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Bevezetés

A toxinok ¢l0 szervezet altal termelt, egyszerli bioszintetikus reakciok utjan képz6do
kisméretli molekulak, melyek mérgezo tulajdonsaggal birnak. A toxinok egyik alcsoportjat a
mikotoxinok képezik, ezek penészgombak szekunder anyagcseretermékei, termelddéstiket a
gombakat ¢éré kornyezeti hatasok altal eldidézett élettani stresszhelyzet inditja be. A
mikotoxinok megjelenési formai valtozatosak lehetnek. Habar t6bb sz4dz mikotoxint tartanak
szamon, koziiliik csupan 15-20 bir gyakorlati jelentdséggel. A kiilonb6zo penészgombafajok
megjelenését, terjedését foként az éghajlat befolydsolja. Hazdnkban més mérsékelt 6vben
elhelyezked6 orszagokhoz hasonléan a Fusarium gombafajok elterjedése dominal, melyek
elsdsorban kukorican fordulnak eld, paradus 1égkori koriilmények kozott. A legujabb adatok
szerint azonban a kiilonb6zd penészgombafajok altal termelt toxinok vildgszerte kimutathatdéak
az ¢lelmiszerekben, a terjedés lehetséges okat tobbek kozott a globalis élelmiszer- és
gabonakereskedelem adja.

Jelen munka keretein beliill a zearalenon — méas néven F-2 toxin — tulajdonsagait
vizsgaltuk. A zearalenon xenodsztrogén sajatsdgi mikotoxin. Mar kordbban felismerték, hogy
haszondllatokban szaporodasbioldgiai problémdkat idéz eld. A zearalenon feltételezhetéen
egyéb patologias hatasokkal is rendelkezik: majkarositd, haematotoxikus, immunotoxikus és
genotoxikus hatasair6l is beszamol a szakirodalom. A zearalenon hazankban — a mérsékelt
éghajlata orszagokhoz hasonldan — egészségiigyi €és gazdasagi problémat jelent, igy sziikség
van a mindennapokban alkalmazhatd, nagy érzékenységii analitikai eljarasok kifejlesztésére. A
zearalenont munkank soran tobb eltérd karakterli oldoszerben, kiillonbozdé pH-ji oldatokban és
egyéb molekuldk jelenlétében vizsgaltuk. Eredményeinket a késdbbiekben fluoreszcencids
analitikai modszerek érzékenyitésére szeretnénk felhasznalni. Jovdébeni célunk olyan
szabvanyos technikdk kidolgozasa, melyek alacsony koncentracid tartomanyban is nagy
érzékenységgel rendelkeznek, megbizhatoak és jol reprodukalhatok. Tovabba tanulmanyozni
kivantuk a zearalenon toxikolodgiai tulajdonsagait potencidlisan befolyasolo kdlcsonhatasokat,
mivel ezen interakciok pontosabb megértése kozelebb vihet minket ahhoz, hogy hatékony
prevencids/detoxikacios stratégidkat lehessen kidolgozni. Mivel a fehérjékkel torténd
interakciok jelentds mértékben befolydsolhatjdk a zearalenon szervezetbeni viselkedését, jelen

munkdnkban a zearalenon humén szérum albuminnal térténd kdlcsonhatdsat is megvizsgaltuk.



I. Irodalmi attekintés

I. 1. A mikotoxinok altalanos tulajdonsagai

A XIX. szdzadban minden tomeges megbetegedést jarvanynak tulajdonitottak, csak az
1960-as évek elején nyert igazolast, hogy szamos betegség hatterében toxinok allnak. A toxinok
¢l0 szervezet altal termelt, egyszeri bioszintetikus reakciok utjan képzodd kisméretli
molekuldk, melyek mérgezo tulajdonsaggal birnak. A toxinok egyik alcsoportjat a mikotoxinok
képezik, ezek penészgombak szekunder anyagcseretermékei. A mikotoxin név a gérdg gomba
"mykes" és a latin méreg "toxicum" szavakbol ered. A penészgombak kdnnyen megtelepednek
kiilonb6zé ndvényeken, toxinjaik pedig az ¢élelmiszerekben és a takarményban eléfordulod
vesz€lyes mérgek koz¢ tartoznak, igy gazdasagi és huménegészségiigyi szempontbol egyarant
jelent6s kockazati tényezének szamitanak.

A gombak megtelepedését és toxintermelését a gazdandvény ellenalloképessége és
okologiai behatdsok egyiittesen befolydsoljdk. A toxinok termelddését a gombdakat érd
kornyezeti hatasok altal eldidézett élettani stresszhelyzet inditja be. A toxin termelddéséhez
illetve a penészgomba szaporodasahoz sziikséges optimalis koriilmények eltéréek lehetnek,
ezért egy ismert toxin termeld gomba jelenléte a gazdandvényben nem jelenti egyértelmiien a
toxin jelenlétét, ugyanigy, a lathatdé penész hianyaban sem zéarhat6 ki a szennyezettség, hisz
lehetséges, hogy a penészgomba elpusztuldsa utan toxinok maradnak vissza.

A mikotoxinok ellenallnak szdmos kornyezeti behatdsnak, ezért nehéz Oket az
¢lelmiszerekbdl, takarmanybdl és a szervezetbdl eltavolitani, igy elsésorban a megeldzésre, az
expozicid elkeriilésére fektetnek nagyobb hangstlyt.! Jelentds veszélyt jelentenek, hisz akut és
kronikus toxikus hatdssal egyarant rendelkezhetnek és mind a ndvényi, mind az allati eredetii
taplalékban megjelenhetnek. A mikotoxinok elleni harc tobb ponton is nehézségekbe {itkozik,
példaul a névényi €s allati eredetii termékek feldolgozasa soran hasznalt magas hémérsékletii
eljarasoknak (kavéporkolés, tej pasztorozése, stb.) gyakran ellenallnak, ezért a mar jelenlévd
toxin eltavolitasa rendkiviil nehézkes lehet. Mivel a mikotoxinok eloszlasa a terményben nem
egyenletes, a védekezés hatékonysaganak felméréséhez fontos, hogy rendelkezésre alljanak

olyan protokollok, amelyek felhasznélasaval reprezentativ vizsgalatok végezhetok.

I. 2. Mikotoxinok analitikai vizsgalata
Napjainkban széleskorti kutatdsok folynak a mikotoxinok kimutatasara alkalmazhat6

analitikai eljarasokkal kapcsolatban. A {6 cél olyan szabvanyos technikék kidolgozasa, melyek



alacsony koncentracid tartomanyban is nagy érzékenységgel rendelkeznek, rutin eljarasként,
szakszemélyzet nélkiil is elvégezhetéek, megbizhatoak, reprodukalhatok, illetve terepmunkara
is alkalmazhatok. Mikotoxinok elvalasztasara szamos modszer létezik, ezek koziil a
legelterjedtebbek a vékonyréteg kromatografia (TLC), a nagy hatékonysagi folyadék
kromatografia (HPLC), a gazkromatografia (GC) és a kapillaris elektroforézis (CE).2 Ezen
modszerek koziil kezdetben a TLC domindlt, mara azonban egyre inkdbb kiszoritjdk egyéb
technikak, illetve inkédbb csak mas modszerekkel kombinalva alkalmazzék. A TLC eldnyei a
koltséghatékonysag, a valtozatos detektalasi rendszerekkel valé kompatibilitas és a kvantitativ
analizis lehetésége. A HPLC jelenleg a mikotoxinok esetében a legnépszeriibb szeparacios
modszer. A polaritastol fliggden normal vagy forditott fazisu oszlopokat egyarant alkalmaznak.
A kvantitativ értékek megallapitasara altalaban UV, diddasoros (DAD) vagy fluoreszcencids
(FLD)® detektorokat alkalmaznak, de napjainkban egyre gyakoribba vélik a
tomegspektrometrids (MS) analizis is. A fluoreszcencias detektalds nagyon elterjedt, magas
érzékenysége és specificitdsa miatt, mivel szdmos mikotoxin természetes fluoreszcencidval
rendelkezik, s6t egyes esetekben a mintadt szarmazékképzOk segitségével teszik
fluoreszcencidsan aktivvd. A GC szintén 4&ltalanosan hasznalt eljards a mikotoxinok
¢lelmiszermintdkbdl vald kimutatasara, ennek koszOnhetden szamos erre épiild protokollt
dolgoztak ki, altaldban tomegspektrométerrel egyiitt alkalmazzidk.* Mivel a toxinok nem
illékonyak, a GC hatranya, hogy az analizishez elézetes derivatizaci6 sziikséges.> A CE-t olyan
esetben alkalmazzak, amikor két, egymashoz nagyon hasonlo toxin hatékony elvalasztasara van
sziikség. A CE-sel vizes puffer oldatokban is gyors szeparacid valosithatd meg, igy nincs
sziikség szerves oldoszerek felhasznalasara.®’

A kozelmultban tobb modszert is sikeresen adaptaltak mikotoxinok kimutatasara (pl.
fluoreszcencidsan jelolt antitestek), azonban magasabb érzékenységli eljarasok kifejlesztésére

a tovabbiakban is nagy az igény.

I. 3. Zearalenon altalanos tulajdonsagai

A mikotoxinok megjelenési formai valtozatosak lehetnek. Habér tobbszaz toxint
tartanak szamon, koziilik csupan 15-20 bir gyakorlati jelentdséggel. A kiilonb6zo
penészgombafajok megjelenését, terjedését foként az éghajlat befolyasolja. Hazdnkban mas
mérsékelt dvben elhelyezkedd orszdgokhoz hasonléan a Fusarium gombafajok elterjedése
dominal. A legjabb adatok szerint azonban a kiilonb6zé penészgombafajok altal termelt
toxinok vildgszerte kimutathatoak az élelmiszerekben, mely terjedés lehetséges okat tobbek

kozott a globalis élelmiszer- és gabonakereskedelem adja.”



A Fusarium gombafajok (F. graminearum, F. culmorum, F. cerealis, F. equiseti, F.
crookwellense, F. Semitectum) ltal termelt toxinok koziil gyakorlati jelentséggel a zearalenon,
fumonizin, és trichotecén tipusi mikotoxinok rendelkeznek. Jelen munka keretein beliil a
zearalenon, mas nézevn F-2 toxin tulajdonsagait vizsgaltuk. A Fusarium nemzetségbe tartozo
fonalas gombafajok elsdsorban kukorican fordulnak eld, paradas 1€gkori koriilmények kozott
(1. abra). Azonban megjelenhetnek mas gabonaféléken is, mint példaul zab, buza, cirok, koles
vagy rizs. A zearalenon képzddése elsOsorban a betakaritas el6tti idoszakra tehetd, de nem
kizart, hogy a takarmany nem megfeleld kezelése és tarolasa soran is folytatodik**. A gazdasagi

veszteségek és az egészségiigyi kockazat miatt tobb stratégia Iétezik a toxinmentesitésre, ezek

10,11 12,13,14

kozott a szakirodalomban biologiai,®® kémiail®! és fizikai eljarasokra egyarant talalunk

példat.

1. abra: Fusarium gomba dltal fertozott kukoricacso.

A zearalenon xenodsztrogén sajatsagi mikotoxin. A xenodsztrogének olyan
xenobiotikumok, melyek Osztrogénszeri hatassal rendelkeznek. Mar kordbban felismerték,
hogy a zearalenon haszondllatokban szaporodasbioldgiai problémdkat idéz eld. Szadmos
tudomanyos vizsgalat igazolta, hogy a zearalenon és metabolitjai 6sztrogénszerli aktivitassal
rendelkeznek disznoban, szarvasmarhaban és juhokban!>®. A zearalenon interperitonealis
illetve oralis adminisztracioja egérben, patkdnyban, disznoban viszonylag alacsony akut

t17’16

toxicitadst eredményezett, ramutatva, hogy a kronikus expozicidé okoz jelentdsebb

problémakat. A zearalenon feltételezhetéen egyéb patologids hatasokkal is rendelkezik:

20,21

majkarosito,'® haematotoxikus,'® immunotoxikus?®?! és genotoxikus?>?® hatasairél is beszamol



a szakirodalom. Ezen hat4sokat figyelembe véve a FAO/WHO szakértdi bizottsaga 5 ng/kg-

ban maximalizalta a toleralhaté napi beviteli mennyiséget.?*

HO

“IoH

2. abra: Zearalenon szarmazékai (a) zearalenon (ZEA), (b) a-zearalenol (a-ZEA), (c) p-
zearalenol (p-ZEA), (d) zearalanon (ZAN), (e) a-zearalanol (a-ZAL), (f) p-zearalanol (p-ZAL)

(az abra 25 hivatkozasban szereplo sszefoglalo cikkben talalhato).

Allatokban a zearalenon biotraszformacioja soran két f6 metabolit, a-zearalenol és B-
zearalenol keletkezik (2. 4bra), melyek ezt kovetden gliikoronsavval konjugaldédnak. Ezen
metabolitokkal kapcsolatban egy korabbi tanulmany arrdl is beszamolt, hogy ugyan alacsony
mennyiségben, de kukoricaterményekben, kukorica szildzsban ¢és szdjadardban is
eléfordulnak.?® Tovabbi eredmények igazoljak, hogy a zearalenon szémos szarmazéka szintén
megtalalhaté kiilonbozé takarmanynovényekben.?” A gombaval fetdzott kukoricaszaron,?®
illetve rizskulturaban?® kimutattak az a-zearalanol (a-ZAL) és a B-zearalanol (B-ZAL) nevii
szarmazékok jelenlétét is.

A zearalenon takarmanybol, valamint élelmiszerbdl vald kimutatasara kidolgozott hazai
és nemzetkozi szabvanyok elsésorban HPLC és TLC eljarasokon alapulnak.®® Az analizishez

rendszerint fluoreszcencias detektort alkalmaznak, kihasznalva ezzel a zearalenon természetes

fluoreszcencids tulajdonsagat. A zearalenon savas karakterti, fenolos rezorcisav lakton.
1.4 Zearalenon fluoreszcencia spektroszkopiai tulajdonsagai
A ZEA analitikai kimutatdsa szdmos esetben a természetes fluoreszcencids tulajdonsagan

alapul, amely a rezorcin molekularészhez kothetd. A ZEA fluoreszcencids spektrumait két

gerjesztési maximum jellemzi, 270-280 nm €s 310-320 nm-es tartomanyban, tovabba egy széles



emisszids csucs 460-470 nm-es maximummal. A ZEA fluoreszcencias tulajdonsagait a
mikrokdrnyezet nagymértékben befolydsolhatja, tobb szerves oldoszer alkalmazasakor
szamoltak mar be a toxin jelentésen megemelkedett fluoreszcencia intenzitasrol.>! Emellett azt
is kimutattdk, hogy egyes anyagok vizes oldatban ndvelni képesek a toxin altal adott

fluoreszcens jelet.323334% Jlyenek példdul a kiilonbozé micellaképzdk (ionos és nem-ionos

)36:37:38.39 | 4435

detergensek vagy a ciklondextrine
Szamos mikotoxin példajan beigazolodott, hogy a kiilonb6z0 kémiailag modositott
ciklodextrinek igéretes molekulak példaul toxinmentesitési modszerek™ vagy éppen nagyobb
érzékenységii analitikai eljarasok kidolgozasa kapcsan.*® A ciklodextrinek (CD) hat (a-CD), hét
(B-CD) vagy nyolc (y-CD) gliikopiran6z egységbdl felépiild iireges, gytiri alaki molekuldk.
Kiilsd résziik hidrofil sajatsagu, mig a belsd zseb lipofil tulajdonsagl, ezért alkalmasak
kiilonb6zé apolaros karakteri molekuldk vagy molekularészek befogaddsara. Ezen
tulajdonsagaik miatt foként oldékonysag ndvelésére hasznaljak Oket tobb iparagban.?l4243
Szamos korabbi tanulmany mutatott rd, hogy a mikotoxin-cikodextrin interakciok a legtobb
esetben jelentds mértékben képesek fokozni a mikotoxinok fluoreszcencia intenzitasat. A
zearalenon-ciklodextin  kolcsonhatdsok karakterizalasaval tobb kordbbi vizsgalat 1is

foglalkozik.** A leginkabb relevans interakciot (mind komplexstabilitds, mind fluoreszcencia

intenzitas novekedés szempontjabol) 2,6-(di-O-metil)-B-ciklodextrinnel kapcsolatban irtak le.

I. 5. Human szérum albumin (HSA)

Az albumin a legnagyobb mennyiségben el6fordulo fehérje a vérplazmaban. 66,5 kDa
moltdmegl, vizoldékony makromolekula, melynek szintézise a majban torténik. Amellett, hogy
a vérplazma kolloidozmotikus (onkotikus) nyomésanak fenntartasdban kulcsszerepet jatszik, az
albumin puffer- és antioxidans kapacitdssal, valamint pszeudo-enzimatikus aktivitassal is
rendelkezik. Ezéltal rendkiviil nagy élettani jelentéséggel bir. Mivel szamos endogén (pl.
zsirsavak, bilirubin, stb.) és exogén (gyogyszerek, xenobiotikumok) molekulaval képes stabil
komplexet képezni, ezen anyagok esetében un. depd-hatast eredményez a vérben, ami tobbek
kozott alacsonyabb szabad plazmakoncentraciot és emellett lassabb szervezetbdl torténd
eliminaciot eredményez. 453046

A humdan szérum albumin primer struktirdjat 585 aminosav alkotja, masodlagos
szerkezetét foként a-hélixek épitik fel (3. dbra). Térbeli szerkezete jellegzetes, gombszert,
szivhez hasonl6 format mutat. A HSA minddssze egyetlen triptofdn aminosavat tartalmaz a 214-

es pozicidban, e triptofan fluoreszcencia kioltasat gyakran alkalmazzak albumin-ligandum

interakciok vizsgalata kapcsan.*’ A HSA molekula harom doménbdl all, melyeket rémai



szamokkal jeldliink (I, IT és III), mindegyik domén tovabbi két-két aldoménre (szubdoménre)
oszthatd (A ¢és B). Az I-II illetve II-IIl domének egyiittes elhelyezkedése asszimetrikus
struktarat hoz 1étre. A HSA multidomén szerkezetében szamos kiilonb6z6 karakterii kotohely
talalhatd. Ezek koziil a farmakologiailag/toxikologiailag aktiv ligandumok tobbsége elsdsorban
két kotohelyet preferal:
Site I (mas néven Sudlow’s site I, drug binding site I vagy acidic drug binding site), amely a
ITA aldoménen helyezkedik el, ez példaul az antikoagulans warfarin és szamos nem-szteroid
gyulladascsokkentd elsddleges kotdhelye.
Site II (mas néven Sudlow’s site II, drug binding site I vagy benzodiazepine binding site),
amely a IIIA aldoménen helyezkedik el, ez példaul a bezodiazepinek, az ibuprofen vagy az L-
triptofan kotohelye.

Szakirodalmi adatok alapjdn szamos mikotoxin képes kdlcsonhatasba 1épni albuminnal

A, %8514 patulin®®). Az albuminnal torténd interakcid tobb esetben jelentds

(pl. ochratoxin
mértékben meghatarozza a molekula toxikokinetikai viselkedését. Ezért a toxin-HSA
interakcidkkal kapcsolatos kutatdsok napjainkban is folynak, tobbek kozott annak érdekében,

hogy mindezek alapjan hatékony prevencids és detoxikacios stratégidkat lehessen kidolgozni.

S 112 195 196 303 383 384 500 S82
SETTT =TI = I
IA IB ITA I1IB IITIA IIIB

3. abra: A human szérum albumin (HSA) szerkezete (az abra 50 hivatkozasban szereplo
osszefoglalo cikkben taldalhato).



I. 6. Jelen vizsgalatok elozményei

Témavezetém €s munkatarsai az elmult évek soran elsdsorban az ochratoxin A (OTA)
nevi mikotoxin molekularis kolcsonhatasainak vizsgalataval foglalkozott. Vizsgaltak tobbek
kozott az OTA interakcidit kiilonbdzd albumin specieszekkel (huméan, marha és patkany),>
valamint az OTA leszorithatosdgat huméan szérum albuminrél kiillonbozé gyogyszer
molekulakkal és flavonoid aglikonokkal.®! Elséként publikaltik az OTA kolcsdnhatésat alkéli-
¢és alkalifoldfém-ionokkal, valamint cink-ionnal, az OTA-magnézium interakciot HPLC-FLD
analitikai modszer érzékenységének novelésére hasznaltak fo1.52 Tovabba foglalkoztak OTA és
ciklodextrinek (CD) kolcsonhatasainak vizsgéalataval is, melynek kapcsan egy olyan kémiailag
modositott CD-t talaltak, ami 1ényegesen magasabb affinitassal képes kotni a mikotoxint, mint

a korabban leirt szarmazékok.>®
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I1. Célkitiizés

Jelen munkankban célul tiiztiik ki a zearalenon fluoreszcencias viselkedését befolyasold
mikrokdrnyezeti tényezdk vizsgalatat, annak érdekében, hogy eredményeinket a késébbiekben
érzékenyebb fluoreszcencids alapu analitikai modszerek kifejlesztésére hasznaljuk fel. A
zearalenon hazankban — a mérsékelt éghajlati orszagokhoz hasonléan - egészségiigyi és
gazdasagi problémat jelent, igy sziikség van a mindennapokban alkalmazhat6, nagy
érzékenységli analitikai eljarasok kifejlesztésére. Ennek kapcsdn munkank sordn vizsgalni
kivantuk a zearalenon fluoreszcencia spektroszkopiai viselkedését befolyasold tényezoket: a
pH, az eltérd karakterli oldoszerek, valamint egyéb anyagok (pl. ciklodextrinek) hatasat.
Tovabba tanulmanyozni kivantuk a zearalenon toxikoldgiai tulajdonsagait potencialisan
befolyasold kolcsonhatasokat. Mivel a fehérjékkel torténd kolcsonhatas jelentés mértékben
befolyasolhatja a zearalenon szervezetbeni viselkedését, jelen munkankban a zearalenon

kolesonhatésat is tanulmanyoztuk human szérum albuminnal.
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I1I. Vizsgalati anyagok és modszerek

III. 1. Vizsgalati anyagok

Munkank soran a zearalenon [ 1H-2-Benzoxacyclotetradecin-1,7(8 H)-
dione,3,4,5,6,9,10-hexahydro-14,16-dihydroxy-3-methyl-,(3S,11F)] nevi mikotoxin
kornyezetben el6forduld legstabilabb formdjat vizsgaltuk (4. abra). A toxint, az analitikai
tisztasagu oldoszereket (acetonitril, metanol, etanol, n-propanol, n-butanol, dimetil-szulfoxido,
n-hexan, toluol), az ammoénium-acetatot és a humén szérum albumint a Sigma Aldrich Kft-t6l
szereztik be. A felhasznalt ciklodextrineket a Cyclolab Kft. biztositotta szamunkra, jelen
munkank soran a DIMEB [heptakisz-(2,6-di-O-metil)-B-ciklodextrin] nevii kémiailag
modositott B-ciklodextrin szarmazékot alkalmaztuk, mivel korabbi irodalmi adatok alapjan ez

indukalja a zearalenon fluoreszcencia intenzitasanak legnagyobb mértékii ndvekedését.**

OH O H,

HO

O

4. abra: A zearalenon (ZEA) kémiai szerkezete.

I1L. 2. Kisérletes modszerek

A fluorimetrias vizsgalatok soran a méréseket egy Fluorolog t3 spektrofluoriméterrel
(Jobin-Yvon/Spex) végeztikk (5. 4bra). A miszer gerjesztési, emisszios, fluoreszcencia
polarizacios és anizotropia-lecsengési gorbék felvételéhez, valamint fluoreszcencia élettartam
mérésére alkalmas. Adatgyiijtési integracios idonek 0,1 maésodpercet valasztottunk. A
monokromatorokon a gerjesztési, illetve az emisszios oldalon a savszélességet 4 nm-re
allitottuk. A mérésekhez 1x1 cm-es kvarckiivettdkat, valamint jobboldali detektalast

alkalmaztunk. A méréseket 25 °C-on végeztiik.
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I1I. 3. Oldatkészités

Munkank soran 5000 pM-os zearalenon (ZEA) torzsoldattal dolgoztunk, melynek
elkészitéséhez spektroszkopiai mindségli etanolt hasznéltunk. Erre azért volt sziikség, mert a
ZEA oldddasa vizben korlatozott, azonban etanollal jol szolubilizdlhat6. Méréseink soran
allandé 2 pM-os ZEA koncentracidkat alkalmaztunk kiilonboz6 pufferekben. Emellett a
vizsgélatainkhoz egyéb oldoszereket is hasznaltunk, a mikrokdrnyezeti hatdsok
tanulmanyozasa céljabol: acetonitril, metanol, etanol, n-propanol, n-butanol, dimetil-szulfoxid,
n-hexan és toluol. Vizsgalataink nagy részében kiilonbdz6 pH-ju 0,05 M-os ammonium-acetat
pufferekkel dolgoztunk: a sziikséges mennyiségli ammonium-acetatot vizben feloldottuk, majd
ammonium-hidroxid és ecetsav oldatok felhasznaldsaval, kalibralt pH-méré miiszert
alkalmazva allitottuk be a kivant pH-t. A puffer felhasznélasa el6tt a pH ellendrzését ismételten
elvégeztiink. Ammonium-acetat puffert azért valasztottuk, hogy az alkali- vagy alkalifoldfém
kationokkal fellépd potencialis kdlcsonhatasokat elkeriiljiik.

A ZEA-HSA interakcio vizsgalatdhoz pH = 7,4-es PBS puffert hasznaltunk, hogy az
extracellularis fiziologids koriilményeket kozelitsiik. A puffer elkészitéséhez natrium-kloridot
(NaCl), kalium-kloridot (KCl), dinatrium-hidrogén-foszfatot (Na2HPO4) és kdlium-dihidrogén-
foszfatot (KH2POs) alkalmaztunk. A vizsgalat soran a HSA koncentraciokat 0-25 uM

tartomanyban valtoztattuk, allando 2 uM os toxinkoncentracié mellett.

5. dabra : Fluorolog t3 spektrofluoriméter (Jobin-Yvon/Spex).
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IV. Eredményeink
IV. 1. A zearalenon gerjesztési és emisszios spektrumainak vizsgalata

ElsOként a zearalenon gerjesztési és emisszids maxiumait hataroztuk meg. Az éltalunk
alkalmazott spektofluoriméter matrix scan mérési programcsomagot hasznaltuk, melyet
felhasznalva megvizsgaltuk a gerjesztési és emisszids hullamhossz tartomédnyokat, majd ennek
segitségével egy haromdimenzids matrixban Osszegeztiik a kapott adatainkat. Két gerjesztési
maximumot allapitottunk meg: 275 és 315 nm-en. A szakirodalommal 6sszhangban és a jobb
kiértékelhetdség kedvéért a tovabbiakban a 315 nm-es gerjesztéssel dolgoztunk, azonban a 275
nm-es gerjesztéssel is végeztiik megerdsité méréseket. Az eredmények a két gerjesztésen jol
korrelaltak. A zearalenon vizes oldatban az aktudlis pH-t6l fiiggden kétféle formaban lehet
jelen. A savas funkcidval rendelkezd mikotoxin alacsony pH-n nem-ionizélt, mig magasabb
pH-tartomanyban deprotondlodik, azaz ionizalt forméaba keriil. A 6. dbra a két gerjesztési
maximum alkalmazasa mellett felvett emissziés spektrumok lathatéak pH = 4,0-9,0
tartoményban, 0,05 M-os ammoénium-acetat pufferben. A zearalenon deprotonaloddsa a
fluoreszcencia emisszids spektrumokon jol nyomonkdvethetd. A protonalt (nem-ionizalt)
format 457 nm-es, mig a deprotondlt (ionizalt) format 426 nm-es emissziés maximumok
jellemzik.

A zearalenon tehat savas karakteri mikotoxin, mely két fenolos hidroxil csoportot
tartalmaz a 13-as és a 15-0s szdmu szénatomon. Ezek koziil atlagos koriilmények kozott csak a
13-as hidroxil-csoport deprotonalodik, amit feltételezésiink szerint a 15-6s hidroxil- és az 17-
es oxo-csoport kozott 1étrejovo hidrogénhid-kotés stabilizal. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy
a 15-6s hidroxil-csoport deprotonalodasa csak nagyon magas pH esetében kovetkezik be.

A ZEA savi disszociacids allandojat a pH = 8-as ammonium-acetat pufferben
meghatarozott spektrumokbol szamitottuk ki, mivel ezen a pH-n a toxin protonalt és deprotonalt
forméaban egyardnt jelen van. A protonalt formahoz rendelhetd csiicsnak emisszidja van a
deprotonalt formédhoz tartozé csucs teriiletén és viszont. Tehat méréseink és a kiérékelések soran
mindkét forma fluoreszcencia intenzitdsdval szdmolnunk kellett. Az oldat teljes
értekekbdl kiszamitottuk a zearalenon savi disszociacios allanddjat, amelyre pKa = 7,8 éréket
kaptunk. Az altalunk szdmolt és a szakirodalomban szerepld (pKa = 7,6)>* értékek j6 egyezést
mutattak. Ezek alapjan tehat kijelenthetd, hogy a ZEA fizoldgias koriilmények kozott (pH =
7,4) protonalt és deprotonalt formaban egyarant jelen van, tovabba a nem-ionizalt forma

dominal.
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6. abra : 275nm-es (A abra) illetve 315 nm-es (B dbra) gerjesztési maximumon felvett
emisszios spektrumok, pH=4-9 tartomanyban, 0,05 M-os ammonium-acetat pufferben,
allando 2 uM-os ZEA koncentrdacio mellett.

IV. 2. Oldészerek hatasa a ZEA fluoreszcenciajara
A zearalenon fluoreszcencia intenzitds valtozdsdnak kiilonb6z6 molekuléris
kornyezetben torténd tanulmanyozasa céljabol felvettik a ZEA emisszids spektrumait tobb

eltér6 karakteri szerves olddszerben. A kiilonboz6 oldoszerekben mért maximum

fluoreszcencia intenzitdsokat a ZEA ammoénium-acetat pufferben mért intenzitdsdhoz

viszonyitottuk (Error! Reference source not found.). A legmagasabb értékeket az etanol,

propanol, metanol és acetonitril esetében kaptuk, az alkalmazott pufferben mértekhez képest.

Mindezek koziil a zearalenon etanolban torténd oldasa soran értiik el a legnagyobb, kozel
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harmincszoros inenzitas novekedést. Ezen értéket kdvette a propanol huszonhat, a metanol
huszonnégy és az acetonitril kozel huszonharomszoros fluoreszcencia intenzitasnovekedéssel.
Toluolban kozel tizenkétszeres intenzitdsnovekedést mértiink, mig hexanban és butanolban a
pufferben kapott eredményekhez képst kisebb eltéréseket tapasztaltunk.

A kapott eredmények a zearalenon szolvatburkdnak megvaltozasaval magyardzhatok. A
hidratburok kialakuldsa a mikotoxin fluoreszcencia intenzitdsanak részleges kioltasaval jar,
mely jelenség ammonium-acetat pufferben jol megfigyelhetd. Ezen okbol kifolydlag szerves

olddszerekben magasabb fluoreszcencia intenzitas értékeket kaptunk.
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7. abra: ZEA emisszios spektrumai tobb eltéro karakterii szerves oldoszerben (acetonitril,
metanol, etanol, n-propanol, n-butanol, dimetil-szulfoxid, n-hexan, toluol) 0,05 M-os
ammonium-acetdt pufferben, allando 2 uM-os ZEA koncentracio mellett.

IV. 3. Zearalenon — ciklodextrin kolcsonhatas vizsgalata

Vizsgalataink sordn a zearalenon fluoreszcenia intenzitdsanak  valtozasat
tanulmanyoztuk 0,05 M-os pH 5-0s ammonium-acetat pufferben, novekvd DIMEB
koncentracio jelenlétében (0-2000 uM). A kapott eredményeinket az oldoszerhatas
vizsgéalatdhoz hasonldéan a ZEA ammonium-acetdt pufferben tapasztalt fluoreszcencia

intenzitas értékeihez viszonyitottuk. Eredményeink ramutattak, hogy mintegy 200 pM-os (100-
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szoros) ciklodextrin koncentracié mellett, tobb mint 20-szoros fluoreszcencia
intenzitasnovekedés lathatd (8. ébra). A megemelkedett fluoreszcencids jel a ciklodextrin
jelenlétében a kovetkezoképpen magyarazhato: a ciklodextrinnel kolcsonhatasba 1épve, azaz a
lipofil belsé tiregbe keriilve a zearalenon legalabbis részlegesen deszolvatalodik és apoléarisabb
kornyezetbe keriil. A kromofor az apolaris kornyezetben magasabb fluoreszcencia intenzitassal
rendelkezik, mivel a hidratburok részleges kiolto hatdsa nem érvénysiil.*!

Korabbi kutatdsok foglalkoztak kiilonb6z6 zearalnon szarmazékok ciklodextrinek hataséara
mutatott fluoreszcencia intenzitas valtozasaival.>® Az eredmények alapjan arra kovetkeztettek,
hogy a befogadd mechanizmust a hatodik szénatomon levd csoportok befolyasoljak. B-

ciklodextrin jelenlétében a legmagasabb fluoreszcencia intenzitasrol a ZEA esetében szdmoltak

be, szarmazékai esetében valamivel kisebb volt a fluoreszcencia novekedés.*
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8. abra: A ZEA-DIMEB komplex képzidése soran a zearalenon flureszcencia intenzitas
novekedeése, emelkedé DIMEB koncentrdcio (0-2000 uM), allando 2 uM-os ZEA
koncentracio és 25 “C homeérséklet mellett, 0,05 M-os ammonium-acetat pufferben.

IV. 4. A zearalenon — HSA kolesonhatas
Human szérum albuminnal térténé méréseinket pH = 7,4-es PBS pufferben végeztiink,
mely pH ¢és ionerdsség tekintetében is jol kozeliti az extracellularis fiziologias koriilményeket.

A HSA adagolésa soran a koncentracidé emelkedésével a fluoreszcencia intenzitas folyamatos



novekedését tapasztaltuk (9. dbra). Azonban a ZEA altal adott fluoreszcencias jel mellett, az
alkalmazott 315 nm-es gerjesztési hullamhossz esetében a HSA altal adott jelentds mértékii
hattérfluoreszcenciaval is szamolnunk kellett (9. abra). A 9. abra lathatd, hogy a ZEA-HSA
rendszerben mért fluoreszencia maximumok intenzitdsa 0-7,5 uM HSA jelenlétében nem-
linedris, szaturacios jellegd fliggvényt, mig 10 uM HSA koncentraci6 felett mar lineéris
emelkedést mutat. A gorbe szokatlan alakjat azzal magyardzhatjuk, hogy miutan az 0sszes
mikotoxin kotott allapotba keriilt, a tovabbiakban mar csak a HSA 4ltal adott fluoreszcencias
jel eredményez intenzitasnovekedést, ami érthetd modon lineéris fliggvényt eredményez. Ha
kivonjuk egymasbdl a 9. abra A és B részében abrazolt mérési pontokat, akkor a 9. dbra jutunk,
ami megfelel a ZEA albuminhoz val6 kotédése altal indukalt intenzitasnovekedésnek. Az igy
kapott pontokra a Benesi-Hildebrand dsszefiiggést alkalmazva, grafikusan meghatarozhatjuk a

kolcsonhatast kisérd stabilitasi allandot (9. abra):

_|_1*1

1
I-Iy, A AxK [HSA]

Io — a ZEA fluoreszcencia intenzitasa albumin nélkiil
I — a mért fluoreszcencia intenzitas a mintaban

A — konstans

[HSA] — a HSA koncentracidja a mintdban

K — stabilitasi allandé

n — a kotéhelyek szama

Az 1:1-es sztochiometridja modell kivald illeszkedésébdl arra kovetkeztetiink, hogy a
zearalenon egy f6 kotdhellyel rendelkezik a humén albumin esetében. Eredményeink alapjan a
ZEA-HSA komplex kotési dllandéja 9,286 - 10* dm>/mol, ami farmakolégiai szempontbdl egy

kozepesen erds albuminkdtddésnek felel meg.
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9. abra : ZEA-HSA kélcsonhatas fluoreszcencias tanulmanyozasa. A: ZEA-HSA
fluoreszcencia intenzitasa novekvo HSA koncentracio fiiggvényében. B: HSA fluoreszcencia
intenzitasa novekvé HSA koncentracio fiiggvényében. C: (ZEA-HSA) — HSA fluoreszcencia
intenzitasa névekvo HSA koncentracio fiiggvényében. D: Benesi-Hildebrand abrazolas ZEA-
HSA 1:1 aranyu komplex esetében

A ZEA-HSA kolcsonhatast

ezen eredményeink aldtdmasztdsanak érdekében

fluoreszcencia anizotropia modszerrel is tanulmanyoztuk. A kisméretli molekulék, mint példaul

a zearalenon, vizes oldatban magas rotacids szabadsaggal rendelkeznek. Nagy mozgasi

szabadsag esetén a mintat sikban polarizalt fénnyel megvilagitva nagy valoszinliséggel az

emittalt fény jelentds része depolarizalttd valik (fotoszelekcio), igy alacsony anizotropia értéket

kapunk. Ha a kis molekula egy makromolekuldhoz (pl. HSA) kotdédik, a rotacios szabadsaga

nagymértékben lecsokken, igy a sikban polarizalt fénnyel megvilagitva az emittalt fény

nagyobb eséllyel polarizalt marad. Tehat az alacsony rotacios szabadsaggal rendelkezd

molekuldk (pl. HSA vagy ZEA-HSA komplex) magas anizotropia értékkel jellemezhetok.
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A fluoreszcencia anizotropia meghatarozasa a kovetkezd egyenlet alapjan tortént:

Iyy -G« Iyy

r =

r — fluoreszcencia aniztoropia

Ivv — a mintdban mért fluoreszcencia intenzitds a polarizacids szlrdk vertikalis-vertikalis
allasakor

Iva — a mintaban mért fluoreszcencia intenzitas amikor a polarizator €s az analizator szirok
vertiklis-horizontélis allasban vannak

G — miiszeresen meghatarozott optikai korrekcids faktor

Mivel az altalunk alkalmazott koriilmények kozott a ZEA és a HSA egyarant ad
fluoreszcencids jelet, és mivel a fluoreszcencia anizotropia additiv sajatsdgu, a ZEA és a HSA
anizotropia értékeinek meghatarozasat kovetéen ki tudjuk szamolni, hogy kolcsonhatas

hianyaban mekkora érték varhato az adott dsszemérésben:

r=f,ea *TzEAT fHSA*THSA

r - fluoreszcencia aniztordpia

fzea — ZEA ardnyos mennyisége a rendszerben
rzea— ZEA fluoreszcencia anizotréopia €rtéke
fusa — HSA aranyos mennyisége a rendszerben

rusa - HSA fluoreszcencia anizotropia értéke
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10. abra: Fluoreszcencia anizotropia elméleti uton szamolt értékének és kisérleti uton kapott
ertékének osszehasonlitisa, dllando 2 uM zearalenon koncentrdaciohoz novekvé HSA
koncentracio (0-10 uM).

Ezt kovetéen 2 uM zearalenonhoz 0-10 uM kozotti HSA koncentraciokat adtunk és
megmeértiik az oldatok fluoreszcencia anizotropia értékeit. Ahogy az a 10. abra lathatd, a mért
értékek jelentdsen meghaladtik a szamoltakat. A magyardzat a kovetkezé: mig az albumin
anizotropidja egy kismolekula kotddésének hatdsara nem valtozik jelentdsen, addig a ZEA
anizotropidja a HSA-val torténd kolcsonhatas eredményeként jelentds mértékben emelkedik,
igy fokozva a rendszerben mért ,,06ssz-anizotropiat” is. Tehat ezen eredmények is igazoltdk a

ZEA human albuminnal torténd kolcsonhatasat.
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Osszefoglalas

Munkénk soran a zearalenon fluoreszcencias viselkedését befolyasoldé mikrokdrnyezeti
tényezGket tanulmanyoztuk. FErdeklddésiink kozéppontjdban a zearalenon toxikologiai
tulajdonsagait potencialisan befolyasold kolcsonhatasok allnak, igy jelen munkdnkban a

zearalenon kolcsonhatasat is tanulményoztuk human szérum albuminnal.

Eredményeink alapjan a kdvetkezé megallapitasokat tettiik:

e Megvizsgaltuk a pH hatisat a ZEA fluoreszcencia spektrumdra mely alapjan
megallapitottuk, hogy az ionizalt és a nem ionizalt forma spektroszkopiailag jol
elkiilonithetd.

e Acetonitril, metanol, etanol, propanol, valamint DIMEB jelenlétében a ZEA
fluoreszcencidja jelentds mértékben megemelkedett. Vélhetden ezen olddszerek
¢s a DIMEB pld. eluens komponensként alkalmazva pozitiv. moddon
befolyasoljak a ZEA fluoreszcencia intenzitasat.

e FElséként azonositottuk a ZEA-HSA kolcsonhatast, eredményeink farmakologiai

értelemben kozepesen erds kolcsonhatasra utalnak.

Reményeink szerint eredményeink felhasznalhatdak lesznek fluoreszcencids analitikai
modszerek érzékenységének fejlesztéséhez valamint hozzajarulnak a zearalenon szervezetbeni

viselkedésének feltérképezéséhez.
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