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1. Bevezetés

A zearalenon (ZEN) Fusarium penészgombak masodlagos anyagcseretermékeként képz6do,
xenodsztrogén hatdsu mikotoxin, mely féként gabonafélékben (pl. kukorica) és beldliik
eldallitott takarmanyokban, ¢élelmiszerekben ¢és italokban eléforduld szennyezd. Oralis
hidroxi-szteroid-dehidrogenaz altal katalizalt reakcioval a- és -zearalenolokka (a- és B-ZEL)
redukalodik. Tovabbi redukcios folyamatok soran zearalanon (ZAN), valamint a- és f-
zearalanol (a- és B-ZAL) metabolitok képzédnek. A ZEN fazis II metabolizmusa jellemzéen
szulfat (pl. zearalenon-14-szulfat: Z14S) és gliikkuronid konjugacidkat eredményez. A redukalt
metabolitok az anyavegyiilettel kozel azonos vagy akar erdsebb (pl. a-ZEL és a-ZAL)
xenoOsztrogén hatasokkal rendelkeznek. A ZEN metabolizmusa mar a fonalas gombakban
megkezdddhet, ami soran a modositott mikotoxinok (pl. Z14S) csoportjaba tartozo metabolitok
keletkeznek. Emellett a mikotoxinok metabolizmusa a ndvényekben (jellemzOen védekezd
mechanizmusok soran) is végbemegy, igy un. ,,maszkolt mikotoxinok™ (pl. zearalenon-14-
gliikozid: Z14G) képzddnek, melyek analitikai detektalasa nehézkes, féleg az analitikai
standardok hidnyabdl adodoan. Bar a konjugalt metabolitok toxicitdsa joval alacsonyabb az
anyavegyiileténél, de a redukalt szarmazékokhoz és a ZEN-hoz hasonldéan megjelennek
takarmanyokban és egyes ¢lelmiszerekben, majd a gasztrointesztinalis traktusban ZEN-na
alakulnak, ezaltal az expoziciojukhoz kapcsolodd kockazatot az anyavegyiiletéhez hasonlonak
tekintik.

Az albumin a keringésben domindns plazmafehérje, a vér onkotikus nyomasanak
fenntartasan tul pszeudo-enzimatikus ¢€s puffer kapacitassal is rendelkezik. Emellett képes
endogén és exogén molekuldk (pl. gyogyszerek, toxinok) megkotésére. A kdlesonhatés soran
kialakul6é komplexek stabilitasa befolyasolhatja a kotoéd6é molekuldk szoveti disztribucidjat és
eliminacidjuk sebességét. A human szérum albumin (HSA) két legfontosabb kotéhelye a 1A
aldoménen elhelyezkedd Sudlow’s site I és a IIIA aldoménen megtalalhatd Sudlow’s site 1. A
marha (BSA), sertés (PSA) és patkany szérum albumin (RSA) nagy szerkezeti hasonlosagot
mutat (73-76% szekvencia azonossag) a HSA-nal. A szérum albumin fluoreszcens
tulajdonsagaért foként a triptofan (Trp) aminosav felel6s (pl. Trp-214 a HSA és RSA esetében).

A ciklodextrinek (CD) a gyogyszer-, élelmiszer- és kozmetikai-iparban is gyakran
alkalmazott, gliikoz egységekbdl felépiild, gylirli alakii molekuldk. Belsd lipofil tiregiiknek
koszonhetden gazda-vendég tipusu zarvanykomplexek kialakitdsara képesek apolaros
molekulakkal (tobbek kozott egyes mikotoxinokkal is), mig kiilsé hidrofil résziik kivalo
vizoldhatosagot  biztosit. A  fluoreszcens tulajdonsagi  mikotoxinokkal  torténd
komplexképzddés jellemzden a vendégmolekuldk emisszios jelének jelentds emelkedésével jar,
igy a CD technoldgia alkalmas lehet a mikotoxinok analitikai detektalasanak érzékenyitésére.
Emellett a vizben nem o0ldodo feliilethez kapcsolt CD polimerek igéretes mikotoxin kdtdnek
tlinnek vizes oldatok toxinmentesitésére.



2. Célkitiuzések

A ZEN metabolitok albuminkotédése és CD-ekkel kialakitott kdlcsonhatasaik kapcsan csak
kevés informaci6 allt rendelkezésre, ezért munkam sordn a kovetkezd aspektusok vizsgalatat
tliztem ki célul:

* ZEN, a-ZEL, B-ZEL, ZAN, o-ZAL, B-ZAL, Z14G és Z14S szérum albuminnal kialakitott
kolcsonhatasainak vizsgalata, a mikotoxinok toxikokinetikai tulajdonsagainak mélyebb szintii
megismerése és megértése céljabol. Elsdsorban a képzddd komplexek stabilitdsanak
meghatarozasat terveztem, kiilonos tekintettel a kiilonb6zo fajokbol szarmazéd (humén, marha,
sertés ¢s patkany) albuminokkal kialakitott interakciojukra, az esetleges faji eltérések
feltarasara érdekében.

» A HSA-on nem konvencionalis kot6hellyel rendelkez6 ZEN, valamint a metabolitok (a-ZEL,
B-ZEL, ZAN, a-ZAL, B-ZAL, Z14G és Z14S) hatasainak vizsgalata a Site I marker warfarin
albuminkdotodésére.

» Maszkolt (Z14G) és modositott (Z14S) mikotoxinok kolcsonhatasainak vizsgalata nativ és
kémiailag modositott CD-ekkel, melynek soran a képz6d6 komplexek stabilitasara és a CD-ek
altal indukalt fluoreszcencia erdsitésre voltam kivancsi.

» A B-CD gyongypolimer extrakcids hatékonysaganak vizsgalata ZEN és metabolitjai esetében,
melynek analitikai mintadusitas, valamint egyes vizes oldatok (pl. szennyezett italok)
mikotoxinmentesitése kapcsan lehet jelentdsége.

3. Vizsgalati modszerek

A mikotoxin-albumin és mikotoxin-CD kolcsonhatasok fluoreszcencia spektroszkopiai
vizsgalatait Hitachi F-4500 tipusu fluoriméterrel végeztiik, valamint Specord Plus 210 vagy
Jasco-V730 tipusu fotométer segitségével felvettiik a ligandumok UV-Vis spektrumait. A
méréseinket szobahdmérsékleten végeztiik. A fluoreszcencia spektroszkdpiai vizsgalatok soran
a mért intenzitdsokat az abszorbancia adatok alapjan korrigaltuk (a belsd sziird effektusbol
eredd hibak elkertilése érdekében).

A mikotoxin-albumin komplexek tanulmanyozasa fluoreszcencia kioltas tipusi mérések
alapjan tortént, fiziologias pufferben (phosphate-buffered saline: PBS, pH 7,4; Aex = 295 nm,
Xem = 340 nm). A képz6dé komplexek stabilitasat a Stern-Volmer egyenlet grafikus
alkalmazasaval és a Hyperquad2006 szoftver segitségével hataroztuk meg. A ZEN ¢és
metabolitjainak albuminkotédése kapcsan a faji eltéréseket HSA, BSA, PSA és RSA
fehérjékkel teszteltiik. Emellett a mikotoxin-HSA kolcsonhatasokat nagyhatékonysagu
affinitaskromatografiaval (HPAC) is megvizsgaltuk.

A mikotoxinok warfarin-HSA kolcsonhatasra gyakorolt hatasainak tanulmanyozasa soran a
site | marker warfarin fluoreszcens jelét vizsgaltuk HSA és emelkedé mikotoxin koncentraciok
jelenlétében (hex = 317 nm, Aem = 379 nm; PBS, pH 7,4). Mivel az albumin-kotott warfarin
fluoreszcens jele sokkal magasabb a szabad warfarinéhoz képest, a 379 nm-en mért
fluoreszcencia intenzitas valtozasa tajékoztatast ad a warfarin albuminkdtodésének meértékérol.

A Z14G és Z14S nativ és kémiailag modositott CD-ekkel kialakitott kolcsonhatasanak
tanulmanyozasa soran standard mennyiségii mikotoxinhoz emelkedd CD koncentraciokat
adtunk, majd a mikotoxinok fluoreszcenciajanak valtozasat kovettiik kiilonb6z6 pufferekben
(Z214G: pH 3,0-10,0; Z14S: pH 5,0-10,0). A mikotoxin-CD komplexek kotési allandoit (K;
L/mol) a Benesi-Hildebrand egyenlet grafikus alkalmazasaval hataroztuk meg.



A ZEN ¢és metabolitjainak vizes oldatokbol és pufferekbdl torténd extrakcidjanak vizsgélata
soran a mintakat termomixerben inkubaltuk B-CD gydngypolimerrel (BBP), majd pulzus
centrifugalast kdvetden a feliiliszé mikotoxin tartalmat HPLC-FLD modszerrel hataroztuk
meg. Ezt kovetéen a BBP mikotoxinkotd képességét a Langmuir és Freundlich szorpcids
izotermak segitségével is értékeltik. A ZEN kukoricasorbdl torténd megkotését is
visszamarad6 mikotoxin mennyiségét (kétlépéses diklormetanos extrakciot és vakuumbeparlast
kovetden) HPLC-FLD modszerrel hataroztuk meg. Emellett a kukoricasér BBP altal okozott
szin- és polifenol tartalom valtozasat is teszteltiik. A BBP ujra felhasznalhatdsaganak vizsgalata
soran, a mikotoxin kotést kovetden a polimert 50 v/v% etanol-viz eleggyel, két 1épésben
regeneraltuk.

4. Eredmények és kovetkeztetések
4.1. Zearalenon és metabolitjainak kolcsonhatasai szérum albuminnal

4.1.1. Fluoreszcencia kioltds alapu vizsgadlatok és a mikotoxin-albumin komplexek kotési
dllandoinak meghatarozasa

A fluoreszcencia kioltas tipust vizsgalatokbol szarmazoé intenzitas értékek alapjan a ZEN,
a-ZEL, B-ZEL, ZAN, a-ZAL, B-ZAL és Z14S koncentraciofiiggé modon csokkentették a HSA,
BSA, PSA ¢és RSA 340 nm-en detektalt fluoreszcens jelét. Ez az intenzitds csokkenés az
albumin fluoreszcenciajaért foként felelds triptofan jelének részleges kioltasabol adodhat, ami
mikotoxin-aloumin komplexek képzodésére utal. A Z14G nem befolyasolta az albumin
fluoreszcenciajat, igy a Z14G nem vagy csak nagyon kis affinitassal kotédik szérum
albuminhoz. A mikotoxin-aloumin komplexek Stern-Volmer kioltasi konstansai (Ksy, L/mol)
¢s a Hyperquad2006 szoftverrel meghatarozott kotési allandok (K, L/mol) jo egyezést mutattak.
A mikotoxin-albumin komplexek kotési allandéi 10*-10° L/mol-os tartoméanyban mozogtak.
Jellemzben a Z14S kotédott a legnagyobb affinitassal a kiilonboz6 albuminokhoz (kivéve
HSA), mig a B-ZEL és/vagy B-ZAL képezték a legalacsonyabb stabilitast komplexeket HSA,
BSA és PSA-nal. A ZEN nem-konvencionalis kotéhelyet foglal el a HSA-on a IIA és IIIA
aldomének kozott. Molekulamodellezés alapjan az a-ZEL hasonlé modon koétddik, mig a B-
ZEL kotohelye és/vagy kotési pozicidja eltér az anyavegyiiletétél, ami magyarazatul szolgalhat
Iényegesen alacsonyabb kotési affinitasara.

Fontos kiemelni, hogy akar nagysagrendi eltérések is tapasztalhatok a ZEN ¢és
metabolitjainak  albuminko6tddésében a  kiilonbozé  fajok  albuminjai  esetében. Az
anyavegyiiletnél tapasztaltuk a legkisebb (kb. 7-szeres eltérés RSA vs. PSA), mig B-ZAL
esetében a legnagyobb eltérést (kb. 30-szoros kiilonbség RSA vs. BSA). Az anyavegyiilet és a
redukalt szarmazékok a PSA ¢és/vagy BSA-hoz kotddtek a legalacsonyabb affinitassal, mig a
Z14S a HSA-hoz. A mikotoxinok minden esetben a RSA-nal alakitottak ki a legstabilabb
komplexeket. A HSA, BSA, PSA és RSA aminosavsorrendje nagy hasonlésagot mutat,
azonban a ZEN kotéséért felelds, nem-konvencionalis kotdhelyen eltéré aminosavak talalhatok
a RSA-ban. Ez a szerkezeti eltérés megmagyarazhatja a ZEN és metabolitjainak RSA kapcsan
mutatott erésebb kotodését.



4.1.2. Nagyhatékonysagu affinitaskromatografias mérések

Az HSA-nal immobilizalt HPAC oszloppal végzett vizsgalataink soran a mikotoxinok a
HSA iranti affinitasuk alapjan elualdédnak az oszloprol, tehat a nagy affinitdssal rendelkezd
vegyliletek retencios ideje hosszabb. A ZEN és redukalt metabolitjainak retencios ideje hasonlo
modon valtozott, mint az a fluoreszcencia kioltasi kisérleteink alapjan varhat6 volt. A Z14G
cludlodott a leghamarabb az oszloprol, ami nagyon gyenge Z14G-HSA kolcsonhatasra utal,
majd ezt a B-ZAL, B-ZEL, 0-ZAL, a-ZEL, ZAN, ZEN ¢és a Z14S kovették. Erdekes modon a
Z14S a ZEN-nal hosszabb retencids id6vel eludlodott az oszloprol, pedig spektroszkopiai
méréseink alapjan a Z14S alacsonyabb affinitassal kotédik HSA-hoz. A spektroszkopiai és
HPAC eredményeinkben megfigyelt eltéréseket az eltéré kisérleti koriilmények
magyarazhatjak, hiszen a spektroszkdpiai vizsgalatokat PBS-ben (pH 7,4) végeztiik, mig HPAC
méréseink soran (a gyartod ajanlasanak megfeleléen) az eluens szerves oldoszert (izopropanol)
¢s alacsony ionerésségi puffert (pH 7,0) tartalmazott.

4.1.3. Zearalenon és metabolitjainak hatdsai a warfarin-HSA kélcsonhatasra

A HSA egyes kotohelyei kozott allosztérikus kapcsolat all fenn. Tobbek kozott a ZEN
kotéhelyeként azonositott IIA és IIIA aldomének kozotti régio és a Sudlow’s site I kotdhely
kozott is kialakulhatnak ilyen kdlcsonhatdsok. A ZEN-hoz hasonléan a ZAN, a-ZAL és a-ZEL
jelenlétében a site I markerként ismert warfarin HSA-nal kialakitott komplexének
fluoreszcenciaja jelent6sen megemelkedett. Az intenzitas emelkedés arra enged kovetkeztetni,
hogy ezek a mikotoxinok novelik a HSA warfarin iranti affinitasat (ezt a ZEN esetében
ultrasziiréses vizsgalatok is igazoltak). Ezzel szemben a Z14G, Z14S és B-ZAL nem
befolyasoltak szamottevéen a warfarin-HSA komplexek fluoreszcenciajat, mig a B-ZEL
kismértékben csokkentette a warfarin-HSA komplexek emisszios jelét. E megfigyelések
szintén allosztérikus kolcsonhatasra utalnak a mikotoxinok és a warfarin kotéhelyei kozott.

Eredményeink alapjan a ZEN és a ZEN metabolitok albuminkot6désének akar nagy
toxikokinetikai jelent6sége is lehet, tekintve, hogy a nemrég kozolt toxikokinetikai
allatkisérletek alapjan az albumin iranti affinitasuk nagyon jol korrelal az eliminaciojuk
sebességével.

4.2. Zearalenon és metabolitjainak kolcsonhatasai ciklodextrinekkel

4.2.1. Zearalenon-14-gliikozid kolcsonhatasa nativ és kémiailag modositott ciklodextrinekkel

A Z14G fluoreszcens spektruma két gerjesztési csticsot mutat 275 és 315 nm koriil, az
anyavegyiilethez és a ZEL-okhoz hasonldan. A Z14G emisszids spektrumai hasonldak voltak
pH 3,0-7,4 k6z6tt, azonban a pH emelésével (pH 10,0) a fluoreszcens spektrumokban jelentds
valtozas figyelhetd meg: fluoreszcencia intenzitds csokkenést, valamint a Z14G emisszids
maximumanak kékeltolodasat tapasztaltuk. A spektrumokban észlelt eltérések a Z14G fenolos
hidroxilcsoportjanak lagos kézegben torténé deprotonalddasaval magyarazhatok.

A Z14G fluoreszcencia intenzitdsdnak jelentés emelkedését figyeltiik meg nativ B-CD
(BCD) ¢és y-CD (GCD) jelenlétében, emellett a Z14G emissziés maximumanak enyhe
kékeltolodasat (Aem = 465 nm — 455 nm) tapasztaltuk CD-ek jelenlétében. Tekintve, hogy az
alkalmazott koriilmények kozott a vizsgalt CD-ek nem mutattak fluoreszcenciat,
megfigyeléseink Z14G-CD komplexek kialakuldsara utalnak. A Z14G fluoreszcencidjanak
nagyobb mértékii fokozodasat tapasztaltuk BCD jelenlétében, mint GCD esetében.

Az eltéré pH-kon (pH 3,0-10,0) vizsgalt Z14G-CD kolcsonhatasok soran pH 3,0-7,4 kozott
hasonl6 tendenciat figyeltiink meg a CD-indukalta fluoreszcencia intenzitds emelkedésben.
Ezzel szemben pH 10-en alacsonyabb fluoreszcencia intenzitas fokozodast tapasztaltunk a nativ
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¢s kémiailag modositott CD-ek jelenlétében, és a mikotoxin emisszidos maximumanak enyhe
voroseltolodasat (Aem = 450 nm — 455 nm) figyeltiik meg. A kisebb mértékii fluoreszcencia
emelkedés a mikotoxin lugos kozegben bekdvetkezd deprotonalddasaval magyarazhatd, ami
arra utal, hogy a CD-ek a kolcsonhatas kialakitdsa soran a mikotoxin nem-ionizalt formajat
preferaljak. Ezt az is aldtdmasztja, hogy CD-ek jelenlétében az emissziés maximum az
alacsonyabb pH-kon megfigyelt hullamhossz maximumra tolodik (Aem = 455 nm).

A kémiailag modositott B-CD szadrmazékok jelenléte nem eredményezett jobb
fluoreszcencia intenzitas emel6 hatast pH 3,0-7,4 k6zott, mint a nativ BCD. Azonban, 1agos
kozegben (pH 10,0) a random metilalt B-CD (RAMEB) rendelkezett a legnagyobb
fluoreszcencia erdsitd hatassal a vizsgalt B-CD-ek kozott. Ezzel szemben, a GCD hidroxipropil
(HPGCD) és random metilalt (RAMEG) szarmazékai erésebb fluoreszcencia intenzitas fokozd
hatassal rendelkeztek az Gsszes vizsgalt pH-n, mint a nativ GCD. Jellemzéen a RAMEG-
indukalta fluoreszcencia erésités volt a legmagasabb, de pH 3,0-5,0 k6zott a BCD is hasonldan
eredményes fluoreszcencia jelerésitének bizonyult.

A Benesi-Hildebrand egyenlet grafikus alkalmazasa alapjan 1:1 sztdchiometridj, az
anyavegylilethez viszonyitva (pH 5,0: logK = 3,8-4,8) alacsonyabb stabilitasu Z14G-CD
komplexek (pH 5,0: logK = 2,7-3,3) jonnek 1étre. A Z14G magasabb stabilitasi komplexeket
alakitott ki y-CD-ekkel (logK = 2,3-3,3), mint B-CD-kel (logK = 2,0-2,9). A GCD kémiai
modositasa kismértéki affinitds emelkedést eredményezett, azonban a tesztelt kémiailag
modositott B-CD szarmazékok nem javitottak a komplexképzési tulajdonsagot.

4.2.2. Zearalenon-14-szulfat interakcidja nativ és kémiailag modositott ciklodextrinekkel

A modositott mikotoxinok kozé tartozo Z14S fluoreszcens spektruma csak egy gerjesztési
cstucsot mutat (330 nm). Azonban lugos koriilmények kozott (pH 10,0) a Z14S fluoreszcens
jelének jelentds csokkenése, valamint a gerjesztési maximumanak vords-, mig emisszids
maximumanak kékeltolddasa figyelheté meg, amit Gjfent a protonvesztés magyarazhat.

A Z14S-CD kolcsonhatas vizsgalata soran a CD-ek jelenlétében jelentds emisszids
intenzitas emelkedést, valamint a Z14S emissziés maximumanak enyhe kékeltolodasat
tapasztaltuk. Mivel a CD-ek a vizsgalt koriilmények kozott nem mutattak fluoreszcenciat, e
megfigyelések a Z14S-CD zarvanykomplexek kialakulasara utalnak. Enyhén savas
koriilmények kozott (pH 5,0) a nativ BCD jobb fluoreszcencia erdsité hatast mutatott, mint a
nativ GCD. Ezért tovabbi vizsgalataink soran a Z14S nativ és kémiailag modositott f-CD-ekkel
kialakitott kdlcsonhatasait tanulmanyoztuk kiilonb6z6 pufferekben (pH 5,0-10,0).

A Z14S-CD kolcsonhatas soran a tesztelt CD-ek fluoreszcencia intenzitas emel hatasa pH
5,0 és 7,4 kozott hasonlonak bizonyult. A kémiailag moédositott B-CD-ek koziil a dimetil
(DIMEB) és monoamino $-CD (MABCD) szarmazékok jobb fluoreszcencia jelerdsité hatdssal
rendelkeztek pH 5,0-7,4 k6zott, mint a nativ BCD. Azonban a pH emelésével a CD-ek jeler6sitd
hatasa csokkent. Lugos kornyezetben (pH 10,0) a DIMEB rendelkezett a legnagyobb, mig a
kvaterner-ammonium B-CD (QABCD) a legkisebb fluoreszcencia erdsitd hatassal. Emellett a
QABCD jelenlétében a Z14S emisszids maximumanak kékeltolodasat figyeltiik meg 10-es pH-
n. Kémhatastol fiiggetleniil, a CD-ek jelenlétében 460 nm koril detektaltuk a Z14S emisszids
maximumat (kivéve: QABCD). Ez a megfigyelés, valamint a CD-ek lugos kdzegben (pH 10,0)
tapasztalt alacsonyabb fluoreszcencia intenzitas erdsité hatasa arra utalnak, hogy jellemzden a
mikotoxin nem-ionizalt formaja preferalt a Z14S-CD komplexképzddés soran. Mig a QABCD
jelenlétében pH 10,0-en megfigyelt eltérések (alacsonyabb fluoreszcencia erdsités és az
emisszios maximum kékeltolodasa) arra utalnak, hogy QABCD a mikotoxin ionizalt formajaval
alakit ki kolcsonhatast.

A Benesi-Hildebrand egyenlet grafikus alkalmazasa alapjan stabil (logk = 3,0-4,7), 1:1-es
sztochiometriaji Z14S-CD komplexek képzddnek. A Z14S stabilabb komplexeket alakit Ki



nativ BCD-nel (logK = 3,6), mint nativ GCD-nel (logK = 3,1). Savas és fiziologias koriillmények
kozott (pH 5,0 és 7,4) a DIMEB és RAMEB kot6dott a legmagasabb affinitassal Z14S-hoz.
Lagos kozegben (pH 10,0) jellemzOen alacsonyabb stabilitasi Z14S-CD komplexek
képzbdését tapasztaltuk pH 5,0-7,4-hez képest (kivéve QABCD), ami szintén alatamasztja azt,
hogy a vizsgalt CD-ek elsdsorban a Z14S protonalt formajaval 1épnek kolcsonhatasba. Azonban
a QABCD pH 10,0-en képezte a legstabilabb komplexeket Z14S-tal, ami szintén igazolja, hogy
a QABCD a deprotonélt formdhoz ko6tddik magasabb affinitdssal. Ez valosziniileg azzal
magyarazhaté, hogy az oldallancok (kvaterner-ammonium Kkation) elektrosztatikus
kolcsonhatasokat alakitanak ki a mikotoxin anionnal, ami stabilizalja az inkluziét. Tovabbi
vizsgalatainkban szolubilis CD polimerekkel is végeztiink kisérleteket, de csak kisebb
eltéréseket tapasztaltunk a monomerekhez viszonyitva.

Korébban sikeresen alkalmaztak a CD-indukalt fluoreszcencia erdsitést kukoricamintak
ZEN szennyezettségének analitikai meghatarozasara, ez alapjan, valamint a megfigyeléseink
alapjan a CD technologia alkalmas lehet az anyavegyiiletnél joval hidrofilebb tulajdonsagu, és
nehezen detektalhatd maszkolt €és modositott ZEN szarmazékok detektalhatosaganak
érzékenyitésére is.

4.2.3. Zearalenon és zearalenolok  extrakcioja vizes  oldatokbol — f-ciklodextrin
gyongypolimerrel

A ZEN, a- és B-ZEL BBP-rel torténd vizes oldatokbol valo eltavolithatosdganak vizsgélata
soran vizben nem oldodé mikrogyongyokhoz kapcsolt B-CD polimerrel kotottik meg az
oldatok mikotoxin tartalméanak egy részét. A BBP koncentraciofiiggd modon csdkkentette az
oldatok ZEN/ZEL tartalmat. Ez alapjan a BBP jelent6sen szennyezett mintak mikotoxin
mentesitése soran is alkalmazhato. A BBP mar 5 perces inkubaciot kovetéen jelentds, kb. 70-
80%-0s ZEN ¢és a/B-ZEL csokkenést eredményezett az oldatokban a kiindulasi mikotoxin
koncentracidhoz képest, majd 30 perc elteltével kb. 85-90%-0s redukciot tapasztaltunk, ami az
inkubacids id6 tovabbi novelésével mar nem valtozott. Ezzel szemben, az inkubacids
hémeérséklet valtozasa nem befolyésolta jelentés mértékben az extrakcido mértékét. A ZEN és
ZEL-ok BBP altali extrakcidja soran az alacsonyabb pH-k (pH 5,0-7,4) kedvezGbbnek
bizonyultak a mikotoxinkotés szempontjabol. A pH emelésével a ZEN és ZEL-ok
deprotonalodnak, az igy képz6dé anionokat alacsonyabb affinitassal koti a BBP, ami csokkenti
az extrakcio hatékonysagat.

4.2.4. p-ciklodextrin gyongypolimer regenerdlhatosaganak vizsgalata

Korabbi vizsgalatok alapjan a CD zarvanykomplexek esetében a szerves oldoszerek
képesek a ligandum molekulak kiszoritasara a lipofil CD iiregb6l. Ezért Kisérleteink soran
kétlépcsds 50 vIivdo-0s etanol-viz eleggyel torténd mosassal probaltuk regeneralni a BBP-t ZEN
kotést kovetden. Eredményeink alapjan, az etanol-viz eleggyel végzett mosas soran a BBP altal
kotott ZEN gyakorlatilag teljes mértékben visszanyerhetd, majd ezt kovet6en a regeneralt BBP
ugyanolyan hatékonyan hasznalhat6 f61 a ZEN extrakcidjara mint korabban. Ez alapjan a BBP
gazdasagos mikotoxinkotonek tiinik vizes oldatok és/vagy italok toxinmentesitésére. Emellett
e megfigyelés alapjan a BBP alkalmas lehet az analitikai mintaddsitas teriiletén vald
felhasznalasra is.



4.2.5. Zearalenon extrakcioja kukoricasérbol f-ciklodextrin gyongypolimerrel

Tekintve, hogy a ZEN gyakori szennyezd kukoricaban, illetve kordbbi tanulmanyok
szennyezésér6l, a BBP alkalmazhatosagat vizsgaltuk ZEN-nal spike-olt kukoricasdormintak
mikotoxinmentesitése kapcsan. Mivel a BBP nem ZEN szelektiv kotévegyiilet, valamint a CD-
ek képesek egyes élelmiszer komponensekkel is kolcsonhatasba 1épni, a sor egyes mindségi
paramétereit (szin és 0sszpolifenol tartalom) is tanulmanyoztuk. Magasabb BBP koncentraciok
jelenlétében (13,3 és 26,7 mg/mL) kb. 90-95%-0s, hasonléan eredményes ZEN-kotést
figyeltiink meg, mint amit 6,67-13,3 mg/mL BBP jelenléte okozott vizes oldatokban. A BBP
mennyiségének novelése a sor szinintenzitasanak és Osszpolifenol tartalmanak fokozatos
csokkenését okozta, azonban a BBP sokkal nagyobb relativ ZEN extrakciot eredményezett az
osszpolifenol tartalomban és a sor szinintenzitasaban tapasztalt relativ valtozasokhoz képest.

4.2.6. Konjugalt zearalenon metabolitok vizes oldatokbdl torténd extrakcioja f-ciklodextrin
gyongypolimerrel

Tovabbi vizsgalatainkban a BBP Z14G ¢és Z14S extrakcios képességét is tanulmanyoztuk.
A BBP koncentraciofliiggd modon csokkentette a konjugalt ZEN szarmazékok mennyiségét
vizes oldatokban. A Z14G kapcsan alacsonyabb extrakcios képességet tapasztaltunk, mint az
anyavegyiiletnél, ami jol korreldl a Z14G és a ZEN BCD monomer iranti affinitasbeli
eltéréseivel. A BBP az anyavegyiilethez hasonlé sikerességgel csokkentette a mintak Z14S
tartalmat, ami Osszhangban van a Z14S-BCD és a ZEN-BCD komplexek esetében
meghatarozott kotési allandokkal.

Megfigyeléseink alapjan a BBP alkalmasnak tinik ZEN, a- és B-ZEL, valamint az
anyavegyiiletnél joval hidrofilebb konjugilt ZEN metabolitok vizes oldatokbol és/vagy
italokbol torténd extrakciojara. Mivel a CD-ek kémiai modositasa eldnydsen befolyasolhatja a
mikotoxin-CD komplexek stabilitasat, elképzelhetd, hogy a BBP kémiai mddositasaval még
eredményesebb és szelektivebb mikotoxinkotok is Kifejleszthetok.



5. Uj megfigyelések

* A ZEN, a-/B-ZEL, ZAN, o/B-ZAL és Z14S stabil komplexeket képeznek szérum albuminnal
(K = 10%10° L/mol), ezért a mikotoxinok plazmafehérjektddése befolyasolhatja
toxikokinetikai tulajdonsagaikat.

» A B-ZEL/ZAL Iényegesen alacsonyabb stabilitasu komplexeket képeznek HSA-nal, mint a
ZEN vagy akar az a-ZEL/ZAL. A kotési allandoik kapesan megfigyelt eltérések e mikotoxinok

crer

* A ZEN, a redukalt ZEN metabolitok és a Z14S albuminkotédése jelentds faji eltéréseket
mutat. Ezeket szem eldtt kell tartani a kiilonbozd allatfajokon végzett kisérletek és azok
eredményeinek egyéb fajokra torténd extrapolacidja soran.

* A ZEN és metabolitjai eltéréd modon befolyasoljak a site I marker warfarin albumink&tédését,
feltehetdleg allosztérikus modon.

* A ZEN konjugalt metabolitjai kdlcsonhatasba 1épnek CD-ekkel, ami a mikotoxinok
fluoreszcencia intenzitasanak jelentds emelkedésével jar, ezért e kolcsonhatasok alkalmasak
lehetnek fluoreszcens analitikai modszerek érzékenyitésére.

* A Z14G stabilabb komplexeket képez GCD-nel és szarmazékaival, mint f-CD-ekkel; azonban
a lagos kornyezet nem kedvez a kdlcsonhatasoknak.

* A Z14S metil-B-CD szarmazékokkal képezte a legstabilabb komplexeket savas és fiziologias
kornyezetben, azonban pH 10,0-en QABCD-nel alakitotta ki a legstabilabb komplexet.

* A ZEN ¢és metabolitjai sikeresen megkdthetdk BBP-rel vizes oldatokbol és/vagy sorbdl; lugos
kdzegben az extrakcio kevésbé hatékony.

* A BBP szerves oldoszeres (50 v/v% etanol-viz elegy) mosassal regeneralhatd és tjra
felhasznalhato, valamint analitikai mintadusitas tertiletén torténd felhasznalasra is alkalmasnak
tlnik.



6. Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Dr. Poor Miklos egyetemi
adjunktusnak a PhD tanulményaim soran nyujtott szakmai utmutatasaért, tanacsaiért,
segitségéért és lelkiismeretes munkajaért. Szeretném megkdszonni Prof. Dr. Pethd Gabornak,
a Gyogyszerhatdstani Tanszék, és a Toxicologia program vezetdjének, segitékészségét,
példamutatd oktatdéi munkajat és hogy lehetdséget nyujtott a Tanszéken valé munkamra.
Koszonettel tartozom tovabba Dr. Németi Balazsnak, a Gydgyszerhatastani Tanszék korabbi
vezetdjének, valamint Prof. Dr. Gregus Zoltannak, a Toxicoldgia program korabbi vezetdjének,
példamutaté szakmai elhivatottsagaért, segitOkészségéért és lelkiismeretes munkajaért.
Koszonetet szeretnék mondani a disszertdciom alapjaul szolgdldo kozleményekben
kozremukodo kollaboratorainknak, Dr. Afshin Zandnak, Dr. Balint Moénikanak, Dr. Bencsik
Timeéanak, Dr. Chiara Dall’Astanak, Dr. Gianni Galavernanak, Dr. Hetényi Csabanak, Dr.
Kunsagi-Maté Sandornak, Dr. Kuzma Monikanak, Dr. Lemli Beatdnak, Dr. Luca
Dellafioranak, Dr. Mayer Matyasnak, Dr. Szente Lajosnak és Szerencsés Dénesnek. Tovabba,
szeretném megkdszonni minden megjelent kozleménylinkben kézremiikddo és a jelenleg is futd
kutatasainkban részt vallald kollaboratorunk munkajat, valamint kiilon koszonettel tartozom
Prof. Dr. Ko&szegi Tamdasnak és Csepregi Ritanak a ko6zos munkdink sordn nyujtott
segitségiikért. Tovabba, szeretnék koszonetet mondani Dr. Fliszar-Nyul Eszter és Fabian
Katalin kollégan6imnek, valamint Dr. Almasiné Rubint Eszternek és Schweibert Istvannak a
HPLC-analizisek kapcsan nyujtott segitségiikért. Koszonom korabbi és jelenlegi TDK-
hallgatoim, Dr. Voros Virdg és Skaper Renata, fluoreszcencia spektroszkopiai kisérletek soran
végzett munkajat. Kiemelt koszonettel tartozom a Gyodgyszerhatastani Tanszék
munkatéarsainak, hogy vidam, 6romteli kdrnyezetet biztositottak a mindennapi munkamhoz.
Koszonom PhD-hallgatd tarsamnak, Dr. Mohos Violettdnak, hogy jelenlétével ¢és
tdmogatasaval atsegitett a tanulmanyaink sordn felmeriild nehézségeken. Tovabba koszonom a
PTE AOK Farmakolégiai és Farmakoteréapiai Intézet minden tagjanak, hogy helyet és szivélyes
kornyezetet biztositottak szamunkra.

Végiil szeretném megkoszonni csaladomnak, szeretteimnek és bardtaimnak a mérhetetlen
tamogatast, biztatast, és a biztos hatteret, amit biztositottak szamomra, és ami nélkiill nem
johetett volna létre ez a dolgozat.
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7. Sajat kozlemények listaja
7.1. Jelen dolgozat alapjaul szolgalo folyéiratcikkek

Miklos Poor, Zelma Faisal, Afshin Zand, Timea Bencsik, Lajos Szente. Removal of
zearalenone and zearalenols from aqueous solutions using insoluble beta-cyclodextrin bead
polymer. Toxins 2018, 10, 216. [IF: 3,895; Q1]

Zelma Faisal, Beata Lemli, Dénes Szerencsés, Sandor Kunsagi-Maté, Monika Balint, Csaba
Hetényi, Monika Kuzma, Matyas Mayer, Miklos Poo6r. Interactions of zearalenone and its
reduced metabolites a-zearalenol and B-zearalenol with serum albumins: species-dependent
alternations, binding sites, and thermodynamics. Mycotoxin Research 2018, 34, 269-278.
[IF: 3,741; Q2]

Zelma Faisal, Eszter Fliszar-Nyul, Luca Dellafiora, Gianni Galaverna, Chiara Dall’ Asta, Beata
Lemli, Sandor Kunsagi-Maté, Lajos Szente, Mikldés Podr. Cyclodextrins Can Entrap
Zearalenone-14-Glucoside: Interaction of the Masked Mycotoxin with Cyclodextrins and
Cyclodextrin Bead Polymer. Biomolecules 2019, 9, 354. [IF: 4,082; Q1]

Zelma Faisal, Eszter Fliszar-Nyul, Luca Dellafiora, Gianni Galaverna, Chiara Dall’ Asta, Beata
Lemli, Sandor Kunsagi-Maté, Lajos Szente, Miklos Poor. Interaction of zearalenone-14-sulfate
with cyclodextrins and the removal of the modified mycotoxin from aqueous solution by beta-
cyclodextrin bead polymer. Journal of Molecular Liquids 2020, 310, 113236. [IF: 5,065*; Q1]

Zelma Faisal, Virag Voros, Eszter Fliszar-Nyul, Beata Lemli, Sandor Kunsagi-Maté, Miklos
Poor. Interactions of zearalanone, a-zearalanol, [B-zearalanol, zearalenone-14-sulfate, and
zearalenone-14-glucoside with serum albumin. Mycotoxin Research 2020, 36, 389-397.
[IF: 3,164*; Q2]

*2019-es évre szamitott impakt faktorok

A dolgozat alapjaul szolgalo folyoiratcikkek osszesitett impakt faktora: 19,947

7.2. Jelen dolgozat alapjdul szolgdlo egyéb kozlemények

Zelma Faisal, Afshin Zand, Timea Bencsik, Lajos Szente, Mikloés Podr. Removal of
zearalenone and its metabolites from aqueous solutions by insoluble B-cyclodextrin bead
polymer. 4" International Cholnoky Symposium (Pécs, Magyarorszag, 2018.05.10-11.;
eléadas)

Zelma Faisal, Virag Vords, Rita Csepregi, Tamas Készegi, Beata Lemli, Sandor Kunsagi-
Mité, Monika Balint, Csaba Hetényi, Lajos Szente, Miklds Poor. Interactions of zearalenone
and its reduced metabolites with serum albumins and cyclodextrins. 51" International Cholnoky
Symposium (Pécs, Magyarorszag, 2019.04.25.; el6adas)
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Faisal Zelma, Fliszar-Nyul Eszter, Dellafiora Luca, Galaverna Gianni, Dall’Asta Chiara,
Szente Lajos, Poor Miklos. Zearalenon-14-gliikozid interakcidinak  vizsgalata
ciklodextrinekkel és béta-ciklodextrin gydngypolimerrel — vajon a ciklodextrinek
kolcsonhatasba 1épnek a maszkolt mikotoxinnal? TOX2019 Tudomdanyos Konferencia
(Szeged, Magyarorszag, 2019.10.09-11.; el6adas)

Faisal Anna Zelma, G6dér Beatrix, Szerencsés Dénes, Lemli Beata, Poor Miklos. Zearalenon,
a-zearalenol és B- zearalenol kdlcsonhatasainak vizsgalata human és egyéb albuminokkal.
TOX2017 Tudomdnyos Konferencia (Bikfiirdé, Magyarorszag, 2017.10.11-13.; poszter)

Miklos Poor, Virag Voros, Dénes Szerencsés, Zelma Faisal, Beata Lemli, Sandor Kunsagi-
Mité, Monika Balint, Csaba Hetényi, Interaction of zearalenone and its reduced metabolites
with serum albumins. 40" Mycotoxin Workshop (Miinchen, Németorszag, 2018.06.11-13.;
poszter)

Egyéb folyoiratcikkek:

Franziska Sueck, Miklos Poor, Zelma Faisal, Christoph G. W. Gertzen, Benedikt Cramer,
Beata Lemli, Sandor Kunsagi-Maté, Holger Gohlke, Hans-Ulrich Humpf. Interaction of
ochratoxin A and its thermal degradation product 2 ’R-ochratoxin A with human serum albumin.
Toxins 2018, 10, 256. [IF: 3,895; Q1]

Zelma Faisal, Diana Derdéak, Beata Lemli, Sandor Kunsagi-Maté, Monika Balint, Csaba
Hetényi, Rita Csepregi, Tamas Kd&szegi, Franziska Sueck, Hans-Ulrich Humpf, Benedikt
Cramer, Miklos Poor. Interaction of 2'R-ochratoxin A with Serum Albumins: Binding Site,
Effects of Site Markers, Thermodynamics, Species Differences of Albumin-binding, and
Influence of Albumin on Its Toxicity in MDCK Cells. Toxins 2018, 10, 353. [IF: 3,895; Q1]

Zelma Faisal, Virag Voros, Beata Lemli, Diana Derdak, Sandor Kunsagi-Maté, Monika Balint,
Csaba Hetényi, Rita Csepregi, Tamas Kdszegi, Dominik Bergmann, Franziska Sueck, Hans-
Ulrich Humpf, Florian Hiibner, Miklés Podr. Interaction of the mycotoxin metabolite
dihydrocitrinone with serum albumin. Mycotoxin Research 2019, 35, 129-139. [IF: 3,164; Q2]

Zelma Faisal, Sandor Kunsagi-Maté, Beata Lemli, Lajos Szente, Dominik Bergmann, Hans-
Ulrich Humpf, Miklos Poor. Interaction of dihydrocitrinone with native and chemically
modified cyclodextrins. Molecules 2019, 24, 1328. [IF: 3,267; Q1]

Zelma Faisal, Edina Garai, Rita Csepregi, Katalin Bakos, Eszter Fliszar-Nyul, Lajos Szente,
Adrienn Balazs, Matyas Cserhati, Tamas Kdszegi, Béla Urbanyi, Zsolt Csenki, Mikl6s Poor.
Protective effects of beta-cyclodextrins vs. zearalenone-induced toxicity in HeLa cells and
Tg(vtgl:mCherry) zebrafish embryos. Chemosphere 2020, 240, 124948 [IF: 5,778*; D1/Q1]

Zelma Faisal, Virag Voros, Eszter Fliszar-Nyul, Beata Lemli, Sandor Kunsagi-Maté, Rita
Csepregi, Tamas Készegi, Ferenc Zsila, Miklos Poér. Probing the Interactions of Ochratoxin
B, Ochratoxin C, Patulin, Deoxynivalenol, and T-2 toxin with Human Serum Albumin. Toxins
2020, 12, 392. [IF: 3,531*; Q1]
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Zelma Faisal, Violetta Mohos, Eszter Fliszar-Nyul, Katefina Valentova, Kristyna Kanova,
Miklos. Interactions of silymarin components and their sulfated metabolites with human serum
albumin and cytochrome P450 enzymes. Biomedicine and Pharmacotherapy 2021, 138,
111459 [IF: 4,545*; Q1]

Eszter Fliszar-Nyul, Zelma Faisal, Violetta Mohos, Diana Derdak, Beata Lemli, Tamas Kalai,
Cecilia Sar, Balazs Z. Zsido, Csaba Hetényi, Adam 1. Horvéth, Zsuzsanna Helyes, Ruth Deme,
Dora Bogdan, Andrea Czompa, Péter Matyus, Mikl6s Poor. Interaction of SZV 1287, a novel
oxime analgesic drug candidate, and its metabolites with serum albumin. Journal of Molecular
Liquids 2021, online, DOI: https://doi.org/10.1016/j.molliq.2021.115945 [IF: 5,065*; Q1]

71.3. Egyéb kozlemények:

Virag Voros, Zelma Faisal, Monika Balint, Csaba Hetényi, Beata Lemli, Rita Csepregi, Miklos
Poor. Interactions of mycotoxin metabolites 2’R-ochratoxin A and dihydrocitrinone with
human serum albumin. 4™ International Cholnoky Symposium (Pécs, Magyarorszag,
2018.05.10-11.; eldadas)

Faisal Zelma, Voros Virag, Derdak Diana, Lemli Beata, Balint Monika, Hetényi Csaba,
Csepregi Rita, Sueck Franziska, Humpf Hans-Ulrich, Cramer Benedikt, Po6r Miklos.
Ochratoxin A és 2’R-ochratoxin A kdlcsonhatdsainak vizsgdlata szérum albuminnal. TOX2018
Tudomanyos Konferencia (Lillafiired, Magyarorszag, 2018.10.17-19.; el6adés)

Podr Miklos, Faisal Zelma, Csepregi Rita, Lemli Beata, Kunsagi-Maté Sandor, Szente Lajos.
Mikotoxin-ciklodextrin kdlcsonhatasok vizsgalata és gyakorlati hasznosithatosaguk. TOX2018
Tudomdnyos Konferencia (Lillafiired, Magyarorszag, 2018.10.17-19.; eldadas)

Miklos Poodr, Eszter Fliszar-Nyul, Violetta Mohos, Zelma Faisal, Beata Lemli.
Pharmacological/toxicological importance of albumin-ligand interactions. 5" International
Cholnoky Symposium (Pécs, Magyarorszag, 2019.04.25.; eldadas)

Zelma Faisal, Sandor Kunsagi-Maté, Beata Lemli, Lajos Szente, Dominik Bergmann, Hans-
Ulrich Humpf, Miklos Poor. Interaction of the mycotoxin metabolite dihydrocitrinone with
native and chemically modified cyclodextrins. 4" Symposium on Weak Molecular
Interactions (Matsue, Japan, 2019.05.17-19.; eléadas)

Miklés Poor, Eszter Fliszar-Nyul, Violetta Mohos, Zelma Faisal, Beata Lemli, Csaba Hetényi,
Sandor Kunsagi-Maté. Pharmacological/toxicological importance and investigation of
albumin-ligand interactions. 4" Symposium on Weak Molecular Interactions (Matsue, Japan,
2019.05.17-19.; el6adas)

Poor Miklos, Faisal Zelma, Fliszar-Nyal Eszter. Mikotoxin-albumin kdlcsonhatasok

vizsgalata és jelentOségiik. TOX2019 Tudomdnyos Konferencia (Szeged, Magyarorszag,
2019.10.09-11.; el6adas)

Zelma Faisal, Virag Voros, Beata Lemli, Monika Balint, Csaba Hetényi, Rita Csepregi,
Franziska Sueck, Benedikt Cramer, Hans-Ulrich Humpf, Miklés Poor. Interaction of 2’R-
ochratoxin A with serum albumins. 40" Mycotoxin Workshop (Miinchen, Németorszag,
2018.06.11-13.; poszter)
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Voros Virag, Faisal Zelma, Derdak Diana, Lemli Beata, Balint Monika, Hetényi Csaba,
Csepregi Rita, Poor Miklés. Dihidrocitrinon kdlcsonhatasdnak vizsgalata szérum albuminnal.
TOX2018 Tudomdnyos Konferencia (Lillafiired, Magyarorszag, 2018.10.17-19.; poszter)

Zelma Faisal, Rita Csepregi, Tamas K6szegi, Lajos Szente, Miklos Poor. Effects of native and
chemically modified beta-cyclodextrins on the in vitro cytotoxicity of zearalenone. 41t
Mycotoxin Workshop (Lisszabon, Portugalia, 2019.05.06-08.; poszter)

Virag Voros, Zelma Faisal, Rita Csepregi, Tamas Ko&szegi, Miklés Poodr. Testing the
interactions of deoxynivalenol, patulin, and T-2 toxin with human serum albumin. 41t
Mycotoxin Workshop (Lisszabon, Portugalia, 2019.05.06-08.; poszter)

Garai Edina, Faisal Zelma, Bakos Katalin, Szente Lajos, Urbanyi Béla, Poor Miklos, Csenki
Zsolt, A béta-cyclodextrinek védohatdsa a zearalenon altal indukalt toxicitasra
TG(VTG1:MCHERRY) zebradani6 embriokban. TOX2019 Tudomdnyos Konferencia
(Szeged, Magyarorszag, 2019.10.09-11.; poszter)

Kumulativ impakt faktor: 53,087
Fiiggetlen hivatkozasok 6sszesen: 32
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