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1. Bevezetés, célkitűzések 

Az alternariol (AOH) az Alternaria fonalas gombák által termelt, 

karcinogén és xenoösztrogén hatású mikotoxin, amely gyakran megtalálható 

szennyezőként paradicsomlében, borban és olajos magvakban. A humán 

szérum albumin (HSA) a keringésben legnagyobb mennyiségben 

megtalálható plazmafehérje. Az endogén és exogén vegyületek 

albuminkötődése jelentősen befolyásolhatja azok farmako- vagy 

toxikokinetikai tulajdonságait. A ciklodextrinek (CD-ek) glükóz egységekből 

felépülő gyűrű alakú molekulák, amelyeket hidrofil külső részük és lipofil 

belső üregük alkalmassá tesz „gazda-vendég” típusú zárványkomplexek 

kialakítására apoláros molekulákkal (többek között mikotoxinokkal). 

Korábbi vizsgálatok alapján a CD technológia alkalmas lehet analitikai 

vizsgálatok érzékenyítésére és toxinkötő molekulák kifejlesztésére. 

Kísérleteink során célul tűztük ki az AOH kölcsönhatásainak vizsgálatát 

albuminnal és CD-ekkel annak érdekében, hogy a mikotoxin toxikokinetikai 

sajátságairól pontosabb képet kapjunk, továbbá, hogy új CD alapú mikotoxin 

kötő molekulákat azonosíthassunk. A kötési állandók meghatározását 

fluoreszcencia spektroszkópiai módszerekkel végeztük. Az AOH albuminon 

elfoglalt kötőhelyét spektroszkópiai és ultraszűréses módszerekkel 

vizsgáltuk. Az AOH ciklodextrinekkel képzett komplexeinek stabilitását és a 

fluoreszcencia erősítést savas, fiziológiás és lúgos pH-kon teszteltük. A 

vízben nem oldódó β-ciklodextrin gyöngypolimer toxinkötő képességét vizes 

oldatokban, továbbá AOH-lal szennyezett vörösborban és paradicsomlében 

is megvizsgáltuk. 

 

2. Vizsgálati módszerek 

Fluoreszcencia spektroszkópiai méréseinket Hitachi F-4500 

fluoriméterrel végeztük 25°C-on. Az AOH-HSA komplex kötési állandóját 

háromféleképpen is meghatároztuk: fluoreszcencia kioltás (λex = 295 nm, λem 

= 340 nm), az AOH fluoreszcenciájának albumin-indukálta emelkedése (λex 

= 345 nm, λem = 455 nm), valamint a HSA és az AOH közötti energia 

transzfer alapján (λex = 295 nm, λem = 455 nm). Az AOH-albumin komplexek 

stabilitásának értékelése a Stern-Volmer egyenlet grafikus alkalmazásával és 

Hyperquad2006 szoftverrel történt. A mikotoxin albuminkötődésének faji 

eltéréseit humán, marha, sertés és patkány szérum albuminokkal vizsgáltuk. 

A site markerek hatását az AOH HSA-hoz való kötődésére szintén 

teszteltük. Vizsgálataink során számos Site I (furoszemid, fenilbutazon, 

glimepirid, indometacin), Site II (naproxen és ibuprofen), valamint hem 

kötőhely (metilnarancs, bilirubin, etinil-ösztradiol és tenipozid) markert 



3 
 

alkalmaztunk és az AOH-HSA komplex emissziós jelének változását 

követtük (λex = 345 nm, λem = 455 nm) PBS-ben (pH 7,4). 

Az AOH albuminon elfoglalt kötőhelyét ultraszűréssel is teszteltük. 

Vizsgálataink során Site I (warfarin), Site II (naproxen) és hem kötőhely (S-

kamptotecin) ligandumokat alkalmaztunk. A site markereket és HSA-t 

tartalmazó mintákat AOH nélkül, valamint 10 és 20 μM mikotoxin 

jelenlétében 10 kDa cut-off értékű filtereken szűrtük. A szűrletben a naproxen 

mennyiségét HPLC-UV, míg a warfarin és az S-kamptotecin koncentrációit 

HPLC-FLD módszerrel határoztuk meg. 

A környezeti pH hatását az AOH natív, random metilált, valamint 

kvaterner-ammónium β- és γ-CD-ekkel képzett komplexeinek stabilitására és 

a toxin fluoreszcenciájára savas (pH 5,0), fiziológiás (pH 7,4) és lúgos (pH 

10,0) pufferekben, fluoreszcencia spektroszkópiai mérésekkel teszteltük. 

Továbbá fiziológiás körülmények között (PBS; pH 7,4) megvizsgáltuk a 

szulfobutil-β-CD (SBBCD), szolubilis SBBCD polimer és a sugammadex 

AOH-lal kialakított komplexeinek stabilitását. A kötési állandókat a Benesi-

Hildebrand egyenlet grafikus alkalmazásával határoztuk meg. 

Következő kísérleteinkben AOH extrakcióját vizsgáltuk vizes oldatokból, 

vízben nem oldódó β-CD gyöngypolimerrel (BBP). Az AOH megkötését 

savas (pH 3,0 és pH 5,0), fiziológiás (pH 7,4) és lúgos (pH 10,0) körülmények 

között teszteltük. A mikotoxin oldatok emelkedő koncentrációjú 

gyöngypolimerrel, termomixerben történő inkubációját követően a BBP-t 

pulzuscentrifugálással eltávolítottuk, majd a felülúszó AOH tartalmát HPLC-

FLD módszerrel határoztuk meg. Továbbá teszteltük az inkubációs idő és a 

hőmérséklet hatását is a mikotoxin extrakció kapcsán. A BBP 

regenerálhatóságát és újrahasznosíthatóságát az AOH kötést követően 

szintén megvizsgáltuk. A megkötött mikotoxint 50 v/v%-os etanolos oldattal, 

két egymást követő lépésben eluáltuk a BBP-ről, majd a felülúszók AOH 

tartalmát HPLC-FLD módszerrel határoztuk meg. 

További kísérleteink során összehasonlítottuk az AOH kölcsönhatásait 

BCD monomerrel, szolubilis BCD polimerrel és BBP-rel. Előbbi két CD 

esetén a kötési állandókat fluoreszcencia spektroszkópiai méréseink alapján 

a Benesi-Hildebrand egyenlet grafikus alkalmazásával határoztuk meg, míg 

az AOH-BBP komplex stabilitását a mikotoxin szabad és kötött frakcióiból 

számítottuk ki. A polimer esetében a CD monomer tartalomára vonatkoztatva 

végeztük számolásainkat. 

A BBP mikotoxin kötő képességét vörösborban és paradicsomlében is 

vizsgáltuk. Az AOH-lal mesterségesen szennyezett (spike-olt) italokat 

emelkedő mennyiségű BBP jelenlétében inkubáltuk, majd a polimert 

pulzuscentrifugálással ülepítettük, és a felülúszó AOH tartalmát 

mintaelőkészítést követően HPLC-FLD módszerekkel határoztuk meg. A 
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mikotoxint a vörösborból diszperzív folyadék-folyadék mikroextrakciós 

technikával extraháltuk, azonban ez a módszer nem bizonyult alkalmasnak 

az AOH kivonására paradicsomléből. E célból új mintaelőkészítési módszert 

dolgoztunk ki, amely során marha szérum albumint alkalmaztunk affinitás 

fehérjeként az AOH extrakciójára. Továbbá teszteltük a BBP hatását a kezelt 

italok minőségi paramétereire; a színintenzitás és az összpolifenol-tartalom 

vizsgálatát UV-Vis spektrofotometriás mérésekkel végeztük. 

A BCD, szolubilis BCD polimer, SBBCD, szolubilis SBBCD polimer és 

sugammadex protektív hatásait az AOH celluláris toxicitásával szemben 

HeLa sejteken vizsgáltuk. A sejteket 24 órán keresztül inkubáltuk AOH-lal 

CD-ek nélkül vagy azok jelenlétében. A sejtek viabilitásának változását a 

mért ATP szintek alapján értékeltük, amit luciferin-luciferáz reakcióval 

határoztunk meg. 

A statisztikai értékelés IBM SPSS szoftver segítségével, one-way 

ANOVA módszerrel (Tukey’s post-hoc teszttel) történt. 

 

3. Eredmények és következtetések 

3.1. Az AOH-albumin kölcsönhatások értékelése fluoreszcencia 

spektroszkópiai mérések alapján 

Az AOH 345 nm gerjesztési hullámhosszon felvett emissziós 

spektrumában a hullámhossz maximum vörös eltolódását (421 → 455 nm) 

figyeltük meg HSA jelenlétében, továbbá a mikotoxin emissziós 

intenzitásának jelentős emelkedését tapasztaltuk, amely meghaladta a HSA 

és az AOH saját fluoreszcencia intenzitásainak összegét, ami AOH-HSA 

komplexek képződésére utal. Fluoreszcencia kioltás típusú méréseink során 

az AOH koncentrációfüggő módon csökkentette a HSA 340 nm-en mért 

emissziós intenzitását. Már kis koncentrációjú mikotoxin hatására is jelentős 

mértékű intenzitáscsökkenést tapasztaltunk, ami alapján az AOH kötőhelye 

valószínűleg az albumin 214-es pozíciójú triptofánjához (Trp-214) közel 

helyezkedik el. Továbbá 295 nm gerjesztési hullámhosszt alkalmazva a HSA 

és az AOH között energia transzfert tapasztaltunk, ami szintén a Trp-214 

közelségére utal. A spektroszkópiai vizsgálatok alapján az AOH-HSA 

komplex kötési állandója kb. 4 × 105 L/mol. 

Az AOH-albumin interakciók kapcsán a humán, marha és sertés fajok 

között csak kismértékű eltéréseket figyeltünk meg, azonban a patkány 

albuminhoz a mikotoxin kb. 8-szor erősebben kötődik, mint a másik három 

fajból származó albuminhoz. Ez az eltérés jelentős különbségeket okozhat a 

mikotoxin emberben és patkányban megfigyelhető toxikokinetikai 

tulajdonságaiban. 
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3.2. Az AOH kötőhelyének vizsgálata 

Mivel HSA jelenlétében az AOH fluoreszcencia intenzitása jelentősen 

megnövekedett, a mikotoxin albuminról történő leszorítása a 455 nm-en mért 

emissziós intenzitás csökkenését eredményezi (λex = 345 nm). Ezt figyelembe 

véve megvizsgáltuk a különböző site markerek hatását az AOH-HSA 

komplex fluoreszcenciájára. Az emissziós intenzitásban jelentős csökkenést 

okoztak a hem kötőhelyen másodlagos kötőhellyel rendelkező Site I 

markerek (indometacin és glimepirid), továbbá a hem kötőhely egyes 

ligandumai (bilirubin, metilnarancs és tenipozid) is nagymértékben 

csökkentették a mikotoxin-albumin komplex fluoreszcenciáját. Ez alapján az 

AOH-HSA interakció kapcsán a Site I és/vagy a hem kötőhelyek érintettségét 

feltételeztük. 

Ultraszűréses kísérleteink során az AOH jelentősen növelte a filtrátumban 

a Site I ligandum warfarin koncentrációját, míg a naproxen (Site II) és az S-

kamptotecin (hem kötőhely) mennyisége nem vagy csak kismértékben 

változott a szűrletben. A HSA nagy molekulasúlya (66,5 kDa) miatt az 

albumin és az albuminkötött molekulák nem jutnak át a szűrőn, ezért a 

warfarin koncentrációjának emelkedése a szűrletben a szabad warfarin 

mennyiségének emelkedését, azaz a site marker albuminról történő 

leszorítását jelzi.  

Utóbbi megfigyelésünket spektroszkópiai kísérletekkel is megerősítettük, 

ami során az AOH koncentrációfüggő módon csökkentette a warfarin-HSA 

komplex fluoreszcenciáját (λex = 317 nm, λem = 379 nm). Mivel a HSA-kötött 

warfarin jóval erősebb fluoreszcenciát mutat, mint a szabad fluorofór, ebből 

szintén az albuminról történő leszorítására következtethetünk. 

Megfigyeléseink tehát a Site I kötőhely közvetlen érintettségére utalnak.  

3.3. A pH hatása az AOH-CD komplexek stabilitására, és a CD-ek által 

okozott fluoreszcencia erősítő hatások 

Az AOH három fenolos hidroxilcsoporttal rendelkezik, ezek mindegyike 

nagyrészt protonált (nem-ionizált) formában van jelen savas kémhatású 

oldatokban. Azonban a pKa értékek alapján, a vizsgált pH-tartományban (pH 

5,0-10,0) a mikotoxin nem-ionizált, valamint mono- és dianion formái 

jelennek meg releváns mennyiségben. Az AOH natív, random-metilált és 

kvaterner-ammónium β- és γ-CD-ekkel kialakított kölcsönhatásainak 

jellemzése érdekében a mikotoxin fluoreszcencia emissziós spektrumait 

emelkedő CD-koncentrációk mellett vettük fel (λex = 345 nm). Az AOH 

emissziós spektrumában a CD-ek jelentős vörös eltolódást idéztek elő: az 
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emissziós hullámhossz maximumokat 450-470 nm-en figyeltük meg az 

alkalmazott puffertől és CD-től függően. Savas és fiziológiás körülmények 

között a γ-CD (GCD) növelte meg legnagyobb mértékben az AOH 

fluoreszcens jelét, míg lúgos pufferben (pH 10,0) a kvaterner-ammónium-β-

CD (QABCD) volt a leghatékonyabb ebből a szempontból (kb. 20-szoros 

fluoreszcencia erősítést eredményezve). A mikotoxin emissziós jelének 

jelentős változását az okozhatja, hogy az AOH-CD komplexek kialakulása 

során megbomlik az AOH körüli hidrátburok, ezáltal a vízmolekulák 

fluorpfórra gyakorolt részleges kioltó hatása kisebb lesz. A megfigyelt 

fluoreszcencia erősítés akár analitikai módszerek érzékenyítésére is 

felhasználható, így analitikai szempontból is érdekes lehet.  

A natív, metilált és kvaterner-ammónium-CD-ek közül pH 5,0-ön és pH 

7,4-en a GCD képezte a legstabilabb komplexet AOH-lal (K = 1,5 × 103 

L/mol), míg 10,0-es pH-n a QABCD (K = 2,5 × 103 L/mol) és a kvaterner-

ammónium-γ-CD (QAGCD; K = 3,8 × 103 L/mol) bizonyultak a legjobbnak 

ebből a szempontból. Az AOH a töltés nélküli CD-ekhez a savas és 

fiziológiás kémhatású pufferekben 3-10-szer nagyobb affinitással kötődött, 

mint a lúgos (pH 10,0) oldatban. Ezzel szemben az AOH-QABCD és AOH-

QAGCD komplexek kötési állandóit tekintve ellenkező tendenciát figyeltünk 

meg. Eredményeink alapján a töltés nélküli CD-ek az AOH nem-ionizált 

formáját preferálják, míg a magasabb pH-kon megjelenő mono- és dianion 

formákkal a kationos (tetraalkil-ammónium oldallánccal rendelkező) 

QABCD és QAGCD képeznek stabilabb komplexeket. 

További kísérleteink során megvizsgáltuk fiziológiás körülmények között 

a szulfobutil-szubsztituált BCD (SBBCD) származékok (monomer és 

szolubilis polimer), valamint a sugammadex (kémiailag módosított GCD) 

kölcsönhatásait AOH-lal. Az AOH-sugammadex komplex stabilitásai 

kiemelkedően magasnak bizonyult (K = 2,9 × 104 L/mol). 

3.4. AOH kölcsönhatásainak összehasonlítása BCD monomer, szolubilis 

BCD-polimer és BBP kapcsán 

Habár a BCD monomer viszonylag alacsony affinitással kötődik AOH-

hoz, kísérleteink alapján a szolubilis BCD polimer és a BBP (a moláris 

monomer tartalmuk alapján számítva) tízszer erősebben mikotoxinkötőnek 

bizonyultak, mint a BCD. Ez valószínűleg a CD egységek között fellépő ún. 

kooperatív/potencírozó hatásokkal magyarázható. 
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3.5. AOH extrakciója vizes oldatokból BBP-rel 

Az AOH vizes oldatokból β-CD gyöngypolimerrel (BBP) történő 

eltávolítását pH 3,0-10,0 közötti tartományban teszteltük. Az inkubációt és a 

mikotoxin felülúszóból történő meghatározását követően megállapítottuk, 

hogy pH 3,0-7,4 között a BBP jó toxinkötőnek bizonyult: a legmagasabb, 20 

mg/1,5 mL koncentrációban a toxin közel teljes mennyiségét eltávolította a 

felülúszóból. Ezzel szemben pH 10,0-en a polimer csökkent toxinkötő 

képességét figyeltük meg, a BBP a legmagasabb alkalmazott mennyiségben 

is mindössze kb. 60%-kal csökkentette az AOH koncentrációját az oldatban. 

A hőmérséklet és az inkubációs idő hatásait is megvizsgáltuk. A mikotoxin 

extrakciója nem mutatott jelentős hőmérsékletfüggést 20-40°C 

tartományban. Azonban az inkubációs idő hosszával nagymértékben változik 

a toxinkötés eredményessége: a maximális kötődés eléréséhez legalább 30 

perces inkubáció szükséges. Továbbá sikerrel regeneráltuk a BBP-t az AOH 

vizes oldatból történő eltávolítását követően 50 v/v%-os etanol-víz eleggyel 

(két lépésben), ami gyakorlatilag a megkötött mikotoxin teljes mennyiséget 

eluálta a polimerről. A regenerált BBP AOH kötő képessége három egymást 

követő inkubációs cikluson keresztül változatlan maradt. 

3.6. AOH extrakciója vörösborból BBP-rel 

Az AOH eltávolítását vörösborból emelkedő koncentrációjú BBP 

jelenlétében teszteltük. Az inkubációt követően a mintákban maradó AOH-t 

mintaelőkészítés után kvantifikáltuk (HPLC-FLD). Méréseink alapján a BBP 

koncentrációfüggő módon csökkentette a vörösborban az AOH mennyiségét, 

a legmagasabb alkalmazott BBP koncentráció (25 mg/1,5 mL) az AOH 80%-

át eltávolította. A BBP azonban csökkentette a vörösbor színintenzitását és 

összpolifenol-tartalmát, igaz relatíve jóval kisebb mértékben, mint az AOH 

mennyiségét. 

3.7. AOH extrakciója paradicsomléből BBP-rel 

Az AOH paradicsomléből történő extrakcióját BBP-rel, emelkedő 

mennyiségű gyöngypolimer jelenlétében vizsgáltuk. Az inkubáció után a 

visszamaradó AOH-t a minták felülúszójából marha albuminnal extraháltuk, 

amelyet affinitás fehérjeként használtunk, majd a toxin mennyiségét HPLC-

FLD módszerrel határoztuk meg. A BBP koncentrációfüggő módon 

csökkentette az AOH koncentrációját paradicsomlében, 25 mg/1,5 mL BBP 

kb. 55%-os csökkenést okozott a mikotoxin tartalomban. A BBP a 

paradicsomlé színintenzitását még a legmagasabb koncentrációban sem 
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befolyásolta, azonban az összpolifenol-tartalom relatív csökkenése (46%) az 

AOH extrakciójával összemérhető volt.  

3.8. A CD-ek protektív hatása az AOH toxicitásával szemben HeLa sejteken 

Munkánk során in vitro sejtkísérletekben vizsgáltam, hogy a natív BCD, 

a szolubilis BCD polimer, a SBBCD, a szolubilis SBBCD polimer és a 

sugammadex képesek-e befolyásolni az AOH által okozott viabilitás 

csökkenést. A natív BCD még a legmagasabb (a toxinhoz viszonyított több, 

mint 20-szoros) koncentrációban sem fejtett ki protektív hatást az AOH 

toxicitásával szemben, továbbá a szolubilis BCD, SBBCD és szolubilis 

SBBCD polimer is csak alig javították a sejtek életképességét. Ezzel szemben 

a sugammadex már az AOH-hoz viszonyítva 5-szörös koncentrációban is 

csaknem teljesen megszüntette a mikotoxin által okozott viabilitás 

csökkenést.   
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4. Összefoglalás, új megállapítások 

Az AOH Alternaria fajok által termelt mikotoxin, amely gyakran 

előfordul szennyezőként paradicsomban, különféle gyümölcsökben, olajos 

magvakban és feldolgozott termékeikben (borban, paradicsomlében, növényi 

olajokban, stb.). Az AOH-lal történő expozíció hosszútávú következményei 

között szerepelnek karcinogén és endokrin diszruptor hatásai. Habár az 

AOH-t vizsgálták in vivo modellekben, plazmafehérje-kötődéséről a 

szakirodalom nem számol be. Ennek ismerete nagy jelentőséggel bírhat a 

mikotoxin toxikokinetikájának pontosabb megismerése és megértése 

kapcsán, beleértve a fajok közötti eltéréseket is. Továbbá a toxin káros 

hatásainak kivédése céljából fontos az élelmiszerek mikotoxin-tartalmának 

monitorozására alkalmas, megfelelő érzékenységű analitikai módszerek 

kifejlesztése, valamint új dekontaminációs stratégiák kidolgozása. Utóbbiak 

kapcsán, a ciklodextrin (CD) technológia ígéretesnek tűnik. A PhD 

munkámhoz kapcsolódó új megállapítások a következők: 

 Az AOH stabil komplexet alakít ki humán szérum albuminnal, kötési 

állandója (logK = 5,6) hasonlóan magas, mint az orális antikoaguláns 

warfariné, így plazmafehérjekötődése toxikokinetikai szempontból 

jelentősnek tűnik. 

 Az AOH a Sudlow’s site I kötőhelyet foglalja el a HSA-on, a warfarint 

koncentrációfüggő módon képes leszorítani albuminról. 

 Az AOH marha és sertés albuminhoz hasonló affinitással kötődik, mint 

HSA-hoz, míg a patkány albuminnal kialakított komplex stabilitása kb. 

8-szor magasabb. 

 A marha szérum albumint affinitás fehérjeként felhasználva sikeresen 

kidolgoztunk egy mintaelőkészítési módszert az AOH extrakciójára 

vizes oldatból és paradicsomléből. 

 Az AOH-CD komplexek stabilitása függ a környezeti pH-tól és az 

alkalmazott CD típusától. Az elsőként megvizsgált CD-ek (natív, metil- 

és kavterner-ammónium-β- és γ-CD-ek) közül savas (pH 5,0) és 

fiziológiás kémhatású pufferben a GCD, míg lúgos közegben (pH 10,0) 

a QABCD és a QAGCD alakították ki a legstabilabb (K ~ 103 L/mol) 

komplexeket a mikotoxinnal. Az AOH fluoreszcenciáját legnagyobb 

mértékben a QABCD erősítte pH 10,0-en (kb. 20-szorosára). 5,0-ös és 

7,4-es pH-n a GCD bizonyult leghatékonyabbnak ebből a szempontból 

(kb. 10-szeres erősítéssel). 
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 A BBP hatékony toxinkötőnek bizonyult vizes oldatokban, azonban pH 

10,0-en az alacsonyabb pH-jú pufferekhez viszonyítva kisebb 

mértékben csökkentette a minták AOH tartalmát. 

 A BBP 50 v/v%-os etanol oldattal regenerálható az AOH megkötését 

követően, és a megkötött toxin elúciója után ismét felhasználható. 

 A BBP spike-olt vörösborban és paradicsomlében is csökkentette az 

AOH mennyiségét, azonban utóbbiban kb. 30%-kal kisebb mértékű 

toxinkötést tapasztaltunk. A vörösbor színintenzitása és összpolifenol-

tartalma is csökkent a BBP-rel történő kezelést követően, ugyanakkor a 

minőségi változás relatív mértéke lényegesen kisebb volt az AOH 

relatív koncentrációcsökkenéséhez viszonyítva. A BBP a paradicsomlé 

színminőségét nem befolyásolta, azonban az összpolifenol-tartalmát 

közel hasonló mértékben csökkentette, mint az AOH relatív 

mennyiségét. 

 A BCD monomerrel összehasonlítva, a szolubilis BCD polimer és a 

BBP (monomer tartalmuk alapján) jóval stabilabb komplexeket alakított 

ki AOH-lal. 

 Fiziológiás körülmények között a sugammadex a többi tesztelt CD-hez 

képest kiemelkedően magas stabilitású komplexet képez AOH-lal. 

Továbbá a sugammadex HeLa sejtekben a mikotoxinhoz viszonyított 

kb. 5-szörös koncentrációban szinte teljes mértékben képes volt 

kivédeni az AOH által indukált toxicitást. Ezzel szemben a BCD 

monomer egyáltalán nem, míg a szolubilis BCD polimer, a SBBCD és 

a szolubilis SBBCD polimer csak kismértékben fejtettek ki protektív 

hatást az AOH toxicitásával szemben. 
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