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1. A KUTATAS ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

A mikotoxinok kis do6zist, hosszantarté fogyasztdsa, mint kornyezeti terhelés,
human- ¢és allategészségiigyi vonatkozasban is rendkiviil karos hatast. Az
egészséges szervezet a mikotoxinok egy jelentdsebb részét atalakithatja. Néhany
mikotoxin eredeti kémiai formaja megvaltozhat a m4éj xenobiotikum-
transzformald enzimredszere, illetve az intesztinalis mikrobiota altal is. Ennek
soran a kiindulasi molekulanal toxikusabb, biologiailag aktivabb vegytiletek is
keletkezhetnek.

A fumonizin B;-nek (FB;) ma mar t6bb metabolitja is ismert, arra vonatkozoan
azonban csak feltételezések ismertek, hogy fumonizintartalmi takarmany vagy
¢lelmiszer fogyasztasat kovetéen az eredeti fumonizin molekula az
emésztokésziilék mely szakaszaban alakulhat at. Kevés informacio all
rendelkezésre atekintetben is, hogy az esetlegesen kialakulé metabolitok
felszivodnak—e. Emlésokkel végzett kisérletek alapjan feltételezhetd, hogy a
toxin bizonyos hanyada a bélben atalakul teljesen és/vagy részben hidrolizalt
FB,; szarmazékka.

A kutatomunka soran kitizott céljaink a kdvetkezok voltak:

o Az allatkisérletek kivitelezésé¢hez nélkiilozhetetlen, kell6 mennyiségii
fumonizin B, toxin el6allitasa

e Sertésen végzett kisérlet alapjan a kovetkezd kérdések megvalaszolésa:

1. milyen mértékben szivodik fel a toxin a vékonybélbdl,

2. milyen mértékli atalakulason megy keresztiil a toxin a vakbélben folyo
mikrobialis fermentacid kovetkeztében,

3. alacsonyabb dozisu, hosszabb ideig tartd toxinexpozicio hatdsara hogyan
alakul a toxinnak és fobb metabolitjainak a szervezetben vald
eloszlasa, az egyes szervekben valo kimutathatdsaga, tovabba, hogy

4. a felszivodott toxin milyen formaban és mely exkrétummal iiriil ki a
szervezetbol.

e [n vitro mddszert alkalmazva célunk volt meghatarozni, hogy milyen
mértékli  atalakulason megy keresztil a FB; a sertés
emésztkésziilékében folyd mikrobialis fermentéacid soran.



2. ANYAG ES MODSZER

A disszertacidban bemutatott kisérletek modszertani szempontbdl harom részre
tagolodtak, bar céljukat tekintve megegyeztek; a fumonizin B; molekula
szervezeten beliili atalakuldsdnak meghatdrozasara irdnyultak. A kisérleteket a
harom f6 iranynak megfelelden foglaltam 6ssze.

2.1. Fumonizinek laboratoriumi uton tortéeno eloallitasa

Harom, az irodalomban megtalalhaté modszer -kiilonds figyelmet forditva Fazekas
(1998) munkajara- reprodukalasanak tapasztalatai alapjan, modszerfejlesztést
végeztem a rendelkezésiinkre all6 Fusarium verticillioides MRC 826 jelii torzs
fumonizin termeltetésére iranyuléan. Ennek soran harom faktort (1.Médium
mennyisége: 50 g; 2. Standard spéra szam: 10°ml; 3. Heti vizpétlas: 10 ml
[aw=0,99, 23 °C-on]) vettem figyelembe, amelyeket bizonyos konstans értékre
beallitva, egy kisérletsorozatban teszteltem.

A kisérletes munka sordn minden kezelést ugy értékeltem, hogy egy adott
sz€riabol kivett 3 liveg homogenizalt tartalma (,,in triplicate™) képezett egy-egy
adatot. A mintavételt harom ismétlésben végeztem el. A hetenkénti
toxintermelés novekedésének vizsgalatara 3 iiveg tartalmat gytjtéttem be
alkalmanként.

Az inkubdlési iddszak (5 hét) végén a gombatenyészeteket szobahOmérsékleten
l1égszaraz allapotig szaritottuk, majd daraltuk, és -18°C-on taroltuk a fumonizin-
tartalom meghatarozasasig (HPLC; fluoreszcencias detektor).

2.2. Invivo kiserletek

A kisérleteket a KE-ATK Takarményozastani Tanszékének kisérleti allathazaban
végeztik. A szajon at torténd fumonizin-terhelést (2-2,2 mg/ttkg) mindkét
kisérletben nyolchetes kezdd életkortol 22, illetve 10 napon at végeztiik, azonos
genotipusba (magyar nagy fehér hussertés) tartozo, artany malacokon. A vizsgalatok
célja a folyamatos fumonizin-terhelés hatasara torténé szervezeten beliili
lokalizalodas, illetve a kitiriilés jellemzése volt. Ennek megfeleléen Otnapos
akklimatizacios periodus utdn a kisérleti allatok takarméanyaba Fusarium
verticillioides gombatenyészetet kevertiink, majd 5 napon keresztiil (I. kisérlet),
illetve a kisérlet teljes idotartama alatt (II. kisérlet) gytijtottiik a vizelet és a bélsar
teljes mennyiségét. A kisérlet végén az allatokat, boditasukat kovetden ledltiik, majd
kérbonctani vizsgalat utan szerveikbol/szoveteikb6él mintat vettiink. A masodik
kisérleti beallitasban egy specialis T-kaniillel (PVTC) lattuk el a malacokat, amely
lehetévé tette a krom-oxiddal (0,5%) jelolt kisérleti tapbol a FB, felszivodott



mennyiségének meghatarozasat. Mindkét kisérletben az analizisek LC-MS
rendszerre épiiltek, amelyeket a Miincheni Miiszaki Egyetem Allathigiéniai
Tanszékén végeztiink el. Az elsé kisérleti beallitdsban csak az intakt FB; és FB,
analizisére keriilt sor, mig a masodik kisérletben a fumonizin B; metabolitjait
(részlegesen hidrolizalt FB, [aminopoliol, “partially hydrolysed FB,” PHFB]; teljes
mértékben hidrolizalédott FB, [aminopentol, AP,]) is meghataroztuk. A fumonizin
B, szarmazékok relativ molekulatomegét (fumonizin B, (a): 721 g/mol; aminopentol
(B): 405 g/mol; aminopoliol (y): 563 g/mol) alapul véve a konverzid fokat a
kovetkezoképpen szamitottuk ki:
a fumonizin B;-aminopentol konverzio:
da— B= mB/MpB _ mp XMa

ma/Ma ma Mp
a fumonizin B,-részlegesen hidrolizalt FB; konverzio:
_my/My _ my XMa

ma/Ma ma My
ahol m minden esetben az 1 g mintaban 1évo vegytilet tomegét, M pedig a relativ
molekulatomegét jelenti.
A kisérletet lebonyolitdsa az allatvédelmi torvény idevonatkozd eldirdsainak
megfelelt. A kisérlet engedélyezési szama: MAB-11/2002; KA-16/2001.

2. 3. A fumonizin B; metabolizmusdra iranyulo in vitro kisérletek

A mikrobidlis fermentdci6 hatasara megtorténd FB; kémiai atalakulasanak
tanulmanyozasara in vitro kisérletet végeztiink, amelyben sertés vakbéltartalmat
McDougall pufferben, tisztitott fumonizin B; (5 pg/ml) hozzdadasaval, 72 o6ran
keresztiill (37 °C, anaerob koriilmények) inkubaltuk. A kezdeti idépontban (0.
idoépont), illetve 12, 24, 48 és 72 ora elteltével, idépontonként 4-4 kémcsovet
tavolitottunk el. A teljes kisérletet valtozatlan koriilmények mellett két ismétlésben
végeztiik el. A mikotoxin-analizis a 2.2. fejezetben leirtak szerint tortént.

2.4. Statisztikai elemzés

A kisérletek értékelése sordn a csoportok kozotti szignifikancidt egytényezos
(“oneway”) varianciaanalizissel, illetve Tukey ,,post hoc” teszttel (P<0,05) vagy
LSD (,,Least Significant Difference”) tipusu ,,post hoc” teszttel (P<0,05) értékeltem.
A kontroll és kezelt csoportba tartozo allatok paramétereinek atlaga kozotti
kiilonbséget kétmintas fiiggetlen t-probaval (5%-os szignifikancia szinten) mutattam



ki. Tobb izben (az in vivo és in vitro kisérletekben is) végeztem korrelacidanalizissel
Osszefliggés-vizsgalatot, P< 0,05 valdsziniliségi szinten.
Az értékelést az SPSS 10.0 szoftverre alapoztam (SPSS Inc., Chicago IL, USA).

3. EREDMENYEK
3.1. Fumonizin B, laboratoriumi uton torténo eloallitasa

A harom faktort egyiittesen alkalmazva, a toxintermelés az els6 héten indult
meg, majd az inkubacids 1d6 végéig linearis novekedést mutatott. A modszerrel a
toxint nagy koncentracioban (4454 + 624,0 mg/kg FB,) tartalmazo
gombatenyészetet allitottunk eld. Kiegészitd jelleggel elvégeztik a
gombatenyészetek FB, és FBj analizisét is. A mért koncentraciok arra utalnak,
hogy a F. verticillioides MRC 826 jelii térzs a természetben el6forduld aranyban
(FB;: 80%; FB,: 15%; FBj;: 5%) termeli a két fent emlitett analogot. A
bemutatott modszer, illetve az alkalmazott torzs tehat alkalmasnak bizonyult a
fumonizinek allatkisérleti célu eldallitasara.

Hangstlyozni sziikséges azonban, hogy a célunk nem az irodalomban
talalhaté eredmények feliilmuldsa volt, hanem egy egyszerli, konnyen
elvégezhetd, olcso eljaras kidolgozésa, az adott torzs alkalmazaséaval.

3.2. Az in vivo kisérletek eredményei

A 2 mg FB/ttkg 22 napig tartd etetését az allatok tlinetmentesen tulélték. A
vizsgalt szervek koziil a maj (99,4+11,8 pg/kg) és a vese (30,6+£3,2 pg/kg)
tartalmazta a legtobb toxint. A human taplalkozas szempontjabol fontos izom ¢€s
zsirszovet nem, vagy csak kis mennyiségben tartalmaztak FB,-et (izom: 0,6+0,3
zsirszovet: 8,0+4,0 ng/kg). Az 5 nap alatt felvett toxinmennyiség atlagosan 13%-
a urilt ki a bélsarral és a vizelettel, ennek kb. 86%-a a bélsarral és csak 14%-a
vizelettel. Eredményeink csak a FB, valtozatlan kémiai forméjara vonatkoznak.
A szakirodalmi adatok alapjan, melyek szerint a fumonizin B, alacsony mértékii
(2-6%) felszivodassal, illetve gyors, jelentds (70-90%) mértéki kiiirtiléssel
jellemezheto, feltételeztiik, hogy a toxin nagyobb hanyada részben vagy teljesen
hidrolizalt formaban {irtil ki.

A fent emlitett hipotézisiinket egy Ujabb allatkisérlet beallitasaval vizsgaltuk
meg. Megallapitottuk, hogy a szdjon at szervezetbe juttatott intakt (2-2,2
mg/ttkg) és az emésztocsatornaban metabolizalodott fumonizin B, akkumulativ
felszivodasa az ileum végéig atlagosan 4% (maximum: 8,2+1,7%). A mérések
soran a béltartalomban visszanyert FB; szarmazék 95,1%-a eredeti formaban,
1%-a aminopentolként és 3,9%-a részlegesen hidrolizalt metabolitként jelent



meg. A szervek toxintartalmédnak tekintetében az el6z6 kisérletben mért
koncentracidhoz képest alacsonyabb (legnagyobb koncentracidé a maéjban)
értékeket mértiink, amely minden bizonnyal a naponta atlagosan felvett toxin
eltérd mennyiségének és a toxinterhelés eltéré hosszanak a kovetkezménye. A
vizsgalt szovetekben a visszanyert FB; atlagosan 50%-a valtozatlan kémiai
formaban jelent meg. A FB; konverzié az aminopentolra atlagosan 30%-0s, mig
a részlegesen hidrolizalodott metabolitokra vonatkozoan 20%-o0s volt. A vizsgalt
szovetek tobbsége 10 nappal a toxinterhelés megsziintetése utan is tartalmazott
FB;-et (50%) és aminopentolt (50%).

A FB; és metabolitjai bélsarban valé megjelenésének aranya (1. abra) az 5.
napot kovetden csak kis mértékben valtozott, azaz a bélsarban visszanyert 6sszes
fumonizin B, szarmazék atlagosan 59%-a részlegesen (47%) vagy teljesen
(12%) hidrolizaldédott metabolitként jelent meg.
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1. abra A toxinterhelés id6szakaban a bélsarban visszanyert 6sszes metabolit mennyisége
(mg) (n=10)

A toxin adagoladsanak iddszakdban a FB; ¢és PHFB; bélsarban mért
koncentracidja kozott kozepesen szoros, negativ korrelaciot talaltunk (r=— 0,4;
P< 0,05), mig a FB; és AP; koncentracidja kozott statisztikailag kimutathatod
korrelacidé nem volt. Harom nappal a kisérleti takarmany toxinmentesre torténd
lecserélését kovetden, a bélsarban a parcidlisan hidrolizalédott forma jelent meg
tulstilyban (75%). A bélsar 10 nappal a toxinterhelés megsziintetése utan is
tartalmazott kimutathaté6 mennyiségii FB;-et ¢s metabolitokat.

Az etetett FB; 1,5%-a iriilt ki a vizelettel; ennek atlagosan 65%-a intakt, 16%-a
aminopentol, 24%-a pedig aminopoliol formaban, mig a felvett FB, 23%-a tiriilt
ki a bélsarral és 0,6%-a a vizelettel, eredeti kémiai formaban.



3.3. Az in vitro kisérlet eredményei

Az inkubéci6 idejének novelésével parhuzamosan, az intakt fumonizin B,
molekula novekvé mértékben hidrolizalodott; 48 ora elteltével a parcidlisan
hidrolizalédott metabolittd térténd FB; konverzid6 megkozelitette (46%) az
eredeti FB; formaban valé megjelenés aranyat, majd 72 6ras inkubalas hatdsara
elérte (49%) azt. In vitro a fumonizin B, kevesebb, mint 1%-a alakult &t
aminopentolla (2. dbra).
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2. abra A fumonizin B, metabolizmusa, in vitro (id8pontonként n=8) **
@ Az egyes szarmazékok esetében feltiintetett értékek azzal a fumonizin B; mennyiséggel
egyenértékiiek, amelybol azok keletkeztek.

crer

talalt szignifikans kiilonbségeket mutatjak, ahol a, b, ¢, d, e P < 0,05

Az egyes idépontokban mért FB, és PHFB, koncentracioja kozott kdzepesen
szoros negativ korrelaciot (r=—0,603; P< 0,05) allapitottunk meg, mig a FB, és
AP, koncentracigja kozott statisztikailag nem talaltunk 6sszefiiggést.

4. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A disszertacioban megnevezett Fusarium verticillioides MRC 826 jeli torzs
toxin-termeld képessége alapjan megfeleldnek bizonyult a fumonizin B,
laboratériumi  eldallitdsara. A bemutatott modszer alkalmas a nagy
koncentracioban fumonizineket tartalmazé gombatenyészet allatkisérleti célu
eloallitasara. Tekintve a tisztitott FB; toxin kereskedelmi arat, annak
allatkisérleti célra torténd felhasznalasa elérhetetlennek tiinik. A gombatenyészet
eloallitasa elényosebbnek bizonyul a tisztitott toxin hasznalatdval szemben



abban a vonatkozasban is, hogy az a természetben el6forduld tenyészetekhez
hasonl6 aranyban tartalmazza a FB,, FB, és FB; toxinokat.

Az elvégzett allatkisérletek arra engednek kovetkeztetni, hogy per os, 10 és 22
napig etetett, fumonizineket nagy doézisban (kb. 50 mg/kg FB,;) tartalmazd
takarmany sem okoz klinikai, illetve takarmany-visszautasitassal vagy
takarmanyfogyasztas csokkenésével egylitt jard tiineteket. Ezen kiviil a
hematologiai és a klinikai kémiai paraméterek sem mutattak elvaltozast a
fiziologiashoz képest. Korbonctani elvaltozas viszont mind a 22 napos, mind
pedig a 10 napos terhelést kovetden kialakult, els6sorban a tiidoben és a majban.
A masodik izben elvégzett Aallatkisérletben, 10 nappal a toxinterhelés
megsziintetése utan is szembetlind elvaltozasok voltak megfigyelhetok.

Az elsO korben elvégzett in vivo kisérletben az intakt fumonizin B; molekula
meghatarozasanak birtokdban nagyaranyu hianyt véltiink felfedezni a vizelettel
¢és bélsarral kiliriilt 6sszes toxin mennyiségében, figyelembe véve azt az irodalmi
kozlést, miszerint a fumonizin B; legfeljebb 0-6%-a hozzaférheto
(,,bioavailable”). Részben erre alapozva végeztiik el a kdvetkezo allatkisérletet,
amelyben mar -az irodalom szerint leggyakoribb ¢és legaltalanosabb-
metabolitokra is nagy figyelmet forditottunk. Ez utobbi allatkisérletet in vitro
vizsgalatokkal is kiegészitve arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a sertés
bélfloraja képes az intakt fumonizin B; molekulat hasonl6 toxicitast (parcialisan
hidrolizalédott FB;), vagy attol nagyobb toxicitasu (teljesen hidrolizalodott FB;,
aminopentol) metabolitokka transzformalni. Az emlitett két metabolit koziil az
aminopoliol szairmazékok kialakuldsa 1ényegesen nagyobb mérvii volt in vivo és
in vitro is.

Az aminopentol toxicitasat (tizszer toxikusabb, mint az eredeti molekula), illetve
molekulatomegét és apolaros jellegét (hatékonyabb felszivodas) tekintve
konnyen belathaté, hogy a vékonybélben lezajlo aminopentollda torténd
atalakulds allat- és humanegészségiigyi szempontbol sem hagyhatd figyelmen
kiviil. A vékonybéltartalomban mért jelolé anyag ¢és fumonizin B; (és
metabolitjai) koncentracidja alapjan szamitott, atlagosan 4%-os akkumulativ
felszivodasi arany azonban nem ad informdcidt arra vonatkozodan, hogy ez az
érték valgjaban mely szarmazék(ok) abszorpcidjanak kdvetkezménye.

Tekintve, hogy az Osszesen felvett fumonizin B, kb. 70%-at nyertiik vissza a
bélsarral és a vizelettel, tovabba, hogy a toxin szervekben/szovetekben vald
megjelenése alacsony éréket képviselt, a hidnyz6 hanyad sorsat illetéen tobbféle
magyarazat képzelheto el. Feltételezheto (1) Gijabb, még ismeretlen metabolit(ok)
kialakulasa; tovabba (2) egy (vagy tobb) eddig nem vizsgalt szervben/szovetben
valo lokalizalodas; nem utols6 sorban (3) feltehetden hosszabb eliminacios
periodus sziikséges a fumonizin B; (€s metabolitjai) szervezetbol vald
maradéktalan kitiriiléséhez.



A fentiekbdl kiindulva olyan tovabbi vizsgalatok elvégzése indokolt, amelyek
szerepére, masrészt az aminopentol felszivodasara, illetve toxicitasanak
megallapitasara (6nmagéaban etetve) iranyulnak. Tovabba sziikségesnek tartom a
parcialisan hidrolizalodott szarmazék mélyebb vizsgalatat is, habar ez komoly
technikai, analitikai nehézségeket tamaszt. Ez utobbi metabolittal még nem
végeztek el etetési kisérletet, de in vitro elvégzett kisérletek szerint toxicitdsa
megegyezik az eredeti molekula toxicitasaval.

Nem mellézhetéek a fumonizin-kutatas teriiletén olyan allatkisérletek sem,
amelyek a toxin esetleges dozis-fliggd metabolizmusat és felszivodasat célozzak.
Fontosnak tartom a hosszt ideig (min. 4 hét) tarto etetési kisérletek beallitasat,
amelyekben az eddig leirt Osszes metabolit (beleértve az N-palmitoil-
aminopentolt is) a vizsgalat célja lenne, tovabba amelyekben hosszabb (min. 4
hét) kitiriilési periodus kovetné a toxinterhelés megsziintetését. A legfontosabb
feladatnak azonban az 0j metabolit(ok) keresését, illetve a FB, és FB; toxinok in
vivo metabolizmusanak meghatarozasat tartom.

5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Megallapitottam, hogy sertésben a szajon at szervezetbe juttatott intakt (2-2,2
mg/ttkg) és az emésztdcsatorndban metabolizalodott fumonizin B; akkumulativ
felszivodasa az ileum végéig atlagosan 4%-o0s. A chymusban az Osszes
fumonizin B, kevesebb, mint 5%-a volt jelen hidrolizalt formaban.

2. Vizsgalataim soran megallapitottam, hogy a sertés szerveiben/szoveteiben az
akkumulalddott FB; atlagosan 50%-a valtozatlan kémiai forméban, 30%-a
aminopentolként, illetve 20%-a aminopoliolként jelent meg.

3. Kisérleteim eredményei alapjan megallapitottam, hogy a folyamatos
toxinterhelés sordan a FB; atlagosan 60%-a hidrolizalodott a ndvendék sertések
bélcsatornajaban. A hidrolizalt termékek koziil az aminopoliol jelent meg
nagyobb aranyban a bélsarban (0sszes FB; szarmazék 48%-a). A vizeletben
jelentdsen alacsonyabb (40%) volt a FB; metabolitok aranya.

4. Megallapitottam, hogy a sertések szoveteinek tobbsége, tovabba a bélsar és a
vizelet 10 nappal a toxinterhelés megsziintetése utan is tartalmazott FB;-et
(illetve annak metabolitjait), valamint FB,-t.

S. In vitro, sertés vakbéltartalom modellrendszerben végzett vizsgalataim soran
megallapitottam, hogy a fumonizin B; (5 pg/ml) az inkubalas elérehaladtaval



novekvd mértékben hidrolizalodott; 72 6ras inkubélast kovetden a részlegesen
hidrolizalodott toxin molaris koncentracioja kozel azonos volt az intakt FB,

crer

aminopentolla.

6. AZ ERTEKEZES TEMAK(")REB('jL IRT TUDOMANYOS
KOZLEMENYEK
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