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Abstract

The healthy organism is able to transform a relatively high proportion of mycotoxins.
The original molecular form of some mycotoxins may be altered via the enzymatic
xenobiotic transformation ability of the liver, or even by the intestinal microbiota, but in
some instances as early as the site of production by the mould or in the host plant they
may be transformed, as well. Moreover, divergent chemical effects may play a role in
the modification of the original chemical form. Along this process, the emerging new
molecules can be more toxic and biologically more active than the parent compound.
The hidden (bound) mycotoxin theory is rather new. For the clarification of the
erroneously and unequivocally used terminology in the year 2014, a new, systematic
definition criterion has been worked out, in which mycotoxins are classified into four

hierarchic levels, based on their formation. This mini-review introduces this
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classification system with numerous examples and shows alternative method for the

preparation of samples before analysis of matrix associated mycotoxins.
Osszefoglalas

Az egészséges szervezet a mikotoxinok jelentés részét képes atalakitani. Néhany
mikotoxin eredeti kémiai formaja megvaltozhat a maj xenobiotikum-transzformalo
enzimrendszere, illetve az intesztinalis mikrobiota altal, de mar keletkezésiik helyén, a
novényi szervezetben vagy akar a penészgomba altal is atalakulhatnak. Ezen tilmenden
a legkiilonfélébb kémiai hatasok is szerepet jatszhatnak az eredeti szerkezet
megvaltoztatasaban. Ennek soran a kiindulasi molekulanal toxikusabb, biologiailag
aktivabb vegyiiletek is keletkezhetnek. A rejtett (kotott) mikotoxinok kérdéskore
viszonylag 1j keletii. A nem egyértelmiien és kovetkezetesen hasznalt fogalmak
tisztazasara 2014-ben uj, szisztematikus definiciérendszert dolgoztak ki, amely szerint
négy hierarchikus szintre osztottak a mikotoxinokat kialakulasuk szerint. A mini-review
ezt a fogalomrendszert ismerteti szamos példaval bemutatva, illetve egy alternativ

modszert ismertet a matrixhoz kotott mikotoxinok analizisének elokészitésére.
Bevezetés

Ma mar tobb mint ezer toxikus penészgomba metabolit ismert, koziiliik kozel szaz karos
hatasat bizonyitottak. Kiemelkedé human- és allategészségiigyi jelent6séggel azonban, jelen
ismereteink szerint, mindossze 15-20 mikotoxin rendelkezik. A penészgombak kozott vannak
olyanok, amelyek az altaluk termelt mikotoxinokkal mar a szant6f6ldon szennyezik a
novényeket (ezek novekedésiikhoz tobb vizet igényelnek, un. szantofoldi penészgombak),
vannak tovabba olyanok, amelyek féképp a raktarozas soran termelnek mikotoxinokat (raktari
penészgombak). Az elébbiek csoportjaba tartoznak a Fusarium fajok, amelyeknek allat- és

human-egészségiigyi szempontbdl fontosabb toxinjai a zearalenon (F-2 toxin, ZEA), a



trichotecének (T-2 toxin, HT-2 toxin, nivalenol [NI1V], deoxynivalenol [DON],
diacetoxyscirpenol [DAS], fusarenon-X [FX]) és a fumonizinek (FBs). A raktari
penészgombak fobb képviseldi az Aspergillus és a Penicillium fajok, amelyek a kovetkezo
fontosabb toxinokat termelik: aflatoxinok (AB1), ochratoxin-A (OTA), citrinin, patulin és
rubratoxin B. Emlitést érdemelnek még a leggyakrabban a Claviceps purpurea faj altal
termelt ergot toxinok, amelyek napjainkban mar csak ritkan okoznak allat-és
humanegészségiigyi problémat. Napjainkban a Claviceps purpurea fajhoz tartozo torzsekkel,
valamint egyéb, Aspergillus és Penicillium nemzetséghez tartozo, fajokkal példaul

gyogyszeripari felhasznalasra termeltetnek ergot alkaloidokat.

A mikotoxinok Kis dozist, hosszantartd fogyasztasa, mint kdrnyezeti terhelés, human- és
allategészségiigyi vonatkozasban is rendkiviil karos hatasu. Az egészséges szervezet azonban
a mikotoxinok jelentds részét atalakithatja. Néhany mikotoxin eredeti kémiai forméaja
megvaltozhat a maj xenobiotikum-transzformald enzimredszer, illetve az intesztinalis
mikrobiota altal is, de mar a keletkezésiik helyén, a n6vényi szervezetben vagy a
penészgomba altal is atalakulhatnak. Ezen tilmenden a legkiilonfélébb kémiai hatasok is
szerepet jatszhatnak az eredeti szerkezet megvaltoztatasaban. Ennek soran azonban a

kiindulasi molekulanal toxikusabb, bioldgiailag aktivabb, vegyiiletek is keletkezhetnek.

1. I'Jj fogalomrendszer az eredeti formatol eltéré szerkezetben el6fordulé mikotoxinok

meghatarozasara

A rejtett (kotott) mikotoxinok kérdéskore viszonylag tijkeletii. A "'masked mycotoxin’
fogalmat Gareis és mtsai. (9) hasznaltak el6szor a zearalenon-glikozidra, amely rutin
analitikai eljarassal nem mutathat6 ki a takarmanybdl vagy az élelmiszerbdl, viszont az
emésztokésziilékben az enzimek hatasara (hidrolizis) szabadda valo zearalenon felszivodik,

igy gyakorlatilag a szervezetet sokkal nagyobb mikotoxin terhelés éri, mint ahogyan azt az



analitikai eredmények alapjan becsiilni lehet. Az International Life Science Institute (ILSI)
2011-ben fogadta el a "'masked mycotoxin’ fogalmat, amelyet 2014-ben Berthiller és mtsai.
(2) javaslatara feliilvizsgaltak és pontositottak (17). E szerint azok a mikotoxin szarmazékok,
amelyen nem detektalhat6ak a hagyomanyos technikakkal, mert szerkezetiik a ndvényi
anyagcsere, vagy a detoxifikal6 folyamatok soran, modosult, ,,masked” mikotoxinoknak
nevezziik. Berthiller és mtsai. (2) kozleményiikben megerésitésképpen hangsulyoztak, hogy
csakis a novények altal atalakitott mikotoxin metabolitokat célszerii maszkolt (masked)
mikotoxinok névvel illetni. Egyéb olyan metabolitok, amelyek bar szintén nem mutathatok ki
a rutin analizis soran, de nem a névényekben keletkeztek, hanem pl. h6hatasra alakulnak Ki,
nem tartoznak a ,,masked” mikotoxinok kdzé. A maszkolt mikotoxinok toxikologidja és
toxikokinetikdja napjainkban még alig ismert. Habar bebizonyosodott, hogy pl. a ZEN (ZEN-
14-Glc) és a DON (DON-3-Glc) gliikozidjai toxikus hatassal birnak, ezekre vonatkozdan
nincsenek toxikologiai referencia értékek, és az élelmiszerekben vagy takarmanyokban
maximalisan toleralhat6 szintjeik sincsenek meghatarozva. A kivételek eddig: 1) aflatoxin M1
metabolit maximalis szintje tejben (EC no. 1881/2006) és 2) provizérikus maximalisan
toleralhat6 napi felvétel (PMTDI), csakligy, mint az akut referencia dozis (ARfD) a DON
csoportra és annak két metabolitjara/prekurzorara, a 3-acetil-DON-ra és a 15-acetil-DON-ra
(13). Berthiller és mtsai. (2) szerint bar a novények altal kialakitott metabolitokrol
hozzaftérhetd ismereteink is hidnyosak még, erdsen feltételezhetd, hogy ezek alacsonyabb
toxicitassal birnak (hiszen detoxifikalo folyamat soran alakultak ki). Ez utobbi review-ban a
"masked’ mikotoxinokat extrahalhato és kotott (bound) (non-extractable) mikotoxinokra
osztottak, illetve ez utobbin beliil kovalensen vagy nem kovalensen kotott (szénhidrat vagy
fehérje matrixhoz) formakat kiilonitettek el. Rychlik és mtsai (17) 0j, minden forméara
kiterjedod, szisztematikus definicidorendszert dolgoztak ki, melyben négy hierarchikus szintre

soroltak be a mikotoxinokat kialakulasuk szerint (1. tablazat).



A rendszer legmagasabb szinten a mikotoxinokat aszerint osztalyozza, hogy azok szabad
formaban (,,free ) (moddositas nélkiil), matrixhoz kotott formaban (,,mdtrix-associated ”) vagy

kémiai szerkezetiikben modositott (,,modified”) formaban jelennek meg.
Szabad mikotoxinok (,,free”)

Ebbe a kategodridba tartoznak az alap mikotoxin szerkezeti formaval rendelkez6 mikotoxinok,
amelyek a kiilonb6z6 penészgombak jol ismert bioszintetikus utvonalan keresztiil alakulnak
ki. Igy példaul az OTA, AFBI1, FBI1, ZEA és a DON. A 3-¢és 15-acetil-DON szintén a
bioszintetikus utvonal soran képzddnek, de tobb kategoriaba is besorolhatoak, mert ezeket a
transzgenikus novények enzimrendszere (trichotecén-O-acetilaz) is képes DON-boI
atalakitani (14), ezért ezek a novények altal kialakitott un. ,,masked” mikotoxinok kategériaba

IS besorolhatok.
Matrixhoz kotott formdk (,, mdtrix associated”)

Ez a fogalom azokra a mikotoxinokra haszndlatos, amelyek: 1) komplexet képeznek a matrix
osszetevokkel, vagy fizikailag kotddnek a matrixhoz, vagy 2) kovalens kotéssel kotddnek a
matrix komponensekhez. Erre tipikus példa, amikor a fumonizin trikarballil csoportjaval
kotddik a matrix rost vagy fehérje frakcidihoz. Ezt el6szor Shier (18) mutatta ki, Seefelder és
mtsai. (19) pedig megerésitették. Hasonloképpen un. ,,matrix-associated” formak az OTA és a

DON oligoszacharidhoz kotott formai is (3; 22).
Modositott mikotoxinok (,, modified forms”)

Ebbe a kategoriaba sorolunk minden olyan mikotoxin format, amelyek eredeti szerkezete

kémiai vagy biologiai Giton mddosult.

Biolodgiailag modositott (,,biologically modified ) mikotoxinok



A biologiailag modositott mikotoxinok kozé tartozik az aflatoxin B1-epoxid, amely a majban,
a xenobiotikum transzformécio6 sordn keletkezik és a DNS-hez kovalensen kotddik
(funkcionalizalt), kialakitva egy olyan mellékterméket, amely a toxikus, jelen esetben
karcinogén, hatasért felel6s. A névényekben a metabolizmus II. fazisaban alakul ki pl. a DON-
3-gliikozid vagy a ZEN-14-gliikozid (konjugalt forma), amelyek az ILSI szerint tipikusan
,masked” mikotoxinok (2). Az allati szervezet dltal kialakitott konjugalt formak pl. a DON-
3/8/15-gliikuronid vagy a HT2-3/4-gliikuronidok (24; 21). A penészgomba dltal konjugalt
forma pl. a ZEN-14-szulfat (16) vagy az N-acil és O-acil fumonizin (1). Minden mas biologiai
modosulatot a kiilonbozoképpen modositott (differently modified”) csoportba soroltak. llyen
pl. a deepoxi-DON (DOM-1), mint a DON els6dleges metabolitja, amelyet az allati €¢s human

szervezet mikrobiotaja alakit ki (4; 10).

Kémiailag modositott (,,chemically modified’”) mikotoxinok

A kémiailag modositott mikotoxinok kategoria a legterjedelmesebb, amelyekbe beletartoznak
a héhatasra kialakult (,,thermally formed”) és a nem héhatasra kialakult (,,non- thermally
formed”) szarmazékok. Hohatasra 1étrejovo degradaciot edig mar szamos mikotoxin esetében
leirtak. Ennek egyik legtipikusabb példaja a FB1, amely Maillard tipusu reakcioban redukalod
cukrokkal I1ép reakcioba, kialakitva az N-(1-deoxi-D-fruktoz-1-yl) fumonizin Bl-et és az N-
karboximetil fumonizin B1l-et (11). A kavészemek porkolése soran az OTA eredeti formabol
izomerizacié soran alakul ki a 14-(R)-ochratoxin A és dekarboxilaci6 soran a 14-dekarboxi-
ochratoxin A. A nem hohatésra kialakult mikotoxinok egyik tipikus példaja a HFB1
(fumonizin hidrolizalt formdja), amely alkalikus hidrolizis soran alakul ki (11). Ugyanez a
metabolit Fodor és mtsai. (8) kdzleménye szerint az intesztinalis mikrobiota altal is

kialakulhat, igy akar a biologiailag modositott kategoriaba is sorolhato.

2. Matrixhoz kotott fumonizinekkel kapcsolatos kutatasok



A leggjabb irodalmi kézlemények alapjan a modositott formaban jelenlévé fumonizinek
mennyiségének mérését és jelenlétiik tényét a tovabbi vizsgalatokban feltétleniil figyelembe
kell venni. Ez utobbi szarmazékok ugyanis a hagyomanyos analitikai meghatérozas sordn nem
mérhetdk, igy megnehezitik az eredmények élelmiszerbiztonsagi megitélését, mivel a
hidrolizalt és a kotott fumonizinek a gasztrointestinalis traktusban az emésztés soran szabadda
valhatnak és felszivodhatnak (5). Ennek alapjan joggal feltételezhetd, hogy a fogyasztokat
joval magasabb fumonizin-terhelés éri, mint ahogyan azt a rutin mddszerek alapjan eddig

becstilték.

Az extrahalhat6 mikotoxinok konnyen detektalhatok, a matrixhoz kotott mikotoxinok
azonban nem kozvetlen mérhetdk, azokat az analizis el6tt kémiai vagy enzimatikus
elokezeléssel fel kell szabaditani a matrixbol. Dall’ Asta és mtsai. (6), akik nem-kovalensen
kotott fumonizinek el6fordulasat irtak le nyers kukoricaban, szimulalt human in vitro
emésztési modellt javasoltak ennek meghatarozasara. Ezzel a médszerrel nyers kukorica
mintakban szignifikansan tobb (30-40%) fumonizint mértek 6sszehasonlitva azt a
konvenciondlis extrakcios elokészitést kovetden mért mennyiséggel. Az utdbbi évtizedekben
szamos tanulmany foglalkozott a matrixhoz kotott (hidden, rejtett) mikotoxinok szerepével a

természetes Uton kontaminalodott takarmanyokkal és élelmiszerekkel kapcsolatosan.

Az extrakcids mintaeldkészitést kovetd nagymiiszeres (HPLC, LC-MS) analitikai eljarasokkal
ki nem mutathat6é fumonizinek megismerése az eddigi allatkisérletek eredményeinek
ujragondolasat is sziikségességé teszi. Az in vivo toxikologiai kutatasokban altalaban
mesterséges toxintermelésre hasznalt gombatenyészet takarmanyokba vald keverésével érik el
a kivant toxinterhelést, mivel kémiai tisztasagu toxinok hasznalata nem minden esetben
lehetséges (pl. nagytestii allatok). Ennek kapcsan is felmertil, hogy a tervezett expozicid (a

nagymiiszeres analizissel mért koncentracid) nem azonos a biologiailag hozzaférhet6 toxin



mennyiségével. A kockazatbecslés soran azonban ezen aranyok pontos ismerete

elengedhetetlen.

3. Szimulalt human in vitro emésztési modell a kotott, de hidrolizalhaté fumonizin B1

mennyiségének Fusarium verticillioides gombatenyészetben torténé meghatarozasara

Az in vitro emésztéses vizsgalatot, amelynek soran human emésztési koriillményeket
szimulalva vizsgalhaté az ilealis chymusban mérhet6, tehat ,,hozzaférheté” mikotoxinok

mennyisége, Versantvoort és mtsai. (23) irtak le eldszor.

A modellben mesterséges uton, liofilizalt enzimeket (mucin, alfa-amilaz, pepszin, pankredz,
lipaz és liofilizalt epe) és koriilményeket alkalmazva (pH, hoémérséklet, enzimaktivitas,
motilitas) allithato el6 a modell emésztési folyamat. A folyamat sematikus abrajat az 1. abra,

a mesterséges emésztonedvek Osszetételét pedig a 2. tablazat mutatja.

Korabbi munkéankban (19) meghataroztuk az allatkisérletekben rendszeresen hasznalt,
mesterséges fertdzéssel kukorica és bliza matrixon eléallitott F. verticillioides
emésztést kdvetden; tovabba az igy kapott eredményeinket dsszevetettiik az extrahalassal

kinyert és LC-MS/MS-el meghatarozott FB1 mennyiségével.

Vizsgaltuk a termeltetés soran létrejott matrixhoz valo kotédést és meghataroztuk, hogy
milyen mértékben kovetkezik be a matrixhoz vald kotddés. A mintdk fumonizin-tartalmat

crer

megmértiik hagyomanyos (csak extrakcios), illetve in vitro emésztést kovetd analizissel is.

Megéllapitottuk, hogy mindkét matrix esetében (kukorica, buza) az emésztést kdvetden mért

0sszes FB1 mennyisége jelentdsen meghaladta az extrahalds utdn mért szabad FB1

crcr



buzanal ez az arany 28,3% (£17,8) volt, az 6sszes fumonizin szazalékos aranyaban kifejezve.
Szoros korrelacio volt megallapithat6 az extrahalhat6 és az 6sszes FB1 koncentracioja kozott,
buza (1°=0,88, P<0,005) és kukorica (r?=0,95, P<0,005) esetében is (2. és 3. abra). Adataink
Osszhangban vannak Dall’ Asta és mtsai. (6) eredményeivel, amelyek szerint a rejtett FB1
arany 35,6%-ot (+22,3) képviselt természetes Gton szennyez6dott kukorica tételekben.
Mindezek alapjan megallapitottuk, hogy az évtizedek ota allatkisérletekben hasznalt,
mesterségesen elallitott gombatenyészet nemcsak a termel6dott fumonizinek aranya (15)
tekintetében, de a rejtett FB1 aranydnak vonatkozasaban sem tér el a természetben talalhato
fumonizinnel szennyezett mintaktol. Human- és allategészségiigyi vonatkozasban is
figyelemreméltd az a tény, hogy a szervezetet joval magasabb FB1 terhelés érheti, mint

ahogyan azt a rutin modszerek alapjan felallitott hatarértékek megallapitasa soran becsiiltek.
Konkluzio

A legtjabb irodalmi kdzlemények alapjan a matrixhoz kotott ("matrix-associated’) és a
modosult formaban jelen 1évé ("modified mycotoxins’) mikotoxinok mennyiségének mérését
és jelenlétiiknek tényét feltétleniil figyelembe kell venni a kockazatbecslés soran. Az egyes
intakt mikotoxin molekuldk izomer formai, illetve a feltehetden jelentds mennyiségben
eléforduld és még ismeretlen hatassal bir6 fent emlitett, médosult és matrixhoz kotott formak,
akar toxicitasukat, akar el6fordulasi jelentéségiiket tekintve pedig teljesen ismeretlen

teriletnek szamitanak a mikotoxin-kutatasban.
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tamogatta (BO_499 13, Sz-F. J.).
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1. tablazat. A modositott mikotoxinok szisztematikus definicioja™

Table 1. Definition system of the modified mycotoxins

1. szint 2. szint 3. szint 4. szint Példak
Szabad ,,free” DON, Aflatoxin B1,
mikotoxinok 3/15-acetil-DON

komplexet
képeznek, vagy
L . fizikailag OTA és a DON
_M"atrthOZ, kotédnek a oligoszacharidhoz
kotott formak . kotott formai, rost
. matrixhoz / .
wmatrix vagy fehérje
associated” kovalens frakeiohoz kotott
kotéssel fumonizinek
kotddnek a
matrixhoz
Funkcionalizalt
(metabolizmus 1. Aflatoxin B1-epoxid
fazisa)
Novény altal
konjugdlt DON-3-gliikozid
-9-ZIUKOZ1
(="masked”- s
Biolgiailag Konjugdlt ILSI)
modositott metabolizmus 1. — . - -
. . ( L. Allati szervezet . DON_ 3/8/15
,.biologically fazisa) ttal koniugdl glitkuronid, HT2-3/4-
modified” altal konjugalt gliikuronid
Penészgomba )
, ., ZEN-14-szulfat
altal konjugalt
L, Kiilonbozdképpen
Modositott s .
mikotoxinok médositott Deepoxi-DON
. ,differently (DOM-1)
»modified” PP
modified
o N-(1-deoxi-D-

hohatasra fructoz-1-yl) FBL, N-
Kémiailag kialakult karboximetil-FB1,
modositott ,thermally 14-(R)-OTA, 14-
,.chemically formed” dekarboxi-ochratoxin

11 2 A

modified

nem hohatasra
kialakult ,,non-

DON-szulfonat,
hidrolizalt fumonizin




thermally
formed”

B1 (HFBI)

*Rychlik és mtsai (2014) alapjan

2. tablazat. A mesterséges emésztonedvek osszetétele

Table 2. Composition of the artificial digestion juice

Nyal Gyomornedv Duodenalis nedv Epe nedv
5 ml KCI1 89,6 g/l 7,85 ml NaCl 175,3 g/l 20 ml NaCl 175,3 g/l 15 ml NaCl 175,3
5 ml KSCN 20 g/l 1,5 ml NaH,PO, 88,8 g/l 20 ml NaHCO0384,7 g/l 34,15 ml NaHCO; 84,7 g/l
Szervetlen 5 ml NaH,P0O, 88,8 g/l 4,6 ml KCI 89,6 g/l 5 ml KH,PO, 8 g/l 2,1 ml KCI 89,6 g/l
osszetevok 5 ml Na,SO,57 g/l 9 ml CaCl; 16,65 g/l 3,15 ml KCI1 89,6 ¢/l 75 nl HC137% g/g
850 ul NaCl 175,3 g/l 5 ml NH,CI 30,6 g/l 5 ml MgCl,5 g/l
10 ml NaHCO84,7 g/l 3,25 ml HCI 37% glg 90 ul HC137% g/g
4 ml karbamid 25 g/l 5 ml gliikoz 65 g/l 2 ml karbamid 25 g/I 5 ml karbamid 25 g/l
5 ml glitkuronsav 2 g/l
Szerves 1,7 ml karbamid 25 g/l
dsszetevok 5 ml gliik6zamin-
hidroklorid 33 g/l
290 mg/l a-amilaz 1g/l BSA 9 ml/l CaCl, 16,65 g/l 10 ml/I CaCl; 16,6 g/l
Egyéb 15 mg/l hugysav 2,5 g/l pepszin 19/ BSA 1,8 g/l BSA
komponensek 25 mg/l mucin 3 g/l mucin 9 g/l pankreaz 30 g/l epe
1,5 g/l lipaz
pH 6,8+0,2 1,30+ 0,02 8,1+0,2 8,2+0,2




1 g takarmany vagy élelmiszer minta

v
3 ml mesterséges nyal —— pH=68+02
y S perc
6 ml mesterséges gyomor pH=1.30+0.02
emészté nedv
¥ 2 6ra
6 ml mesterséges duodenalis _
nedv + 3 ml mesterséges epe —pH=82+02
+1 ml HCOy :
2 6ra
Centrifugalas
v

Emésztett matrix

1. dbra. Szimulalt human in vitro emésztési modell sematikus abrdja

Figure 1. Sematic representation of the human, in vitro digestion model
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Figure 2. Correlation between extractable and total FB1 concentration in corn
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Figure 3. Correlation between extractable and total FB1 concentration in wheat



