Acta Agronomica Ovariensis Vol. 64. Kiilénszam II.

AZ ACILEZETT FUMONIZINEK LEHETSEGES KOCKAZATAI
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OSSZEFOGLALAS

Fusarium penészgomba fajok (féleg F. verticillioides és F. proliferatum) termelnek. A
gomba legnagyobb mennyiségben a fumonizin Bl-et és B2-t (FB1 és FB2) termel,
melyek toxikusak emberi és allati szervezetre egyarant. Az FB1 és FB2 mellett tobb, mint
130 fumonizint irtak mar le, amelyek bar joval kisebb mennyiségben vannak jelen, mint
a B1 és B2, mégis bizonyos fajtaik toxicitasa akar jelentésen nagyobb is lehet. Ilyenek az
acilezett fumonizinek, amelyek jelenlétével és lehetséges kockazataval tobb tudomanyos
kozlemény is foglalkozik. N-acil-FB1 formajat gombatenyészetben megtalaltak mar, in
vitro és in vivo kisérletekben joval toxikusabbnak bizonyult az FB1-hez képest, a
szervezetben is képzddhet és bizonyos élelmiszerfeldolgozasi miivelet soran FB1-bol
keletkezhet. O-acil formaja szintén toxikusabbnak tiinik, melynek jelenlétét viszont
gombatenyészet mellett szant6f61di kukoricamintakban is igazoltak mar.

POTENTIAL RISKS OF ACYLATED FUMONISINS

ABSTRACT

Fumonisins are among the most common mycotoxins, which are most often produced
by Fusarium species (mainly F. verticillioides and F. proliferatum). The fungus produces
the highest amounts of fumonisins B1 and B2 (FB1 and FB2), which are toxic to humans
and animals. In addition to FB1 and FB2, more than 130 fumonisins have been described
which, although present in much smaller quantities than B1 and B2, but the toxicity of
certain types can be even significantly higher. These include acylated fumonisins, the
presence and potential risks of which have been reported in several scientific publications.
The N-acyl form of FB1 has been found in fungal cultures, has been shown to be much
more toxic than FB1 in in vitro and in vivo experiments, can be formed in the body and
can also be formed from FB1 during certain food processing operations. The O-acyl form
also appears to be more toxic, but its presence has been described in field maize samples
in addition to fungal cultures.
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BEVEZETES

A mikotoxinok mikroszkopikus penészgombak masodlagos anyagcseretermékei, azaz
nincs szerepilk a gombak normal anyagcseréjében, azonban az egymdas kozti és a
baktériumokkal szembeni vetélkedésben szerepet jatszhatnak. Ezek a masodlagos
anyagcseretermékek altalaban erds sejtmérgek, amelyek toxikusak lehetnek a ndvényi és
az allati szervezetre egyarant, valamint az emberre is. A mikotoxinokat szamos
szant6foldi és raktari penészgombafaj képes eldallitani.

A fumonizinek a legelterjedtebb mikotoxinok kozé tartoznak, melyeket leggyakrabban
Fusarium fajok (f6leg Fusarium verticillioides és Fusarium proliferatum) termelnek. Mar
az 1900-as évek elején figyeltek meg lovakban, az agy fehérallomanyanak lagyulasaval
jaro idegrendszeri megbetegedést (ELEM = equine leukoencephalomalacia). Az 1988-
ban F. verticillioides-szel fertézott kukorica etetésével, allatkisérletekben is sikeriilt
eléidézni lovaknal az ELEM-betegséget. Sertésekkel etetve ugyanez a kukorica
tiidévizeny6t és mellvizkort okozott (Marasas et al,, 1988). A sertéseknél ezt a
tiinetegyiittest a ra jellemzd tiineti elvaltozasok alapjan PPE-nek (porcine pulmonary
oedema, PPE) nevezték el (Kriek et al,, 1981).

A tisztitott fumonizin B1 toxin oralis és intravénds bevitelével is el6 tudtak idézni
lovaknal az ELEM, sertéseknél a PPE betegségeket. Takarmanyhoz adva ragcsalokban
majrakot idézett el6 (Gelderblom e. al,, 1991). 1990-ben Dél-Afrika szegényebb
tartomanyaban korrelaciot allapitottak meg a természetes médon fumonizin B1-el (FB1)
¢és fumonizin B2-vel (FB2) szennyezett kukorica fogyasztasa és a human nyel6cs6rak
kozott (Makaula e. al,, 1996). Az FB1 toxint, a Nemzetkdzi Rakkutatasi Ugyndkség
(IARC), a 2B karcinogén csoportba (lehetséges rakkeltd) sorolta (IARC 2002).

A fumonizineket szerkezetiik alapjan négy f6 csoportba sorolja a szakirodalom (FA,
FB, FC, FP) (Rheeder et al., 2002). Napjainkig kozel 130 fumonizin szarmazékot, illetve
fumonizin izomert irtak mar le. A legfontosabb ezek koziil a fumonizin B1 és B2, mivel
ezek toxicitdsa szamos kozleményben igazolva lett, és a gombak jelentdsen tdbbet
termelnek beldliik, mint a tobbi fumonizin fajtabol.

Hatarérték csak élelmiszereknél, az FB1 és FB2 toxinok mennyiségének 0sszegébdl
van, amelyet a 2023/915-6s EU rendelet szabalyoz. Takarmanyoknal a 2006/576/EK
bizottsagi ajanlas 1étezik, amely a kukorica alapt takarmanyoknal, sertések, lovak,
nyulak, baromfik, borjak, baranyok, gidak ¢és kér6dzok esetében hatdroz meg
iranyértéket, melyek betartasa fontos, hiszen allategészségiigyi kockazatukat szamos
kozleményben leirtak.

A fumonizinek szerkezetileg nagyon hasonloak a szfingoid bazisokhoz (mint a
szfingozin, amely szfingolipid molekula) és képesek gatolni a ceramid szintézist. A
szfingolipidek bioszintézisének gatlasa, kiilonbozo szinteken tapasztalhatd, amely a
szfinganin/szfingozin (Sa/So) arany megvaltozasaban tiikrozédik. A szfingolipidek a
biologiai membranok fontos alkotdelemei, valamint a sejtek kozotti informacidatadasban
is szerepet jatszanak, igy bioszintézisiik gatlasa a sejtek lizisét idézheti el (Segvié et al.,
2001).
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A F. verticillioides gomba haromféle zsirsavval acilezett fumonizin szarmazékot termel
(linoleoil, oleoil és palmitoil), amelyek lehetnek N- és O-acil-fumonizin-Bl. (Bartdk et
al., 2010, 2013).

Izraeli és német kutatok az acilezett fumonizinek koziil az N-acil-FB1 szarmazékokkal
folytattak vizsgalatokat. Sejttenyészetekben kimutattdk, hogy az FBI1 és a HFBI a
ceramidszintdz 4ltal, N-acil-FB1-é és N-acil-HFB1-é metabolizalodhat. Ezen kiviil
vizsgaltak szintetikus modon eldallitott kiillonbozé szénlancu (C16, C17, C18, C24) N-
acil-FB1 szarmazékok citotoxicitasat sejttenyészeten és megallapitottak, hogy a szénlanc
hosszatol fiiggetleniil azok nagysagrenddel toxikusabbak az FB1-nél (Harrer et. al, 2013).

Természetes fert6zottségii kukoricamintakban, olasz kutatok az FB1 mennyiségéhez
viszonyitva 5-7% linoleoil- és oleoil-FB1 szennyez6dést mutattak ki (Falavigna et al.,
2013).

Megfigyelték, hogy kukoricaalapu élelmiszerek alkalikus kozegben, hoékezeléssel
torténd eldallitasa soran (nixtamalizalas) megjelentek az FB1 toxinnal joval toxikusabb
N-acil-FB1 szarmazékok a végtermékben, amelyeket a kiindulasi alapanyagok még nem
tartalmaztak (Park et al., 2013).

Patkanyoknal 5 napos fumonizin B1 etetési kisérlet soran kimutattak az N-acil-
fumonizin B1 szarmazékokat a vesében és a majban, tehat a szervezetben is képes az FB1
N-acil szarmazékka metabolizalodni (Harrer et al., 2013).

2018-ban az EFSA az egyéb fumonizin szarmazékok takarmanyokban vald
eléfordulasanak veszélyeire €s annak allategészségiigyi kockéazataira hivta fel a
figyelmet. A kozlemény kiilon targyalta az acilezett fumonizineket és kiemelte, hogy
nincsennek analitikai standardek, pedig korvizsgalatokra és felmérésekre lenne sziikség
(Knutsen et al., 2018).

Célkitlizéslink volt, hogy fumonizin B1-bdl kiindulva szintézissel eldallitsuk az
acilezett fumonizineket, kiilonos tekintettel az O-acil-fumonizin Bl1-re, hiszen azokat
még senki sem vizsgalta. Ehhez optimalizalnunk kellett a reakciokat, sokféle
reakciokoriilményt kiprobalva. Az eldallitott acilezett fumonizineket preparativ HPLC-
vel megtisztitva szerkezetiiket beazonositva, a gombakivonatban 1évé acilezett
fumonizineket is azonositani szerettiik volna veliik. A tisztan kinyert mikotoxinokkal in
vivo toxicitasi kisérletet terveztliink végezni, zebradanié embridkon.

ANYAG ES MODSZER

A szintetikus acilezési reakcidk és a reakciotermékek tisztitasa:

A kisérletekhez HPLC-MS (nagy hatékonysagii folyadékkromatografia —
tomegspektrometria) minéségii a VWR International Kft.-t6l (Debrecen) szarmazo
vegyszereket hasznaltunk.

A tiszta FB1 toxint, palmitoil-klorid acilezészer és trietil-amin (TEA) acil donor
segitségével acileztiik, frissen desztillalt (vizmentes) tetrahidrofuran (THF) olddszerben.

N-acilezésnél a két reagenst kozvetleniil frissen készitettiik a reakci6 eldtt: A reagens:
(THF/TEA 95/5, viv), B reagens: (THF/palmitoil-klorid 95/5, v/v). Az 10 mg FB1-et 500
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ul THF-ben oldottuk, hozzaadtunk 102 pl A reagenst, 6sszeraztuk, majd 47 pl B reagenst
és egy Thermo, LP vortex mixer tipust horizontalis razogépen (Massachusetts, USA)
kevertettiik az elegyet 30 percig. A reakcidelegyet, ,,Scanvac” centrifugalis beparld
(Bjarkesvej, Dania) segitségével paroltuk be.

O-acilezés esetén az A reagens: (THF/TEA 90/10, v/v), a B reagens: (THF/palmitoil-
klorid 80/20, v/v) volt, melyeket szintén frissen készitettiik. 10 mg FB1-et feloldottunk
4900 pl THF és 100 pl viz elegyében, ezt kdovetden hozzaadtunk 100 pl A reagenst és
210 pl B reagenst, majd 48 oran keresztiil vortex segitségével kevertettiik. A reakciot
centrifugalis beparlassal allitottuk le.

A reakciotermékeket, preparativ HPLC-vel tisztitottuk meg. Az el6zdéleg beparolt
reakcidelegyet, acetonitril (MeCN)/viz (80/20 v/v) olddszerrel visszaoldottuk, majd 0,45
pm-es porusméretii nylon membranszird segitségével szlirtiik. A preparativ HPLC a
kovetkezd részegységekbol allt: ketté Hanbon NP7000 (Csiangszu, Kina) preparativ
pumpa, HTA HT3000LV (Brescia, Olaszorszag) mintaadagolo, Kinetex (Phenomenex,
Torrance, CA, USA) C18 preparativ kolonna (250 x 21,2 mm, 5 pm) és egy Foxy R1
(Teledyne Isco, St. Lincoln, NE, USA) frakciészed6. 2 ml mintat injektaltunk. Az A
eluens viz, a B eluens acetonitril volt és mindkettd tartalmazott 0,1% hangyasavat. A
gradiens program 50% B-r6l indult, &ramlas nélkiil, mely 0,6 perc alatt 65%-ra emelkedett
és érte el 17 ml/perces aramlasi sebességet (amely ezutan mar nem valtozott), tartva ezt
az értéket 11,4 percig. Ezt kdvetéen 1 perc alatt 85 %-ra emelkedett a B aranya, amely
értéket 12 percen keresztiil tartotta, majd 1 perc alatt visszatért a kiindulasi 50% B eluenst
tartalamazo értékre, tovabbi 5 perc idétartamig. A frakcidszedd 1 percenként szedte a
frakciokat. A frakciokat offline HPLC-MS eljarassal vizsgaltuk.

Az acilezett fumonizinek gombakivonatban torténé azonositasa:

A tisztan kinyert acilezett fumonizinekkel, adalékolasi kisérletben azonositottuk a F.
verticillioides gomba altal termelteket. A vizsgalathoz F. verticillioides gombaval, rizsen
4 hétig fermentalt, majd liofilizalt és 6rolt gombaport hasznaltunk, amelybdl 1 g-ot
mértiink be egy 30 ml-es centrifugacs6be és extrahaltuk MeCN/viz (80/20 v/v)
oldoszerrel, atfordulds keverdn 2 éran keresztiil. Ezt kdvetden centrifugaltuk a mintat
(8000 RPM, 5 min), majd a feliilisz6t mértiik HPLC-MS eljarassal. A gombakivonat 1
O-palmitoil, 5-O-palmitoil és N-palmitoil oldatot szivattunk hozza. A vizsgalatokat
Agilent (Santa Clara, CA, USA) 1100 HPLC és egy Agilent 1946D tomegspektrométer
segitségével végeztiik. A gradiens elvalasztas, egy Kinetex C18 analitikai kolonnan (250
x 4,6 mm, 5 um) tortént, az el6z6 bekezdésben leirt A és B eluenssel, 800 pl/min aramlasi
sebességgel. A gradiens program 69% B-rdl indult, majd 7 perc utan 1 perc alatt 85% B-
re emelkedett, mely értéket 6 percig tartva 1 perc alatt visszatért a kiindulasi aranyhoz,
tovabbi 5 percig. Az MS szelektiv ionfigyeld (SIM), pozitiv ionizaciés modban miikodott,
a 961 m/z tomeget figyelve.
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In vivo toxicitasi kisérlet

A zebrahal-embriokra gyakorolt toxikus hatasok vizsgalatahoz laboratériumban nevelt
AB zebrahal vonalat hasznaltunk. A zebrahal-embridok 96 o6rdval a megtermékenyités
0,78, 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 és 200 uM, négy féle fumonizin szarmazékkal:
FB1, FB4, 5-O-palmitoil-FB1, N-palmitoil-FB1. Az egyes vegyiiletek torzsoldatai (1000
pg/ml) dimetil-szulfoxid oldészerrel késziiltek, majd a kezelési oldatokat E3 kozegben (5
mM natrium-klorid, 0,33 mM kalcium-klorid, 0,17 mM kalium-klorid, 0,33 mM
magnézium-szulfat) higitottuk. Az embriok 24 lyuka JET Biofil szdvettenyésztd
lemezekbe helyeztiik, 6tds csoportokban, négy ismétlésben. Minden mélyedést 2 ml
kezelési oldattal, valamint E3 kozeggel és oldoszerrel toltottiink fel, a megfeleld
koncentracidoban. A lemezek 25,5 = 1,0 °C-os inkubatorba keriiltek. 24 ora elteltével a
mortalitds és a morfologiai deformitds vizsgalatok boncmikroszkép alatt (Leica
Microsystems GmbH; Wetzlar, Németorszag) torténtek.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK:

A szintetikus acilezési reakcidk és a reakciotermékek tisztitasa:

Az FB1 palmitoil-kloriddal torténd acilezésését kétféleképpen optimalizaltuk.
Vizmentes koriilmények kozott a reakeio gyorsan végbement, fél dra utin mar semmilyen
valtozds nem tortént az oldatban, az FB1 nagyrésze atalakult N-palmitoil-FB1
szarmazékka, melléktermékek és kiindulasi anyagok is csak minimalisan voltak jelen. igy
a preparativ HPLC segitségével torténd tisztitas is viszonylag egyszer( volt. A masodik
esetben, amikor a reakcidelegy tartalmazott 2% vizet O-palmitoil-FB1 szarmazékok (3-
O-palmitoil-FB1 és 5-O-palmitoil-FB1) keletkeztek a kovetkezoképpen: a reakcio elején,
foleg koztitermékek voltak jelen kevés 3-O-palmitoil-FB1 mellett, amely mennyisége a
reakcio elérehaladtaval folyamatosan nétt és megjelent az 5-O-palmitoil-FB1 is, melynek
jelenléte szintén folyamatosan emelkedett. A reakcidt 48 ora utan allitottuk le, a
reakcidelegy centrifugalis beparlasaval. Ekkor a két O-palmitoil komponens hasonld
mennyiségben volt jelen az oldatban, koztitermékekkel egyiitt (38,9% 3-O-palmitoil-
FB1, 33,7% 5-O-palmitoil-FB1, 27,4% koztitermék). A reakcié 5 nap utdn teljesen
eltolédna az 5-O-pal-FB1 iranyaba (Cserne et al., 2023). A beparolt reakcidelegyet
visszaoldottuk MeCN/viz (80/20 v/v) olddszerrel, majd ezt injektaltuk a preparativ HPLC
kolonnara és nyertiik ki tisztdin a komponenseket. A 3-O-palmitoil nem csak a
reakcioelegyben bizonyult instabilnak, hanem a preparativ kolonnarél tavozva, a tiszta
frakcidkban 1évé oldoszerben (MeCN/viz 66/34 +0,1% hangyasav) is, ahol 3-O-
palmitoil-FB1 szarmazékbol, N-palmitoil-FB1 szarmazékka alakult.
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3. dbra: Az FB1 toxin N- és O-acilezése palmitoil-klorid/trietilamin reagens
alkalmazasaval vizmentes tetrahidrofuranban, illetve 2%-0s viztartalma
tetrahidrofuranban

Az acilezett fumonizinek gombakivonatban torténé azonositasa:

A tiszta anyagokkal, a F. verticillioides gomba altal termelt acilezett fumonizineket,
adalékolasos kisérlettel azonositottuk. A mintaadagold segitségével hozzaszivtuk
injektalaskor a tiszta anyag oldatat a gombakivonathoz. Ilyenkor azon komponens
kromatografias csucsanak kellene megnénie, amelyiket hozzaszivtuk, feltéve, ha a
gombakivonat tartalmazta azt. Ez alapjan megallapitottuk, hogy a gomba valoban termel
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N-palmitoil-FB1-et és 5-O-palmitoil-FB1-et, de nem termel 3-O-palmitoil FB1-et, hanem
helyette valosziniileg 10-O-palmitoil-FB1-et termel.
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4. dabra: F. verticillioides gombakivonat (folytonos vonal) (m/z 961), valamint a
szintetizalt és tisztitott 3-O-palmitoil-FB1 (A), 5-O-palmitoil-FB1 (B) és N-palmitoil-
FB1 (C) toxinnal adalékolt gombakivonatok (szaggatott vonalak), HPLC-ESI-MS
kromatogramjai.
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A zebradanié embriok 24 oras kezelése soran, nem volt megfigyelhetd elhullas az E3
médiumban és az oldoészeres kontrollokban. Az FB1 és FB4 expozicié szintén nem
okozott pusztulast még a legnagyobb 200 pM-os koncentracidban sem. Ezzel szemben az
5-O-pal-FB1 szarmazéknal, a két legmagasabb koncentracioban (100 uM és 200 uM), 2
és 6 egyed pusztult el a 20-bol. Az N-pal-FB1 viszont annyira mérgezének bizonyult,
hogy mar viszonylag alacsony 6,25 uM koncentracional is, az 6sszes egyed elhullott.

1. tablazat: A tablazatban az elpusztult egyedek szama lett feltiintetve. Minden
koncentracidban 20 egyed lett tesztelve (4 ismétlés: 5 egyed/ismétlés). 96 draval a
megtermékenyiilés utan, 24 dra expoziciot kdvetden.

200 uM | 100 uM | 50 uM 25 uM 12,5uM | 6,25 uM | 3,12 uM
FB1 0 0 0 0 0 0 0
FB4 0
5-0O-pal-FB1 6 2 0 0 0 0 0
N-pal-FB1 20 20 20 20 20 20 0

In vivo toxicitasi kisérlet

A szubletalis hatasok morfologiai elvaltozasait, még ¢él6 zebradanié embriokon
vizsgaltuk. A fel nem favodott Giszohdlyag megfigyelheté volt mindegyik fumonizin
leggyakrabban az N-pal-FB1 okozta (80%), melyet az 5-O-pal-FB1 (50%), az FB4 (30%)
¢és az FB1 (25%) toxin kovetett. 200 pM esetén mar az é16 embriok 100%-ban nem nyilt
fel az Giszoholyag. Also allkapocs torzulas FB1 esetén nem volt megfigyelhetd, viszont
200 uM-os koncentracional FB4 (40%) 5-O-pal-FB1 (100%) volt. Ezek és tovabbi egyéb
elvaltozasok a 3. abran lathatoak.
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200 pM 3.12 yM

FB1

FB4

5.0-pal-FB1

5. abra: Tipikus fejlddési rendellenességek (fekete nyilhegyek) zebradanié embridkban
120 6raval a megtermékenyités utan, 24 6ras FB1, FB4, 5-O-pal-FB1 és N-pal-FB1
expozicidt kovetden (OR: szaglorégio; LJ: also allkapocs; P: szivburok; T: farok; SB:
uszoholyag; Y: sargaja; 1épték: 500 um) (Csenki et al., 2023).

KOVETKEZTETES

Az eléallitott acilezett fumonizinekkel igazoltuk, hogy a F. verticillioides gomba
laboratériumi koriilmények kozott valoban termeli az 5-O-palmitoil és az N-palmitoil-
FB1 szarmazékokat, de nem termel 3-O-palmitoil-FB1 szarmazékot, valamint termel egy
olyan O-palmitoil FB1 szarmazékot, amelyet szintézissel nem sikeriilt eldallitani.

A zebradanios toxicitasi kisérletekbdl ugy tlinik, hogy az N-palmitoil-fumonizin B1
szarmazék, jelentGsen, akar két nagysagrenddel is toxikusabb lehet az FB1-nél, de az 5-
O-palmitoil-FB1 is toxikusabbnak bizonyult.

Az  acilezett-fumonizinek  potencidlis ~ veszélyforrdsok  lehetnek, = mind
¢lelmiszerbiztonsagi, mind takarmanybiztonsagi szempontbol, mivel a gomba
megtermelheti azokat (az O-acil FB1 szarmazékok jelenlétét mar szant6f61don is leirtak),
toxikusabbnak tiinnek az FB1-nél, viszont nincsennek vizsgalva.

Fontos volna felmérni, hogy az acilezett fumonizinek milyen mértékben vannak jelen a
természetes fert6zottségli gabonamintakban, de ehhez sziikség volna korvizsgalatokra,
standardokra.
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