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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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Canadian Collection of Fungal Culture, Canada
dimetil-szulfoxid
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RFLP

SDS
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TIM
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¢lesztd nitrogénforras



2. BEVEZETES

A mikotoxinok olyan, kiilonb6zé fonalasgombak 4ltal termelt masodlagos
anyagcseretermékek, amelyek magasabbrendii élélények, mint példaul az ember és
haszonallatai esetében kiilonbozd megbetegedéseket, ugynevezett mikotoxikozisokat
okozhatnak. A korabban leirt mikotoxikézisok pontos eredete nem mindig valt késébb
ismertté, részben a korabeli leirdsok pontatlansaga, részben pedig a vegyes mikota termelte
valtozod Osszetételii toxinelegy hatdsa miatt. Mostanara a mezdgazdasagi termékek
megfeleld tarolasa és bevizsgalasa jelentdsen csokkentette a mikotoxikozisok
eléfordulasat, de a mikotoxinok még mindig problémat jelentenek vilagszerte. A fejlodo €s
a fejlett orszdgokban, ahol a tarolasi feltételek nem megfeleldek és a klima is eldsegiti a
toxinok  termelddését, sziikség lenne az  élelmiszerek és  takarmdnyok
toxinszennyezettségének csokkentésére.

A legujabb kutatasok és vizsgalati eredmények is azt mutatjak, hogy a mikotoxinok
egyre nagyobb figyelmet érdemelnek. Rendkiviil stlyos akut és kronikus human
egészségkarositd hatdsuk mellett gazdasagi kihatdsuk is jelentds: a termés mennyiségét és
mindségét is rontjak. A mikotoxinnal szennyezett takarmany az allatdllomany fejlodését,
szaporodasat, egészségét negativan befolyasolja. A megtermelt mezOogazdasagi javak
exportképességét a mikotoxin-szennyezettség csokkenti, mely a nemzetgazdasag egészére
hatdssal van. Gyakran el6forduld probléma a hamisitas, csalas, példaul a kisérd
dokumentumok meghamisitasa vagy a termékek illegalis keverése. Erre példa az alacsony
hatarértékli termék Osszekeverése magas mikotoxin-tartalma élelmiszerrel, mint a kavé,
kakao vagy a fiiszerpaprika esetében (Elelmiszervizsgalati Kozlemények, 2007).

Az egészséges taplalkozas jegyében eldtérbe keriilt vegyszermentes, tigynevezett 6ko-
vagy biotermelés is kedvezhet a penészgombak kartételének és a mikotoxinképzddésnek.
Ezért lenne jelentds biologiai eljarasokkal elérni a szennyezettség csokkentését. A WHO a
legveszélyesebb  szennyezdanyagokat tartalmazd prioritasi listan a  kdvetkezd
mikotoxinokat tiinteti fel: aflatoxinok, ochratoxin A (OTA), patulin, fumonizinek. Ezek
koziil munkank soran elsésorban az OTA-ra koncentraltunk. Mivel mérsékelt égovi
koriilmények kozott is termelddik, igy az ochratoxin-szennyezettség hazai viszonylatban is
figyelmet érdemel.

A dolgozat célja, hogy bemutassa azokat a kisérleti eredményeket (és ezek irodalmi
hatterét), amelyeket az OTA biologiai lebontdsaval kapcsolatban elértiink. Az élelmiszerek

és egyéb mezdgazdasagi termények mikotoxin-tartalmanak csokkentésére a bioldgiai



eljarasok alkalmazasa az egyik legigéretesebb lehetdség. Ennek alapfeltétele a toxinokat
hatékonyan bont6é mikroorganizmusok izolaldsa, jellemzése, majd lehetdség szerint a toxin
bontasara képes, a vad izolatumnal kedvezdbb tulajdonsagh torzs létrehozasa. Ennek egyik
lehetséges moddja a toxin lebontdsdban szerepet jatszd gén(ek) azonositasa, jellemzése,
estlegesen expresszidjanak befolyasolasa. Munkank sordn ebbe az iranyba igyekeztiink
megtenni a megfeleld 1épéseket, hogy egy 10j, a kornyezet €s az ember szadmara

kiméletesebb biologiai eljarast fejlessziink ki.



3. IRODALMI ATTEKINTES
3./1. MIKOTOXINOK JELLEMZESE

3./1.1. Mikotoxinok definicioja

A mikotoxinok a gombak — elsdsorban penészgombdk — 4altalaban extracellularisan
kivalasztodd masodlagos anyagcseretermékei (a kalapos gombak toxinjai nem tartoznak
ide). Erds fizioldgiai ill. patologids hatastiak, az emberbe és a gerinces haszonallatokba
foleg enteralisan bejutva fejtik ki karos hatdsukat. Ez a lényegében a magasabbrendi
eukaridtdkhoz kotédé meghatdrozds azonban nem zdrja ki az alacsonyabbrendii
¢lolényekre (alga, egysejtli, gomba, prokaridta stb.) gyakorolt hatdst - ebbdl eredden

antibiotikus hatasu vegytiletek is vannak koztiik.

3./1.2. Mikotoxin-termel6é gombak és a toxinképzés feltételei

A mikroszkopikus gombdak a természetben - igy a takarmanyokon is - nagy szdmban
eléfordulnak. Szerepiik a szerves anyagok lebontasaban nélkiilozhetetlen. Novekedésiik,
szaporodasuk folyaman a kornyezetiikkbol felvett szerves tdpanyagok felhasznalasaval
olyan anyagokat szintetizalnak, amelyek a gombatest természetes alkotd elemei (primer
anyagcsere). A fejlodés és a novekedés bizonyos szakaszaiban, vagy akéar az el6bbi
folyamattal parhuzamosan is un. masodlagos anyagcsere is zajlik, amelynek sordn olyan,
rendszerint bonyolult kémiai szerkezetli anyagok keletkeznek, amelyekre a gombanak
nincs feltétleniil sziiksége, €s testiik felépitéséhez nélkiilozhetok. Ezek pontos szerepét,
rendeltetését nem ismerjiik, de koziiliik sok jelentds bioldgiai aktivitassal rendelkezik. Az
altaluk okozott megbetegedést mikotoxikézisnak nevezziik, melyet elsésorban a
penészgombak okoznak. A kalapos gombdk el6fordulasa a takarmanyozasban
elhanyagolhatd, az ¢lesztégombakrol pedig tobb szaz torzs vizsgalata alapjan tudjuk, hogy
nem termelnek toxikus metabolitokat.

A toxintermel6 gombak koziil azokat, amelyek szaporodasukhoz magasabb
nedvességtartalmat (20% f616tt) igényelnek, szant6foldi penészeknek nevezziik, azokat
pedig, amelyek ennél alacsonyabb viztartalom mellett is képesek szaporodni, raktari
penészeknek. Ez a csoportositds azon alapszik, hogy a takarmanyndvények
nedvességtartalma a betakaritassal egyidejiileg jelentdsen lecsokken. Annak ellenére, hogy
a mindkét csoportba tartoz6 gombdk a szant6foldon, a talajban és a raktarakban is
megtalalhatok, az elszaporodasukhoz a megfeleld feltételeket az egyik csak a vegetacios

periddusban, a masik pedig a tarolas soran is megtalalja. Természetesen ezt a csoportositast



nem lehet mereven alkalmazni, mert pl. a Fusarium fajok - amennyiben tulélik a

betakaritast és a tarolast - a raktarozas soran is képesek tovabb szaporodni.

Mindkét csoportba fontos toxintermeldk tartoznak, gyakorlati szempontbdl azonban
kiilonosen az alabbiak fontosak:
- raktari penészek: Aspergillus és Penicillium fajok
- szantofoldi penészek: Fusarium, Claviceps, Alternaria, Stachybotrys fajok.
A mikotoxinok keletkezhetnek mar a szant6foldon, de a raktarozas soran is.
Altalanosan érvényes, hogy ugyanazt a toxint mas-mas gomba is képes eléallitani, de egy
gombafaj egyidejiileg tobb mikotoxint is termelhet. Tobb szazra teheté az eddig
meghatarozott gombatoxinok szama, koziiliik azonban viszonylag csak kevésnek van
nagyobb gyakorlati jelentdsége. A nagyobb gyakorlati jelentdséggel rendelkezdk a
kovetkezok:
- raktéri penészek toxinjai: aflatoxinok,
ochratoxin A,
citrinin,
patulin,
rubratoxin B.
- szant6foldi penészek toxinjai:
Fusarium-toxinok: zearalenon (F-2 toxin),
trichotecének (T-2 toxin,
diacetoxiscirpenol, deoxinivalenol,
nivalenol, fusarenon-X)
fumonizinek
Stachybotrys chartarum: satratoxinok (makrociklikus

trichotecének).
Claviceps fajok: ergot alkaloidok

A gomba szaporodasahoz a kelld viztartalom mellett megfeleld tapkozegre, oxigénre és
meghatdrozott hémérsékletre van sziikség. A szaporodas és a toxintermelés optimalis
feltételei rendszerint nem azonosak. Jelentds eltérés féleg a hémérséklet iranti igényben
mutatkozik. Egyes toxinok (aflatoxinok) esetében magas, mas toxinoknal (egyes Fusarium

toxinok) alacsony, néha fagypont koriili hdmérséklet sziikséges a termelddésiikhoz.
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3./1.3. Mikotoxinok csoportositasa

A mikotoxinok csoportositasat megneheziti, hogy nagyszamu toxin és gombafaj ismert,
tovabba az is, hogy az egy gombanemzetségen beliili fajok is termelhetnek eltéré kémiai
szerkezetli toxinokat, mig taxonomiailag tavol all6 fajoknal is termelddhetnek azonos

toxinok. Ezek figyelembevételével csoportositasuk tobbféle lehet:

1. A mikotoxinok kémiai Osszetétele - igy bioszintézisiik is - rendkiviil sokféle lehet. A
legelfogadottabb csoportositas a mikotoxinok bioszintézisének prekurzorai alapjan torténd
felosztas (Smith és Moss, 1985). Ez a csoportositas azonban jelenleg nem teljeskord,
hiszen szdmos mikotoxin bioszintézisének utja még nem ismert. A mikotoxinok egy része
szarmazd szeszkviterpén-tipusu mikotoxinok kémiailag is jol koriilhatdrolhatd egységet
képeznek. Az aminosavakbdl szarmaztathaté toxinok csoportja heterogén, mivel N-

heterociklikus vegyiileteket és ciklikus polipeptideket is tartalmaz.
2. A toxinok kémiai szerkezetébdl adodo rokonsag alapjan valo rendszerezés.
3. A magasabbrendl él6lényekre gyakorolt farmakoldgiai hatéds alapjan, rangsorolva az

élettani veszélyességet (1. és 2. tablazat). Atfedést okozhat, hogy egy adott mikotoxinnak
tobbféle hatasa is lehet.
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1. tablazat: Néhany mikotoxin hatdsa

Hatas

Fontosabb mikotoxinok

hepatotoxikus, hepatokarcinogén
teratogén

neurotoxikus

nefrotoxikus

immunszuppressziv
dermatotoxikus

emetikus

0sztrogén

tremorgén

fotoszenzitizalo

hallucinogén

aflatoxinok, sterigmatocisztin
aflatoxinok, ochratoxinok, rubratoxin B
citreoviridin, patulin, ciklopiazonsav
ochratoxinok, citrinin, viomellein
aflatoxinok, ochratoxinok, trichotecének
trichotecének

vomitoxin (deoxinivalenol)

zearalenon

penitrem A, fumitremorgének
sporidezminek, viomellein, xantomegnin

ergotoxinok

2. tablazat: Néhany mikotoxin altal eldidézett emberi megbetegedés

A felelés mikotoxin Termeld faj (példa)

Szindréma

Alimentaris toxikus aleukia trichotecének

Ergotizmus ("Szent Antal tiize") ergotamin,
ergometrin

Balkéani endémikus nefropatia gliikoproteinek

"Sérga rizs betegség"

Kardialis beri-beri citreoviridin
Majrak aflatoxinok
"Onyalai" szindroéma tenuazonsav
(endémikus hematologiai rendellenesség)

"Voros penész" trichotecének

("red mold", "staggering grains", "Taumelbrot")

Kaschin-Beck szindroma trichotecének
(osteochondroarthrosis deformans)

Reye-szindroma aflatoxinok
Nyel6écsorak fumonizinek
Korai telarche zearalenon

Fusarium sp.
Claviceps sp.

Aspergillus, Penicillium sp.

citrinin, citreoviridin Penicillium sp.

Penicillium sp.
A. flavus, A. parasiticus
Phoma sorghina

Fusarium sp.

Fusarium sp.

A. flavus, A. parasiticus
Fusarium sp.
Fusarium sp.

12



3./1.4. A mikotoxinok utja a szervezetben

A mikotoxinok kiilénb6z0 tton juthatnak be az emberi szervezetbe, elsésorban névényi
¢s allati taplalékforrasokon keresztiil (1. dbra). A szervezetbe jutott toxin az emésztési
folyamatokkal szemben is meglehetésen ellenalld. A toxin jelentds része athalad a
bélcsatornan és a bélsarral kiiiriil. A felszivodas a vékonybélbdl torténik, majd a toxinnak
egy része ismét visszajut a bélcsdbe, €és csak a masik - rendszerint a kisebb - része jut a
vérkeringésbe, ahonnan a tejjel €és a vizelettel kiiiriil a szervezetbdl. A tejmirigy €s a vese a
toxinokat 4ltaldban koncentralja, ezért reziduum-képzddéssel itt szdmolhatunk. Az
izomzatban csak a keringésben 1évé mennyiségbdl juthat.

A szervezetben a gombatoxinok bizonyos atalakuldson mennek keresztil. Ez az
atalakulds meghatarozott kémiai sémak szerint torténik: k6zombdosités, oxidacid, redukeio,
bontds, szintézis. Ezt a folyamatot metabolizdcionak nevezziik. Néha eléfordul, hogy a
metabolizacié sordn toxikusabb vegyiilet keletkezik, mint az eredeti volt: ezt nevezziik

toxikus metabolizacionak, pl. zearalenonbol zearalenol keletkezése.

A ndweny és termes fertdzddéese mikotoxint
termeld szantdfaldi és raktan

penészgombatorzsek kel L
1 D
y 4 —_— Mikotoxinnal szennyezett takarmany
o » Ochratoxin-A I
4 » Zearalencn
ol . DOM Mikotoxin felhalmozadas a
{ -~ haszonallatok szoveteiben,
[ » F-2 toxin vérében
> Aflatoxin _l-L
®  Fumonizin
Mikotoxinnal szennyezett Mikotoxinnal szennyezett

nov ¢ stl eleimiszer allati eredetld &lelmiszer
“\\:v Mikotoxinok az v
- I "..
. emberi szervezetben —

1. abra: Mikotoxinok lehetséges utja az emberi szervezetig (Kovacs F, 2001).
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3./2. OCHRATOXINOK

1965-ben a penészgombdk masodlagos anyagcseretermékeinek szisztematikus
vizsgalata soran Aspergillus ochraceus sziirletébdl erésen nefrotoxikus és hepatotoxikus

vegyiileteket izolaltak, melyeket ochratoxinoknak neveztek el.

3./2.1. Szerkezeti felépitésiik

Kémiai szerkezetik alapjan dihidrokumarinhoz kapcsolodd  béta-fenilalanin
vegyiiletek. Jellemzd rajuk a kloratom jelenléte az OTA ¢és észterei esetében. Az
ochratoxin B ¢és észterei nem tartalmaznak klor atomot (2. abra). Az ochratoxinok
kozepesen stabil molekuldk, melyek tulélik a legtobb élelmiszerfeldolgozasi folyamatot,

mint pl. a siitést és a f6zést.

Ochratoxin C

2. abra Az ochratoxinok szerkezete

3./2.2. Ochratoxin-termel6é gombak
Az ochratoxin-termel6 fajok koziil a leggyakoribbak a Penicillium fajok hideg klimaja
régiokban, mig a meleg és tropusi éghajlaton az Aspergillus fajok a fobb termeldk. Az

Aspergillus izolatumok altalaban mind OTA-t, mind ochratoxin B-t, mig a Penicillium

14



fajok csak OTA-t termelnek. Nagy mennyiségben OTA-termeld Aspergillus fajok
(Circumdati szekcio) az A. cretensis, A. flocculosus, A. pseudoelegans, A. roseoglobulosus,
A. westerdijkiae, A. sulphureus és Neopetromyces muricatus (Frisvad és mtsai. 2004). A
legfontosabb OTA-termeld fajok, melyek potencidlisan szennyezhetik a kavét, rizst,
italokat és élelmiszereket: A. ochraceus, A. westerdijkiae és A. steynii. Masik fontos OTA-
termelé csoport a fekete Aspergillus fajok (Nigri szekcid), ebben a szekcioban a
legfontosabb OTA-termeld faj az A. carbonarius, mely nem termel ochratoxin B-t,
ellentétben az A. niger-rel mely mind OTA-t, mind ochratoxin B-t termel. Amig a legtobb
A. carbonarius OTA-termelének bizonyult, addig az A. niger torzsek 5-15 %-a termel
OTA-t. Ezen kivil még két fekete Aspergillus faj, az A. lacticoffeatus és az A.
sclerotioniger is OTA-termelének bizonyult (Samson ¢és mtsai. 2004). A fekete Aspergillus
fajokat Osszefiiggésbe hozzak a kavébab, sz616 és fliszerek OTA-szennyezettségével.

A korai 70-es években szamos Penicillium faj OTA-termelését leirtak, (Ciegler és
mtsai. 1972). Ezek koziil az OTA-termeld P. viridicatum és P. cyclopium fajokat késbb
atsoroltak a P. verrucosum fajba (Pitt 1987). Habar Pitt (1987) javaslata szerint csak a P.
verrucosum az egyediili OTA-termel6 faj a Penicillium-ok koziil, késobb Bridge és mtsai.
(1989) talaltak néhany OTA-termelé Penicillium izolatumot a P. expansum, P.
aurantiogriseum (P. solitum) ¢és P. atramentosum fajok esetében. Mostansag néhany kavé-
endofita izolatumroél (P. brevicompactum, P. crustosum, P. olsonii, P. oxalicum), (Vega és
mtsai. 2006) és néhany sz616rél szarmazo izolatumrol (P. radicum és P. rugulosum)

allitjak, hogy feleldsek lehetnek az OTA termeléséért (Torelli és mtsai. 2006).

3./2.3. Ochratoxinok bioszintézise

Altaldban a mikotoxin-szintetizald géneket a novekedési paraméterek erésen
szabalyozzdk, ¢és csak bizonyos korilmények kozott aktivalodnak. Az OTA
bioszintézisének utvonala még nem tisztazott néhany gombafajban, de feltehetdleg az
izokumarin-csoport (pentaketid forma) egy poliketid-szintézis utvonalon keresztiil
acetatbol és malonatbol 4ll 6ssze (Moss 1998). Az OTA heterociklikus része strukturalisan
hasonlé a melleinhez, mely egy kdzonséges gombavegyiilet. A kloratom az izokumarin-
vazhoz egy klor-peroxiddz enzim segitségével kapcsolodik. A fenilalanin a sikimisav-
utvonalbol szarmazik, egy karboxil-csoporton keresziil kapcsolodik az izokumarin-vazhoz

(Edwards és mtsai. 2002, Moss 1998), (3. abra).

15



Az OTA-bioszintézisben résztvevo géneket (poliketid-szintazok, klor-peroxidaz, OTA-
szintdz), melyek a résztvevé enzimeket kodoljdk, mar azonositottdk néhany fajban (pl.:
Penicillium nordicum, Aspergillus fajok) (Geisen és mtsai. 2004, 2006; O’Callaghan és
mtsai. 2003; Dobson és O’Callaghan 2004). A Penicillium nordicum-ot tekintve mar

bebizonyosodott, hogy az OTA-termelésért felelds gének klaszter-ben helyezkednek el.
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3. abra: Egyszertsitett ochratoxin-bioszintézis utvonal (Moss 1998; Simpson 1995). A szamokkal
ellatott nyilak a fobb enzimatikus Iépéseket jelolik: 1. Gytlrtivé zarddas, 2. Aldol-csoportok

dehidratalasa, 3. Oxidacid, 4. Klortartalmu oldallanc 1étrehozasa.

3./2.4. Biologiai hatas - ochratoxikézisok

A csoporton beliil elsésorban a kloértartalmu szarmazékok akut toxicitasa nagy, hatasuk
vesekarositasban, a vesetubulusok nekrozisaban nyilvanul meg. A klérmentes szarmazékok
mérgez0 hatasa egy nagysagrenddel kisebb. A tobb hasonld metabolit koziil a legnagyobb
mennyiségben az OTA képzddik, amely biologiailag is a legaktivabb. A legtdbb faj
esetében az OTA a gyomorbol szivodik fel savas tulajdonsaganak készonhetden. Szintén
felszivodik még a vékonybélbdl és részben a jejunum (€hbél) elsd szakaszdban. Nem
kérddzo fajok (pl. sertés, baromfi, nyul és patkany) esetében az elfogyasztott OTA kozel
fele szivodik csak fel (Galtier és mtsai. 1981). A felvett OTA szétoszlik a véren keresztiil,
foleg a vesékben ¢és alacsonyabb koncentracioban a méj, izom ¢és zsirszovetben. Ennek egy
része metabolizaloédik egy nem-toxikus ochratoxin a-ra és mads, kevésbé toxikus kisebb
egységekre, a kiilonbozd fajokban eltérd ardnyban, jelentds része pedig valtozatlanul kitiriil

a szervezetbdl. Kimutattdk az OTA-r6l, hogy hozzakotddik a vérben 1évo fehérjékhez, pl. a
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szérumalbuminhoz, melynek hosszu a féléletideje a testben. Az OTA passzivan szivodik
fel a bélrendszeren keresztiil (enterohepatikus ujrahasznositas révén) és aktivan a vesékben
(Marquardt és Frohlich 1992). A toxin féleg a vizelettel tavozik a szervezetbdl, kisebb
mértékben pedig a széklettel ochratoxin o és OTA formajaban.

le. A betegség a skandinav orszagokban endémidsan fordul eld. Legszembetiindbb a
veseelvaltozas: a vese rendszerint megnagyobbodott, vilagosabb szinarnyalati. Ugy tiinik,
hogy a ndivaru egyedekben gyakoribb. Az ochratoxin okozta sertésnefropatiat valamennyi
europai orszagban, koztiik Magyarorszagon is észlelték.

Csirke- ¢és pulykaalloméanyokban is leirtdk a megbetegedést: a vesék megnagyobbodasa
¢s fakod szine felting volt, szovettanilag a proximalis tubulusokban hamelhalast figyeltek
meg. Tomeges elhullast okozott. Jellemzd inkébb a csokkend testtomeg-gyarapodas és a
romlé takarméanyfogyasztas.

Ismeretes egy ,,balkani endémias nefropatia” elnevezésii betegség, amelyet Bulgaria,
Jugoszlavia és Romania esetében csaknem kizarolag a vidéki lakossag korében figyeltek
meg. A balkéni endémias nefropatia a 30-50 év kozotti életkor kronikus megbetegedése,
amely lasst lefolyasa mellett haldlos kimeneteli. A vese mérete szembetiinden kisebb, a
vesefunkcid  sulyosan karosodott. SzoOvettanilag jellemzOd vese-elvaltozasok: a
vesecsatornadcskak hamjanak elfajuldsa intersticidlis fibrozissal és a kéregallomany felsd
rétegében a glomerulusok hialinos degeneracioja. A betegség endémidsan jelentkezik és a
nék gyakrabban betegednek meg, mint a férfiak. Megallapitottdk, hogy az élelmiszerek
ochratoxin-kontaminacioja lényegesen magasabb - 12,8%-0s OTA-szennyezettség -
azokban a régidkban, ahol a human nefropatia endémidsan eléfordul. A kontroll
korzetekben (nem endémids teriiletek) 1,6%-0s toxinszennyezettséget talaltak. A végsd
bizonyiték az volt, amikor a megbetegedett emberek vérébdl kimutattdk az ochratoxint
(Krogh és mtsai. 1977).

Oralis kisérletekben egereken és patkanyokon letesztelték az OTA karcinogén hatésat.
A kezelés hatdsara egerekben mindkét nemnél megnovekedett az esélye a hepatocellularis
tumoroknak, és 0sszefliggés volt kimutathatd a vese-sejtes adenomaval és karcindmaval,
melyet mar leirtak him egerek és patkanyok esetében OTA-val végzett oralis vizsgalatok
soran (Clark és Snedeker 2006). Egyértelmii tény, hogy az OTA a vesére karcinogén
hatassal van him patkdnyokban, bar a hatas pontos mechanizmusa ismeretlen. Szamos adat
ismerteti, hogy nem egy epigenikus DNS-nemreaktiv mechanizmusrdl van sz, és nem is

egy olyan DNS-reaktiv mechanizmusrél, mely magaba foglalja a direkt kapcsolatot az
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OTA és a DNS kozott (Arbillaga és mtsai. 2007b, Pfohl-Leszkowitz és Manderville 2007).
Habar a DNS-OTA formaciot szamos alkalommal demonstraltdk mar (Faucet €s mtsai.
2004, Pfohl-Leszkowitz és Castegnaro 2005), tobb kutatocsoport allitja, hogy az oxidativ
stressz a kulcsfaktor az OTA toxicitasanak ¢és karcinogenitasanak epigenikus
mechanizmuséban (Arbillaga és mtsai. 2007a, Schilter és mtsai. 2005).

1993-ban a Nemzetkozi Ugyndkség a Rak Kutatasért (International Agency for
Research on Cancer, IARC) az OTA-t, mint lehetséges human karcinogént a 2B. csoportba
sorolta és azt a kovetkeztetést vonta le, hogy elegendd bizonyiték van az allatkisérletekbdl
az OTA karcinogén hatdsara viszont hianyosak a bizonyitékok az OTA karcinogén
hatdsarol az emberre nézve (IARC 1993). A dozisok, amiket a karcinogén vizsgalatokban
hasznéltak ragcsalok esetében, magasabbak voltak, mint az a dézis mely nefrotoxicitast
valt ki. Mas szempontbol az OTA Aallatokra és sejtkultirdkra gyakorolt lehetséges
masodlagos hatasai: glikogén-mobilizacié csokkentése (Huff és mtsai. 1979), hematoldgiai
hatasok (Gupta és mtsai. 1979), enteritisz (Kanisawa ¢és mtsai. 1990), lencse iziileti tok
deformitdsok (Futamura ¢és mtsai. 1988), modosult karotinoid-metabolizmus
szarnyasokban (Schaeffer és mtsai. 1987) és takarmany-visszautasitas sertés és pulyka

esetében (Burditt és mtsai. 1984).

3./2.5. Ochratoxinok el6fordulasa mezogazdasagi termékekben

Szadmos mezdgazdasagi termékben detektdltak mar ochratoxinokat, mint pl.:
gabonafélékben, kavébab-, kakao-, fiiszer-, szdjabab-, foldimogyord-, rizs-, kukorica-,
fige- és szOlomintakban (Varga és mtsai. 2001la). Az ochratoxin-termeld
mikroorganizmusok altalaban raktéri (post-harvest) romlast okoznak, viszont ezek a fajok
csak részben felelések az OTA-szennyezettségért. A Penicillium verrucosum-ot gyakran
izolaljak gabonafélék feliiletérdl, mint szantofoldi (pre-harvest) kartevot, mely felelds lehet
az OTA-szennyezettségért (Miller 1995). Mostanaban meriilt fel, hogy az OTA-
szennyezettség a zold kavébab esetében is a tarolas eldtti idoszakhoz kothetd (Bucheli €s
mtsai. 1998).

Az OTA-t termelé Penicillium fajokat leggyakrabban a tarolt gabonafélékkel és
fermentalt termékekkel hozzak 6sszefiiggésbe, mig az Aspergillus fajok féleg a kavébabot,
fiszereket, kakaobabot, szojababot, foldimogyordt, rizst €s kukoricat szennyeznek (Moss
1996). OTA-val szennyezett élelmiszerek (gabonafélék, zold kavébab, penészes sajtok, hal,
tejpor, kenyér, fliiszerek) komoly egészségiigyi problémakat okoznak az egész vilagon. A

szennyezett z6ld kavébab kiilonosen fontos, mivel az OTA nem teljesen bomlik le a
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porkolési eljaras alatt (Tsubouchi és mtsai. 1987). Néhany vizsgalat szerint Kozép- ¢€s
Kelet-Eurdpa (Magyarorszag, Szlovakia, Oroszorszag és Csehorszag) kereskedelmi instant
kavé mintai sokkal jobban szennyezettek OTA-val mint, Eurdpa mas részein és az USA-
ban (Pittet és mtsai. 1996). A szennyezettség mértéke a késdi kilencvenes években
jelentdsen lecsokkent hazankban (Varga és mtsai. 2000). A legtdobb kavérakomany,
melyekben a megengedett hatarértéknél joval nagyobb volt a szennyezettség mértéke,
Afrikabol (Burundi, Zaire, Elefantcsontpart ¢és Uganda) jott. Ma mar csak 0-2
kavérakomany kifogasolhaté a hivatalos hatarértéknél nagyobb szennyezettsége miatt
(Varga és mtsai. 2000). Szintén detektaltak OTA-t sorokben (Degelmann €s mtsai. 1999,
Varga ¢és mtsai. 2005), testfolyadékokban, illetve allati €s ember vesében (Gareis €s mtsai.
1988, Kovacs és mtsai. 1995, Xiao és mtsai. 1996, Solti és mtsai. 1997). Borokban el6szor
Zimmerli és Dick (1995) detektalt OTA-t, melyet azdéta mas sz6lobdl szarmazd

termékekbdl is kimutattak (Battilani és mtsai. 2003, Varga és Kozakiewicz 2006).

3./2.6. Elelmezés-egészségiigyi hatarértékek

A mikrogombdk ¢és a mikotoxinok jelenléte nem hdarithaté el maradéktalanul. A
mikotoxin azon mennyiségét, mely egészségiligyi szempontbdl még elfogadhatd mértékben
fordul elé az élelmiszerben, és még lehetdové teszi az élelmiszer elfogyasztasat, a
hatarérték fejezi ki. Az ¢lelmezés-egészségligyi hatarértékek - egyiitt a mindségi
kovetelményekkel - az élelmi nyersanyagaink és élelmiszereink tarolasra, feldolgozasra és
fogyasztasra valo alkalmassagat szabalyozzdk, s igy a megeldzés feladatat teljesitik.
Mindezt rendeletek és az egyes termékekre vonatkozd szabvanyok rogzitik.

A hatérérték megallapitasa toxikologiai allatkisérletekbdl indul ki, melyek feltételeit -
mint pl. az A4llatfajokat, az 4&llatok szadmat, korat, nemét, az adagolds modjat, a
megfigyelésre keriild paramétereket, az értékelés modjat, stb. - nemzetkdzi
megallapodasok rogzitik. Meg kell allapitani elsdsorban az adott toxinnak azt a szintjét,
mely huzamos fogyasztds mellett sem okoz karos elvéltozast. Ezen adatokbol - az ember
esetleges nagyobb érzékenységére, sot a gyermekek és érzékenyebb egyének fogyasztasi
lehetdségeire vald tekintettel - szdmitjak ki a napi beviheté mennyiséget (acceptable daily
intake, ADI mg/kg testtdmeg/nap). Az egy-egy élelmiszerre vonatkozo hatarértéket az
ADI-értékekbdl szamitjak ki, az élelmiszer fogyasztdsanak gyakorisagat és atlagos napi
fogyasztasat figyelembe véve.

Potencialis veszélyt jelent az OTA mind az emberekre, mind az allatokra, ennél fogva

szamos orszag vezetett be szabdlyokat a hatarértékekre, hogy megakadalyozzdk az
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¢lelmiszerek ¢és tapanyagok jelentés OTA-szennyezettségét. 2003-ban 100 orszag
rendelkezett mikotoxin-szabalyozéassal (FAO 2004), ezek koziil 37 orszag szabalyozza az
OTA-szintet a mezdgazdasagi termékekben. Javasolt értékek OTA-hatarértékekre: 1-5
ng/kg gyermek-élelmiszerekre, 2-50 pg/kg élelmiszerekre, 5-300 pg/kg allati
takarmanyokra. Az FEurépai Union belil szdmos orszdg rendelkezik sajat
szabalyzattal/rendelettel az OTA ¢és mas mikotoxinok megengedett szintjérdl az
¢lelmiszerekben, pl.: Finnorszadg és néhany angliai szupermarket sajat OTA-kontrollt és
hatarértéket dolgozott ki, mely alacsonyabb lehet, mint 0,5 pg/kg.

Az Eurépai Uniodn belill a maximalis toleralhato OTA-szintet az élelmiszerekben, mint
pl.: gabonafélékben, fiiszerekben, kdvéban a 3. tdblazat foglalja 6ssze. Ezen kiviil — amiota
fény dertilt arra, hogy az OTA toxikus az allatokra és az emberekre — az Eurdpai Union
beliil szdmos orszdg szabdlyozza az éallati takarmanyok OTA-szintjét is, mas

mikotoxinokkal (DON, zearalenon, fumonizinek) egytitt (2006/576/EC).

3. tablazat: Az Eurdpai Bizottsdg szerinti megengedett hatarértékek ochratoxin A-ra

kiilonboz6 €lelmiszerekben. (Commission Regulation (EC) No.123/2005 of 26 January 2005)

Termékek Maximum értékek (ng/kg)
Nyers gabonafélék (beleértve a nyers rizst és hajdinat) 5
Minden gabondbdl szarmazo termék (beleértve feldolgozott
gabonatermékeket ¢és a direkt emberi fogyasztidsra széant 3
gabonafélé¢ket)
Aszalt sz610, gylimolesok (ribizli, mazsola, magtalan mazsola) 10
Porkolt kavébab és daralt kavé kivéve az instant kavét 5
Instant kavé (oldhato/gyors kaveé) 10
Borok (vords, fehér és rosé) és mas bor- és/vagy szOlémust )
alapu italok
Szololevek, szololét tartalmazd mas italok, beleértve a )
sz6lonektart és koncentralt sz6161ét
Sz6lémust ¢és koncentralt szOlémust és a direkt emberi )
fogyasztasra szant mustok
Bébi ételek és a feldolgozott gabona-alapu élelmiszerek

. A 0,5
csecsemoknek és kisgyermekeknek
Diétas ¢lelmiszerek specidlis kezelési szandékkal, specidlisan 0.5

gyermekek szamara
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3./3. MIKOTOXINOK DETOXIFIKALASA

A mikotoxinok a gombdk masodlagos anyagcseretermékei, melyek allatokra és
emberekre nézve egyarant artalmasak. Az allati takarmanyok mikotoxin-szennyezettsége
vilagméretii problémat jelent: az allatokat stlyosan megbetegithetik, és befolyasoljak a
termelékenységet. Gazdasagi szempontbol a legfontosabb, a takarméanyt és az
¢lelmiszereket szennyezd mikotoxinok az aflatoxin, OTA és a patulin — ezeket fként
Aspergillus és Penicillium fajok termelik -, valamint a trichotecének, a zearalenon és a
fumonizin — utdbbiak Fusarium toxinok. A mikotoxin-termeld gombak a mez6gazdasagi
terményeket szennyezhetik a szant6foldon (pre-harvest kartevok), a raktarozas soran (post-
harvest kartevok) vagy a feldolgozas alatt. A mikotoxinok éltal szennyezett ¢lelmiszerek €s
takarmanyok artalmas hatasait 4 lehetséges uton tudjuk elkeriilni:

e aszennyezés megeldzése
¢ amikotoxinnal szennyezett ¢lelmiszerek és takarméanyok detektalasa/kimutatasa
e a mikotoxint tartalmazo élelmiszerek €és takarmanyok fertétlenitése

e az elfogyasztott élelmiszerben 1€v0 toxin felszivodasanak gatlasa a béltraktusban

3./3.1. Szantéfoldi (pre-harvest) kontroll

Az alacsonyabb pre-harvest mikotoxin szennyezettség elérése érdekében a szant6foldi
novényeket hagyomanyosan fungicidekkel kezelik (Mesterhdzy ¢és Bartok 1996). A
fungicidkezeléseknek a borok OTA-tartalmdra gyakorolt hatdsat szamos laboratérium
vizsgalta mar. Lo Curto és mtsai. (2004) megvizsgaltdk néhany peszticid (Azoxystrobin,
Dinocap) alkalmazasat kénes kezeléssel kombindlva, €s azt tapasztaltdk, hogy a kezelések
hatdsara jelentésen csokkent az OTA-tartalom a borokban. Gordg kutatok szintén
peszticideket — pl. Carbendazim és Chorus — alkalmaztak, melyekkel nem értek el jelentds
kontrollt az Aspergillus fajok esetében, mig a Switch peszticid alkalmazasa jelentdsen
csokkentette az Aspergillus-ok el6fordulasat a szél6fajokon (Tjamos és mtsai. 2004).
Manapsag azonban a kornyezet szempontjabol joval kiméletesebb alternativak utén

kutatnak.
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3./3.1.1. Rezisztens ndvények nemesitése

A hagyomanyos ndvénynemesités célja, hogy javitsa a ndvényi gazdaszervezet
ellenalloképességét a gombafertdzésekkel szemben. Igéretesnek tiinnek pl. a Fusarium-
fert6zéssel szemben buzan és kukorican végzett kisérletek (Munkvold, 2003). Talaltak mar
szamos buza-, rizs- és arpavaridnst melyek kiilonb6zd rezisztencidval rendelkeznek a
gombatamadéasokkal ¢és OTA-felhalmozdodassal szemben, de szelektdlni lehetne a
gombatamadésokkal szemben erdsebb variansokat is (Chelkowski és mtsai. 1981). Ezt a
nemesitési stratégiat azonban eddig a gyakorlatban még nem sikertilt alkalmazni.

A hagyomdnyos nemesitési stratégidk mellett — szdnt6foldi novények esetében — a
molekularis markerekkel segitett nemesités is igéretes. A marker-segitett szelekcio sordn a
molekularis genetikai markereket, mint indirekt szelekcids eszkozoket hasznéljak a
novénynemesitésben. A technika alapjat a QTL (quantitative trait loci) adja. A QTL
kromoszoma régiokat jelol, amelyek mennyiségi jellegeket kodolnak. A mennyiségi
jellegeket — pl. a blza ¢és az arpa kaldszfuzaridzissal, vagy a kukorica aflatoxin-
akkumulaciéval szembeni rezisztencidjat — tobb gén hatdrozza meg. A molekularis
markerek a QTL-hez kapcsoltak (Buerstmayr és mtsai. 2002, 2003, Somers €s mtsai. 2003,
Paul és mtsai. 2003).

3./3.1.2. Biokompetitiv exkl(zio

Biokompetitiv exkluzié — vagy biokompetitiv kizards — technikdja (Horn és mtsai.
2001) pl. az aflatoxin-termelé A. flavus és A. parasiticus izolatumok bioldgiai kontrollja
atoxinogén A. flavus izolatumok felhasznalasaval. A bioldgiai kontroll soran alkalmazott
atoxinogén A. flavus és A. parasiticus torzsek hatékonyan csokkentették a foldimogyord
esetében az aflatoxin-szennyezettséget. A Circle One Global nevii cég (USA) kizarolagos
licensszel rendelkezik a fent leirt moédszer alkalmazaséra a foldimogyorofoldeken.

Az endofita Enterobacter cloaceae jelenléte a kukoricagyokerekben alacsonyabb
fumonizin-szintet eredményezett (Cleveland és mtsai. 2003). Manduldbol és pisztaciabol
izolalt élesztOk szintén igéretes A. flavus elleni biokontroll agensek (Cleveland és mtsai.

2003).
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3./3.1.3. Génmanipulacio

Génmanipulacio soran vagy a novényi géneket modositjak, hogy a ndvény kevésbé
legyen fogékony a gombafertézésekre €s a mikotoxinokra; vagy detoxifikacioért felelds
géneket juttatnak be a ndvényi genomba. Erre példa a fumonizint szén-dioxidda
metabolizadld6 mikrobafajok azonositdsa, mely megnyitotta az utat olyan génmanipulalt
kukorica létrehozasa el6tt, amely lebontja a fumonizint (Duvick, 2001). A transzgénikus

kukoricandvényekben fumonizin-észterdz enzimeket expresszaltattak.

3./3.2. Mikotoxinok detektalasa/kimutatasa élelmiszerekben és takarmanyokban

3./3.2.1. Analitikai eljarasok ochratoxin A detektalasara

Az ochratoxinok jelenlétének kimutatdsara mind bioldgiai, mind kémiai eljarasokat
kifejlesztettek mar de a kémiai eljarasok az elsédleges fontossaguak. Az OTA-analizisnek
alappontjai a kovetkezOk: mintavétel, extrakcid, tisztitds, koncentracid, elvélasztas,
detektalds és mennyiségi meghatarozas, ezen kiviil a pozitiv mintdk megerdsitése. A
mintavétel nagyon fontos pont, mivel egy nem-reprezentativ minta érvénytelenitheti az
analizist. A mezOgazdasagi termékek szempontjabol kiemelten fontos a mintavétel, mivel
az OTA eloszldsa nagyon gyakran inhomogén. Az ochratoxinokat kozvetleniil lehet
extrahdlni az élelmiszerekbdl vagy szovetekbdl, ezt koveti a tisztitas, mieldtt a detektalasra
sor keriilne (Solfrizzo és mtsai. 1998, Valenta 1998). Az ochratoxinokat altalaban
lesavasitott szerves olddszerekkel (pl.: kloroform) extrahaljak, mivel az OTA neutralis és
lagos pH-értékeken disszocidlodik, vagyis nem miikddik az extrakcio. Alacsony
detektalasi értékeknél sziikséges 1épés a tisztitasi folyamat. A tisztitdsi 1épés kivitelezhetd,
folyadék-folyadék elvalasztassal, Na-bikarbonat oldatot alkalmazva, vagy szilard fazisu
extrakcioval (Valenta 1998). Kifejlesztettek egy monoklonalis antitest-alap
immunoaffinitdsu oszlopot is, mely helyettesitheti a hagyomanyos, olddszeres tisztitasi
1épést (Sharman és mtsai. 1992, Ueno €s mtsai. 1991).

Az elsd, OTA-ra kifejlesztett kémiai detektalasi eljards egy spektrofluorometrias
detektalas volt, melyben karboxipeptiddz A-t alkalmaztak (Hult és Gatenbeck 1976).
Késoébb joval érzékenyebb kromatografids metodikdkat fejlesztettek ki az OTA
kimutatasara. Ilyen példaul a vékony-réteg kromatografia (TLC) vagy a nagy teljesitményii
TLC alkalmazasok, melyeket még széles korben hasznalnak a mezdgazdasagi termékek
OTA-szlirésére (Valenta 1998). Az arpa- és zold kavébab-mintdk OTA-tartalmanak
analizisére kifejlesztettek egy fluorescens detektalassal parositott HPLC technikat, amit

mar tobb mint 20 éve széles korben alkalmaznak (Hunt és mtsai. 1980). A kromatografias

23



technikdk mellett immunokémiai eljarasokat is kifejlesztettek az élelmiszer-articikkek
OTA-tartalmanak gyors sziirésére (Yu ¢és mtsai. 2005, Barna-Vetrd és mtsai. 1996, Zheng
¢s mtsai. 2005). A legljabb laboratoriumi vizsgalatokban, az ELISA sikeresen
alkalmazhaté eljards a borok OTA-tartalmanak kimutatdsara, és Osszehasonlithatd a
HPLC-analizis soran kapott eredményekkel (Ratola és mtsai. 2006). A legtobb esetben két

fliggetlen analitikai eljarast hasznalnak a pozitiv mintak igazolasara.

3./3.2.2. Az ochratoxin A molekularis bioldgiai detektalasa

Az OTA-t termel6 gombak molekuldris biologiai detektalasara tobb kiilonbozo
megkozelitést  hasznaltak. Schmidt ¢és mtsai. (2004a, 2004b) fajspecifikus
inditoszekvencidkat (primereket) alkalmaztak az A. ochraceus és A. carbonarius AFLP-
profilon alapulé detektalasara, és ezen primereket alkalmaztdk e torzsek mennyiségi
meghatarozasara kavébab esetében. Fungaro (2004) ¢s Voetz (2002) tervezett primerek
RAPD-technika segitségével kiilonitették el az A. carbonarius valamint az OTA-termel6
Aspergillus és Penicillium torzseket. A Perrone és mtsai. (2004) altal kalmodulin
génszekvenciara tervezett primerek a A. carbonarius és A. japonicus elkiilonitését teszik
lehetévé. A Haugland és mtsai (2004) altal alkalmazott primerek az ITS 1 és 2 rRNS gén
szekvenciajan alapulnak és szamos Aspergillus és Penicillium faj, tobbek kozt az A.
ochraceus, A. niger, A. carbonarius és P. verrucosum elkiilonitését teszik lehetévé.
Hasonl6 primereket fejlesztettek ki Patino és mtsai (2005) is. Mule és mtsai (2006) valos
idejii (real time) PCR technikat alkalmazva azonositottak az A. carbonarius-t sz616rél a
kalmodulin génre tervezett fajspecifikus primerek segitségével. Napjainkban Susca as
(PCR-single-stranded conformational polymorphism) modszert fejlesztettek ki. E technika
segitségével 11 faj, tobbek kozt A. brasiliensis, A. foetidus, A. aculeatus, A. uvarum, A.
japonicus, A. elliptikus, A. heteromorphus, A. carbonarius és A. ibericus bizonyult
elkiilonithetonek eltéré PCR-SSCP profilja alapjan.

O’Callaghan és mtsai. (2003) poliketid-szintazokat (PKS) azonositottak az A.
ochraceus fajbol, melyek részt vesznek az OTA bioszintézisében. E szekvencidkhoz
tervezett primerek segitségével azonositottak az OTA-termeld gombékat, tobbek kozt az A.
ochraceus, A. alliaceus, A. carbonarius, A. niger és Penicillium fajokat (Dobson és
O’Callaghan, 2004). Mas kutatok is fejlesztettek ki PKS-specifikus primereket OTA-
termel6 Aspergillus fajok azonositasara (Borgida és mtsai. 2003, Dao és mtsi. 2005, Téth
¢s mtsai. 2004). Mostanaban Schmidt-Heydt és Geisen (2007) kifejlesztett egy mikrorend
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(microarray) technikat kiilonb6zé mikotoxin-termelé gombak detektalasara, mely technika
az aflatoxin, trichothecén, fumonizin, patulin €s ochratoxin bioszintézisének utvonaldban

résztvevd gének szekvenciain alapul.

3./3.3. Raktari (post-harvest) kontroll
A mikotoxin-tartalmii mezdgazdasagi termények dekontaminacidja ,,fertdtlenitése”
torténhet fizikai, fizikokémiai, kémiai és (mikro)biologiai eszkozokkel. A detoxifikéacios

miiveletekkel szemben tamasztott kovetelmények a kovetkezok:
e ne csokkenjen az ¢lelmiszer tapértéke és fogyaszthatdsaga

e ne valtozzanak meg a termék technoldgiai - a tovabbi feldolgozas szempontjabol

szlikséges - tulajdonsagai
e az eljaras miszakilag és gazdasagilag nagylizemi szinten is kivitelezhetd legyen
e akeletkezd bomléastermék(ek) ne legyenek toxikusak

e a gombaspodrak és micéliumok eliminalasa, hogy ujabb toxin ne termelddjon

gazdasagilag teljesitheto legyen (a fert6tlenitett élelmiszernek az ara alacsony legyen)

3./3.3.1. Fizikai modszerek

Mechanikai szeparécio, stirliség szerinti kiilonvalasztas, szin szerinti osztalyozas révén
a gabonaszemek mikotoxin-tartalma jelentésen csokkenthetd. Egyszerii &tmosasi eljarasok
(vizzel vagy Na-karbonat oldattal) csokkentik a deoxinivalenol, zearalenon és fumonizin
200 °C-on ¢és mikrohulldmt kezelést (trichotecének). Gamma-sugarzassal sikeresen

kontrollaltak a takarméany ochratoxin-szintjét (Refai és mtsai. 1996).

3./3.3.2. Fizikokémiai modszerek

Masik modszer a mikotoxinok detoxifikadlasara az adszorbensek alkalmazasa: a
mikotoxin-koté adszorbensek hasznélata a leginkabb alkalmazott fizikokémiai modszer,
hogy megvédjék az allatokat a mikotoxinnal szennyezett takarmany artalmas hatdsaival
szemben. A takarmanyhoz adott adszorbensek képesek szorosan kotni, immobilizalni a
toxinokat, ezaltal csokkentik azok felszivodasat az allatok gasztrointesztindlis traktusdban.
Az adszorpci6é hatékonysaga fiigg az adszorbens és a mikotoxin kémiai szerkezetétdl.

Mieldtt azonban ezt a mddszert a gyakorlatban is alkalmaznak, meg kell vizsgalni, hogy az
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adszorbens nem gatolja-e létfontossagli tapanyagok felszivodasat a taplalékbol. Néhany
példa az alkalmazott adszorbensekre:

e Hidratalt natrium-kalcium-aluminoszilikat (HSCAS): legjobban az aflatoxin Bl
ellen, kismértékben a zearalenon és az OTA ellen hatékony.

e Aktiv szén (AC): hatékony az aflatoxin Bl ¢és a T-2 toxin ellen, ezen kiviil képes
adszorbedlni a fumonizin Bl-et és az OTA-t vizes oldatban, de in vivo nem
miikodik (Solfrizzo és mtsai. 2001, Rotter és mtsai. 1989).

e Kolesztiramin (CH): hatékony a zearalenon, a fumonizin B1 és az OTA ellen
(Ramos és mtsai. 1996, Kerkadi és mtsai. 1998).

e Bentonit: hatékony a T-2 toxinnal szemben, az aflatoxin elleni hatékonysaga
kérdéses (Ramos és mtsai. 1996).

¢ Divinilbenzén-sztirén polimerek: T-2 toxinnal szemben hatékony.

e Polivinilpirrolidon (0,2%): deoxinivalenollal (DON) szemben hatékony.

3./3.3.3. Kémiai modszerek

Szamos vegyliletet — pl. kalcium-hidroxid-monometilamin, natrium-biszulfit, 6zon,
klorgaz, hidrogénperoxid, aszkorbinsav, hidroklorsav, kén-dioxid, formaldehid, ammonia
¢s ammonium-hidroxid — hatasosnak taldltak tobb mikotoxinnal szemben, mint pl. a
deoxinivalenol, zearalenon, T-2 toxin, aflatoxin és a fumonizin. Aflatoxin-szennyezett
takarmany detoxifikalasara a legelfogadottabb modszer az ammonizalas, amit az USA-ban,
Franciaorszagban, Nagy-Britanniaban ¢és Afrikdban sikeresen alkalmaznak is. Az
ammonizalas azonban nem hatdsos a fumonizinnel szemben. A natrium-biszulfit a
leghatékonyabb a deoxinivalenol ellen, bar a kezelés miatt a gabona nem alkalmas
kozvetlen emberi fogyasztasra. Az Europai Kozosségben nem engedélyezik a kémiai
kezelést olyan arucikkek esetében, melyeket emberi fogyasztasra szannak. A vegyszerek a
kovetkezd csoportokba sorolhatok: savak, bazisok (ammonia, natrium-hidroxid), oxidalo
reagensek (hidrogénperoxid, 6zon), redukalo dgensek (biszulfid, cukrok), klorozo dgensek
(klor), sok és kevert reagensek (formaldehid). A kémiai mddszereket gyakran kombinaljak

a fizikai modszerekkel, hogy tovabb emeljék a dekontaminécid hatékonysagat.
3./3.3.3.1. Kémiai maddszerek az ochratoxin A detoxifikalasara:

A formil-, propion- €s szorbitsav degradéalja az OTA-t 0,25-1%-0s koncentracio esetén

3-24 ¢6ra alatt. Az ammonizalds majdnem teljesen lebontja az OTA-t kukoricdban, buzaban
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¢s arpaban. A hokezelés 0,5% natrium-hidroxiddal vagy az autokldvozas szintén hatasos

(Scott, 1996). Na-hipokloritos kezelés sordn is megfigyelték az OTA lebomlasat.

3./3.3.4. Biolégiai modszerek

A biologiai detoxifikacio definialhatd 0gy, mint a mikotoxinok enzimatikus
degradacioja vagy biotranszformacidja, amit egy sejt, vagy egy enzimrendszer segitségével
érmek el. Masik szemlélet szerint a biologiai modszerek kozé sorolhatdé még a

biokompetitiv dgensek €s a genetikailag modositott ndvények alkalmazésa is.

3./3.3.4.1. Bioldgiai modszerek az ochratoxin A detoxifikalasara

Szamos tanulmény foglalkozott mar az OTA bioldgiai lebontasaval (detoxifikalasaval).
Széles korben vizsgéltak mikroorganizmusokat, hogy képesek-e lebontani az OTA-t, vagy
atalakitani ochratoxin a-vd (nem toxikus), vagy mas kevésbé toxikus vegyiiletekké. A
mikrobékat és az enzimeket a 4. tablazat foglalja 6ssze.

A szarvasmarha és a juh gasztrointesztinalis traktusaban, els6sorban a benddben €16
mikroorganizmusok enzimeik segitségével szintén képesek bontani az OTA-t, ilyen
mikroba pl. a Butyriovibrio fibrisolvens (Westlake és mtsai. 1987; Galtier és Alvinerie
1976; Hult ¢és mtsai. 1976; Xiao és mtsai. 1991). A human bélmikroflora is képes kis
amelyek képesek a toxikus OTA-t ochratoxin a-va alakitani folyadékkultaraban, ilyenek a
Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium, Acinetobacter calcoaceticus,
Phenylobacterium  immobile,  Streptococcus  salivarius  subsp.  thermophilus,
Bifidobacterium bifidum (Skrinjar és mtsai, 1996). Bacillus pumilus esetében olyan
antifungélis metabolitokat izolaltak, melyek akadalyozzdk az OTA-termelést (Munimbazi
¢s Bullerman 1998). Szamos gerinctelen allatra is toxikus hatdssal van az OTA példaul a
Helicoverpa zea-re (Kukorica bagolylepke), és a Carpophilus hemipterus-ra (Aszalvany
bogar), de bizonyos ¢él6lényekre, példaul az Anagasta kuehniella-ra (Lisztmoly) nincs
hatéssal, igy ezek a rezisztens éllatok esetleges forrasai lehetnek az OTA-detoxifikalo
enzimeknek (Wright és Harein 1982, Karlovsky, 1999). Kukorica-, paradicsom- és buza-
sejtkulturak vizsgalata soran kideriilt, hogy az OTA atalakul més 6sszetevokké. Az OTA
toxicitasanak csokkenéséért a transzformacids reakciok lehetnek feleldsek, pl. az észter- és

peptidkotés hidrolizise, a metilacid, illetve a hidroxilacié (Ruhland és mtsai. 1994).
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Eleszté sejtfal-preparatumait és mas élesztéfajokat szintén felhaszndlnak OTA-
adszorpcidohoz (Hua 2003, La Penna ¢és mtsai. 2004, Petersson és Schnurer 1995). Bejaoui
¢s mtsai. (2004) sikeresen alkalmaztak inaktivalt Saccharomyces fajokat OTA-tartalma
sz0l6levek dekontaminalasara.

A mikroorganizmusok sziirése (Screen) soran szdmos mikrobardl kidertiilt, hogy képes
atalakitani az OTA-t egy kevésbé toxikus vegyiiletté. Erre a detoxifikaciora szamos példa
sorolhaté fel, igy példaul az A. niger az OTA-t ochratoxin a-va alakitja, melyet tovabb
bont egy ismeretlen anyagga. A reakciout, amely az izokumarin gytrii felnyildsahoz vezet,
mindeddig ismeretlen (Varga és mtsai. 2000). Ezen atoxinogén A. niger torzs OTA-bontasi
kinetikajanak vizsgalata soran kideriilt, hogy a CBS 120.49 jelii A. niger torzs hatékonyan
eliminalja az OTA-t szilard és folyékony kozegbdl egyarant. Az A. niger karboxipeptidaz
A és lipaz enzimei alakitjak 4t az OTA-t ochratoxin o-va és fenilalaninna (Deberghes és
mtsai. 1995, Stander és mtsai. 2001) (4. abra). Az A. fumigatus és A. japonicus fajokrol
isleirtak, hogy képesek bontani az OTA-t (Varga és mtsai, 2000).

Abrunhosa és mtsai (2002) fekete Aspergillus és egyéb Aspergillus fajokat, ezen kiviil
mas gomba izolatumokat teszteltek OTA-bontd képességre. A tesztelt fajok 67%-a (51
izolatum) képes volt degradalni a toxin tobb mint 80%-at YES-Difco (éleszt6-szachardz)
taptalajon. Penicillium ¢és Cladosporium fajok a kezdeti toxinmennyiség 80%-at
eliminaltak, az Alternaria sp., Botrytis cinerea és Emericella nidulans a kezdeti toxin
mennyiség tobb mint 50%-at degradaltak. Harmincot fekete Aspergillus torzs (a tesztelt
izolatumok 95%-a) képes volt elbontani a kezdeti toxin mennyiség 80%-at. Az OTA-
lebontas termékei megegyeztek az Osszes tesztelt fekete Aspergillus fajnal, ezen
Osszetevok retencios ideje kozel volt az ochratoxin a-¢hoz. Az egyéb tesztelt Aspergillus
izolatumok koziil két ochratoxin-termeld faj (A. alliaceus, A. ochraceus) nagy
mennyiségben termelt ochratoxint, kovetkezésképpen az OTA szintje hat napos inkubacid
utan meghaladta a kezdeti hozzdadott mennyiséget. Az atoxinogén A. ochraceus és A.
wentii nagymértékben bontotta az ochratoxint, viszont itt olyan degradacios termékek
jelentek meg, amiket a fekete Aspergillus fajoknal nem tapasztaltak. A pozitiv eredmények
alapjan néhany fajbol megprobaltak kitisztitani a hidrolizisért felelés enzimet, amely
feltehetdleg egy metalloenzim, mely a karboxipeptiddz A-hoz hasonldan hat (Abrunhosa és

mtsai. 2006; Abrunhosa és Venancio 2007).
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Enzimek alkalmazasa lenne a legmegfelelobb az OTA lebontasara: kiilonbozo
degradacios enzimek génjeit be lehetne juttatni atoxinogén izolatumokba. Szamos hidrolazt
teszteltek OTA-bontd képességre nézve. Az emlds karboxipeptidaz A képes elhasitani az
ochratoxint. A lipazrol kozismert, hogy hasitja az amino-kotéseket, ebbdl addddan
felhasznaljadk peptidek bontasara kereskedelmi eljarasokban (Stander és mtsi. 2000).
Huszonharom kereskedelmi hidrolazt teszteltek: lipazokat és észterazokat vizsgaltak OTA-
hidrolizal6 képességre nézve. Mindségi elemzést végeztek vékonyréteg kromatografiaval
(TLC), melybdl kideriilt hogy csak egy A. niger-bdl preparalt lipaz volt képes degradalni
az OTA-t. Ezt HPLC-analizissel is megerésitették. Nagyon valoszinii, hogy protedazok
vagy amidazok voltak felelések a hidrolitikus aktivitasért. Tisztitott enzimet szintén
hasznaltak OTA-degradaciora, ami atalakithat6 olyan lipadzza, amelynek szubsztratja a p-
nitrofenil palmitin. Az eredmények alapjan az A. niger lipaza az OTA-t fenilalaninna és

ochratoxin a-va degradalja (Stander és mtsi. 2000).

HOOC o OH o o OH o
| | | |
NH 0 COOH
" 1 v ©\)\
NH,
Cl cl

ochratoxin A ochratoxin o L-fenilalanin

4. abra A karboxipeptidaz A enzim ochratoxin A-bontésa.
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4. tablazat Ochratoxin-bontd mikroorganizmusok ¢és enzimek.

Mikroorganizmusok / enzimek

Referencia

Baktériumok
Rumen mikrobak

Butyrivibrio fibrisolvens

Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium sp.
Bacillus subtilis, B. licheniformis
Acinetobacter calcoaceticus
Phenylobacteriumimmobile

Nocardia corynebacterioides, Rhodococcus
erythropolis, Mycobacterium sp.
Lactobacillus sp.

Eubacterium callenderi, E. ramulus,
Streptococcus pleomorphus, Lactobacillus
vitullinus, Sphingomonas paucimobilis, S.
saccharolytica, Stenotrophomonas nitritreducens,
Ralstonia eutropha, R. basilensis, Ochrobactrum
sp., Agrobacterium sp.

Talajbaktériumok

Protozoak

Gombak

Aspergillus niger, A. fumigatus

A. niger, A. versicolor,A. wentii, A. ochraceus
A. niger, A. japonicus

Pleurotus ostreatus

Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae, S. bayanus

Rhizopus stolonifer, R. microsporus, R.
homothallicus, R. oryzae

Trichosporon mycotoxinivorans

Phaffia rhodozyma

Kloeckera apiculata

Enzimek

A. niger lipaz

karboxipeptidaz A

Kereskedelmi proteazok
Kereskedelmi hidrolazok
A. niger enzim

Galtier és Alvinerie, 1976; Hult és mtsai.
1976; Akiyama, 1997

Westlake és mtsai. 1987

Skrinjar és mtsai. 1996

Bohm és mtsai. 2000

Hwang és Draughon, 1994

Wegst ¢és Lingens, 1983

Holzapfel és mtsai. 2002

Piotrowska és Zakowska, 2000
Schatzmayr és mtsi. 2004, 2006

Mortensen és mtsai. 2006
Oznipar és mtsai. 2002

Varga ¢és mtsai. 2000
Abrunhosa és mtsai. 2002
Bejaoui és mtsai. 2006
Engelhardt, 2002

Piotrowska és Zakowska, 2000
Bejaoui és mtsai. 2004

Varga és mtsai. 2005

Molnar és mtsai. 2004, Politis és mtsai. 2005

Peteri és mtsai. 2007
Angioni és mtsai. 2007

Stander és mtsai. 2000

Pitout 1969; Deberghes ¢s mtsai. 1995;
Stander és mtsai. 2001

Abrunhosa és mtsai. 2006

Stander és mtsai. 2000

Abrunhosa és Venancio 2007
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3./4. A RHIZOPUS NEMZETSEG JELLEMZESE

A Rhizopus nemzetség korabban a Mucoraceae csaladhoz tartozott, jelenleg viszont az
Absidiaceae csaladba soroljak, mely az egyik legnagyobb a Mucorales rendben.
Morfologiai alapon Schipper (1984) 3 fajcsoportot (Rh. stolonifer-csoport, Rh. oryzae-
csoport, Rh. microsporus-csoport) kiilonboztet meg a nemzetségen beliil, és minddssze ot
fajba vonja Ossze az addig attekinthetetleniil nagyszamu fajleirds alapjan létrehozott
fajokat. Kés6bbi DNS-renaturacids kinetikai vizsgéalatok lényegében igazoltdk ezt a
felosztast (Ellis, 1985; 1986). Mostandban az izoenzim-analizist és a RAPD-modszert
alkalmazzak a Rhizopus fajok taxondémiai tanulmanyozasahoz. Az izoenzim-analizist az
intra- és inter-specifikus eltérések leirdsara haszndljdk a taxondmiai vizsgalatok soran
(Liou és mtsai. 2001). A RAPD-analizis feltarja a genetikai valtozékonysagot Rh.
stolonifer fajokon beliil (Vagvolgyi és mtsai. 2004), bar Rhizopus-csoportok kozotti
filogenetikai kapcsolatok ¢és a Rh.stolonifer-csoport meghatarozasanak kritériumai még
nem tisztdzottak (Liou és mtsai. 2007). Ma mar a molekularis genetikai megkdzelitések
altaldnosan hasznalatosak a fonalasgombak esetében is, és alapvetéek a modern
taxonémidban (Binder és Hibbett, 2002; O’Donnell és mtsai. 2001; Voigt és mtsai. 1999).

A nemzetségbe tartozd6 gombak jellegzetes morfoldgiai képletei a rizoidok és
sztolonok, ezek megléte kiilonbdzteti meg Oket a Mucor nemzetségtdl. A sztolonok
indaszeri 1éghifak, melyek ha érintkeznek a szubsztrattal sporangiumtartokat és azok
eredésénél rizoidokat ("gyokérszerli léghifdkat") fejlesztenek. Nem elagazo
sporangiumtartoik egyértelmiien megkiilonboztetik ezeket a fajokat a Thermomucor és
Rhizomucor nemzetségek tagjaitdl (ezek elagazd sporangioforokkal rendelkeznek). A
sporangiumtartok magéanyosan vagy csoportosan fordulnak eld, sok spords, terminalis
sporangiumokat hoznak létre. A sporangiumok gombszerliek, éretten sziirkés-barnas
szintiek. Sporangiosporaik ellipszoid alaktiak, szogletesek, soha nem gombszeriek. A
zigosporak szemolcsokkel vagy bardzdakkal diszitettek. A micéliumon az oldaliranyban
novekedd zigofor kémiai indukcid hatdséara talalja meg a vele kompatibilis hifanytlvanyt.
A két gametangium kozt a fizios szeptum feloldasaval lejatszodik a plazmogamia, amelyet
a kariogamia kovet. Az igy kialakult zigosporangiumban jon 1étre a zigospora.

A Rhizopus nemzetség képvisel6i konnyen izolalhatok a természetbdl. El6fordulnak a
talajban, gyiimolcsokon, kiillonbozd élelmiszereken, mindenféle bomld anyagon, és
gyakran okoznak laboratoriumi kontaminaciot is. Novénykarositoként az Rh. stolonifer

szerepét tartjadk legmeghatarozobbnak. Az 4ltala okozott lagyrothadast konnyt
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Osszetéveszteni a Mucor fajok (kiilonosen az M. piriformis) altal kivaltott tiinetekkel
(Smith és mtsai. 1979; Michailides, 1991). Az Rh. stolonifer is képes egészséges
gyimdlcsot fertdzni és gylimodlesrothadast kivaltani (Wilson és Ogawa, 1979). A Rhizopus
fertdzések foleg a kovetkezd novényeket karositjdk: anandsz, avokado, barack, burgonya,
citrusfélék, cseresznye, foldieper, korte, paradicsom, lucerna, egyes keresztesviraguak,
szeder-, sz016- és tokfélék. Ezekbdl a fertdzésekbdl féleg az Rh. stolonifer tenyésztheto ki,
de a Rh. oryzae és a Rh. microsporus csoport tagjai is el6fordulhatnak.

A Rhizopus nemzetségbe tartoz6 gombakat nemcsak novénykarositod és raktari kartevo
szervezetekként, hanem fakultativ humanpatogén korokozokként is nyilvantartjadk. Az
altalaban sulyos kimenetelii, elsdsorban karosodott, vagy legyengitett immunrendszeri
betegeket érintd zigomikozisok leggyakoribb korokozoiként tartjdk ket szamon. Koziiliik
is a Rh. oryzae valtja ki a legtobb fertézést (Scholer és mtsai. 1983; Ribes, 2000; Whiteway
¢és mtsai. 1979).

Rhizopusok eléfordulnak kiilonb6z6 tavolkeleti fermentalt ételekben, mint pl. a tempeh,
ragi, koji. Kiilonosen a Rh. oryzae és Rh. microsporus csoport képvisel6it hasznaljak ilyen
célokra. Ezzel kapcsolatban vizsgéltdk mikotoxintermelésiiket is. Jelenleg az egyetlen
ismert és jellemzett Rhizopus toxin a rhizonin A, amelyet egyes Rh. microsporus térzsek
termelnek (Steyn és mtsai. 1983). Toxicitast mas torzsek esetében is detektaltak, de a

feltételezett mikotoxinokat nem azonositottak (Rabie és mtsai. 1985).
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3./5. PHAFFIA RHODOZYMA JELLEMZESE

Az 1960-as években Herman Jan Phaff izolalta elészor a Phaffia rhodozyma-t
karotinoidtermelé narancsvords sarjadzo élesztoként (Phaff és mtsai. 1972). Eldszor
Japanban és Eszak-Amerika északnyugati partvidékén kiilonbozé lombhullatd fak
nedveibdl izolaltdk, késObb azonban tovabbi torzseket izolaltak Oroszorszagban,
Finnorszagban, Chilében és az Egyesiilt Allamok més régidiban is. Az élesztdgombat
el6szor a Rhodozyma montanae-ként neveztél el, majd késobb felfedezdjérdl a nemzetség a
Phaffia (Miller és mtsai. 1976), az egyetlen ide tartozé faj pedig a Phaffia rhodozyma
nevet kapta. Az altala termelt karotinoidok koziil az asztaxantin bizonyult a {6
komponensnek, a festékanyag mintegy 85%-at kitéve, ezen feliil mas forrasokbol szarmazé
Andrewes és munkatarsai (1976) egy lehetséges bioszintetikus ttvonalat javasoltak az
asztaxantin-képzodésére Ph. rodozyma-ban.

Az izolatumok szinének intenzitasa torzsenként valtozo, de fligg a tenyészet koratol is
(Miller és mtsai. 1976, Johnson, 2003). Ezen élesztd szamos cukrot képes fermentalni
(gliikozt, szacharozt, raffindzt és maltozt), ellentétben a Rhodotorula rubra-val és a t6bbi
hasonlé karotinoid-termeldvel. Szokatlanul alacsony a fehérje-, viszont magas a lipid- és
szénhidréttartalma.

A morfologia, a tobbrétegli sejtfal, a Heterobasidiomyces ¢élesztokkel mutatott
hasonlosdg, az enteroblasztikus sarjképzodés, a metabolikus tulajdonsagok és a
pigmentacié alapjan feltételezték, hogy ez egy Basidiomycota csoportba tartozdo gomba,
bar Miller és mtsai (1976) nem vizsgaltdk a faj szexudlis életciklusat. Ezért a
Deuteromycotina (Blastomycetes) csoportba tartozd fermentald élesztéként soroltak be.
Golubev (1995) ezt kovetden meghatarozta a szexualis ciklusat, beleértve a homothallikus
mating-et az anyasejt €s a sarja kozott, és végill bizonyos fajokban hosszi
holobazidiumokat ¢és termindlis bazidiospordkat figyelt meg. A teleomorf alakot
Xanthophyllomyces dendrorhous néven, 0 fajként irtak le, és a Ph. rhodozyma CBS 5905
torzset a X. dendrorhous anamorf alakjanak vélték. Az anamorf élesztd tipustorzsének a
Ph. rhodozyma UCD 67-210-et jelolték ki, melyet kés6ébb, mint teleomorf fajt helyeztek
torzsgytijteménybe CBS 5905 (ATCC 24202) (Xanthophyllomyces dendrorhous).

Az 1990-es években a Phaffia/Xanthophyllomyces izolatumok tovabbi biokémiai,
filogenetikai ¢és taxondmiai jellemzéséhez kiilonb6z6 molekuldris megkozelitéseket

alkalmaztak. Az elektroforetikus kariotipizalds eredményeit megvizsgaltdk egy contour-
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clamped homogén elektromos mezdvel (Nagy és mtsai. 1994; Adrio és mtsai. 1995) és
OFAGE (orthogonal field alternation gel electrophoresis) médszerrel (Nagy és mtsai.
1995a, 1995b) ezzel felfedve a Iényeges kromoszdmahossz-polimorfizmusok meglétét
torzsek kozott. A haploid sejtek pontos kromoszomaszdm meghatdrozasa nehéz a
kromoszémalis DNS ko-migracidja miatt, mindazonaltal optimalizalt szeparacios
koriilmények kozott jobb eredmény érhetd el, és joval pontosabban meghatarozhato a
kromoszémaszam (Palagyi és mtsai. 1996; 1999). Egy més megkdzelités, a radioaktivan
jelolt kromoszoma-atrendezddés, szintén alkalmazhatd, hogy pontos adatot szereziink a
genom méretérdl (Nagy €s mtsai. 1996; 1997). Ezen a kisérletek alapjan a torzsek becsiilt
teljes genommérete 15,4 és 23,2 Mbp kozott valtozik. Néhany faj, melyeket el6zdleg
azonos eredetiinek tekintettek, eltéréseket mutatott az elektroforetikus kariotipuséban, és a
Phaffia rhodozyma tipus torzse (CBS 5905) esetében lényeges kiilonbséget mutattak ki a
kromoszdémaszam ¢és genomméret tekintetében.

Varga ¢és munkatarsai (1995a; 1995b) izoenzim analizissel kiilonbdz6 Ph. rhodozyma
torzseket hasonlitottak Gssze, €és azt a kovetkeztetést vontak le, hogy az izoenzim-markerek
joval hasznalhatobbak, mint a RAPD- vagy a riboszomalis DNS-analizis. A vad tipusu
izolatumok szénforrds-asszimilacidos mintazatat vizsgaltdk Palagyi és munkatarsai (1998;
2001). Strukturalis és filogenetikai analizisekben a Ph. rhodozyma aktin génje (Wery és
mtsai. 1996), a Ph. rhodozyma intronok szerkezete igazoltan hasonlé a bazidiumos
Filobasidiella neoformans (perfekt alakja Cryptococcus neoformans) génjével és
intronjaival. A Ph. rhodozyma intronok kivagddasa mas, mint az aszkuszos Saccharomyces
cerevisiae esetében.

Castillo és Cifuentes (1994) dupla-szali RNS-t (dsRNS) és virus-szerti partikulumokat
detektaltak bizonyos Ph. rhodozyma izolatumokban, mig Pfeiffer és munkatarsai (1996)
eltéréseket talaltak Phaffia fajok kozott, ez egyarant vonatkozott a gazdasejtben 1évo
dsRNS-ek szadmara és hosszusagara. Szintén megvizsgaltdk a VLP-k basidiosporakon
keresztiil torténd atadasat a szexudlis ciklus alatt.

Mas molekularis technikak ugyancsak sikeresen hasznalhatoak a Ph. rhodozyma fajok
jellemzésére. Palagyi és munkatarsai (2004) elvégeztek egy RAPD-analizist 13 Phaffia/
Xanthophyllomyces  ¢leszttorzzsel, ezutan a  RAPD-adatokat  felhasznaltak
klaszteranalizisre. Ezzel demonstraltdk az Osszefiiggést a kordbbi tanulmanyok
eredményeivel: a klaszterek egyike tartalmazta azokat az izolatumokat (beleértve a CBS
5905 jelt tipustorzset), melyek nem tudnak sporazni, de képesek légzésben hibas petite

mutansokat produkélni (Kucsera és mtsai. 1998). Ezeknek az izolatumoknak a genom
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mérete tobb mint 20 Mbp (Nagy és mtsai. 1994). A masik klaszter a sporazni képes, petite
negativ Xanthophyllomyces torzseket tartalmazta, melyek genom mérete koriilbelil 16
Mbp.

Felhasznalasa a takarméanyozéasban:

A Ph. rhodozyma vizsgalata az 1990-es években keriilt el6térbe, mint lehetséges idealis
takarmany-kiegészit0 €s természetes asztaxantin forras, mint hus- és tojasszinjavito, illetve
gyokfogo. Alkalmazasi teriilete elsdsorban pisztrangokra és egzotikus madarakra terjedt ki,
mivel ezek nem képesek pigmentanyagok szintézisére és szervezetiikben az éleszto-
asztaxantin konnyen abszorbedlédott. A vad torzs hozzavetleg 100-200 ppm /
szérazanyag mennyiségli pigmentet tartalmaz 6 nap tenyésztés utan, ezért nagy
mennyiségben kellett alkalmazni, mely nem volt gazdasagos. Elkezdddtek a biomassza ¢€s
a pigmentmennyiség novelését célzo kutatasok és optimalizalési kisérletek. Az elmult évek
soran nagy mennyiségl adat halmozddott fel a szaporitds optimalizalasaval, a lehetséges
szénforrasok alkalmazéasaval, a mutdcidos nemesitési lehetdségével kapcsolatban és

fokozottan asztaxantin-termeld Phaffia torzseket hoztak létre.
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3./6. AZ ASPERGILLUS NEMZETSEG JELLEMZESE

Az Aspergillus nemzetség teleomorf, szexualisan szaporodo alakjai az aszkuszos
gombak Eurotiales rendjének Trichocomaceae csaladjaba tartoznak (Webster, 1986;
Alexopoulos ¢s mtsai, 1996). A nemzetség anamorf alakjait a gombak Deuteromycetes
(Fungi Imperfecti) osztalyaba soroljak. Az Aspergillus nemzetség az cukariota fonalas
mikroszervezetek egyik legintenzivebben vizsgalt csoportja. A nemzetség tagjai
jelentdségiiket tobb tényezének is koszonhetik. Egyrészt ipari termelésben hasznosak,
tobbféle metabolit gazdasagos eldallitasara alkalmazhatok. Szamos fajukat alkalmazzak
kiilonbozd enzimek (pl. amildz, pektinazok, proteazok, glikdz-oxiddz), szerves savak (pl.
citromsav, glukonsav) termeltetésére, tavol-keleti ¢étel fermentaciokban, illetve
gyogyaszatban alkalmazott vegyiiletek, pl. antibiotikumok, vagy a lovasztatin eléallitasara.
Aspergillus fajokat alkalmaznak szteroidok biokonverzidjara, illetve pl. inzulin, kimozin
heterolog expresszidjara is (van Gorcom és mtsai, 1994). Szamos faj szklerdciumai
rovarellenes vegyiiletek forrasai (Wicklow és mtsai, 1994). Az Aspergillus nemzetség
gazdasagi szempontbol legjelentdsebb csoportjat a fekete Aspergillus fajok képezik,
melyeket pl. citromsav, amildz, pektindz, protedz, glilkdz-oxidaz eldallitasara alkalmaznak
a fermentacids iparban. Koziilik az A. niger rendelkezik az US Food and Drug
Administration altal adhatdé GRAS (,,generally regarded as safe”) mindsitéssel, azaz e faj
alkalmazasaval létrehozott termékek (enzimek, szerves savak) felhasznalhatoak
ételadalékként (Roehr, 1992; Berka és mtsai, 1992). Az Aspergillus fajok koziil még az A.
oryzae ¢és A. sojae rendelkeznek ilyen “bizonyitvannyal”.

Az Aspergillus fajok altal okozott kartétel is jelentds. Szamos Aspergillus faj
alacsony vizaktivitas-érték mellett is képes szaporodni (pl. A. chevalieri, A. amstelodami,
A. restrictus), ezért e fajok a tarolt gabonafélék raktari kartevoiként sulyos gazdasagi
karokat okoznak. Néhany Aspergillus faj (A. flavus, A. parasiticus) a gyapot, kukorica és
foldimogyoré elsddleges szant6foldi korokozdja a szubtropusi régiokban (Cotty €s mtsai,
1994). Vizsgélataink alanyai, mint gyengiiltségi parazitdk jelent6sek, mandulafak
koronarothadésat, hagyma feketepenészes rothadéasat, alma lagyrothadasat idézik eld. A
dohényfermentacio soran is tetemes karokat okozhatnak.

Az Aspergillus fajok human opportunista korokozoként is jelentések, az aspergillozis
kiilonb6z6 formainak el6idézoi (pl. a tidémikozist az A. fumigatus faj idézi eld). Fekete
Aspergillus fajok is eléidézhetnek mikozisokat, sot akar tiidomikozis kialakitasaban is részt

vehetnek. Extrém foglalkozasi betegségként jegyezték fel a fliszerpaprika kézi
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feldolgozasa idészakaban a paprika hasitasat végzé asszonyok kezén kialakuld koromagy
mikozist, amit a szaritas soran elszaporodo, elsdsorban A. niger okozott. Egyes biotopokon
nagy tomegben elszaporodva, lokalisan nagymennyiségii Aspergillus spora (konidium)
levegbbe kertiilésével igen erds allergén lehet, sokszor faji hovatartozastol fiiggetlendl is.
Bizonyos Aspergillus fajokat (A. flavus, A. terreus, A. tamarii, A. fumigatus és A. niger)
fontos szemfert6zést okozd patogénként tartanak szamon, melyek elsOsorban keratitiszt
okoznak (Chowdhary és mtsai, 2005; Kredics és mtsai, 2007; Thomas, 2003; Saha és
mtsai, 2006).

Néhany faj az emberre és allatokra veszélyes mikotoxinokat termel, melyek szintén
sulyos gazdasagi karokat okoznak vilagszerte. Els6sorban a gabonafélék fertdzottsége
okozhat problémat. Az import névényi termékek kozott a foldimogyorod és a kdvé komoly
szennyezésével kell szdmolnunk, de az utobbi idok ,,paprikabotranyaiért” is e toxinok a
felelosek. A gazdasagi szempontbol legfontosabb mikotoxinok kozé tartoznak pl. az A.
flavus, A. parasiticus és A. nomius fajok altal termelt karcinogén hatasu aflatoxinok, illetve
az A. ochraceus és szamos mas faj, igy a fekete Aspergillus fajok (pl. A. carbonarius, A.
niger) altal is termelt nefropatikus ochratoxinok (Abarca és mtsai, 1994; Téren és mtsai,
1996).

Az Aspergillus nemzetség eclméleti, bioldgiai jelent6ségét az adja, hogy a
nemzetségen beliil egyarant talalkozhatunk olyan szekcidkkal, amelyekbe teljes életciklust
szervezetek tartoznak (Nidulantes szekcid) olyanokkal is, ahova csak imperfekt fajok
sorolhatok (Nigri szekcid), és vannak, amelyekbe imperfektek mellett perfekt fajok is
talalhatok (Fumigati szekcid). A nemzetség biologiai szempontbol legjobban ismert faja az
A. nidulans (teleomorfja Emericella nidulantes), amelyet a fonalas aszkuszos gombak
kozott a Neurospora crassa-val, valamint a Saccharomyces cerevisiae és
Schizosaccharomyces pombe élesztégombakkal egyiitt a legrészletesebben tanulmanyozott
eukariota modellszervezetként tartanak szamon (Smith és mtsai, 1977).

A taxondémusok a nemzetség tagjait ugynevezett fajcsoportos rendszerbe soroltak.
Az egyes fajcsoportokat a csoportok legismertebb fajarol nevezték el: A. flavus, A.
nidulans, A. niger fajcsoport stb. (Raper és Fennell, 1965). A nemzetkdzi botanikai kod
szabalyai szerint (ijabban a szekcio elnevezést hasznaljak (Gams és mtsai, 1985), pl. Nigri

szekcid, Fumigati szekcid.
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3./7. KARBOXIPEPTIDAZ ENZIMEK JELLEMZESE

A pankredsz altal termelt emésztéenzimek két nagy csoportba sorolhatok:
endopeptidazok ¢€s exopeptiddzok. Az endopeptiddzok kozé tartozik a tripszin,
kimotripszin és az elasztaz. Ezek az enzimek egyiitt szekretdlodnak bizonyos
exopeptidazokkal: a karboxipeptiddz A-val és B-vel. A karboxipeptiddiz A (CPA) és a
karboxipeptidaz B (CPB) fejezi be az endopeptidazok altal elkezdett munkat: hidrolizaljak
az oligopeptideket a polipeptidlanc C terminalis vége feldl. A CPA az aromds, a CPB a
bazikus maradékokat preferalja — emlékeztetve a tripszin-kimotripszin komplementaritésra.

Ezek az enzimek inaktiv prekurzorokként szintetizalodnak, és csak kozvetleniil a
felhasznalodas elétt alakitodnak at aktiv enzimmé. A CPA esetében a teljes prekurzor 3
alegységbdl all, amely a tripszin hasitasa révén aktivalodik.

A CPA a polipeptidlancban a terminalis karboxil-csoporthoz legkdzelebb hidrolizalja a
peptidkdtést. A reakcid akkor megy végbe legkdonnyebben, ha a karboxil-termindlis vég
hidrofob jellegli: egy terjedelmes alifas vagy egy aromas oldallancot tartalmaz. A
hogy legyen. A masodik peptidkdtés integritasa szintén sziikséges a gyors hidrolizishez. A
hidrolizis lassii azon dipeptidek esetében, melyek szabad amino-csoporttal rendelkeznek.
Ha viszont az amino-csoport N-acilacio révén blokkolt, gyors a hidrolizis. A CPA észteraz
aktivitassal is rendelkezik. A peptidhidrolizishez hasonldéan az L-konfiguracid és az aromas
oldallancot tartalmaz6 C-terminalis vég a gyors észterhidrolizishez is szlikséges.

A CPA egy cink-metalloenzim, mely nagy konformécios valtozason megy at, amikor a
szubsztratot megkoti. Ez azt a célt szolgéalja, hogy a komponenseket egyiitt az aktiv
centrumba vigye - a cinkion harom enzimatikus csoportot (His-156, Glu-72 és His-69) és
vizet kot.

Szdmos nem-emésztd cink-karboxipeptidaz részt vesz hormondlis és neuropeptid
folyamatokban, bioaktiv peptidek aktivacidjaban illetve inaktivacigjaban, vagy szabalyozo
fehérjék funkcionalis modositdsaban, melyek szintén érdeklodés targyat képezik az
irodalomban.

Az emldsok gasztrointesztinalis traktusdban 1évé mikrobidta - beleértve a
szarvasmarhdk és a birkdk benddjében €16 mikroorganizmusokat is - képes degradalni az
OTA-t ochratoxin o-va. Bar az atalakitasért felelés mikrobat még nem azonositottak, azt
tudjak, hogy a konverziot a karboxipeptidaz A hajtja végre. A pankreész altal termelt CPA

szintén a bélbe iril. A szarvasmarha pankredsz altal termelt CPA-t izolaltdk és
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jellemezték, génszekvencidja ismert. A human prokarboxipeptidaz A2-t Pichia pastoris-
ban expresszaltattak, és részletesen jellemezték az aktivacids utjat (Reverter és mitsai.
1998).

Nagyon kevés informaciéo van a karboxipeptidazok tipusairdl és torzsfajarol eltérd
fajokban. A mai napig a legtobb tanulmany gombak esetében a szerin-karboxipeptiddzokra
és egy¢éb enzimekre fokuszal, pl.: Aspergillus spp. (Dal Degan és mtsai. 1992), Penicillium
sp. (Breddam és mtsai. 1986), Mucor racemosus (DiSanto és mtsai. 1992) és élesztok
eset¢ben (Endrizzi és mtsai. 1994), melyeket alaposan jellemeztek fizikokémiai
tulajdonsagra és specifitasra nézve. Egy ORF-et, melyrdl feltételezték, hogy egy
metallokarboxipeptidazt (YHT2) kodol, azonositottak a S. cerevisiae genomprojektben
(Johnston és mtsai. 1994).

Eddig a gombak kozil a Metarhizium anisopliae cink-karboxipeptidaz (MeCPA)
génszekvenciaja ismert (Joshi és Leger 1999). Egy rovar patogén gomba, a M. anisopliae
szekretalja a fert6zott szovetekbe, a pankredsz emésztéenzimeivel azonos funkciot lat el. A
MeCPA szekretalt (érett) formdja aminosavszinten legkdzelebb a human karboxipeptidaz
Al és A2 tipushoz all. Ellentétben a nagyon széles spektrumu A és B tipusu bakterialis
enzimekkel , a MeCPA-nak hidnyzik a B tipust aktivitdsa, aminosavak elleni timadésa. Az
enzimatikus bomlastermékek meghatarozzak a MeCPA specifitasat, mely szerint az emlds
A tipusu karboxipeptidazokhoz hasonlit leginkabb. Evoltucios szempontbol a gomba enzim
egy koztes allapot az eltérd A és B forma és az A forman beliil is az Al és A2 izoformak

kozott.
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4. CELKITUZESEK

Munkank sordn egy kiméletesebb dekontamindcios eljards (biologiai mddszer)
kifejlesztése volt a cél, mely lehetévé tenné a mezdgazdasagi termények/termékek
mikotoxin-szennyezettségének csokkentését.

Elsé 1épésként célunk volt széles korben megvizsgalni szdmos mikroorganizmust
(foleg fonalas- és ¢élesztdgombafajokat), hogy rendelkeznek-e OTA-bontd képességgel.

Célunk volt toxinbontasra pozitivnak bizonyult mikrobak (pl. Rhizopus fajok, a Ph.
rhodozyma) tovabbi vizsgalata, valamint a Ph. rhodozyma gombafaj OTA-adszorpcids és
degradald képességének vizsgalata, valamint annak tisztazasa, hogy milyen enzim(ek)
lehetnek feleldsek a detoxifikacioért. A kovetkezd kérdések meriiltek fel e téren:

e Milyen az izolatum OTA- bontasanak kinetikéaja?

e Milyen hatédssal van a hdmérséklet az OTA-degradaciora és az adszorpciora?

e Milyen hatassal van az OTA-adszorpciora a kiilonbdzo sejtkoncentracié és az
iddtartam?

e Esetleg az ochratoxin o-an kiviill mas bomlastermékek is keletkezhetnek (HPLC
analizis)?

e Milyen hatdssal vannak a kiilonb6zé karboxipeptidaz-inhibitorok az OTA-

degradaciora?

Terveink kozott szerepelt még a bontasért felelds enzim (karboxipeptidaz A) génjének
azonositasa és klonozasa a mar korabban OTA- bontoként azonositott A. niger (CBS
120.49 / N400) gombaizolatumban, mivel korabbi vizsgalatok szerint egy karboxipeptidaz-
szerli enzim lehet felelds az OTA bontasaért. Ezt a hipotézisiinket az alabbi lehetdségekkel
szerettiik volna alatdmasztani:

e A karboxipeptidaz A-t kodold gén expresszaltatasa Pichia pastoris ¢lesztéfajban, igy
tovabbi informacidk szerzése az enzimfehérjérol.
e A karboxipeptiddz A-t kodolo gén expresszaltatasa atoxinogén Aspergillus

gombafajokban.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5./1.1. A Kisérletek soran alkalmazott torzsek

A felhasznalt mikroorganizmusok jegyzékét az 5. és 6. tablazat tartalmazza.

5. tablazat: Az ochratoxin A-bonté képességre vizsgalt 51 Rhizopus izolatum.

Labor kod Izolatum Eredeti kod Izolatum eredete/szubsztrat
Rh 1 Rh. stolonifer SZMCO0506 Rp11 Illinois, USA/talaj
Rh?2 Rh. stolonifer TIM8A4 Fresno, California, USA/barack
Rh3 Rh. stolonifer TIM8AG6 Fresno, California USA/barack
Rh 4 Rh. stolonifer TIM8A7 Parlier, California USA,/barack
Rh5 Rh. stolonifer TIMBAS Parlier, California USA/barack
Rh6 Rh. stolonfer TIM8A9 Parlier, Califomia USA/barack
Rh7 Rh. stolonifer TIMSAII California, USA/-
Rh 8 Rh. stolonifer TIM8A12 Parlier, California,USA/barack
Rh9 Rh. stolonifer TIMSEBI Turlock, California, USA/barack
Rh 10 Rh. stolonifer TIM8B2 Turlock, California, USA/barack
Rh 11 Rh. stolonifer TIM5D9 Tulare, California USA/ nektarin
Rh 12 Rh. stolonifer TIM5D10 Tulare, California USA/ nektarin
Rh 13 Rh. oryzae TIMT7F2 Califomia, USA/-
Rh. stoloniferként
Rh 14 Rh. stolonifer TIMOC12 California, USA/-
Rh 15 Rh. stolonifer TIMO9DI Hanford, California USA/ barack
Rh 16 Rh. stolonifer TIM13FIO Hanford, California, USA/barack
Rh 17 Rh. stolonifer TIMI13Fll Fresno, California, USA/barack
Rh 18 Rh. stolonifer TIM24B2 Merced, California, USA/fiige
Rh 19 Rh. oryzae SZMCO495 Rpl2  Magyarorszag/-
Rh. stoloniferként
Rh 20 Rh. oryzae TIM0502 Magyarorszag/-
Rh. circinansként
Rh 21 Rh. circinans SZMCO0503 Magyarorszag/-
Rh 22 Rh. circinans SZMC0504 Magyarorszag/-
Rh 23 Rh. oryzae MUFSRS Rh. Dél-Afrika/-
microsporusként
Rh 24 Rh. oryzae SZMC0497 Szeged/-
Rh 25 Rh. circinans SZMC0498 Magyarorszag/-
Rh 26 Rh. arrhizus NRRL1526 -/-
Rh 27 Rh. microsporus var. NRRL514 Indonézia/fermentalt élelmiszer
oligosporus
Rh 28 Rh. tritici NRRL2908 Kina/kinai éleszto
Rh 29 Rh. delmar NRRL1472 -/-
Rh 30 Rh. microsporus var. NRRL6205 Indonézia/fermentalt élelmiszer
oligosporus
Rh 31 Rh. microsporus var. NRRL2710 Indonézia/fermentalt élelmiszer
oligosporus
Rh 32 Rh. homothallicus ~ NRRL2538 Guatemala/talaj
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Labor kod Izolatum Eredeti kod Izolatum eredete/szubsztrat
Rh 33 Rh. sp. SZMC 2001 Szeged/paradicsom
Rh 34 Rh. sp. SZMC 2002 Szeged/@szibarack
Rh 35 Rh. sp. SZMC 2003 Miskolc/-
Rh 36 Rh. sp. SZMC 2004 Szeged/did
Rh 37 Rh. sp. SZMC 2005 Szeged/rizs
Rh 38 Rh. sp SZMC 2006 Szeged/rizs
Rh 39 Rh. stolonifer var. ~ CBS609.82 -/Ragi (koles)
stolonifer
Rh 40 Rh. stolonifer var. ~ CBS403.51 Japan/-
stolonifer
Rh 41 Rh. stolonifer var. CBS389.95. -/-
stolonifer
Rh 42 Rh. stolonifer var. CBS347.49 Indonézia/fermentalt élelmiszer
stolonifer
Rh 43 Rh. stolonifer var.  CBS109.76 Svajc/kenyér
stolonifer
Rh 44 Rh. stolonifer var. CBS117.43 Hollandia/btiza
reflexus
Rh 45 Rh. stolonifer var. CBS320.35 -/-
reflexus
Rh 46 Rh. stolonifer var. CBS319.35 -/-
reflexus
Rh 47 Rh. stolonifer var. CBS398.95 -/-
lyococcos
Rh 48 Rh. oryzae CBS112.07 Hollandia/-
Rh 49 Rh. oryzae CBS260.28 Kina/kinai élesztd
Rh 52 Rh. sp SZMC 2007 Magyarorszag/-
Rh 54 Rh. sp SZNC 2008 Magyarorszag/-
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6. tablazat: Az ochratoxin A bontd képességre vizsgalt Phaffia/ Xanthophyllomyces

izolatumok és a transzformacios kisérletek soran alkalmazott Pichia és Aspergillus torzsek.

Izolatum neve Kédja Izolatum eredete

Phaffia rhodozyma CBS 5905 Hollandia, CBS
Xanthophyllomyces CBS 5908 Hollandia, CBS

dendrorhous

Xanthophyllomyces CBS 6938 Hollandia, CBS

dendrorhous

Pichia pastoris KM71H EasySelect "™ Pichia Expression

Kit (Invitrogen)
Pichia pastoris X-33 EasySelect " Pichia Expression

(vad tipus)
Aspergillus niger

Aspergillus niger
Aspergillus nidulans
Aspergillus fumigatus

Aspergillus niger

Aspergillus nidulans

CBS 120.49 / N400
JHC 607

SZMC 0552 / WT0307
NRRL 5587 /52
T55L (eredet JHC607)

T55C (eredet SZMC
0552)

Kit (Invitrogen)
Hollandia, CBS

Anglia, J.H. Croft’s fungal
collection, University of
Birmingham
Magyarorszag, SZMC

Illinois, USA, NRRL

Az Aspergillus
transzformacios kisérletekbol
szarmazo torzs
Az Aspergillus
transzformacios kisérletekbol
szarmazo torzs

5./1.2. A baktérium-transzformacio soran alkalmazott torzsek

Esherichia coli TOP 10 F és DH5a torzset alkalmaztunk a munkénk soran.
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5./2.1. A torzsek tenyésztéséhez felhasznalt taptalajok, tapoldatok

A Rhizopus, Pichia és Asperqgillus torzsek tenyésztéséhez felhasznalt taptalajok és

tapoldatok:
Eleszt6-szacharéz tapoldat (YES): 2% ¢élesztd kivonat; 15% gliikoz

Eleszt6-gliikéz tapoldat (YEG): 1% gliikoz; 0,5% élesztSkivonat
Eleszté-gliikéz taptalaj (YEG): 1% gliikoz; 0,5% élesztSkivonat; 2% agar

Eleszt6-pepton-gliikéz taptalaj (YPD): 2% pepton, 2% gliikkdz, 1% élesztékivonat, 2%

agar

E. coli baktériumtorzsek tenyésztéséhez felhaszndlt tptalaj és tdpoldat:

Luria-féle taptalaj (LB): 1% NaCl; 1% tripton; 0,5% élesztOkivonat; 1,5% agar
Luria-féle tapoldat (LB): 1% NaCl; 1% tripton; 0,5% ¢élesztOkivonat
(Mindkét esetben 100 pg/ml ampicillin antibiotikummal egészitettiik ki a transzformans

torzsek szelekcidjahoz).

Phaffia rhodozyma/Xanthophyllomyces dendrorhous éleszt6torzsek tenyésztéséhez
felhaszndlt taptalaj és tapoldat:

Phaff-féle tapoldat (PM): 0,5% ¢lesztokivonat; 1% glikoz; 0,5% pepton; 0,2%
malatakivonat (pH 6,0)
Phaff-féle taptalaj (PM): 0,5% ¢élesztOkivonat; 1% gliikoz; 0,5% pepton; 0,2%

malatakivonat; 2% agar (pH 6,0)

5./2.2. Pufferek és oldatok
Genomi DNS tisztitashoz hasznalt anyagok:

LETS puffer: 0,1 M LiCl; 10 mM EDTA; 10 mM Tris (pH 8); 0,5% SDS

PCI: fenol : kloroform : izoamilalkohol 25:24:1 aranyu keveréke
CI: kloroform : izoamilalkohol 24:1 aranyt keveréke

RNéz A (Sigma) 10 mg/ml toérzsoldat 10 mM Tris-HCI, 15 mM NacCl oldatban

Gélelektroforézishez hasznalt anyagok:

TAE puffer: 40 mM Tris-ecetsav (pH 7,6); 1| mM Na,EDTA

Agaroz gél: 0,8% vagy 1% agardz TAE pufferben oldva
Etidium-bromid térzsoldat (Sigma): 10 mg/ml desztillalt vizben oldva
Mintapuffer: 40% szacharoz; 0,25 M bromfenolkék; 0,2 M EDTA; pH 8
6x DNS mintapuffer (Fermentas)
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crer

100 mM CacCl, oldat
TCM puffer: 10 mM Tris (pH 7,5); 10 mM CaCl,; 10 mM MgCl,
X-gal: 20 mg/ml dimetilformamidban oldva (Fermentas)

IPTG: 20 mg/ml steril desztillalt vizben oldva (Fermentas)

Fehérje gélelektroforézishez hasznalt oldatok:

Coomassie festé oldat: 0,0025% Coomassie Brilliant Blue R250; 40% metanol; 7%
ecetsav (96%)

Festo oldat I.: 40% metanol; 7% ecetsav (96%)

Festo oldat I1.: 7% ecetsav (96%); 5% metanol

5./2.3. A Kkisérletek soran hasznalt vektorok és inditészekvenciak (primerek)
A kisérletek soran hasznalt primereket a 7. tablazat mutatja be, az alkalmazott vektorokat

pedig a 8 tablazat mutatja.

7. tablazat: A kisérletek soran alkalmazott specifikus és degeneralt primerek.

Oligonukleotid neve Tm Bazissorrend 5°- 3’

A cpa gén amplifikalasahoz hasznalt degeneralt primerek:

ORCPA1 56,6°C GCNGTNCCNGCNGGNWS
ORCPA2 42,8°C GAYTGGATHATHGAR

CAPA6 52,7°C CAYGCBMGBGARTGGATN
CPAR2 31,9-45,6°C ACRTTRTADATYTCYTT
CAPAR9 36,5°C YTGRTGRTARAACCARTC

Az inverz PCR-hez felhasznalt specifikus primerek:

CPINV1 58°C GCCAGTGCGGCAGATAACAA
CPINV2 49,3°C GGTAATGAGCGTGTACATTA
CPINV3 55,4°C ACCGGCAAGGAGATCTACAA
CPINV4 58,2°C CGGGTTTTTCGATGCCCCAT

A vektorépitéshez felhasznalt specifikus és degeneralt primerek:

CPAVI1 59,8°C CCTGGTACCAATGCGTCACCTC
CPAV2 63,3°C GCCCCAGGCGCGGTCAAG
CPAV3 59,3°C CAGCGGACCAGCCTACGG
CPAV4/a 70,7°C ATGCGGCCGCGTCGTCGCCGA
CPAV4/b 64,3°C CCTTCTAGATCAGCGTCGTCGCCGA
ORCPA2 42,8°C GAYTGGATHATHGAR

CPAR2 31,9-45,6°C ACRTTRTADATYTCYTT
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Oligonukleotid neve Tm Bazissorrend 5°- 3’

A hygromicin B rezisztenciagén ellenorzéséhez felhasznalt specifikus primerek:

NYhph3 55,8°C GTGGATATGTCCTGCGGGTA
NYhph4 61,4°C CCGCTCGAAGTAGCGCGTCT

8. tablazat: A vektorépitéshez és transzformacios kisérletekhez felhasznalt vektorok.

Plazmid neve Méret Szelekciés marker Gyarto

A vektorépitéshez felhasznalt plazmidok

pCSN43 5350 bp.  Hygromicin B, ampicillin tanszéki gytijtemény
pGEM-T easy 3015bp.  Ampicillin Promega
pUCI18 2686 bp Ampicillin Fermentas
pSK(+) 2961 bp  Ampicillin Stratagene
pTZ57R 2886 bp Ampicillin Fermentas
pPICZa 3593bp  Zeocin Invitrogen

A kisérletek soran megtervezett és osszeépitett plazmidok

pN4 4958 bp Ampicillin megtervezett
pANCPA 7890 bp  Hygromicin B, ampicillin megtervezett

5./2.4. A protoplasztalas és transzformalas soran felhasznalt elegyek, taptalajok és
oldatok

A protoplasztalas sordn alkalmazott elegyek kiilonbozé torzsek esetében:

A. nidulans (SZMC 0552/WT0307): 0,02% novozym (Novo Trade Industry, Denmark),
1,5% csigaenzim, 0,7 M KCl oldatban

A. fumigatus (NRRL 5587/52): 0,02% novozym, 1,5% csigaenzim, 0,7 M KCI oldatban

A. niger (JHC607): 0,1% novozym, 1,5% csigaenzim, 0,7 M KCI oldatban

A protoplasztok stabilizalasahoz hasznalt taptalaj:

Eleszt6-gliikéz taptalaj (YEG): 0,5% élesztd kivonat; 1% gliikoz; 0,7M KCI; 1% agar

(feddagarként) vagy 2% agar (alapagarként)
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Transzformalas soran felhasznalt taptalajok és oldatok:
MM (minimal tapoldat): 1% gliik6z, 0,092% ammodnium-tartarat, 0,052% KClI, 0,052%
MgSO4 x Hy0, 0,152% KH,PO4, (pH 6,8)

Ezen kiviil 1 ml nyomelemoldat (trace elements solution) hozzaadasa sziikséges 1 liter

tapoldathoz.

Nyomelemoldat: 0,1% FeSO, x 7 H,0, 0,1% MnCl; x 4 H,0, 0,1% ZnSO4 x 7 H,O

MMS taptalaj (kiegészitett MM tapoldat): 1 M szacharoz, 1% agar

Lagy agaru MMS taptalaj (kiegészitett MM tapoldat): 1 M szacharo6z, 0,35% agar

MS oldat: 1 M szorbitol, 10 mM MOPS puffer, (pH 6,5)

Sterilezés: szlirve 0,45 um filteren.

MSC oldat: 1 M szorbitol, 10 mM MOPS puffer, 10 mM CaCl,, (pH 6,5)

Sterilezés: szlirve 0,45 um filteren.

PEG oldat (w/v): 1 M szorbitol, 10 mM MOPS puffer, 10 mM CaCl,, 60% PEG 4000, (pH
6,5)

Sterilezés: szlirve 0,45 um filteren.

5./2.5. Felhasznalt egyéb vegyszerek/anyagok:

1 M NaOH (Reanal) és 1 M HCI (Scharlau) pH beallitashoz

Ampicillin (Sigma): 50 mg/ml térzsoldat steril desztillalt vizben oldva

Ochratoxin A (OTA) Img/ml térzsoldat acetonitrilben oldva (Sigma-Aldrich Chemical
Co0.01877)

Karboxipeptiddz A (bovine pankredsz szarmazék), (Sigma-Aldrich Chemical Co. C9268)
Karboxipeptidaz inhibitor burgonyabol (carboxypeptidase inhibitor from potato), (Sigma
C0279, 1 mg/ml)

Teljes mini protedz inhibitorkoktél-tabletta (Roche 11836170001, 25 mg/ml)

EDTA (Sigma 03677, 10 mM)

EGTA (Sigma E4378, 10 mM)

1,10-phenanthroline (Sigma P93765, 1 mM)
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5./3. ALKALMAZOTT MODSZEREK

5./3.1. Kisérleti modszerek Rhizopus izolatumok esetében

5./3.1.1. Rhizopus izolatumok mikotoxin-detoxifikalo képességének vizsgalata

A Rhizopus izolatumokat 2 ml 7,5 pg/ml OTA-t tartalmazé YES tapoldatba oltottuk le
tomény sporaszuszpenziot alkalmazva. A tenyészeteket 10 napig, 25°C-on inkubaltuk. Az
inkubacios 1d6 utdn 2 ml kloroformmal extrahdltuk a mintékat, igy kivonva az OTA-t.
Majd alapos vortexelés és centrifugélas (4000 rpm / 15-20 perc) utan a szerves fazisbol 1
ml-t kivettlink, ezt beszaritottuk és feloldottuk 100 upl diklérmetanban. EbbSl 20 pl-t
megfutattunk vékonyréteg-lemezen (TLC) 6:3:1 aranyu toluol : etil-acetat : hangyasav
elegyben, melyet egy SYNGENE geldoc system késziilékkel (kiegészitve egy UV 365 nm-
es fényforrassal, reflexids tizemmodban) és egy GeneSnap software program segitségével

értékeltiink ki. (Téren és mtsai. 1996).

5./3.1.2. Ochratoxin A bontasi kinetika Rhizopus fajok esetében

A Rhizopus izolatumokat ebben a kisérletben is 2 ml YES tapoldatban novesztettiik. A
kiindulé toxinmennyiség 15 ul volt az 1 mg/ml OTA torzsoldatbol (7,5 upg/ml
végkoncentracio). Ezutan 100 upl (Rhizopus stolonifer, R. microsporus fajok)
sporaszuszpenzidval beoltottuk a tapoldatokat. 14 napig 25°C-on inkubdltuk a
tenyészeteket, az inkubacios id6 alatt 2 naponta 2 ml kloroformmal extrahaltuk az OTA-t
egy-egy tenyészetbdl. A 14. nap végén alapos vortexelés €s centrifugalas (4000 rpm / 15-
20 perc) utan a szerves fazisbol 1 ml-t Eppendorf-cs6be mértiink. A mintdkat az

el6zdekben leirtak szerint vizsgaltuk és elemeztiik.

5./3.1.3. Ochratoxin A-degradacios modellkisérletek buzan

Félkémcsovenként 2 g buzat mértiink ki, melyet eldkezeltiink: 10 percig 70%-0s
etanolban aztattuk, majd 2 percig mikrohullamu siitébe tettiik, ezaltal meggatoltuk mas
mikroorganizmusok jelenlétét a modellkisérlet soran.

A mikotoxinbdl 15 pl-t mértiink 1 mg/ml-es OTA torzsoldatbdl a buzara, 2 ml
acetonnal jutattuk a buza szdveteibe a toxint, majd megvartuk, amig megszaradnak a
buzaszemek. Grammonként 0,2 ml steril csapviz hozzdaddsdval a mintdkat leoltottuk
tomény sporaszuszpenzidval. A tenyészeteket 14 napig inkubaltuk 25°C-on. Az inkubacios
id6é utan 3-szor 2 ml diklormetdnnal atmostuk a buzaszemeket, majd ledntottik és

beszaritottuk a szerves fazist. Ezutan 2 ml kloroformban feloldottuk és hozzaadtunk 2 ml
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NaHCOs-t, majd lecentrifugéltuk (4000 rpm / 20 perc). A 2 ml NaHCOs-t (vizes fazis)
atmértiik tiszta félkémesobe, ehhez hozzaadtunk 450 pl HCI-t és 2 ml diklormetant. Alapos
vortexelés és centrifugalds (4000 rpm / 20 perc) utan a diklormetan-oldatot szintén
atmértiik tiszta félkémcsobe és beszaritottuk, majd 100 pl dikléormetanban Gjra feloldottuk,
¢és ebbdl 20 pl-t felvittiink vékonyréteg-lemezre.
2-2 db félkémcesovet hasznaltunk gombatdrzsenként, plusz mindegyikhez 3 kontrollt:

1. kontroll csd: 2 g biza + 0,4 ml steril csapviz

2. kontroll csd: 2 g biiza + 15 pul OTA (1 mg/ml térzsoldat)

3. kontroll cs6: 2 g buza + 0,4 ml tomény sporaszuszpenzid

5./3.2. Kisérleti modszerek Phaffia rhnodozyma esetében
5./3.2.1. Phaffia/Xanthophyllomyces izolatumok OTA-bonté képességének vizsgalata

Két ml 7,5 ng/ml OTA-t tartalmazé PM tapoldatot Phaffia/Xanthophyllomyces fajok
tomény sejtszuszpenziodival leoltottunk és 20°C-on 14 napig fényen inkubdltuk. Az
inkubacios 1d6 letelte utan a mintakat az elézdleg leirt modon extrahaltuk és vizsgaltuk.

A bontaskinetikai vizsgalatokhoz 11 napos P. rhodozyma sejtkultarat oltottunk 2 ml
7,5 ug/ml OTA-t tartalmazé PM tapoldatba kétféle koncentracidban (2x107 és 6x10°
sejt/ml). A sejtkultarat 1, 3, 5, 7, 11, 13 és 15 napon keresztiil inkubaltuk 20°C-on. Ezutan
a sejteket elvalasztottuk a folyékony tapoldattdl centrifugalassal (3500 rpm / 10 perc), a
fermentlét 2 ml diklérmetannal extrahaltuk, majd a szerves fazist attettiik egy tiszta
kémcsdbe ¢s folyadék-folyadék tisztitdst végezve Osszekevertik 2 ml 1% NaHCOs-al.
Ezutan lecentrifugaltuk és a vizes fazist pH 2-re bedllitottuk, az OTA-t ujra extrahaltuk
ugyanolyan térfogatu diklérmetannal. Az ¢élesztosejteket 0,5 ml desztilalt vizben
szuszpendaltuk és ugyanugy kezeltiik Oket, mint a fermentlét. Ugyanigy az extrahalt
mintakbol 20 pl-t megfutattunk vékonyréteg-lemezen.

Megvizsgaltuk a homérséklet hatasat az OTA bontasra. Harom napos P. rhodozyma
sejtkulturat leoltottunk 2 ml PM tdpoldatba, mely 5 pg/ml OTA-t tartalmazott. A
sejtkultarakat 1 és 3 napig inkubaltuk kiillonbozé hémérsékleten (10°C, 15°C, 20°C, 25°C,
30°C, 35°C). Az inkubacids id6 utan a sejteket elvalasztottuk a folyékony tapoldattol
centrifugalassal (3500 rpm / 10 perc), majd az OTA-t tartalmaz6 fermentlét és sejteket az
elézoleg leirt modon extrahaltuk és vizsgaltuk.

Késobbi kisérletben megnéztiik az OTA-t bontd enzim aktivitasat nagyobb hdmérséklet

tartomanyban. Harom napos P. rhodozyma sejtkulturat hokezeltink kiilonb6zo
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hémérsékleteken (30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C) 15-20 percig. Kezelés
utan a P. rhodozyma sejteket 2 ml 5 ug/ml OTA-t tartalmaz6 PM tapoldatba oltottuk le. A
tesztcsoveket 3 napig inkubaltuk 30°C-on, majd a sejteket elvalasztottuk a folyékony
tapoldattol centrifugalassal (3500 rpm / 10 perc). A sejteket és a fermentlét az el6zdleg
leirt modon extrahaltuk és vizsgaltuk.

5./3.2.2. HPLC-analizis

100 pl OTA-t tartalmazd diklormetanbdl 20 pl-t megfutattunk vékonyréteg-lemezen
(TLC), a maradékot beszaritottuk és feloldottuk 200 pl eluensben (acetonitril : desztillalt
viz : ecetsav elegye 99:99:2 aranyban), majd lecentrifugéltuk (13000 rpm / 10perc), és ezt
az oldatot HPLC-analizisnek vetettiik ala.

HPLC-koriilmények:

e SYKAM S1100 pumpa (Solvent Delivery System)

e SYKAM S5110 injektor 20 pl-es loop-al

e BST Rutin (Bioszeparacids Technika Budapest) C18 10 um BD oszlop
(200x54mm)

e Fluoreszcencias detektor: (Linear FLUOR LC305), gerjesztés: 334 nm,
emisszio: 460 nm, aramlési sebesség: 1 ml/perc

e PEAKSIMPLE SOFTVER (9,8 retencids idével jott le a toxin)

e Eszlelés (Linear UVIS 200) UV detektorral 333 nm-nél

Az ochratoxin a standard készités¢hez 1 mg OTA-t feloldottunk 11 ml pufferben (0,1
M NaCl, 0,02 M Tris, pH 7,5) és emésztettiik karboxipeptidaz A-val (62 U) 2 napig 25°C-
on. Az ochratoxin o-t hdromszor extrahaltuk 2 térfogatnyi diklormetdnnal, a szerves
extraktumot egyesitettiik és beszaritottuk. Végiil az ochratoxin o-t feloldottuk 1 ml
eluensben (acetonitril : desztillalt viz : ecetsav elegye 99:99:2 aranyban) és 5-10 pl

mennyiséget hasznaltunk fel a HPLC-analizishez.

5./3.2.3. OTA-adszorpcios kisérlet
Harom napos P. rhodozyma sejtkultarat 20 percig forraltunk. A kezelés utan a hokezelt
és nem-hékezelt (616) sejteket kiilonboz6 sejt koncentracioban (10%, 10°, 10', 10" sejt/ml)

leoltottuk 3 pg/ml OTA-t tartalmaz6 PM tapoldatba. A két 6ras inkubacio utan 20°C-on, a
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sejteket elvalasztottuk a folyékony tapoldattol centrifugalassal (3500 rpm / 10 perc) és az
elézbéekben leirt modon analizaltuk.

Megvizsgaltuk az inkubacids i1d6 hosszusagdnak az OTA-adszorpcidra gyakorolt
hatasat. Harom napos P. rhodozyma sejtkultirat 15-20 percig forraltunk, majd a
lecentrifugalt sejteket 2 ml 3 pg/ml OTA-t tartalmazé PM tapoldatba oltottuk. Ezeket a
sejtkulturakat razatassal (200 rpm) kiilonb6z6 inkubacios ideig (2h, 4h, 8h, 10h, 24h, 32h)
teszteltiik. Ezutdn a sejteket elvélasztottuk a folyékony tapoldattdl centrifugalassal (3500
rpm / 10 perc). Mind a sejteket mind fermentlét diklormetdnnal extrahaltuk és TLC-

analizist végeztiink az el6zdleg leirt modon.

5./3.2.4. OTA-bontasért felelés enzim extracellularis vagy intracellularis
kivalasztédasanak meghatarozasa

Az OTA-bontasért felelés enzim indukalasdhoz a P. rhodozyma sejteket 3 napig 7,5
ng/ml OTA-t tartalmazd PM tapoldatban neveltiik eld. Ezutan a lecentrifugalt sejteket ujra
leoltottuk friss PM tapoldatba (indukalt sejt). Az indukalt és nem-indukalt 11 napos P.
rhodozyma sejtkulturakat centrifugalassal elvalasztottuk a tapoldattol, majd ezt a
fermentlét athelyeztiik egy steril kémcsdébe kiegészitve 2,5 pg/ml OTA-val. Ugyanakkor a
lecentrifugalt indukalt és nem-indukalt sejteket friss, 2 ml-nyi 5 pg/ml OTA-t tartalmazo
PM tépoldatba oltottuk. A tesztkémcsoveket 6 napig inkubaltuk 30°C-on. Az egyes
kémcsoveknél a sejteket naponta elvalasztottuk a tapoldattdl centrifugalassal (3500 rpm /
10 perc). Mind a fermentlé, mind a sejtek OTA-mennyiségét az elézdekben leirt mddon

vizsgaltuk.

5./3.2.5. Proteaz- és Kkarboxipeptidaz-inhibitorok hatasa az OTA-bontasra P.
rhodozyma esetében

Két ml 5 pg/ml OTA-t tartalmazd6 PM tapoldatot, leoltottunk P. rhodozyma tomény
sejtszuszpenzidjaval. Két mintdval dolgoztunk, az egyik sorozathoz mellékeltiink
karboxipeptidaz-inhibitorokat a masikhoz nem. Majd 24 és 72 6raig inkubaltuk 30°C-on.
Tesztelt inhibitorok: karboxipeptidaz-inhibitor burgonydbdl, teljes mini proteaz
inhibitorkoktél-tabletta, EDTA, EGTA és 1,10-fenantrolin. A kontroll kémcsovek csak PM
tapoldatot tartalmaztak, inhibitort nem. Az inkubacio letelte utan a sejteket elvalasztottuk a
tapoldattol centrifugéalassal (3500 rpm / 10 perc), majd mind a fermentlé, mind a sejtek

OTA-tartalmat vizsgaltuk az el6zéekben leirt médon.
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5./3.3. A cpa gén amplifikalasahoz alkalmazott médszerek
5./3.3.1. Genomi DNS kivonasa Aspergillus fajokbol

A liofilizalt micéliumbol 50 mg-ot kimértiink félkémcsdébe, ehhez hozzdadtunk 2 ml
LETS puffert és iiveggyongydket. Osszekeverés utan 1 ml PCI-vel kezeltiik, majd ismét
Osszekevertlik (vortex). Ezt kdvetden lecentrifugaltuk (3000 rpm / 10 perc) a feliiluszot
tiszta félkémcsObe atontottiik, majd 4 ml 96%-os etanollal kicsaptuk és -70°C-on
inkubaltuk 1 6ran keresztiil. Ismét lecentrifugaltuk (3000 rpm / 5 perc) és ledntottiik rola az
etanolt, és ami a félkémcsd aljan maradt, azt beszaritottuk (liofilezés). A beszaradt
mintakat 0,7 ml bidesztilalt vizben feloldottuk és athelyeztiik Eppendorf-csovekbe, 1 ul
RNaz-t hozzaadva. Ezutan a mintédkat 37°C-on 30-45 percig taroltuk, az inkubécids 1d6
letelte utan 0,5 ml PCI-t adtunk hozzad és lecentrifugéltuk (13000 rpm / 10 perc). A
feliiluszot steril Eppendorf-csébe mértiik at és 0,5 ml kloroform : i-amilalkoholt adtunk
hozza. Centrifugalas (13000 rpm / 10 perc) utdn a feliiluszoéhoz kétszeres térfogatit 96%-os
etanolt adtunk, majd -70°C-on taroltuk 1 6ran keresztiil. Ismételten centrifugaltuk (13000
rpm / 10 perc) a mintdkat, majd lepipettdzva roluk az etanolt beszaritottuk és a kivant

mennyiségli (100 pl) bidesztillalt vizben feloldottuk.

5./3.3.2. A polimeraz lancreakcio korillményei
PCR-elegy: (25 pl végtérfogat)
0,5 pl Pfu DNS polimeraz (2,5u/ul)
2,5 ul 10x Pfu puffer 20mM MgSOy-al
5 ul ANTP mix
1-1 pl primer
1 pl genomi DNS
14 ul bidesztillalt viz

Az amplifikalas koriilményei: (1. program)

1. 95°C 3 perc (1 ciklus)
2.93°C 1 perc

3.52°C 30 mp. (5 ciklus)
4.72°C 3 perc —

5.93°C 1 perc

6. 40°C 30 mp. (35 ciklus)
7.72°C 3 perc —

8. 72°C 10 perc
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5./3.3.3. DNS-gélelektroforézis

A nukleinsavak elvalasztasara agar6z gélelektroforézist alkalmaztunk. A mintakat 0,8
illetve 1%-os 0,5 pg/ml etidium-bromidos festéket tartalmazod agar6z/TAE gélen
valasztottuk el. Paraméterek: 80 V / 44 mA, 1-1,5 ora futattasi id6. A nukleinsavak
detektalasa UV-fényben tortént. A fragmentumok méretének meghatarozasahoz 1 kb-os

illetve pUC mix molekulastly-markereket (Fermentas) alkalmaztunk.

5./3.3.4. DNS izolalasa agaroz gélbol
A kivant fragmentet tartalmazd gélszakaszt steril pengével UV-lampa alatt kivagtuk,
majd egy Eppendorf-csébe helyeztiik. Az izolalast a DNA Extraction Kit-nek (Fermentas)

megfelelden végeztik, a gyart6 utasitasai szerint.

5./3.3.5. DNS fragmentumok klonozasa
Ligalasi reakceio (10 pl végtérfogat):
7 ul DNS fragment
1 ul EcoR V-emésztett pSK(+) plazmid
1 pl T4 DNS-ligaz enzim (5 u/pl)
1 pul T4 DNS-ligaz puffer
A ligélés 16 6ran at, 4°C-on tortént.

5./3.3.6. Kompetens sejtek készitése

E. coli TOP10F" torzsének 14 o6ras LB tapoldatban nevelt tenyészetébdl 1 ml-t 100
ml LB tapoldatba atoltva a baktériumokat ODgy=0,6 érték eléréséig novesztettiik (200 rpm
/ 37°C). A tenyészetet centrifugaltuk (4000 rpm / 10 perc, 4°C), majd a sejteket azonos
mennyiségli 4°C-os, 100 mM-os CaCl, oldatban felszuszpendaltuk. Az elébbi miiveletet
megismételtilk, majd a 100 mM-os, 4°C-os CaCl, oldatban felvett sejteket 1 oran at
jégfiirddben inkubaltuk, ezt kovetden ujra centrifugaltuk (4000 rpm / 10 perc, 4°C). A
kitilepedett sejteket 1/20 térfogatti, 100 mM-os 20% glicerol-tartalmu, hideg CaCl,
oldatban szuszpendaltuk fel és 200 ul mennyiségenként Eppendorf-csovekbe osztottuk

szét, ezeket -70°C-on fagyasztva taroltuk.
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5./3.3.7. Baktériumtranszformacio

Kétszaz pl fagyasztva tarolt kompetens sejtet jégen felolvasztottunk, majd 10 pl
ligdtumot (plazmidot) és 100 pl TCM puffert adtunk hozza. 25 perc inkubalas utan (4°C), 4
percig 37°C-on tartottuk (hdsokk). Ezt kovetden a mintdkat 10 percig szobahdémérsékleten
allni hagytuk. A mintakbol kiilonb6z6 mennyiségeket ampicillin-tartalma LB taptalajra
szélesztettiik 40 ul IPTG és 40 ul X-gal jelenlétében. A transzformans sejteket 37°C-on 16-
20 oraig tenyésztettiik. A felhasznalt E. coli torzs a kromoszoman hordozza a [-
galaktozidaz enzim C-terminalisat kodold részt, amely onmagaban funkcidképtelen. A
transzformacidhoz hasznalt vektor (az antibiotikum-rezisztencia génje mellett) a fehérje N-
terminalis, 0nmagaban szintén mikdodésképtelen a-peptidjét kodolja. E két protein azonban
az interallélikus komplementacidhoz hasonloan funkcioképes fehérjekomplexet alkot a
sejtben, aminek kovetkeztében a baktériumsejtek IPTG induktor és X-gal szubsztrat
jelenlétében kékek lesznek. Az a-peptidet kodold génszakasz klonozohelyeire beépiilt
inszert azonban inaktivalja azt, igy az ilyen plazmidot hordozé baktériumsejtek IPTG és X-

gal jelenlétében is fehérek maradnak.

5./3.3.8. Plazmidtisztitas

Harom ml 100 pg/ml ampicillint tartalmaz6 LB tapoldatban razatott (200 rpm / 14-16
ora) transzformans E. coli sejteket tenyésztettiink. A felnevelt transzformans sejtekbdl a
plazmid DNS-t a Viogene Mini-M™ Plasmid DNA Extraction System (Viogene) Kit,
illetve a Viogene Midi-V100™ Plasmid DNA Extraction System (Viogene) Kit segitségével

tisztitottuk a gyart6 utasitasai szerint.

5./3.3.9. DNS szekvenciak meghatarozasa és elemzése

A vizsgalatainkban elemzett DNS-szakaszok szekvenalasa az MTA Szegedi Biologiai
Kozpontjaban tortént. A nukleotidsorrend meghatarozasat Applied Biosystem 373 DNA
sequencer automata szekvendtorral végezték el. A DNS-szekvencidk ellendrzése a
Chromas program (1.5 verzid, Technelysium) segitségével tortént. A DNS szakaszok
Osszehasonlitdsat nemzetkozi adatbazisokban (NCBI Genbank, EMBL) fellelhetd
szekvenciakkal végeztiik. A karboxipeptiddz enzim filogenetikai torzsfajat aminosav-
szekvencidk Osszehasonlitasa ¢és illesztése alapjan Clustal W2 program segitségével

készitettiik el.
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5./3.3.10. Inverz PCR reakciokoriilményei
N400 genomi DNS emésztése (100 pl végtérfogat):
50 pl genomi DNS
10 pl puffer (restrikcids enzimnek megfeleld)
2 ul restrikcios enzim
38 ul bidesztillalt viz
Emésztés 37°C-on egy ¢jszakan at, majd hdéinaktivalas (20 perc).
Ebbdl 7 pl-t megfuttattunk a restrikcids emésztés ellendrzése céljabol. Kétszeres
térfogatnyi, 96%-0s etanollal kicsaptuk, ezt kovetéen -70°C-on 3 orat inkubaltuk.
Centrifugaltuk (12000 rpm / 20 perc), majd beszaritottuk a mintakat, és 17 pl bidesztilalt
vizbe oldottuk fel a ligalasi reakciohoz.
Ligalasi reakceio (20 pl végtérfogat):
17 ul DNS-minta
2 ul T4 DNS-ligaz puffer
1 ul T4 DNS-ligaz enzim (5 u/pl)
A ligélas 16 o6ran at 4°C-on tortént. Ebbdl 2 pl-t hasznaltunk fel az inverz PCR-hez.

Inverz PCR reakciéelegy: (25 pul végtérfogat)
0,5 ul Tag-polimeraz (5 u/pl)
2,5 ul MgCl,
2,5 ul ANTP mix
2,5 ul Tag-polimeraz puffer (10x)
2-2 ul primer
11 pl bidesztillalt viz
2 pl emésztett genomi DNS

Az amplifikalas koriilményei: (2. program)

1. 94°C 2 perc (1 ciklus)

2.94°C 15 mp.—

3.54°C 20 mp. (10 ciklus)

4. 68°C 3 perc —

5.94°C 15 mp.—~ (20 ciklus)

6. 54°C 30 mp. (primer: + Smp. ciklusonként)
7. 68°C 3 perc

8. 68°C 7 perc
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5./3.4. A pN4 vektor épitéséhez alkalmazott modszerek

A restrikcios emésztéseket a standard modszerek szerint végeztiik (Sambrook és mtsai.
1989), mindig az adott koriilményekhez optimalizdlva. A DNS-fragmentumokat a
1épésenként megfeleld vektorokba ligaltuk. A ligalast T4 DNS-ligazzal (Fermentas) 16
oran keresztiil 18°C-on végeztiikk, majd 10 perces, 65°C-os hokezeléssel allitottuk le a
reakciot. Vektorépitéshez a pBluescript II SK(+) és pTZ57R vektorokat (Fermentas)
hasznaltuk. A plazmid-DNS tisztitasahoz a hagyomanyos moédszereken kiviil a Viogene
Mini-M™ Plasmid DNA Extraction System (Viogene), illetve a Viogene Midi-v100™
Plasmid DNA Extraction System (Viogene), a PCR soran kapott fragmentumok
tisztitdsdhoz pedig a PCR-M™ Clean Up System (Viogene) kiteket hasznaltuk.

PCR-elegy: (25 pl végtérfogat)
0,5 ul Pfu DNS-polimeraz (2,5 u/ul)
2,5 ul 10x Pfu puffer 20 mM MgSQO4-al
5 ul ANTP mix
1-1 pl primer
1 pl genomi DNS
14 pl bidesztillalt viz
Az amplifikalas koriilményei: A program megegyezik az 5./3.3.2. pontban leirt 1.

programmal. A primer-bekotési hdmérséklet primer-paronként eltérd.

5./3.5. A Pichia pastoris expresszios rendszer alkalmazasa

Kisérleteinket az EasySelect Pichia Expression Kit-nek (Invitrogen) megfeleléen
végeztiik, a gyartd utasitasa szerint. Pl.: Pichia expresszios vektor készitése (PICZ o + cpa
gén), E. coli transzformalasa, Pichia pastoris transzformalasa, rekombinans Pichia

pastoris (KM71H) torzs expresszaltatasa.

5./3.5.1. Fehérjetisztitas fermentlébal

A rekombinans Pichia pastoris élesztésejtek expresszaltatasa kozben, a fermentlébol az
1., a 4., é a 7. napon kivett 1 ml mintat kiséztuk telitett 5,6 M (NH4),SO4 oldattal 1:1
aranyban. Megforgatds utan lecentrifugaltuk (12000 rpm / 30 perc), majd a mintakat
feloldottuk 0,5 ml TRIS-OH/HCI 0,02 M pufferbe (pH 7), ezutan sémentesité oszlopon
atsztrtiik (Millipore, Ultracel YM-100) és ismét centrifugaltuk a mintakat (14000 rpm / 12
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perc). A sziirletet -70°C-on fagyasztottuk és egy éjszakan at liofileztiikk. Ezt kdvetden a
mintakat 20 ul TRIS-OH/HCI 0,02 M pufferben (pH 7) oldottuk fel a fehérje

gélelektroforézishez.

5./3.5.2. Fehérje gélelektroforézis
A fehérjemintakat NuPAGE® Novex (4-12%) Bis-Tris gélen (Invitrogen) vélasztottuk

el. Paraméterek: 125 mA (200 V), 35 perc; marker: 10 pl SeeBlue® Plus 2 (lot. SBB
41129). Futaté puffer: 1X SDS puffer (50 ml 20X NuPAGE® MES puffer, 950 ml
desztillalt viz)
Minték elokészitése: (25 pul végtérfogat)

15 pl minta TRIS-OH/HCI 0,02 M pufferben

2,5 ul LDS puffer

7,5 ul bidesztillalt viz

A gélelektroforézis utan gélfestést végeztiink.

5./3.5.3. Nem transzformans Pichia pastoris torzsek (KM71H, X-33) tesztelése OTA-
bontasra

Két ml 5 pg/ml OTA-t tartalmaz6 YPD tapoldatot beoltottunk 100 ul KM71H és X-33
sejtszuszpenzidval (2,5x10° /ml). A tenyészeteket razatva (200 rpm / 30°C) 5 napig
inkubéltuk. Az inkubdaciés id6 utan, a sejteket elvalasztottuk a folyékony tapoldattol
centrifugdldssal (3500 rpm / 10 perc), az OTA-t tartalmaz6 fermentlét és sejteket az

el6zodleg leirt modon extrahaltuk és vizsgaltuk.

5./3.5.4. Pichia pastoris transzformans torzsek (KM71H: 1/1, 1/2, 3/1, 3/2) tesztelése
OTA-bontasra

A transzformans Pichia pastoris (KM71H) torzsek expresszaltatasat az EasySelect
Pichia Expression Kit-nek (Invitrogen) megfeleléen végeztiik, a gyartd utasitisai szerint.
Ezutdn a sejteket lecentrifugaltuk (3500 rpm / 5 perc), a feliiluszot (fermentl¢) tovabb
razattuk 30°C-on 1 pg/ml OTA hozzdadasa mellett 5 napig. Naponta vettiink mintat,

melyet az el6zéekben leirtak szerint extrahdltunk és vizsgaltunk.
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5./3.6. Aspergillus fajok pANCPA vektorral torténé transzformalasa
5./3.6.1. A pANCPA vektor épitéséhez felhasznalt modszerek
A kisérletekhez felhasznalt modszerek megegyeznek az 5./3.4. pontban leirtakkal. A

vektorépitéshez felhasznalt vektorokat a 8. tablazat tartalmazza.

5./3.6.2. Aspergillus torzsek protoplasztalasa

Fonalasgomba-sejtek  protoplasztképzését razatott YEG  tapoldatban nevelt
tenyészetekbdl végeztiik. Az inkubacio 30°C-on (200 rpm) 16-18 oran keresztiil tortént.
Ezt kovetden a tenyészeteket leszlirtiik és desztillalt vizzel, illetve 0,7 M KCI oldattal
mostuk. A sejtfal oldasara a fajnak megfeleld novozym-mel kiegészitett 1,5% csigaenzimet
alkalmaztunk. A protoplasztalé enzimeket 0,7 M KCl oldatban oldottuk fel a protoplasztok
stabilizalasa érdekében. Ezutan 3-4 6ras inkubacidé kovetkezett szobahomérsékleten,
melyet kdvetden a protoplasztokat steril gézen atszlirtiikk, majd centrifugaltuk (3000 rpm / 8
perc). Ezt kovetden a feliiliszot leontottiik, majd 1 ml 0,7 M KCI oldatban felvettiik a

protoplasztokat.

5./3.6.3. Nem transzformans Aspergillus torzsek MIC-értékeinek meghatarozasa
hygromicin B-re

A protoplasztok szdmat meghataroztuk Biirker-kamra segitségével, hogy a
tovabbiakban 30 illetve 300 db protoplaszttal tudjunk dolgozni csészénként. Ezutian a
pg/ml) hygromicin B-t tartalmazo YEG (pH 6,5) taptalajra ontéttiik ki. A csészéket 30°C-
on 3 illetve 7 napig inkubaltuk. Késébbiekben az A. nidulans (WT0307) torzset magasabb
hygromicin B-koncentréacion (0, 50, 100, 150, 200 és 300 pg/ml) is novesztettiik.

5./3.6.4. Aspergillus fajok transzformalasa (Tilburn és mtsai. 1983, Malardier és
mtsai. 1989)

Héarom-négy oOras protoplasztalds utan a protoplasztokat steril gézen atsziirtiik, majd
lecentrifugaltuk (3000 rpm / 8 perc). Ezt kovetden a protoplasztokat kétszer atmostuk MSC
oldattal. A végén annyi MSC oldatban vettiik fel, hogy a végtérfogat 1-2 x 107 protoplaszt /
ml legyen. Ehhez hozzamértiink 1 pg lineéris plazmid-DNS-t és még 50 ul 60%-o0s PEG
oldatot, homogenizaltuk majd 20 percig inkubaltuk jégen. Ezt kovetéen még hozzaadtunk
500 ul 60%-0os PEG oldatot, ismételten homogenizaltuk ¢és 20-30 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az inkubacidé utan lecentrifugaltuk (13000 rpm / 5 perc),
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majd eltavolitottuk a PEG oldatot a protoplasztokrol. 200 pl MSC oldatban
felszuszpendaltuk a protoplasztokat és hozzdadtuk 3 ml 40°C fokos, lagy agart MMS
taptalajhoz. Ezt kovetden az eldre elkészitett MMS téptalajos csészékre oOntottik a
protoplasztokat. Miutan megszilardult a taptalaj, egy éjszakdn 4t szobahdmérsékleten
inkubaltuk a csészéket, hogy expresszalédjon a hygromycin B rezisztencia génje. A
kovetkez0 napon a taptalaj felszinére 3 ml lagy agara MM téptalajt ontottiink, mely a
torzsenként meghatarozott MIC-értéknek (ng/ml) megfeleldé koncentracidban hygromycin
B-t tartalmazott. Ezutdn 12 6ranként passzalast alkalmaztunk, igy fokozatosan noveltiik a
taptalaj hygromycin B-tartalmat. A harmadik nap utidn felnétt 1-2 telepet athelyeztik

hygromycin B-t tartalmaz6é minimal tptalajra.

5./3.6.5. Nem transzformans és transzformans Aspergillus torzsek tesztelése OTA-
bontasra

A vizsgalatot 4 db nem transzformans, ¢és 2 db transzformans Aspergillus torzzsel [A.
niger (CBS 120.49), A. niger (JHC607), A. nidulans (SZMC 0552), A. fumigatus (NRRL
5587), A. niger (T55L), A. nidulans (T55C)] végeztik el. A torzseket 2 ml YES
tapoldatban vizsgaltuk, mely 2,5 pg/ml mennyiségben OTA-t tartalmazott. A leoltas 20 pl
sporaszuszpenzioval (10’/ml) tortént, a mintakat 30°C-on 9 napig inkubaltuk. Mintavétel a
1., 3., 5., 7., és 9. napon tortént, a mintdkat az eldzéekben leirtak szerint extrahaltuk és

vizsgaltuk.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
6./1.1. Rhizopus izolatumok mikotoxin-detoxifikalo képességének vizsgalata. (VARGA
ES MTSAIL 2005B)

Szamos mikroorganizmust vizsgaltak mar, hogy képes-e¢ lebontani vagy atalakitani az
OTA-t nem toxikus ochratoxin a-va, vagy mas kevésbé toxikus vegyiiletekké. A mi célunk
is az volt, hogy a Rhizopus ¢és a Phaffia/Xanthophyllomyces izolatumok ko6zott keressiink
olyan torzset, mely képes lebontani az OTA-t. Kordabban e térzsek OTA-bont6d képességét
még nem tesztelték. Otvenegy Rhizopus izolatum OTA-bontd képességét teszteltiink YES
tapoldatban. A tenyészeteket 10 napig 25°C-on inkubaltuk, majd az OTA extrahdlasat az
5./3.1.1. pontban leirtak szerint végeztiik el. A kisérleti eredményeinkbdl megallapitottuk,
hogy az 51 tesztelt izolatum koziil 15 képes az OTA bontéasra, mig 2 tovabbi izolatum
esetében részleges OTA-bontast tapasztaltunk (9. tablazat). A toxin-bontésra képes torzsek
kozil kivalasztottunk egy Rh. stolonifer (Rh 5) és egy Rh. microsporus (Rh31) torzset,
melyek hatékonyan eliminaltdk az OTA-t a tapoldatbol. Ezen tdrzsek esetében

részletesebben vizsgaltuk a mikotoxin-bontas kinetikajat is.

9. tablazat: Ochratoxin A-bontd képességre vizsgalt Rhizopus izolatumok. Jelolések: -
nem bontja az adott mikotoxint, + bontja az ochratoxin A-t, (+) csak részleges toxinbontas
torténik.

Laborkaéd Fajnév Eredeti kod OTA-bontas
Rh 1 Rhizopus stolonifer SZMC0506 Rp11 Cp)
Rh2 Rhizopus stolonifer TIM8A4 -
Rh 3 Rhizopus stolonifer TIM8AG6 +
Rh 4 Rhizopus stolonifer TIM8AT -
Rh 5 Rhizopus stolonifer TIMSAS +
Rh 6 Rhizopus stolonfer TIM8SA9 +
Rh 7 Rhizopus stolonifer TIMBAIL +
Rh 8 Rhizopus stolonifer TIM8AI12 -
Rh 9 Rhizopus stolonifer TIM8BI
Rh 10 Rhizopus stolonifer TIM8B2 -
Rh 11 Rhizopus stolonifer TIM5D9 +
Rh 12 Rhizopus stolonifer TIM5D10 -
Rh 13 Rhizopus oryzae TIM7E2

Rh. stoloniferként )
Rh 14 Rhizopus stolonifer TIMIC12 -
Rh 15 Rhizopus stolonifer TIMODI -
Rh 16 Rhizopus stolonifer TIM13FIO -
Rh 17 Rhizopus stolonifer TIJMI13FIl -
Rh 18 Rhizopus stolonifer TIM24B2 -
Rh 19 Rhizopus oryzae SZMCO495 Rp12

Rh.stoloniferként
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Laborkod Fajnév Eredeti kod OTA-bontas
Rh 20 Rhizopus oryzae TIM0502

Rh. circinansként )
Rh 21 Rhizopus circinans SZMCO0503 -
Rh 22 Rhizopus circinans SZMC0504 -
Rh 23 Rhizopus oryzae MUFSRS5 Rh.

microsporusként )
Rh 24 Rhizopus oryzae SZMC0497 -
Rh 25 Rhizopus circinans SZMC0498 -
Rh 26 Rhizopus arrhizus NRRL1526 +
Rh 27 Rh. microsporus var. oligosporus NRRL514 -
Rh 28 Rhizopus tritici NRRL2908 )
Rh 29 Rhizopus delmar NRRL1472 +
Rh 30 Rh. microsporus var. oligosporus NRRL6205 -
Rh 31 Rh. microsporus var. oligosporus NRRL2710 +
Rh 32 Rhizopus homotallicus NRRL2538 +
Rh 33 Rhizopus sp. SZMC 2001 +
Rh 34 Rhizopus sp. SZMC 2002 -
Rh 35 Rhizopus sp. SZMC 2003 -
Rh 36 Rhizopus sp. SZMC 2004 -
Rh 37 Rhizopus sp. SZMC 2005 +
Rh 38 Rhizopus sp SZMC 2006 -
Rh 39 Rh. stolonifer var. stolonifer CBS609.82 -
Rh 40 Rh. stolonifer var. stolonifer CBS403.51 -
Rh 41 Rh. stolonifer var. stolonifer CBS389.95. +
Rh 42 Rh. stolonifer var. stolonifer CBS347.49 +
Rh 43 Rh. stolonifer var. stolonifer CBS109.76 -
Rh 44 Rh. stolonifer var. reflexus CBS117.43 -
Rh 45 Rh. stolonifer var. reflexus CBS320.35 -
Rh 46 Rh. stolonifer var. reflexus CBS319.35 -
Rh 47 Rh. stolonifer var. lyococcos CBS398.95 -
Rh 48 Rhizopus oryzae CBS112.07 -
Rh 49 Rhizopus oryzae CBS260.28 -
Rh 52 Rhizopus sp SZMC 2007 +
Rh 54 Rhizopus sp SZNC 2008 +

6./1.2. Ochratoxin A-bontasi kinetika Rhizopus fajok esetében

Az OTA lebontasanak kinetikajat Rh. stolonifer (Rh 5) és Rh. microsporus (Rh 31)
izolatumokban vizsgaltuk folyékony YES tapoldatban. A vizsgalat soran a tenyészeteket
25°C-on, 14 napig inkubaltuk, az inkubécids 1d6 alatt 2 naponta mintat vettiink, melyeknek
megvizsgaltuk az OTA-tartalmat. A kisérlet soran 0sszehasonlitasként az A. niger CBS
120.49/N400 torzset is hasznaltuk, mivel kordbban mar e torzs bontédsi kinetikajat
részletesen tanulmanyoztak. (Varga és mtsai. 2000b). Az izolatumok bontasi kinetikéjat az

5. abra mutatja be. A vékonyréteg-kromatografias analizis kimutatta, hogy Rhizopus
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izolatumok (Rh 5, Rh 31) esetében az OTA viszonylag lassan tlint el a tapoldatbol. Mig az
A. niger az OTA 90%-at 6 napos inkubacié alatt volt képes degradalni, addig a Rhizopus
izolatumok az OTA 90%-4t csak 12-14 nap elteltével voltak képesek elbontani. A vizsgalt
két Rhizopus izolatum (Rh 5, Rh 31) toxinbontasa kozott nem tapasztaltunk jelentds
eltéréseket. A vizsgalat sordn minden tesztelt izolatum esetében a fermentlében
kimutathatd volt az ochratoxin o, mint degradacios termék. Irodalmi adatok alapjdn az
OTA-bontasaért feltételezhetden egy karboxipeptiddz enzim aktivitasa lehet a felelds

(Abrunhosa és mtsai. 2002).

100,0

— @ Rh. microsporus
90,0 [ Rh. stolonifer

80,0 A _ mA. niger
70,0 -
60,0 — | B
50,0 — —
40,0 — —
30,0 — —
20,0 -
10,0 — —

OTA koncentracio (%)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Id6 (napok)

5. abra: Ochratoxin A bontasi kinetikaja Rhizopus stolonifer TIM 8A8 (RhS5), Rhizopus
microsporus NRRL 2710 (Rh31) és Aspergillus niger CBS 120.49 (N400) torzsek esetében.

6./1.3. Ochratoxin A-degradacios modellkisérlet blizan

Kivancsiak voltunk, hogy a YES tapoldatban OTA-bontasra képes izolatumok
természetes koriilményeket modellezd kisérleti rendszerben is képesek-e erre a
tulajdonsagra. A modellkisérlet soran harom izolatum, az A. niger CBS 120.49, a Rh.
stolonifer Rh 5 és a Rh. microsporus Rh 31 ochratoxin-bont6 aktivitasat vizsgaltuk buzan,
ugy hogy a buzaszemeket OTA-val mesterségesen szennyeztiik, €s erre oltottuk rad a
toxinbontd izoldtumokat. Mindharom izoldtum esetében két parhuzamos tenyészettel
dolgoztunk, melyeket 14 napig, 25°C-on inkubaltunk. Minden izoldtum esetében 3 kontrolt

alkalmaztunk: 1. kontroll csak buzat és steril csapvizet tartalmazott. 2. kontroll csak buzat

62



¢s OTA-t tartalmazott. 3. kontroll csak buzat és a vizsgalandd izolatum tenyészetét
tartalmazta. Természetes koriilmények kozott a mikroorganizmusok szaporodasat a
szubsztratum (jelen esetben a buza) nedvességtartalma hatdrozza meg leginkabb. Szempont
volt egy minimalis nedvességtartalom biztositdsa, mivel ez alatti értéknél mar nem
¢letképesek az izolatumaink. A minimalis vizaktivitas-igény fajonként eltérd lehet: a
Rhizopus-fajok minimalis vizaktivitas-igénye a,, = 0,93, az Aspergillus fajok minimalis
vizaktivitds-igénye a,, = 0,8. Ezen szempontoknak megfelelden probaltuk bedllitani a
koriilményeket. A modellkisérlet soran mindhdrom izolatum szemmel lathatéan jol
novekedett a szubsztratumon. Az inkubacios id6 letelte utan a tenyészetek OTA-tartalmat
az alkalmazott moddszerek 5./3.1.3. pontban leirtak szerint vizsgaltuk. A kisérleti
eredmények alapjan a két Rhizopus izolatum koziil csak az egyik volt képes lecsokkenteni
a toxintartalmat ezen koriilmények kozott. Meglepddve tapasztaltuk, hogy az A. niger CBS
120.49 izolatum, — mely tapfolyadékos kisérletekben a legjobb toxinbontdénak bizonyult —
sem volt képes lebontani az OTA-t. Tehat az alkalmazott paraméterek mellett csak a Rh.
stolonifer (Rh 5) izolatum esetében tapasztaltunk toxinbontast. FeltehetGen a masik két
izolatum ezen koriilmények kozott nem megfelelden tudta hasznositani a szubsztratumot a
novekedéshez, vagy az OTA-bontdshoz sziikséges enzim(ek) expresszidja nem
indukélodott. A kovetkez6 &bran lathatdé a vékonyréteg-kromatografids vizsgalat

eredménye, ahol a jol lathato foltok az ochratoxin-tartalmat jelzik (6. dbra).
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6. abra: Ochratoxin-degradacios modellkisérlet vékonyréteg-kromatografias (TLC) képe.
Jelmagyarazat: S: standard ochratoxin A (2 pg), K1: negativ kontroll, mely nem tartalmazott
ochratoxin A-t, csak a Rhizopus stolonifer Rh 5 izolatumot, K2: negativ kontroll, mely nem
tartalmazott ochratoxin A-t, csak a Rhizopus microsporus Rh 31 izolatumot, K3: negativ kontroll,
mely nem tartalmazott ochratoxin A-t, csak az Aspergillus niger. CBS 120.49 izolatumot, 1, 2:
Rhizopus stolonifer Rh 5 parhuzamos tenyészet, 3, 4: Rhizopus microsporus Rh 31 parhuzamos
tenyészet, 5, 6: Aspergillus niger CBS 120.49 parhuzamos tenyészet. K4: pozitiv kontroll, mely

csak ochratoxin A-t tartalmazott a buzan kiviil.

A Rh. stolonifer Rh 5 OTA-bontasat HPLC-analizissel is bizonyitottuk (7. abra). A HPLC -
kromatogrammokon lathat6, hogy a bevitt OTA (mesterségesen toxinnal szennyezett
bluzaminta) 96,5%-at lebontotta a Rh. stolonifer Rh 5 izolatum btzan, 14 nap inkubalas
utan. Az, hogy a Rh. stolonifer Rh 5 képes lebontani az OTA-t szennyezett bzamintakon,
igéretes bioldgiai detoxifikald eljarasnak tlinik a szennyezett mezdgazdasagi termékekre

nézve. E torzs ipari célokra valo felhasznéldsa még tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségesseé.
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7. abra: Az ochratoxin A-degradacios modellkisérlet HPLC-kromatogrammja.
A felsé abran a Rhizopus stolonifer Rh 5 izolatummal nem kezelt buzaminta HPLC-
kromatogrammja lathatd, mely csak az adott ochratoxin A-mennyiséget tartalmazza. Az alsé dbran
pedig ochratoxin A-val és Rhizopus stolonifer Rh 5 izolatummal fert6zott biizaminta HPLC-

kromatogrammja lathato.
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6./2.1 Phaffia/Xanthophyllomyces izolatumok ochratoxin A-bonté képességének
elemzése. (PETERI ES MTSAL 2007)

Szamos tanulmany foglalkozott mar a S. cerevisiae izolatumok OTA-lebontd és
adszorbeald képességével kapcsolatban. Ebbdl kiindulva a Rhizopus izolatumok mellett
még megvizsgaltunk néhany Phaffia/Xanthophyllomyces ¢éleszt6-izolatumot is, hogy
rendelkeznek-e  ezzel a  képességgel. Eldzetes  kisérletek  soran  harom
Phaffia/Xanthophyllomyces éleszt6-izolatumot (CBS 5905, CBS 5908, CBS 6938)
alkalmaztunk az OTA-bonté képesség vizsgalatara. A tényészeteket OTA hozzaaddséaval
14 napig, 20°C-on inkubaltuk, majd OTA-tartalmukat az 5./3.2.1. pontban leirtak szerint
vizsgaltuk. A kisérletbdl kideriilt, hogy ezen ¢leszté-izolatumok kevesebb, mint 10 nap
alatt lebontjak vagy adszorbeéljadk az OTA-t PM tapoldatbol. A vizsgalt izolatumok koziil
is a Ph. rhodozyma CBS 5905 izolatum bizonyult a legjobbnak. Tovabbi vizsgalataink
soran mar csak a Ph. rhodozyma CBS 5905 izolatumra koncentraltunk.

Késobbiekben a kisérleteinket irodalmi adatok alapjan terveztik meg (Bejaoui és
mtsai. 2004). A Ph. rhodozyma CBS 5905 izolatum OTA-bontasi kinetikajat kétféle
sejtkoncentracioval (2 x 107 / ml és 6 x 10® / ml) végeztiik el PM tapoldatban 15 napig, 20
°C-on. Kétnaponta vettiink mintat a tenyészetekbdl, majd a fermentlé és a sejtek OTA-
tartalmat kiilon-kiilon vizsgéltuk az alkalmazott modszerek 5./3.2.1. pontban leirtak
szerint. A 8. dbran lathat6, hogy mar a 7. napon az OTA-mennyiség 50%-a eltlint a PM
tapoldatbol, és tovabbi 7 nap utan a teljes toxinmennyiség 90%-at lebontotta a Phaffia
rhodozyma izolatum. A sejtextraktumbol kideriil, hogy az els6 két napban a Phaffia
¢lesztosejtek adszorbealjak az OTA-mennyiség egy részEt is a lebontds mellett, majd az
adszorpcio is folyamatosan csokken. A kisérleti eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a
Ph. rhodozyma izolatum az OTA-bontd képessége mellett OTA-adszorpcios képességgel is
rendelkezik.

A Ph. rhodozyma CBS 5905 izolatum OTA-bontasi kinetikajanak vizsgalatan kiviil
még tovabbi kisérleteket végeztiink el, hogy az OTA-bontasért felelés enzim
extracellularisan vagy intracelluldrisan valasztodik-e ki. A kisérlet soran indukalt és nem-
indukalt sejtkultarakbol indultunk ki. Az OTA-bontasért felelés enzim indukalasahoz a Ph.
rhodozyma sejteket 3 napig OTA-t tartalmazé PM tapoldatban eléneveltiik (indukalt sejt).
Ezzel a tenyészettel parhuzamosan készitettiink egy normal sejtkultirat is, mely nem
tartalmazott OTA-t (nem indukalt sejt). Az inkubacids id6 letelte utan a sejteket
kiilonvalasztottuk a fermentlevektdl, majd az indukalt és nem indukalt fermentleveket és

sejteket OTA hozzdadasaval 4jbol 6 napig, 30°C-on inkubaltuk. Az inkubaci6 azért tortént
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30°C-on, hogy tovabbi sejtszaporodds ne torténjen. A fermentlevek és a sejtek OTA-
tartalmat kiilon-kiilon vizsgéltuk az alkalmazott modszerek 5./3.2.4. pontban leirtak
szerint. A kisérleti eredményekbdl kideriilt, hogy sem az OTA-val indukalt sejtek, sem a
nem indukalt sejtek fermentleve nem volt képes degradélni a hozzaadott OTA-t. Ebbdl arra
a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az enzim(ek), mely a toxin bontasaért lehet felelds, nem

valasztodik ki a fermentlébe, hanem sejthez kotottek lehetnek.
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8. abra: A Phaffia rhodozyma CBS 5905 izolatum ochratoxin A-bontasi kinetikaja.
Az 1. fermentléhez és sejtextraktumhoz tartozé kiindulasi sejtkoncentracié 2 x 107 / ml, a 2.
fermentléhez és sejtextraktumhoz tartozé kiindulasi sejtkoncentracié 6 x 10° / ml. Az abran

feltiintettiik a harom fiiggetlen kisérletbdl szarmazo szorasi értékeket is.

Tovéabbi vizsgalatokat végeztiink annak tisztdzasara, hogy milyen hatassal lehetnek a
kiilonb6z6 homérsékleti viszonyok a Ph. rhodozyma OTA bontasara nézve. Harom napos
Ph. rhodozyma sejtkultarat tovabb oltottunk OTA-t tartalmaz6 PM tapoldatba, mely
tenyészeteket hdrom napig, kiilonb6z6 hémérsékleteken (10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C,
35°C) inkubaltunk. A fermentlevek és a sejtek OTA-tartalmat kiilon-kiilon vizsgéltuk az

alkalmazott modszerek 5./3.2.1. pontban leirtak szerint. Azt tapasztaltuk, hogy az OTA

67



bontasa 25 és 35°C kozott a legnagyobb (9. abra), annak ellenére, hogy a Ph. rhodozyma
izolatum optimélis novekedéséhez sziikséges homérséklet 20°C. Erdekes, hogy az OTA-
degradacio 20°C-on joval elmaradt a 25 és 35°C-hoz képest. A sejtek OTA-adszorpcidja
viszont enyhe emelkedést mutat 30 és 35°C-on, feltehetéen a nagyszamu elpusztult sejt
miatt, amit a korabbi irodalmi adatok és a késobb ismertetett kisérletek is alatamasztanak.

Tovabbi vizsgalatokat végeztiink magasabb homérsékleteken is (egészen 100°C-ig).
Harom napos Ph. rhodozyma sejtkultarat hékezeltiink kiilonb6z6 hémérsékleteken (30°C,
40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C) 15-20 percig. A kezelést kovetden
tovabboltottuk a Ph. rhodozyma sejteket OTA-t tartalmazdo PM tapoldatba, majd a
tenyészeteket 3 napig 30°C-on inkubaltuk. Az inkubaci6 azért tortént 30°C-on, hogy
tovabbi sejtszaporodas ne torténjen. A fermentlevek és a sejtek OTA-tartalmat kiilon-kiilon
vizsgéltuk az alkalmazott moddszerek 5./3.2.1. pontban leirtak szerint. A kisérleti
eredményekbdl kideriilt, hogy a bontasért felelds enzim(ek) aktivitdsa egészen 60°C-ig
megmaradt, bar ezen a hdmérsékleten mar joval kisebb mértékii volt az OTA-bontés, mint
25 vagy 35°C-on (10. abra). Az e feletti hdmérsékleteken az OTA-degradacid helyett
inkabb az OTA-adszorpcid vette at a szerepet, mely a sejtextraktum OTA-tartalmabdl is
kidertiilt (10. abra).
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9. abra: A Phaffia rhodozyma CBS 5905 izolatum ochratoxin A-bontasa 10 és 35 °C k6zott.

Az abran feltiintettiik a harom filiggetlen kisérletbdl szarmazo szorasi értékeket is.
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10. abra: A Phaffia rhodozyma CBS 5905 izolatum ochratoxin A-bontasa 30 és 100 °C kozott.

Az abran feltiintettiik a harom filiggetlen kisérletbdl szarmazo szorasi értékeket is.

6./2.2 A Phaffia rhodozyma ochratoxin A-adszorpciés képessége

A degradacios kisérletek mellett megvizsgaltuk a Ph. rhodozyma CBS 5905 izolatum
OTA-adszorbedld képességét is. Kisérleteinket Bejaoui és mitsai. 2004-es cikkébol
kiindulva terveztiik meg. Osszehasonlitottuk az €16 és a hokezelt élesztdsejtek OTA-
adszorbeald képességét négyféle sejtkoncentracio (10%, 10%, 10", 10" sejt/ml) esetében. A
kisérlet soran haromnapos Ph. rhodozyma sejtkultarat 20 percig hoékezeltiink. Ezzel
parhuzamosan haromnapos nem hékezelt Ph. rhodozyma sejtkultarat is alkalmaztunk. A
kezelés utan a hokezelt és nem hdkezelt (é10) sejteket kiilonbozd sejtkoncentracidoban (10%,
10%, 10", 10" sejt/ml) leoltottuk OTA-t tartalmazé PM tapoldatba. A tenyészeteket két
oraig 20°C-on inkubdltuk. Az inkubdcidés id6 utan a fermentlevek és a sejtek OTA-
tartalmat kiilon-kiilon vizsgaltuk a korabban ismertetett modszerek alapjan. Azt
tapasztaltuk, hogy a hokezelt élesztdsejtek esetében jelentdsebb volt az OTA-adszorpcid,
mint az €16 sejteknél. Emellett pozitiv 0sszefliggést tapasztaltunk a hokezelt élesztdsejtek
toxinmegkotd képessége és a novekvo sejtkoncentracio kozott (11a. abra), mig az €16

sejteknél nem volt Gsszefiiggés a sejtkoncentracio €s a sejtek adszorbedlo képessége kozott
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(11b. abra). Bejaoui ¢és mtsai. eredményei alapjan az élesztésejtek hokezelése
megnovekedett adszorpcidhoz vezet, amit mi is tapasztaltunk a kisérletek soran.
Megvizsgaltuk, hogy lehet-e Osszefliggés az inkubacids 1d6 hosszisaga és a sejtek
adszorbeald képessége kozott. A kisérlet soran haromnapos Ph. rhodozyma sejtkulturat 15-
20 percig hokezeltiink, majd a sejtkulturdkat OTA-t tartalmazé PM tapoldatba oltottuk.
Ezen sejtkultirékat razatassal kiilonb6z6 ideig (2h, 4h, 8h, 10h, 24h, 32h) inkubaltuk. Az
inkubacids 1d6 utan a fermentlevek és a sejtek OTA-tartalmat kiilon-kiilon vizsgaltuk az
alkalmazott modszerek 5./3.2.3. pontban leirtak szerint. A kisérleti eredmények alapjan azt
tapasztaltuk, hogy nincs jelentds eltérés a kiilonb6z6 ideig inkubalt tenyészetek OTA-

adszorbedld képessége kozott.
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11. abra: (a) A Phaffia rhodozyma CBS 5905 izolatum ochratoxin A-adszorpcids abraja hokezelt
élesztésejtek esetében. (b) A Phaffia rhodozyma CBS 5905 izolatum ochratoxin A-adszorpcios
abraja nem hokezelt (é16) élesztésejtek esetében. Négyféle sejtkoncentraciot alkalmaztunk: 10,

10%, 10", 10", Az abran feltiintettiik a harom fiiggetlen kisérletbdl szarmazé szorési értékeket is.

6./2.3 Proteaz és karboxipeptidaz inhibitorok hatasa az ochratoxin A-bontasra
Phaffia rhodozyma esetében

Az OTA-bontas kinetikajanak vizsgalata sordn a fermentlevekbdl detektaltunk
ochratoxin o bomléasterméket TLC-val és HPLC-technikaval is (12. abra). Korabbi
irodalmi adatok alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a Ph. rhodozyma CBS 5905 izolatum
esetében is egy karboxipeptiddz enzim lehet felelds az OTA-bontasért, mint ahogy mar
mas gombafajokndl kimutattdk (Abrunhosa és mtsai. 2002, Varga és mtsai. 2000). A
feltételezéslinkbdl kiindulva megvizsgaltuk kiilonb6z6 karboxipeptidaz inhibitorok hatasat
az OTA-bontasara nézve Ph. rhodozyma izolatumnal. A kisérletek soran tesztelt
karboxipeptidaz és protedz inhibitorok: karboxipeptidaz inhibitor burgonyabdl, teljes mini
protedz inhibitorkoktél-tabletta, EDTA, EGTA és 1,10-fenantrolin. A Ph. rhodozyma
sejtkulturakat leoltottuk OTA-t tartalmazd PM tapoldatokba, melyekhez hozzdadtuk a

kiilonb6zd inhibitorokat. A kiilonb6zé inhibitorokkal kezelt tenyészetek mellett
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parhuzamosan kontroll tenyészetet is alkalmaztunk. A tenyészeteket 24 és 72 6raig, 30°C-
on inkubaltuk. Az inkubacios id6 utan a fermentlevek €s a sejtek OTA-tartalmat kiilon-
kiilon vizsgaltuk az alkalmazott médszerek 5./3.2.5. pontban leirtak szerint. Az inhibitorok
koziil kettd bizonyult hatasosnak, ez a kettd kelatolé agens (EDTA, 1,10-fenantrolin)
melyek jelentsen gatoltak az OTA bontasat az élesztésejteknél. A tobbi inhibitornak nem
volt jelentds gatld hatdsa az OTA-bontasra. A kisérleti eredményekbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a degradaciot végzd enzim feltehetden egy metalloproteaz (10.
tablazat). Erdekes, hogy a kisérlet soran a karboxipeptidazokat gatlo EGTA nem volt gatlo
hatissal az OTA-bontisra (ez az agens elsésorban Ca®’-ionokat kot meg). Ebbol arra
kovetkeztettiink, hogy az OTA-bontasért feltehetéen felelés enzim mikodéséhez

valamilyen mas fém ion sziikséges.

-0.312mv 3.125mv
D o7
ol ismeretlen
4 -
oL
B
7k
8 -
al OTA
(a)
-5.000m\ S50.000mv
3 -
OTa
4 -
oL
gl
ol b
8 -
o ? OTA
(b)

12. abra: Ochratoxin A Phaffia rhodozyma élesztésejtek altali degradaciéjanak HPLC-
kromatogrammja (a). Kontroll ochratoxin A-bontas: ochratoxin A-degradaci6 HPLC-

kromatogrammja karboxipeptidaz A enzimmel torténd inkubacio esetén (b).
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10. tablazat: Kiilonb6z6 karboxipeptidaz- és proteaz-inhibitorok hatasa az ochratoxin A-
degradaciora Phaffia rhodozyma CBS 5905 izolatum esetében. A fermentlevekbdl szarmazo

ochratoxin A-mennyiségek %-ban vannak feltlintetve.

24 6ra inkubalas utani 72 ora inkubalas utani

OTA-mennyiség (%) OTA-mennyiség (%)
CPA inhibitor 40.0 28.0
EDTA 77.0 68.8
EGTA 32.8 29.2
1,10-fenantrolin 87.5 81.3
Proteaz inhibitor 42.9 19.9
Kontroll 52.5 34.0
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6./3. A cpa kodolé gén klonozasa Aspergillus niger CBS 120.49 / N400 torzsbol.

Szamos mikroorganizmus képes lebontani az OTA-t ochratoxin a-vd, amely
konverzioért feltehetden a karboxipeptiddz A enzim a felelds. Tanszékiinkon kordbban
elvégzett kisérletek soran néhany Aspergillus izolatum j6 OTA-bontd képességet mutatott
(Varga és mtsai. 2000b). Ezért az egyik mar korabban vizsgalt A. niger CBS 120.49
1zolatumbol megkezdtiik a bontasért felelds enzimet kodold gén klonozasat. Kisérleteink
soran az NCBI szekvencia-adatbazisban talalhaté adatokbol indultunk ki. Vizsgalatainkat
megnehezitette, hogy gombakban fellelheté metallokarboxipeptiddzok (karboxipeptidaz A)

crer

vannak a cpa gén szekvenciajaban (nem konzervalt régiok) (13. abra).

Shizosaccharomyces pombe NP_595408

Saccharomyces cerevisiae NP_012000

—— Aspergillus nidulans XP_663723

Aspergillus niger CAK46187

T Aspergillus oryzae BAE65263
Aspergillus fumigatus XP 755213

Neurospora crassa CAD70942

{Metarhizium anisopliae AAB68600

13. abra: A karboxipeptidaz A enzim filogenetikai torzsfaja
A fajnevek mellett lathatok a (metallo)karboxipeptiddzok aminosav-szekvencidinak azonositd
szamai a NCBI honlapjan 1év6 szekvencia-adatbazis szerint.

A mar ismert szekvencidk konzervalt régidirdl tervezett degeneralt primerek segitségével
probaltuk megtalalni a cpa kodold gént. Az alkalmazott degeneralt primereket a 7. tdblazat
mutatja. Ezeket a primereket a 13. dbran bemutatott térzsek adatbanki cpa gént kodolo
szekvenciai alapjan terveztik meg. A degeneralt primerek koziil a CAPA6-CAPAR9
primerpar bizonyult megfeleldnek, a vart mérettartomany 600 és 700 bazispar volt. A Pfu
DNS-polimerazzal amplifikdlt tompa végli fragmentumokat izoldlds utdn ECORV
restrikcidos enzimmel linearizalt pBluescript SK+ vektorba klonoztuk. A klénozott
fragmentumok szekvencidjanak meghatarozasa a pBluescript SK+ vektor szakaszaira
tervezett T3 és T7 primerek segitségével tortént. A kapott szekvenciat 6sszehasonlitottuk

¢és azonositottuk a NCBI szekvencia-adatbazisban talalt adatokkal.
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Az igy meghatdrozott cpa génszakasz szekvencidjanak ismeretében forditott irdnyu
specifikus primereket terveztiink az inverz PCR alkalmazasdhoz. A specifikus inverz
primereket a 7. tablazat mutatja be. Az inverz PCR-modszer alkalmas a genomi DNS
ismert régioival szomszédosan upstream és downstream elhelyezkedd, ismeretlen
szakaszok felszaporitasara (Triglia és mtsai. 1988, Ochman és mtsai. 1988). Az eljaras
lényege, hogy a genomi DNS-t feldaraboljuk egy olyan restrikcidos enzimmel, ami nem
hasit az ismert szekvenciaju szakaszban, majd az emésztett fragmentumokat dnmagukkal
ligaljuk. Az igy keletkezett cirkuldris DNS-darabok egy része tartalmazza a keresett DNS-
szakaszt, melyen az ismert szekvencia alapjan tervezett, a gén két vége felé iranyuld
primerpar tagjai a cirkularizacio utdn mar egymas felé¢ néznek, igy a primerek kozé esd
szakasz PCR-rel felszaporithat6. Munkank soran szamos restrikcios enzimet teszteltiink, de
csak a BamHI enzimmel torténd restrikcios emésztés utan sikeriilt amplifikacios terméket
kapnunk az inverz PCR esetében CPINV1-CPINV2 primerparral. A szekvenciaelemzés
meger0sitette, hogy a felszaporitott és klonozott DNS-szakasz a cpa gén egy részével
egyezik meg. Az igy kapott DNS-szakasz 1475 bp méretli fragmentum volt, nem a teljes
kodolod szekvencia, ami kb. 2000 bp hosszsagu lehet. Viszont kideriilt, hogy a cpa gén
tartalmaz egy 72 bp nagysagu intront. Az intron, illetve a gén 5’ és 3’ nem kodold régioi a
gombagének altalanos jellemzOit mutatjadk. Az intron tartalmazza az intronok 5’ végén
altalanosan megfigyelhet6 GT, mig 3’ végén az AG motivumokat (Ballance 1990).
Munkénkkal parhuzamosan a hollandiai Wageningen egyetem genetikai laboratdériuma
ugyanezen A. niger CBS.120.49 torzs genom szekvenciajan dolgozott (Herman J. Pel és
mtsai. 2007). Tanszékek kozti egyiittmiikddés révén lehetdségiink volt az altalunk kapott
szekvenciaadatok ¢és az A. niger CBS 120.49 torzs megszekvenalt genomjanak
osszehasonlitasara. Igy tovabbi inverz PCR-ek nélkiil megismerhettik a teljes kodold
génszakasz, illetve a promoter és termindlis részek szekvenciait.

Az A. niger cpa gént kodolo régio 3287 bp hosszusagi, a kodold szakasz hossza 1939
bp, amely egy 72 bp intront tartalmaz és egy 621 aminosavbol all6 fehérjét hataroz meg
(14. abra). Az intron viszonylag rovid (72 bp), a fonalasgombaknak megfeleléen. A
promoter régid 648 bp hosszisagy, amely nem tartalmaz TATA motivumot upstream
helyzetben a startkodontol. Ez az AT-gazdag motivum ritka sajatossag a fonalasgomba-
promoterekben, de jelen lehet a startkodontol upstream helyzetben 30-60 bazisparnyira.
Jelenléte nem sziikséges a génexpressziohoz (Hamer és Timberlake, 1987). Ezenkiviil a
promoéterben tobb CAAT-motivumot is talaltunk 26 bp illetve 203-640 bp tavolsagnyira, €s

a startkodontol upstream 183 bp-nyira jellegzetes pirimidingazdag régidt azonositottunk.
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ccatccaatgcgggcatccattcgatgttctccaaacttcgattatagctgcattcgecctcegecgacttag
cctaatcatcaatcgtgggccttttaagtattagactaactcgtgtccagectegtggtggectgcagacacca
tacctcggtatctctatcactgcctgttcagecttgtgttgagcaccggcacactttcttegatgetatgtce
ccagccatataaggttcaattctccgactcaagtgacagaatcagctatacacggttcactgcttcttatat
agtacatgaggattcaataaagccaagttcagcagagtcttggttccagagcttgaatactcggtagcattce
cagggattgtggggagacaatccaggagcagcagccatcatttggtgcctgaggcacacagcactgectegt
ctccactcccaatacttaccaagtcacccaccattcecttcectetttcggectttctetttctctctctecac
ttctgctctegtgcaccacttttctteccactcacgeccatecttcteccatecatttectgeccaaacttttgt
ctgtcattttaggttttttgaaggagatgactcggtgactactcttcaatcccggcgtactcaacatccata

M R H L L S L L Vv L L | A S A A L
ATG CGT CAC CTC TTA TCA CTG CTG GTG CTT CTG ATC GCA TCG GCC GCC CTG
v § A V P A G S | 1 T P Q P P V E P
GTC TCC GCC GTC CCC GCC GGC TCC ATT ATC ACT CCA CAA CCA CCC GTC GAG cccC
vV H L L s s Q P S D P R R P W I R L
GTT CAC CTT CTC TCT TCC CAG CCC TCT GAT CCC CGA AGG CCA TGG ATC CGC CTC
R D W | 1 E S | W G 1 E K P A S R R
CGT GAC TGG ATC ATC GAG TCC ATA TGG GGC ATC GAA AAA CCC GCA TCT CGT CGA
F P L N b s P R N R s P P S R | L A

TTC CCA CTC AAC GAT TCC CCG CGC AAT CGC TCT CCT CCC TCC CGG ATT CTG GCG
R Y G S D v VvV L R F S L R N H D E A
CGC TAC GGT AGT GAC GTC GTA CTT CGT TTC AGC CTG CGC AAT CAC GAT GAG GCC

E A L A Q A A D | L F L DV W A S T
GAG GCA TTG GCC CAG GCT GCA GAC ATT CTA TTC CTG GAC GTA TGG GCG TCT ACT
P A F Vv D 1 R L A E E V

CCA GCA TTC GTA GAT ATC CGA CTG GCC GAG GAA GTC gtaagtggttcatccttccgtcc
| P S L L G
atatctgcccggttgactgatgcctgatccactgtgaccctcgcaacagATT CCC TCA TTA TTG GGC

L L P N S L Q T A Y T P L | D N L A
TTG CTA CCA AAT TCC CTC CAG ACC GCA TAT ACT CCC CTA ATA GAC AAC CTG GCA
E R | Y T T Y P S K K P | G L E G Q

GAG AGA ATC TAT ACG ACC TAT CCA TCT AAA AAG CCG ATA GGA CTT GAA GGA CAA
S 6 F A S S S R P A P K F G D L F F
TCT GGA TTT GCG TCC TCG AGT CGA CCT GCG CCA AAG TTC GGT GAC CTT TTT TTC
H E Y Q P L S V 1 1 P W M R L L A S
CAC GAG TAT CAG CCT TTG TCC GTC ATT ATC CCC TGG ATG CGG CTG CTG GCT TCC
M F P S H V R M I S V G V S Y E G R
ATG TTT CCA TCC CAT GTG CGC ATG ATT AGC GTT GGA GTA TCT TAC GAG GGT CGC
E I P A L R L S A G S S T A A s G P
GAA ATT CCC GCC CTC CGA CTG AGC GCA GGC AGC TCC ACC GCG GCG TCA GGC CCT
R K T 1 1 VvV T 6 G S H A R E W 1 6 T
CGT AAA ACA ATC ATC GTT ACG GGT GGT AGC CAT GCC CGC GAA TGG ATT GGC ACC
S T V N H V M Y T L I T K Y G K S K
TCA ACC GTG AAC CAT GTA ATG TAC ACG CTC ATT ACC AAG TAT GGC AAA TCC AAG
AV T R L L Q D F D W 1 M 1 P T 1 N
GCC GTT ACC CGC CTT CTA CAG GAC TTC GAC TGG ATC ATG ATC CCC ACG ATC AAT
P D G Y V Y T W E T D R L W R K N R
CCC GAC GGC TAT GTT TAT ACC TGG GAG ACG GAC CGA CTA TGG CGC AAG AAT CGA
Q R T S L R F C P G 1 D L D R A W G
CAG CGG ACC AGC CTA CGC TTC TGT CCC GGA ATC GAT CTT GAC CGC GCC TGG GGC
F E W D 6 G R T R A N P C S E N Y A
TTC GAA TGG GAC GGC GGT CGG ACC CGC GCT AAC CCT TGT TCA GAA AAC TAT GCT
G D E P F E G M E A Q Q L A Q W A L
GGA GAC GAG CCC TTC GAG GGA ATG GAA GCA CAA CAA TTA GCA CAG TGG GCG CTC
N E T Q N N N A D I V S F L D L H s
AAC GAG ACA CAA AAC AAC AAT GCC GAC ATC GTG AGC TTC CTT GAC CTT CAC TCT
Y s o T I L Y P F S Y S C S s 1 P P
TAC TCT CAA ACA ATT CTC TAC CCC TTC TCC TAC TCC TGC TCC TCG ATC CCT CCA
T L E S L E E L G L G L A K A 1 R Y
ACG CTC GAG AGC CTG GAA GAG CTA GGC CTT GGC CTA GCC AAG GCC ATT CGG TAC
AT H E I Y D V T S A C E G I V T A
GCG ACT CAC GAA ATC TAC GAT GTC ACT TCT GCC TGC GAA GGC ATC GTC ACG GCC
S A A DN N P G R F F P I G G N S G
AGT GCG GCA GAT AAC AAC CCC GGG CGG TTC TTC CCC ATT GGT GGC AAC TCC GGT
G S A L D W F Y H Q V H A T Y S Y 0
GGC AGT GCG TTG GAC TGG TTT TAC CAC CAA GTG CAC GCG ACT TAT TCA TAC CAG
Il K L R D R G S Y G F L L P S E H 1
ATC AAG CTT CGT GAT CGC GGA AGC TAC GGG TTC CTC CTT CCG TCT GAA CAC ATC
1 P T G K E I Y N V V L K L G S F L
ATC CCC ACC GGC AAG GAG ATC TAC AAT GTT GTT CTG AAA TTG GGA TCC TTC CTC
!l 6 6 D S F D V D W E S E L F D L s
ATC GGA GGC GAC TCA TTT GAC GTC GAT TGG GAA TCA GAA CTC TTC GAT CTG TCA
K b E S D L D S R Y S K S N D R S P
AAG GAC GAA TCC GAT CTG GAT AGC CGC TAT TCA AAA TCC AAT GAC CGC TCC CCG
A Y L H N A N G P L P N I D E D E D

1366

1420
251
1474
269
1528
287
1582
305
1636
323
1690
341
1744
359
1798
377
1852
395
1906
413
1960
431
2014
449
2068
467
2122
485
2176
503
2230
521
2284
539
2338
557
2392
575
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GCG TAT CTA CAC AAC GCC AAC GGC CCC CTG CCC AAC ATT GAC GAA GAC GAA GAT 2446

K E W Vv M V E E E D Y T D D D D D D 593
AAG GAA TGG GTA ATG GTG GAG GAA GAA GAC TAC ACA GAC GAT GAC GAC GAC GAT 2500
D D D D E E E E E E E E D T Y W A T 611
GAT GAT GAT GAT GAA GAA GAG GAA GAG GAA GAG GAA GAT ACA TAT TGG GCC ACC 2554
E H T Y E F R R R R = 621
GAA CAC ACA TAC GAA TTT CGG CGA CGA CGC TGA 2587

tgatggacaaactaatcaaccctatttatatgacaccctcgcccatatactctccttctgatgacgatcaat 2659
aatgactaatgacgggtttgcgggagtgattgacgtgtttatcatgctctgcttctcgattctttttattat 2731
tttagatactgttcccttcaggtgcctatagcctatagagcttaggggtattctctacataattaaatacag 2803
agtaattcaatgaatcgtcctatcaaataatggacccgagtaactaactggtgtttcattccttccgtactg 2875
tacttaatctgtaaggaattgaaagctaagcctcataagctacttcaccccactctttacccaggtgcagtyg 2947
tatcatgatcatcgtcatacattcattcgttaggtatctttccgatgcatgtacataaacctccgeccccgge 3019
aatttctagataaacttagcgcaagaacatcccccatctaagggtgaatcttcgcatccccgacgccgagca 3091
gcagaatcaagggaaagaaaaagaagaaagactgaaaaaaaaaagatggaaaactagaacaaccacgccaca 3163
aacttccgataaaaccacccggctttcccatccgtctecteccctgaaagcctecccgeccgataatactecctee 3235
tccatccgatccacgacatccttgcccgtgaacagatccgecctcgtacggac 3287

14. abra: Az Aspergillus niger CBS 120.49 cpa génjének teljes nukleotid- és aminosav-szekvenciaja.
A kék betiik a gén kodolo részét, a zold kisbetiik az intronokat, mig a piros nagybetik a tripletek
altal kodolt aminosavakat jeldlik. Az intron 5” és 3° végén talalhaté GT és AG motivumokat vastag
betlikkel, ill. aldhtzassal abrazoltuk, mig a szabalyozd régidkban azonositott jellegzetes
szekvenciarészleteket sziirke kiemeléssel jeloltiik.

A terminalis régio 700 bp hosszisagu, ebben 69 bp downstream helyzetben azonositottuk a
konszenzus AATAAA poliadenildcios szignalszekvenciat. Ez a szekvencia szinte
valtozatlanul taldlhaté meg az eukariota gének 3’ régidjaban, azonban fonalasgombéakban —
foleg aszkuszos és bazidiumos gombakban — gyakran hianyzik. De ha jelen van, valtozo
tavolsagra lehet a f6 poliadenilacios helytdl, illetve a motivum szekvencidja is valtozhat. A
mi esetlinkben AATAA a konszenzus szekvencia.

Maga a fehérje 621 aminosavbol all, feltételezhetéen egy cink-metalloenzim (15. és 16.
abra). Aminosav-szekvencidja alapjan tartalmaz olyan konzervalt részeket, mely egy
cinkion-kétohelyre utal. Ebbol adoddan a fehérje az M14 peptiddzok szupercsaladjaba
tartozik. (Munkank elején ezen konzervalt részekre tervezett primerek segitségével

indultunk el a cpa génszekvenciajanak elemzése felé.)
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15. abra: A cpa génben felelhetd konzervalt domének aminosav-szekvencia alapjan.
Négy domén van feltlintetve az dbran, ebbdl 3 pirossal jeldlt utal arra, hogy ez a fehérje egy cink-
metalloenzim. A 4. sziirkével jelolt domén pedig, hogy egy feltételezett karboxipeptidaz, mely az
aminosav-transzportban és metabolizmusban vesz részt.
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16. abra: Az Aspergillus niger cpa aminosav-szekvencidjanak Osszehasonlitisa mas gomba (metallo)karboxipeptidaz
aminosav-szekvenciadkkal. Az abran feketével bekeretezett részek a konzervalt domének, melyek arra utalnak, hogy az enzim
rendelkezik egy cinkion-kotohellyel. Ezen kiviil a piros betiivel jelzett részek szintén erdsen konzervalt részekre utalnak.
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6./4. A cpa gén expresszidja Pichia pastoris transzformacios rendszerben.

6./4.1. A cpa gén vektorba torténd beillesztése.

Terveink kozott szerepelt a karboxipeptidaz A-t kodold gén expresszaltatasa Pichia
pastoris transzformacios rendszerben, amely eljaras alkalmazhato lenne a fehérje nagyobb
mennyiségben torténd termelésére. Ezen kisérletekkel szerettiik volna aldtdmasztani az
alaphipotézisiinket, hogy ez az enzim lehet felelds az OTA bontasaért. Ha bebizonyosodik,
hogy ez a fehérje vesz részt az OTA lebontasaban az A. niger CBS 120.49 tdrzs esetében,
akkor felhasznalhat6 lenne olyan biologiai dekontaminacios eljarasban, mely esetlegesen
kedvezdbb, mint a kémiai dekontaminacios eljarasok.

Kisérleteinket eldszor a cpa gént tartalmazo (pN4) vektor megtervezésével ¢és
elkészitésével kezdtikk el. Elsoként a meglévd cpa génszekvencia alapjan specifikus
primereket terveztiink (7. tablazat) a teljes kodolo rész izolalasdhoz, melyet tobb 1épésben
hajtottunk végre. A CPAV1 primer 5° végére egy Kpnl, a CPAV4/a primer 5° végére pedig
egy Notl restrikcids hasitohelyet terveztiink. Erre azért volt sziikség, hogy majd a meglévd
teljes szekvenciat at tudjuk helyezni a pPICZa (A) vektorba a Kpnl és Notl restrikcios
enzimek segitségével. Elsé 1épésként a CPAVI-CPAV2 specifikus primerparral
amplifikalt 1105 bp nagysagu, tompa végli fragmentumot Sma I restrikcidos enzimmel
emésztett (szintén tompa végll) pSK(+) plazmidba ligaltuk (1.vektor). Ez az 1105 bp
nagysagli fragmentum a cpa gén 1-1105. bp kozotti szakaszanak felel meg. Kovetkezd
1épésként az ORCPA2—CPAR2 degeneralt primerparral kapott 1450 bp nagysagu tompa
végl fragmentumot ECOR V restrikcios enzimmel emésztett (szintén tompa végii) pSK(+)
plazmidba ligaltuk (2.vektor). Ez az 1450 bp nagysagl fragmentum a cpa gén 164-1612
bp-nak felel meg. Harmadik Iépésként a CPAV3—-CPAV4/a specifikus primerparral kapott
895 bp nagysagu tompa végli fragmentumot ECOR V restrikciés enzimmel emésztett
(szintén tompa végli) pTZ57R plazmidba ligaltuk (3.vektor). Ez a 895 bp nagysagu
fragmentum a cpa gén 1043-1939. bp kozotti szakaszanak felel meg. Ezutan az 1. és a 2.
vektort Pst I és Apa I restrikcios enzimekkel emésztettiik ¢s az emésztés soran kapott
fragmentumok koziil az 1. vektorbdl szarmazé 3239 bp nagysagu és a 2. vektorbol
szarmaz6 1316 bp nagysagu fragmentumokat ligaltuk. Az igy kapott vektor a cpa gén 1612
bp nagysagu fragmentumat tartalmazta. Ezt az Gj vektort és a 3. vektort Hind III és Apa I
restrikcios enzimekkel emésztettiik. A kettds emésztés soran kapott fragmentumok koziil
az 1. + 2. vektor keverékébdl szarmazo 4432 bp nagysagu és a 3. vektorbol szdrmazo 420

bp nagysagu fragmentumokat ligaltuk. Az igy kapott vektor (pN4) tartalmazta a cpa gén
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teljes kodold részét (1939 bp). A promoter €s a terminalis régidkra nem volt sziikségiink,
mivel a pPICZa (A) vektor mar tartalmazott egy AOX1 prométert és terminalis régiot. A
pN4 vektort és az EasySelect Pichia Expression Kit-bél szarmazoé pPICZa (A) vektort
KpnI és Notl restrikcios enzimekkel emésztettiik. Az emésztés hatasara a pN4 vektorbol
kivagtuk a cpa gént, melyet a felnyitott pPICZa (A) vektorba ligaltunk. Ezutan a cpa gént
tartalmaz6 pPICZa (A) vektort Pichia pastoris ¢élesztdsejtekbe transzformaltuk és

expresszaltattuk az EasySelect Pichia Expression Kit utasitasainak megfelelen.

-]
-

-
[ s 5

z z = it 6xHi
ze@|

:JAO)@ > BamH |

BsmB 1
AspT181
Kpnl

-4
-]
2]

i)

Zhol
Sac ll

E
=

B
R
™ &
3 o
.‘? pPICZa 2
pN4 i A,B,C
4938 bp 3,6 kb
PaN
Bal lf
! ue orj _:01""‘6

17. abra: A cpa gén teljes kodolo részét tartalmazo vektor (pN4) és a pPICZa vektor képe. A piros
nyillal jelzett részt helyeztiikk at a pPICZa vektorba, Kpnl és Notl restrikcids enzimmel torténd
hasitas utan.

6./4.2. A nem transzformans Pichia pastoris KM71H és X-33 (vad tipus) torzsek
tesztelése ochratoxin A-bontasra.

Miel6tt megkezdtiik volna a Pichia pastoris KM71H torzset transzformalni a CPA gént
tartalmazd pPICZa-A vektorral, elvégeztiink az EasySelect Pichia Expression Kit.-ben
talalhato KM71H és X-33 torzsekkel egy kisérletet, hogy képesek-e az OTA-bontasra €s
adszorpcidra. A kontroll kisérletbdl kideriilt, hogy a tapoldat extrakcioban megjelent a
hozzaadott OTA-mennyiség jelentds része, vagyis a két vizsgalt izoldtum nem képes
lebontani az OTA-t. Viszont a sejtextrakcioban is megjelent kis mennyiségben az OTA,

ami azt mutatja, hogy a sejtek képesek az OTA kismértékii adszorpcidjara (18. dbra). A
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késébbiekben megprobaltuk ugy tervezni a kisérleteket, hogy a Pichia pastoris KM71H

torzs adszorpcids képessége ne vezessen félre benniinket (a sejtek és a fermentlé

szétvalasztasaval).

KM71H X-33

“«— OTA

KM71H X-33

(b)
18. abra: Ochratoxin A-bontas ellenérzésének vékonyréteg-kromatografias (TLC) képe Pichia
pastoris KM71H és X-33 torzsek esetében. (a) Tapoldat-extrakcio: balra az 1-5. folt a naponkénti
mintavételeket jelenti KM71H izolatum esetében, jobbra a 8-12. folt a naponkénti mintavételeket
jelenti X-33 izolatum esetében. S: standard ochratoxin A (2 pg), K: kontroll minta, ami csak a
hozzaadott ochratoxin A-t tartalmazta. (b) Sejtextrakcio: balra az 1-5. folt a naponkénti
mintavételeket jelenti KM71H izolatum esetében, jobbra a 8-12. folt a naponkénti mintavételeket
jelenti X-33 izolatum esetében. S: standard ochratoxin A (2 pg), K: kontroll minta, ami csak a

hozzaadott ochratoxin A-t tartalmazta.

81



6./4.3. Pichia pastoris transzformans izolatumok (KM71H: 1/1, 1/2, 3/1, 3/2) tesztelése
ochratoxin A-bontasra.

Az EasySelect Pichia Expression Kit-nek megfelelden elvégeztiik a Pichia pastoris
KM71H izolatum transzformaldsat a cpa gént tartalmazé pPICZa-A vektorral. Azért ezt a
vektortipust valasztottuk, mivel a pPICZo-A vektor alkalmas arra, hogy a kivant
fehérjetermék majd szekretalodjon az élesztdsejtbdl. Ezen tal a C-terminalis polihisztidin
végnek koszonhetden a késdbbiekben lehetdség lesz a rekombinans fuzids fehérjét
oszlopon tisztitani. Ezt kovetéen fel lehet hasznalni tovdbbi vizsgalatokhoz. A
transzformalast kovetéen 4 izolatum bizonyult megfelelének, ezekbdl DNS-izolalast
végeztlink annak megallapitasara, hogy valoban sikeres volt-e a transzformalas. A DNS-
izolalast kdvetden a cpa génre tervezett CPAV1 — CPAV2 primerparral és mar kordbban
alkalmazott paraméterekkel PCR-t mértiink dssze ellenérzés céljabol. A vart PCR termék
mérete 1096 bp. A PCR-bdl kideriilt, hogy mind a négy transzformans izolatum megfeleld
a tovabbi kisérletekhez (19. dbra).

M K 11 12 31 32 M

1000 bp —

19. abra: A Pichia pastoris transzformansok (1/1, 1/2, 3/1, 3/2) CPAV1-CPAV2 primerparral
torténd ellendrzésének gélelektroforetikus képe. Marker: 1kb DNA ladder (Fermentas), K: negativ
kontroll.

Ez koévetéen mind a négy rekombindns izoldtummal (1/1, 1/2, 3/1, 3/2) elvégeztiik az

expresszaltatast az EasySelect Pichia Expression Kit leirasanak megfeleléen. A kisérleti

folyamat alatt az 1., 4. és 7. napon vettlink mintat a fehérje kimutatdsdhoz. Ezt a 7 napot
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kovetéen az Pichia éleszésejteket elvalasztottuk a fermentlétdl, amire azért volt sziikség,
hogy a késdbbiekben az élesztdsejtek OTA-adszorpcids képessége ne zavarja meg a OTA-
bontds kiértékelését. Az expresszaltatdst kovetden a sejtmentes (natir) fermentlé
elméletileg tartalmazza az OTA bontasért felelds enzimet. A natir fermentléhez OTA-t
adtunk, melyet 30°C-on 5 napig inkubaltuk és naponta mintat vettiink az OTA-

extrakcidhoz.

<+«— OTA

(@)

<+«— OTA

(b)

20. abra: Ochratoxin A-bontas ellendrzésének vékonyréteg-kromatografias (TLC) képe
transzformans Pichia pastoris torzsek esetében. (a): 1/1 és 1/2 Pichia transzformans izolatumok
fermentlevének extraktuma (naponkénti mintavétel). (b): 3/1 és 3/2 Pichia transzformans
izolatumok fermentlevének extraktuma (naponkénti mintavétel). S: standard OTA (2 pg), K:
kontroll minta, OT A-expresszaltato tapoldatban.
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A vékonyréteg-kromatogrammok (TLC) kiértékelésébdl kideriilt, hogy csak az 1/1 és

3/1 transzformans Pichia izolatumok esetében volt kismértékii csokkenés az OTA-

mennyiségbdl (20. dbra). Mindkét esetben a 2. illetve a 3. naptdl fogva kezdett csokkeni az

OTA-mennyiség.

Az 1/1 és 3/1 transzformans Pichia izolatumok expresszaltatasa soran vett fermentlé-

mintdkbol (1., 4. és 7. napos minta), melyek nem tartalmaztak ¢élesztdsejteket,

fehérjekivonatot készitettiink, majd ezt kovetden megfutattuk fehérje-gélelektroforézissel

(22. abra). Miel6tt kiértékeltiik volna a fehérje-gélelektroforézis eredményét, megbecsiiltiik

a vart fehérjénk méretét a BioEdit programba bevitt amindsav-szekvencia segitségével. A

program altal kapott eredmény szerint a vart fehérje mérete koriilbeliil 70 kDalton lehet

(21. 4bra).

Protein:
Length = 621 amino acids

Molecular Weight = 70037,16 Daltons
Amino Acid Number

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Ile
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

<=<10NIVDOVZ=Er"N=TOTMOO >

45
4

47
46
23
38
14
40
16
60
8

22
41
15
41
60
31
28
16
26

Mo 1%
7,25
0,64
7,57
7,41
3,70
6,12
2,25
6,44
2,58
9,66
1,29
3,54
6,60
2,42
6,60
9,66
4,99
4,51
2,58
4,19

21. abra: A cpa fehérje méretének meghatarozasa aminosav-szekvencia alapjan, BioEdit program

segitségével.
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22. abra: A 1/1 és 3/1 transzformans Pichia izolatumok fermentlevéb6l kivont fehérjeextraktum
fehérje-gélelektroforetikus képe. Marker: SeeBlue ® Plus 2 lot. SBS 41129 (10 ul, Invitrogen), 1-3:
3/1 izolatum fermentlevébdl kivont fehérjeextraktum (sorendben: 7., 4. és 1. nap), 4-6: 1/1
izolatum fermentlevébdl kivont fehérjeextraktum (sorendben: 7., 4. és 1. nap), 7: nem

transzformans KM71H izolatum fermentlevébdl kivont fehérjeextraktum (7. nap, kontrol).

Osszehasonlitva a program altal megadott, és a fehérje-gélelektroforézis soran kapott
eredményeket, nem kaptunk koriilbeliill 70 kDalton méreti terméket. Ezen feliil
Osszehasonlitottuk a kontroll mintankat a natar fermentlé fehérjekivonataval.
Eszrevehetéen megjelentek méas méretii termékek, melyek nincsenek jelen a kontroll minta
fehérjekivonatdban. Feltehetden nem juthatott ki a cpa fehérjénk a sejtbdl, vagy esetleg
olyan alacsony mennyiségben volt jelen a fehérjetermékiink, hogy nem adott jelet a
fehérje-gélelektroforézis soran. Tovabbi kisérleteket terveziink, hogy bizonyitani tudjuk
hipotézisiinket, miszerint az A. niger (CBS 120.49/N400) karboxipeptiddz enzime lehet
felelds az OTA bontasaért.
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6./5. Aspergillus fajok pANCPA vektorral torténé transzformalasa

Alaphipotézisiinket, mely szerint egy karboxipeptiddz enzim lehet felelds az OTA
bontasaért, egy madsik kisérletsorozattal is szerettiik volna aldtdmasztani. El6z6
kisérleteinkkel parhuzamosan megkezdtik az A. niger CBS 120.49/N400 torzs cpa
enzimfehérje génjét Gsszeépiteni egy olyan vektorba, mellyel transzformalni lehet mas
atoxinogén Aspergillus fajokat. Harom Aspergillus térzset (A. niger JHC 607, A. nidulans
SZMC 0552/WT0307 és A. fumigatus NRRL 5587/52) valasztottunk ki a transzformacios

kisérletekhez. Ezek a torzsek atoxinogén Aspergillus fajokba tartoznak.

6./5.1. A pANCPA vektor elkészitése

Kisérleteinket eldszor a cpa gént tartalmazd (pANCPA) vektor megtervezésével és
elkészitésével kezdtiik el. A transzformacids kisérletek soran kapott telepek szelekciojahoz
szelekciés markerként a hygromicin B-rezisztenciagént hasznaltuk fel. A vektor
megtervezésekor az volt az elgondolasunk, hogy a cpa enzimfehérjét kodold gént sajat
promotere és termindlis régioja nélkiil fogjuk felhasznalni, mivel ezen részek funkcionalis
gyakorisagarol nem rendelkeztiink informacioval. Elképzelésiink az volt, hogy az irodalmi
alkalmazzuk (John E. Hamer és mtsai. 1987). A szelekcios marker (hygromicin B *) génje
is ezen részekkel iranyitott.

A vektor elkészitésekor az elsd 1épésekhez a pCSN43 vektort alkalmaztuk, melyben
megtalalhatd a szamunkra fontos trpC gén promotere és termindlis régidja, ezen kiviil a
hygBR gén is. 1. 1épés: A pCSN43 vektorbol Sall és EcoRI restrikcios enzimekkel kivagtuk
a trpC gén promoterét, melyet athelyeztiink egy pGEM-T easy vektorba, amit szintén
ezekkel a restrikcios enzimekkel nyitottunk fel. 2. 1épés: A pGEM-T easy vektort Ndel és
Clal restrikcios enzimekkel hasitottuk, az emésztés soran kapott 372 bazisparnyi rész (ez
tartalmazta a trpC promotert) végeit feltltottiik Klenow fragment (DNA Polymerase |
large fragment) és ANTP mix segitségével, hogy tompa végeket (blunt end) kapjunk, majd
athelyeztiik egy ECORI restrikciés enzimmel hasitott pUC18 vektorba. Ezen vektor ECORI
restrikcios enzimmel hasitott végei is fel voltak toltve Klenow fragment és dNTP mix
segitségével. Az eddigi 1épéseket kék-fehér szinszelekcion és restrikcios emésztésen kiviil
plazmidszekvenalassal is ellendriztiik. 3. 1épés: A trpC terminalis részt BamHI és Xbal
restrikciés enzimekkel kihasitottuk a pCSN43 vektorbol, majd athelyeztik a trpC
promoétert mar tartalmazoé pUC18 vektorba, ami szintén ezekkel a restrikcios enzimekkel

volt felnyitva. Ezen 1épés sikerességét szintén alatamasztottuk plazmidszekvenalassal is. 4.
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lépés: A pTZ57R vektort, mely a cpa kodold génszakaszt (promoéter €s termindlis régio
nélkiil) tartalmazta, Xbal restrikciés enzimmel hasitottuk, majd a végeket feltoltottitk
Klenow fragment és dNTP mix segitségével. A feltdltést kovetden a mintankat Kpnl
restrikcids enzimmel hasitottuk, és a kapott 1952 bp termék mar csak a cpa kodold részt
tartalmazta. Ezt a szakaszt ligaltuk a 3. lépésben kapott pUCI8 vektorral (mely mar
tartalmazta a trpC promoter és termindlis részeket), ami Kpnl és Smal restrikcios
enzimekkel volt felnyitva. Igy a cpa gént kodold része pont a promoter és a terminalis
régio kozé keriilt. A 4. 1épés eredményességét restrikcios emésztéssel és
plazmidszekvenalassal ellendriztiik. 5. 1épés: A pCSN43 vektorban 1évé hygromicin B
rezisztenciagént tartalmazé kazettat (trpC promoéter, hygB® gén, trpC terminalis régi6) Sall
restrikcios enzimmel kivagtuk és athelyeztiik egy Sall restrikcios enzim altal hasitott
pSK(+) vektorba. Ezzel a célunk az volt, hogy megfeleld restrikcios hasitohellyel
rendelkezziink a hygB® gént tartalmazd kazetta cpa gént tartalmazé pUCIS8 vektorba
torténd athelyezéséhez. Mivel a hygromicin B rezisztencia gént tartalmazo kazetta kétféle
orientacioval épiilhet be pSK(+) vektorba, igy a nekiink megfelelé vektort restrikcids
emésztéssel ellenériztiik le. 6. 16pés: A pSK(+) vektorbol a hygB® gént tartalmazo kazettat
Xbal restrikcios enzimmel vagtuk ki és ligaltuk szintén Xbal restrikcidos enzimmel hasitott
cpa gént tartalmazo pUC18 vektorral. Hogy valoban sikeres volt e a hygB® gént tartalmazo
kazetta beépitése, ezt hygB® génre tervezett NYhph3 és NYhph4 primerekkel végrehajtott
PCR soran ellendriztuk (7. tdblazat, 23. dbra). Az igy kapott vektorban (7890 bazispar) mar
megvolt a cpa gén trpC promoéterrel és terminalis régioval és a hygB® gént tartalmazo
kazetta (24. abra).

A pANCPA vektort linearis formaban hasznaltuk fel az Aspergillus transzformacios
kisérletekhez. Célunk az volt, hogy a cpa gén és a hygBR gén homolog rekombinaci6 révén
integralodjon a transzformalni kivant Aspergillus genomba, hogy ezaltal hipotézisiink
alatamasztasa céljabol meg tudjuk vizsgalni, hogy a transzformans Aspergillus torzseknél

kapunk-e valamilyen pozitiv eredményt az OTA-bont6 képességre nézve.
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Ml (K 1 2 3 (K M2

1000 bp —>
750 bp —»>

P <+ 692 bp
500 bp —> <“— 501 bp

23. abra: A hygB® gént tartalmazo6 kazetta NYhph3 és NYhph4 primerekkel torténé ellendrzésének
gélelektroforetikus képe pANCPA vektorok esetében. M1: 1kb DNA ladder (Fermentas), M2:
pUC mix marker (Fermentas), (-)K: negativ kontroll, mely nem tartalmazott plazmid DNS-t, 1-3:
pANCPA vektorok, (+)K: pCSN43 vektor, mint pozitiv kontroll. A vart PCR-termék mérete 620

bazispar volt.

24. abra: Az Aspergillus transzformacios kisérletekhez felhasznalt pANCPA vektor térképe. A
piros nyillal jelzett rész a cpa gént, a zold részek a cpa gén iranyitasahoz sziikséges trpC promotert
és terminalis régiot, a kék nyillal jelzett rész pedig a hygBR gént tartalmazo kazettat jeloli.
pHBI1: replikacios origd, bla: ampicillin-rezisztencia gén, LacZ: [B-galaktoziddz N-

terminalisat kodolo rész.
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6./5.2. Nem transzformans Aspergillus torzsek minimalis gatlo koncentracio (MIC)
értékének meghatarozasa hygromicin B antibiotikumra nézve

A transzformalds sordn szelekcids markerként a hygromicin B antibiotikumot
alkalmaztuk. A transzformacios kisérlet elott meghataroztuk a harom Aspergillus torzs (A.
niger JHC 607, A. nidulans SZMC 0552/WT0307 és A. fumigatus NRRL 5587/52) MIC-
értékét erre az antibiotikumra nézve. A MIC-érték meghatarozasat protoplasztokra nézve
végeztiik el, 8 féle hygromicin B-koncentracio (0, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300 pg/ml)
mellett az 5./3.6.3. pontban leirtak alapjan (11. tablazat). Az Aspergillus torzsek koziil
legérzékenyebbnek az A. fumigatus bizonyult, mar 50 pg/ml hygromicin B teljesen gatolta
a novekedését. Az A. nidulans esetében csak az igen magas 300 pug/ml-es koncentracio
gatolta teljesen a novekedését. Egyediil az A. niger esetében egyeztek meg az eredmények
az irodalmi adatokkal, ami 100-150 pg/ml hygromicin B koncentracié volt (Tilburn és
mtsai. 1983; Lakshmi ¢és mtsai. 2004). Ezen adatok alapjan terveztik meg a

transzformacios kisérleteket.

11. tablazat: Nem transzformans Aspergillus térzsek MIC-értékei hygromicin B antibiotikumra
nézve. Jelmagyarazat: +++ erdteljes novekedés, ++ kozepes novekedés, + gyenge ndvekedés, -

nincs novekedés.

hygromicin B-koncentracio (ng/ml)

Torzs neve

0 ng 25pg | SOpg | 7Spg | 100 pg | 150 png | 200 png | 300 pg
A.niger JHC 444 444 ++ + + - - -
607
A. nidulans EFIFEVATA IV s ++ ++ ++ -
WT 0307
A. fumigatus T+ + - - - - - -
52

6./5.3. A Kkivalasztott Aspergillus torzsek transzformalasa és tesztelése ochratoxin A-
bontasra nézve

Miel6tt elkezdtiik volna transzformalni a kivalasztott Aspergillus torzseket (A. niger
JHC 607, A. nidulans SZMC 0552/WT0307 és A. fumigatus NRRL 5587/52) elvégeztiink
egy kisérletet, hogy pozitivnak bizonyulnak-e OTA-bontd képességre nézve, mivel nem
lenne célszerli olyan torzset transzformalni a pANCPA vektorral, amely mar rendelkezik

toxinbontod képességgel. Az Aspergillus torzsek koziil az A. fumigatus térzs pozitivnak
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bizonyult OTA-bontadsra nézve, mar a 3. naptol kezdve jelentdsen lecsokkentette az OTA
mennyiségét a tapoldatban. Ezen kiviil az A. fumigatus a leggyakrabban el6forduld patogén
Aspergillus faj. Az aspergillozis soran kiilondsen a tiid6t és a mellékiiregeket arasztja el, de
eljuthat mas szervekbe is. Ezen kizar6 okok miatt vetettiik el a tovabbi kisérleteket az A.
fumigatus torzzsel kapcsolatban. A masik két izolatum, az A. niger JHC 607 és az A.
nidulans SZMC 0552/WT0307 nem bizonyult pozitivnak OTA-bontasra nézve, ezekkel a

torzsekkel kezdtiik el a transzformacios kisérleteket (25. abra).

A. niger A. niger A. fumigatus A. nidulans
N400 JHC 607 NRRL 5587 SZMC 0552 K S

) OTA

25. abra: Az ochratoxin A-bontd képesség ellendrzésének vékonyréteg-kromatogrammja (TLC) a
nem transzformans Aspergillus térzsek (Aspergillus niger JHC 607, Aspergillus fumigatus NRRL
5587/52, Aspergillus nidulans SZMC 0552/WT0307) és az ochratoxin A-bontd Aspergillus niger
CBS 120.49/N400 torzs esetében. S: standard ochratoxin A (2 pg), K: kontroll minta, ami csak a
hozzaadott ochratoxin A-t tartalmazta. Az egy izolatumhoz tartozé 1-5. folt a kétnaponta (1., 3., 5.,

7., 9. nap) vett mintak extraktumat jelenti.

Az OTA-bontd képesség ellendrzését kovetden a transzformdacios kisérletek elott
optimalizaltuk a protoplasztald elegy Osszetételét, mivel a transzformacids kisérletekhez
elég nagy mennyiségii protoplasztra (5 x 107 / ml) volt sziikség. Ezen kiviil a kivalasztott
izolatumok eltéré szamu, nagyon alacsony protoplasztmennyiséget (10%, 10° / ml)
produkaltak a kiindulasi protoplasztelegyben (0,02 % novozym, 1-2 % csigaenzim). A
rendelkezésiinkre allo lizisenzimek (Trichoderma harzianum lizisenzime, novozym ¢és a
tanszék altal eldallitott csigaenzim Helix aspersa éticsigafajbol) koziil, csak a novozym és
a tansz€ki csigaenzim bizonyult megfelelonek transzformacios kisérleteinkhez. Az A. niger
JHC 607 izolatum esetében a lizisenzim 6sszetétele 0,1 % novozym és 1,5 % csigaenzim,

mig az A. nidulans SZMC 0552/WT0307 izolatum esetében a lizisenzim 6sszetétele 0,02
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% novozym és 1,5 % csigaenzim volt. A protoplasztal6 elegy bedllitasat kovetden irodalmi
adatok (Tilburn ¢és mtsai. 1983, Malardier és mtsai. 1989) és az Aspergillus
(www.aspergillus.org.uk) honlap alapjan (I1d. 5./3.6.4.) megkezdtiik az A. niger JHC 607 és
az A. nidulans SZMC 0552/WT0307 izolatumok pANCPA vektorral torténd
transzformalasat. A transzformacids kisérletek a megallapitott MIC-értékek alapjan 2-3
transzforméns telepet eredményeztek mindkét torzs esetében, ezeket tovabboltottuk
megfeleld mennyiségli hygromicin B-t tartalmazé taptalajra (26. dbra), igy ellendriztiik,
hogy rendelkeznek-e a hygromicin B-rezisztencia markergénjével. Erdekes, hogy a nem-
transzformans A. nidulans izolatum még 500 pg/ml hygromicin B-koncentracion is elkezdett
novekedni, majd elhaltak a micéliumok (megbarnult telepszélek). Végiil egy-egy transzformans

izolatummal rendelkeztink mindkét torzs esetében.

A. niger A. nidulans
transzformans i ', transzformans

A. niger

JHC 607 i " A. nidulans
WT 0307

26. abra: Transzformans és nem-transzformans Aspergillus niger (JHC607) és Aspergillus
nidulans (SZMC 0552/WT0307) torzsek minimal (szelektiv) taptalajon, 500 pg/ml hygromicin B

antibiotikum mellett.

91



Ezt kovetéen kétféleképen 1is ellendriztiik, hogy a transzforméans torzseink
rendelkeznek-e a pANCPA vektorral bevitt karboxipeptidaz génnel.

1. Mindkét transzformans izolatummal (T55L, T55C) elvégeztik az OTA-bontasi
kinetikat, majd kiértékeltiik vékonyréteg-kromatografias modszerrel (TLC). Sajnos a
transzformans A. nidulans T55C torzs esetében nem tortént semmilyen valtozas az OTA-
bontd képességet illetéen (27b. abra). A transzformans A. niger T55L torzs esetében
viszont 2 nappal hamarabb csokkent le az OTA mennyisége a tapoldatban: a 9. nap helyett
mar a 7. napon joval kevesebb volt a toxin mennyisége a tapoldatban, de a transzformans
még igy sem volt annyira hatékony, mint az A. niger CBS 120.49 t6rzs (27a. abra).

2. DNS-izolalast végeztiink a transzformans izolatumokbol (T55L, T55C), majd ezt
kovetden elvégeztiink egy PCR-t A. niger (CBS 120.49) cpa génre specifikus CPAV1-
CPAV2 primerparral annak megéllapitasara, hogy sikeres volt-e a transzformacios kisérlet.
Azért probalkoztunk PCR-es ellenérzéssel, mert a Southern-hibridizacié nagy
valdsziniiséggel nem adott volna pontos adatot, ha a nem-transzformans torzsek (A. niger
JHC 607, A. nidulans SZMC 0552) cpa génje és az A. niger CBS 120.49 izolatumbol
amplifikalt cpa gén kozott igen nagy a homolégia, kozel 70-80 %. Viszont az A. niger CBS
120.49 izolatum cpa génjére irt specifikus primerekkel a PCR soran nem kaphatunk
megfeleld méretii (1096 bazispar) terméket a nem-transzformans izolatumok (A. niger JHC
607, A. nidulans SZMC 0552) esetében. A PCR-rel torténd ellenérzés soran szintén nem
kaptunk megfeleld méretii terméket a transzformans izoldtumokbol (T55L, T55C) sem,
hasonl6an a nem-transzformans izolatumokhoz (28. abra).

A transzformans izolatumok ellenérzése soran kapott eredményekbdl azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy a pANCPA vektorral bevitt cpa gén nem juthatott be a
transzformalni kivant A. niger JHC 607 és A. nidulans SZMC 0552 izolatumok genomjaba.
Ha esetleg bejutott, akkor valamilyen oknal fogva nem fejezddott ki a cpa gén. Vagyis a
transzforméacids kisérlet soran csak a hygromicin B-rezisztenciagén atjuttatdsa és
mitkodése volt sikeres. Elképzelhetd, hogy a transzformans A. niger (T55L) izolatumnal
kapott kismértékit OTA csokkenés nem reprezentativ, esetleg a kisérletek soran kapott

eredmények szorasarol lehet szo.
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A. niger A. niger A. niger
CBS 120.49 JHC 607 T55L K S

+— OTA

A. nidulans A. nidulans
SZMC 0552 T55C K S

+— OTA

(b)
27. abra: Az ochratoxin A-bontd képesség ellenérzésének vékonyréteg kromatogrammja (TLC).
(a) Az ochratoxin A-bont6 Aspergillus niger CBS 120.49 torzs, a nem-transzformans és
transzformans (T55L) Aspergillus niger JHC 607 torzs ochratoxin A-bontasa. (b) A nem
transzformans és a transzformans (T55C) Aspergillus nidulans (SZMC 0552/WT0307) torzsek
ochratoxin-bontasa. Az egy izolatumhoz tartozé 6 folt a kétnaponta (1., 3., 5., 7., 9., 11. nap) vett
mintak extraktumanak felel meg. S: standard ochratoxin A (2 pg), K: kontroll minta, mely csak a

hozzaadott ochratoxin A-t tartalmazta.
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1500 bp —»>
1000 bp —»
750 bp —>

28. abra: A transzformans Aspergillus niger TS5L ¢és Aspergillus nidulans T55C torzsek
ellendrzésének gélelektroforetikus képe. 1: Aspergillus niger CBS 120.49 (pozitiv kontroll), 2:
nem-transzformans Aspergillus niger JHC 607, 3: transzformans Aspergillus niger TS5L, 4: nem-
transzformans Aspergillus nidulans SZMC 0552, 5: transzformans Aspergillus nidulans T55C.
Marker: 1kb DNA ladder (Fermentas).
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7. OSSZEFOGLALAS

A mikotoxinok a gombak mdasodlagos anyagcseretermékei, melyek az allatokra és az
emberekre nézve egyardnt artalmasak. Az ¢élelmiszerek ¢és az 4allati takarmanyok
mikotoxin-szennyezettsége ma is vilagméretli problémat jelent. Gazdasagi és egészségligyi
szempontbol az egyik legjelentésebb mikotoxin az ochratoxin A (OTA), melyet tobb
Aspergillus és Penicillium faj is termel. Szamos mezOgazdasagi termékben (pl. kakad,
kave, fiiszerek, gabonafélék) eléfordulhatnak ochratoxinok. A mikotoxinok egészségiigyi
hatarértékeit az Eurdpai Unidn beliil az Eurodpiai Bizottsdg (EC) hatarozta meg, ezen kiviil
szamos orszag rendelkezik sajat egészségiigyi hatarértékkel. Allati és emberi egészségiigyi
szempontbol az ochratoxinok hepato- ¢és nefrotoxikus, valamint karcinogén
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Szamos eljarast fejlesztettek ki a mikotoxinok
eltdvolitasara, melyek lehetnek fizikai, fizikokémiai, kémiai és bioldgiai detoxifikalo
eljarasok. A biologiai eljarasok esetében szamos mikroorganizmust vizsgaltak mar, hogy
képes-e az OTA-t lebontani, vagy atalakitani nem toxikus ochratoxin o-va, vagy mas
kevésbé toxikus vegytiletekké.

Munkank soran egy a koOrnyezet szamara kiméletesebb dekontaminacios eljaras
(bioldgiai modszer) kifejlesztése volt a cél, mely lehetévé tenné a mezdgazdasagi
termények/termékek mikotoxin-szennyezettségének csokkentését. Kezdeti [épésként a
célunk az volt, hogy olyan atoxikus fajokat keressiink, melyek képesek az OTA
lebontasara. Rhizopus és a Phaffia/Xanthophyllomyces izolatumokat vizsgaltuk, hogy
rendelkeznek-e OTA-bontd képességgel. Elsdként 51 Rhizopus izolatumot teszteltiink,
melyek koziil 15 izoldtum képes az OTA bontasra. A jol bontd izoldtumok koziil kettdt
(Rhizopus stolonifer Rh5, Rh. microsporus Rh31) kivalasztottuk a toxinbontas
kinetikajanak részletes elemzése céljabol. Ezen kisérletekhez Osszehasonlitdsként az
Aspergillus niger CBS 120.49 torzset is felhasznaltuk, mivel korabban mar e térzs bontasi
kinetikajat részletesen megvizsgaltak. Kisérleti eredményeink kimutattak, hogy a Rhizopus
izolatumok az OTA 90%-at csak 12-14 nap elteltével voltak képesek elbontani, mig az A.
niger az OTA 90%-at 6 napos inkubacio alatt volt képes degradalni. A vizsgalt két
Rhizopus izolatum (Rh 5, Rh 31) toxinbontasa koz6tt nem tapasztaltunk jelentOs
eltéréseket. Ezen kiviil kivancsiak voltunk, hogy a két Rhizopus Rh 5, Rh 31 és az A. niger
CBS 120.49 izolatumok képesek-e az OTA-bontdsra természetes koriilményeket
modellez6 kisérleti rendszerben: a toxinbontast nem tapoldatban, hanem benedvesitett

bluizaszemeken teszteltiik. A modellkisérleti eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy
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mindhdrom izolatum szemmel lathatéan jol novekedett a szubsztratumon, de a két
Rhizopus izolatum koziil csak az egyik (Rh. stolonifer Rh 5) volt képes lecsokkenteni a
toxintartalmat természetes koriilményeket modellezd kisérlet soran. Az A. niger CBS
120.49 izolatum, mely tapfolyadékos kisérletekben a legjobb toxinbonténak bizonyult,
nem volt képes lebontani az OTA-t. A HPLC-kisérletek is alatdmasztottak, hogy 14 nap
inkubalas utan buzan a bevitt OTA 96,5%-at lebontotta a Rh. stolonifer (Rh 5) izolatum. A
Rh. stolonifer Rh 5 izolatum megfelelének bizonyulhat ipari célokra térténd felhasznalasra,
mely igéretes biologiai detoxifikald eljaras lenne a szennyezett mezdgazdasagi termékekre
nézve. A modszer optimalizalasdhoz tovabbi kisérletek sziikségesek.

A Rhizopus izolatumokon kiviil megvizsgaltuk még néhany
Phaffia/Xanthophyllomyces éleszt6-izolatum OTA-bontd képességét is. Kezdeti kisérletek
soran harom Phaffia/Xanthophyllomyces ¢leszté-izolatumot (CBS 5905, CBS 5908, CBS
6938) alkalmaztunk az OTA-bontd képesség vizsgalatara. A kisérleti eredmények azt
mutattdk, hogy az ¢éleszt6-izolatumok kevesebb, mint 10 nap alatt lebontjdk vagy
adszorbedljak az OTA-t PM tapoldatbol. A vizsgalt izolatumok koziil is a Ph. rhodozyma
CBS 5905 izoldtum bizonyult a legjobbnak, ezért a késObbiekben mar csak ezzel az
izolatummal dolgoztunk tovabb. E torzzsel elvégeztik az OTA bontasi kinetikajanak
vizsgalatat, melynek eredményei alapjan a Ph. rhodozyma CBS 5905 izolatum a 7. napon
az OTA-mennyiség 50%-at lebontotta a PM tapoldatbdl, és tovabbi 7 nap utdn a teljes
toxinmennyiség 90%-at bontotta le. A sejtextraktumbol kideriil, hogy az elsé két napban a
Phaffia ¢lesztdsejtek a lebontas mellett adszorbealjak az OTA-mennyiség egy részét, majd
az adszorpcié is folyamatosan csokken. Tehat a Ph. rhodozyma izolatum az OTA-bonto
képessége mellett OTA-adszorbeald képességgel is rendelkezik, mely éleszték esetében a
szakirodalom szerint altalanos jelenség. Az OTA-bontési kinetikajanak vizsgalatan kiviil
még szamos kisérletet végeztiink el annak tisztdzasara, hogy milyen hatissal van a
kiilonb6zé homérséklet, az inkubacios 1d6 hosszusaga és a novekvd sejtkoncentracido az
OTA-degradaciora és adszorpciora. Megvizsgaltuk, hogy az OTA-bontasért felelds enzim
extracellularisan vagy intracelluldrisan valasztodik-e ki. A kisérlet soran azt tapasztaltuk,
hogy a Ph. rhodozyma izolatum OTA bontasa 25 és 35°C kozott a legnagyobb és a
bontasért felelds enzim(ek) aktivitasa egészen 60°C-ig megmaradt, annak ellenére, hogy a
Ph. rhodozyma izolatum optimélis novekedéséhez sziikséges hémérséklet 20°C. Erdekes,
hogy az OTA degradéci6 20°C-on joval elmaradt a 25 és 35°C-on tapasztalthoz képest. A
60°C feletti homérsékleteken az OTA-degradacid helyett inkabb az OTA-adszorpcid vette

at a szerepet. A Ph. rhodozyma izolatum OTA-adszorpcidjara iranyuld kisérletek soran
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Osszehasonlitottuk az €16 és a hokezelt élesztdsejtek OTA-adszorbeald képességét négytéle
sejtkoncentracio (10%, 107, 10", 10" sejt/ml) esetében. Azt tapasztaltuk, hogy a hékezelt
¢lesztésejtek esetében jelentdsebb volt az OTA-adszorpcid, mint az €16 sejteknél. Emellett
pozitiv Osszefiiggést tapasztaltunk a hokezelt élesztosejtek toxinmegkotd képessége és a
novekvo sejtkoncentracio kozott. Az €10 sejtek esetében nem tapasztaltunk osszefliggést az
OTA-adszorpcid és a novekvo sejtkoncentracido kozott. Azon kisérletekbdl, melyek az
OTA-bontasért felelds enzim extracellularisan vagy intracellularisan  torténd
kivalasztodasanak vizsgalatara iranyultak, azt az eredményt kaptuk, hogy feltételezhetéen
az enzim(ek) nem valasztédnak ki a fermentlébe, hanem ez az enzim(ek) sejthez kotottek
lehetnek. Irodalmi adatok és a Ph. rhodozyma izolatum OTA-bontasanak HPLC-analizise
alapjan azt feltételeztiik, hogy az OTA-bontasért egy karboxipeptidaz enzim lehet a felelds.
Ebbdl kiindulva megvizsgaltuk, hogy milyen hatassal vannak a kiilonb6z6 karboxipeptidaz
inhibitorok az OTA bontasara nézve Ph. rhodozyma izolatum esetében. A kiilonb6z6
karboxipeptiddz inhibitorok (karboxipeptiddz inhibitor burgonyabol, teljes mini proteaz
inhibitorkoktél-tabletta, EDTA, EGTA ¢és 1,10-fenantrolin) koziil csak ketté bizonyult
hatasosnak, ez a kettd kelatold agens (EDTA, 1,10-fenantrolin) melyek jelentdsen gatoltak
az OTA bontasat az élesztosejtek esetében. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a degradaciot
végz6 enzim feltehetéen egy metalloprotedz, melynek miikodéséhez nem Ca>™ ion
sziikséges, mivel a EGTA nem volt hatassal a OTA-bontasra Ph. rhodozyma izolatum
esetében. Tovabbi kisérleteket terveziink az OTA-bontasért felelds folyamatok hatterének
felderitése céljabol a Ph. rhodozyma izolatum esetében, mivel j6 OTA-bontd és
adszorbeald képességgel rendelkezik.

Ezen munkakkal parhuzamosan elvégeztiik a bontasért feleldés enzim (karboxipeptidaz
A) génjének azonositdsat és klonozdsit a mar kordbban OTA-bontoként azonositott A.
niger CBS 120.49 torzsbél. Korabbi irodalmi adatok alapjan azt feltételeztiik, hogy az
OTA bontasaért egy karboxipeptidaz lehet a felelés az A. niger CBS 120.49 izolatum
esetében is. Meghataroztuk, hogy az A. niger cpa gént kodolo régié 3287 bp hosszsagu, a
kodolo szakasz hossza 1939 bp, amely egy 72 bp intront tartalmaz és egy 621 aminosavbol
allo fehérjét hataroz meg. A gén kodold szekvencidja mellett egy 648 bp hosszusagu
promotert €és egy 700 bp hosszusagu terminalis régiot is meghataroztunk. Az
alaphipotézisiinket, melynek értelmében egy karboxipeptidaz enzim lehet felelés az OTA
bontasaért az A. niger CBS 120.49 izolatum esetében, tovabbi két kisérletsorozat

elvégzésével probaltuk meg alatdmasztani.
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1. Bejuttattuk a cpa gént kodolo szekvenciat a Pichia pastoris élesztbfaj
transzformalasahoz sziikséges pPICZo—A vektorba. Ellendriztiik, hogy a Pichia pastoris
KM71H torzs rendelkezik-e OTA-bontd vagy adszorbedld képességgel. Azt tapasztaltuk,
hogy a Pichia élesztésejtek nem rendelkeznek OTA-bontd képességgel, viszont képesek az
OTA kismértékii adszorpcidjara. Elvégeztik a Pichia pastoris KM71H torzs
transzformalasat a cpa gént tartalmaz6 pPICZa—A vektorral. Ezutan elvégeztiik a cpa gén
expresszaltatasat transzformans Pichia pastoris KM71H torzsekben. A cpa gén
expresszaltatasat kovetden megvizsgaltuk, hogy esetlegesen a natur fermentlébe kijutott
karboxipeptidaz enzimfehérje képes-e az OTA bontasara. Az ellenérzé vizsgalatok sordn
megallapitottuk, hogy sikeres volt a Pichia pastoris KM71H torzs transzformalasa a cpa
gént tartalmazé pPICZo—A vektorral. Viszont nem sikeriilt kimutatni a natir fermentlébdl
a karboxipeptiddz enzimfehérjét, feltehetden nem jutott ki az élesztdsejtbol.

2. Kidolgoztunk egy transzformacios kisérletet a nem toxinbontd Aspergillus térzsek
pANCPA vektorral torténd transzformaldsara. Megterveztiik és elkészitettiik a pANCPA
vektort, mely tartalmazta a cpa gént trpC promoéterrel és terminalis régioval, és a hygB®
gént tartalmazo kazettat (szelekcids marker). A transzformécios kisérleteket megeldzden
(MIC) hygromicin B antibiotikumra. Az A. niger JHC 607 izolatum esetében a MIC-érték
150 pg/ml, az A. nidulans SZMC 0552 esetében pedig 300 pg/ml volt. Ezt kdvetben
elvégeztik a nem toxinbontd Aspergillus térzsek pANCPA vektorral torténd
egy tesztkisérletet, hogy a transzformaciét kovetden rendelkeznek-e az OTA-bontd
képességével. Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a transzformans Aspergillus
izolatumok (T55L, T55C) rendelkeznek a hygB"® génnel, de a cpa gén nem jutott at a
transzforméacio soran, esetleg nem fejezodott ki a késébbiekben, mivel nem tértént OTA-
bontas.

Alaphipotézisiinket, mely szerint egy karboxipeptiddz enzim lehet felelds az OTA
bontasaért az A. niger CBS 120.49 izolatum esetében, egyik kisérletsorozattal sem tudtuk
alatamasztani vagy megcafolni. Tovabbi kisérleteket terveziink, hogy megbizonyosodjunk
arr6l valoban ez a karboxipeptidaz enzim felel6s-e az OTA-bontasért az A. niger CBS

120.49 izolatum esetében.
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8. SUMMARY

Mycotoxins are secondary metabolites of fungi, which may cause diseases in animals
or humans. Mycotoxin contamination of agricultural products is a serious health hazard
throughout the world. One of the most important mycotoxins is ochratoxin A (OTA),
which is produced by several Aspergillus and some Penicillium species. The occurrence of
OTA in several commodities (feeds, foods and beverages) is considered as a serious health
hazard in view of its nephrotoxic, teratogenic, hepatotoxic and carcinogenic properties.
Several strategies are available for the detoxification of mycotoxins. These can be
classified as physical, chemical, physicochemical and (micro)biological approaches.
Microbes or their enzymes could be applied for mycotoxin detoxification; such biological
approaches are now being widely studied.

In this study, isolates belonging the genus Rhizopus were examined for their ability to
degrade OTA in a liquid medium. Kinetics of OTA degradation was examined in some
selected isolates, and model experiments using moistened wheat as substrate have also
been set up to examine the applicability of the isolates for OTA degradation in cereals. A
total of 51 Rhizopus isolates were tested for OTA degradation. A number of Rhizopus
isolates were able to degrade OTA in liquid medium. In further, we concentrated on the
Rh. stolonifer TIM 8A8 (Rh5) and Rh. microsporus NRRL 2710 (Rh31) isolates. The
kinetics of OTA degradation of Rhizopus isolates have been examined in liquid medium,
and compared to that of A. niger CBS 120.49 examined previously by Varga et al. 2000.
TLC analysis indicated that A. niger could degrade more than 90 % of OTA after a 6-day
incubation, while the Rhizopus isolates could degrade about 90 % of OTA in about 12
days. We could not observe significant differences between OTA degradation kinetics of
the two Rhizopus isolates. In the model experiments, two Rhizopus isolates (Rh. stolonifer
TIM 8A8, Rh. microsporus NRRL 2710) and A. niger CBS 120.49 were inoculated to
moistened wheat grains spiked with OTA to examine whether they can degrade OTA
under more natural conditions. Only the Rh. stolonifer isolate could degrade about 95 % of
OTA on wheat. The other isolates were unable to degrade OTA under these conditions
possibly because they were unable to use wheat as substrate for growth, or because this
substrate did not induce the expression of the enzymes necessary for OTA decomposition.
The observation that a Rh. stolonifer isolate is able to degrade OTA on wheat grains is
promising because it might allow the biological elimination of this mycotoxin. These fungi

may provide a source of enzymes which could be used for detoxification of OTA in
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contaminated agricultural products. Accordingly, further studies are in progress to
determine which enzymes take part in the detoxification process in Rhizopus isolates, and
to identify the genes necessary for OTA degradation.

In this study, we also examined OTA degrading and adsorbing activities of
astaxanthin-producing yeast isolates (Phaffia rhodozyma and Xanthophyllomyces
dendrorhous). The data presented indicate that besides producing astaxanthin, Ph.
rhodozyma is also able both to detoxify and to adsorb OTA at temperatures well above the
temperature optimum for growth of Phaffia cells. One Ph. rhodozyma and two X.
dendrorhous isolates have been tested for OTA degradation. All of them were able to
degrade OTA in a liquid medium (PM) after less than 10 days. In the further studies, we
concentrated on OTA degrading or adsorbing activities of isolate CBS 5905 of Ph.
rhodozyma. This Phaffia isolate could degrade more than 90% of OTA in about 7 days at
20°C. Interestingly, a significant amount of OTA was found to be bound by the cells after
two days, indicating that OTA is also adsorbed by the cells. The ferment broth of either
induced or uninduced cells was unable to degrade OTA. These observations indicate that
the enzyme(s) responsible for OTA degradation is not excreted into the ferment broth, so
the enzyme responsible for OTA degradation is cell-bound. Our data indicate that Ph.
rhodozyma is able to convert OTA to ochratoxin o, and this conversion is possibly
mediated by an enzyme related to carboxypeptidases. Chelating agents like EDTA and
1,10-phenanthroline inhibited OTA degradation caused by Ph. rhodozyma indicating that
the carboxypeptidase is a metalloprotease, similarly to carboxypeptidase A. The
temperature optimum of this enzyme was found to be above 30°C, which is much higher
than the temperature optimum for growth of Ph. rhodozyma cells, which is around 20°C.
Both viable and heat-treated (dead) Ph. rhodozyma cells were also able to adsorb
significant amounts of OTA. Further studies are in progress to identify the enzyme
responsible for OTA degradation in Ph. rhodozyma.

In the course of our work, we started to identify the enzyme responsible for OTA
degradation in A. niger CBS 120.49, which has been examined previously by Varga et al.
(2000) for the kinetics of OTA degradation. We have supposed that the enzyme involved
in the reaction is possibly a carboxypeptidase, as carboxpeptidase A can convert OTA to
ochratoxin a. The entire cpa gene in A. niger was identified and the promoter and terminal
regions of this gene were also determined. The whole cpa gene has been cloned and
analyzed: a 3287 bp long sequence was determined. This sequence contains a 1939 bp long

open reading frame and a 72 bp long intron. This ORF encodes a 621 amino acid long
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protein. Besides the coding region, the 648 bp long promoter region and the 700 bp long
terminal region were determined as well. We have supposed that a carboxypeptidase is
responsible for OTA degradation in A. niger, and tried to verify this with two
transformation experiments.

1. Transformation of Pichia pastoris isolate: In this experiment, the isolated cpa gene
was inserted into the pPCIZa vector, which was used in the transformation of the Pichia
pastoris KM71H isolate. Before the transformation process, we tested that Pichia pastoris
isolates have ability of OTA degradation. The results showed that these isolates were
unable to degrade OTA in liquid medium, but they had low ability of OTA adsorption. We
carried out the expression of cpa gene in tranformant Pichia pastoris isolates. Then we
have tested whether the carboxypeptidase protein was secreted into the natural broth and
whether it was able to degrade OTA. The results showed that this protein was not secreted
into the natural broth or presented low quantities.

2. Transformation of atoxigenic A. niger (JHC 607) and A. nidulans (SZMC 0552)
isolates: We have created a transformation vector (pANCPA), which contains the cpa gene
and the hygromycin B resistance gene as selection marker. Along with the cpa gene, trpC
promoter and trpC terminal regions were inserted to the transformation vector. Before the
transformation process, the minimal inhibitory concentration (MIC) values for hygromycin
B of A. niger JHC 607 and A. nidulans SZMC 0552 isolates were determined. These
hygromycin B concentrations were used in the transformation system. After the successful
transformation, we tested these isolates (A. niger T55L, A. nidulans T55C) whether they
were able to degrade OTA in liquid medium. The result showed that these transformants
were unable to degrade OTA in liquid medium. We suppose that the cpa gene was not
integrated into the genom of A. niger and A. nidulans, or it was not expressed in these
isolates.

We initially supposed that a carboxypeptidase is responsible for OTA degradation in A.
niger CBS 120.49. This hypothesis was not confirmed or disproved. We are planning

further experiments to confirm that this enzyme is responsible for OTA degradation.
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