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Bevezetés

A mikotoxinok a gombak masodlagos anyagcseretermékei, melyek az
allatokra és az emberekre nézve egyarant artalmasak. Az élelmiszerek és az
allati takarmanyok mikotoxin-szennyezettsége ma is vilagméretli problémat
jelent. Gazdasagi és egészségiigyi szempontbol az egyik legjelentdsebb
mikotoxin az ochratoxin A (OTA), melyet tébb Aspergillus és Penicillium faj is
termel. Szadmos mezdgazdasagi termékben (pl. kakad, kavé, flszerek,
gabonafélék) el6fordulhatnak ochratoxinok. A mikotoxinok egészségiligyi
hatarértékeit az Eurdpai Union beliil az Eurépiai Bizottsag (EC) hatarozta meg,
ezen kiviil szamos orszag rendelkezik sajat egészségiigyi hatarértékkel. Allati és
emberi egészségligyi szempontbdl az ochratoxinok hepato- és nefrotoxikus,
valamint karcinogén tulajdonsdgokkal rendelkeznek. Szamos eljarast
fejlesztettek ki a mikotoxinok eltavolitasara, melyek Ilehetnek fizikai,
fizikokémiai, kémiai és bioldgiai detoxifikald eljarasok. A biologiai eljarasok
esetében szdmos mikroorganizmust vizsgaltak mar, hogy képes-e az OTA-t
lebontani, vagy atalakitani nem toxikus ochratoxin a-vé, vagy mas kevésbé

toxikus vegyiiletekké.

Célkitiizések

Munkéank sordn egy kiméletesebb dekontaminacios eljards (bioldgiai
modszer) kifejlesztése volt a cél, mely lehetdvé tenné a mezdgazdasagi
termények/termékek mikotoxin-szennyezettségének csokkentését. Célunk volt
toxinbontasra pozitivnak bizonyult mikrobak (mint pl.: a Rhizopus fajok, a
Phaffia rhodozyma) tovabbi vizsgalata, valamint a Ph. rhodozyma gombafaj
OTA-adszorpcios ¢€s degradald képességének vizsgalata, valamint annak
tisztazasa, hogy milyen enzim(ek) lehetnek feleldsek a detoxifikacioért.
Munkénk soran a kdvetkez6 célokat fogalmaztuk meg:

»  Milyen a Ph. rhodozyma izolatum OTA- bontasanak kinetikéja.



= Milyen hatassal van a homérséklet az OTA-degradaciora és az
adszorpcidra.
= Milyen hatassal van az OTA-adszorpciora a  kiilonbozo
sejtkoncentracio és az idétartam.
= Esetleg az ochratoxin o-an kivill mas bomlastermékek is
keletkezhetnek-e (HPLC analizis).
=  Milyen hatdssal vannak a kiilonb6zo karboxipeptidaz-inhibitorok az
OTA-degradéciora.
Terveink kozott szerepelt még a bontasért felelés enzim (karboxipeptidaz
A) génjének azonositasa és klonozdsa a mar korabban OTA- bontoként
azonositott A. niger (CBS 120.49 / N400) gombaizolatumban, mivel korabbi
vizsgalatok szerint egy karboxipeptidaz-szeri enzim lehet felelds az OTA
bontasaért. Ezt a hipotézisiinket az alabbi lehetdségekkel szerettiik volna
alatdmasztani:
1. A karboxipeptidaz A-t kodold gén expresszaltatdsa Pichia pastoris
¢éleszt6fajban, igy tovabbi informaciok szerzése az enzimfehérjérol.
2. A karboxipeptidaz A-t kodold gén expresszaltatasa atoxinogén Aspergillus

gombafajokban.

Alkalmazott Modszerek

Ochratoxin A detektalashoz alkalmazott technikak:
= V¢ékonyréteg kromatografia (TLC)
= Magas nyomasu folyadék kromatografia (HPLC)
DNS alapti technikak:
=  DNS tisztitdsa
= Polimeraz lancreakcié (PCR, Inverz PCR)
=  DNS fragmentumok klonozasa
=  DNS szekvenalas
»  Plazmid konstrukciok létrehozasa
=  Baktériumok transzformacioja
= Plazmid DNS tisztitasa

Nukleotid és aminosav szekvencia adatok elemzése:
= DNS szekvenciak ellenérzése
= Nukleotid szekvenciak analizise, 0Osszehasonlitasa, a nukleotid
szekvenciakbdl szarmaztatott aminosav szekvenciak megallapitasa
= Nukleotid és aminosav szekvenciak illesztése
Pichia pastoris expresszios rendszer alkalmazasa:
Fehérje tisztitas, fehérje gélelektroforézis.
Atoxinogén Aspergillus izolatumok genetikai transzformacidja:
= Higromicin B rezisztencian alapuld szelekcidos koriilmények
optimalizalasa
=  Protoplasztok képzése
= Integrativ transzformalas

Eredmények
Rhizopus izolatumok mikotoxin-detoxifikalo képességének vizsgalata.
(VARGA és MTSAL 2005)

Rhizopus és a Phaffia/Xanthophyllomyces izolatumokat vizsgaltuk, hogy
rendelkeznek-e OTA-bontd képességgel. Elséként 51 Rhizopus izolatumot
teszteltiink, melyek koziil 15 izoldtum képes az OTA bontasra. A jol bontd
izolatumok koziil kettét (Rhizopus stolonifer Rh 5, Rh. microsporus Rh 31)
kivalasztottuk a toxinbontds kinetikajanak részletes elemzése céljabol. Ezen
kisérletekhez Osszehasonlitasként az Aspergillus niger CBS 120.49 torzset is
felhasznaltuk, mivel korabban mar e tdrzs 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%-4at 6 napos inkubacio alatt volt képes degradalni. A vizsgalt
két Rhizopus izolatum (Rh 5, Rh 31) toxinbontasa koz6tt nem tapasztaltunk
jelentds 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-bontasra
természetes koriilményeket modellez6 kisérleti rendszerben: a toxinbontast nem
tapoldatban, hanem benedvesitett buzaszemeken teszteltilk. A modellkisérleti

eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy mindharom 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 modellez6 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 inkubalds utan bizan a bevitt OTA 96,5%-4t lebontotta a Rh.
stolonifer (Rh 5) izolatum. A Rh. stolonifer Rh 5 izolatum megfelelének
bizonyulhat ipari célokra torténd felhasznalasra, mely igéretes biologiai
detoxifikalo eljaras lenne a szennyezett mezdgazdasagi termékekre nézve. A

modszer optimalizalasahoz tovabbi kisérletek sziikségesek.

Phaffia/Xanthophyllomyces izolatumok OTA-bonté képességének elemzése.
(PETERI és MTSAL 2007)

A Rhizopus izolatumokon kivill megvizsgaltuk még néhany
Phaffia/Xanthophyllomyces éleszté-izolatum OTA-bont6 képességét is. Kezdeti
kisérletek soran harom Phaffia/Xanthophyllomyces éleszt6-izolatumot (CBS
5905, CBS 5908, CBS 6938) alkalmaztunk az OTA-bontd képesség
vizsgalatara. A kisérleti eredmények azt mutattak, hogy az éleszt6-izolatumok
kevesebb, mint 10 nap alatt lebontjak vagy adszorbealjak az OTA-t PM
tapoldatbol. A vizsgalt izolatumok kozil is a Ph. rhodozyma CBS 5905
izolatum bizonyult a legjobbnak, ezért a késobbiekben mar csak ezzel az
izolatummal dolgoztunk tovabb. E torzzsel elvégeztik az OTA bontasi
kinetikdjanak vizsgalatat, melynek eredményei alapjan a Ph. rhodozyma CBS
5905 izolatum a 7. napon az OTA-mennyiség 50%-at lebontotta a PM
tapoldatbol, és tovabbi 7 nap utan a teljes toxinmennyiség 90%-at bontotta le. A
sejtextraktumbol kideriil, hogy az els6 két napban a Phaffia élesztOsejtek a
lebontas mellett adszorbealjak az OTA-mennyiség egy részét, majd az

adszorpcid is folyamatosan csokken. Tehat a Ph. rhodozyma izolatum az OTA-

bontd képessége mellett OTA-adszorbeald képességgel is rendelkezik, mely
élesztOk esetében a szakirodalom szerint altalanos jelenség. Az OTA-bontasi
kinetikajanak vizsgalatan kiviill még szamos kisérletet végeztiink el annak
tisztazasara, hogy milyen hatassal van a kiilonb6z6 hémérséklet, az inkubacios
id0 hossziisaga és a ndvekvd sejtkoncentracid az OTA-degradaciora és
adszorpcidra. Megvizsgaltuk, hogy az OTA-bontasért felelés enzim
extracellularisan vagy intracellularisan véalasztédik-e ki. A kisérlet soran azt
tapasztaltuk, hogy a Ph. rhodozyma izolatum OTA bontasa 25 és 35°C kozott a
legnagyobb és a bontasért felelés enzim(ek) aktivitasa egészen 60°C-ig
megmaradt, annak ellenére, hogy a Ph. rhodozyma izolatum optimalis
novekedéséhez sziikséges hémérséklet 20°C. Erdekes, hogy az OTA degradacié
20°C-on joval elmaradt a 25 és 35°C-on tapasztalthoz képest. A 60°C feletti
hémérsekleteken az OTA-degradacio helyett inkabb az OTA-adszorpcid vette at
a szerepet. A Ph. rhodozyma izolatum OTA-adszorpcidjara iranyuld kisérletek
soran Osszehasonlitottuk az €16 és a hokezelt élesztosejtek OTA-adszorbedld
képességét négyféle sejtkoncentracio (10%, 10°, 10", 10" sejt/ml) esetében. Azt
tapasztaltuk, hogy a hékezelt élesztésejtek esetében jelentdsebb volt az OTA-
adszorpcid, mint az €16 sejteknél. Emellett pozitiv dsszefliggést tapasztaltunk a
hékezelt élesztosejtek toxinmegkdtd képessége és a novekvd sejtkoncentracid
kozott. Az €16 sejtek esetében nem tapasztaltunk Osszefiiggést az OTA-
adszorpcid és a novekvo sejtkoncentracid kdzott. Azon kisérletekbol, melyek az
OTA-bontasért felelés enzim extracellularisan vagy intracelluldrisan torténd
kivalasztodasanak vizsgalatara iranyultak, azt az eredményt kaptuk, hogy
feltételezhetGen 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 kiilonboz6é karboxipeptidaz



inhibitorok az OTA bontasara nézve Ph. rhodozyma izolatum esetében. A
kiilonboz6 karboxipeptidaz inhibitorok (karboxipeptidaz inhibitor burgonyabdl,
teljes mini proteaz inhibitorkoktél-tabletta, EDTA, EGTA ¢és 1,10-fenantrolin)
koziil csak kettd bizonyult hatasosnak, ez a kett6 kelatol6 agens (EDTA, 1,10-
fenantrolin) melyek jelentdsen gatoltdk az OTA bontasat az élesztOsejtek
esetében. Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy a degradacidt végzé enzim
feltehetden egy metalloproteaz, melynek mitkodéséhez nem Ca”" ion sziikséges,
mivel a EGTA nem volt hatdssal a OTA-bontasra Ph. rhodozyma izolatum
esetében. Tovabbi kisérleteket terveziink az OTA-bontasért felelds folyamatok
hatterének felderitése céljabol a Ph. rhodozyma izolatum esetében, mivel jo

OTA-bonto és adszorbeald képességgel rendelkezik.

A cpa gén klénozasa Aspergillus niger (CBS 120.49 / N400) torzsbél.

Ezen munkékkal parhuzamosan elvégeztiik a bontasért felelés enzim
(karboxipeptidaz A) génjének azonositasat és klonozasat a mar korabban OTA-
bontoként azonositott A. niger CBS 120.49 t6rzsbdl. Korabbi irodalmi adatok
alapjan azt feltételeztiik, hogy az OTA bontasaért egy karboxipeptidaz lehet a
felelds az A. niger CBS 120.49 izolatum esetében is. Meghataroztuk, hogy az A.
niger cpa gént kodold régid 3287 bp hosszasagu, a kodold 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 hosszisagu

promotert és egy 700 bp hosszisagh terminalis régiot is meghataroztunk.

A cpa gén expresszaltatasa Pichia és atoxinogén Aspergillus izolatumokban.

Az alaphipotézisiinket, melynek értelmében egy karboxipeptidaz enzim
lehet felelds az OTA bontasaért az A. niger CBS 120.49 izolatum esetében,
tovabbi két kisérletsorozat elvégzésével probaltuk meg alatimasztani.

1. Bejuttattuk a cpa gént kodold szekvenciat a Pichia pastoris élesztéfaj
transzformalasahoz sziikséges pPICZo—A vektorba. Ellenériztiik, hogy a Pichia
pastoris KM71H torzs rendelkezik-e OTA-bontd vagy adszorbeald képességgel.
Azt tapasztaltuk, hogy a Pichia élesztésejtek nem rendelkeznek OTA-bonto
képességgel, viszont képesek az OTA kismértekli adszorpcidjara. Elvégeztiik a
Pichia pastoris KM71H torzs transzformalasat a cpa gént tartalmaz6 pPICZo~
A vektorral. Ezutan elvégeztiik a cpa gén expresszaltatiasat transzformans
Pichia pastoris KM71H torzsekben. A cpa gén expresszaltatasat kovetGen
megvizsgaltuk, hogy esetlegesen a natir fermentlébe kijutott karboxipeptidaz
enzimfehérje képes-e az OTA bontasara. Az ellen6rzd vizsgalatok soran
megallapitottuk, hogy sikeres volt a Pichia pastoris KM71H torzs
transzformalasa a cpa gént tartalmazd pPICZa—A vektorral. Viszont nem
sikeriilt kimutatni a natar fermentlébdl a karboxipeptidaz enzimfehérjét,
feltehetden nem jutott ki az élesztdsejtbol.

2. Kidolgoztunk egy transzformacids kisérletet a nem toxinbonto
Aspergillus  torzsek pANCPA  vektorral  torténd  transzformalasara.
Megterveztiik és elkészitettilk a pANCPA vektort, mely tartalmazta a cpa gént
trpC prométerrel és termindlis régioval, és a hygB® gént tartalmazo kazettat
(szelekcids marker). A transzformacios kisérleteket megel6z6en meghataroztuk
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

kovetden elvégeztikk a nem toxinbontd Aspergillus torzsek pANCPA vektorral

ey



T55C) elvégeztink egy tesztkisérletet, hogy a transzformaciot koévetden
rendelkeznek-e az OTA-bontd képességével. Az eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy a transzformans Aspergillus izolatumok (T55L, T55C)
rendelkeznek a hygBR génnel, de a cpa gén nem jutott at a transzforméci6 soran,
esetleg nem fejezodott ki a késébbiekben, mivel nem tortént OTA-bontas.
Alaphipotézisiinket, mely szerint egy karboxipeptidaz enzim lehet felelds
az OTA bontasaért az A. niger CBS 120.49 izolatum esetében, egyik
kisérletsorozattal sem tudtuk aladtdmasztani vagy megcafolni. Tovabbi
kisérleteket terveziink, hogy megbizonyosodjunk arr6l valéban ez a
karboxipeptidaz enzim felelds-e az OTA-bontasért az A. niger CBS 120.49

izolatum esetében.
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