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1. Bevezetés, célkitiizések

Az alternariol (AOH) az Alternaria fonalas gombak altal termelt,
karcinogén és xenodsztrogén hatasu mikotoxin, amely gyakran megtalalhato
szennyezoként paradicsomlében, borban és olajos magvakban. A human
szérum albumin (HSA) a keringésben legnagyobb mennyiségben
megtalalhaté plazmafehérje. Az endogén ¢és exogén vegyiiletek
albuminkotédése  jelentésen  befolyasolhatja azok farmako- vagy
toxikokinetikai tulajdonsagait. A ciklodextrinek (CD-ek) gliikoz egységekbol
felépiild gyliri alaka molekulak, amelyeket hidrofil kiilsé résziik és lipofil
belsé iiregiik alkalmassd tesz ,.gazda-vendég” tipusu zarvanykomplexek
kialakitasara apolaros molekuldkkal (tobbek kozott mikotoxinokkal).
Korabbi vizsgalatok alapjan a CD technoldgia alkalmas lehet analitikai
vizsgalatok érzékenyitésére és toxinkoté molekulak kifejlesztésére.

Kisérleteink soran célul tiiztiik ki az AOH kolesonhatasainak vizsgalatat
albuminnal és CD-ekkel annak érdekében, hogy a mikotoxin toxikokinetikai
sajatsagairdl pontosabb képet kapjunk, tovabba, hogy 1j CD alapu mikotoxin
kotd molekuldkat azonosithassunk. A kotési allandok meghatarozasat
fluoreszcencia spektroszkopiai modszerekkel végeztiik. Az AOH albuminon
elfoglalt kot6helyét spektroszkdpiai és ultrasziiréses modszerekkel
vizsgaltuk. Az AOH ciklodextrinekkel képzett komplexeinek stabilitasat és a
fluoreszcencia erdsitést savas, fiziologids és lugos pH-kon teszteltiik. A
vizben nem 0ld6do B-ciklodextrin gydongypolimer toxinko6td képességét vizes
oldatokban, tovabba AOH-lal szennyezett vorosborban és paradicsomlében
is megvizsgaltuk.

2. Vizsgalati médszerek

Fluoreszcencia  spektroszkopiai ~ méréseinket — Hitachi ~ F-4500
fluoriméterrel végeztiik 25°C-on. Az AOH-HSA komplex kotési allanddjat
haromféleképpen is meghataroztuk: fluoreszcencia kioltas (Aex = 295 M, Aem
= 340 nm), az AOH fluoreszcenciajanak albumin-indukalta emelkedése (Aex
= 345 nm, Aem = 455 nm), valamint a HSA és az AOH kozotti energia
transzfer alapjan (Aex = 295 nm, Aem = 455 nm). Az AOH-albumin komplexek
stabilitasanak értékelése a Stern-Volmer egyenlet grafikus alkalmazasaval és
Hyperquad2006 szoftverrel tortént. A mikotoxin albuminkétddésének faji
eltéréseit human, marha, sertés és patkany szérum albuminokkal vizsgaltuk.

A site markerek hatasat az AOH HSA-hoz valé kotédésére szintén
teszteltiik. Vizsgélataink sordn szamos Site I (furoszemid, fenilbutazon,
glimepirid, indometacin), Site II (naproxen és ibuprofen), valamint hem
kotbhely (metilnarancs, bilirubin, etinil-6sztradiol és tenipozid) markert
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alkalmaztunk és az AOH-HSA komplex emisszi6s jelének valtozasat
kovettiik (Aex = 345 nm, Aem = 455 nm) PBS-ben (pH 7,4).

Az AOH albuminon elfoglalt koétohelyét ultrasziiréssel is teszteltiik.
Vizsgalataink soran Site I (warfarin), Site II (naproxen) és hem kotohely (S-
kamptotecin) ligandumokat alkalmaztunk. A site markereket és HSA-t
tartalmazé mintdkat AOH nélkiil, valamint 10 és 20 pM mikotoxin
jelenlétében 10 kDa cut-off értéki filtereken sziirtiik. A sziirletben a naproxen
mennyiségét HPLC-UV, mig a warfarin és az S-kamptotecin koncentracioit
HPLC-FLD mddszerrel hataroztuk meg.

A kornyezeti pH hatdsat az AOH nativ, random metilalt, valamint
kvaterner-ammonium B- és y-CD-ekkel képzett komplexeinek stabilitasara és
a toxin fluoreszcenciajara savas (pH 5,0), fiziologias (pH 7,4) és laigos (pH
10,0) pufferekben, fluoreszcencia spektroszkopiai mérésekkel teszteltiik.
Tovabba fiziologias koriilmények kozott (PBS; pH 7,4) megvizsgaltuk a
szulfobutil-p-CD (SBBCD), szolubilis SBBCD polimer és a sugammadex
AOH-1al kialakitott komplexeinek stabilitasat. A kotési allandokat a Benesi-
Hildebrand egyenlet grafikus alkalmazasaval hataroztuk meg.

Kovetkezd kisérleteinkben AOH extrakcidjat vizsgaltuk vizes oldatokbdl,
vizben nem o0ld6d6 B-CD gyongypolimerrel (BBP). Az AOH megkdtését
savas (pH 3,0 és pH 5,0), fiziologias (pH 7,4) és ligos (pH 10,0) koriilmények
kozott teszteltik. A mikotoxin oldatok emelkedd koncentracidju
pulzuscentrifugalassal eltavolitottuk, majd a feliilaszé6 AOH tartalmat HPLC-
FLD modszerrel hataroztuk meg. Tovabba teszteltiik az inkubacids id6 és a
homérséklet hatasat is a mikotoxin extrakcid6 kapcsan. A BBP
regeneralhatosagat és ujrahasznosithatosagat az AOH kotést kovetden
szintén megvizsgaltuk. A megkotott mikotoxint 50 v/v%-0s etanolos oldattal,
két egymast kovetd 1épésben elualtuk a BBP-r6l, majd a feliliszok AOH
tartalmat HPLC-FLD modszerrel hataroztuk meg.

Tovabbi kisérleteink soran &sszehasonlitottuk az AOH kdlcsonhatésait
BCD monomerrel, szolubilis BCD polimerrel és BBP-rel. Elobbi két CD
esetén a kotési allandokat fluoreszcencia spektroszkopiai méréseink alapjan
a Benesi-Hildebrand egyenlet grafikus alkalmazasaval hataroztuk meg, mig
az AOH-BBP komplex stabilitasat a mikotoxin szabad és kotott frakcioibol
szamitottuk ki. A polimer esetében a CD monomer tartalomara vonatkoztatva
végeztiik szdmolasainkat.

A BBP mikotoxin kot képességét vorosborban és paradicsomlében is
vizsgaltuk. Az AOH-lal mesterségesen szennyezett (spike-olt) italokat
emelked6 mennyiségii BBP jelenlétében inkubaltuk, majd a polimert
pulzuscentrifugalassal {lepitettilk, ¢és a felilusz6 AOH tartalmat
mintael6készitést kovetden HPLC-FLD modszerekkel hataroztuk meg. A
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mikotoxint a vOrésborbol diszperziv folyadék-folyadék mikroextrakcios
technikaval extrahaltuk, azonban ez a moédszer nem bizonyult alkalmasnak
az AOH kivonasara paradicsomlébdl. E célbol 0j mintaeldkészitési modszert
dolgoztunk ki, amely soran marha szérum albumint alkalmaztunk affinitas
fehérjeként az AOH extrakciojara. Tovabba teszteltilk a BBP hatasat a kezelt
italok minGségi paramétereire; a szinintenzitas és az dsszpolifenol-tartalom
vizsgalatat UV-Vis spektrofotometrids mérésekkel végeztiik.

A BCD, szolubilis BCD polimer, SBBCD, szolubilis SBBCD polimer és
sugammadex protektiv hatdsait az AOH celluléris toxicitasaval szemben
HelLa sejteken vizsgaltuk. A sejteket 24 éran keresztiil inkubaltuk AOH-lal
CD-ek nélkiil vagy azok jelenlétében. A sejtek viabilitdsanak valtozasat a
mért ATP szintek alapjan értékeltiik, amit luciferin-luciferaz reakcioval
hataroztunk meg.

A statisztikai értékelés IBM SPSS szoftver segitségével, one-way
ANOV A modszerrel (Tukey’s post-hoc teszttel) tortént.

3. Eredmények és kovetkeztetések

3.1. Az AOH-albumin kélcsonhatisok — értékelése  fluoreszcencia
spektroszkopiai mérések alapjan

Az AOH 345 nm gerjesztési hullimhosszon felvett emisszios
spektrumaban a hullamhossz maximum vords eltolodasat (421 — 455 nm)
figyeltik meg HSA jelenlétében, tovabba a mikotoxin emisszios
intenzitasanak jelent6s emelkedését tapasztaltuk, amely meghaladta a HSA
és az AOH sajat fluoreszcencia intenzitasainak Osszegét, ami AOH-HSA
komplexek képzddésére utal. Fluoreszcencia kioltas tipusu méréseink soran
az AOH koncentraciofiiggd modon csokkentette a HSA 340 nm-en mért
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helyezkedik el. Tovabba 295 nm gerjesztési hullamhosszt alkalmazva a HSA
és az AOH kozott energia transzfert tapasztaltunk, ami szintén a Trp-214
kozelségére utal. A spektroszkopiai vizsgalatok alapjan az AOH-HSA
komplex kotési allandéja kb. 4 x 10 L/mol.

Az AOH-albumin interakciok kapcsan a human, marha és sertés fajok
kozott csak kismértékl eltéréseket figyeltink meg, azonban a patkany
albuminhoz a mikotoxin kb. 8-szor erésebben kotédik, mint a masik harom
fajbol szdrmazo6 albuminhoz. Ez az eltérés jelentds kiillonbségeket okozhat a
mikotoxin emberben ¢és patkdnyban megfigyelhetd toxikokinetikai
tulajdonsagaiban.



3.2. Az AOH kétéhelyének vizsgdlata

Mivel HSA jelenlétében az AOH fluoreszcencia intenzitasa jelentdsen
megnovekedett, a mikotoxin albuminrél torténd leszoritasa a 455 nm-en mért
emisszios intenzitas csokkenését eredményezi (Aex = 345 nm). Ezt figyelembe
véve megvizsgaltuk a kiilonbozoé site markerek hatdsdt az AOH-HSA
komplex fluoreszcencidjara. Az emisszids intenzitisban jelentds csokkenést
okoztak a hem kotéhelyen masodlagos kot6hellyel rendelkezé Site |
markerek (indometacin és glimepirid), tovabbad a hem kdotShely egyes
ligandumai (bilirubin, metilnarancs és tenipozid) is nagymértékben
csokkentették a mikotoxin-albumin komplex fluoreszcencidjat. Ez alapjan az
AOH-HSA interakci6 kapcsan a Site | és/vagy a hem kotShelyek érintettségét
feltételeztik.

Ultrasziiréses kisérleteink soran az AOH jelentésen novelte a filtratumban
kamptotecin (hem kot6hely) mennyisége nem vagy csak kismértékben
valtozott a szilirletben. A HSA nagy molekulasulya (66,5 kDa) miatt az
albumin és az albuminko6tott molekuldk nem jutnak at a sziirdn, ezért a
mennyiségének emelkedését, azaz a site marker albuminr6l torténd
leszoritasat jelzi.

Utobbi megfigyelésiinket spektroszkopiai kisérletekkel is megerdsitettiik,
ami soran az AOH koncentraciofiiggé modon csokkentette a warfarin-HSA
komplex fluoreszcencidjat (hex = 317 nm, Aem = 379 nm). Mivel a HSA-kotott
warfarin joval er6sebb fluoreszcenciat mutat, mint a szabad fluorofor, ebbél
szintén az  albuminrél  torténd leszoritasara  kovetkeztethetiink.
Megfigyeléseink tehat a Site I kotdhely kdzvetlen érintettségére utalnak.

3.3. 4 pH hatisa az AOH-CD komplexek stabilitisara, és a CD-ek dltal
okozott fluoreszcencia erdsitd hatdsok

Az AOH harom fenolos hidroxilcsoporttal rendelkezik, ezek mindegyike
nagyrészt protonalt (nem-ionizalt) formaban van jelen savas kémhatdst
oldatokban. Azonban a pK, értékek alapjan, a vizsgalt pH-tartomanyban (pH
5,0-10,0) a mikotoxin nem-ionizalt, valamint mono- és dianion formai
jelennek meg relevans mennyiségben. Az AOH nativ, random-metilalt és
kvaterner-ammonium B- és y-CD-ekkel kialakitott kdolcsonhatasainak
jellemzése érdekében a mikotoxin fluoreszcencia emisszids spektrumait
emelked6 CD-koncentraciok mellett vettiik fel (Aex = 345 nm). Az AOH
emisszids spektrumaban a CD-ek jelentds vords eltolodast idéztek eld: az
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emisszidés hullimhossz maximumokat 450-470 nm-en figyeltik meg az
alkalmazott puffertél és CD-tdl fiiggden. Savas és fiziologias koriilmények
kozott a y-CD (GCD) novelte meg legnagyobb mértékben az AOH
fluoreszcens jelét, mig lugos pufferben (pH 10,0) a kvaterner-ammonium-f-
CD (QABCD) volt a leghatékonyabb ebbdl a szempontbdl (kb. 20-szoros
fluoreszcencia erdsitést eredményezve). A mikotoxin emisszios jelének
jelentds valtozasat az okozhatja, hogy az AOH-CD komplexek kialakulasa
soran megbomlik az AOH koriili hidratburok, ezéltal a vizmolekuldk
fluorpférra gyakorolt részleges kioltd hatdsa kisebb lesz. A megfigyelt
fluoreszcencia erdsités akar analitikai modszerek érzékenyitésére is
felhasznalhato, igy analitikai szempontbdl is érdekes lehet.

A nativ, metilalt és kvaterner-ammonium-CD-ek koziil pH 5,0-6n és pH
7,4-en a GCD képezte a legstabilabb komplexet AOH-lal (K = 1,5 x 10°
L/mol), mig 10,0-es pH-n a QABCD (K = 2,5 x 10% L/mol) és a kvaterner-
ammonium-y-CD (QAGCD; K = 3,8 x 10° L/mol) bizonyultak a legjobbnak
ebbdl a szempontbol. Az AOH a t6ltés nélkiili CD-ekhez a savas és
fiziologias kémhatasu pufferekben 3-10-szer nagyobb affinitassal ko6t6dott,
mint a lagos (pH 10,0) oldatban. Ezzel szemben az AOH-QABCD ¢és AOH-
QAGCD komplexek kotési allandoit tekintve ellenkezo tendenciat figyeltiink
meg. Eredményeink alapjan a toltés nélkiili CD-ek az AOH nem-ionizalt
formajat preferaljak, mig a magasabb pH-kon megjelené mono- és dianion
formakkal a kationos (tetraalkil-ammoénium oldallanccal rendelkezd)
QABCD ¢és QAGCD képeznek stabilabb komplexeket.

Tovabbi kisérleteink soran megvizsgaltuk fiziologias korilmények kozott
a szulfobutil-szubsztitualt BCD (SBBCD) szarmazékok (monomer és
szolubilis polimer), valamint a sugammadex (kémiailag modositott GCD)
k6lcsonhatasait AOH-lal. Az AOH-sugammadex komplex stabilitasai
kiemelkedéen magasnak bizonyult (K = 2,9 x 10* L/mol).

3.4. AOH kolcsonhatasainak oOsszehasonlitasa BCD monomer, szolubilis
BCD-polimer és BBP kapcsan

Habar a BCD monomer viszonylag alacsony affinitassal kot6dik AOH-
hoz, kisérleteink alapjan a szolubilis BCD polimer és a BBP (a molaris
monomer tartalmuk alapjan szamitva) tizszer erésebben mikotoxinkotének
bizonyultak, mint a BCD. Ez valosziniileg a CD egységek kozott fellépd tn.
kooperativ/potencirozé hatasokkal magyarazhat6.



3.5. AOH extrakcidja vizes oldatokbdl BBP-rel

Az AOH vizes oldatokbol B-CD gyongypolimerrel (BBP) torténd
eltavolitasat pH 3,0-10,0 kozotti tartomanyban teszteltiik. Az inkubaciot és a
mikotoxin feliiliszobol torténd meghatarozasat kovetéen megallapitottuk,
hogy pH 3,0-7,4 k6z6tt a BBP j6 toxinkdtének bizonyult: a legmagasabb, 20
mg/1,5 mL koncentracioban a toxin kdzel teljes mennyiségét eltavolitotta a
feliilluszobol. Ezzel szemben pH 10,0-en a polimer csokkent toxinkotd
képességét figyeltiik meg, a BBP a legmagasabb alkalmazott mennyiségben
A hémérséklet és az inkubacids id6 hatasait is megvizsgaltuk. A mikotoxin
extrakcidja nem mutatott jelentés hoémérsékletfiiggést 20-40°C
tartomanyban. Azonban az inkubacids id6 hosszaval nagymértékben valtozik
a toxinkotés eredményessége: a maximalis kotodés eléréséhez legalabb 30
perces inkubacio sziikséges. Tovabba sikerrel regeneraltuk a BBP-t az AOH
vizes oldatbdl torténd eltavolitasat kdvetden 50 v/v%-0s etanol-viz eleggyel
(két 1épésben), ami gyakorlatilag a megkotott mikotoxin teljes mennyiséget
eludlta a polimerrdl. A regeneralt BBP AOH ko6t6 képessége harom egymast
kovetd inkubacios cikluson keresztiil valtozatlan maradt.

3.6. AOH extrakcioja vorosborbol BBP-rel

s

jelenlétében teszteltiikk. Az inkubaciot kvetden a mintakban marad6 AOH-t
mintael6készités utan kvantifikaltuk (HPLC-FLD). Méréseink alapjan a BBP
koncentraciofiiggé modon csokkentette a vorosborban az AOH mennyiségét,
a legmagasabb alkalmazott BBP koncentracié (25 mg/1,5 mL) az AOH 80%-
at eltavolitotta. A BBP azonban csokkentette a vordsbor szinintenzitasat és
Osszpolifenol-tartalmat, igaz relative joval kisebb mértékben, mint az AOH
mennyiségét.

3.7. AOH extrakcidja paradicsomlébdl BBP-rel

Az AOH paradicsomlébdl torténd extrakciojat BBP-rel, emelkedd
mennyiségli gyongypolimer jelenlétében vizsgaltuk. Az inkubacié utan a
visszamaradd AOH-t a mintak feliilisz6jabol marha albuminnal extrahaltuk,
amelyet affinitas fehérjeként hasznaltunk, majd a toxin mennyiségét HPLC-
FLD modszerrel hataroztuk meg. A BBP koncentraciofiiggd modon
kb. 55%-0s csokkenést okozott a mikotoxin tartalomban. A BBP a
paradicsomlé szinintenzitdsait még a legmagasabb koncentracidban sem
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befolyasolta, azonban az dsszpolifenol-tartalom relativ csokkenése (46%) az
AOH extrakcidjaval 6sszemérhetd volt.

3.8. A CD-ek protektiv hatasa az AOH toxicitdsaval szemben HeLa sejteken

Munkank soran in vitro sejtkisérletekben vizsgaltam, hogy a nativ BCD,
a szolubilis BCD polimer, a SBBCD, a szolubilis SBBCD polimer és a
sugammadex képesek-e befolyasolni az AOH altal okozott viabilitas
csokkenést. A nativ BCD még a legmagasabb (a toxinhoz viszonyitott tobb,
mint 20-szoros) koncentracidban sem fejtett ki protektiv hatist az AOH
toxicitdsaval szemben, tovabba a szolubilis BCD, SBBCD és szolubilis
SBBCD polimer is csak alig javitottak a sejtek életképességét. Ezzel szemben
a sugammadex mar az AOH-hoz viszonyitva 5-sz6r6s koncentracidoban is
csaknem teljesen megsziintette a mikotoxin altal okozott viabilitas
csokkenést.



4. Osszefoglalas, 1ij megallapitisok

Az AOH Alternaria fajok altal termelt mikotoxin, amely gyakran
eléfordul szennyezdéként paradicsomban, kiilonféle gyiimoélcsdkben, olajos
magvakban és feldolgozott termékeikben (borban, paradicsomlében, ndvényi
olajokban, sth.). Az AOH-lal torténé expozicidé hosszitava kovetkezményei
kozott szerepelnek karcinogén és endokrin diszruptor hatasai. Habar az
AOH-t vizsgaltak in vivo modellekben, plazmafehérje-kotédésérdl a
szakirodalom nem szamol be. Ennek ismerete nagy jelentéséggel birhat a
mikotoxin toxikokinetikdjanak pontosabb megismerése és megértése
kapcsan, beleértve a fajok kozotti eltéréseket is. Tovabba a toxin karos
hatasainak kivédése céljabol fontos az élelmiszerek mikotoxin-tartalmanak
monitorozasara alkalmas, megfelelé érzékenységii analitikai modszerek
kifejlesztése, valamint 0j dekontaminacios stratégiak kidolgozasa. Utdbbiak
kapcsan, a ciklodextrin (CD) technologia igéretesnek tinik. A PhD
munkamhoz kapcsolddo i) megallapitasok a kovetkezok:

e Az AOH stabil komplexet alakit ki human szérum albuminnal, kotési
allanddja (logK = 5,6) hasonléoan magas, mint az oralis antikoagulans
warfariné, igy plazmafehérjekotédése toxikokinetikai szempontbol
jelentdsnek tiinik.

e Az AOH a Sudlow’s site I kotéhelyet foglalja el a HSA-on, a warfarint
koncentraciofiiggé médon képes leszoritani albuminrodl.

e Az AOH marha és sertés albuminhoz hasonlé affinitassal k6tédik, mint
HSA-hoz, mig a patkany albuminnal kialakitott komplex stabilitasa kb.
8-szor magasabb.

e A marha szérum albumint affinitas fehérjeként felhasznalva sikeresen
kidolgoztunk egy mintael6készitési modszert az AOH extrakcidjara
vizes oldatbol és paradicsomlIébdl.

e Az AOH-CD komplexek stabilitasa fiigg a kornyezeti pH-t6l és az
alkalmazott CD tipusatol. Az els6ként megvizsgalt CD-ek (nativ, metil-
és kavterner-ammonium-fB- és y-CD-ek) koziil savas (pH 5,0) és
fiziologias kémhatédsu pufferben a GCD, mig lugos kdzegben (pH 10,0)
a QABCD és a QAGCD alakitottak ki a legstabilabb (K ~ 10° L/mol)
komplexeket a mikotoxinnal. Az AOH fluoreszcenciajat legnagyobb
mértékben a QABCD er6sitte pH 10,0-en (kb. 20-szorosara). 5,0-6s és
7,4-es pH-n a GCD bizonyult leghatékonyabbnak ebbdl a szempontbol
(kb. 10-szeres erésitéssel).



A BBP hatékony toxinkotének bizonyult vizes oldatokban, azonban pH
10,0-en az alacsonyabb pH-ju pufferekhez viszonyitva kisebb
mértékben csokkentette a mintdk AOH tartalmat.

A BBP 50 v/v%-os etanol oldattal regeneralhaté az AOH megkotését
kovetden, és a megkdtott toxin elucidja utan ismét felhasznalhato.

A BBP spike-olt vorosborban és paradicsomlében is csokkentette az
AOH mennyiségét, azonban utobbiban kb. 30%-kal kisebb mértékii
toxinkotést tapasztaltunk. A vorosbor szinintenzitasa és dsszpolifenol-
tartalma is csokkent a BBP-rel torténé kezelést koveten, ugyanakkor a
mindségi valtozas relativ mértéke 1ényegesen kisebb volt az AOH
relativ koncentraciocsokkenéséhez viszonyitva. A BBP a paradicsomlé
szinmindségét nem befolyasolta, azonban az Gsszpolifenol-tartalmat
kozel hasonldé mértékben csOkkentette, mint az AOH relativ
mennyiségét.

A BCD monomerrel 6sszehasonlitva, a szolubilis BCD polimer és a
BBP (monomer tartalmuk alapjan) joval stabilabb komplexeket alakitott
ki AOH-lal.

Fiziologias koriilmények kozott a sugammadex a tobbi tesztelt CD-hez
képest kiemelked6en magas stabilitasi komplexet képez AOH-lal.
Tovabba a sugammadex HeLa sejtekben a mikotoxinhoz viszonyitott
kb. 5-szoros koncentracidban szinte teljes mértékben képes volt
kivédeni az AOH altal indukalt toxicitast. Ezzel szemben a BCD
monomer egyaltalain nem, mig a szolubilis BCD polimer, a SBBCD és
a szolubilis SBBCD polimer csak kismértékben fejtettek ki protektiv
hatast az AOH toxicitasaval szemben.
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