz et al. 2001).

2.6.1. Biolumineszcencia, mint a toxicitas indikatora

A biolumineszcencia ¢€l6 szervezetek altali fénykibocsatds, melyet enzimek
katalizalnak. Fénykibocsatasra képes ¢l0 szerveztek tobbek kozott a baktériumok, gombak,
halak, algék, rovarok stb. (Meighen 1993).

A biolumineszcenciat a luciferdz enzim katalizalja, melynek szubsztratja egy hosszu
szénlancu alifas aldehid, flavin mononukleotid (FMN), elsddleges elektron donor a NADH, és
sziikség van tovabba oxigénre. A fénykibocsatast a lumineszcencia rendszer vezérli, melynek
meghatarozo lux génjeit izolaltak példaul Vibrio és Photobacterium, valamint a szarazfoldi
Xenorhabdus fajokbol. A biolumineszcens baktériumok a luxCDABE operont tartalmazzak,
mely egy heterodimer luciferaz enzimet (luciferaz a- és [-alegység), valamint annak
szubsztratjat, egy hosszu szénlancu zsiraldehidet el6allitd6 enzimkomplexet kodol. A luciferaz
a zsiraldehidet és a redukalt flavin mononukleotidot (FMNH?) oxidalja, mely reakcid sordn az

energia kékeszold, 490 nm koriili hulldamhosszl fény forméjaban szabadul fel.
FMNH, + O, — FMN + RCOOH + H,0 + fény

A luciferaz €és a szubsztratok keveredése gyorsan zajlik le. Ezt kdvetden az enzim
keresztiilmegy egy korfolyamaton, mely alatt a fénykibocsatas eléri a maximumat. Ha a
FMNH; ellatasa a sejtben folyamatos, akkor a fény alland6 szinten marad.

A Dbakterialis lux génkazetta (IuXCDABE) altal inditott fénykibocsatashoz nincs
sziikség kiilsd szubsztratra, igy viszonylag gyors reakciordl beszélhetiink.

A biolumineszcencia szoros kapcsolatban all a sejt életképességével, metabolikus
allapotaval. Ennek kdszonhetden egy szennyezOanyaggal kapcsoltba keriilve, a sejten beiili

valtozasokra utalva kdvetkezik be a fénykibocsatas.
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Tehat az emlitett szervezetekbdl izolalt lux gének alkalmazisaval vizsgalt
biolumineszcencia egy gyors, megbizhatd ¢és ¢érzékeny indikatora lehet kiilonféle

szennyezbanyagoknak (Meighen, 1993).

2.6.2.  Osztrogén kimutatasira alkalmas médszerek

Az 6sztrogénhatas mérésére szamos In Vivo és in vitro modszer all a rendelkezésre,
melyek magas ¢érzékenységgel birnak, igy alkalmasak a receptorkapcsolt agonista ¢€s
antagonista hatasok mérésére. In vitro kategoériaban a kovetkez6 tesztek 1éteznek:

e Ligandumkoté modszer

e Sejtszaporodas vizsgalat

o Utodlagos sejtfelhalmozodas vizsgalata

o Fehérjeatiras illetve enzimaktivitas indukalasa

e Rekombinans receptor/riporter gén vizsgalat: specidlis endokrin receptorok altal

keltett biologiai folyamatok el6idézésének illetve elnyomasanak vizsgalata

Széles korben alkalmazott méodszer a YES (Yeast Estrogen Screen) teszt, mely
kivéaléan alkalmas kiillonb6zd anyagok 6sztrogénhatasanak kimutatésara.

Az Saccharomyces cerevisiae mikroszkopikus élesztégomba DNS-ébe egy human
Osztrogén receptort integraltak, illetve a sejt plazmidon kodolt Gsztrogén valaszelemeket
tartalmaz, melyek szabalyozzak a lacZ gén atirddasanak folyamatat. A receptor és az
Osztrogén valaszelem kapcsolodéasat kdvetden az atirodasért felelds faktorokkal szabalyozzak

a lacZ gén atir6dasat. Annak érdekében, hogy a receptorok aktivitdsa mérhet6vé valjon,

sziikség van egy szubsztrat, a voros ¥ Osztrogén

V| Bsztrogén receptor

szind klorofenol-B-D-
galaktopiranozid (CPRG)

m Aktivalt receptor

© s-Galaktozidiz

hER Human dsztrogén receptor

hozzéadasara, mely indukal egy

ERE Osztrogén vilasz elem

enzimatikus terméket, a

szinreakciot eléidézo B-

galaktozidazt. Ez a  sargabol

" Seitmag, /
—

Citoplazma Medium

vorosbe valtd kolorimetrids reakcio
mérhetd 540 nm-en (4. abra). 4. abra: A YES-teszt miikodési elve (Routledge-Sumpter 1995)
A reakci6 3-5 napos inkubaci6 alatt zajlik le, igy igencsak lassu tesztrél van szd. A

folyamatot bonyolitja az emlitett szubsztrat hozzaadasa is (Routledge—Sumpter, 1995).
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2.6.3. ABLYES/BLYR tesztrendszer

Tovéabbi 0Osztrogénhatds kimutatdsara alkalmazott biolumineszcens ¢lesztd alapa
bioriporter rendszer a Saccharomyces cerevisiae nevii élesztotorzs genetikailag modositott
valtozatait hasznalja tesztszervezetként a hormonhatasu anyagok kimutatasara, hasonléan a
YES teszthez, ami eredeti allapotban nem képes biolumineszcenciara, de a lux génkazetta
sejtbe inszertalasaval 1étrehoztdk a biolumineszcencia alapia BLYES tesztet (Bioluminescent
Yeast Estrogen Screen). A BLYES teszt esetében humén 6sztrogén receptor génjét (hER-a)
integraltak a genomba. Emellett a folyamatban két plazmid jatszik szerepet, a pUTK407 ¢és a
pUTK404, amelyek tartalmazzak a Photorhabdus luminescens nevii mikrobaboél izolalt lux
géneket és a Vibrio harveyi baktériumbol kinyert frp gént, ami a FMN redukciéért felelés. A
pUTKA407 plazmid egyszerre expresszalja a luxA és luxB gént; ezzel egyiitt a masik plazmid
(pUTK404) tartalmazza az aldehid szintézisért felelés luxC, -D, -E és a FMN redukcidért
felelds frp géneket (Gupta et al. 2003).

Mindkét plazmidon divergens (szétagazo) promodterek (GDP és ADHI1) taldlhatoak,
igy az atirds egyszerre kétiranyu folyamatban jatszodik le. A pUTK407 promoterei kozé
beillesztettek tandem (egymas utan ismétl6dd) osztrogén valaszelemeket, amelyek elinditjak a
plazmid atirédasat, és egyszerre expresszaljak a IUxA és luxB gént. Ezzel egyiitt a masik
plazmidra (pUTK404) egy kozbens6 riboszoma belépési hely (IRES) lett inszertalva, amely
az eukariota szervezeteken az Osszetett gének atirddasahoz sziikséges. Igy lehetséges a
plazmidon a luxC, -D, valamint a luxE és az frp gének egyiittes atirasa (5. abra).

A BLYES torzzsel egy

Osztrogén
vegyllet

7 Human Osztrogén Rccepgt;;/ === ldében alkalmaZOtt konstitutiv

Q o @ G %/ kontroll térzs a citotoxicitds
g | i mérésére alkalmas Saccharomyces
sei G | Cerevisiae BLYR torzs

| (Sanseverino et al. 2008, http8). A
" BLYR torzs esetében a

ERE 450

luxC JuxE

pUTK404
luxD

pUTK407

biolumineszcencidért felelés gének

N\ fro
— atirodasa allando, viszont a sejt
_ ¢letfeltételeire karosan hato
5. 4bra: A BLYES-teszt miikodési sémaja anyagok kovetkeztében

(Sanseverino et al. 2005) . o )
lumineszcencia gatlas tapasztalhatd

(Sanseverino et al. 2008).
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A hormonhatds és a citotoxikus hatas mérésére alkalmas bioriporter rendszerrel mar 3-
5 6ras inkubacids id6 elteltével is megbizhatd informaciot kapunk a vizsgalt mintardl. A
BLYES és a BLYR rendszerek esetében szubsztrat hozzaadasara nincs sziikség (Sanseverino
2005, Sanseverino 2008).
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3. Modszerek

3.1. Bontasi kisérlet

Vizsgalataink sordn szénhidrogénnel szennyezett teriiletekrdl izolalt, mar meglévo
torzsgylijteménybe tartozd mikroszervezetekkel dolgoztunk, amelyek eldzetesen igazolt
mikotoxin-bontd képességgel rendelkeznek. Ezen mikroszervezeteket bontasi kisérletbe
allitottuk, a bontasi rendszerekbdl szarmazoé feliilusz6 mintakat pedig egy komplex vizsgélati
rendszerrel vizsgaltuk, amely magaba foglalta a bioldgiai (BLYES és BLYR), kémiai
analitikai (HPLC-FLD), és immunanalitikai (ELISA) modszereket. A kisérlet felépitését és a
kiilonbozd vizsgalati irdnyokat az 6. dbra foglalja dssze.

A kisérletekhez a ZEA toxint a Fermentek Kft-t61 (Izrael) szereztiik be és acetonban
oldottuk. To6rzsoldatot készitettiink 1000 pg/ml-es koncentracioban, amelyet a kiilonb6z6

vizsgalati iranyokhoz hasznaltunk fel.

Inokulum elkészitése
O D:'.-_'H:._ﬂ. 6

Elotenyésztés: Elotenyésztés:

Inokulum (5ml) + friss tipoldat (45ml) Inokulum (20 ml) + friss tapoldat (200 ml)

#11) ¥ - k1
s Enzimatikus bontis vizsgalata

6. abra: A bontasi kisérlet 1épései

A bontasi Kisérletbe vont mikroszervezetek

. Rhodococcus erythropolis NI1

o Rhodococcus pyridinivorans AK37
o Rhodococcus pyridinivorans K402
o Rhodococcus pyridinivorans K404
o Rhodococcus pyridinivorans K408
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o Rhodococcus ruber N361
o Rhodococcus gluberulus N58

. Rhodococcus aetherivorans AK44

3.1.1.  Inokulum és elotenyészet

A bontasi kisérletre valasztott, -80°C-on
tarolt torzseket LB agarra szélesztve inkubaltuk
28°C-on 72 o6ran keresztil. A telepek
tisztasdganak ellendrzése utdn inokulumot

készitettiink, melynek soran egyetlen tiszta

telepet oltottunk frissen készitett LB tapoldatba

1. kép: A bontasi rendszerek a termosztatban
(sajat fotd)

Az inokulumok sejtslirliségét bedllitottuk ODggo = 0,6-ra, amelybdl a bontasi kisérletek

¢és razattuk (28°C, 170 rpm) 24 oran keresztiil.

elétenyészetéhez 5 ml-t oltottunk 45 ml friss tapoldatba, ezutdn Gsszeallitottuk az €16 sejtes

bontasi kisérletet.

3.1.2. Bontasi kisérlet él6 sejtekkel

Az €16 sejtes biodegradacios kisérlet 50 ml LB tapoldatot tartalmazé Erlenmeyer
lombikban (300 ml), 3 parhuzamos rendszer beallitasaval tortént (1. kép). A bontasi kisérletek
soran az el6tenyészetet 1 pg/ml ZEA-val kontaminaltuk. A bontas soran alkalmaztunk egy
mikrobamentes kontrollt, amely szintén 1 pg/ml ZEA-val kontaminalt 50 ml LB tapoldatot
tartalmazott.

A kisérleti rendszereket 7 napon keresztiil
inkubaltuk (28°C, 170 rpm), és a parhuzamos bontasi
rendszereket 24 Oranként mintaztuk (2. kép). A
mintakat lecentrifugaltuk (15000 rpm, 4°C, 20 min.), a
feliiluszot dekantaltuk és a pellettdl kiilon taroltuk
-20°C-on a tovabbi vizsgalatokig.

A feliilisz6t és a pelletet akkreditalt kémiai
analitikai laboratoriumok vizsgaltdk, a Wessling

Hungary Kft. nagyteljesitményti folyadék-

kromatografia médszerrel (HPLC, High Performance
Liquid Chromatography), illetve a Soft Flow Hungary 2. kép: Mintavételezés (sajat foté)

Kft. ELISA moédszerrel. A degradacids kisérlet feliiluszé mintéit pedig biologiai hataselemzés
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ala vontuk, amely soran a két biolumineszcens élesztd alapu bioriporter tesztszervezetet, a
BLYES (hormonhatast vizsgalo) és a BLYR (citotoxikus hatast vizsgalo) tesztorganizmust

alkalmaztuk.

3.1.3.  Bontasi kisérlet sejtmentes kivonatokkal

A sejtmentes kivonatokkal végzett bontashoz a fent emlitett torzsek mintait
alkalmaztuk, amelyben a pelletet a feliiluszotol szétvalasztottuk. Annak felderitésére, hogy a
bontasban résztvevo enzimek termelddése konstitutiv (allanddan termel6dé) vagy indukalt (a
szennyezbanyag jelenléte valtja ki a bontéenzimek termelddését) az aldbbi modszereket
alkalmaztuk. A ZEA 4ltal indukalt enzimek jelenlétét elokezeléssel vizsgaltuk, mely soran a
razatott sejtes el6tenyészeteket (3.1.1. alfejezet) 1 pg/ml-es ZEA-koncentracioval 48 oran
keresztiil eléinkubéltuk, mig a konstitutivan termelédd enzimek vizsgalatdhoz nem
alkalmaztunk eldkezelést.

Tovabbi kisérleteket folytattunk az extra- és az intracellularis enzimek vizsgalatara,
igy a mintakat kétféle modon kezeltiik: az extracellularis enzimeket az inokulum (3.1.1
fejezet) lecentrifugalasa (4°C, 4000 rpm, 20 perc) utdn annak feliiluszé frakciojaban
vizsgaltuk, mig az intracelluldris enzimek hozzaférhetdsége érdekében a felszaporitott
sejtszuszpenziobol ultrahangos feltaras utan nyertiik ki a sejtmentes extraktumot. Ennek
folyamata soran a felszaporitott el6tenyészetek eldallitasat kovetden a sejteket kétszer
atmostuk és a kinyert enzimek stabilitdsanak biztositdsdra foszfat puffert (pH=7)
alkalmaztunk. A sejtek atmosasa utan 1 g biomasszat 3 ml pufferben oldottunk vissza. Ezutan
cirkénium port adtunk a sejtszuszpenziokhoz, majd azokat ultrahangos roncsoldba (Branson
Digital Sonifier®) helyeztiik és 6*1 percig szonikaltuk. Ezt kovette a szintén 20 perces
centrifugalds 4°C-on 4000 rpm-en. A centrifugalast kovetden az eldzetesen ultrahangos
roncsolason atesett sejtek feliilisz6 mintait 0,2 pm-es porusatmérdjii membranon sziirtiik at,
majd ezekbdl allitottuk Gssze az Gjabb bontasi rendszereket.

A teszt Eppendorf csovekben zajlott, melyekbe 1 ml kivonatot mértiink, amit ZEA-val
kontaminaltunk 1pg/ml végkoncentracio eléréséig. A bontasi rendszer az egyes torzsekbdl 3
parhuzamost tartalmazott, melyek mellé ZEA-val kezelt tapoldatot tartalmazd kontrollt
allitottunk be. A sejtmentes extraktumokkal végzett kisérletet 37°C-on végeztiik. A kisérlet 6
oran keresztiil zajlott, a kisérleti rendszereket pedig oranként mintaztuk, majd -20°C-on
taroltuk a BLYES/BLYR hataselemzd rendszerekkel torténd feldolgozasig.

A maradék hormonhatds értékelése minden kisérletnél az élesztd alapt

tesztrendszerrel tortént.
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3.2. A bontas értékelése

3.2.1.1. Elokisérletek és a teszt standardizdlasa

Az élesztok szaporitasahoz uracil és leucin szelektiv tapoldatot (YMMym-, feu-)
alkalmaztunk, amelyet 5 tovabbi oldattal egészitettiink ki: vitamin oldat (mely tiamint,
piridoxint, pantoténsavat, inozitolt és biotin oldatot tartalmaz), 20%-os gliikkéz oldat, L-
aszparaginsav oldat, L-treonin oldat és réz-szulfat oldat (2. melléklet). Minden Osszetevot
autoklavban sterileztiink (121°C, 1,2 bar) a vitamin oldat és a réz-szulfat oldat kivételével,
amelyeket pedig 0,2 um pérusatmérdji membransziirdn szirtiink at. Az 6sszeallitast laminaris
boxban, steril eszkdzokkel végeztik a befertézddés elkeriilése végett. Miutan a tapoldat
elkésziilt a -80°C-on tarolt BLYES (3. kép) és BLYR (4. kép) inokulumot 250 ml-es
Erlenmeyer lombikban szaporitottuk 30 ml tdpoldatban, majd termosztatban razattuk (30°C,
200 rpm). A tdrzsszuszpenziot egy €jszakan keresztiil szaporitottuk, majd sejtstiriségét 600

nm-en (ODggo) 1-re allitottuk be (Sanseverino, 2008).

3. kép: A BLYES torzs taptalajon 4. kép: A BLYR torzs taptalajon

A vizsgalatok sordn a mintdkat fehér microtiter lemezeken vizsgaltuk. Eldszor a
pozitiv kontrollok beallitasa tortént. A lemezeken elkészitettiik a ZEA-nak és annak két f6
metabolitjanak (a- és f-zearalenol) higitasi sorat. Higitd oldatként metanolt hasznaltunk. A
kiindulési koncentracié Sanseverino és munkatarsai leirasat kovetve 31,84 pg/ml volt, melyet
3,18E-05 pg/ml végkoncentracidig higitottunk.

Két negativ kontroll hasznalata is sziikséges volt: a higitdshoz hasznalt metanol és a

tesztszervezetet tartalmazo kontroll, valamint magat a tesztszervezetet tartalmazo kontroll.

A mintak és a kontrollok kiadagolasa (20 pl/microwell) utan a beallitott sejtstirliségii

tesztszervezet 200 pl-ét adagoltuk a microplate megfeleld részeibe és a microlemezt 30°C-on
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inkubaltuk 5 oran keresztiil. Ellendriztik a kezdd fénykibocsatast, majd oranként mértiik

VictorX Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer Inc.) segitségével.

Az eredmények értékelése soran elsd lépésként kiszamitottuk a negativ kontrollok
szazalékos aranyat, hogy meggy6zddjlink értékeink hitelességérdl. Ez az arany hatarozza meg
azt, hogy a mérés soran kapott eredmények elfogadhatéoak-e. Amennyiben ez az érték
meghaladja a 150%-ot, akkor a higité oldat nagy valoszinliség szerint tartalmaz valamilyen

szervezetre hato anyagot, igy a mérést meg kell ismételni.

A BLYES tesztszervezet értékelése soran meghataroztuk a pozitiv kontroll ECsp
értékét, amely az 50%-os lumineszcencia valtozast okozo6 hatasos koncentracio értéket fejezi
ki. A hormonhatas €s a citotoxicitds meghatarozasa soran elsé 1épésként felrajzoltuk a mért
értekekbdl kapott grafikonokat, melyek szabalyos szigmoid alakot mutattak. Az S-gorbe
egyenes szakaszara linedrist illesztettiink, melynek egyenlete alapjan kaptuk meg a minta

fénykibocsatasanak 50%-os csokkenését eredményez0 toxicitasi értéket.

A BLYR esetében a tapasztalt hatast gatlasi szazalékban, ICyg értékkel fejeztiik ki. Az
IC (Inhibitory Concentration) azt a tesztminta-koncentraciot jelenti, amely a 20%-0sS
inhibiciot valt ki.

3.2.1.2. BLYES/BLYR biologia hatdselemzd rendszerek adaptildsa a ZEA bontdsi
kisérlethez

A tesztszervezetek elOkészitése a 3.2.1.1. pontban leirtaknak megfelelden tortént. Az
€10 sejtes bontasi kisérlet mintaibol 1:2 higitasi sort készitettiink, mig a sejtmentes kivonatok
esetében pontmintékat alkalmaztunk, melyekbdl 20 pl-t adagoltunk a microplate megfeleld
részeibe. A vizsgalatok sordn pozitiv kontrollként a bontési kisérletben alkalmazott ZEA

oldatot alkalmaztunk, illetve az tesztet a 3.2.1.1. pontban ismertetett moédon folytattuk.

A bontdsi kisérletek mintdi eset¢ben egy lumineszcencia intenzitasi értéket
hataroztunk meg Froehner és munkatarsai altal kidolgozott, de modositott egyenlet alapjan.
Az egyenlet altal kapott eredmény reciprok értékének alkalmazasaval nem biolumineszcencia
gatlasi, hanem intenzitasi értékben adtuk meg szazalékos aranyban a kontrollhoz viszonyitott

fénykibocsatas valtozast (Froehner et al. 2002).
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Az intenzitési érték egyenlete:

K-M

Intenzitési értek (%) {( J*lOO}*(—l)

ahol a K = a teszt soran alkalmazott negativ kontrol biolumineszcencia értékét,

az M = pedig a minta fénykibocsatasi értékét jelenti.

3.22. HPLC

A kémiai analitikai tesztelést a Wessling Hungary Kft. akkreditalt laboratoriuma
végezte. A mért koncentraciot HPLC-FLD mddszerrel, vagyis fluoreszcens detektorral
felszerelt folyadék-kromatograffal hatdroztdk meg. A metanol-viz 1:1-es keverékébdl allo
higitas utan a minta 50 pl-e lett a HPLC-FLD rendszerbe injektalva (AOAC Official Method
985.18, melynek szamszertisitési hatara 10 ug/l). A szétvalasztas a C18-as oszlopon (Vydec
Denali, 4.6x150 mm; 5 um) izokratikus koriilmények kozott tortént. Ehhez 45:55 aranyu viz-
acetonitril oldatot hasznaltak. A ZEA-t 274 nm (extinkcid) és 440 nm (emisszio)

hullamhosszon detektaltak.

3.2.3. ELISA tesztek

A toxinkoncentraciok meghatarozasat a Soft Flow Hungary Kft. végezte ELISA Kittel,
Toxiwatch rendszerben, melynek kimutathatosagi tartomanya 8-1 ng/ml, a detektalasi hatar
0,142 ng/ml, a mérési hatarérték pedig 0,79 ng/ml volt. A vizsgalatok a gyartd Gitmutatasai
szerint folytak. A Toxiwatch ELISA Kit metanol (7,5%) alapll toxin extrakciés moddszert
hasznal, ezért a standard sornak is tartalmaznia kellet metanolt. Mivel a bakterialis
sejtfeliilisz6 matrixa LB médium, amely nem tartalmaz metanolt, igy metanolt nem
tartalmaz6 standard pontokat is alkalmaztak. A mintdkat harom parhuzamos rendszerben

vizsgaltak.

3.2.4. Statisztikai értékelés

Munkank soran a statisztikai értékelést STATISTICA 7 (StatSoft Hungary Kift.),
PAST (Hammer et al. 2001) és Microsoft EXCEL (Microsoft Inc., 135 Redmond, USA)

szoftverrel végeztiik.
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4. Eredmények

Eredményeink bemutatasat a BLYES/BLYR tesztrendszer validalasaval és
érzékenységének megallapitdsaval kezdeném, hiszen ennek a tesztnek az ZEA-ra
vonatkoztatott érzékenysége dozis-valasz Osszefiiggésben, valamint kimutathatosagi hatara

meghatarozta a tovabbi bontasi kisérletekben alkalmazott ZEA koncentracidkat.
4.1. A BLYES, BLYR tesztrendszer elokisérletei

A bioldgiai hataselemzés kivitelezésekor a vizsgalatok elsd részeként a tesztszervezet
miikodését ellendriztiik. Szakirodalmi adatok alapjan a ZEA ECsg értéke 1,90E-06 mol/dm?®
(Sanseverino et al. 2008), mig az o- és P-zearalenol esetében nem allt rendelkezésre
szakirodalmi adat.

A ZEA-nak és annak két f6 metaboltijanak (a- és B-zearalenol) fénykibocsatasi értékei
alapjan a 7. 4dbran lathato gorbéket kaptuk, melyek linedrisa alapjan kiszamitottuk az 50%-0s
fénykibocsatast okozd koncentracios értéket (ECsg) és emellett meghataroztuk a legkisebb

hatast okozé koncentracids (LOEC) értékeket is, melyek a 2. tdblazatban lathatoak.
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7. abra: A BLYES tesztszervezet zearalenon hatasara mutatott biolumineszcencia értékei

.....

ZEA a-ZOL B-ZOL
ECsp (ng/ml) 0,09 0,066 0,95
LOEC (pg/ml) 0,003 0,002 0,016

A ZEA BLYES tesztszervezetre kifejtett hatasos koncentracio értéket alapul véve
(tesztben 0,09 pg/ml hatdanyag okozott 50% lumineszcencia valtozéast) az alkalmazott

oldatkoncentracid6 0,99 pg/ml volt. Ebbdl kiindulva a bontési kisérletek kiindulési

crer
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valamint azt is megallapithattuk, hogy a tesztszervezet a ZEA mellet annak két metabolitjat is
detektalni tudja. Az a-ZOL esetében mar kisebb koncentraci6 is kimutathatd, kdszonhetéen a
szakirodalombdl is ismert tulajdonsdganak, miszerint er0sebb Osztrogén receptor affinitast
mutat (er0sebb Osztrogénhatassal rendelkezik), mint a ZEA vagy a -ZOL. Mindenesetre a -
ZOL o6sztrogénhatasa is kimutathaté a BLYES teszttel.

A BLYR citotoxicitast mérd térzzsel nem mértiink gatld hatast.
4.2. A bontasi kisérlet értékelése

A kisérleteink soran a vizsgalni kivant mikroszervezetek esetében a bontasi potencialt
hasonlitottuk 0ssze a mikroszervezetek azon képességével, hogy milyen mértékben képesek a

karos biologiai hatds megsziintetésére.

4.2.1. A bontasi Kkisérlet értékelése analitikai modszerekkel

Az analitikai eredmények alapjan a mikroszervezetek bontasi potencialjuk
szempontjabol harom csoportra oszthatok (3. tablazat):
l. kivalé (>90%-0s) bontasi potenciallal rendelkez6 torzsek
Il. j6 (>50%-0s) bontasi potenciallal rendelkez6 torzsek
II. elégtelen (<50%-0s) bontasi potenciallal rendelkezé torzsek

3. tablazat - A zearalenon bontasi kisérletbe vont mikrobatorzsek mikotoxin-bontasi potencialja kémiai
analitikai (HPLC) és immunanalitikai (ELISA) mérésekkel

HPLC ELISA
Bontasi potencial (%0) Bontasi potencial (%0)

R. pyridinivorans K402 93,63 + 4,31 93,02+ 0,76

~ | R. pyridinivorans K404 90,03+ 0,53 93,00 + 0.36
R. pyridinivorans K408 87,24 +2.83 85,39+ 1,02

| R- erythropolis NI1 75,95 % 1,00 70,93 + 2,56
= R. pyridinivorans AK37 61,14 +2,77 64,67 1,77
R. ruber N361 54,70 + 3,46 54,60 + 3,33

R. aetherivorans AK44 27,12 +224 30,64 +2,13

= | R. globerulus N58 26,24 + 20,93 19,92 + 15,87

Az analitikai eredmények alapjan két torzs esetében tapasztaltunk Kivaldo ZEA bontast.
A R. pyridinivorans K402 ¢s a R. pyridinivorans K404 90%-hoz koézeli bontast mutattak, igy
majdnem teljes mértékben képesek voltak csokkenteni az 6sztrogénhatast.

A vizsgalt torzsek nagy szazalékban eredményesnek bizonyultak, igy a kovetkezo

négy torzs hatékony, tobb mint 50%-0s ZEA biodegradacios képességével jol bontd
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mikrobaknak mondhatok. Ezek koziil is kiemelkedd volt a R. pyridinivorans K408 t6bb mint
80%-o0s ZEA bontasi képességgel. A R. erythropolis NI1 jelzésii torzs az 1 pg/ml ZEA tSbb
mint 70%-at volt képes eliminalni, mig a R. pyridinivorans AK37 t6bb mint 60%-at bontotta a
toxinnak. Ezekhez képest kismértékben alulmarad a R. ruber N361 50%-kézeli
biodegradacids képességével.

A harmadik csoportba tartoz6 mikroszervezetek a toxinnak csak joval kevesebb, mint
a felét degradaltak. A R. aetherivorans AK44 és a R. globerulus N58 20-30% koriili
bontasaval még képes volt a ZEA szerkezetének kismértékii megbontasara, de eszerint a

szazalékos eredmény szerint mar a ZEA bontasara nem alkalmasak.

A HPLC és az ELISA eredmények kozott szoros egyenes aranyt Osszefiiggés
tapasztalhatd. A statisztikai értékelésnél Pearson-féle korrelaciot alkalmaztuk, amely a linearis
korrelacids egyiitthatd specialis esetének tekinthetd. A mddszer a kapcsolat szorossaganak
mérésére a két valtozd rangszamainak kiilonbségét hasznalja fel. Amennyiben szoros
kapcsolat fedezhet6 fel a valtozok kozott, ugy az egylitthaté nagyobb, mint 0,6. Esetiinkben a
Pearson-féle korrelacio a HPLC és ELISA eredmények tekintetében 0,92 volt, tehat két

modszer eredményei SZOros egyenes aranyu Osszefliggést mutatnak egymassal.

4.2.2. A bontasi kisérlet értékelése maradék bioldgiai hatas alapjan

A biodegradacid soran tapasztalt karos biologiai hatds mérése a BLYES/BLYR
rendszerrel tortént. A kontroll és a parhuzamos mérési eredmények a protokollban leirtaknak
megfeleld eredményeket adtak.

A bontasi kisérletek ideje alatt naponta ill. oranként levett, 3 parhuzamosbol allo
mintdinkat biologiai hatdselemzésnek vetettilk ald. A BLYR tesztszervezettel maradék
citotoxikus hatast egyik esetben sem tapasztaltunk, igy eredményeinket extrapolalva
magasabb szervezddési szintekre, azt feltételezhetjiik, hogy a torzsek esetében nincs karos
sejtnovekedést gatld hatds. Mindezek mellett ezen eredmények azt is jelentik, hogy a
tesztszervezet novekedésgatlasanak vizsgalatara alkalmazott kontroll esetében a S. cerevisiae
tesztszervezetre a mintdk nem fejtenek ki gatlo hatast, tehat a hormonhatds vizsgalatara
alkalmazott BLYES torzs eredményei megbizhatéan fogjak a hormonhatast jelezni. A mintak
hormonhatadsat a bontds sordn alkalmazott mikrobamentes kontrollhoz viszonyitottuk,
amelyben bontd mikroorganizmusok hianyaban hormonhatas a bontds ideje alatt allando
maradt.

Az eldinkubaciods kisérlet nem eredményezett eltérést az eldinkubacié nélkiil torténd

kisérletekhez képest, igy a tovabbiakban az él6 sejtes kisérletet, valamint az intra- és az
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extracellularis kisérletet részletezném. A harom kezelésbdl kapott eredményeket az
Osszehasonlithatosag érdekében egy grafikonon, minden torzsnél kiilon abrazoltuk, melyeket

a kovetkezOkben ismertetnék.

4.2.3. A bontasi kisérlet komplex értékelése

A bontasi kisérlet soran tapasztalt hormonhatds részletezd értékelése kovetkezik a
mikroszervezetek bontasi potencialja alapjan, amelyet az analitikai eredmények alapjan
alakitottuk ki (4.2.1. fejezet). A hormonhatds csokkenése minden esetben a ZEA
mikroorganizmusokkal végzett ZEA-biodegradaciot mutatjadk a kisérletek teljes iddtartama
alatt. A x tengelyen minden esetben a harom kiilonbozd kisérleti beallitast tiintettiik fel: az
¢ldsejtes biodegradaciot, illetve a sejtmentes extraktummal végzett, intra- és extracellularis
enzimek vizsgalatara irdnyuld beallitast. Az y tengelyen a BLYES teszt eredményei lathatok,
ahol a nagyobb biolumineszcencia intenzitasi érték, nagyobb maradék hormonhatast mutat,
amely gyengébb biodegradacids képességre enged kovetkeztetni. Az eredmények harom
parhuzamos mérés atlagat mutatjdk, a szords értékeket pedig hibasavokkal tlintettiik fel

minden esetben.

|. Kivalo bontasi potenciallal rendelkezo torzsek

Az analitikai eredmények szerinti kivalo bontotorzsek, a K402 és K404 eredményei a
8. és a 9. abran lathatoak. A harom kisérleti beallitas (€16 sejtes, intracellularis, extracellularis)
koziil hormonhatas csokkenés két esetben lathatd. Az €16 sejtes kisérletben a 7. napon
tapasztalt Osztrogénhatds megsziinése igazolta az analitikai eredmények alapjan mért
biodegradaciot. A sejtmentes kivonatokkal végzett kisérlet sordn az €16 sejtes kisérletben
tapasztalt biodegradacidt az ultrahangos roncsolason atesett torzsek vizsgalata soran mért
Osztrogénhatas csokkenés igazolta. A K402 és a K404 jelzést torzsek intracellularis enzimjeit
tartalmazé matrix a ZEA-val érintkezve rogton csokkentette annak Osztrogénhatasat és a
kisérlet végére nagymeértékli biologiai hatascsokkenés volt tapasztalhatd, igy feltételezhetd a
ZEA biodegradacioja. Ezzel ellentétben a kezeletlen feliiluszoval végzett biodegradacios
kisérletben szamottevé biolumineszcencia csokkenés nem volt mérhetd, hiszen egyik torzs

extracellularis kivonata sem tudta a ZEA hormonhatasat csokkenteni.
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R. pyridinivorans K402
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8. abra: A BLYES teszttel mért hormonhatas-valtozas a R. pyridinivorans K402 jelzésii torzs élosejtes és
sejtmentes extraktumaval (intracellularis és extracellularis beallitas zearalenon biodegradacié esetén
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9. abra: A BLYES teszttel mért hormonhatas-valtozas a R. pyridinivorans K404 jelzésii torzs élésejtes és
sejtmentes extraktumaival (intracellularis és extracellularis beallitas) zearalenon biodegradacio esetén

11. J6 bontasi potenciallal rendelkez6 torzsek

A K408 és az AK37 esetében érdekesség figyelhetd meg, melyet a 10. és a 11. abra
szemléltet. Az analitikai eredmények alapjan elmaradt a biodegradacié a kivaléoan bontd
torzsekhez képest, és biodetoxifikacids szempontbol (bar jelent6s volt a hormonhatas
csokkenés) az €106 sejtes kisérletek is mutattak maradék hormonhatast. A sejtmentes kivonatok
esetében viszont jelentds hormonhatas csokkenést mutatott mindkét torzs ugyanazokban a
kisérletekben. Az abrakon jol latszik, hogy ez esetekben is az €16 sejtes és a szonikalt sejtes
(intracellularis) kisérlet eredményezett fénykibocsatas csokkenést, am amikor a sejtfalat a
bontas el6tt ultrahanggal roncsoltuk a fénykibocsatas csokkenés joval nagyobb mértékii volt,
mint mikor €l sejttel tortént a biodegradacio. A tiszta feliiluszos kisérletben

biolumineszcencia csokkenés nem tortént.
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R. pyridinivorans K408
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10. abra: A BLYES teszttel mért hormonhatas-valtozas a R. pyridinivorans K408 jelzésii torzs élésejtes és
sejtmentes extraktumaval (intracellularis és extracellularis beallitas) zearalenon biodegradacio esetén
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11. Abra: A BLYES teszttel mért hormonhatas-valtozas a R. pyridinivorans AK37 jelzésii torzs élosejtes és
sejtmentes extraktumaval (intracellularis és extracellularis beallitas) zearalenon biodegradacio esetén

A soron kovetkezé torzseknél, az NI1 és az N361 jelii torzseknél mért eredmények a
12. és 13. abran lathatok. A nevezett torzsek jo ZEA-bontasat ezekben az esetben is az
ultrahangos roncsolassal kezelt extraktumban tudtuk megismételni. Figyelemremélto
eredményt mutat az N361, melynél az intracellularis kisérletben az ¢élds sejtes
biodegradacioval Osszehasonlitva joval nagyobb mértékli fénykibocsatds csokkenés volt

mérheto.

Az extracellularis kisérletekben pedig egyik torzs esetében sem Volt tapasztalhato

Osztrogénhatas csokkenés.
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R. erythropolis NI
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12. abra: A BLYES teszttel mért hormonhatas-valtozas a R. erythropolis NI1 jelzésii torzs élésejtes és
sejtmentes extraktumaval (intracellularis és extracellularis beallitas) zearalenon biodegradacio esetén
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13. abra: A BLYES teszttel mért hormonhatas-valtozas a R. ruber N361 jelzésii torzs élésejtes és
sejtmentes extraktumaval (intracellularis és extracellularis beallitas) zearalenon biodegradacio esetén

111. Elégtelen bontasi potenciallal rendelkez6 torzsek

Az AK44 esetében (14. 4bra) az analitikai eredmények kismértékii degradaciot
mutattak, amelyet az ¢l0 sejtes kisérlet hormonhatds eredményei is alatdmasztottak
biodetoxifikacidos szempontbdl. Ezzel ellentétben az intracellularis kisérletek szamottevd
hormonhatas csokkenést mutattak, igy az analitikai mérések megismétlése javasolt lehet. Az
extracellularis kisérlet soran a fénykibocsatds csokkeni kezdett, de ez végil ujra

megemelkedett, igy a biodegradacié nem ment végbe.
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R. aetherivorans AK44
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14, abra: A BLYES teszttel mért hormonhatas-valtozas a R. aetherivorans AK44 jelzésii torzs élésejtes és
sejtmentes extraktumaval (intracellularis és extracellularis beallitas) zearalenon biodegradacio esetén

Az elégtelen torzsek koziil az N58 az egyetlen, melynél egyik kisérlet esetében sem
volt mérheté nagymértékii biolumineszcencia csokkenés, mely 15. abran lathato. Az él6 sejtes
kisérlettel 0sszehasonlitva az intracellularis kisérletben csokkent a hormonhatés, am ez igy is

alulmarad a tobbi vizsgalt torzs eredményeihez képest.
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15. 4bra: A BLYES teszttel mért hormonhatas-valtozas a R. globerulus N58 jelzésii torzs élosejtes és
sejtmentes extraktumaval (intracellularis és extracellularis beallitas) zearalenon biodegradacio esetén

4.2.3.1. A bontasi kisérlet végpontjdn tapasztalt hormonhatds dsszegzo értékelése és
osszevetése a kémiai- és immunanalitikai vizsgalatokkal

A hormonbhatast tekintve tehat érdekes eredményeket kaptunk a ZEA sejtes illetve sejt
nélkiili biodegradacidja soran. A kiilonféleképpen Osszeallitott bontési kisérletek kezdetén és
végén mért értékeket a 16. abra foglalja 6ssze. A grafikon a BLYES tesztszervezettel
tapasztalt lumineszcencia intenzitasi értékeket mutatja a bontasi kisérletek végpontjaban, ahol
a harom parhuzamos mintak kozotti szoérast Y hibasavokkal jeloltiik. Minél nagyobb
lumineszcencia intenzitast mutat adott bontotorzs esetében kapott feliiliszo minta, annal

inkabb kifejezett a minta hormonhatasa.
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A zearalenon bontasi kisérleteinek végén BLYES teszttel mért mintak
hormonhatasanak eredmeénye
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16. abra: A ZEA bontasi Kisérleteib6l szarmazo mintak hormonhatasanak elemzése BLYES teszttel

A bontotorzsek részletes értékelése alapjan megallapithatjuk, hogy az elégtelen bontasi
képességgel rendelkezd torzsek koziil még az N58 és az AK44 bontési folyamatdbdl szarmazo
mintak hormonhatdsa is Kisebb, az extracellularis Kkisérletb6l szarmazdé mintak
fénykibocsatasa pedig nagyobb, mint a bontasi kisérletekbdl szarmazé mikrobamentes

kontroll lumineszcencia értéke.

A jo bontasi torzsek koziil az NIl estében az él6 sejtek altali lebontassal szinte
megegyez6 eredményt kaptunk az intracellularis kisérletben. Ezzel szemben a t6bbi jol bontd
torzs, az N361, az AK37 és a K408, viszont abban az esetben, mikor a torzs sejtfalat
elézetesen roncsoltuk, sokkal intenzivebb Osztrogénhatas csokkenést eredményezett, mint

amit az ¢16 sejtes teszt soran tapasztaltunk.

A kivaloé bontési képességgel rendelkezd torzsek rendkiviil hatdsosnak bizonyultak.
Mindkét torzzsel, a Kd404-gyel és a K402-vel végzett €16 sejtes kisérletet nagyban
reprodukalta az ultrahangos roncsolast kapott sejtek feliiliszoival végzett vizsgalat. Az
enzimek altali lebontds nem volt teljes, viszont igy is rendkiviil jelentés hormonhatas-
csOkkenést mértiink. Mindezek mellett nem szabad elfeledkezni az AK37 és K408 jelzésii
torzsek kivald biodetoxifikacids képességérdl az intracellularis enzimekkel végzett kisérlet
soran, bar ennek igazolasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A kezeletlen feliilisz6 mintaval végzett kisérlet egyik torzsnél sem mutatott
eredményt, ami arra enged kovetkeztetni, hogy mindegyik torzsnél a bontasban {6 szerepet

intracellularis enzimek jatszanak.
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5. Ertékelés és kovetkeztetések

Vizsgalataink soran alkalmazott, biolumineszcencian alapulé hormon és citotoxicitas
vizsgalatra alkalmas tesztrendszerrel (BLYES, BLYR) rendkiviil jol screenclhetd az
Osztrogénhatasi ZEA biodetoxifikacidja, hiszen a ZEA mellett, annak f6 metabolitjai is
kimutathatok a teszttel. Ezt a biologiai hataselemz6 rendszert adaptaltuk Rhodococcus torzsek
enzimatikus bontasdnak a nyomon kdvetésére.

A BLYES tesztszervezet érzékenységének bedllitdsa soran ZEA-ra kapott hatdsos
koncentraci6 érték (ECso = 0,99 mg/kg) és a legkisebb kimutathatdo koncentracié (LOEC =
0,031 mg/kg) alatta marad a ma hatalyban 1év6 takarmanybiztonsagi hatarértékeknek, melyek
gabonafélék és gabonakészitmények esetében 2 mg/kg, kukorica melléktermékek esetében
pedig 3 mg/kg. Igy a BLYES teszt érzékenysége alkalmassa teszi azt a ZEA esetében
takarmanybiztonsagi vizsgalatokban valé alkalmazasra.

Munkank soran négyféle kiilonbozé biodegradacios kisérletet allitottunk Ossze,
melyekkel célunk volt, hogy az elismerten jo aromas vegyiileteket bonté Rhodococcus
egy korabbi kisérletet vettiink alapul, melyben €16 sejtekkel bontottuk a toxint. Ennek
eredményei alapjan kialakitott harom csoporthoz hasonlitottuk a sejtmentes extraktummal
végzett tesztek eredményeit, hogy vizsgaljuk milyen enzimek (extra-/intracellularis,
konstitutiv/indukalt) vesznek részt a lebontasban.

Els6 1épésként arra voltunk kivancsiak, hogy a bontd enzimek Kkonstitutivan
termelédnek-e, vagy a ZEA jelenléte indukalja az Oket termeld gének atirasat. Ennek
vizsgélatara a bontési kisérlet elott 48 ords eldinkubéciot végeztiink a toxin jelenlétében. A
vizsgalat soran nem tapasztaltunk eltérést az eldinkubacio nélkiili kisérlethez képest. Ennek
alapjan az enzimtermeléshez nincs sziikség a toxin megjelenésére, tehat a biodegradacioban
résztvevo enzimek konstitutivan termelédnek.

A kovetkezOkben az enzimek extra- ill. intracellularis voltat vizsgaltuk. A kezeletlen
feliiluszoval végzett kisérletben csak azok a torzsek voltak képesek hormonhatas csokkenést
elérni, melyek enzimjei a sejten kiviili matrixba extretalodtak. Vizsgalataink alapjan
feltételezhetd, hogy az altalunk vizsgalt torzseknél az extracellularis enzimek Kkis vagy
elhanyagolhaté mértékben vesznek részt a biodegradaciéban, hiszen az extracellularis
kisérletben nem tapasztaltunk jelentds bontast.

Annak a feltevésnek az igazolasdra, hogy a toxinbontd enzimek fOként

intracellularisak, a felszaporitott sejtszuszpenzidt szonikaltuk, hogy ultrahanggal roncsoljuk a
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sejtfalat, ami altal az intracelluldris enzimek is a sejtmentes matrixba keriilhettek. Az igy
kezelt torzsek extraktumaival végzett kisérlet eredményesnek bizonyult, hiszen az itt
bekovetkezett degradacio szinte teljes mértékben megegyezett az ¢l6 sejtekkel végzett
degradacios kisérlet eredményeivel, néhany torzsnél pedig jelentésebb volt. Eszerint
kiilonosen érdekes az €16 sejtes kisérlet eredményei szerint elégtelen bontonak besorolt AK44
¢és a jol bontonak sorolt N361, AK37 és K408, melyek enzimjei a sejtbdl kiszabadulva mar
joval hatékonyabbnak bizonyultak. Ezekkel ellentétben a legjobban bonté K404 és K402
torzsek esetében csupan az enzimekkel végzett biodegradacios kisérlet bontasi eredményei
kismértékben lemaradtak az €16 sejtes kisérlethez képest. Ezen ellentmondasok fényderitésére
tovabbi vizsgalatokra van sziikség. Egyrészt lehetséges, hogy az intracellularius enzimek
aktivitasat kiegészitik az extracellularis enzimek, igy tervezziik egy komplex intra- és
extracellularis enzimeket tartalmazo rendszer Osszeallitasat ezeknél a torzseknél, masrészt
tervezzilk az indukalhatosag vizsgilatara iranyuld tesztek ismétlését. Am hozza kell tenni
azonban azt is, hogy a sejt nélkiili matrixban az enzimek nem termelédnek ujra,
hatékonysaguk az id elteltével pedig csokken. Erdemes tovabba az AK37 és a K408 jelzésii
torzsek esetében vizsgalni az intracellularis enzimekkel végzett kisérletet. Ezeknél a
torzseknél az enzim mar a toxinnal tortént érintkezés utdn rogton megszintette a
hormonhatést. Javasolt ezeknek a mintaknak az analitikai vizsgélata, mert feltételezhetd, hogy
az intracellularis enzimek joval hamarabb véghezvitték a toxin bontdsat, mint az €ldsejtes
kisérlet soran. Amennyiben bebizonyosodik analitikai vizsgalatokkal is az AK37 és K408
kivalo biodegradacidja intracellularis enzimekkel, igy érdemes azokat tovabbi vizsgalatokba
bevonni a mar kordbban emlitett K402 és K404 mellett.

Munkank eredményei azt feltételezik, hogy a vizsgalt Rhodococcus torzsek
intracellularis enzimekkel végzik a ZEA lebontasat, valamint ezen enzimek a sejt élete
folyaman konstitutivan termelédnek. Kisérleteink, amelyben a bontasi maradék affinitasat
mértiik human 0Osztrogén receptort tartalmazé bioriporter rendszeren, igazoljak a R.
pyridinivorans AK37, K408, K404 és K402-es torzs kiemelt hatékonysagat a ZEA
bontasaban, hiszen ezek a torzsek osztrogénhatasu metabolitok termelése nélkiil végzik

a biodegradaciot.
Hosszi tava céljaink kozott szerepel egy enzimalapi biodetoxifikdcios agens

fejlesztése, amelyhez elengedhetetlen az (1) enzimatikus folyamatok megismerése, amelyhez

a jelen dolgozat jarul hozza, (2) az enzimtermelésért felelés gének azonositdsa, a genetikai
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alapok megismerése és annak igazolasa, hogy a (3) bontas sordn a célszervezetekre toxikus
hatas nem tapasztalhato.

A genetikai alapok megismeréséhez jarul hozza — az altalunk biztonsagosnak itélt, és
rendkiviil jO bontdsi potencidllal rendelkezd torzs — az AK37 teljes genomjanak a
feltérképezése, amelyet Kriszt €s mtsi. (2012a) publikéltak. Egy transzpozon mutagenezis
konyvtar 1étrehozasaval és annak ZEA biodegradaciora torténd screenelésével kivalaszthatdak
a nullmutansok, €s beazonosithatok a ZEA lebontasat végzd enzimek termeléséért felelos
génszakaszok.

Az altalunk alkalmazott torzsek koziil a R. pyridinivorans K408 biodetoxifikacios
hatékonysagat magasabb szervezddési szinteken, ragcsalo-modellkisérletben ellendrizték
Kriszt és munkatarsai (2012b). A vizsgdlat sordn ndstény pre-pubertds allatokat kezeltek
ZEA-val szennyezett, am R. pyridinivorans K408-as torzzsel detoxifikalt tapoldattal 3 napon
keresztiil. A kisérlet alatt folyamatosan mértek kiillonbdz6 biologiai markereket, mint az
allatok testtomegét, méhiiknek tomegét és a toxin hatdsara bekovetkezett morfoldogiai
valtozasokat, valamint Osztrogénfiiggd gének expresszidjat is vizsgaltdk. Az eredmények a
detoxifikalt minta esetében nem mutattak szignifikdns valtozast a testtomeget illetden, mig a
kontrollként szolgalé 5 és 10 mg-os ZEA dozis esetében mar a méhnek a szignifikans
novekedése valamint a méhfal megvastagoddsa volt tapasztalhatdo. A ZEA-val fert6zott
takarmannyal etetett allatok esetében két Osztrogénfiiggd gén (C2, CALB3) expresszidja
novekedett, masik kettének (APLN, AQP5) pedig csokkent. A biodegradacié hatékonysagat
mutatta, hogy a mikrobaval kezelt takarméannyal etetett allatok esetében — a baktériummal
nem kezelt takarményt evOkkel szemben — a bioldgiai hatas 2,5-szor kisebb volt, hiszen a
génexpresszios vizsgalatok nem eredményeztek eltérést a kontrollcsoporthoz képest és a
méhszovetre sem volt semmilyen karos hatassal. Eszerint bebizonyosodott, hogy a K408

Mindezek utan ¢és minden feltételnek eleget téve a késObbiekben Iétrehozott

enzimpreparatumok rendkiviill eredményes biodetoxifikald agensek lehetnek takarmanyok

crer
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6. Osszefoglalas

A Fusarium nemzetség altal termelt zearalenon rendkiviil nagy veszélyt jelent
vilagszerte. Elsdsorban a buzan és a kukorican termelédé mikotoxin takarmanyokba és
¢lelmiszerekbe keriilve Osztrogénhatasa révén reprodukcids és ivarzasi problémat okoz. Az
ilyen és ehhez hasonlé megbetegedések elkeriilése végett valt slirgetdvé a mikotoxinok
elimindldsa az ¢élelmiszer és takarmanytételekbdl, melynek egyik legmegfelelobb modja
mikroorganizmusok ill. enzimek altal végzett lebontas, a biodetoxifikacio.

Kisérleteink soran egy korabbi kutatast hasznaltunk fel, melynek sordan a
Saccharomyces  cerevisiae  genetikailag ~ modositott ~BLYES/BLYR  torzseinek
fénykibocsatasan alapul6 bioriporter rendszert alkalmaztuk a ZEA lebontdsanak vizsgdlatara.
Ennek  alatdmasztasara  eredményeinket kémiai  analitikaval (HPLC-FLD) ¢és
immunanalitikaval (ELISA) tamasztottuk ala és a komplex modszer altal legigéretesebbnek
bizonyult térzsekkel, a Rhodococcus nemzetség tagjaival dolgoztunk tovabb.

Jelen munkénkban eldzetesen igazolt mikotoxin-bontisi potenciallal rendelkezd
Rhodococcus torzsek biodegradacios potencialjanak enzimatikus alapjait vizsgaltuk. Ennek
fontossagat mutatja, hogy az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hivatal (EFSA) kozzé tette a
biztonsagosnak mindsitett (QPS - Qualified Presumption of Safety) mikroorganizmusok
listajat, amelyek a takarmany és élelmiszerlancban alkalmazhatoak. Ezenfeliil Hickey és
munkatarsai is egy kivald mikotoxinbonté mikrobardl bizonyitottdk be annak human
patogenitasat; igy egy enzimalapu takarméanyadalék, amely biodetoxifikaciés agensként
alkalmazhat6 lenne, nagyban novelné az €lelmiszer- €s takarmanybiztonsagot.

Mindezekbdl kifolyolag Rhodococcus fajok sejtmentes kivonatait alkalmaztuk, hogy a
ZEA bontasaban résztvevd enzimeket és enzimatikus folyamatokat megismerjiik. Eszerint
harom kiilonb6zd kezelést alkalmaztunk. A ZEA-val torténd eldinkubacios kezelés az
enzimek indukalt vagy konstitutiv termelésének felderitésérét célozta. Annak érdekében, hogy
megtudjuk, a bontasban résztvevé enzimek intracellularisan termel6dnek-e, azokat
ultrahanggal tartuk fel a sejtekbdl. Ezzel szemben a kezeletlen feliiliszo mintaban torténd
valtozasokat extracellularis enzimeket eredményezik.

Kisérleteink sordan a vizsgalt torzsek nem igényeltek a ZEA sikeres
enzimek konstitutiv moédon termelddnek. Bontasi kisérletiinkben az ultrahangos feltarassal
nem kezelt szuszpenziobol készitett feliilisz6 folyadékban nem volt mérhetd biodegradacio; a

roncsolason atesett sejteknél viszont tobb torzs sejtmentes kivonata is képes volt a
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hormonhatést csokkenteni. Eredményeink igazoljak, hogy a ZEA degradacidjaért
konstitutivan termel6dd, intracellularis enzimek feleldsek. Vizsgalataink alapjan — bar tovabbi
toxikoldgiai és molekularis vizsgalatok sziikségesek — a kivald biodetoxifikacios képességgel
rendelkezd torzsek enzimalapu készitményei lehetdséget adhatnak takarmanyadalékként
torténd alkalmazasra, igy egy gyakorlatban is alkalmazhato biodetoxifikacids agens

kifejlesztésére.
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7. Koszonetnyilvanitas

Halaval tartozom konzulensemnek, Dr. Krifaton Csillanak, aki értékes tanacsaival,
végtelen tiirelmével és meg nem sziind, gondos figyelmével kovette végig és segitette
munkamat.

Tovabba szeretném megkoszonni Cserhati Matyasnak, hogy segitséget nyujtott a
Wessling Hungary Kft-vel, és a Soft Flow Hungary Kft-vel valo kapcsolattartasban.

Koszonettel tartozom Dr. Szoboszlay Sdndor tanar urnak, hogy értékes javaslataival
emelte dolgozatom szinvonalat, valamint a Kornyezetvédelmi és Kornyezetbiztonsagi
Tanszék vezetdjének, Dr. Kriszt Baldzs tanar Urnak, hogy lehetdséget nyljtott a tanszéki
munkdra.

Végii, de nem wutolsé sorban koszonet illeti a Kornyezetvédelmi és
Kornyezetbiztonsagi Tanszék és a Regionalis Egyetemi Tudaskozpont jelenlegi és volt
munkatarsait, kozottik Hahn Juditot, Dr. Kukolya Jozsefet, Baka Erzsébetet és Dr. Tancsics
Andrast, akik mind gyakorlati, mind elméleti tanacsokkal lattak el laborban végzett munkdm
soran és Benséné Fekete Ildikot, aki a laboratoriumi munkdm sordn mindenben a segitségemre
volt.

Ezt a munkat a Kutato Kari Kivalosagi Tamogatas - Research Centre of Excellence -
17586-4/2013/TUDPOL, és a KTIA_AIK _12-1-2012-0017 tamogatta. Koszonetemet fejezem
ki J. Sanseverinonak és G. Saylernek a BLYES és BLYR tesztszervezetekért (The University
of Tennessee, Knoxwille, Tennessee).
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9. Mellékletek, fiiggelék

1. melléklet: Toxikologiai/okotoxikologiai teszteknél alkalmazott mérési

végpontok (Calow, 1993)

Kronikus teszteknél alkalmazott mérési végpontok

e NOEC - No Observed Effects Concentration: az a toxinkoncentracid, melynél
nincs megfigyelhetd hatas

e NOEL - No Observed Effects Level: az a legmagasabb dozis, melynél nincs
megfigyelhetd hatés

¢ NOAEC - No Observed Adverse Effects Concentration: az a legnagyobb
koncentracio, mely nem okoz karos hatast

e NOAEL — No Observed Adverse Effect Level: az a legnagyobb dozis, melynél
nincs megfigyelhetd karos hatés

e LOEC — Lowest Observed Effects Concentration: az a legkisebb koncentracio,
mely hatast okoz

e LOEL — Lowest Observed Effects Level: az a legkisebb dozis, mely hatast okoz

e MATC — Maximum Allowable Toxicant Concentration: egy szennyezOanyag
megengedhetd legnagyobb koncentracidja

e MNTD — Maximum Non-Toxic Dose: az a legnagyobb mennyiség, mely még nem
1déz eld klinikai tiineteket (Mézes, 2009)

e MTD — Maximum Tolerated Dose: az a mennyiség, amelyet a szervezet még

toleral, vagyis nincs letalis hatas (Mézes, 2009)

Akut teszteknél alkalmazott mérési végpontok

e LDy, LDy, LDsy, LDgy — Lethal Dose: az a mennyiség, melynek hatasara a
kisérleti allatok 10, 20, 50 vagy 90%-a meghatarozott idon beliil elpusztul

e EDsg, EDyy, EDso, EDgy — Effective Dose: az a mennyiség, mely a mérési végpont
10, 20, 50 vagy 90%-os csokkenését okozza

o LCyp, LCy, LCso, LCgyy — Lethal Concentration: az a letalis koncentracid, mely
mellett az adott faj egyedeinek 10, 20, 50 vagy 90%-a elpusztul

e ECg, ECy, ECsy, ECqo— Effective Concentration: az a koncentracio, mely az adott

faj egyedeinek valamely aktivitasat 10, 20, 50 vagy 90%-kal csokkenti
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2. melléklet: Alkalmazott tapoldatok

YMM (leu-, ura-): leucén- és uracil szelektiv alapmédium

1 liter desztillalt e KH,PO, 13,619
vizre vonatkoztatva o (NH,4),SO,4 1,98 ¢
e KOH (lemezes) 4,2 ¢
e MgSO, 0,29
e Fe,SO4 oldat (40 mg/50 ml viz) 1ml
e L-hisztidin 50 mg
e Adenin 50 mg
e L-arginin-HCI 20 mg
e L-metionin 20 mg
e L-tirozin 30 mg
e L-izoleucin 30 mg
e L-lizin-HCI 30 mg
e L-fenilalanin 25 mg
e |-glutinsav 100 mg
e L-valin 150 mg
e L-szerin 375 mg

Growth Medium

1 liter desztillalt vizre o YMM alapmédium 854,5 ml
vonatkoztatva e Vitamin oldat 10 ml
e Glikoz oldat 100 ml
e L-aszparaginsav oldat 25 ml
e L-treonin oldat 8 ml
e Réz-szulfat oldat 2,5ml
Osszetevok:

1.

Vitamin oldat: 20 mg Tiamin, 20 mg Piridoxin, 20 mg Pantoténsav, 100 mg Inozitol,
50 ml Biotin oldat (2mg/100ml)

500 ml desztillalt vizben oldottuk fel, majd 0,2 um porusatmérdjii sziirén atsziirve
sterileztiik. 4°C-on taroltuk.

. D-gliik6z oldat:

20%-o0s gliikkoz oldatot készitettiink, majd autoklavban 10 percig sterileztiik.
Szobahémérsékleten taroltuk.

. L-aszparaginsav oldat:

4 mg/ml-es torzsoldatot készitettiink desztillalt vizben oldva. Sterilezés utan
szobahdmérsekleten taroltuk.

. L-treonin oldat:

Desztillalt vizben oldva mg/ml-es oldatot allitottunk Ossze. Sterilezés utan, szintén
szobahdmérsékleten taroltuk.

. Réz-szulfat oldat:

20 mM-os oldatot készitettiink desztillalt vizben oldva. 0,2 pm pdrusatmérdjii sziirén
atszurtiik, és szobahdmeérsékleten taroltuk.
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