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ROVIDITESEK JEGYZEKE

2,4-D — 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav (2,4-dichlorophenoxyacetic acid)

ACE-2 — angiotenzin-konvertal6 enzim-2 (angiotensin-converting enzyme 2)

ADHP — 10-acetil-3,7-dihidroxi-fenoxazin (10-Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine)

AMPA — N-amino-metil-foszfonsav (Aminomethyl phosphonic acid)

BSA — szarvasmarha-szérumalbumin (bovine serum albumin)

CAS — vegyi anyagok azonositasara hasznalt Chemical Abstracts Service regisztracios szam

CONA — konalbumin (conalbumin)

CR% — az antitesttel mutatott keresztreaktivitas szazalékos aranya (Cross reactivity %)

DDT - diklor-difenil-triklor-etan (dichlorodiphenyltrichloroethane)

DON - deoxinivalenol (deoxynivalenol)

DTso — lebomlasi felezési id6 (50% degradation time)

ECM — extracellularis matrix (extracellular matrix)

EFSA — Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (European Food Safety Authority)

ELFIA — enzimjelzéses fluoreszcens immunoassay (enzyme-linked fluorescent immunoassay)

ELISA — enzimjelzéses immunszorbens vizsgalat (enzyme-linked immunosorbent assay)

EPSPS — 5-enol-piruvil-sikimat-3-foszfat szintetaz enzim (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase)

GM — géntechnologiai uton modositott (genetically modified)

HEPES — 4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-etanszulfonsav (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid)

HPLC — nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (high performance liquid chromatography)

HRP — tormaperoxidaz enzim (horseradish peroxidase)

HSA — human szérumalbumin (human serum albumin)

IARC — Nemzetkozi Rakkutatasi Ugyndkség (International Agency for Research on Cancer)

ICso — adott paraméter 50%-os gatlasat eredményez6 koncentracié (50% inhibitory
concentration)

IgG — immunglobulin G (immunoglobulin G)

LOD — kimutatasi hatar (limit of detection)

LOQ — mennyiségi meghatarozasi hatar (limit of quantitation)

MRL — maximalisan megengedett szermaradékérték, hatarérték (maximum residue level)

OPD - 1,2-fenilén-diamin-hidroklorid (o-Phenylenediamine dihydrochloride)

PBS — foszfatpufferes sooldat (phosphate buffered saline)

PLL-PEG-RGD - arginin-glicin-aszparaginsav oligoszekvenciat tartalmazé (poli-(L-lizin)- és
poli-(etilén-glikol)-kopolimer

PMIDA — N-(foszfono-metil)-imino-diecetsav (N-(phosphonomethyl) iminodiacetic acid)

R? — determinacios egyiitthato

RFU — relativ fluoreszcenciaegység (relative fluorescence unit)

RGD - arginin-glicin-aszparaginsav oligoszekvencia, az integrinek legrovidebb
felismerdmotivuma

THF — tetrahidrofuran (tetrahydrofuran)

TIRE — teljes belso visszaverddéses ellipszometria (total internal reflection ellipsometry)

TMB - 3,3',5,5'-tetrametil-benzidin (3,3",5,5 -tetramethylbenzidine)

UV — ibolyantali hullamhossztartomany (ultraviolet range of wavelength)

UV-VIS — ibolyantali-lathato hullamhossztartomany (ultraviolet and visible range of
wavelength)

ZON - zearalenon (zearalenone, tovabbi nemzetkozileg alkalmazott roviditések: ZEA, ZEN)



1.BEVEZETES ES CELKITUZES

A mezbdgazdasagi, elsésorban is a ndvénytermesztési tevékenységek tobbségiikben olyan nyilt
technologiak, melyeknek miikodése a kornyezettel kozvetlen kapcsolatban all, nem elszigetelt.
Szemben a zart technologidkkal, ahol a nyersanyagokat egy kornyezettdl elszigetelt rendszerbe
viszik be, és a kontrollalt kibocsatds a termékekre és a hulladékanyagokra szoritkozik, a
mezOgazdasagi tevékenységek folyamatai a kornyezetiikkel allanddéan fennalloé kapcsolat soran
egyidOben anyagokat fogadnak onnan be és bocsatanak ki oda. Nyilt technologia Iévén a
kiilonboz6 Osszetevok megjelenhetnek a folyamatban, melyek lehetnek a kornyezetbdl a
rendszerbe bejutd, illetve a technologiabdl a kornyezetbe kijutd szennyezdanyagok is. A két teriilet
nem minden esetben kiilonithetd el, mert eléfordulhat, hogy a mezdgazdasagi technologiabdl
kikeriil6 szennyezbanyag a technologia késébbi folyamatai sordn a kornyezetbdl bejutd

szennyezOként jelenik meg a rendszerben vagy akar a termékben.

A mezdgazdasagi technologiakbol szarmazo két legjelentésebb szerves mikroszennyezo-tipus a
haszonndvények kartevdi ellen alkalmazott ndvényveédo szerek, valamint bizonyos névénypatogén
gombak altal termelt mikotoxinok. Minthogy a haszonndvény az adott miivelési teriileten az
¢léhely legnagyobb egyedszamban eléforduld novényfaja, az igy Ilétrehozott koncentralt
megjelenése e fajnak (monokultira) kifejezetten vonzé mind az azt fogyasztd fitofag kartevok,
mind pedig az azt fert6zni képes patogén gombafajok szamara, és a tapanyagokért versengd
kartevd szervezetekként a gyomok is megjelennek. Emiatt minden novénytermesztési
technologiaban rendelkezni kell olyan modszerrel, amivel a haszonndvényt ezen — a monokultaras
termesztés miatt megnovekedett kartételre képes — kartevok ellen védjik. Az iparszerii
mez6gazdasagi technologidkban a leggyakoribb forma a kémiai ndvényvédelem, ahol a védekezés
novényvédd szerek kijuttatasaval torténik. Ez a tevékenység kornyezeti szempontbol

szennyez6forrasként mutatkozik.

A mezdgazdasdg fokozodd kémiai kornyezetterhelésébdl adodd kornyezetegészségligyi
problémakat mar az 1950-es évek dereka ota fokozodo figyelemmel kovetik. E folyamat kezdeti
szakaszanak kiemelked6en fontos pontja Rachel Louise Carson ,,Néma tavasz” cimii konyvének
megjelenése, melyben mar csaknem két emberoltovel ezeldtt aggodalmat fejezte ki a kornyezetben
lassan lebomlo (perzisztens) novényvédo szerek kdrnyezetre gyakorolt hatasai miatt (CARSON
1962). Carson munkassaga két uj elemet is bevont a névényvédo szerek kornyezeti megitélésének
kérdésébe: egyrészt felhivta a figyelmet arra, hogy a kornyezeti kockazatok értékelését kiemelt

sullyal kell kezelni a hatosagi engedélyezés folyamataban, masrészt pedig ebbe az értékelésbe a
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kozvéleményt is hangsulyosan bevonta. Az 6 munkassaganak a kdzvetlen eredménye volt, hogy
az Amerikai Egyesiilt Allamok 1970-ben megalapitotta a Kornyezetvédelmi Hivatal (United States
Environmental Protection Agency, US EPA) intézményét (LINTHORST 2010), melynek feladata
az emberi egészség védelme a természeti erbforrasok megdrzésén, valamint a vegyi anyagokkal,

koztiik a ndvényveédo szerekkel kapcsolatos szabalyozasokon keresztiil.

A fokozodd figyelem egyben a novényvédd szerek hasznalatinak szabalyozasaban és az
engedélyezési folyamatok valtozasaiban is tiikkrozodik. A mai névényvédé szerek engedélyezési
szabalyai egyre szigorubbak, és kizdrnak olyan kordbban alkalmazott vegyiilettipusokat,
amelyeket ma mar szennyezoként tartunk szamon valamely jellemzdjiik miatt (pl. higany- és
arzénsok, klorozott szénhidrogének). Ilyen jellemz6 lehet példaul a perzisztencia vagy az akut
és/vagy kronikus toxicitas alacsony dozis vagy koncentracio6 esetén. Az Eurdpai Unid teriiletén az
érvényes jogi szabalyozas szerint egy engedélyezett novényvédo szer nem lehet karos hatassal az
emberi és allati egészségre semmilyen expozicios utvonalon keresztiil, valamint a kdrnyezetre sem
gyakorolhat elfogadhatatlan mértékii terhelést, beleértve a nem célszervezetekre, a biologiai
sokféleségre ¢és az Okoszisztémara gyakorolt hatast. Errdl a vonatkozd jogszabaly, az Eurdpai
Parlament és a Tandcs 1107/2009/EK rendelete (2009. oktober 21.) a ndvényvédd szerek
forgalomba hozatalardl valamint a 79/117/EGK ¢és a 91/414/EGK tanécsi iranyelvek hatalyon
kiviil helyezésérdl (EUROPAI PARLAMENT ES TANACS 2009) a Il. fejezet 1. szakasz 1.
alszakaszanak 4. cikk (3) bekezdésében az engedélyezett novényvédd szerekrdl konkrétan eképp
fogalmaz: ,,... (b) nem lehet azonnali vagy késleltetett karos hatasa az emberi egészségre —ideértve
a sériiléekeny csoportok egészségét is — vagy allatok egészségére, sem kdzvetleniil, sem ivovizen
..., ¢lelmiszeren, takarmanyon vagy levegén keresztiil, sem munkahelyi terhelés
kovetkezményeként, sem mas kdzvetett hatdson keresztiil, figyelembe véve az ismert halmoz6do
és szinergikus hatasokat is, ... sem pedig a felszin alatti vizekre; ... (¢) nem terheli elfogadhatatlan
mértékben a kornyezetet kiilonds tekintettel a kovetkezd szempontokra: (i.) tovabbi sorsa és
eloszlasa a kornyezetben, kiilondsen a felszini vizek, ... valamint a leveg0 €s a talaj szennyezését
illetéen; ... (ii.) a nem célszervezetekre gyakorolt hatasa, beleértve az e fajok viselkedésére
gyakorolt hatast; (iii.) a biologiai sokféleségre €s az 6koszisztémara gyakorolt hatasa”.

A  mezOgazdasag altal alkalmazott szintetikus novényvédé szerek idegen anyagok
(xenobiotikumok), melyek a kornyezetben szennyezdanyagként jelennek meg. Felhalmozodasi
koncentraciojuk értéke altalaban ng/l — pg/l nagysagrenddi, ezért a szerves mikroszennyezok
csoportjaba soroljuk Oket. A szerves mikroszennyezok nemcsak a nodvénytermesztési €s
novényvédelmi technologidk munkafolyamataibol szarmazhatnak, de termelédhetnek a

mezdgazdasagi teriileten beliil is, erre példak a ndvénypatogén gombakbdl szdrmazd mérgezd
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masodlagos anyagcseretermék mikotoxinok, melyeknek termelddése az Oket termeld

gombaszervezet szamara talélési eldnyokkel jar a vele az €léhelyért versengdkkel szemben.

A szerves mikroszennyezOok a mezdgazdasagi termelésbdl kiilsé kozegekbe kijutva kornyezet- €s
¢lelmiszerbiztonsdgi veszélyt jelenthetnek. Mindkét emlitett csoport (ndvényvédd szerek,
mikotoxinok) megjelenhet felszini ¢és felszin alatti vizekben, valamint talajban, ami
veszélyeztetheti a  koOrnyezetbiztonsagot, tovabba terményekben is, mely esetben

¢élelmiszerbiztonsagi veszélyt vagy kockazatot jelenthet.

A ndvényvédo szerek és maradékaik adott idészakokban és adott kornyezeti elemekben vald
megjelenése tekintetében meghatarozd tényezok egyrészt a hatdanyag fizikai-kémiai
tulajdonsagai, perzisztencidja ¢és vizoldhatdésaga, masrészt a kijuttatds mennyisége. Egyes
hatdbanyagok nem meglepd modon azon iddszakokban jelentek meg jelentds
kornyezetszennyezOként, amikor hasznalatuk jelentés mértékii volt. Ez jol megfigyelhetd
gyomirtd szereknél, mivel ezek az novényvéddszer-kijuttatds legnagyobb részét teszik ki
nemzetkézi szinten és hazankban is (DARVAS és SZEKACS 2022). Napjainkban a glyphosate
gyomirtoszer-hatoanyaggal kapcsolatban meriil fel kornyezeti aggalyként, hogy — elsésorban a
globalisan kiemelked6 kijuttatasa okan — szermaradéka altalanos (ubikviter) szennyezéként jelenik
meg a felszini vizekben, s hogy az ezen kisdozist, de folyamatos kitettség nyoman kronikus
egészségligyi hatasok meriilhetnek fel. Mikotoxinok koziil a Fusarium gombanemzetség (fonalas
gombak) altal termelt zearalenon egyrészt kordbban feltart hormonmoduldns hatdsa miatt
lényeges, masrészt immar ez a szerves mikroszennyez0 is megjelenik felsziniviz-szennyezdoként.
Mindez még jobban kiemeli, hogy elengedhetetleniil fontos megfeleldé modszerekkel
rendelkeznilink a mezdgazdasagi eredetii szerves szennyezdanyagok monitorozasara a kiilonb6zo

kozegekben, valamint lehetséges (6ko)toxikologiai hatasaik kimutatdsara.

Kutatomunkamat a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem (MATE) Kornyezettudomanyi
Intézetének (KOTI) Agrar-kdrnyezettudomanyi Kutatokozpontjaban (AKK) végeztem (kordbban
Nemzeti Agrarkutatasi és Innovacios Kozpont Agrar-kdrnyezettudomanyi Kutatointézet), mely
konzorciumvezetoként részt vett az Aquafluosense projektben (NVKP_16-1-2016-0049)
(AQUAFLUOSENSE 2024). A projekt keretein beliil egy komplex vizmindsitést in situ
megvalositd, kozvetlen €s immunfluoreszcencidn, valamint optikai €s lézeres plazma-
szinképelemzésen alapuld, modularis érzékels- és miiszercsalad keriilt kifejlesztésre, melyhez a
kimutatasi modszerek a TKP2021-NVA-22 (MATE 2024) projektben keriiltek tovabbi fejlesztés
ala. E fejlesztésben a PhD-tanulmanyaimhoz kapcsolodo célkitiizések a projekt céljaival

0sszhangban az alabbiak voltak:



Olyan enzimjelzéses fluoreszcens immunoassay (ELFIA) rendszer kialakitasa, mely a projekt
altal fejlesztett fluorimétermodul-prototipus segitségével alkalmas vizmintakban a zearalenon
(ZON) mikotoxin hatosagi eldirasoknak megfeleld érzékenységii kimutatasara és mennyiségi
meghatarozasara in situ koriillmények kozott. A munka magaba foglalta a célvegyiilet 6nalld
fluoreszcencidjanak vizsgalatat, a fejlesztett moddszer alkalmazhatdsaganak vizsgalatat
felszinivizmintédkon, az esetleges matrixhatas és keresztreakciok meghatarozasat, valamint a
gerjesztés fényerdsségvaltoztatdsanak mérési folyamatra gyakorolt hatdsanak vizsgalatat.
ELFIA modszer kialakitasa vizmintdk glyphosate-tartalmanak kimutatasara és
meghatarozasara, beleértve ebbe a modszer alkalmazhatdsaganak vizsgalatat egyéb
kdrnyezeti €s biologiai mintakon (talaj és ndvényi szovet), valamint az esetleges matrixhatas
¢s keresztreakciok vizsgalatat.

A glyphosate novényvéddszer-hatdbanyagnak, valamint bomlastermékeinek és egyéb rokon
vegyiileteinek az arginin-glicin-aszparaginsav (RGD) oligoszekvenciat felismerd integrinek
(receptorok) ligandumkoto képességére gyakorolt lehetséges gatld hatasanak vizsgalata

modositott enzimjelzéses immunoassay modszer alkalmazasaval.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Novényvédoszer-maradékok a kornyezetben

A szerves mikroszennyezOk (olyan szerves vegyiiletek, amelyek emberi tevékenység hatasara
szennyezOként jelennek meg kornyezeti matrixokban vagy termékekben, tobbek kozott
gyogyszer- és novényvéddszer-maradékok, taplalékkiegészitok, kozmetikai anyagok, festékek és
mikromtianyagok) gyakran eléforduld felszini- és talajvizszennyezék, melyeknek diffaz
szennyezokénti megjelenése veszélyt jelent az Okologiai kornyezetben (PETRIE et al. 2015,
BHATT et al. 2022, ZIYLAN-YAVAS et al. 2022, KALITA et al. 2024). A mezdgazdasagi
tevékenység szamos szerves mikroszennyezd forrasa, melyek koziil a novényvéddszer-maradékok
megjelenése a vizekben folyamatos ellendrzést igényel (SZEKACS et al. 2015, LUNDQVIST et
al. 2019, CAMPANALE et al. 2021, WLODARCZYK-MAKULA 2024).

Az iparszerli mezégazdasagi technologiakban a novényvédo szerek Kritikus szerepet jatszanak a
rovarkartevok, a ndvénybetegségek és a gyomndvények visszaszoritdsaban, s ezen keresztill a
termésnovelésben. Tudi ¢és munkatirsai tanulmanya szerint alkalmazasuk nélkiil a
gylimolcstermés 78%-kal, a zoldségtermés 54%-kal, a gabonatermés pedig 32%-kal esne vissza
vilagszinten (TUDI et al. 2021). Az Elelmezésiigyi és MezOgazdasagi Vilagszervezet (Food and
Agriculture Organization, FAQO) allaspontja is hasonldo (FAO 2024a), és nyilvantartasa szerint a
novényvédiszer-hatdoanyagok mezdgazdasagi felhasznalasa 2021-ben évi 3,78 millié tonnat tett
ki, melynek 48,5%-a gyomirto szer, 23,3%-a gomba- és baktériumolé szer, 21,8%-a rovarirté szer,
6,4%-a pedig egyéb mezOgazdasagi alkalmazas volt (FAO 2024b). Ebben az évben az 6t
legnagyobb felhasznalo Brazilia (19,1%), az Amerikai Egyesiilt Allamok (12,1%), Indonézia
(7,5%), Argentina (6,4%) ¢és Kina (6,2%) voltak (STATISTA INC. 2024). A 2021-es év
magyarorszagi mezOégazdasagi céli ndvényvéddszer hatdanyag-felhasznalasa a FAO
nyilvantartasa szerint 8858 tonna volt, melynek csaknem felét (4358 tonnat) a gyomirtd szerek
tették ki (FAO 2024b), ugyanakkor a nyilvanosan elérheté legutobbi hivatalos hazai
novényvédoszer-értékesitési adatok szerint a gyomirtd szerek (8928 tonna 2019-ben) a
magyarorszagi novényvédoszer-forgalomnak csupan az egyharmadat tették ki (KSH 2024).
Becslések szerint azonban a kijuttatott mennyiségnek csak koriilbeliil 0,1-1%-a éri el a
célszervezeteket (PIMENTEL 1995, BERNARDES et al. 2015, TUDI et al. 2021), s hasonl6 hazai
becslés is kozlésre keriilt (SZASZ ES PETRO 1997). A fennmaradé mennyiség bekeriilhet a

—~ 10—



kornyezeti elemekbe, nem célzott szervezeteket érhet el, valamint az emberi egészségre is hatast

gyakorolhat.

Bizonyos vegyi anyagok kartevék elleni hasznalata az okorig visszanyulik, amikor a kartevok és
gyomok visszaszoritasara példaul ként és szodahamut alkalmaztak. Szervetlen anyagok és
biologiai eredetli vegyiiletek ilyen célu hasznalata évszazadokon &t fennmaradt. Az 1600-as
években arzénvegyiileteket hasznaltak kifejezetten az izeltlabtiak ellen, s az 1800-as évek végén
még kalcium-arzenatot hasznaltak e célra Europaban és az Amerikai Egyesiilt Allamokban is, vagy
természetes alkaloidokat, mint példaul nikotint és anabazint (dohanyextraktum) vagy ezek soit. Az
un. ,,modern” novényvédo szerek alkalmazéasat az ipari forradalom, ezen belill is a szerves
vegyipar fejlédése hozta el, amikor szamos olcson gyarthatd ¢és hatékony szintetikus
novényvédiszer-hatdoanyagot allitottak el ¢és forgalmaztak (MAHMOOD et al. 2016,
MATTHEWS 2018). Az 1950-¢s évekkel a novényvédo szerek piacan robbanasszerii novekedés
indult meg. Az akkor vilagszerte engedélyezett novényvéddszer-hatdbanyagok 100 koriili szama a
hetvenes évekre 250-re, a kilencvenes évekre pedig nagyjabol 500-ra nétt (PHILLIPS
MCDOUGALL 2018). Ezek az 1jonnan engedélyezett hatéanyagok részben ismert
hatdsmechanizmusti vegyiiletcsaladok uwjabb tagjai, részben pedig Uj hatdsmechanizmusok
felfedezésének eredményei voltak. Novényvédd szerek koziil a gyomirtd szerek teriiletén uj
hatasmdédu aktiv hatébanyagokat a kilencvenes évekig atlagosan haromévente vezettek be, azonban
ez a folyamat az ezredfordulora teljességgel leallt, és az utolso uj hatasmechanizmusu isoxaflutole
1992-es engedélyezése oOta ilyen iranyu boviilés egyaltalan nem tortént (HEAP és DUKE 2018,
SZEKACS 2021, SZEKACS 2024). Az elérheté novényvédd szerek korét a masik oldalrol a
hatdanyag-visszavondsok, tiltasok €s -korlatozasok limitaljak. Az Europai Unio6 példaul az elmult
években fokozatosan csokkenti az ujraengedélyezett hatdoanyagok szamat, mely 1995. és 2009.
kozott 700 hatéanyagot érintett (ANTON et al. 2014). Ez a trend nem mindenhol mutatkozik
azonos mértékben, igy azon hatdanyagok nagy része, melyet Brazilia, Kina vagy az Eurdpai Unid
(mint legnagyobb mezdgazdasagi termeldi térségek) koziil legalabb kettd tertiletén mar betiltottak,
az Amerikai Egyesiilt Allamok teriiletén még forgalomban van (DONLEY 2019). A szabalyozasi
eltérések miatt lehetséges az, hogy a 2018-ban vildgpiacot vezetd nyolc gyomirtészer hatdanyag
(sorrendben: glyphosate, glufosinate, mesotrione, 2,4-D, atrazine, metolachlor, paraquat és
acetochlor) koziil 6t az Eurdpai Unio teriiletén mar nem engedélyezett.

Hazankban a Kozponti Statisztikai Hivatal adatai szerint (KSH 2024) a 2000-2019. kozotti
1dészakban a mezdgazdasagi végfelhasznalasra értékesitett ndvényvédd szerek mennyisége kozel
két és félszeresére nott, és a 2019-ben értékesitett 26783 tonna novényvédo szer 33%-at tették ki

a gyomirtd szerek. Ugyanezen évben a nem kizarélag mezdgazdasagi célra forgalomba hozott

~11 -



novényvédo szerek 6sszesen 7827 tonna hatéanyagot tartalmaztak, melynek 49,9%-a volt gyom-
€s mohairtd szerek hatéanyaga. A Nemzeti ndvényvédelmi cselekvési terv 2013-2023
dokumentumban  (AGRARMINISZTERIUM  2020)  Magyarorszag  novényvéddszer-
felhasznalasanak modellezésére kivalasztott megfigyelt hat szant6foldi és kertészeti kultura adatai
alapjan a harom legnagyobb mennyiségben felhasznalt novényvéddszer-hatéanyag a kén, mely
gombaodlé szerek hatdanyaga, valamint az S-metolachlor ¢és a glyphosate gyomirtdszer-
hatdanyagok. Bar az egy hektarra jutd mennyiség tekintetében az S-metholachlor értéke nagyobb,
mind teljes felhasznalt mennyiség, mind kezelt alapteriilet tekintetében a glyphosate hazankban is
vezetd gyomirtdszer-hatéanyagnak tekinthetd. A K6zponti Statisztikai Hivatal 2017-2019. kozotti
adatai alapjan az egy hektar mez6gazdasagi teriiletre jutdé ndvényvéddszer-hatéanyag mennyisége

szerint Magyarorszag az Eurdpai Unid kézépmezdnyében helyezkedik el.

A szintetikus novényvédd szerek fejlesztése €s intenzivebb alkalmazdsa nyoméan kornyezeti
aggalyok meriiltek fel, mar az 1950-60-as évektdl. Ennek orvoslasara a rendkiviil lassu lebomléasu
(perzisztens), klorozott szénhidrogén tipust rovardlészer-hatdéanyagokat — koztiik a DDT-t —
betiltottdk az Amerikai Egyesiilt Allamokban (1972), vilagszerte és hazankban is (a tiltas
meghirdetésében Magyarorszag vilagelsé volt, 1968-ban). A fokozodo kornyezeti aggalyok
figyelembevételének hosszu tavu kovetkezménye pedig a korabbi hatéanyagok feliilvizsgalata és
az ujonnan engedélyezésre varok kortltekintdbb vizsgalatai voltak az engedélyezési folyamat
soran (DAVIS 2014). Ma az 4j névényvédo szerek engedélyezési folyamataba beletartozik a
huméan- ¢és allategészségiigyi hatdsok korabbiaknal koriiltekintébb vizsgdlata, a nem
célszervezetekre gyakorolt hatasok feltarasa, valamint a novényvédd szer sorsanak vizsgalata a
kornyezetbe kikeriilését kovetden is (MAHMOOD et al. 2016, PELKONEN et al. 2023, CHEN et
al. 2023). A novényvédo szerek kornyezetben valdo megjelenését kozvetleniil befolyasolja piaci
elérhet6ségiik és forgalmazasi/kijuttatasi szintjiik, mely nagyban 6sszefligg a fentebb emlitett
engedélyezési és tiltasi folyamatokkal.

A nem célzott szervezetek koziil a vizi él6lények a taplalkozason kivill is allando kitettségben
vannak a novényvéddszer-maradékoknak, hiszen a vizes kozeg az él6helylik. Mas szervezetek (igy
az emberi szervezet) novényvédo szereknek valo elsédleges kitettségét altalaban a szennyezett
¢lelmiszerek és ivoviz fogyasztasa okozza, azonban alacsonyabb dozist, de folyamatos terhelés a
kornyezetbdl is szarmazhat. A kijuttatdst kovetden ugyanis e vegyiiletek terjedhetnek a
kornyezetben sodrodas, felszini lefolyas vagy bemosodas révén. A kornyezetben valdo megjelenés
mértékét, az érintett matrixok kozotti megoszlast €s a szennyezés fennmaradasanak idejét a
szennyezOk sajat fizikai-kémiai tulajdonsagai mellett a kiilonboz6 kornyezeti tényezok is

befolyasoljak. A talaj felszinén vagy ahhoz kozel felhalmozodott mennyiségek konnyen
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mobilizalodhatnak ¢€s szallitodhatnak felszini lefolyassal, ezért a kijuttatast kdvetd elsd es6zés
bekovetkezésének ideje nagy hatdssal van a relativ anyagveszteség mértékére. A folyamat tovabbi
befolyasold tényezdje a talajhoz vald kotddés erdssége. A talajalkotokhoz gyengébben kotddod
novényveédo szerek nem feltétlentil szallitodnak konnyebben a felszini vizzel, mert éppen a gyenge
kotoédés miatt konnyen mosddnak be a talaj mélyebb rétegeibe. Az 1d6 eldrehaladtaval a felszini
lefolyas altali szallitas lecsokken, féleg a novényvédd szerek lebomlasa, illetve a felszini és
talajvizbe, majd a hidroszféraba torténé bemosddas altal (MAGGI et al. 2023). A talajba és azon
keresztiil a talajvizbe valé bemosodas mértékét kémiai, fizikai és bioldgiai tényezOk — a
mikrobialis lebontason keresztiil — is befolyasoljak, beleértve a névényvédé szer fizikai-kémiai
tulajdonsagait, a talaj ateresztOképességét, textirdjat, szervesanyag-tartalmat, de a kijuttatott
mennyiséget €s a kijuttatas soran alkalmazott modszert is. A klimavaltozas ugyancsak fontos
tényez0, mivel a homérséklet valtozasai és a csapadékeloszlas kozvetlen, mig az
agrookosztisztémaban bekovetkezd valtozasok (a foldhaszndlat valtozasanak okdn, a kijuttatas
idejének modositasa kovetkeztében vagy 1 tipusu novényvédd szerek hasznalatba vételével az
ujonnan megjelend koérokozok, betegségek vagy gyomok ellen) kozvetett befolyassal birnak
(STEFFENS et al. 2015). A kozvetlen hatdsokat tekintve a megemelkedett hdmérséklet eldsegiti
a novényveédo szerek felszabaduldsat a talajrészecskékrdl, és gyorsitja a lebomlds sebességét, igy
altalanossagban a bemosddas mértékét csokkenti, més oldalrdl azonban a megemelkedett
csapadékmennyiség a bemosddas esélyét noveli. A viz €és a benne oldott vegyiiletek talajon
keresztiil torténd mozgasat legerésebben a talaj és a vegyiilet fizikai-kémiai tulajdonsagai altal
befolyasolt megkotédési (adszorpcid) és lebomlasi folyamatok alakitjak. A megkotddés és a
felszabadulas (adszorpcio és deszorpcio) kozvetleniil szabalyozzak a bemosodas sebességét és
mélységét. A talaj szervesanyag-tartalmat tekintik a legerdsebb tényezOnek a vegyiiletek
lebomlasa, megkotddése és talajon beliili mobilitasa szempontjabol, melytdl a vizben, a talajban
és a levegdben valo eléfordulas megoszlasa elsédlegesen fiigg (PEREZ-LUCAS et al. 2019). A
kiilonboz6é transzportfolyamatok eredményeként a novényvédé szerek és bomlastermékeik
elérhetik a felszini és felszin alatti vizeket, elszennyezve ezzel a vizi szervezetek €l0helyeit és mas
¢l6lények vizforrasait.

A ndvényvédd szerek lebomlasanak folyamata a kornyezetben torténhet biotikus uton
mikroorganizmusok €s novények altal, vagy abiotikus folyamatok eredményeként kémiai és
fotokémiai reakcidok sordn. Az adott ndvényveédd szer lebomlasat részben szerkezete hatarozza
meg, részben pedig azok a koriilmények, amelyek kozé eloszldsa és a transzportfolyamatok
eredményeként keriil. A talajban, az ililedékben ¢és a viztestekben fellépd oxidacios és redukcids

folyamatok gyakran meghatarozzak, milyen biotikus vagy abiotikus folyamatok mehetnek végbe,
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a fotokémiai lebomlas pedig a napfénynek kozvetleniil kitett teriileteken lehetséges, példaul a
viztestek felsé rétegeiben, illetve a novények és a talaj felszinén (FENNER et al. 2013). A
novényvédd szerek mikrobidlis lebontasa altalaban Osszetett folyamat, mely enzimek altal
katalizalt biokémiai reakciok sorozatabol all. A lebomlast akkor tekintjiik teljesnek, ha a kiindulasi
vegyiilet teljes mértékben oxidalodik vagy redukalddik olyan egyszerti molekuldkka, mint a szén-
dioxid, metan, nitrait, ammoénium vagy viz. A bioldgiai lebontds folyamatat a vegyiilet
tulajdonsagain tul befolyasolja a talaj szervesanyag-tartalma, kémhatdsa és textrdja, valamint
olyan kornyezeti tényezOok, mint a nedvességtartalom, a hodmérséklet és az oxigénellatottsag. A
folyamat szamara az idealis talaj meleg, vizben és oxigénben gazdag, kémhatéasa pedig semleges.
A novényvédo szerek lebontasaért a mikroorganizmusok transzferdz, izomeraz, hidrolaz és ligaz
enzimei feleldsek. Az altaluk katalizalt metabolikus reakcié eredménye lehet példaul hidrolizis,
oxidacid, oxigénaddicié kettds kotésre, aminocsoport oxidéacidja nitrocsoporttd, kénatom
kicserélése oxigénre vagy gyiriifelhasadas (VERMA et al. 2014). Mind a bioldgiai, mind a kémiai,
mind a fotokémiai lebomlasi folyamatok koztes és végtermékeként Iétrejohetnek olyan
novényvédoszer-bomlastermékek, melyek  perzisztensebbek  vagy  toxikusabbak az
alapvegyiiletnél, igy ezeket adott esetben be kell vonni a kornyezeti monitorozas ¢és a toxikologiai
vizsgalatok soran a vizsgalt anyagok korébe. A kornyezeti szennyezés kockéazatdnak
feltérképezésére egy — a vilag 168 orszaghan a leggyakrabban alkalmazott 92 novényvéddszer-
hatéanyagra vonatkozd — szamitégépes modellezési vizsgalat becslése szerint az adott
vizsgalatban felmért mezdgazdasagi teriiletek 64%-a esik veszélyeztetett kategdriaba, egynél tobb
aktiv hatéanyag szennyezése szempontjabol (TANG et al. 2021).

Az altalunk vizsgalt glyphosate gyomirtdszer-hatéanyag mind a mai napig a legnagyobb forgalmu
novényvédé szer (SZEKACS és DARVAS 2012, DARVAS és SZEKACS 2016, SZEKACS és
DARVAS 2018). A kiugré mennyiségii felhasznalas eredményeként vilagszerte el6fordul
talajokban, felszini és felszin alatti vizekben egyarant, ezért a mezdgazdasagi tevékenységekbdl

fakado kornyezetterhelés jelentds részéért felelds.

2.1.1. A glyphosate gyomirtoszer-hatoanyag jellemzése

A széles spektrumu, nem szelektiv glyphosate gyomirtoszer-hatdanyag napjaink legelterjedtebb,
vilagvezetd novényvédodszer-hatéanyaga, mind felhasznalasi teriilet, mind kijuttatott mennyiség
tekintetében. Kémiai szerkezetét tekintve foszfonsavval N-szubsztitualt aminosav (N-foszfono-
metil-glicin), moltomege 169,07 g/mol, erésen polaris, ikerionos szerkezetli, vagyis

vizoldhatosaga — a novényvéddszer-hatdoanyagok kozott atipikusan — igen nagy, 25°-on 11,6 g/l
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(SZEKACS és DARVAS 2012). A glyphosate-ot, f6bb bomlastermékeit és a jelen munkéaban

alkalmazott szerkezeti analogjait az 1. abra mutatja be.
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1. abra: A glyphosate gyomirtdszer-hatbanyag, f6bb bomlastermékei, az N-amino-metil-
foszfonsav (AMPA) és az N-acetil-glyphosate, valamint egyes szerkezeti analogjainak kémiai
szerkezete.

A hatdéanyagot jelenleg tobb, mint 150 gyomfaj irtasara alkalmazzak, beleértve egy- és kétszik,
egynyari ¢és éveld fajokat is. Felhasznélasi teriilete nem korlatozodik a monokultiras
mezOgazdasagi tevékenységekre, alkalmazzak példaul erdészetekben, varosi kdrnyezetben és vizi
kultarakban is (KANISSERY et al. 2019). Az els6 glyphosate hatoanyagtartalmi novényvédo szer
1974-es forgalomba keriilése 6ta az éves eladasi 6sszmennyiség toretleniil nd. Ezt a novekedést
nagyban segiti, hogy a géntechnoldgiai uton moddositott (GM) ndvények termdteriileteinek
mintegy 90%-at kitevé gyomirtoszer-tolerans allomanyok talnyomo része glyphosate-tiré GM
novényallomany, mely a hatéanyaggal egyiitt a gyomok elleni védelem az elmult két évtizedben a
vildg jelentds részén (Eurdpan kiviil) terjedd megoldasat jelenti (DUKE 2018, SZEKACS és
DARVAS 2018). Alkalmazéasa tobboldalt, a hagyomanyos novényvédelmi kezelések mellett —
nem glyphosate-tiir6 GM névényeken — kémiai allomanyszaritasra (deszikkalasra) is hasznaljak,

betakaritas el6tt vagy utan, mely ugyancsak hozzajarul piaca ¢és kornyezetterhelése
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novekedéséhez. A glyphosate hatasmechanizmusa az 5-enol-piruvil-sikimat-3-foszfat szintetaz
(EPSPS) enzim mikodésének gatlasan alapszik, mely a sikimat Gtvonal része. Az itvonal gatlasa
szamos folyamat koztes 1épésének végbemenését gatolja, megakadalyozva ezzel a novényekben
els6sorban aromas aminosavak (tirozin, fenil-alanin és triptofan), de emellett hormonok, és mas
fontos ndévényi metabolitok szintézisét, beleértve flavonoidokat, lignineket ¢és egyéb
fenolvegyiileteket is (DILL 2005). Ezek a vegyiiletek csak novényekben, baktériumokban és
gombakban termelddnek, allatokban nem, igy — nem rendelkezve EPSPS enzimmel — azokra
tekintve a hatasmodbol adddé varhaté akut toxicitds alacsony (APARICIO et al. 2013). A
hatéanyag szisztemikus hatasu: a ndvényekbe felszivodik a leveleken és egyéb z6ld szoveteken, a
gyOkérzeten, a szaron vagy a riigyeken keresztiil, majd gyorsan transzlokalodik az aktivan
novekedo részekbe. A kijuttatds utan az egyedek 1-3 héten beliil elpusztulnak, és az altalanos

elterjedés miatt nincs olyan ndvényi rész, amely talélné (KANISSERY et al. 2019).

Hatalmas mértékii felhasznalasa (> 800 000 tonna/év; a teljes novényvéddszer-piac ~22%-a, ezen
beliil a gyomirt6 szerek ~44%-a) kovetkezményeként altalanosan eléforduld vizszennyezdévé valt
(BATTAGLIN et al. 2014, SZEKACS és DARVAS 2018, CARLES et al. 2019). Kornyezeti
koriilmények kozott kedvezo tulajdonsagai, példaul vizben 2-91, talajban pedig 2-215 napos
(BATTAGLIN et al. 2014) lebomlasi felezési ideje (DTso) ellenére a nagy mennyiség miatt
kornyezetszennyezOnek szamit. Megemlitendd tovabba, hogy bizonyos specialis koriilmények
mind lebomlasat, mind eloszlasat nagymértékben lassithatjak. Ilyen példaul a talaj magas
fémiontartalma (aluminium, vas, mangan és cink), melyekkel a glyphosate komplexet képez
(VEREECKEN 2005, SZEKACS és DARVAS 2012). Vizoldhatosaga 11,6 g/l 25°C-on, ez mas
novényvédodszer-hatéanyagokhoz viszonyitva kiemelkedéen magasnak szamit, és hozzajarul
vilagszerte felsziniviz-szennyezdként vald megjelenéséhez. A kiilonbozd készitményekben
alkalmazott soinak vizoldhatosaga nagyobb a szabad savas alakénal (HANKE et al. 2010,
SZEKACS és DARVAS 2018, CAMPANALE et al. 2021). A vegyiilet tulajdonsagai alapjan
bioakkumuléaciora nem hajlamos, és perzisztensnek sem tekinthetd, mégis gyakran azonositjak
talaj- és vizmintak mellett mez6gazdasagi termények mintaiban, tobbek kozott gabonafélékben,
zoldségekben és gyiimdlcsokben, példaul kukoricdban, szdjadban, olajos magvakban, lencsében
(allomanyszaritas hatasara), spargaban, kortében, narancsban és almaban is (VICINI et al. 2021,
SOARES et al. 2021). Az emberi szervezet és a haszonallat-allomany Kkitettségének
bizonyitékaként vérben és vizeletben is eléfordul (KRUGER et al. 2013, ZOLLER et al. 2020,
GRAU et al. 2022). A hatéanyag lebomlasa a kornyezetben elsdsorban mikrobialis folyamatok
utjan megy végbe, ahol elsddleges bomlastermékként az egyik ttvonalon amino-metil-foszfonsav

(AMPA), a masikon pedig glicin és szarkozin képzddik. A glyphosate bomlésa ezen kiviil mas
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utvonalakon is végbemehet, vizsgalati jelentések alapjan azonban az egyéb matrixokban talalt
bomlastermékek tobb mint 90%-a AMPA (KANISSERY et al. 2019). Az AMPA vizoldhatosaga
5,8 g/l, ami a sziildvegylileténél valamivel alacsonyabb, lebomlasi felezési idejét (DTso) pedig 60-
240 nap kozé becsiilik (BATTAGLIN et al. 2014), igy kornyezeti mintakban altaldban a
glyphosate és AMPA vegyiileteket egyiittesen talaljak meg (COUPE et al. 2012). A hatdanyag
okotoxikoldgiai hatasai kiterjedtek szarazfoldi (KLATYIK et al. 2023) és vizi (KLATYIK et al.
2024a) szervezeteken egyarant, és vizi kornyezetben hormetikus hatasat is kimutattak (KLATYIK
et al. 2024b). Bar mind a glyphosate, mind az AMPA eml6sfajokra gyakorolt akut toxicitasa
alacsony, egyre tobb adat tamasztja ald, hogy a nagyon alacsony dézisu kronikus kitettséggel
kapcsolatba hozott lehetséges egészségiigyi hatasok 0Osszefliggésben lehetnek a vegytiletek
kornyezeti felhalmozodasaval, emellett human egészségiigy tekintetében korrelaciot mutattak ki a
hatéanyag novekvd hasznélata és bizonyos betegségek megjelenése kozott, melyekbe beletartozik
példaul a vesekdrosodas, a rakos megbetegedések kiillonbozo tipusai, az autizmus, az Alzheimer-
és a Parkinson-kér (VAN BRUGGEN et al. 2018). A Nemzetkdzi Réakkutatasi Ugyndkség
(International Agency for Research on Cancer, IARC) a hatéanyagot kizarolag nyirokrendszeri
daganatok kialakulasaval talalta bizonyitottan 6sszefiiggésbe hozhatonak (IARC 2017).

Mint lattuk, felszini vizekbe keriilése kritikus kérdés az ubikviter vizszennyezd tulajdonsag
kialakuldsaban. A hatéanyagot alkalmazasanak korai id6szakaban nem talaltak problematikusnak,
hiszen az akkori klasszikus miiszeres analitikai modszerek alacsony érzékenysége miatt a
kornyezeti vizsgalatok soran a glyphosate és az AMPA jelenlétét csak a mintak kisebb részébol
mutattak ki. Az elmult nagyjabol husz évben azonban az alacsonyabb kimutatasi hatarokkal
rendelkezd jabb modszerek megjelenésével mind a hatdéanyagot, mind a bomlastermékeit egyre
gyakrabban azonositjak (SZEKACS és DARVAS 2018). Az Amerikai Egyesiilt Allamok teriiletén
2001. és 2010. kozott gytjtott, 34 allambol szarmazo felszini és felszin alatti vizek (patakok,
talajviz, vizesarkok ¢és lefolyok, nagy folydk, nagyobb és kisebb tavak, mocsarak), sot
csapadekviz, szennyviztisztito telep kifolyoi, valamint talaj és tiledékmintak 39,4%-aban mutattak
ki glyphosate-ot 476 pg/l, 55%-aban pedig AMPA-t 397 ng/l koncentracioig (BATTAGLIN et al.
2014), amit késobbi vizsgalatok is megerdsitettek (MEDALIE et al. 2020). Mexikoban a Yucatan-
félsziget teriiletérdl szarmazo, 2016-ban vett talajvizmintak 90%-a tartalmazott glyphosate-ot 1,4
g/l koncentracidig (RENDON-VON OSTEN és DZUL-CAAMAL 2017), majd 2021-ben 57,0-
510,5 pg/l koncentraciotartomanyban mutattak ki felszini vizekb6l (SILVA-MADERA et al.
2021). Argentinaban 2014. és 2015. kozott az El Crespo foly6 iiledék- és vizmintaibol mutattak ki
Buenos Aires tartomany teriiletén, ahol a glyphosate a mintak 78—79%-aban fordult el6 18,5 ug/l
koncentracioig, mig az AMPA a mintak 96,5%-aban 47,5 ug/l-ig (PEREZ et al. 2017). Hasonl6an
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gyakori szennyez6 volt mindkét vegyiilet 2020-ban is (LUTRI et al. 2020), illetve kifejezetten
ijjesztd, hogy glyphosate-ot 2018-ban lehulld esdvizbdl is kimutattak 1,24-67,3 pg/l
koncentraciotartomanyban (ALONSO et al. 2018). Kolumbiaban a Pamplonita és Zulia folydkban
204,5 és 441,5 ng/l koncentraciokban mértek glyphosate-ot (LIMA et al. 2023). Braziliaban 2017-
ben mez6gazdasagi teriiletek elfolydiban 1240 és 6100 pg/l, patakjaiban pedig atlagosan 970 ug/1
koncentracioban mérték (ALVAREZ BAYONA et al. 2022), mig 2021-2022-ben alacsonyabb
szinten, de nagyobb gyakorisaggal taldltdk, azaz 52 talajvizminta mindegyike tartalmazott
glyphosate-ot (1,59 pg/l maximalis koncentracion) és AMPA-t (0,28 pg/l maximalis
koncentracion), mig 90 felszinivizmintabol csak 27 tartalmazott glyphosate-ot és AMPA-t (a
talajviznél kozel két nagysagrenddel kisebb koncentracion) (PIRES et al. 2023). Ausztralidban
Queensland allam tertiletén 2005. és 2010. kozott végzett vizsgalatok soran a hatéanyagot 54 pg/l-
ig mutattak ki vizmintakbol (DAVIS et al. 2013), mig lapokban a koncentraciokat egy
nagysdgrenddel alacsonyabbnak, de gyakori eléfordulasunak taldltdk (OKADA et al. 2020).
Europa teriiletén alacsonyabb koncentracidban ugyan, de rendszeresen eléfordul. Franciaorszag
teriiletén 2003. és 2006. kozott gyljtott felszinivizmintak 99,7%-aban mutattak ki 90 ug/l-ig, a
legmagasabb AMPA-tartalom pedig 3,6 ug/l volt (COUPE et al. 2012). 2010-ben svajci
felszinivizmintakbol mutattak ki glyphosate-ot 4,2 pg/l koncentracioig, azonban megjelenése nem
magyarazhat6 kizarélag a mezdgazdasagi tevékenységgel, mert a mintak tobb, mint fele varosi
kornyezet vizelvezetdibdl, €s szennyviztisztitotelepek kivezetdibdl szarmazott (HANKE et al.
2010). Olasz felmérések a hatdéanyag szermaradékait az olaszorszagi felszini vizek leggyakoribb
novényvédd szer szennyezbinek talaltak (LA PORTA et al. 2021, PACE et al. 2022,
GOMARASCA et al. 2024). Hazankban 2010-2011-ben 42 felszinivizminta 50%-a tartalmazta a
hatoéanyagot 0,98 ng/l koncentracidig (MORTL et al. 2013), valamint 2017-2020-ban a Balaton
vizgyiijto teriiletén 203 felszinivizminta 10,3%-aban detektaltak AMPA-t 3,0 pg/l legnagyobb
koncentracioban, mig a glyphosate-nak mind gyakorisaga, mind legnagyobb koncentracidja (2,0

ug/l) alacsonyabb volt ennél (TOTH et al. 2022).

2.2. Mikotoxinok a kérnyezetben

A szintetikus novényvédo szerek kornyezetben vald megjelenése mellett a természetes eredetii
mikotoxinszennyezés a mai mezdgazdasag szintén egyre stulyosbodd problémaja. A mikotoxinok
olyan alacsony molekulatomegii, héstabil, mérgez6, magas bioakkumulacidés hajlammal
rendelkezé vegyiiletek, melyeket egyes patogén mikroszkopikus gombak masodlagos

anyagcseretermékként valasztanak ki. Jelenleg tobb, mint hdromszaz ilyen vegyiiletet ismeriink.
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Gyakran fordulnak el6 terményekben, élelmiszerekben és takarmanyokban, magukkal hordozva a
mérgezés veszélyét mind emberi, mind allati szervezetekre nézve (KHANEGHAH et al. 2019).
El§ szervezetre szamos negativ hatast gyakorolhatnak, beleértve a genotoxikus, citotoxikus,
mutagén, teratogén ¢s rakkelté hatasokat (CIMBALO et al. 2020). Az IARC besorolasa szerinti 1-
es csoportba (emberben rakkelt) tartozik tobbek kozott az aflatoxin B1 és az aflatoxin B2 (IARC
2012), a 2B csoportba (emberben lehetségesen rakkeltd) pedig példaul az ochratoxin A (IARC
1993) és a szterigmatocisztin (IARC 1987), mig a deoxinivalenol és a zearalenon a 3. csoport (nem
osztalyozhato emberi rakkelt6ként) tagjai (IARC 1993).

A mikotoxinok szintéziséhez optimalis koriilménynek szamit, ha a novényi szovetek
nedvességtartalma meghaladja a 15%-ot, a levegd relativ paratartalma 70% folott van, és nagy
mennyiségben elérhetdk olyan mikroelemek, mint a cink, a magnézium és a kobalt. Ezeken kiviil
szamos kornyezeti faktor is befolyasold hatassal bir, példaul a pH, a nedvességtartalom vagy a
hémérséklet, ahol 20-30°C az optimalis tartomany (ROGOWSKA et al. 2019). A mikotoxinok
termelddése a haszonndvényeken torténhet a betakaritas elott és azt kovetden a tarolas soran is

(KHANEGHAH et al. 2019).

Az 0Osszes toxintermeld gombafajok koziil az Aspergillus, a Fusarium és a Penicillium
nemzetségek tagjai kiemelhetdk, melyek olyan rendszeresen eléforduld és emiatt széles korben
tanulmanyozott mikotoxinokat termelnek, mint példaul az aflatoxinok, az ochratoxin A, a
deoxinivalenol (DON), a T-2 toxin, a fumonizinek és a ZON (KRSKA és MOLINELLI 2006). Az
altaluk okozott probléma stlyossagat kiemeli, hogy mikotoxinokat emberi vizeletmintdkban is
talaltak, ami felveti a kronikus kitettség lehetoségét (RUBERT et al. 2011), a klimavaltozas hatasai
pedig a novénypatogén gombafajok északi iranyu terjedését eldsegithetik (VAN DER FELS-
KLERX et al. 2012, VALVERDE-BOGANTES et al. 2020, VALENCIA-QUINTANA et al.
2020), s ezt magyarorszagi megfigyelések is alatamasztottak (DOBOLYI et al. 2013).

Emberi szervezet szamara kitettséget nemcsak a novényi élelmiszerek jelenthetnek, hanem
kozvetetten az allati eredetliek is, példaul a vese, a m4j, a tojas és a tej (YAZAR és OMURTAG
2008). Az élelmiszer- és takarmanyeredetii mérgezések mellett az egészségre a felszini vizek
szennyezettsége miatt is hatassal lehetnek. Szamos ndvénypatogén gombardl, tobbek kozott
Aspergillus és Fusarium fajokrol is kimutattdk, hogy masodlagos anyagcseretermékeik
kivalasztasara vizben is képesek (PATERSON et al. 1997, KELLEY és PATERSON 2003,
RUSSELL és PATERSON 2007, OLIVEIRA et al. 2016, OLIVEIRA et al. 2018, PICARDO et
al. 2019), mely mikotoxinterhelés szempontjabol ujabb potencidlis expozicids utvonalat jelenthet
az emberi szervezet szamara (RUSSELL és PATERSON 2007). Tobb vizsgalat soran mutattak ki
mikotoxinokat és tartak fel bekeriilési utvonalaikat felszini és talajvizbe (BUCHELI et al. 2008,
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GROMADZKA et al. 2009, GROMADZKA et al. 2012, WASKIEWICZ et al. 2012, JAROSOVA
et al. 2015, GROMADZKA et al. 2015a, LARANJEIRO et al. 2017). Megjelenhetnek felszini
vizekben direkt szennyezésként a fert6zott mezogazdasagi talajokbol valdé bemosodassal, példaul
gabona-termoteriiletekrdl vagy olaj- és takarmanyndvények iiltetvényeirél (AL-GABR et al. 2013,
HARTMANN et al. 2007), de a mikotoxinok vizben t6rténé bioszintézisének (CRIADO et al.
2005, PEREIRA et al. 2010) vagy atalakulasanak (EMIDIO et al. 2017) is lehetnek eredményei.
Mindezek mellett a mikotoxinterhelést olyan kdrnyezetszennyezésnek tekintik, amely diffiz és
pontforrasokbol is szarmazhat (KOLPIN et al. 2014), igy a vizek gombafertdzottségét az
ivovizminség biztonsaga szempontjabol bizonyitottan emelkedd veszélynek tekintik (BABIC et
al. 2017). Dél-angliai vizmintakban 0,1 és 1,7 ng/ml kdzotti koncentraciokban talaltak aflatoxin
Bl-ct és G2-t (PATERSON et al. 1997), a portugaliai Tagus folyoban pedig maximum 0,035
ng/ml-es koncentracioig talaltak aflatoxin B1-et és B2-t, fumonizin B3-at, valamint ochratoxin A-
t (OLIVEIRA et al. 2018). Fitodsztrogének és mikotoxinok monitorozasa soran Iowa (Amerikai
Egyesiilt Allamok) mezOgazdasagi tevékenység alatt allo vizgyiijtd teriileteirl szarmazod
mintakbol rendszeresen mutattak ki deoxinivalenolt (DON) 0,1 ng/ml feletti koncentracioban
(KOLPIN et al. 2010), Portugaliaban toxikologiai veszélyt nem jelenté koncentracioban (0,0007
ng/ml) mutattak ki ochratoxin A-t palackozott vizb6l (MATA et al. 2015). A fenti példakon
tilmenden az altalunk vizsgalt ZON mikotoxinrdl is kimutattdk, hogy felsziniviz-szennyezé

tulajdonsagokat is mutat (Id. 2.2.1.).

2.2.1. A zearalenon (ZON) mikotoxin jellemzése

Eszaki mérsékelt klimaju teriileteken a Fusarium az egyik legelterjedtebb fonalasgomba-
nemzetség, melyet rendszeresen azonositanak Amerika, Azsia és Eurdpa teriiletén termelt
gabonafélékben. A rezorcilaktonok kémiai csoportjaba tartoz6 ZON gyakran el6forduld
mikotoxin, melyet e nemzetség fajai termelnek, beleértve a F. graminearum, F. culmorum, F.
semitectum, F. cerealis és F. equiseti fajokat (DANICKE és WINKLER 2015). A ZON gyengén
polaros, moltomege 318,36 g/mol, vizoldhatésaga 0,02 g/l. A ZON és a jelen munkaban

alkalmazott f6bb bomlastermékei kémiai szerkezetét a 2. abra mutatja be.
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2. abra: A zearalenon (ZON) és f0bb bomlastermékei kémiai szerkezete.

Tarolas soran nagy stabilitdst mutat, sem magas homérséklet, sem pasztorizalas hatdsara nem
bomlik le. Tovabbi terhelést jelenthet, hogy mas mikotoxinokhoz hasonloan a Fusarium-fajokkal
fert6zott novényeken nemcsak a vegetacios iddszakban termelddhet, hanem a betakaritast koveto
tarolas sordn is, foleg, ha a tarolasi modszer nem megfeleld6 (ROGOWSKA et al. 2019). A ZON-t
elsdsorban kukoricat szennyezd mikotoxinként tartjdk szamon, de eléfordul zabban, arpaban,
buizaban és cirokban is, emellett feldolgozott €lelmiszerekben is megtalalhat6, beleértve a malatat,
a lisztet, a csokoladét vagy a sort (DANICKE és WINKLER 2015, ROGOWSKA et al. 2019). A
gyakori eléfordulast jol példazza, hogy Brazilidbol 2017-ben begyiijtott rizsmintdk 60%-aban,
2015-ben Kinabol szarmaz6 buzamintdk 69%-aban, 2018-ban spanyolorszagi sérmintak 65%-
aban, valamint 2019-ben libanoni fliszermintak 30%-4ban €s gyogyndvénymintdk 3%-aban

mutattak ki (ROGOWSKA et al. 2019).
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EmlGs szervezetekre gyakorolt legismertebb hatasa a hormonmodulans hatas. A ZON és
szarmazékai Osztrogénhatdst mutatnak (mikoosztrogének), mely szdmos hormonok altal
szabalyozott folyamatban okozhat valtozasokat, példaul befolyasolhatja a follikulus-stimulalo és
a luteinizal6 hormon termelddését, és gatolhatja a Leydig- és granulosa-sejtek megfeleld
miikodését, valamint csOkkentheti szamukat (ZHENG et al. 2019). A ZON és bizonyos
szarmazékai Osztrogénhatdsa a szervezetben el6forduld 17-B-0sztradiolhoz vald szerkezeti
hasonlatossagnak koszonhetd. E hasonlatossag miatt a ZON génaktivacids uton serkenti az
Osztrogéntermelést, €s ezzel befolyasolja a reprodukcios rendszer mikodését (KOWALSKA et al.
2016). Negativ hatasat el6szor Fusarium-fajokkal fert6zott takarmannyal etetett sertések
reprodukciojanak valtozasan figyelték meg. Mar az 1920-as évek jelentéseiben beszamoltak
hiperdsztrogenizmusrdl és szaporitoszervi gyulladasokrol egyes penészgombafajokkal fertézott
kukoricéval etetett egyedeknél, melyet késébb szamos tovabbi genitalias elvaltozas megfigyelése
kovetett (METZLER et al. 2010). Mdra tobb fajon folytattak le vizsgdlatokat, igy a sertés mellett
rendelkeziink adatokkal szarvasmarha, 16, csirke, mas madarfajok, kutya és macska esetében is,
emellett szamos in vitro vizsgalat is kimutatta a ZON hormonmodulans hatasat (EFSA 2017). A
kiilonb6z6 fajok erdsen eltérd érzékenységét tobb tényezd befolyasolhatja. Bizonyos tanulmanyok
feltételezése szerint az érzékenység attol fiigg, hogy a metabolizmus sordn a sziilévegytiletbdl
milyen aranyban képzodnek az o- és P-zearalenol bomlastermékek. A két bomlastermék
Osztrogénhatasanak erdssége eltérd, a ZON-hoz viszonyitva az a-zearalenol hatasa Gtszazszor
magasabb, mig a B-zearalenolé tizenhatszor alacsonyabb. Ezért azok a fajok, melyekben tobb a-
zearalenol képzddik (példaul a patkdny vagy a sertés), a mikotoxinra sokkal érzékenyebbnek
bizonyulnak (ZHENG et al. 2019). Az 6sztrogénjellegli hatas mellett a ZON genotoxikus,
immuntoxikus, karcinogén és majkarositd tulajdonsaggal is rendelkezik (ROGOWSKA et al.
2019). Az emldsfajokon tal a Fusarium-fajok toxinjai (beleértve a ZON-t is) hormonalis
(6sztrogénjellegll), majkarositd €s genotoxikus hatdst fejthetnek ki halakon (PIETSCH 2017,
KHEZRI et al. 2018). Bar az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (EFSA) két tudomanyos
szakvéleményében is tett javaslatot ZON (€s mas mikotoxinok) elfogadhaté szintjére allati
takarmanyozasra szant termékekben (EFSA 2014, EFSA 2017), felszini vizre vagy ivovizre
meghatarozott hatarérték jelenleg még nincsen. Emberi és allati szervezetekre gyakorolt negativ
hatdsaira tekintettel az EFSA maximalis elfogadhatdo mennyiségeket hatarozott meg
¢élelmiszertermékekre, melyek 20 pg/kg feldolgozott kukoricaalapi bébiételekben, 50 pg/kg
feldolgozott gabonaalapti  élelmiszerekben, 100 pg/kg feldolgozott  kukoricaalapu
¢lelmiszerekben, feldolgozatlan kukoricaban pedig 350 pg/kg (EUROPEAN COMMISSION
2023). Az elfogadhatd napi bevitel értékét 0,25 pg/ttkg-ban allapitottak meg (EFSA 2011). A
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szigoru elbirasok és az allandé monitorozas ellenére bizonyos becslések szerint a ZON atlagos
napi bevitele felndttek esetében 0,8 és 29 ng/ttkg kozé esik, mig gyermekek esetében 6-55 ng/ttkg
(MINERVINI et al. 2005).

Mas mikotoxinokhoz hasonléan a ZON is a vizszennyez6 mikotoxinok kozé tartozik (RUSSELL
¢s PATERSON 2007). Lengyelorszag teriiletén megtalaltdk felszini és felszin alatti vizekben,
valamint  szennyvizekben is 0,081 ng/ml  koncentracidig, mely  szennyezés
gabonabdl/mez6égazdasagi biomasszabol (GROMADZKA et al. 2009, GROMADZKA et al. 2012,
WASKIEWICZ et al. 2012, GROMADZKA et al. 2015b) vagy szennyviztelepek elfolyovizébol
(GROMADZKA et al. 2015a) szarmazott. Braziliai felsziniviz-mintakban zearalanon, o-
zearalenol, B-zearalenol, o-zearalanol és [-zearalanol szarmazékaival egyiitt 4,12 ng/ml
koncentracioig volt kimutathato (OLIVEIRA et al. 2016, EMIDIO et al. 2020). 159, lllinois
(Amerikai Egyesiilt Allamok) kozponti teriiletérdl szarmazo felszinivizmintdbol 32 adott pozitiv
eredményt, melybdl 10 esetben 0,002 és 0,006 ng/ml kdzotti koncentracioban taldltak ZON-t
(MARAGOS 2012), portugal folyokbdl és patakokbdl gytijtétt nyolc mintaban pedig 0,006 és
0,083 ng/ml kozti koncentraciokban fordult el6 (LARANJEIRO et al. 2017). Svéjcban F.
graminearum-mal fert6zott foldrél levezetett vizben egy kétéves szabadfoldi kisérlet soran a nyari
vegetacios iddszakban magasabb koncentracioban volt kimutathato (HARTMANN et al. 2008).
Alacsony, de detektalhaté koncentracioban (0,002—0,005 ng/ml) megtalaltdk Olaszorszagban a
Tevere folyoban is (LAGANA et al. 2004). A mikotoxinok megjelenése a vizi kornyezetben a
teljes Okoszisztémara negativ hatast gyakorolhat, melyek miatt a ZON monitorozasa
élelmiszerekben és mas arucikkekben rutinfeladattd valt, ami az elmult évtizedekben szamos
analitikai modszer kifejlesztéséhez vezetett, illetve a vizi kornyezetben a ZON és a DON
mikotoxinok parhuzamos in situ mérésére immunanalitikai immuntesztcsik-tipusu eszkozt is

fejlesztettek (LI et al. 2023).

2.3. Analitikai médszerek mezogazdasagi szerves mikroszennyezék meghatarozasara

A mezdgazdasagi tevékenységbdl szarmazd szerves mikroszennyezok a kornyezeti matrixok
(talaj, felszini viz, talajviz vagy levegd) mellett megjelennek ndvényekben, terményekben és
feldolgozott élelmiszerekben is, ezért olyan meghatarozéasi modszerekre van sziikség, melyek az
adott célvegyiileteket a kiilonb6zd tulajdonsagi mintdkban minél alacsonyabb koncentracidban
kimutatni képesek. Novényvéddszer-maradékok és még inkabb mikotoxinok esetében ezen
megbizhaté és megfeleléen érzékeny modszerek megléte kifejezetten fontos, mert toxikus

hatasukat igen kis dozis esetén is képesek kifejteni, és ennek megfelelden a hatosagilag
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megengedett szintjiik (hatarérték, maximum residue level, MRL) a jogszabalyokban rogzitett
kornyezeti matrixokban (EUROPEAN COMMISSION 1998, EUROPEAN PARLIAMENT AND
COUNCIL 2020) és terményekben, élelmiszerekben (EUROPEAN COMMISSION 2005,
EUROPEAN COMMISSION 2023) alacsony (ivovizben ndvényvéddszer-maradékokra 0-0,1
ug/l, élelmiszerben és takarmanyban mikotoxinokra 0,002-0,50 mg/kg, novényvéddszer-
maradékokra 0,01-0,20 mg/kg).

Az analitikai kimutatas soran alapvetd fontossagu, hogy olyan modszerrel rendelkezziink, amely
a célvegyiiletre (vagy célvegyiiletek csoportjara) specifikus, mérhetd analitikai jelet szolgaltat,
amellyel az analitikai kimutatasi hatar (limit of detection, LOD) legalabb egy nagysagrenddel
alacsonyabb a hatosagi MRL értéknél, és a mennyiségi meghatarozasi hatar (limit of quantitation,
LOQ) is az MRL ¢értéke alatti. Kromatografias analitikai eljardsok esetén a minta Osszetevdit
valamilyen kromatografias rendszerben araml6 rendszerben szilard all6fazison valdo megkdtodési
erdsség szerint elvalasztjak, igy az egyes komponensek kiilon-kiilon érkeznek a detektorhoz, és
szolgaltatnak analitikai jelet. Novényvédd szerek és mikotoxinok kimutatasa soran az elvalasztas
torténhet vékonyréteg-kromatografia, valamint gdz- és folyadékkromatografia segitségével.
Napjainkra a legelterjedtebb mddszerré a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia valt. Ezen
elvalasztasi modszereket kiilonféle detektalasi modszerekkel (példaul fluoreszcencia, UV vagy
diddasoros detektalas) kombinaljak, az alapvetden nem polaros, illékony vegyiiletek (ndvényvédo
szerek) meghatarozasara alkalmas gazkromatografidas modszert emellett elektronbefogésos
detektorral példaul szerves klorvegyiiletek meghatarozasara, langfotometrias detektorral kén- és
foszfortartalmi vegyliletek meghatarozasara vagy nitrogén-foszfor detektorral nitrogén- és
foszfortartalmti vegyiiletek meghatarozasara alkalmazzdk. A legtobb kémiai informaciot
(fragmentum- és molekulatomeg) a tomegspektrometrias vagy tobb tomegspektrométer egymas
utan kapcsolasaval a tandem tomegspektrometrias detektalds szolgaltatja. A tomegspektrometrias
detektalas emellett az Osszes emlitett moddszerhez viszonyitva nagyobb érzékenységet ¢€s
pontossagot, valamint jobb reprodukalhatosagot mutat. Az olyan korlatozé tényezok, mint példaul
a szarmazékképzés sziikségessége a tOmegspektrometridval kapcsolt folyadékkromatografias
modszereket elotérbe helyezték az ugyanilyen detektalassal kapcsolt gazkromatografias
modszerekkel szemben. Nem illékony és/vagy nem hdstabil novényvédd szerek, valamint a
termikusan érzékeny mikotoxinok vizsgalatara a folyadékkromatografids modszerek hatékonyak.
Minta-elokészités tekintetében a hagyomanyos szerves olddszeres kivonas (folyadék—folyadék-
extrakcio, szilard—folyadék-extrakcio) mellett szamos egyéb eljarast is alkalmaznak, példaul a
szilard fazisu extrakcio, a szilard fazisu mikroextrakcid, a szuperkritikus folyadékextrakcio

modszereket, valamint mind gyakrabban a diszperziv QUEChERS (Quick Easy Cheap Rough and
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Safe) eljarast vagy az immunaffinitasi oszlopokat. Az olddszer és a minta-el6készitési modszer
megvalasztdsa nagyban befolyasolja a kivonds sikerességét. A megfeleld olddszer olcso,
hasznaldjara nézve biztonsadgos és csokkenti a mérési eredményeket befolyasold koriilmények
eléfordulasi esélyét. Erre a célra leggyakrabban metanol €s viz vagy acetonitril €s viz kiilonb6z6
aranyu elegyét hasznaljak a mikotoxinok analizise soran (AGRIPOULOU et al. 2020). A
kromatografias vizsgalatokhoz a minta-el6készités szinte mindig Osszetett folyamat, amely
szakképzett munkaerdt igényel, a koltség- és az iddigény megndvekedésével jar, igy ezek a
modszerek in situ monitorozasi vizsgalatok végzésére altalaban nem alkalmasak (SURI et al.
2009). Jelenleg erds trend mutatkozik az egyidejiileg tobb névényvéddszer-maradék (SAMSIDAR
et al. 2018, ROSCH et al. 2023) vagy mikotoxin (KRSKA és MOLINELLI 2006, NUNES et al.

2021) kimutatasara alkalmas modszerek iranyaba.

2.3.1. Miiszeres analitikai modszerek zearalenon (ZON) és glyphosate meghatdrozdsdra

ZON meghatarozasara szamos analitikai modszer 1étezik, melyek a minta Osszetett voltatol és
egyéb korlilményektdl fiiggéen a mérési alapelvben vagy a minta-elokészités folyamataban is
eltérhetnek egymastol. Az olyan klasszikus kromatografias eljarasok esetében, mint a
nagyteljesitményi folyadékkromatografia (TURNER et al. 1983, MAJERUS et al. 2009, SEBAEI
et al. 2012), a vékonyrétegkromatografia (SCOTT et al. 1970, SOARES 1992, LARIONOVA et
al. 2011), a tomegspektrométerrel kapcsolt gazkromatografia (THOUVENQOT és MORFIN 1979)
vagy folyadékkromatografia (JODLBAUER et al. 2000, DE SANTIS et al. 2017, YAN et al.
2018), mind a LOD, mind a LOQ alacsony, de altalaban az Gsszetett minta-el6készitési folyamat
miatt idéigényes mérési technikak, melyek specidlis miiszerezettséget igényelnek.

Ezek a jellemzok az elmult években glyphosate meghatarozasara fejlesztett miiszeres analitikai
modszerekre is igazak (KODAMA et al. 2008, QIAN et al. 2009, SONGA et al. 2009, SANCHEZ-
altalaban kromatografias modszerekkel hatarozzak meg (STALIKAS és KONIDARI 2001). Ezek
a modszerek szarmazékképzési folyamatot is tartalmaznak, mely az analitikai modszertdl és a
detektalas tipusatol fligg. Gazkromatografias mérés esetén a szarmazékképzés a kiindulasi
vegyiilet polaritasanak és illékonysaganak novelése érdekében sziikséges (KATAOKA et al. 1996,
TSENG et al. 2004). Ugyancsak sziikséges a szarmazékképzés UV-VIS és fluoreszcencias
detektalasos kromatografia vagy kapillaris elektroforézis modszerek alkalmazésa esetén, mert a
glyphosate sem kromofor, sem fluorofor tulajdonsaggal nem rendelkezik, amely a mérésekhez
sziikséges (QIAN et al. 2009, DURAN-MERAS et al. 2005, FREUZE et al. 2007). Még LC-MS

modszer hasznalatanal 1s sziikséges a szarmazékképzés a molekula kromatografias
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tulajdonsagainak javitasahoz (VREEKEN et al. 1998, IBANEZ et al. 2006). Bar ezek a modszerek
a glyphosate mennyiségi meghatarozasra alkalmasak kornyezeti mintdkban, id6- és
koltségigényesek, foleg nagy mintaszam esetén. Tovabbi mérési lehetdéség a kolorimetrids
modszerek hasznalata hidrogén-peroxiddal torténé oxidalast kovetéen (GLASS 1981), am a
mérési koncentracidtartomany itt viszonylag magas (1-20 pg/ml), és az agressziv reagens miatt a
beparlasi 1épésnél intenziv reakcid fordulhat el6. Egy ujabb modszernél a glyphosate-ot szén-
diszulfiddal reagaltattak, és az igy kialakult ditiokarbamatcsoportot kelatorként hasznaltak (JAN
et al. 2009). A rézzel val6 kelatképzés soran alakuld sarga szin 435 nm hullamhosszon mérheté.
A modszer hatranya, hogy a mintat a mérés eldtt be kell toményiteni. Az UV-VIS detektalasi
modszerek egyikénél a szarmazékképzést 9-fluorenil-metoxi-karbonil-kloriddal végezték, majd az
abszorbanciat 265 nm hullamhosszon mértéek (WAIMAN et al. 2012). A modszer mérési
tartomanya tovabbi fejlesztést kovetden 84 ng/ml — 21,8 ug/ml, a mérési eredmények megfeleltek
a referenciaként alkalmazott tandem tomegspektrometridval kapcsolt nagyteljesitményii

folyadékkromatografias modszer eredményeinek. Ez az eljaras els6sorban talajmintak mérésére
alkalmas (ALBERS et al. 2009).

2.3.2. Immunanalitikai mddszerek

A novényvédo szerek és mikotoxinok vizsgalatara fejlesztett analitikai modszerek masik nagy
csoportjat képviselik — a kromatografias rendszereken tal — azon teszt- vagy szenzortechnikak,
amelyek a célvegyiilet elvalasztastechnikai helyett szelektiv felismerésére biologiai eredeti
(antitest, aptamer) vagy szintetikus 9sszetevoket (molekularis lenyomatt polimer) alkalmaznak. E
modszerekben a célvegyiilet és a felismerd reagens kozotti szelektiv reakcio a specifikus kimutatas
kulcsa. Elvalasztasi 1épés ezekben a folyamatokban is szerepel, mivel a felismerési reakcid
valamelyik Osszetevdjét gyakran szilard fazison rogzitik, hogy a kotddésre nem képes frakciot

elvalasszak a kotodottol.

Mivel a felismerd elemként alkalmazott antitestek a gerincesekben miik6dé immunrendszer
Kulcsreagensei, az antitestalapti bioanalitikai eljarasokat immunanalitikai vagy immunoassay
moddszereknek is nevezik. A célvegylilet és az arra specifikus antitest kdlcsonhatdsan alapuld
immunanalitikai modszerek kozé tartoznak a klasszikus enzimjelzéses immunszorbens
vizsgalatok (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA), az azon alapuldé uj fejlesztett
modszerek és az immunszenzorok is. Ezek a modszerek koltséghatékonyak, érzékenyek, a
szennyezOk in Situ monitorozasara alkalmasak, raadasul vizes oldatokban kozvetleniil
alkalmazhatdk, melyeknek hasznalhatosagat kiszélesiti, hogy specifikus antitestek megfeleld

kémiai atalakitasok nyoman Kkis molekulatomegti vegyiiletek ellen is eléallithatok (SURI et al.
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2009). A specifikus antigén—antitest-kolcsonhatast modszertipustol fliggden hasznalhatjak példaul
a célvegyiilet rogzitésére valamely felszinhez, illetve jeloléses modszerek esetében a jel6ld
rogzitéséhez a célvegyiilethez vagy az antitestekhez. A célvegyiiletek lehetnek mikro- ¢és
makromolekulak, igy novényvédd szerek, toxinok, de akar virusfehérjék vagy — foleg
humanegészségiigyi €s kutatasi terlileten — az emberi szervezet sajat fehérjéi, hormonjai ¢€s

biomarkerei is (VASHIST és LUONG 2018, HAYRAPETYAN et al. 2023).

Az antitestek a gerinces él6lények immunrendszerének jeloléfehérjéi, melyek szinte végtelen
varidcibban  képzOdhetnek a szervezetben a kiilonb6zd szervezetidegen anyagok
(xenobiotikumok) ellen (TIJSSEN 1985). A kereskedelemben elérhetéek szintetikus antitestek is,
de a vizsgalni kivant célvegyliletre specifikus antitesteket altaldban immunizalas (indukalt
antitesttermelés laboratoriumi allatokban) utjan allitjdk eld. Az elmult évtizedek folyamatos
fejlesztési munkéjanak eredményeként mara szamos olyan technika 1étezik, mely ezen a specifikus
antigén—antitest-kapcsolaton alapszik, ilyen példaul az ELISA, mely a modszerek koziil az egyik
legkorabban kifejlesztett, igy a ma elérhetd Gjabb formatumok tobbségének az alapjat képezi
(VASHIST és LUONG 2018). A fentebb emlitett antigén—antitest-kapcsolat specifitasat az antitest
adott antigént felismer6 kotéhelye biztositja. Az antigének szerkezeti felépitésének diverzitasabol
kovetkezben az antitest altal felismert szakasz (epitdop) ugyancsak nagyon valtozatos. Ezt a
valtozatossagot kovetik le az antitest kotohelyei (paratopok), melyek a fehérje N-terminalis
szakaszan talalhat6 varidbilis (valtozékony) régioban helyezkednek el. A fehérje tovabbi része a
C-termindlis szakaszon az ugynevezett konstans régio, mely sokkal kevésbé valtozatos, és az
effektor sejtekkel vagy molekulakkal vald kapcsolodast biztositja (BARKER 2019). Az emberi
szervezetben az antitesteknek 6t osztalyat ismerjiik, melyek koziil az immunoassay vizsgalatokhoz
legaltalanosabban hasznalt az immunglobulin G (IgG). Az IgG fehérjeszerkezete mutatja azt a
jellegzetes Y-format (3. abra), melyet a koztudatban az antitestekhez kapcsolnak. Négy
polipeptidlancbdl all, melyekbdl kettd a belsd oldalon talalhato egyforma nehéz lanc, kett6 pedig
a kiils6 oldalon taldlhato egyforma konnyii lanc. A konnyli lancok egy-egy konstans €és egy-egy
variabilis domént tartalmaznak, mig a nehéz lancok harom-harom konstans régié mellett egy-egy

variabilis domént.
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Antigén kotohelye

COO" COO-

3. abra: Az antitestek felépitésének sematikus abraja (VASHIST és LUONG 2018 alapjan). Cnl-
3: a nehéz lancok konstans doménjei, Ci: a konnyt lancok konstans doménjei, VH: a nehéz
lancok variabilis doménje, Vi: a konny( lancok variabilis doménje.

crer

kolesonhatasok kotik 0ssze, és egyiitt alakitjak ki az antigén kotohelyeit az Y alak karjainak végén.
Az IgG nagyjabol 440 aminosavbol épiil fel, molekularis tomege koriilbeliil 150 kDa (ebbdl a
konnyti lanc koriilbeliil 25 kDa, mig a nehéz lanc korilbeliill 50 kDa). A tovabbi négy
immunglobulin-osztaly (IgM, IgA, IgE és IgD) eltérd nehézlancokkal rendelkezik. Az IgD, az IgE
¢s az IgG monomer, az IgA 4ltalaban négy kotdhellyel rendelkezd dimer (bar monomer forméaban
is el6fordul), mig az IgM pentamer 10 kotohelyet tartalmaz (VASHIST és LUONG 2018). A
kiilonb6z6 antitestek a szervezetben eltér6 funkciokkal rendelkeznek a kiilonb6zo
immunvalaszokban.

Az immunoassay-vizsgalatok soran a mérések pontossagat nagyban befolyasolja az antitestek
specifitasa és érzékenysége, tovabba a potencialisan eldforduld keresztreakcidok és matrixhatasok.
Mindkét utobbi jelenség a vizsgalt mintdban esetlegesen eléforduld egyéb dsszetevoknek a mérési
jelre gyakorolt befolyasolo hatasat tiikkrozi. Az antitestek olyan anyagokhoz is kotddnek, amelyek
a célvegyiiletével azonos vagy ahhoz hasonld epitopot tartalmaznak, ezt nevezzik
keresztreakcionak (LIPMAN et al. 2005). Amikor pedig a vizsgalt mintakdzegben (matrixban)

olyan OsszetevOk vannak jelen, amelyek nem antigénspecifius modon befolyasoljak az antitest
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kotoképességét, a hatast matrixhatasnak szokas nevezni. Mindezeket kozvetleniil befolyasolja,
hogy az eljarasokban monoklonalis vagy poliklonalis antitesteket alkalmaznak-e (LIPMAN et al.
2005). A szervezetben az immunvalasz soran adott xenobiotikum (immunogén) ellen kiilonféle
specifitasprofili antitestek termelédnek, melyek a célvegyiilet eltérd részeihez kotédhetnek, és
mindegyiket kiilon-kiilon B-sejtek (klonok) termelik. Ezeket az antitesteket ezért poliklonalis
antitesteknek nevezziik. A sokféle B-sejt koziil az egyes klonok elkiilonithetdk, és az egyedi
klonok altal termelt antitesteket monoklonalis antitesteknek nevezziik, melyekben az Gsszes
specifikus felismerdhely a célvegyiilet azonos epitopjara iranyul. Immunizalds soran az antigént
az allati szervezetbe juttatjak, ahol megkezdédik az ellenanyagok termelédésének folyamata. Ezt
kovetéen bizonyos id6 letelte utan a vérbol tisztitas Gtjan Kinyerhetd az antiszérum, ami a
poliklonalis antitesteket tartalmazza és immunoassay tesztekben hasznalhato. A nativ poliklonalis
antitesteket allatok, példaul 16, nyul, kecske, egér vagy béka (ISHIKAWA 1999) laboratoriumi
immunizalasa soran nyerik ki, mig a monoklonalis antitesteket egérb6l nyert, antitesteket termel6
B-sejtekbdl ezt kdvetd hibridizacids eljarassal sejtkulturaban termeltetik. Poliklonalis antitestek
esetében a keresztreaktivitds eléforduldsanak esélye nagyobb, mely alacsonyabb specifitast
eredményezhet. Az immunoassay-vizsgalatok alkalmasak a mintaban jelen levd célvegyiilet
higitasi soranak pontjaira illesztett sztenderd gorbéhez kalibraljak, illetve hasonlitjak (NISTOR és
EMNEUS 2005).

A kiilonboz6é immunoassay-tipusok tobbféleképpen osztalyozhatok. Az altalanosan hasznalt
felosztasok szerint a jeldlést alkalmazd mddszer lehet homogén fazisi (nem szeparativ) vagy
heterogén fazisu (szeparativ) rendszer; osztalyozhato versengé (kompetitiv) vagy nem versengé
(nem kompetitiv) rendszerekre; csoportosithatd rogzitett antigén- és rogzitett antitest-alapti
rendszerekre a rogzitésre keriild immunreagens jellege szerint; illetve besorolhatd direkt
(kozvetlen — melyben a méréshez hasznalt jelolést (lasd késdbb) a célvegyiileten vagy az arra
specifikus antitesten helyezik el) és indirekt (kézvetett — ahol a jel6lés valamilyen tovabbi
Osszetevon talalhatd) modszerekre.

A homogén (nem szeparativ) modszerek esetében a specifikus antigén—antitest-kotddés és a
reakcié eredménye is a folyadékfazisban (oldatban) torténik, igy a szabadon maradt és a jelolt
antitesttel kapcsolatba lépett molekuldk szétvalasztasa nem torténik meg. Ezek a modszerek
viszonylag egyszerlieck és konnyen automatizalhatok, azonban a matrixhatds eléfordulasanak
esélye nagyobb, mint a heterogén modszerek esetében (KHANNA 1991, DINIS-OLIVEIRA
2014). Heterogén (szeparativ) modszereknél az elvalasztast a szilard fazis (mely legtobbszor a

vizsgélathoz hasznalt mikrotiterlemez felszine) segitségével végzik. A szilard fazison rogzitik az
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immunkomplex valamelyik tagjat, melyhez megfelel6 inkubaci6 soran a masik komponens tud
kotddni a folyadékkdzegbdl. Mivel a felszinen rogzitett Osszetevohdz az oldatbol meg nem
kotodott komponenseket a rendszerbdl eltavolitjak (mosas), a célvegyiilet jelenlétét,
(JOHANNSSON 1991). A le nem kotédott frakciot legtobbszor mosassal, esetleg paramagneses

részecskék segitségével tavolitjak el a mérés elott.

A versengd modszereket altalaban kis molekulatomegii célvegytiletek (példadul xenobiotikumok)
esetén alkalmazzak. Miikddési elviik technikai alapjat az képezi, hogy a rendszerben egy idében
van jelen a célvegylilet egyrészt ismeretlen koncentracioban a mintdban, masrészt eldre
meghatarozott mennyiségben a rendszerbe juttatva (példaul a mikrotiterlemez felszinéhez kotve
vagy eldre jelolt formaban). Ehhez a rendszerhez adjak hozza az antitestet, mely a célvegytilethez
kapcsolodni tud. A versengés a célvegylilet két eltéré formaja kozott folyik a specifikus antitest
kotohelyeiért (DARWISH 2006). A moddszer legszélesebb korben elterjedt formdja a szilard
felszinhez kotés, ilyen esetben a le nem rogziilt antigén—antitest-komplexet kimossak a
rendszerbdl. Ha a jelet az antitesthez k6tddott, eldre jeldlt célvegyiilet generalja, a jelerdsség a
mintaban, ilyen példaul a homogén fazisu fluoreszcenciapolarizaciés immunoassay vagy a
heterogén fazisu ELISA. Ha azonban a mintdbol szdrmazo jeldletlen célvegyiilet kotddése jar
jelfejlodéssel, a jel erdssége a megfeleld koncentricidtartomanyban egyenesen ardnyos a

crer

esetében (DINIS-OLIVEIRA 2014).

A nem versengd, avagy immunometrids (mas néven antigénszendvics) modszer altalaban két
antitestet hasznal, melyek a célvegyiilet kiilonboz6 részeit ismerik fel. A célvegyiiletek viszonylag
nagy molekulatomegiiek, példaul fehérjék, peptidek vagy poliszacharidok, igy elfér rajtuk a két
eltérd epitop, melyekhez a két kiillonbozo antitest kotddik (LIU et al. 2018). Alapesetben a rogzitd
(capture) antitestet nagy feleslegben kotik valamilyen szilard feliiletre, példaul mikrogyongyokre
vagy a mikrotiterlemez felszinére. A minta inkubacios ideje alatt a célvegyiilet kotodik ezekhez a
rogzitett antitestekhez. Mosas utan a rendszerhez adagoljak a jelzett masodik antitestet, kialakitva
az ugynevezett ,.szendvics” formatumot (antitest—célvegyiilet—antitest). A le nem kotédott
masodik antitesteket mosassal eltavolitjak a rendszerbdl, majd — ha sziikséges — hozzaadjak a
szubsztratumot. A jelintenzitdis nem  versengd modszerek esetén a  megfeleld
koncentraciotartomanyban egyenesen aranyos a célvegyiilet koncentracidjaval (DINIS-

OLIVEIRA 2014).
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A jelolés tipusa tovabbi osztalyozasra ad lehetdséget, mely alapjan a modszer lehet példaul
radioizotopos, elektrokémiai vagy enzimjeldléses, de az avidinhez (streptavidinhez) valé nagy
affinitast kotddése miatt alkalmas jelold lehet a biotin is, illetve jeloloként hasznalnak tobbek
kozott  liposzomakat, latex- ¢és kolloid fémrészecskéket, valamint fluoreszcens ¢s

kemilumineszcens anyagokat is (MIYAI 1991, KHANNA 1991).

2.3.3. A Klasszikus enzimjelzéses immunszorbens vizsgdlatoK tipusai

A klasszikus ELISA a szamos immunoassay-tipus koziil talan a legelterjedtebb, esetében a jelolés
olyan enzimmel torténik, amely a szubsztratum hozzdadéasa utan mérésre alkalmas szinreakciot
katalizal. A célvegyiiletre specifikus antitesthez (vagy a kialakitott immunkomplex mas
komponenséhez) tehat valamilyen jeloléenzimet kapcsolnak, erre altalaban alkalikus foszfataz,
tormaperoxiddz (HRP) vagy B-galaktoziddz enzimet hasznalnak (SAKAMOTO et al. 2018). Bar
az ELISA moédszerek szama meglehetdsen nagy, alapvetden az 6sszes besorolhato a fent emlitett

harom nagyobb csoport (direkt, indirekt, szendvics) valamelyikébe (4. abra).

Klomof()r
Szubsztl atum
Kromofér ‘ \\1(,
+
Szubsztratum
Kromofor O 6 \&llr /
B 4‘&\
Szubsztrs’ltum

Jeloléenzimmel
/ \ konjugalt masodik

antitest
Jeloloenzimmel \
/ kolugal L / \ Rogzité antitest
Antigen antitest . g

Direkt ELISA Indirekt ELISA Indirekt ,,szendvics” ELISA

4. abra: A direkt, az indirekt, és az indirekt szendvics ELISA sematikus rajza.

Alkalikus foszfatdz enzim hasznélata esetén a milkddés optimalis pH-tartomanya 9-10,
szubsztratuma lehet példaul a p-nitrofenil-foszfat, a szinreakcio eredménye (p-nitrofenol) 405 nm
hullamhosszon mérhetd6 (PORSTMANN ¢és KIESSIG 1992, SAKAMOTO et al. 2018). Az
altalaban Escherichia coli-bol szarmazé p-galaktozidaz enzim miikodésének optimalis pH-

tartomanya 6-8, leggyakrabban alkalmazott kromofor szinreagensei pedig az o-nitro-fenil-p-D-
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galaktopiranozid és a klorfenol vords-B-D-galaktopiranozid, melyeknek reakcidtermékei (a 2-
nitro-fenol és a klorfenol vords vagy 3,3-bisz-(3-klor-4-hidroxi-fenil)-3H-2,11%-benzoxatiol-1,1-
dion) 420 és 574 nm hulliamhosszon mérhetdk. Ezeken kiviil alkalmaznak még tobbek kozott
gliikoz oxidaz, peroxiddz és ureaz enzimeket is, de az ELISA modszer jeldldenzimei koziil
egyértelmiien a leggyakrabban alkalmazott a HRP, mely szamos kis molekulaméretii szinreagens
oxidaciojat katalizalja hidrogén-peroxid (H20:) jelenlétében (PORSTMANN ¢és KIESSIG 1992).
Ez az enzimatikus folyamat a pH radikalis csokkentésével leéllithatd. A HRP kis molekulaméretti
szinreagensei  csoportjaba tartozik a  2,2’-azino-bisz-(3-etil-benzotiazolin-6-szulfonsav)-
diammoniumso, a 3,3',5,5'-tetrametil-benzidin (TMB) és az 1,2-fenilén-diamin-hidroklorid (OPD)
IS.

A hagyomanyos ELISA-vizsgalatokat 96- vagy 384-lyukt mikrotiterlemezeken végzik. A
modszer fejlodésével megjelentek olyan valtozatok, mint az enzimjelzéses immunspot modszer,
amely az ELISA alapelvén nyugszik, de a célvegyiilet meghatidrozdsa helyett inkdbb a
célvegyiiletet termeld sejtek szdmanak megbecslésére alkalmas. Citokin célvegyiilet esetén
példaul a vizsgalathoz hasznélt membranon megjelend pontok a citokinkivalaszté sejtek rovid tava
Bar a modszert eredetileg antitestet termeld sejtek mennyiségi meghatarozasara fejlesztették ki,
ma mar hasznaljak vakcinakutatasokban és a rak elleni kutatasban is (MASHISHI és GRAY 2002).
Tovabbi példak a modszer fejlédésére a multiplex microarray ELISA, mely a hagyomanyos
technikdval ellentétben a mikrotiterlemezek azonos iliregében egyszerre tobb célvegyiilet
detektalasara is képes, vagy a nano-ELISA rendszerek, melyeket az élelmiszerbiztonsag teriiletén

gyakran alkalmaznak nagy érzé¢kenységiik miatt (LIN 2015, WU et al. 2019).

Jel6léses immunoassay vizsgalatok soran a mennyiségi meghatarozasra alkalmas jel nem csak a
lathato fény hullamhossz-tartomanyaban mérhetd szinreakcio eredménye lehet: luminofor reagens
(pl. luminol, 5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazindion) hasznalata esetén kemilumineszcencia
mérheté (SAKAMOTO et al. 2018), fluorofor (pl. 10-acetil-3,7-dihidroxi-fenoxazin, ADHP)
alkalmazéasaval pedig ELFIA alakithato ki. Az ELFIA tehidt mind formatuméban, mind
munkafolyamataban megegyezik a klasszikus ELISA modszerrel, sajatossaga csupan annyi, hogy
a jeloléenzim fluoreszcens jelet eredményezd folyamatot katalizal. A leggyakrabban hasznalt
jeloléenzimek ELFIA esetében is a HRP, az alkalikus foszfataiz vagy a [-galaktozidaz, a
szinreagens azonban nem kromofor, hanem fluorofor (esetleg mind a kettd). Ugyanazon enzim
hasznalataval a mérés akar ezerszer érzékenyebb lehet fluorofér, mint kromofor reagens esetén

(OZINSKAS 2002).
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2.3.4. Immunanalitikai mdodszerek zearalenon (ZON) és glyphosate mennyiségi

meghatadrozdsdara

Mind glyphosate, mind ZON meghatarozasara alkalmaznak immunanalitikai modszereket
(CAGLAYAN et al. 2020, VALLE et al. 2019), mivel koltséghatékony eljarasok, melyek tobb
célvegyiilet egyideji, gyors detektalasara alkalmasak (PESTKA ¢és ABOUZIED 1995,
MARAGOS és KIM 2004, HAO et al. 2017, RENAUD et al. 2019). Ebben a kategériaban
egyértelmiien az ELISA a legelterjedtebb mddszer (LIU et al. 1985, THOUVENOT ¢és MORFIN
1983, PICHLER et al. 1998, RADOVA et al. 2001, THONGRUSSAMEE et al. 2008, TANG et
al. 2014, LIU et al. 2015, DONG et al. 2018). Az immunanalitikai mddszerek fejloddésével a
mérések érzékenysége javult, igy a LOD ¢és LOQ értékek megkdzelitik a kromatografids
modszerekét. Jelenleg az immunszenzorok jelentik a legnagyobb fejlodési lehetdséget, melyek a
mikrotiterlemez- és immuncsikalapi modszereknél érzékenyebb mérésre képesek (VAN DER
GAAG et al. 2003, URRACA et al. 2005, CHUN et al. 2009, HOSSAIN és MARAGOS 2018,
GOUD et al. 2019, NABOK et al. 2021, SZEKACS et al. 2021).

2.4. Az integrinek jellemzése

A szerves mikroszennyezOk megjelenése a kornyezetben annak terhelése mellett egyben wjabb
lehetséges expozicids Utvonalakat jelent, melyeken keresztiil az €16 szervezeteket elérhetik. Emiatt
e vegyiiletek élettani hatasainak vizsgalata elengedhetetlen, s kiemelten igaz ez az emberi
egészségre gyakorolt hatasokra. Egy korabbi vizsgalatunk soran kimutattuk a glyphosate gatlo
hatasat avp3 integrin kotddésére RGD felismerészekvencidjahoz (SZEKACS et al. 2018). A jelen
tanulmanyban alkalmazott ELISA receptorteszttel ezt az Gjonnan felismert hatast vizsgaltuk az
integrinfehérjék €s a lehetséges gatloszerek szélesebb korében. A teriilet hatteréiil az alabbiakban
bemutatom az integrinfehérjéket és élettani szerepiiket.

Az integrinek a sejtek felszinekhez és egymashoz torténé kapcsolodasat szabalyozo kétiranya
jelzo- és adhézids receptorok, melyek fontos szerepet toltenek be az egyedfejlodés soran, a sejt—
sejt-kdlcsonhatasokban, valamint a patologiai folyamatokban. Felépitésiik €s elhelyezkedésiik

szerint transzmembran, a- és -alegységbdl allo heterodimerek (5. abra).
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5. abra: Az a- és B-alegységbdl allo heterodimer, transzmembran receptorfehérje integrinek
szerkezeti felépitése (BAHMBERG et al. 2009 alapjan).

Gerinces szervezetekben és bizonyos gerinctelenekben is megtalalhatok, sét az o- és B-
alegységeikkel homolog aminosav-szekvenciak prokariotakban is jelen vannak (JOHNSON et al.
2009). Az integrinek egyik legfontosabb feladata a sejt és az extracellularis matrix (ECM) kozotti
kapcsolat fenntartasa. Az ECM a kotészoveti sejtek kozotti térben taldlhatd nem sejtes
makromolekuléris héaldzat, melynek alkotoi példaul kollagének, proteoglikanok, lamininek és
egyéb mas glikoproteinek. A matrix dsszetevoi egymassal is, valamint a sejtfelszini receptorokkal
is kolcsonhatasba léphetnek. A sejtfelszini receptorok e kolcsonhatasokkal a kiils jeleket
tovabbitjak az ECM-t6l a sejt belseje felé, ezzel allandd kapcsolatot fenntartva a sejt és kiilsé
kornyezete kozott, valamint ezen keresztil kiilonb6zé sejtfunkcidkat szabalyozva
(THEOCHARIS et al. 2016).

Az extracellularis matrixban (ECM) talalhaté ligandumok (olyan ECM-fehérjék, melyeket a
receptor specifikusan felismerni és megkotni képes) specifikus kotOhelyei (mindkét alegység
esetén) az integrinreceptorok sejtfelszinen kiviil esd, ugynevezett ,,feji” szakaszan helyezkednek
el (BARCZYK et al. 2010). A sejtmembran belsé oldalan talalhaté citoplazmikus szakasz koti
0ssze az integrineket a sejtvazzal, mely a jelatviteli utvonalat aktivalja, és lehetoveé teszi a kémiai
¢s mechanikai jelatvitelt (MORSE et al. 2014). Eltérdé szerkezetiiktdl fliggéen az integrinek
kiilonbozé ECM-fehérjéket képesek megkotni, tipusonként egyet vagy tobbet, melyek atfedésben
lehetnek (HAAS és PLOW 1994). A kot6dés altal szamos sejtélettani folyamatot szabalyozhatnak,
példaul a sejtszaporodast, a motilitast és a differenciaciot (MIRANTI és BRUGGE 2002). A csalad
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tagjait azonositottak emldsokben, csirkében és zebradanioban (Danio rerio), de olyan alacsonyabb
rendli eukariotakban is, mint a Caenorhabditis elegans, melyben két a- és egy P-alegységbol két
kiilonboz6 integrin épiil fel, vagy az ecetmuslica (Drosophila melanogaster), melyben 6t a- és egy
B-alegységbdl 6t van jelen. Az alegységeknek szamos tipusa 1étezik, emberi szervezetben 18 a- és
8 B-alegységet azonositottak, melyek kiilonb6z6é kombinacioibol eddig 24 integrint ismeriink
(TAKADA et al. 2007). A 24 integrin négy csoportba sorolhatd: a leukocita-, a kollagén-, a
laminin- és az RGD szekvenciat felismerdk csoportjaba (MEZU-NDUBUISI és MAHESHWARI
2021). A ligandum megkotését kovetden az integrinek konformécios valtozdsokon mennek
keresztiil, melyek a kiils0 behatasra adott valaszként szdmos sejten beliili utvonalat aktivalhatnak
(LUO et al. 2007). Az a- ¢és P-alegységek tobb domént tartalmaznak, kozottik rugalmas,
alakvaltozast lehetové tevd Osszekotd szakaszokkal. Minden alegységben talalhatd egy nagyobb
extracellularis, un. ,.feji” rész, egy egyszeres membranativeld szakasz és egy rovid, altalaban
strukturalatlan citoplazmatikus szakasz a C-terminalis régioban (CAMPBELL és HUMPHRIES
2011). Az extracellularis részt > 700, a transzmembrant > 20, a citoplazmatikust pedig 13-70
aminosav alkotja. A ligandum felismerése szempontjabodl a legfontosabb rész az I domén. Az al
domén az a-alegységek mintegy felében jelenik meg, mig a B-alegységek mindegyike tartalmazza
a PBI domént. Azon integrinek esetében, ahol az ol domén megjelenik, ez az els6dleges
ligandumkato régio. Amennyiben az integrin ol domént nem tartalmaz, a kotéhely kialakitasaban
mindkét alegység kozvetlenill részt vesz (NIU és CHEN 2011). A kiilonb6z6 integrinek kozotti
eltérések fiiggnek az altaluk megkdotott ligandum(ok)tol, a ligandumkotési képességiiket aktivald
mechanizmusoktol, attol, hogy a sejtvaz mely komponenseihez kapcsolodnak, valamint, hogy a
sejten beliil milyen jelatviteli utvonalakat aktivalnak (SHIMAOKA et al. 2003). A legtobb p-
alegység intracellularis szakasza tartalmazza a talin és a kindlin fehérjék (altalanos
integrinaktivatorok) konzervalt felismerdmotivumat, melyeknek bekotddése az a és B-alegységek
transzmembran ¢és intracellularis szakaszai kozotti kapcsolatok megszakitasaval olyan
konformécios valtozasokat indukal az extracellularis doménben, mellyel az integrin aktivalodik,
azaz kotOhelye az ECM-ben taldlhato ligandumfehérje szamara elérhetdvé valik. Az a-alegységek
intracellularis szakaszanak membrankozeli régidja tartalmazza a konzervalt glicin-fenilalanin-
fenilalanin-lizin-arginin motivumot, mely a két alegység sejten beliili szakaszai kozotti
kapcsolatok fenntartasat segiti eld. A kiilonb6zd a-alegységek membrantdl tavolabb esé
intracellularis szakaszai mind hosszban, mind elsédleges szerkezet tekintetében erdsen eltérnek,
szerepiik az integrinek aktivaciojaban és jelatvitelében nem teljesen tisztazott (THINN et al. 2018).

A fentebb emlitett aktivacio tehat egyrészt olyan gyors, reverzibilis valtozasokat jelent az integrin

crer
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ligandum felé megnd. A legtobb integrin tobblépéses aktivaciés folyamat soran keriil zart
konformaciobdl nyitott, nagy ligandumkdétd képességti allapotba. Zart konformacidban gyakran
kapcsolddnak citoplazmatikus inaktivalo fehérjékhez, és az alegységek intracelluléris szakaszai
kozel helyezkednek el egymashoz. Az intracellularis aktivacido eredményeként (bentrdl kifelé
iranyulo jelzés) az integrin extracellularis doménje kinyulik, az alegységek sejten beliili szakaszai
eltdvolodnak egymastol, és a B-alegység egy sejtvazat alkotd fehérjéhez kotddik (példaul talin,
vinkulin, ezrin vagy radixin), mely aktivalja az integrint és a sejtvaz aktinjahoz kapcsolodik. A
megndvekedett ligandumkotd képesség kovetkeztében 1étrejovo interakeid az aktiv integrin €s az
ECM-ben talalhat6 liganduma kozott aktivalja a kintrél befelé iranyulo jelzést a fokalis adhézios
kinazon, az integrin adhéziés komplex proto-onkogén tirozin-protein kinaz enzim altal medialt
foszforilacidjan vagy mas sejtvazkomponenseken keresztiil, melyek szamos sejten beliili jelatviteli
utvonalat aktivalnak. Ezen kétirdnyu jelz6platformon keresztiil a sejtek képesek finomhangolni a
kornyezetiikre adando valaszt, és szabalyozni a sejtfunkciokat a kornyezé6 ECM feldl érkez6 jelek
szerint (CHASTNEY et al. 2021). Miikodési zavaruk az alapvet6 sejttulajdonsagok megvaltozasat
vonhatja magaval, mely embrionalis szakaszban fejlédési rendellenességeket okozhat, példaul a
szovetek nem megfeleld fejlodését vagy szerkezeti hidnyossagat, de mar a bedgyazodast is
gatolhatja, végso esetben pedig a magzat elhalasat eredményezheti (NIU és CHEN 2011). Kifejlett
szervezetben a nem megfeleld sejtadhézid és -migracid6 magaval vonhatja bizonyos betegségek
kialakulasat, beleértve olyan gyulladasos megbetegedéseket, mint a reumas iziileti gyulladas, a
gyulladasos bélbetegségek vagy az asztma, valamint sziv—€rrendszeri betegségeket, trombozist és

rakos megbetegedéseket is okozhat (HUVENEERS et al. 2007).

2.4.1. RGD-specifikus integrinek

Az RGD (arginin—glicin—aszparaginsav) tripeptidszekvenciat Pierschbacher és Ruoslahti irta le
eldszor 1984-ben, mint a legrovidebb felismerdmotivumot. Emberi szervezetben nyolc integrin
tudja azonositani: az a5B1, az a8B1, az avPl, az avp3, az avps, az avp6, az avp8 és az allbp3
(BARCZYK et al. 2010, PIERSCHBACHER ¢s RUOSLAHTI 1984). Szamos ECM fehérje
tartalmazza ezt a szekvenciat, példaul a fibrinogén, a fibronektin, a vitronektin, a latens
transzformalé novekedési faktor B- és transzformalod novekedési faktor f3-kotd proteinek vagy a
nefronektin (BARCZYK et al. 2010). Bar a csalad minden tagja felismeri az RGD-szekvenciat,
mert a P-alegységlik tartalmazza a receptordt, az a-alegységiik tovabbi kotohelyei a
ligandumspecifitast és a kotddési képességet befolyasolhatjak (TAKAGI 2004). Mivel biokémiai
szereplik széles palettat fed le a sejtadhézio, a sejtszaporodds, a sejtvandorlas és a véredényképzés

soran, az RGD-specifikus integrinek gyakori célcsoportot jelentenek orvosdiagnosztika,
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képalkotas és kisérleti gyogyszeres kezelések teriiletén fibrézisos betegségek, reumads iziileti
gyulladas és trombozis esetén (WANG et al. 2019, WILKINSON et al. 2021, ZHANG et al. 2021).
Az elmult évtizedben az RGD-szekvenciat tartalmaz6 ligandumokat a rakkutatasban is vizsgaltak
lehetséges gyogyszerként, mivel bizonyos integrinek nagyobb mértékii kifejez6dését figyelték
meg tobb tipusu rakos megbetegedés soran. Az avp3-integrin megemelkedett szintjét példaul
kapcsolatba hoztdk bor-, emld-, prosztata-, hasnyalmirigy-, petefészek-, méhnyak- ¢és
vastagbélrakkal, valamint agydaganat kialakulasaval is (CHENG ¢és YI 2019). Az a5p1
kozvetleniil befolyasolja a csontszovetek fejlodését, a T-sejtek miikodését €s talélését, valamint
szoros Osszefliggésben all a sejtéregedés folyamataval. Megemelkedett kifejez6dése tiidérak és
melanoma esetében a tumor metasztazisat indukalta, ezzel szemben emld- és vastagbélrak

sejtvonalakra tumorszuppressziv hatast gyakorolt (HOU et al. 2020).

A fentebb emlitett avp3- és aSPl-integrinek kifejez6dnek endotéliumsejteken, limfocitakon,
makrofagokon, vérlemezkéken és csontveld-Ossejteken (emellett az avp3 kifejezédik neutrofil
sejteken, simaizomsejteken, csontfald oOriassejteken és fibroblasztsejteken is), mig az allbf3
elsésorban csontvel6-oriassejteken, vérlemezkéken és bizonyos tumorsejteken fejezédik ki
(SCHAFFNER ¢és DARD 2003). A véraramban taldlhatd vérlemezkéken altaldban inaktiv
allapotaban talalhato, aktivacidjat olyan agonistak stimulacioja valtja ki, mint a kollagén, az
adenozin-trifoszfat, a trombin vagy az epinefrin. Aktivalt allapotaban megkotott ligandumai koziil
a fibrinogén és a von Willebrand-faktor hidként funkciondlhat az egymashoz kozeli vérlemezkék
felszinén talalhato allbp3-integrinek Osszekotéséhez, mig mas ligandumok megkdtése esetén a

vérlemezkék Osszetapadasat szabalyozza (BLEDZKA et al. 2013).

2.4.2. RGD-receptorhoz kotédo humdn patogének

Vannak olyan human patogén baktériumok, gombak ¢és virusok, melyek az integrineken keresztiil
kotddnek a célsejtekhez. A Staphylococcus aureus csomodsodasi faktor A fehérjéje kotédik a
fibrinogénhez és a von Willebrand-faktorhoz, a Streptococcus pneumoniae f6 sejtfalalkotd
fehérjéje pedig a vitronektinhez, melyen keresztiil a baktériumokat az avf3-integrinhez kapcsoljak
(CLAES et al. 2017, VOSS et al. 2013). Az Escherichia coli kiilsé membranjaban levé A-tipusa
fehérje tartalmazza az RGD-motivumot, igy kozvetleniil kotodik az avp3-integrinhez. Bizonyos
virusoknal feltételezhetd, hogy az RGD kifejezddése a sejtek integrinjeihez vald kapcsolodast
segiti, mely altal kapcsolddhatnak, vagy be is juthatnak a sejtbe. Az egészségligyi szempontbol
jelentds, RGD-szekvenciat tartalmazd virusok kozé tartozik a huméan metapneumovirus, az 6tos
tipust human adenovirus, a human cytomegalovirus és az Epstein-Barr virus (NADER et al. 2020).

A COVID-19 vilagjarvany alatt a téma aktualitasat kiemelte, hogy miutan Tai és munkatarsai
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(2020) meghataroztak az ACE-2 receptorkotési domént a SARS-CoV-2 tiiskefehérjéjén, Sigrist és
munkatarsai (2020) ramutattak, hogy az RGD-szekvencia a fehérje felszinén az ACE-2

doménjének kdzelében talalhatd, igy eldsegitheti a virus bejutasat a sejtbe.

Az integrinek szamos olyan folyamatban is részt vesznek, melyeknek megzavarasa nem fert6z6
betegségek kialakuldsdhoz vezethet. Itt olyan sulyos betegségek is emlithet6k, amelyek a
programozott sejthalal (apoptdzis) egyenstlyanak felborulasaval, igy akar malignus Karcinogén

elvaltozasokkal is jarhatnak.

2.4.3. RGD-kétohelyhez kapcsolodo xenobiotikumok

Sokféle szervezetidegen anyagrél tudni, hogy a sejtfolyamatokat a receptorok, koztik az
integrinek miikddésének befolyasolasaval zavarhatjak (OMIECINSKI et al. 2011). Az
integrinantagonistak altaldban oligopeptidek vagy nagyobb peptidek (RUOSLAHTI 1996,
HECKMANN ¢és KESSLER 2007), melyek gyakran terdpias célokra is igéretesnek mutatkoznak
(STADEL et al. 1994). Elofordul, hogy a kis méreti ligandumok allosztérikus
integrininhibitorokként viselkednek (HARTMAN et al. 1992, MILLER et al. 2000, SHIMAOKA
et al. 2003, SMALHEER et al. 2004, NAGARAJAN et al. 2006), melyeket gyakran alkalmaznak
gyogyszeres terapiaban. Ezen kis, nem peptid xenobiotikumok egyike a foszfono-metil-aminosav-
szarmazék glyphosate (N-foszfono-metil-glicin) (SZEKACS et al. 2018). Korabbi jelslésmentes
immunszenzoron ¢s modositott ELISA rendszerben végzett vizsgalataink soran kimutattuk a
glyphosate gatlo hatasat avp3 kotédésére az RGD-szekvenciahoz. Ezekkel a mddszerekkel a
hatdéanyag csaknem teljes gatlast ért el 11 mM-0s koncentracional. Munkénk tovabbi részében a
glyphosate és rokon vegyiiletei vizsgalatat végeztilk az ELISA rendszerben a fentebb emlitett
avp3-integrin mellett két masik RGD-szekvenciat felismeré integrint bevonva. A glyphosate
mellett a vizsgalt vegyiiletek korébe bekeriilt két f6 bomlasterméke, az AMPA ¢és az N-acetil-
glyphosate, valamint a kisebb mennyiségben képz6d6 bomlastermékek és aminosav-analogok

koziil a glicin, az N-acetil-glicin, a szarkozin és az imino-diecetsav.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A vizsgalatokhoz hasznalt anyagok és mintak szarmazasa

3.1.1. A zearalenon (ZON) jeloléses immunanalitikai vizsgdlataihoz haszndlt anyagok és

mintdak szdrmazdsa

A szerves vegyliletek és olddszerek, a ZON ¢€s szarmazékai, a masodik antitestként alkalmazott,
kecskében termelt, HRP enzimmel konjugalt nyul elleni immunglobulin G (anti-nyul kecske 1gG—
HRP), valamint a pufferoldatok séi a Sigma-Aldrich Inc.-t61 (St. Louis, MO, Amerikai Egyesiilt
Allamok) szarmaztak. A ZON, o-zearalenol, B-zearalenol, zearalanon, o-zearalanol és P-
zearalanol analitikai sztenderdek tisztasaga >98% volt. Az ELISA vizsgalatokat nagy feliileti
adszorpcidju  96-lyuktt  mikrotiterlemezeken (Nunc Inc., Roskilde, Dania) végeztiik.
Fluoreszcencia méréséhez alacsony feliileti kotoképességli 96-lyuktn mikrotiterlemezeket
hasznaltunk (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok), melyeknek
tiregei fehérek a fluoreszcencia mérésének eldsegitése érdekében. Az immunanalitikai vizsgalatok
utolsd 1épéséhez QuantaRed Enhanced Chemifluorescent HRP Substrate Kit tesztcsomagot
(ThermoFisher Scientific Inc., Waltman, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok) hasznaltunk. A
felszini vizmintdk a Duna budapesti szakaszarol, a Velencei-tobol, valamint a Balatonbodl
szarmaztak. A mintavételi helyek szélességi és hosszusagi GPS koordindtdi: dunai mintinal
47,517519 és 19,045519, velencei-tavi mintanal 47,200922 és 18,578361, balatoni mintanal
46,914043 és 17,893401.

3.1.2. A glyphosate jeloléses immunanalitikai vizsgalataihoz haszndlt anyagok és mintik

szarmazdsa

A vizsgalatokhoz hasznalt szerves vegyiileteket, oldoszereket, a glyphosate-ot, valamint a
szerkezetileg hasonld rokon vegyiileteit tovabba a pufferek eldallitdsdhoz hasznalt sdkat a Sigma-
Aldrich Inc.-t81 (St. Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok) szereztiik be. A glyphosate, AMPA,
acetil-glyphosate és glicin analitikai sztenderdek, valamint az imino-diecetsav és szarkozin
reagensek tisztasaga >98%, az N-(foszfono-metil)-imino-diecetsav (PMIDA) tisztasaga 95%. A
csirkében termelt poliklonalis, glyphosate-analog—HSA-konjugatum elleni elsé antitest (anti-
(glyphosate-analog—HSA) csirke 1gG) az Agrisera AB-t6l (Vannas, Svédorszag) Kkeriilt

beszerzésre. A masodik antitestként alkalmazott, HRP enzimmel jelolt, kecskében termelt csirke
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elleni immunglobulin G-t (anti-csirke kecske IgG—-HRP) a TS Labortél (Budapest, Magyarorszag)
vasaroltuk. A vizsgalatokat SER-TAIN™ mddszer szerinti y-besugarzassal kezelt, polisztirolbdl
késziilt 96-lyuku Costar HB mikrotiterlemezeken (Corning Inc., Corning, NY, Amerikai Egyesiilt
Allamok) végeztiik, majd az enzimreakci6 leallitasa utan a képzddott terméket a kolorimetrias
detektalast kovetéen alacsony feliileti kotOképességli, 96-lyuktt mikrotiterlemezekre (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) emeltiik at fluoreszcens detektalas elott,
melynek fehér iiregei a fluoreszcencia mérését eldsegitik. Az ELISA folyamat utolsé 1€pése soran
a QuantaRed Enhanced Chemifluorescent HRP Substrate Kit tesztcsomagot (ThermoFisher

Scientific Inc., Waltman, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok) alkalmaztuk.

A glyphosate-vizsgalatokban hasznalt felszinivizmintak a Velencei-to két pontjardl, a visegradi
Pisztrangos-tobol, annak taplald forrasabol, a Duna budapesti szakaszar6l és a Balatonbdl
szarmaztak. A mintavételi pontok szélességi €s hosszusagi koordinatai: Velencei-t6 Agardnal:
47,190938, 18,584617, Velencei-t6 Pakozdnal: 47,213213, 18,577223, visegradi Pisztrangos-
tavak: 47,774661, 18,986223, taplalo forrasuk: 47,773565, 18,985176, Duna budapesti szakasza:
47,518549, 19,046216, Balaton: 46,913958, 17,893470. A talaj- és ndvényi szovetmintak
napraforgon (Helianthus annuus) végzett kornyezeti glyphosate-terhelési kisérletbdl szarmaztak,
melyet a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Tajépitészeti, Telepiiléstervezési és

Diszkertészeti Intézetével kozosen folytattunk le (KISVARGA et al. 2023).

3.1.2.1. A talaj- és ndvényi szOvetmintdk eldkészitése

A matrixhatas (lasd 2.3.2. fejezet) meghatarozasahoz végzett vizsgalatokban hasznalt talaj- és
novényi szovetmintdk (gyokér és levél) kivonataithoz a mintdkbol minden esetben 40 mg
mennyiséget hasznaltunk. A mintdkat dorzsmozsarba helyeztiik, hozzdadtunk 1 ml foszfatpufferes
sooldatot, a mintdkat a homogenizalast kovetden 1,5 ml térfogati Eppendorf csovekbe helyeztiik,
majd centrifugaltuk éket 15 percig (20°C, 12000 rpm). Ezutan a folyadékfazist Gjabb csdbe

atemeltiik, majd mesterségesen szennyeztilk Oket a vizsgalatok soran alkalmazott, megfeleld

crer

20°C-on taroltuk.

3.1.3. Az integringdtldsi vizsgdlatokhoz hasznalt anyagok és mintdak szarmazdsa

Minden anyagot, beleértve a pufferoldatok soit, a fibrinogént, a vitronektint, a SARS-CoV-2
tiiskefehérjét (S-fehérje), a masodik antitestként alkalmazott, HRP enzimmel jel6lt egér elleni
immunglobulin G-t (anti-egér 1gG-HRP) és a gatloszereket a Merck Life Science Kft.-t6l

(Budapest, Magyarorszag) vagy jogelddjeitdl szereztiik be, amennyiben mas szarmazasi hely nincs
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jelezve. A mikrotiterlemezek RGD-felismerémotivummal valé érzékenyitéséhez hasznalt
GGGGYGRGDSP (aminosavak egybetlis kodja, ahol G: glicin, Y: tirozin, R: arginin, D:
aszparaginsav, S: szerin, P: prolin) aminosavszekvenciaval lezart (poli-(L-lizin)- és poli-
(etilénglikol) kopolimer (PLL-PEG-RGD) a SuSoS AG-t6l (Diibendorf, Svajc) érkezett. A
glyphosate-ot (N-foszfono-metil-glicin, CAS No.: 1071-83-6) a tesztekben izopropil-
ammoéniumsoja (CAS No: 386411-94-0) formajaban alkalmaztuk, melyet a Toronto Research
Chemicals (Toronto, ON, Kanada) cégtdl vasaroltunk az N-acetil-glyphosate (CAS No: 129660-
96-4) szarmazékkal egyiitt. A vizsgalatokban alkalmazott gatloszerek fizikai-kémiai
tulajdonsagait az 1. tablazat tartalmazza. A rekombinans human avf3- és a5p1-integrineket az
R&D Systems Inc.-tél (Minneapolis, MN, Amerikai Egyesiilt Allamok), a vérlemezkékbdl
tisztitott human allbB3-integrint pedig az Enzyme Research Laboratories Ltd.-t61 (Swansea,
Egyesiilt Kiralysag) szereztiik be. Az egérben termelt integrin elleni elsé antitestek (human avp3
elleni CD51/CD61, human a5 alegység elleni CD49e és human allbB3 elleni CD41b) a Becton,
Dickinson and Company-tél (Franklin Lakes, NJ, Amerikai Egyesiilt Allamok) szarmaztak.
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1. tablazat: A receptorgatlasi vizsgalatban gatlészerként alkalmazott vegyiiletek fizikai-kémiai
tulajdonségai

Gatloszer CAS No.! | Molaris | Vizoldhatosag | log Pow ? | Megjegyzés
tomeg (/L)

glyphosate 1071-83-6 169,07 | 157 (pH 7,0) —4,6* | gyomirtd

glyphosate izopropil- szerek aktiv

ammonium-sé 3 386411-94-0 | 22819 1050 —4.16 hatéanyagai

amino-metil- 1066-51-9 111,04 | 56,0 (20 °C) —4,7* | bomlastermék

foszfonsav (AMPA)

N-acetil-glyphosate 129660-96-4 | 211,11 csekély —2,4* | bomlastermék

glicin 56-40-6 75,07 250 (25 °C) —3,2* | aminosav,
bomlastermék

N-acetil-glicin 543-24-8 117,10 | 26,3 (15°C) —1,2* | acilezett
aminosav

szarkozin 107-97-1 89,09 89,1 (20 °C) -3,2 bomlastermék

—2,8 *

imino-diecetsav 142-73-4 133,10 24,3 (5 °C) —3,3* | kismértéki

szennyezo

A Chemical Abstract Service regisztracios szama a vegyiiletek egyéni azonositaséhoz.

2A vegyiilet nem polaris szerves fazis (oktanol) és viz kozotti megoszlasi egyiitthatdjanak
logaritmusa, mely a lipofilitast irja le. A *-gal jeloltek XLOGP3-AA modszerrel szamitott értékek
az Amerikai Egyesiilt Allamok Orvostudomanyi Nemzeti Konyvtaranak (Bethesda, MD,
Amerikai Egyesiilt Allamok) PubChem nyilt adatbazisabol (PUBCHEM 2024, IUPAC 2024). Az
XLOGP3-AA adott molekula lipofilitasat egy referanciamolekula ismert lipofilitdsa alapjan a
molekularis dsszevetdk lipofilitasat figyelembe vevd additiv modell szerint irja le.

Kiegészitd informécid. A glyphosate izopropilammonium-séjat herbicidkészitményekben az
aktiv hatéanyag vizoldhatosaganak novelése érdekében hasznaljak. A két vegyiilet fizikai-kémiai
paraméterei eltérnek, ezért mind a kettd bekertilt a listaba.

3.2. A zearalenon (ZON) és glyphosate enzimjelzéses fluoreszcens immunoassay

vizsgalatainak fluoreszcens detektalasahoz alkalmazott miiszerprototipus leirasa

Kutatokozpontunk (Agrar-kornyezettudomanyi Kutatokozpont, Magyar Agrar- és Elettudomanyi
Egyetem, korabban Agrar-kornyezettudomanyi Kutatointézet, Nemzeti Agrarkutatdsi- és
Innovacids Kozpont) konzorciumvezetoként részt vett az Aquafluosense projektben (NVKP_16-
1-2016-0049), melynek célja egy komplex vizmindsitést in situ megvalositd, kdzvetlen és
immunfluoreszcencian, valamint optikai és 1ézeres plazma-szinképelemzésen alapuld, modularis,
érzékeld ¢és miiszercsalad kifejlesztése, tovabba az alkalmazasi teriiletek kutatasa volt

(AQUAFLUOSENSE 2024). A fejlesztés legfobb ujszertisége a direkt fluoreszcencia és az
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immunfluoreszcencia mérésére is alkalmas, optikai és fotonikai elemekbdl 1étrehozott

miszermodulok kifejlesztése volt.

A ZON-tartalom meghatarozasara fejlesztett ELFIA mddszer fluoreszcens detektalasat a 6. abran
feltiintetett fluorimétermodul-prototipussal végeztiik. A miiszert részben (motor, optika,
mintatartd) az Optimal Optik Kft.-nél (Budapest, Magyarorszag), részben (detektorelektronika) a
Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetemen (Budapest, Magyarorszag) fejlesztették Dr.
Kocsanyi Laszlo vezetésével, és nugy alakitottak ki, hogy a sajat tervezésii, 3D nyomtatasi
modszerrel eldallitott 96-lyukt  mikrotiterlemez-tarté befogadasara alkalmas legyen. A
mikrotiterlemez-tart6 keret célja, hogy gerjesztés esetén az iiregek kozotti athallast minimalizalja.
A mintakat kétfejes konfiguracidoban vilagitottadk meg, mindegyik fejben egy nagy teljesitményii
LED-del (Cree XPEBGR-L1-0000-00F01), melynek dominans hullamhossztartomanya 520-535
nm. A miiszer a kibocsatott fluoreszcenciat dikroikus sugaraton méri nagy aktiv terilett (d = 27,9
mm) szilicium-fotodiédakkal (PIN-25D, OSI Optoelectronics, Hawthorne, CA, Amerikai
Egyesiilt Allamok). A sziikséges nagy spektrumii blokkolést és kontrasztot dikroikus (Semrock
FF562-Di03, ¢l: 562 nm) €s savateresztd optikai szlirdk kombindcidjaval sikeriilt elérni mind a
gerjesztés (Semrock FF01-531/40-25, csucs: 531 nm, szélesség: 40 nm), mind az emittalas
(Semrock FF01-593/40-25, cstcs: 593 nm, szélesség: 40 nm) esetén. A fotodetektor jelét egy
kétfokozatu erdsitéegységbe (1. fokozat: OPA129 elektrométeres elderdsitd, Texas Instruments,
Dallas, TX, Amerikai Egyesiilt Allamok; 2. fokozat: AD620 miiszererdsitd, Analog Devices,
Cambridge, MS, Amerikai Egyesiilt Allamok) csatoltak, majd egy 12 bites analog-digitalis
atalakitoba (Analog Devices AD7864-2 0-5 V-os unipolaris bemeneti tartomannyal) vezették,
amely 4095 maximumértékii feloldhato relativ fluoreszcenciaegységet (RFU) eredményez. A 2.
fokozat erdsitését és eltolasat, valamint a LED optikai teljesitményét 256-fokozatu (8 bites)
digitalis potenciométerek szabalyoztak. Mivel a LED teljesitménybedllitisa nem volt egyenld
tavolsagban, az optikai teljesitmény-szabalyozasi szamgorbét FieldMaxII-TO (koherens)
teljesitménymérdvel kalibraltak OP-2 VIS szenzorfejjel 532 nm névleges hullamhosszra. A
miszert léptetdmotorokkal szerelték fel, hogy a detektorfejeket a 96-lyuka mikrotiterlemezek
felett mozgatva az egyedi RFU-k gyors €s hatékony meghatarozasat biztositsak a mikrotiterlemez

minden tiregében.
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. 2 AQUAFLUOSENSE
NVKP_16-1-2016-0049

6. abra: Az Aquafluosense projekt keretein beliil fejlesztett miiszercsalad fluorimétermodulja
(balra) és az eszkoz terepi alkalmazashoz gépjarmiibe szerelve (jobbra).

3.3. A fejlesztett vizsgalati médszerek jellemzésére alkalmazott Rodbard-egyenlet

A Rodbard-egyenlet négyparaméteres (nem szimmetrikus esetben Otparaméteres) logisztikai
regresszid, mely biologiai rendszerekre megfelelden alkalmazhat6, beleértve a dozis-valasz, vagy
a receptor—ligandum-kotési teszteket. Altalanosan hasznaljak ELISA és ELFIA rendszerek
jellemzésére. Versengd rendszerti analitikai mérések soran a négy tipikus paraméter jelentése:

A —A,

®T

F(x)

ahol

- Az a rendszer maximalis jelszintjét leird felsd platé — versengd rendszer esetén az a szint,

amely a teljesen gatolatlan esetben tapasztalhato,

- Ay a rendszer hattér-jelintenzitasat leiro alsd platd — versengd rendszer esetén az a szint,
amely teljes gatlas esetében tapasztalhato,

- Xo: a gorbe inflexiods pontjdhoz tartozé x értek — versengd rendszer esetén az a koncentracio,
mely 50%-os gatlast eredményez (ICsp),

- p: a gorbe inflexidos pontjahoz illesztett egyenes meredeksége — jellemzi a moddszer
jelintenzitas-valtozasanak koncentraciofiiggését (érzékenyseégét),

- @: aszimmetria-faktor, amely a gorbe fel- és lefutasi szakaszai kozotti alakjanak kiillonbségét
fejezi ki (1-es értéke esetén a gorbe szimmetrikus).

Amint lathatd, szimmetrikus gorbék esetén (g=1) az Otparaméteres Rodbard-egyenlet

négyparaméteresre egyszerlisodik. Mivel vizsgélataink sordn (dozis—valasz- és receptor—
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ligandum-kotési tesztek) kizardlag szimmetrikus gorbék jellemzésére keriilt sor, a dolgozat

tovabbi fejezeteiben a négyparaméteres egyenletet alkalmaztuk (7. abra).
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7. abra: A szimmetrikus gorbéket jellemz6 négyparaméteres Rodbard-egyenlet (ahol az
Otparaméteres formatum aszimmetriat jellemz6 6tddik paramétere, g=1) és paraméterei
elhelyezkedése, melyek versengé analitikai mérések esetén: Al a rendszer maximalis jelszintjét
leir6 felso plato, A2 a rendszer hattér-jelintenzitdsat leird alsé plato, xo a gérbe inflexios
pontjahoz tartozo koncentracioérték (ICso: 50%-o0s gatlast okozo koncentracid), p a gorbe
inflexios pontjadhoz illesztett egyenes meredeksége, mely jellemzi a modszer jelintenzitas-
valtozasanak koncentraciofiiggését (érzékenységeét).

A kimutatdsi és mennyiségi meghatarozasi hatarainak eértékét (LOD, LOQ) a maximalis
(gétolatlan) jelszint atlagos értékébdl és annak szorasdbol szamitottuk: az LOD a maximalis
jelszintnek a szords haromszorosaval csokkentett értékéhez tartozo koncentracio, LOQ a
maximalis jelszintnek a szoras otszordsével csokkentett értékéhez tartozo koncentracio.
LOD = A; — 3 X 0y,
LOQ = A; —5X 0y,
ahol
- LOD és LOQ: a rendszer kimutatasi hatara (limit of detection) és mennyiségi meghatarozasi
hatara (limit of quantation),
- Az a rendszer maximalis jelszintjét leird felsé platd — versengd rendszer esetén az a szint,

amely a teljesen gatolatlan esetben tapasztalhato,
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- oaL arendszer maximalis jelszintjéhez tartoz6 szorasérték.

3.4. A zearalenon (ZON) o6nall6 fluoreszcencidjanak mérése

Miel6tt immunoassay modszer fejlesztésébe kezdtiink, megvizsgaltuk a ZON mennyiségi
kimutatasanak a vegyiilet sajat indukalt fluoreszcencidjan (autofluoreszcencia) alapuld
lehetdségét, mely a legegyszertibb megoldas lett volna a fluoreszcens detektalasra. A ZON sajat
fluoreszcenciajanak spektrumat SpectraMax iD3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular
Devices, San Jose, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) eszkéz segitségével rogzitettiik szkenneléses
mérés segitségével. Itt 250 és 830 nm hulldmhossz kozott 10 nm 1épésenként valtoztattuk a
gerjesztési hullamhosszt, valamint 270 és 830 nm kozott az emisszid detektalasanak
hullamhosszat. A tartomanyok alsé hatara kozotti kiillonbséget az adja, hogy az emisszid
detektalasi hullamhosszanak legalabb 20 nm-rel magasabbnak kell lennie a gerjesztésinél. A
spektrumtérképet foszfatpufferes sboldatban (PBS, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4
RFU-k adtak meg, hattérként szamitasba véve a PBS altal kibocsatott jelet. A vizsgalatban a ZON-
t 1 mg/ml-es térzsoldatban hasznaltuk metanolban oldva. A spektrumtérkép altal meghatarozott
optimalis gerjesztési és detektalasi hullamhosszpart alkalmaztuk a ZON autofluoreszcencidjanak
kalibracios gorbéje meghatarozasanal a 0,6-2000 ng/ml koncentracidtartomanyban, valamint
LOD ‘értéke megallapitasahoz. Az autofluoreszcencias mérésekhez alacsony feliileti

kotoképességii, 96-lyuka mikrotiterlemezeket hasznaltunk.

3.5. A zearalenontartalom meghatirozasara fejlesztett enzimjelzéses fluoreszcens

immunoassay

A ZON mennyiségi kimutatasara iranyuld jelen immunanalitikai modszerfejlesztés alapjat a
kutatocsoportunk altal mar koradbban kifejlesztett ELISA moddszer adta. A haptén- és
konjugatumszintézist az MTA Novényvédelmi Kutatdintézetében végezték Dr. Székacs Andras
vezetésével. E korabbi, Thouvenot és Morfin (1983) moddszere alapjan végzett munka soran
allitottak el6 a ZON-bdl annak hapténjét (ZON-6'-karboxi-metil-oxim), melyet ebben a formaban
a szarvasmarha-szérumalbumin (BSA), illetve konalbumin (CONA) hordozofehérjékhez tudtak
kotni amidkotés segitségével (SZEKACS 1998, DONG et al. 2018). A konjugacio sikerességét
UV spektroszkopia segitségével monitoroztdk (SZEKACS 1998). Az igy létrejott ZON-6'-
karboxi-metil-oxim—BSA (ZON-BSA) és ZON-6'-karboxi-metil-oxim—CONA (ZON-CONA)
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haptén—fehérje-konjugatumok a tovabbiakban az irodalmi adatokra alapozva egyrészt a
mikrotiterlemezek érzékenyitése (ZON-BSA), masrészt pedig a specifikus antitestek termelése
érdekében a laboratoriumi nyulak immunizalasara (ZON-CONA, lasd 3.5.1.) keriiltek

felhasznalasra. A fehérjekonjugatumokat -20°C-on taroltuk.

3.5.1. A zearalenon (ZON) elleni szérumok elédllitisira végzett immunizdlas és a

szérumok titrdlasa

Az immunizalast a Nemzeti Agrarkutatdsi és Innovaciés Kozpont Elelmiszertudomanyi
Kutatéintézetének (NAIK-EKI) Bioldgia Osztalyan végezték Dr. Nagy Andras vezetésével ZON—
CONA-konjugatummal, két, 2,5-3 kg testtomegii, 0j-zélandi fehér fajtdji ndstény nyul
hasznalataval. A nyulak immunizalasa az intézmény Allatkisérletek Etikai Tanacsa és a
Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag feliigyelete alatt tortént, a Pest Megyei Kormanyhivatal
engedélyével és feliigyelete mellett. A hivatalos, allatkisérletekre sz6lo6 engedély szama
#PE/EA/45-6/2020, az utolsd jovahagyas idépontja 2020. februar 21. Az immunizalasok soran 25
ng/tt kg immunogént (ZON—CONA) foszfatpufferes s6oldatban oldottak, majd ennek Freund-féle
komplett vagy inkomplett adjuvanssal készitett 1:1 térfogatardnyt emulgeatumat injektaltak
szubkutdn uton a nyulakba. A kiindul6 immunizdldshoz Freund-féle komplett adjuvénst
hasznaltak. Ezt kdvette 2-hetes intervallumokban 3 emlékeztetd immunizalds, melyek soran az
emulgealashoz Freund-féle inkomplett adjuvanst alkalmaztak. Minden immunizalds utan egy
héttel az allatoktol vért vettek, melyet koagulalodas utan (egy éjszaka 4°C-on) centrifugaltak (2400
g, 15 perc). Az igy nyert szérumot ammonium-szulfatos kicsapas ttjan tisztitottak. A szérumoknak
az antigénepitophoz vald kotoképességét szérumtitralasi vizsgalatokban jellemeztiik. A titralas a
szérum higitasanak valtoztatasaval, illetve az érzékenyitd antigén €s a szérumhigitas parhuzamos

valtoztatasaval kétdimenzios (checkboard) titralassal tortént.

3.5.2. A zearalenontartalom meghatdrozasdara fejlesztett enzimjelzéses fluoreszcens

immunoassay folyamata

melyet karbonatpufferbe (15 mM NaCOs, 35 mM NaHCOs, pH 9,6) oldottunk be. A
mikrotiterlemezt egy éjszakan keresztiil (~8 ora) inkubaltuk 4°C-on. A felszinhez ki nem k&todott
haptén—fehérje-konjugatumot négyszer ismételt mosassal tavolitottuk el 0,2% Tween20-tartalma
PBS hasznalataval. A mikrotiterlemez felszinén esetlegesen szabadon maradt kotShelyeket
tiregenként 150 pl, 1% zselatint tartalmaz6 PBS hozzdadéasaval blokkoltuk. A blokkolasi 1épés

inkubacidja masfél oraig tartott, mely alatt a mikrotiterlemezt a mérémiszer altal biztositott 37°C-
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os kornyezetben taroltuk a zselatin megszilardulasanak elkeriilése érdekében. Mosas utan a
kovetkezo 1épésben ment végbe a kompeticid, melyhez az iiregekbe eldszor 50 ul ZON analitikai
sztenderdet (0,004 pg/ml és 2000 ng/ml kozotti koncentraciokkal), majd 50 ul tisztitott, anti-
(ZON-CONA) nyul IgG-t tartalmazé szérumot adtunk. Mindkett6t 0,05% Tween20-at tartalmazo
PBS pufferben vittilk a mikrotiterlemezre a kutatocsoportunk korabban fejlesztett modszerét
(SZEKACS et al. 1998) kdvetve, a szérumot 1:1000 aranyban higitottuk, mig a ZON sztenderdet
2000, 400, 80, 16, 3,2, 0,64, 0,128 ng/ml, tovabba 25,6, 5,12, 1,024, 0,205, 0,0410, 0,00819 és
0,004 pg/ml koncentracidban alkalmaztuk. A higitasi sort abszolat metanolban oldott, 1 mg/ml-es
ZON-torzsoldatbol készitettiik. Egyoras, 37°C-on torténé inkubacié utan a mikrotiterlemezeket
négyszer mostuk, majd masodik antitestként 100 pl/iireg anti-nyual kecske I[gG—HRP-t adtunk a
rendszerhez 0,05%-o0s Tween20 tartalmu PBS pufferben, 1:7500 aranyu higitasban. Az egyoras
inkubaci6 utani négy mosasi 1épés soran alkalmazott PBS a QuantaRed Enhanced
Chemifluorescent HRP Substrate Kit tesztcsomag gyartéi ajanlasanak megfeleléen nem
tartalmazott Tween20-at (THERMOFISHER SCIENTIFIC 2008). Az utolso 1épésben iiregenként
100 pl mennyiséget vittiink fel a mikrotiterlemezre a tesztcsomag Osszetevdibol Osszeallitott
munkaoldatbol. A munkaoldat 1:50:50 térfogataranyban tartalmazza harom 6sszetevdjét, melyek
a QuantaRed ADHP concentrate, a QuantaRed Enhancer Solution és a QuantaRed stable
Peroxide. A tesztcsomag ADHP kromofort tartalmaz, mely nem fluoreszcens vegyiilet, de a HRP
enzimmel (ebben a vizsgalatban a masodik antitest jel6l6enzime) reakcioba 1épve a folyamatban
rezorufin (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-on) képzodik. A rezorufin jol old6do, erésen fluoreszcens
vegyiilet, mely kolorimetridss modszerrel is mérhetd jelet ad. Otperces inkubécid utan az
enzimreakciot 10 pl/ireg QuantaRed Stop Solution hozzaadasaval allitottuk le. Ezutan elészor
abszorbancia detektalasa tortént, mivel az elvégezhetd a teljes folyamat végrehajtasara hasznalt
mikrotiterlemezen. A mérés befejezése utan a folyékony fazist (mely az enzimreakci6 termékét
tartalmazza) atemeltiik a fehér, alacsony feliileti kotoképességii 96-lyukt mikrotiterlemezre,
melyen a fluoreszcencia detektaldsa tortént. Az abszorbancia mérését 576 nm hullamhosszon
végeztiikk SpectraMax iD3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, San Jose, CA,
Amerikai Egyesiilt Allamok) eszkozzel végpont modban, mig az RFU-k meghatérozasa az
Aquafluosense  projekt  keretében  fejlesztett  fluorimétermodul-prototipussal  tortént
(AQUAFLUOSENSE 2024, CSOSZ et al. 2019). A sztenderd gorbéket harom helyrél (Balaton,
Velencei t6, Duna) szarmazo felszinivizmintakban is felvettik a lehetséges matrixhatas
meghatarozasahoz természetes vizek ZON-tartalméanak vizsgalata esetén.

A munkank soran fejlesztett immunoassay modszert ugy alakitottuk ki, hogy a modularis

miiszerrel a mérés akar egy jarmiiben kialakitott mobil laboratériumban is lefolytathato legyen. A

_48 —



mikrotiterlemezek ZON-BSA-konjugatummal valé érzékenyitése megvalosithatd a mérések elbtt,
laboratoriumi koriilmények kozott, igy maga a mérés az eldre elkészitett mikrotiterlemezen in situ
is elvégezhetd. Jelenlegi formajaban a teljes folyamat 2,5 orat vesz igénybe. Mivel az
immunfluoreszcencia-modult 1éptetémotorokkal szerelték fel, a teljes mikrotiterlemez
fluoreszcens detektalasa koriilbeliil két percig tart. A modszer idéigényének csékkentése
lehetséges az érzékenyitési €s blokkolasi 1épések el6zd napi elvégzésével, ebben az esetben az
érzékenyités szobahomérsékleten 1 ora alatt elvégezhetd, az 1%-0s, PBS-ben oldott zselatinnal
torténd blokkolas pedig 1,5 éraig tart. Az el6készitett mikrotiterlemezek 4°C-on tarolhatok a mérés

megkezdéséig, a parolgas elkeriilése érdekében parafilmmel lezarva.

3.6. Zearalenontartalom meghatarozasa nagyteljesitményii folyadékkromatografias

(HPLC) médszerrel

A kalibracios gorbe és a LOD meghatarozasat nagyteljesitményti folyadékkromatografiaval
(HPLC) kutatohelyem (MATE KOTI AKK) Kérnyezetanalitikai Osztalyan végezték el Dr. Mortl
Maria vezetésével, melyhez Younglin YL9100 HPLC rendszert hasznaltak YL9150 automata
mintavevérendszerrel (YL Instruments, Anyang, Dél-Korea). Az elvalasztast PerfectSil 100 ODS-
3 oszlopon (MZ-Analysentechnik GmbH, Mainz, Németorszag) végezték (150 x 4,6 mm i.d., 5
um) 30°C-on, C18-tartalmu allo fazissal. Az UV-detektor a jeleket A1 = 236 nm és A> = 274 nm
hullamhosszokon rogzitette. Az eluens aramlasi sebessége 1,0 ml/perc volt izokratikus elucidval
10 percig (A és B eluens aranya 30:70, A eluens: viz és metanol 90:10 aranyban, B eluens:
metanol). A ZON retencids ideje ilyen koriilmények kozott 6,12 perc volt. A LOD meghatarozasa
sztenderd oldatokkal tortént, ahol a LOD az a koncentracio, melynek jele a hattérjeltdl a hattérjel
szorasanak haromszorosaval eltér. A mérésekhez 1 g/ml-es ZON-torzsoldatot hasznaltak
metanolban oldva. A kalibracios gorbéket hét sztenderd oldattal vették fel, melyek koncentracioja
10 és 2000 ng/ml ko6zott volt metanol és viz 7:3, valamint metanol és PBS (0,1 M, pH 7,4) 1:1
aranyu elegyében. Az oszlopra felvitt mintak térfogata 20 ul volt.

3.7. Zearalenontartalom meghatirozasa teljes belsé visszaverddéses ellipszometria

(TIRE) modszerrel

A teljes bels6 visszaverddéses ellipszometrias (TIRE) szenzoros vizsgalatokat a Sheffield Hallam
University munkatarsai végezték Prof. Alexei Nabok vezetésével, M-2000 tipusi automata
spektroszkopikus ellipszométer (J.A.Woollam Co., Lincoln, NE, Amerikai Egyesiilt Allamok)
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hasznalataval, mely 370-1000 nm hullimhossztartomanyban mikoddik a laboratoriumban
vakuumparologtatassal elokészitett itivegalapi szenzorchippel kiegészitve. A szenzorfelszin
elokészitéséhez egy 3 nm vastag krom- és egy 25 nm vastag aranyréteget rogzitettek optikai
tiveglemezre, ahol a kromréteg az arany megtapadasat segitette el6. Az aranyréteget 2-merkapto-
etil-szulfonsav natriumsoéjaval modositottak, a felszinen szulfonation-réteget képezve. Az
ellipszométerben egy 68°-o0s trapéz prizmat hasznaltak, mely a fényt az tiveglemez aranyrétegébe
csatolta. A 0,2 ml térfogati reakciokamrat a Ki- és bevezeté csovekkel az aranyfelszin ala
csatlakoztattak, igy lehetové téve, hogy a vegyiletek kozotti kotddés 1étrejojjon. Az
elliposzometriaspektrumok szkennelése sztenderd Trisma/HCI pufferoldatban tortént (pH 7,5)
minden kotédési fazis befejezédése utan. A versengé immunoassay lefolytatasahoz a ZON-BSA-
konjugatumot elektrosztatikusan rogzitették az aranyfelszinhez poliallilamin-hidroklorid-réteg
segitségével. A szabadon maradt kotohelyeket BSA segitségével blokkoltak. Ezutan a
reakciokamraba az anti-(ZON-CONA) nyul IgG-t tartalmazé antiszérum és ZON kiilonbozo
ng/ml és 10 pg/ml volt. A keverékeket az injektalas el6tt 6t percig inkubaltak. Az injektalasok
kozott a kamrat pufferoldattal kimostdk. A A-spektrumokat a ZON rdgzitett antitesthez vald

kotédése utan rogzitették.

3.8. A glyphosate-tartalom meghatarozasara fejlesztett enzimjelzéses fluoreszcens

immunoassay

3.8.1. Hapténszintézis és konjugdcio

A mikrotiterlemezek érzékenyitéséhez sziikséges glyphosate-analog el6készitését, valamint az
érzékenyitést €s a blokkolast az Izotop Intézet Kft (Budapest, Magyarorszdg) munkatarsai
végezték Dr. Keszei Csaba vezetésével. A kereskedelemben kaphato N-(foszfono-metil)-imino-
diecetsavat (PMIDA) borostyankdsav-anhidriddel —reagaltattdk, konjugaltdk  human
szérumalbuminnal (HSA), majd az igy Ilétrehozott glyphosate-analog haptén—fehérje-
konjugatumot (glyphosate analog—HSA) passziv adszorpci6 utjan rogzitették a mikrotiterlemezek
felszinéhez. A szachar6z 2%-os vizes oldataval tortént stabilizalas utan a szaritott mikrotiterlemez

4°C-on tarolhat6 (szaraz koriilmények kozott koriilbeliil egy évig).
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3.8.2. A glyphosate-tartalom meghatdirozdsdra fejlesztett enzimjelzéses fluoreszcens

immunoassay folyamata

Az Aquafluosense projekt (NVKP_16-1-2016-0049) keretében kialakitott immunanalitikai

crer

cyey

kontrolljuk (puffer) szarmazékképzése vizmentes acilez6 reagens (0,53 M acetanhidrid acetonitril
olddszerben) segitségével. A szarmazékképzést polipropilén mikrotiterlemezeken végeztiik,
elészor 100 pl sztenderdet vagy kontrollt az iiregekbe helyezve. Ezutan hozzaadtunk 40 ul
szarmazékképzo elegyet, majd ovatos razassal homogenizaltuk az oldatot. A kovetkez6 1épésben
100 ul gyartoi eldiras szerint higitott boratpuffert (0,1 M HzBOs, pH 8,4) is hozzaadtunk, majd
ujabb homogenizalds utdn a mintdkat 20 percig inkubaltuk. A szarmazékképzési 1épés utan 20 pl
sztenderdet vagy kontrollt vittiink fel a glyphosate-analog—HSA-konjugatummal érzékenyitett
mikrotiterlemezre, majd elsé antitestként hozzaadtunk 100 pl anti-(glyphosate-analog—HSA)
csirke 19G-t 0,4 pg/ml koncentracidban. A kétoras, szobahdmérsékleten torténd inkubalas utan a
mosast tiregenként 250 pl, gyartoi el6iras szerint higitott mosopufferrel (5% Triton-X 100-
tartalmu boratpuffer) végeztiik. Ezt kovetéen masodik antitestként 100 ul anti-csirke kecske 1gG—
HRP-t adtunk az iiregekbe 0,5 pg/ml koncentracioban. A mikrotiterlemezt szobahdmérsékleten
inkubaltuk 30 percig, majd a ki nem ko6tddott masodik antitesteket hat ismétléssel lemostuk a
mikrotiterlemezrél. Az utols6 1épésben ennél a modszernél is a QuantaRed Enhanced
Chemifluorescent HRP Substrate Kit tesztcsomagot (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
Amerikai Egyesiilt Allamok) alkalmaztuk a gyartoi eldirdsok szerint, melynek munkaoldatabol
tiregenként 100 pl-t vittiink fel a mikrotiterlemezre. Az 6t perces inkubaciot kdvetden leallitottuk
az enzimreakciot 10 ul QuantaRed Stop Solution hozzaadasaval. A képz6dott rezorufin végtermék
abszorbanciajat 576 nm hullamhosszon mértikk a gyartd ajanlasa szerint (THERMOFISHER
SCIENTIFIC 2008) SpectraMax iD3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, San
Jose, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) eszkdzzel végpont modban. A fluoreszcencia detektalasa
a rezorufin indukalt fluoreszcenciajanak hullamhossz-tartomanyaba esé 593 nm hullamhosszon
tortént. A fejlesztett ELFIA pontossagat intra- és inter-assay vizsgalatokkal ellendriztik. A
specifitas értékeléséhez az elso antitestek gatlasat vizsgaltuk az elsddleges bomlastermék AMPA,
szerkezetileg hasonld vegyiiletek (glicin, imino-diecetsav, PMIDA, N-acetil-glicin, szarkozin) és

a foszfat, mint lehetséges keresztreakcids vegyiilettel.
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A glyphosate sztenderd gorbéit a 0—100 ng/ml koncentraciotartomanyban a 3.1.2.1. fejezet szerint
elokészitett felsziniviz-, talaj-, valamint novényi levél- és gyokérmintdkban is felvettik a

matrixhatas vizsgalatdhoz.

3.9. A receptorgatlas vizsgalatihoz médositott enzimjelzéses immunszorbens vizsgalat

folyamata

A teszteket nagy feliileti adszorpcidju 96-lyuktt mikrotiterlemezeken (Nunc, Roskilde, Dania,
#442404) végeztik. A PLL-PEG-RGD-t az érzékenyitésnél 100 ul, 250 ug/ml koncentracioja
oldatban vittiik fel a mikrotiterlemezre 10 mM 4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-etanszulfonsavas
(HEPES) pufferben (pH 7,4), majd egy oran at inkubaltuk szobahémérsékleten. Az ECM
fehérjékkel valod érzékenyités soran a vitronektin 0,5 pg/ml, a fibrinogén pedig 20 pg/ml
koncentracioban keriilt a mikrotiterlemezre, mindkét esetben karbonatpufferben (15 mM NaCOg,
35 mM NaHCOs, pH 9,6). Az inkubacio egy ¢jszakan keresztiil tortént 4°C-on. Az S-fehérje
érzékenyitoként 5,72 pg/ml koncentracidban keriilt a mikrotiterlemezre foszfatpufferes sooldatban
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO4 x 2 H20, pH 7,4), majd négy napig inkubaltuk
4°C-on. Egyorads inkubacios idOtartamot meghaladd iddigényld érzékenyités soran a
mikrotiterlemezeket mindig parafilmmel vontuk be a parolgas megel6zése érdekében. Az
érzékenyités utdn a mosas minden esetben 0,1% Tween20 tartalmu PBS pufferrel tortént harom
ismétlésben, tiregenként 250 pl oldattal. A mérési folyamat soran a tovabbi 1épések kdzotti mosas
ugyanigy zajlott. A mosasi 1épés utan a mikrotiterlemez feliiletén esetlegesen szabadon maradt
kotohelyeket tiregenként 150 pl 1 %-0s BSA-oldattal blokkoltuk Tris pufferben (TrisB, 20 mM
Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM CaClz, 1 mM MgCl2 and 1 mM MnCl,, pH 7,5) egyodras
inkubacioval, szobahdmérsékleten. Az jjabb mosast kdvetd 1épésben ment végbe a kompeticio,
ahol az adott integrin vagy az oldatban felvitt aktualisan vizsgalt gatloszerhez, vagy a felszinhez
rogzitett érzékenyitéfehérjéhez kotddott. Itt eldszor a TrisB pufferben oldott gatloszert 44, 22, 11,
echistatin) adtuk a rendszerhez 50 pl térfogatban, majd 50 ul integrint (a3 1 pg/ml PLL-PEG-
RGD-vel és vitronektinnel érzékenyitett mikrotiterlemez esetén, 2 pg/ml S-fehérjével tortént
érzékenyitésnél, a5p1 1,25 pg/ml PLL-PEG-RGD-vel, mig allbB3 2,5 pg/ml fibrinogénnel tortént

érzékenyitésnél).
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2. tablazat: A receptorgatlasi vizsgalatokban gatlészerként alkalmazott vegyiiletek vizsgalt
koncentracioi

A gatloszerek vizsgalt koncentracidja (mg/ml)

mM 22,0 11,0 5,50 1,10 0,138
glyphosate 3,72 1,86 0,93 0,18 0,02
glyphosate izopropil- 5,02 2,51 1,26 0,25 0,03
ammoOnium-so
amino-metil-foszfonsav 2,44 1,22 0,61 0,12 0,02
(AMPA)
glicin 1,65 0,83 0,41 0,08 0,01
szarkozin 1,96 0,98 0,49 0,10 0,01
N-acetil-glicin 2,58 1,29 0,64 0,13 0,02
N-acetil-glyphosate 4,64 2,32 1,16 0,23 0,03
imino-diecetsav 2,93 1,46 0,73 0,15 0,02

Az egyoras, szobahdmérsékleten torténd inkubaciot kovetd mosas soran kikeriiltek a rendszerbdl
azon integrinmulekulak, melyek az oldatban jelen levé gatloszerhez kotodtek. A kovetkezo
lépésben az elso antitesteket vittiik fel a mikrotiterlemezre 100 pl/ireg TrisB pufferben. Az aVp3-
integrin specifikus antitestjét (CD51/61) a PLL-PEG-RGD- ¢és vitronektinalapt tesztekben 2
ug/ml, az S-fehérje-alapt tesztben 5 pg/ml, az a5p1-specifikus antitestet (CD49e) 1 pg/ml, az
allbp3-specifikus antitestet (CD41b) pedig 4 pg/ml koncentracioban alkalmaztuk, majd
inkubaltuk dket tovabbi egy oran at szobahdmérsékleten. A haromszori mosas utan minden iiregbe
1 ug/ml koncentracioban adtuk a masodik antitestként alkalmazott anti-egér IgG—HRP-t 100 pl
TrisB pufferben, és ezt is egy oran at inkubaltuk szobahdmérsékleten. A mosasi 1épés utan a
rendszerhez 1,2 mM koncentracidban hidrogén-peroxidot (a HRP szubsztratuma) és kromoférként
1,2 mM TMB-t adtunk 0,5 mM koncentracioji citratpufferben (pH 5,0). A szinfejlédést
eredményezd enzimatikus reakcidt a megfeleld szinerdsségnél iiregenként 50 pl 4 N kénsavval
allitottuk le. A mikrotiterlemezeket 492 nm hullamhosszon mértiik SpectraMax iD3 Multi-Mode
Microplate Reader (Molecular Devices, San Jose, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) eszkdzzel

végpont mddban.
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3.10. Az elvégzett vizsgalatok statisztikai értékelése

Az eredmények statisztikai elemzését R 4.0 (The R Foundation for Statistical Computing, Bécs,
Ausztria) szoftverrel végeztiik. Az adatok normalitasat és a varianciak homogenitasat minden teszt
esetében Shapiro-Wilk-, valamint Levene-tesztekkel ellendriztiik 5%-0s szignifikanciaszinten,
amikor p > 0,05 esetben az adatok normalis eloszlastinak, a varianciak pedig homogénnek
tekinthetok. A kiilonboz6o koncentraciok hatasat egytényezOds varianciaanalizis-tesztekkel
(ANOVA) értékeltiik, melyeket kdvetden post-hoc Tukey-tesztet végeztiink el a csoportok kdzotti
szignifikans eltérések meghatarozasara. Az ICso értékeket féllogaritmikus grafikonon abrazoltuk,
szamitasuk nem linearis regresszidval tortént a Rodbard altal leirt logisztikus (négyparaméteres,
lasd 3.3.) szigmoid dézis—valasz-egyenlet alapjan. A féllogaritmikus gorbék abrazolasdhoz
OriginLab OriginPro 7.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, Amerikai Egyesiilt
Allamok) szoftvert hasznaltunk.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. Zearalenonmeghatarozasi vizsgalatok

4.1.1. Zearalenon (ZON) meghatarozdsa autofluoreszcencia mérésével

A ZON-tartalom meghatarozasanak lehetdségét sajat, indukalt fluoreszcenciajanak detektalasaval
is vizsgaltuk vizes mintaban. Azon koncentracidtartomanyban, ahol a mikotoxin sajat gerjesztett
fluoreszcencidja jol mérhetdé optikai jelet szolgaltat, ott ez lehetdséget teremt a vegyiilet
mennyiségi kimutatasara. Az autofluoreszcencia jelensége soran a fluoreszcens fényt a ZON mint
célvegyiilet optikailag gerjesztett elektronjai bocsatjak ki, mikdzben visszatérnek alapallapotukba.
Mivel a rezgési energia egy része torvényszertien elveszik, a kibocsatas spektruma a gerjesztésinél
nagyobb hulldmhosszl tartoméanyba tolodik (Stokes-féle eltolodds). Az optimalis gerjesztési
hullamhossz meghatarozasahoz szkenneléses mérést alkalmaztunk a 250—830 nm tartoméanyban,
mely sordn az emmisszid intenzitdsdnak valtozasat a 270-830 nm tartomanyban a 8. dbran l4thato,

kéktol pirosig terjedd szinskala adja meg.

[T UseLogScale

830 | Excitation (nm)

8. abra: Fluoreszcens spektrumtérkép foszfatpufferes sdoldatban (PBS) mikrotiterlemezre vitt

crcr

gerjesztési (y tengely) €s emisszios (x tengely) hullamhosszt.
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A mérés eredménye alapjan ZON-tartalom autofluoreszcencids meghatarozasara 280 nm
gerjesztési, valamint 520 nm detektaldsi hullamhossz bizonyult a legalkalmasabbnak. Ilyen
fliggvényében szigmoid (logisztikus) lefutast mutatott (9. abra). Az illesztett szigmoid gorbe

alapjan autofluoreszcencia mérése esetén a LOD értékét 11,5 pg/ml-ben hataroztuk meg.
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9. ébra: A zearalenon (ZON) kalibracios gorbéje 175 és 1000000 ng/ml kozotti tartomanyban
autofluoreszcencia detektalasa esetén. Az abszcisszan a koncentracioértékek logaritmikus
1éptékben feltiintetve szerepelnek.

4.1.2. A zearalenon (ZON) elleni szérum titrdalasi és gatlasi vizsgadlata

Az immunizalas eredményességének ellendrzése a két, nytlbol szarmazd anti-(ZON-CONA)
szérum (nyull, nyal2) titralasaval tortént 1:50 és 1:12200 higitasi aranyok kozott, ahol az antigén
ZON a mikrotiterlemez felszinére BSA-konjugalt hapténje formajaban (ZON-BSA) keriilt
érzékenyitopufferben, 5 pg/ml koncentracioban. A szérumtiterek meghatarozasa soran (az a
higitas, mely az antigén 50%-4at megkdti az adott koriilmények kozott) a két antiszérum kozott

csak enyhe kiilonbség volt: a titerérték nyull esetében 1:828, mig nyul2-nél 1:448 (10. abra).
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10. abra: A haromhonapos, 0j-zélandi fehér fajtaja néstény nyulakbol szarmazo antiszérumok
analitikai jellemzése. A nyull (m) és nyul2 (=) antiszérum titergérbéje 1:50-1:12200 higitasi
tartomanyban, 5 pg/ml ZON-6'-karboxi-metil-oxim—BSA-konjugatummal valo érzékenyitéssel
és 1% foszfatpufferes sooldatban oldott zselatinnal vald blokkolassal. Az abszcisszan a
szérumhigitas logaritmikus léptékben feltiintetve szerepel.

A tovabbi vizsgéalatokban a nyull antiszérum keriilt alkalmazasra, mely az antigénhez valo
kotédésre valamivel magasabb affinitdst mutatott. A pontossdg, valamint a mérések
reprodukalhatosdga érdekében az ELFIA tesztekben az antiszérumot 1:1000 higitasi faktorral
alkalmaztuk. A tultelitédés, vagy a til alacsony detektalhatd jelszint elkeriilése érdekében az
(checkboard) titralas elvégzésével tortént. A ZON-BSA, mint érzékenyitd antigén vizszintes
iranyban 0,313 pg/ml-t6l 2,50 pg/ml-ig ndvekvé koncentracidkban keriilt a mikrotiterlemezre,
melyhez az antiszérumot 1:3375 és 1:1000 kozotti, fiiggéleges irdnyban csokkend higitasi
faktorokban adtuk. Minden lehetséges kombinacid gétolatlan és 3,2 ng/ml ZON hozzaadasaval
gatolt formdban is vizsgalatra keriilt. Az érzékenyitd koncentracidja, és az antiszérum higitasi

faktora is egyenletes mértékben befolyasolta az analitikai paramétereket (11. abra). Az RFU

crer
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11. abra: A haromhonapos, j-zélandi fehér fajtaju ndstény nyulakbodl szarmazé antiszérumok
analitikai jellemzése. A nyull antiszérum kétdimenzios titralasa az érzékenyito antigén 0,313—
2,50 ng/ml koncentracidtartomanyaban. Az antiszérum higitasi faktorai (kitoltott jelek,
folyamatos vonal): 1:1000 (m), 1:1500 (m), 1:2250 (m), 1:3375 (m). A titralas eredménye azonos
koriilmények kozott, 3,2 ng/ml zearalenon gatloként valo hozzdadasaval a kiilonbozd higitasi

faktorok esetén (kitdltetlen jelek, szaggatott vonal): 1:1000 (O), 1:1500 (), 1:2250 (O), és
1:3375 ().

4.1.3. Zearalenon (ZON) meghatdrozdsa abszorbancia és fluoreszcencia detektdldsdval

Indirekt versengé ELISA vizsgalatokat végeztiink ZON kalibracios gorbék, valamint a LOD
meghatarozasahoz. A mérési tartomanyt pufferben oldott, 0,004 pg/ml — 2 pg/ml ZON-
teljes mértékben gatolta a ZON-specifikus elsd antitestek felszinhez valo kikotdédését, ami azt
jelenti, hogy az oldatban levd antitestek 0sszes kotOhelyét telitette, igy lehetetlenné téve azok
immunkomplexképzését a felszinhez rogzitett ZON-BSA-konjugatummal.

A matrixhatas (lasd 2.3.2. fejezet) meghatarozasahoz pufferben, valamint felszinivizmintdban

felvett higitasi sorok hét kalibracios pontja alapjan felvett kalibracids gorbéket hasonlitottuk 6ssze,
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melyek kozott statisztikailag szignifikans eltérést nem taldltunk (p > 0,05). Ez alapjan
felszinivizmintdk esetében a ZON mennyiségének meghatarozasa a minta-el6készitési folyamat
nélkiil elvégezhetd. A kalibracios gorbék és a LOD meghatarozasa abszorbancia és fluoreszcencia
detektalasaval is megtortént (12. abra). A két modszer eredményeinek Osszehasonlithatosaga
érdekében a detektalt jelek relativ értékként keriiltek megjelenitésre (a jel aranya az adott

detektalasi modszer maximalis jeléhez viszonyitva).

Relativ analitikai jel (jel/jel ,.)

0;5 1 k%&j
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12. abra: A ZON indirekt verseng6 rendszerben felvett kalibracios gorbéi pufferes (kitoltetlen
jelek, szaggatott vonal) és dunai vizmintas (kitoltott jelek, folyamatos vonal) abszorbancia (m, O)
¢és fluoreszcencia (e, 0) detektalasaval, 576 illetve 593 nm detektalasi hullamhosszon. A
normalizalt (jel/jelmax) adatokat atlag + szoras formaban jelenitettiik meg. Az abszcisszan a
koncentracioértékek logaritmikus Iéptékben feltiintetve szerepelnek.

A szigmoid gorbe felsd platojanak szintjét a gatolatlan szérum altal szolgaltatott jelbol szamitott
atlagos relativ analitikai jel adta meg, mig az also platdét a teljesen gatolt szérumhoz tartozd
atlagos relativ analitikai jel. Az abszorbancia méréséhez tartozo kalibracids gorbe paramétereit a
3. tablazat tartalmazza. Abszorbancia detektalasa esetén a modszer LOD értéke 0,25 ng/ml volt,
mely a hasonl6, kromoforként 1,2-fenilén-diamin-hidrokloridot (OPD) alkalmazé kolorimetrias
ELISA LOD értékénél (0,85 ng/ml) 3,4-szer alacsonyabb.
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A fluoreszcencia méréséhez tartozo kalibracids gorbe paramétereit a 4. tdblazat tartalmazza. A
vizsgalat végén az enzimreakcid végtermékeként Iétrejovo rezorufin fluoreszcencidjanak
detektaldsa esetén a modszer LOD értéke 0,09 ng/ml. A fluoreszcens detektalas értékei altal
megadott gorbe valamivel meredekebb dinamikus tartomannyal rendelkezik (12. abra), igy az
ELFIA modszer mintegy 2,8-szor érzékenyebbnek bizonyult a rezorufin abszorbanciajat detektald
klasszikus ELISA moddszernél. A modszer dinamikus mérési tartomanyanak felsd hatara

abszorbancia ¢és fluoreszcencia detektalasa esetén is 400 ng/ml.

3. tablazat: A zearalenon (ZON) abszorbancias detektalasanak értékeire Rodbard-egyenlet! alapjan
illesztett gorbe paraméterei

A gorbeillesztéshez hasznalt matematikai egyenlet:
A —A
_ M . 2 14

1+ G”

R%: 0,990
Paraméter Erték + szoras
Abszorbancia A1 0,977 + 0,022
Az 0,451+ 0,013
Xo 2,860 + 0,381
p 0,791+ 0,122

! Négyparaméteres Rodbard-egyenlet. Az dtparaméteres Rodbard-egyenlet 6tddik paramétere
szimmetrikus gorbe esetén 1.
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4. tablazat: A zearalenon (ZON) fluoreszcencias detektalasanak értékeire Rodbard-egyenlet!
alapjan illesztett gérbe paraméterei

A gorbeillesztéshez hasznalt matematikai egyenlet:
A, - A
y = ﬁ + AZ
)
R?: 0,988

Paraméter Erték + szoras
Fluoreszcencia Ay 0,910 + 0,015
Az 0,164 + 0,031
Xo 2,415+ 0,271
p 0,835+ 0,194

! Négyparaméteres Rodbard-egyenlet. Az dtparaméteres Rodbard-egyenlet 6tddik paramétere
szimmetrikus gorbe esetén 1.

4.1.4. A fényintenzitds valtoztatisanak hatdsa

A kalibracios gorbéket kiilonb6z6 fényintenzitasti gerjesztés mellett is meghataroztuk. A LED
fényforras 256 nem egyenld eltérésli fényerdsségre allithatd be 532 nm hulldmhossznal 0,001 pW
¢és 4,63 mW kozott. A rendszert gy hangoltuk, hogy a legalacsonyabb detektalhat6 érték 20 és 30
RFU koz¢ essen, mig a legmagasabb 4095 RFU legyen (mely a miiszer altal mérhetd legmagasabb
jel). A LED fényintenzitasat 1,1 és 314 uW kozott valtoztattuk. A méréseket 1,1, 100,2, 1694,
256 ¢és 314 pW bedllitasaval végeztik el. Hattérként 2000 ng/ml ZON-koncentraciot
alkalmaztunk, mely az antiszérum felszini Kikotédésének teljes gatlasat okozta.

1,1 uW esetén a ZON kiilonb6z6 koncentracidi nem eredményeztek eltéré RFU értéket (p > 0,05),
mig 314 pW bedllitasakor az RFU érték a 0,64 ng/ml ZON-koncentracional érte el a maximumot.
A fényerd mérésre gyakorolt hatasat 100,2, 169,4 és 256 uW fényintenzitasnal hataroztuk meg,
ahol sorrendben 24,7 + 1,1, 27,9 + 0,8 és 43,7 = 1,0 RFU hattérjeleket, valamint 1447, 2303 és
3131 RFU maximalis (gatolatlan) jeleket kaptunk. Az adatok értékelése soran az értékeket a
hattérrel korrigaltuk. Az ICso értékeket a 0,0256-2000 ng/ml ZON-koncentracidtartomany
kalibracios gorbéi alapjan hataroztuk meg, melyek 100,2, 169,4 és 256 uW fényerdsség esetén
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2,52 £ 0,24, 3,04 = 0,31 ¢és 3,68 + 0,29 ng/ml voltak. A LOD értéket a fényforras fényerdssége
szignifikansan nem befolyasolta (p > 0,05).

4.1.5. A zearalenonspecifikus antiszérum keresztreaktivitisi vizsgalata a ZON

bomlastermékeivel

Az optimalizalt rendszerben a ZON bomlastermékeinek és szerkezeti analdgjainak nyul anti-
(ZON-CONA) szérumra gyakorolt potencialis gatld hatasat is megvizsgaltuk. Mivel a ZON f6leg
hidrolizis utjan metabolizalodik, melynek eredménye emldsokben (juh) a- és mikroorganizmusban
(élesztd) P-zearalenol (MILES et al. 1996, MEGHARAJ et al. 1997), a keresztreakciok
vizsgalataba e kettdt, valamint redukalt szarmazékaikat (a- és f-zearalanol, zearalanon) vontuk be.
Abszorbancia és fluoreszcencia mérésének alkalmazasaval is meghataroztuk az ICso értékeket,
valamint megallapitottuk a relativ keresztreaktivitast (CR%), ahol a ZON altali gatlast tekintettiik
100%-nak (5. tablazat). Mindkét detektalasi modszernél a legmagasabb keresztreaktivitast a
zearalanon esetében mértiik (abszorbancianal 25,7 + 3,6, fluoreszcencianal 26,7 + 3,4 CR%-ot),
melytdl nem sokkal maradt el a B-zearalenol. A legalacsonyabb relativ keresztreaktivitast a j3-

zearalanol eredményezte (abszorbancianal 1,1 = 0,2, fluoreszcencianal 0,9 + 0,1 CR%-ot).

5. tablazat: A zearalenon (ZON) rokonvegyiiletei altal kivaltott keresztreakciok (CR%)

Detektalasi modszer
Mikotoxin Fluoreszcencia Abszorbancia
ICs0 (ng/ml) CR% ICs0 (ng/ml) CR%

zearalenon 2,20+ 0,31 100 2,73+0,35 100
a-zearalenol 10,42 £ 0,24 21,1+3,0 10,49 + 1,28 20,1+2,6
[3-zearalenol 8,74 +£0,90 25,2 +3,6 8,65+ 0,84 25,4+ 3,3
zearalanon 9,56 + 0,74 25,7+ 3,6 8,24 + 0,82 26,7+ 3,4
a-zearalanol 35,36 + 2,86 6,2+0,9 35,63 + 3,05 6,2+0,8
[3-zearalanol 200,7 +£12,32 1,1+0,2 250,02 + 21,68 09+0,1

Az eredmények alapjan az lathatd, hogy az antitestek érzékenységét noveli, ha telitetlen kotés

talalhatdo a rezorcilakton-szerkezetben, illetve affinitasuk a hidroxiszarmazék metabolitokhoz
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alacsonyabb. A hidroxilcsoport téralldsa ugyancsak befolyasolhatja az antigénfelismerési

folyamatot.

4.1.6. A fejlesztett modszer osszehasonlitisa mds immunanalitikai modszerekkel

A kifejlesztett ELFIA modszer LOD értékét Osszehasonlitottuk tovabbi, a szakirodalomban
fellelhet6 ~ immunanalitikai ~ moddszerekkel — (példaul  immunoassay, immunszenzor).
Altalanossagban elmondhatd, hogy a ZON meghatarozasara alkalmas immunanalitikai
modszereket legtobbszor a célvegyiilet mezdgazdasagi terményekbdl (kukorica, blza, arpa, rizs)
torténd kimutatasara fejlesztették, igy a LOD értékiiket altaldban a termény egységnyi tomegének
ZON-tartalmaként adtdk meg (példaul pg/kg). Az dsszehasonlithatosag érdekében az altalunk
megvizsgalt modszereknél ezért ezt a paramétert dtszamitottuk a mintakivonatok modszerleirdsa
szerinti végsO higitasara. A legtobb esetben ugyanis a mintdk szerves olddszeres kivonatait
hasznaltak (altaldban vizes acetonitrilben vagy metanolban), mely oldoszerek koncentracidja
azonban altalaban legalabb 0,1%-ig vagy az ald csokkent, amikor az adott modszer soran
alkalmazott pufferoldattal a mintat annak ZON-tartalmanak a mérési tartomanyba eséséig
higitottdk. A LOD ¢és a mérési tartomany szélessége tekintetében viszonylag nagy eltéréseket
talaltunk a kapcsolodd szakirodalomban. ELISA-vizsgalatok esetében volt olyan modszer,
melynek LOD értéke 0,002 ng/ml (LIU et al. 2015), mig egy masiké 10 ng/ml (PICHLER et al.
1998), ami két nagysagrendbeli eltérést jelent. A talalt adatokat attekintve elmondhatd, hogy az
alacsonyabb LOD értékit (0,01 ng/ml és azalatti tartomany) modszerek legtobbje az
immunszenzorok csoportjaba tartozik, példaul Tang és munkatarsai az indirekt versengé ELISA
immunaffinitasi oszloppal vald dsszekotésével 0,002 ng/ml-t tudtak elérni (TANG et al. 2014), de
létezik olyan felszini plazmonrezonancian alapuld szenzoros modszer, ahol a LOD érték 0,56
ng/ml (HOSSAIN és MARAGOS, 2018). A legalacsonyabb és a legmagasabb LOD kozott szamos
technikat talaltunk, az ELISA formatum mellett beleértve példaul a radioimmunoassay-t, az
elektrokémiai immunszenzort, vagy a plandris hulldmvezetére alapozott immunszenzort
(THOUVENOT ¢és MORFIN 1983, GOUD et al. 2019, NABOK et al. 2021). Az atnézett
modszerek adatai alapjan az altalunk fejlesztett ELFIA a maga 0,09 ng/ml LOD-értékével a
kozEépsd tartomanyban helyezkedik el, mely az antitestek specifitdsanak nodvelésével tovabb
csokkenthetd. Az indukalt fluoreszcencia mérésén alapuld vizmindség-vizsgalat elénye azonban
nem elsésorban az érzékenység, hanem a modszer egylittes alkalmazhatdsaga in situ koriilmények
kozott olyan vizmindségi paraméterek meghatarozasara, mint a teljes szerves széntartalom, az
algastirliség vagy szerves mikroszennyezok (ZON, glyphosate novényvéddszer hatdoanyag és

carbamazepin gyogyszerhatdanyag) jelenléte. Az immunfluoreszcencias modul mérési
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lehetdségei emellett kiterjesztheték tovabbi célvegyiiletekre iS, amennyiben megfelelé antitest

beszerezheto.

4.1.7. Zearalenon (ZON) meghatdrozdasa teljes belsé visszaverddéses ellipszometria

modszerrel

Az immunoassay modszert teljes belsé visszaverddéses ellipszometrias (TIRE) szenzoros
detektalassal is alkalmaztak. Az eljarasban a polarizalt fény W és A paramétereit, vagyis a fény p-
és s- komponenseinek faziseltolodasat mérik, melyek az szenzorfelszinen adszorbealt réteg
vastagsagatol és a refraktiv index valtozasaitol egyarant fliggnek (NABOK ¢és
TSARGORODSKAYA 2008). Mivel a A paraméter valtozasai egy nagysagrenddel nagyobbnak
bizonyultak a W valtozasainal, szenzorvalaszként a A(A) spektrumot alkalmaztik a TIRE
modszerben. A versengé ZON-immunoassay soran a A(A) spektrum alakulasa és a TIRE vizsgalat
soran kapott kalibraciés gorbe (a ZON koncentracidja aranyaban az adszorbealt réteg
vastagsaganak valtozasa) a 13. abran lathatok. A szenzorvalasz a 12. abrahoz hasonld, ahol a
legmagasabb ZON-koncentracio eredményezte a legalacsonyabb jelet, ami versengd immunoassay
esetében tipikus. A sztenderd kalibracids gorbe alapjan a modszer megallapitott LOD értéke ZON
esetében 0,01 ng/ml.
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13. abra: Versengd immunszenzor zearalenon (ZON) meghatarozasara teljes bels
visszaverddéses ellipszometrids (TIRE) detektalasi modszerrel. (a) A A(L) spektrum tipikus
sorozatai aranyfelszinen (1), poliallilamin-hidrokloridon (2), ZON-szarvasmarha-
szérumalbumin-konjugatumon (3), szarvasmarha-szérumalbuminon (4), antitest-ZON
komplexen eldinkubalt elegybdl, melynek ZON-tartalma: 100 (5), 10 (6), 1 (7), 0,1 (8) és 0,01
(9) ng/ml. (b) Az adszorbealt réteg vastagsaganak valtozasa a ZON koncentracioja fliggvényében
(az eléinkubalt elegyben) a TIRE mérések adatainak illesztése alapjan. Az abszcisszén a
koncentracioértékek logaritmikus 1éptékben feltiintetve szerepelnek.
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4.1.8. Zearalenon (ZON) meghatarozdasa nagyteljesitményii folyadékkromatogridfias
(HPLC) modszerrel

A ZON-koncentraciokat HPLC miiszeres analizissel is meghataroztdk a kromatogramok
megfelelo retencios idohoz (6,12 perc) tartozd cstcsai alatti terliletek alapjan harom parhuzamos
mérésben. A 236 nm hulldmhosszon meghatarozott, 10 és 2000 ng/ml kozotti ZON-
koncentraciokhoz tartozd csucsok alatti terlileteket linearis regresszidval vizsgaltak, ahol a
koncentraciofiiggés determinacios egyiitthatdja (R?) minden mérésnél 0,999 volt. A sztenderd
oldatokban felvett kalibracios gorbéket is vizsgaltak metanol és viz 7:3 ardnyu, valamint abszolut
a linedris regresszio meredekségi egyiitthatdja metanol és viz esetén 26,90 = 0,06, metanol és PBS
esetén pedig 25,92 + 0,06 volt. A kromatografias csucsoknak a hattérjelhez valé viszonyat a 236
nm ¢és 274 nm hulldmhosszokon felvett jelintenzitdsok (cstcsteriiletek) ardnydval vizsgaltak. Az
érték a sztenderd oldatok esetében 2,15 wvolt. A relativ szorasok a kiilonb6zo
koncentracioszinteknél a harom parhuzamos injektalas esetén 0,65% és 1,76% kozott voltak. A
moddszer LOD értékét ZON esetében 10 ng/ml koncentracioban hataroztdk meg. A kromatogram
¢s a linearis kalibraci6 (atlagos csucs alatti teriiletek és szoérdsaik a hdrom parhuzamos mérés

alapjan) a 14. abran lathatok.
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14. abra: A zearalenon (ZON) nagyteljesitményti folyadékkromatografidval (HPLC) késziilt
kromatogramja 1 pg/ml koncentracioban metanol:foszfatpufferes sdoldat 1:1 aranyu elegyében
oldva. Az inzertben lathaté diagram: A ZON linearis kalibracioja (atlagos csucs alatti teriilet a
harom parhuzamos mérésbol szorasokkal) a 10-2000 ng/ml koncentraciotartomanyban 236 nm

hulldmhosszon UV detektéalassal csatolt nagyteljesitményti folyadékkromatografiaval
meghatarozva.
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A fentiekben ismertetett modszerekben (ELFIA, TIRE, HPLC) végzett koncentraciomérések
Osszehasonlitasaval megallapitottuk, hogy milyen mértéki egyezést mutattak az egyes
moddszerekben meghatarozott ZON-koncentraciok a 0,01 — 1000 ng/ml koncentracidtartomanyban
(15. abra). Jol lathato, hogy a haromdimenzios diagramban, melyben az egyes tengelyeken az adott
mintadban az adott moédszerrel mért ZON-koncentraciok szerepelnek, a harom koncentracioérték
egymashoz val6 viszonyat mutatd diagrampontok pontosan a harom moédszer altal meghatarozott
paramétertér (esetiinkben kocka) testatljan haladd egyenesre esnek. Ez nem meglepd, hiszen a
nominalis és mért koncentracioértékek kozotti meredekség mindharom modszer esetében 1-hez
kozeli érték (1,030+0,053), a determinacids egyiitthatok (R?) értéke pedig 0,999 folstti volt
(R%Lria: 0,9999, R%ire: 0,9992, R2%hpic: 0,9999).

15. 4bra: A zearalenon (ZON) haromféle eljarassal, igy enzimjelzéses fluoreszcens immunoassay
(ELFIA), teljes bels6 visszaverddéses ellipszometrias (TIRE) szenzoros, valamint
nagyteljesitményii folyadékkromatografias (HPLC) modszerrel detektalt koncentracidinak
Osszevetése haromdimenzios koordinatatérben, a 0,01-1000 ng/ml koncentracidtartomanyban. A
(szaggatott piros vonal) pontos illeszkedéssel a paramétertér testatlojan (pontozott sziirke vonal)
halad. A koordinatatengelyeken a ZON-koncentracioértékek logaritmikus 1éptékben feltiintetve
szerepelnek.
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4.2. Glyphosate-meghatarozasi vizsgalatok

Glyphosate-tartalom meghatarozasahoz olyan heterogén fazisu, versengé immunoassay modszert
dolgoztunk ki, mely mind abszorbancia, mind fluoreszcencia detektalasaval alkalmazhatd. A
vizsgalat soran a mikrotiterlemez iiregeinek felszinén régzitett, human szérumalbuminnal (HSA)
konjugalt glyphosate-analég 1ép reakcioba a glyphosate-specifikus antitesttel, mely
immunkomplex 1étrejottét a mintaban jelen levo glyphosate kompetitiven gatolja. Az immunogén
fehérjekonjugatum eldallitaisa soran a glyphosate hapténmolekulajaban a  glicinrész
nitrogénatomjan helyezték el azt a kapcsoloreagenst (karboxi-metil-csoportot) amelyet azutan
hordozofehérjéjéhez (HSA) konjugaltak, igy az antiszérum a glyphosate nitrogénatomjanak
modositasaval 1étrehozott hapténhez mutat erés affinitast (és nem glyphosate-hoz), ezért az
antitestek eredményes alkalmazhatosaga érdekében a vizsgalat soran a mérni kivant glyphosate-
molekulakat a hapténmolekuldhoz hasonld szerkezetre sziikséges alakitani. Ehhez a minta-
elékészitési miiveletsor elejére beiktattunk egy szarmazékképzési 1épést, amely nitrogénatomrol
eltavolitja a disszociabilis hidrogénatomot. Ez az atalakitds egyetlen N-acilezési lépésben
megvalosithatonak és az antitest szelektivitdsa szempontjabdl is megfelelének bizonyult. A
modszert optimalizaltuk glyphosate meghatarozasara felszinivizmintakban, talajmintakban és

ndvényi szovetmintikban is.

4.2.1. Glyphosate-tartalom meghatdrozdsa abszorbancia és fluoreszcencia detektdlasdval

Az eldallitott glyphosate-specifikus immunreagensek felhasznalasaval indirekt versengé ELFIA
rendszerben vizsgalatokat végeztink a glyphosate kalibraciés gorbéi, valamint a LOD
meghatarozasdhoz. A tesztekben 0 €s 100 ng/ml k6zotti koncentracioban alkalmaztunk pufferben
oldott glyphosate analitikai sztenderdet, ahol a Rodbard-egyenlet (RODBARD ¢és HUTT 1973)
alapjan illesztett gorbét felvettiik, és a LOD értéket is megallapitottuk, mind abszorbancia, mind
fluoreszcencia detektalasa esetén. A két modszer dsszehasonlithatosaga érdekében a kapott jeleket
relativ értékként jelenitettik meg, aranyitva azokat az adott detektalasi modszerrel kapott

maximalis (gatolatlan) jelszinthez (16. abra).
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16. abra: Verseng6 indirekt kalibracios gorbék glyphosate meghatarozasara abszorbancia
(fekete) és fluoreszcencia (piros) detektalasaval 576 és 593 nm-en, 0,5 pg/ml glyphosate-analog—

crer

hordozofehérje-konjugatummal érzékenyitett lemez és 0,4 png/ml koncentracioji glyphosate-
analogra specifikus antitest alkalmazasa esetén. A normalizalt (jel/jelmax) adatokat atlag + szoras
formaban jelenitettilk meg. Az abszcisszan a koncentracidértékek logaritmikus 1éptékben
feltliintetve szerepelnek.

Abszorbancia detektalasa esetén a jelet 576 nm hullamhosszon mértiik. Az abszorbancia
detektalasaval kapott értékekre illesztett gorbe paramétereit a 6. tablazat tartalmazza. A
kifejlesztett modszer LOD értéke abszorbancia detektalasa esetén 0,22 ng/ml, melyet a negativ
kontroll (0 ng/ml glyphosate) 576 nm hullimhosszon mért optikai slirlisége alapjan szamitottunk
ki (hattér), melybdl a hattér szordsanak haromszorosat kivontuk.

A fejlesztett modszer esetében fluoreszcencia detektalasa esetén a jelet 593 nm hullamhosszon
mértiik. A fluoreszcencia detektalasaval kapott értékekre illesztett gérbe paramétereit a 7. tablazat
tartalmazza. Fluoreszcencia mérésével a LOD értéke 0,09 ng/ml, melyet a negativ kontroll altal
hattér szordsdnak hadromszorosat. Amellett, hogy az indukalt fluoreszcencia detektalasaval 2,4-
szer alacsonyabb LOD értéket tudtunk elérni, a dinamikus mérési tartomany valamelyest
meredekebb, mint abszorbancia mérése esetén (16. abra), hasonléan a ZON-tartalom

meghatarozasara fejlesztett rendszer esetéhez.
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6. tablazat: A glyphosate abszorbancias detektalasanak értékeire Rodbard-egyenlet! alapjan
illesztett gorbe paraméterei

A gorbeillesztéshez hasznalt matematikai egyenlet:
A, — A,
Xo
R?: 0,986
Paraméter Erték + szoras
Abszorbancia As 1.005 + 0.005
Az 0,384 £ 0,010
X0 10,752 +£ 1,071
p 0,944+ 0,111

! Négyparaméteres Rodbard-egyenlet. Az dtparaméteres Rodbard-egyenlet 6tddik paramétere
szimmetrikus gorbe esetén 1.

7. tablazat: A glyphosate fluoreszcencias detektdldsanak értékeire Rodbard-egyenlet! alapjan
illesztett gorbe paraméterei

A gorbeillesztéshez hasznalt matematikai egyenlet:
A —A
_ M . 2 4,

1+ G”

R%: 0,990
Paraméter Erték + szoras
Fluoreszcencia Al 1,014 + 0,002
Az 0,254 + 0,022
Xo 7,939 + 0,952
p 1,054 + 0,120

! Négyparaméteres Rodbard-egyenlet. Az dtparaméteres Rodbard-egyenlet 6tddik paramétere
szimmetrikus gorbe esetén 1.
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Az Aquafluosense projekt keretén beliil fejlesztett modszeriink egy jarmiibe szerelt mobil
laboratériumi miiszercsalad részét képezi. Igy a glyphosate meghatarozasa in situ koriilmények
kozott is lehetséges. A teljes mérési folyamat, mely soran 25 minta egyidejii mérése lehetséges
harom parhuzamosban, koriilbeliil hdrom 6rat vesz igénybe: husz perc a szarmazékképzés, két ora
a minta és az elsO antitest kozos inkubacioja, 30 perc a masodik antitest inkubacidja, majd 2—10
perc a jelfejlodés. A vizsgalat soran fontos a mikrotalcat parafilmmel lefedni a parolgés
megeldzése érdekében. A human szérumalbumin adszorpcidja a mikrotiterlemezhez alacsony pH
mellett visszafordithatd, igy tujabb érzékenyités lehetséges ugyanazon a felszinen, de a

mikrotiterlemezek ujrahasznositasa ELISA/ELFIA vizsgalatokban nem megszokott.

4.2.2. Az immunoassay optimalizdldsa

Az egyes immunoassay-teszteken beliili (intra-immunoassay) és tesztek kozotti (inter-
immunoassay) statisztikai vizsgalat elvégzéséhez pufferoldatban oldott, egy szarmazékképzési
folyamatbol szarmaz6 mintakat nyolc koncentracion, tiz ismétlésben, valamint tiz kiilonb6z6
mintakhoz tartoz6 mért koncentracioértékeket a teszteken beliil és a tesztek kozott atlagoltuk. Az
eredmények alatamasztottdk azt az 4altalanosan elfogadott nézetet, mely szerint a mérés
megbizhatdsaga, pontossaga és ismételhetosége a szigmoid gorbe also platdja kornyékén nem
optimalis. Az analitikai kimutatasi hatar k6zelében a mérések szorasa magasabb, mint a sztenderd
gorbe inflexios pontjanal (1Cso), mely rontja a glyphosate-tartalom meghatarozasanak pontossagat
(8. tablazat). Alacsonyabb (0,28-0,45 ng/ml) koncentraciok esetén a relativ szoras (CV%) teszten
beliil 25,1% ¢és tesztek kozott 15,0% mértékiinek mutatkozott, mig az ICso értek (10,75 + 9,07
ng/ml) kornyékén teszten beliil 8,7%, tesztek kozott pedig 7,7% volt.

8. tablazat: A modszer teszten beliili és tesztek kozotti pontossaga glyphosate meghatarozasara
pufferoldatban

Teszten beliili (intra-assay) Tesztek kozotti (inter-assay)
atlagos detektalt glyphosate- atlagos detektalt glyphosate-
ioncentrécié gznygp/m ) v ioncentréci(') Ezn):;ml) Cv
0,28 + 0,07 25,1 0,45+ 0,07 15,0
1,04 £0,15 14,4 1,43+£0,13 9,2
3,74+0,30 8,0 4,27 +0,29 6,9
11,84 +1,03 8,7 12,14 + 0,93 7,7

CV%: relativ szoras
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4.2.3. A glyphosate-specifikus antitestek keresztreaktivitisinak vizsgdlata

A csirkébdl nyert glyphosate-specifikus antitestek specifitasat kiillonb6z0, szerkezetileg
glyphosate-hoz hasonlo vegyiiletekkel vald keresztreaktivitasuk alapjan ellendriztiik. A
keresztreaktivitasi vizsgalatokba bevontuk a glyphosate f6 bomlastermékeként szamontartott
AMPA-t, valamint a hasonld szerkezeti N-(foszfono-metil)-imino-diecetsavat (PMIDA), az
imino-diecetsavat, a glicint, az N-acetil-glicint és a szarkozint (9. tablazat). Az eredmények alapjan
a szerkezetileg hasonl6 vegyliletek csak olyan extrém magas koncentracioban befolyasoltdk a
méréseket, melyek kornyezeti szempontbol nem mindsiilnek relevasnak. A legmagasabb gatlasi
értéket elérd PMIDA 6701 €s 1650 ng/ml-es nominalis koncentracidjanal a mindossze 0,89, illetve

0,31 ng/ml koncentraciot detektaltunk, mely az antitestek 0,013, valamint 0,018%-0s gatlasat

jelenti.

9. tablazat: A glyphosate és rokonvegyiiletei altal kivaltott keresztreakciok (CR%)

Névleges Detektalt Detektalt/névleges
Vegyiilet koncentracio koncentracio koncentracio
(ng/ml) (ng/ml) (CR%)
100 99,3 +0,8 100
glyphosate
50 50,4+ 1,1 100
AMPA 6700 <01 <0,0015
(amino-metil-foszfonsav) 100 <0,1 <0,01
PMIDA
] 6700 0,89 0,013
(N-(foszfono-metil)-
o ) 1650 0,31 0,018
imino-diecetsav)
imino-diecetsav 100 <01 <0,01
szarkozin 100 <0,1 0,01
o 6700 <01 <0,0015
glicin
100 <01 <0,01
N-acetil-glicin 100 <0,1 <0,01

A keresztreakcid vizsgalatat foszfationnal is elvégeztiik, mivel a glyphosate meghatarozasat
felszini vizbdl, talajbol, élelmiszerbdl vagy ndvényi szovetekbdl megzavarhatja a mintdban vald

jelenlétével. Az eredmények azt mutattdk, hogy a keresztreaktivitas nagyon alacsony (10.

tablazat). Ennek ellenére elé6fordulhatnak olyan esetek, melyekben sziikséges szamolni vele.
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10. tablazat: A foszfation (mint potencialis zavaré komponens felszini vizekben) altal kivaltott
keresztreakciok (CR%)

Névleges foszfatkoncentracio Detektalt glyphosate- Detektalt/névleges
(mM) koncentraci6 (ng/ml) koncentraci6 (CR%)
175,0 17,6 < 0,0015 (6,0 x 107)
87,5 8,40 <0,0015 (5,7 x 10°)
43,8 4,10 <0,0015 (5,5 x 107)
21,9 2,26 <0,0015 (6,1 x 107)
atlag <0,0015 (5,8 x 107°)

4.2.4. A modszer alkalmazdsa kornyezeti és biologiai mintikon

A matrixhatds-vizsgalatot, melyben a minta célvegyiilettdl eltérd Osszetevdje altal okozott
eredményt befolyasold hatidsokat vizsgaltuk (lasd 2.3.2. fejezet) felszini viz esetében hat,
kiilonboz6 helyrdl szarmazo minta alkalmazasaval végeztiik el, melyek koziil kettd a Velencei-
tobol szarmazott Agard ¢és Pakozd kornyékérdl, egy a visegradi Pisztrangos tavakbol, egy az
azokat taplald forrasbol, egy a Duna budapesti szakaszardl, valamint egy a Balatonbdl Tihany
kornyékérdl. A vizsgalatot talajminta €s ndvényi szovetmintak (gyokér és levél) esetében is
elvégeztiik. A kompetitiv ELFIA modszerhez tartozo kalibracios gorbék felvételéhez a higitatlan
vizmintakban és 1:10 aranyban higitott talajmintaban 0 ¢és 400 ng/ml kozti glyphosate-

koncentraciokat alkalmaztunk (17. abra).
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17. abra: Az ELFIA tesztek kalibracios gorbéi a glyphosate 0-400 ng/ml koncentracidju
tartomanyaban puffer (fekete), dunai vizminta (kék) és talajminta (piros) vizsgalata esetén,
fluoreszcencia 593 nm-en torténd detektalasaval, 0,5 ug/ml glyphosate-anal6g—hordozofehérje-

cre

antitest alkalmazasaval. A normalizalt (jel/jelmax) adatokat atlag + szoras formaban jelenitettiik
meg. Az abszcisszan a koncentracioértekek logaritmikus Iéptékben feltlintetve szerepelnek.

A matrixhatds meghatarozasdhoz statisztikailag 0Osszehasonlitottuk a mintdkban végzett
vizsgalatok gdrbéihez tartozo ICso értékeket a pufferben végzett tesztek gorbéinek ICso értékével
(11. tablazat). A pufferben végzett teszt ICso értéke 12,5 + 0,4 ng/ml volt, mig a vizmintak esetében
ez az értek 11,9 és 12,3 ng/ml koz¢é esett 0,3 és 0,6 ng/ml kozotti szorasokkal. Az értékek kozott
felszinivizmintak esetében statisztikai eltérést nem igazoltunk (p > 0,05), ezért az abran csak egy
vizmintat jelenitettiink meg (17. abra).

Tekintve, hogy a modszer LOD értéke fluoreszcens detektalas esetén 0,09 ng/ml, és higitatlan
felszinivizmintak esetében matrixhatas nem Iépett fel, a modszer alkalmas a glyphosate 0,1 ng/ml
koncentraci6 alatti mennyiségének kimutatdsara is, mely az Eurdpai Unidban ndvényvéddszer-
hatéanyagokra a hivatalos MRL ivévizben (EUROPEAN PARLIAMENT AND COUNCIL
2020).
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11. tablazat: A matrixhatas meghatarozasahoz dsszehasonlitott felszinivizmintak gorbéinek 1Cso
értékei €s szorasuk

Felszinivizminta ICso érték (ng/ml) Szorés
(GPS koordinatakkal) 50 & (ng/ml)
puffer 12,5 0,4
Velencei-t6 Agardnal
(47,190938, 18584617) 12.1 05
Velencei-t6 Pakozdnal
(47,213213, 18,577223) 12,0 04
visegradi Pisztrangos t6
(47,774661, 18,986223) 12.1 03
visegradi Pisztrangos t6, taplalo
forras 12,3 0,3
(47,773565, 18 985176)
Duna Budapestnél
(47,518549, 19,046216) 11.9 06
Balaton Tihanynal
(46,913958, 17,893470) 12,0 04

A talajminta mérése soran kismértékli matrixhatast hataroztunk meg 1:10 aranyu higitas esetén
(ICs0 érték 9,7 + 0,4 ng/ml) a pufferes vizsgalat eredményéhez viszonyitva (ICso érték 12,5 + 0,4
ng/ml), ez a statisztikailag szignifikans eltérés azonban 1:100 ardnyt higitdsndl mar nem

mutatkozott (p > 0,05).

Napraforgobol nyert novényi szovetmintak esetében a foszfatpufferes kivonatban a matrixhatés
meghatarozashoz a levél- és gyokérkivonatban vettiik fel a felszinivizmintdk és a talajminta
esetében is alkalmazott 0 és 400 ng/ml kozotti koncentraciokban glyphosate-ot, majd az illesztett
kalibracids gorbék ICso értékét hasonlitottuk az ugyanezen koncentraciokban pufferben felvett
glyphosate gorbéjének ICso értékével (18. abra). Szamottevd matrixhatas kiilondsen a
gyokérextraktumban mutatkozott. Amennyiben a foszfatpufferes kivonatokat foszfatpufferrel 1:10
aranyban higitottuk matrixhatdas nem mutatkozott, és ICso értékként az alabbiakat kaptuk:
pufferben 12,5 + 0,4 ng/ml, levél kivonataban 12,5 = 0,3 ng/ml, gyokér kivonatiban 11,8 £ 0,3
ng/ml. Az értékek statisztikailag nem tértek el egymastol (p > 0,05).
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tartomanyaban puffer (fekete), levélkivonat (z6ld) és gyokérkivonat (barna) vizsgalata esetén,
fluoreszcencia 593 nm-en torténd detektalasaval, 0,5 ug/ml glyphosate-anal6g—hordozofehérje-

crer

antitest alkalmazasaval. A normalizalt (jel/jelmax) adatokat atlag + szoras formaban jelenitettiik
meg. Az abszcisszan a koncentracioértekek logaritmikus Iéptékben feltlintetve szerepelnek.

4.3. A glyphosate gatlo hatasanak vizsgalata egyes RGD-specifikus integrinek RGD-

szekvenciahoz vagy sajat ECM fehérjéhez valo kotodésére

Vizsgalatunk célja az volt, hogy kideritsiik, hogy a glyphosate gatlo hatasa fellép-e mas integrinek
esetében is, tovabba, hogy kizardlag a hatdanyag gyakorolja-e, vagy valamelyik szdrmazéka
(bomlasterméke vagy technikai szennyezdje) iS. Szintén kérdés volt, hogy mely molekularis
tulajdonsagok eredményezik a glyphosate ezt az altalunk a kozelmultban, de e tanulmanyt
megel6zden felismert hatdsat, melyhez a szerkezetileg hasonld vegyiiletek vizsgalatat vettiik
igénybe. Vizsgalatainkat az aVB3- mellett az a5B1- és az allbp3-integrinen is lefolytattuk. A
kotodési képesség meghatarozasahoz heterogén fazisu affinitasi-kotédési  immunoassay-t

alkalmaztunk (19. abra).

_ 75—



&-» A-E

19. abra: Az enzimmel jelolt immunszorbens assay (ELISA) sematikus abraja. A mikrotiterlemez
tiregeinek falat az adott integrinhez nagy affinitassal kot6d6 makromolekuldkkal (RGD-
oligoszekvenciat tartalmazo szintetikus polimer, vagy ECM-fehérje, példaul vitronektin,
fibrinogén vagy SARS-CoV-2 tiiskefehérje receptorkoté doménje) érzékenyitettiik, a fennmarado
kotdhelyeket szarvasmarha-szérumalbuminnal blokkoltuk (A). Az adott integrin (B)
kolcsonhatasba 1épett a felszinhez rogzitett makromolekulaval a ligandumként (C) alkalmazott
(glyphosate és rokon vegyiiletei) hianyaban, illetve 022 mM koncentracioban valo jelenlétében a
koncentraciotdl fliggéen. A felszini makromolekuldkhoz rogziilt integrinmolekuldkat egérben
termelt integrinspecifikus antitestekkel (D) azonositottuk, majd egy jeldléenzimmel (HRP)
konjugalt egérspecifikus masodik antitesttel (E) jeloltik. A HRP kolorimetrias reakcidjahoz
szubsztratként hidrogén-peroxidot hasznaltunk, a kromofor pedig 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin volt
(F). Ha a ligandum gatolta az integrin kotddését a felszinhez rogzitett makromolekuldkhoz, az
ELISA tovébbi 1épései nem mentek végbe, ezért szinjel nem jott 1étre.

A vizsgalt ligandumok kore (1. abra) magaba foglalta a célvegyiilet glyphosate-ot
izopropilammoniumsdja formajaban, mely szamos glyphosate-alapt gyomirtoszer-készitményben
fordul el6, példaul a Roundup Classic-ban, valamint gyakoribb vagy kevésbé gyakori
bomlastermékeit és technikai szennyez6it (1. tablazat). Az AMPA a glyphosate bomlasterméke,
mely annak mikrobialis és fotodegradacios lebomlasa utjan képzodik vizben és talajban
(GRANDCOIN et al. 2017), mig az N-acetil-glyphosate a géntechnoldgiai uton modositott, N-
acetiltranszferaz enzimet kifejez6 glyphosate-tolerans novényekben a legnagyobb mennyiségben
képz6dd bomlastermek (SIEHL et al. 2007). A tovabbi vizsgalt vegyliletek kisebb mértékben
képz6dd bomléastermékek vagy technikai szennyezOk. Fizikai-kémiai tulajdonsdgaik szerint
mindegyik vizoldékony, kozottiik a glyphosate vizoldhatésaga a legnagyobb, mely szokatlan
tulajdonsag novényvéddszer-hatdbanyag esetében. Ezek a tulajdonsagok megmutatkoznak a
vegyiiletek lipofilitasaban is (oktanol-viz megoszlasi hanyados), mely az 1. tablazatban lathato.

A moédszert minden esetben a szakirodalomban leirt (KAPP et al. 2017), illetve korabban
fejlesztett vizsgalatunk (SZEKACS et al. 2018) alapjan allitottuk 6ssze. Utobbiban a glyphosate
11 mM (1,86 mg/ml) koncentracional az oavp3-integrin RGD-koté képességét csaknem teljes
mértékben (96,3 + 3,2%) gatolta (SZEKACS et al. 2018). A vizsgalt anyagok

koncentraciotartomanyanak aljat a korabbi vizsgalatban gatlo hatast még el nem éré glyphosate-
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koncentracidhoz igazitottuk (137,5 uM, 0,0232 mg/ml glyphosate), mig a tartomany fels6 hatara
a teljes gatlast elér6 22 mM, mely 3,72 g/l glyphosate vagy 5,02 g/l glyphosate
izopropilammonium-sé. Ez a koncentracidé Roundup Classic herbicid gyartd altal kijuttatasra
ajanlott, 1:100 aranya higitast oldatiban mérhetd glyphosate-koncentracionak felel meg. A
vizsgalt koncentraciok a tesztekben 22, 11, 5,5, 1,1, 0,138 mM voltak (2. tablazat). A
koncentraciok gatlo hatasat mind a hét vegytilet esetében meghataroztuk (1) avp3 kétddésére az
ECM fehérje vitronektinhez, (2) avp3 kotédésére RGD-szekvenciahoz, (3) a5p1 kotédésére RGD-
szekvenciahoz és (4) allbB3 kotddésére az ECM fehérje fibrinogénhez. A glyphosate és szerkezeti
analogjai altal kifejtett gatlas mértéke minden vizsgalati rendszerben az 12. tablazatban lathato. A
glyphosate gatld hatasat meghataroztuk avp3 kotddésére a SARS-CoV-2 tiiskefehérje (S-fehérje)
receptorkoté doménjéhez is, melynek eredménye alapjan az S-fehérjét a tovabbi vizsgalatokba

nem vontuk be.
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12. tablazat: A vizsgalt ligandumok (glyphosate és szerkezeti analdgjai) ICso értéke, és az altaluk
elért legmagasabb gatlas integrineken

ELISA ICso érték (mg/ml és mM)? (elért maximalis gatlas %)
Integrin aVp3 aVp3 a5p1 allbp3
Mikrotiterlemezre ] .
kotott reagens RGD vitronektin RGD fibrinogén
Gatloszer
0,46 + 0,08 >3,72 1,64 £ 0,54 >3,72
glyphosate 2,7+0,5 > 22 9,7+32 > 22
(100,0 + 3,9%) | (44,8 £ 3,6%) (85,7 £2,1%) | (40,2 +2,6%)
amino-metil- 0,14 +£ 0,02 0,17 £ 0,04 > 2,44 > 2,44
foszfonsav 1,3+0,2 1,5+04 > 22 > 22
(AMPA) (95,9 + 2,2%) (75,3 + 2,1%) (44,8 +2,6%) | (aktivacio)?
> 4,64 > 4,64 > 4,64 > 4,64
N-acetil-glyphosate > 22 > 22 > 22 > 22
(40,6 £ 2,2%) (47,5 + 1,2%) (15,0 £ 2,0%) (n. d.3)
> 1,65 > 1,65 > 1,65 > 1,65
glicin > 22 > 22 > 22 > 22
(39,5+6,6%) | (39,5+2,4%) | (22,1+3,3%) (n.d.)
> 2,58 1,08 +0,12 0,68 +0,11 > 2,58
N-acetil-glicin > 22 9,2+1,0 5,8+0,9 > 22
(46,8 + 3,7%) (58,5 + 0,8%) (98,9+£2,3%) | (aktivacio)
> 1,96 > 1,96 > 1,96 > 1,96
szarkozin > 22 > 22 > 22 > 22
(35,0+12%) | (37,9+23%) | (13,4+2,1%) (n.d.)
> 2,93 1,53 +0,20 > 2,93 > 2,93
imino-diecetsav > 22 11,5+1,5 > 22 > 22
(24,6 £7,9%) | (52,4+4,2%) (8,0 = 2,0%) (n.d.)

LAz ICso érték az a koncentracio, ahol a vizsgélt anyag elérte teljes gatldsi hatasanak 50%-at.
2Aktivacid esetén gatlas helyett erdsité hatast taldltunk, mely a negativ kontrollénal magasabb
abszorbanciajelben mutatkozott meg. > Nem detektaltunk hatast.

4.3.1. Gdtlo hatas aVp3-ra RGD szekvencidt tartalmazo biopolimerrel valo érzékenyités

esetéen

A glyphosate és szerkezeti analdgjai a'V3-integrinre gyakorolt gatld hatasa a gatld vegytilettdl és
a felszinre rogzitett érzékenyitétdl fliggden ~25-100% kozott valtozott. Az RGD szekvenciat
tartalmazé biopolimerre alapozott rendszerben a glyphosate és az AMPA teljes, illetve csaknem
teljes gatlast ért el, mig ECM fehérjével vald érzékenyités esetén gatld hatasuk csokkent. Ezzel
ellentétben a szerkezeti analdogok esetén az ECM fehérjealapt rendszerben a gatld hatas
er6sebbnek bizonyult. A legalacsonyabb gatlo hatast a glyphosate az integrin S-fehérjéhez vald

kotddésére gyakorolta.
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Az RGD szekvenciat tartalmazd biopolimer alkalmazasa biztositotta, hogy a mikrotiterlemez
felszinén kizarolag ez a kotdhely alljon rendelkezésre az integrin szdmara. Ilyen kortiilmények
kozott 22 mM koncentracional a glyphosate és az AMPA (3,72 és 2,44 mg/ml) teljes, illetve kozel
teljes gatlast (100,0 £ 3,9% és 95,9 £ 2,2%) ért el, valamint ICso értékeik sem tértek el
nagymértékben egymastol (2,7 = 0,5 mM és 1,3 0,2 mM, 0,46 + 0,08 és 0,14 = 0,02 mg/ml). A
szerkezeti analogok ugyancsak fejtettek ki gatlo hatast, de a koziiliik leger6sebb N-acetil-glicin
sem érte el az 50%-ot a legmagasabb alkalmazott koncentracional. 22 mM koncentracidban az
integrin kotédését az N-acetil-glicin (2,58 mg/ml) 46,8 + 3,7%-ban, az N-acetil-glyphosate (4,64
mg/ml) 40,6 + 2,2%-ban, a glicin (1,65 mg/ml) 39,5 + 6,6%-ban, a szarkozin (1,96 mg/ml) 35,0 +
1,2%-ban, mig az imino-diecetsav (2,93 mg/ml) minddssze 24,6 + 7,9%-ban gatolta.

4.3.2. Gatlo hatas aVp3-ra vitronekeinnel valo érzékenyités esetén

Az aVP3-integrin ECM fehérjealapti rendszerében a mikrotiterlemez felszinének érzékenyitése
vitronektinnel tortént. A tesztek soran mind a glyphosate, mind az AMPA gyengébb gatlast
okozott, mint az RGD szekvenciara alapozott tesztek esetén, a legmagasabb (22 mM)
koncentracional (3,72 mg/ml glyphosate és 2,44 mg/ml AMPA) 44,8 + 3,6%, valamint 75,3 +
2,1%-os gatlast eredményezve. Ebben a rendszerben az AMPA gatl6 hatasanak I1Cso értéke 1,5 +
0,4 mM (0,17 + 0,04 mg/ml). A tovabbi gatloszerek koziil az N-acetil-glyphosate (4,64 mg/ml),
az N-acetil-glicin (2,58 mg/ml), valamint az imino-diecetsav (2,93 mg/ml) hatasa az RGD-alapu
rendszerhez viszonyitva erésebbnek bizonyult (47,5 + 1,2%, 58,5 + 0,8% és 52,4 + 4,2%). Az N-
acetil-glicin ICso értéke 9,2 = 1,0 mM (1,08 + 0,12 mg/ml, az imino-diecetsavé pedig 11,5 = 1,5
mM (1,53 £0,20 mg/ml) volt. Glicin (1,65 mg/ml) és szarkozin (1,96 mg/ml) esetében az RGD-
vel, illetve ECM fehérjével érzékenyitett mikrotiterlemezen végzett tesztek eredményei kozt
szignifikans eltérést nem tapasztaltunk (p > 0,05). ECM fehérjével valo érzékenyités esetén a

maximalis gatlas 39,5 + 2,4%, illetve 37,9 + 2,3% volt.

4.3.3. Gadtlo hatas aVp3-ra SARS-CoV-2 tiiskefehérje receptorkoté doménjével valo

érzékenyités esetén

Mivel a SARS-CoV-2 virus tiiskefehérjéje (S-fehérje) tartalmazza az RGD motivumot, a
glyphosate aVB3-integrin kotodését gatld hatasat egy erre alapozott rendszerben is megvizsgaltuk,
ahol 22 mM (3,72 mg/ml) koncentracional mindossze 35,6 + 4,4%-os gatld hatast ért el. Ez az
eredmény kozvetetten arra mutat, hogy a virus tiiskefehérjéje egyéb biokémiai utvonalak mellett

az RGD kotohely segitségével is ki tudja fejteni hatasat. Mivel a glyphosate a legerdsebb hatast az
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aVB3-integrinre gyakorolta, és az egyéb ligandumok kozott messze a legerésebb gatlonak

bizonyult, az S-fehérjét a tovabbi rendszerekbe nem vontuk be.

4.3.4. Gatlo hatas aS5p1l-re RGD szekvencidt tartalmazo biopolimerrel valo érzékenyités

esetéen

Bar az 0sszes vizsgalt vegylilet gyakorolt valamilyen szintli gatl6 hatast az a5f1 RGD motivumhoz
vald kotédésére, teljes gatlast csak az N-acetil-glicin ért el 22 mM (2,58 mg/ml) koncentracional
(98,9 + 2,3%), ICx értéke pedig 5,8 £0,9 mM (0,68 + 0,11 mg/ml) volt. Az RGD-alapu ELISA
rendszerben a glyphosate hatasa 3,7-szer, mig az AMPA hatasa 17,5-sz6r bizonyult
alacsonyabbnak a5p1-integrinre nézve, mint aVp3-ra. A glyphosate 22 mM (3,72 mg/ml) esetén
85,7 + 2,1%-os gatlast eredményezett, ICsg értéke pedig 9,7 = 3,2 mM (1,64 + 0,54 mg/ml) volt,
mig az AMPA a legmagasabb koncentracional (22 mM, 2,44 mg/ml) 50% alatti, mindossze 44,8
+ 2,6%-0s gatlast ért el. A tovabbi gatldszerek koziil a glicin hatasa volt a legerdsebb (22,1 + 3,3%
a legmagasabb koncentracional), mig ugyanezen koncentracion az N-acetil-glyphosate, a
szarkozin €s az imino-diecetsav hatdsa ennél alacsonyabbnak bizonyult 15,0 + 2,0%, 13,4 +2,1%

és 8,0 £2,0%-o0s gatlast elérve.

4.3.5. Gatlo hatds al1bp3-ra fibrinogénnel valo érzékenyités esetén

Az Osszes vizsgalt vegyiilet koziil kizardlag a glyphosate gatolta az integrin fibrinogénhez vald
kotddését, 22 mM (3,72 mg/ml) koncentracional 40,2 + 2,6% gatlast okozva. Amellett, hogy az
N-acetil-glyphosate, a glicin, a szarkozin és az imino-diecetsav esetében gatlé hatds nem volt
megfigyelhetd, az AMPA ¢és az N-acetil-glicin az integrin kdtodésére aktivald hatast gyakorolt,
mely a mérés sordn a kotddés gatlasaval jaro jelcsokkenéssel szemben a negativ kontrollnal, tehat
a szabad kotddés jelszintjénél magasabb értéket adott (AMPA esetében a negativ kontroll jelének
tobb, mint a kétszeresét). Ebben a rendszerben a mérés hatterének jelszintje a tobbi rendszeréhez
viszonyitva magasabb volt, de a vizsgélatok soran kapott jelek is tobbszérosen meghaladtdk a mas

érzékenyitOre alapozott vizsgalatokét.

4.3.6. A kornyezeti szempontbdl legfontosabb glyphosate és AMPA gatlo hatdsa

A glyphosate és az AMPA, mint a két kdrnyezeti szempontbol legfontosabb vegyiilet hatasat mind
a négy vizsgalati rendszerben — valamint glyphosate esetében az aVB3-integrin S fehérjéhez vald

kotédésére is —a 20. abra foglalja 6ssze.
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20. abra: Fent: A glyphosate koncentraciofiiggd gatld hatasa aVB3 kotédésére RGD-hez (fekete),
vitronektinhez (kék) és S-fehérjéhez (piros), a5p1 kotédésére RGD-hez (rdzsaszin) és allbp3
kotédésére fibrinogénhez (z6ld). Lent: Az AMPA koncentraciofiiggd gatld hatasa aVB3
kotédésére RGD-hez (fekete), vitronektinhez (piros), a5B1 kotddésére RGD-hez (kék) és allbp3
kotddesére fibrinogénhez (rézsaszin). Az abszorbancia mérése 492 nm detektalési
hullamhosszon tortént, az adatokat a harom parhuzamos mérés atlag + szérasanak formajaban
jelenitettiik meg. Az abszcisszan a koncentracioértékek logaritmikus 1éptékben feltiintetve
szerepelnek.
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Az aktiv hatoanyag glyphosate esetében megallapithatd, hogy gatolja az integrinek RGD-
szekvenciat felismerd kotohelyét. Az RGD motivumot hordozd biopolimerrel érzékenyitett
felszinen végzett vizsgalataink soran az aVP3- és a5B1-integrinekre 100,0 + 3,9%, illetve 85,7 +
2,1%-0s gatlast gyakorolt. ECM ¢és S-fehérje érzékenyitésii vizsgalatok soran, ahol az RGD
motivum mellett a fehérjék egyéb kotdhelyei is rendelkezésre alltak az integrinek szdmara, a
legerésebb, 44,8 + 3,6%-os gatlast az aVP3 vitronektinhez vald kotédésére gyakorolta. A
glyphosate erés affinitasa az integrinek RGD-szekvenciat felismerd kothelyéhez abbol is
vilagosan latszik, hogy kizardlag a glyphosate gatolta az allbp3 és ECM fehérjéje, a vitronektin
kozott. Az integrinek szerkezete tartalmaz egy olyan kettds kotddési kotdhelyet, mely az RGD
kotohely kozelében vagy azon beliil talalhatd, és az integrin—ligandum-kapcsolat 1étrejottéhez
sziikséges. Feltételezésiink szerint a glyphosate karboxiterminalisa az RGD-motivumban talalhato
aszparaginsavhoz hasonléan viselkedik, igy a glyphosate-molekula és az integrin kozott
kationcsere tud végbemenni, és a glyphosate az integrinmolekulaval hidrofob kotést tud kialakitani
(RUOSLAHTI 1996, SZEKACS et al. 2018). Vizsgalataink soran a glicin glyphosate-nal
alacsonyabb gatlo hatast ért el RGD-szekvenciat tartalmazo biopolimerekre alapozott
rendszerekben, ami azt mutatja, hogy a glyphosate-nal megfigyelt gatlashoz a glicin- és foszfonil-
részekre egyarant sziikség van.

Vizsgalatainkban a f6 metabolit AMPA ugyancsak erds affinitdst mutatott az integrineck RGD-
szekvenciat felismerd kotéhelyéhez, bar ez alacsonyabb volt, mint a glyphosate esetében. Az
allbp3-integrin fibrinogénhez vald kotddése esetében aktivacids hatast allapitottunk meg. Az
aVB3 esetében 22 mM (2,44 mg/ml) koncentracional 95,9 + 2,2%-os mértékben gatolta a ktodést
RGD-szekvenciahoz, mig vitronektinhez 75,3 + 2,1%-ban.

Bar teljes gatlast bizonyos integrinek esetében csak a glyphosate, az AMPA ¢és az N-acetil-glicin
ért el, a legmagasabb koncentracioként alkalmazott 22 mM koncentracional kapott eredmények
(21. abra) hasznos informacioval szolgalhatnak a vizsgalt vegyiiletek adott integrinhez valo

kotodési affinitasa tekintetében.
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21. abra: A glyphosate és rokon vegyiiletei gatlasi potencialja 22 mM koncentracional. A piros
szaggatott vonal a kiilonb6z6 ELISA rendszerek eredményeit valasztja el. Az adatokat atlag +
szoras formaban jelenitettilk meg. Az oszlopok feletti betiik a kiilonbozé ELISA rendszerek
kozotti statisztikai eltéréseket abrazoljak (p < 0,05).

Erdekes megfigyelés, hogy az AMPA ¢és az N-acetil-glicin az allbp3 integrin-kotddési aktivitasat
a vizsgalatok soran erdsitette. Korabbi vizsgalatok eredményei alapjan az integrinek (példaul az
allbB3) alacsony affinitast allapotat az Gn. ,,csavart csavar” (coiled-coil) szerkezeti motivum
ciszteinjei kozotti diszulfidhidak stabilizaljdk. Ezekkel a diszulfidhidakkal az integrint aktivalni
képes kismolekuldju reagensek (példaul a redukalo agens ditiotreitol) kolcsonhatasba léphetnek
(YAN és SMITH 2001, KIM és GINSBERG 2011). Az N-acetil-glicin azonban nem redukald
agens, igy hatdsa feltételezhetden nem ennek az ismert, diszulfidhidakon keresztiil kifejtett

aktivald hatasnak koszonheto.

4.3.7. Biokémiai és lehetséges egyészségiigyi vonatkozdsok

Korabbi vizsgalatunk (SZEKACS et al. 2018) a szakirodalomban elséként allapitotta meg a
glyphosate sejtadhézios folyamatokban részt vevé avp3-integrinre gyakorolt gatlo hatasat. A
bioszenzoros mérések eredményei egyértelmiien kimutattak, hogy a glyphosate koncentraciotol
fliggben szignifikansan gatolta a preoszteoblaszt sejtkultara sejtjeinek letapadasat az RGD-
motivummal érzékenyitett feliiletre az RGD-szekvenciat felismerd integrinek blokkolésa altal. Ez
azt jelzi, hogy a glyphosate 8,7%-os koncentraci6 f6l6tt megzavarhat minden olyan folyamatot,
melynek a sejtadhézidé része. Ezen transzmembran receptorok gatlasa vagy aktivacidja

fontossaganak kiemelése érdekében megemlitek néhany olyan élettani folyamatot, melyben az
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integrinek fontos szerepet jatszanak. Az avp3 nagy mennyiségben fejezOdik ki aktivalt
endotéliumsejteken, az Ujonnan fejlédott érfalban és bizonyos tumorsejteken, melyeknél a
véredényképzddés folyamatdban részt vesz (példaul tumorfejlédés soran). Szabdlyozza a
tumorsejtek letapadasat és vandorlasat és ezen keresztiil a metasztazis kialakuldsanak folyamatat
(TANG et al. 2020). Nyugalmi allapoti endotéliumsejteken és a legtobb egészséges
szervrendszerben nem aktiv, ezért célzott anti-angiogén terapia esetén megfeleld valasztas lehet
(LIU et al. 2008). A SARS-CoV-2 tiiskefehérje receptorkoté doménje kapcsolatba tud 1épni az
avPB3-integrinnel az RGD-motivumon keresztiil, mely az érfal ateresztOképességének
novekedésével jarhat. Ez magyarazhatja az endotéliumsejtek bizonyos miikodési rendellenességeit

példaul COVID-19-fert6zés soran (NADER és KERRIGAN 2022).

A glyphosate hatékony gatld6 RGD-szekvencia megkotése esetén. Ha mas felismeréhelyek is
hozzéjarulnak a kotédés kialakulasahoz, a hatasa gyengiil, mely azt jelzi, hogy a SARS-CoV-2
tiskefehérje nem csak az avp3-hoz kotédik az RGD-motivumon keresztiil. Az avp3 adhézios

------

aktivacidja kronikus gyulladdsos folyamatokat eredményezhet (ANTONOV et al. 2011).

Az o5B1 miikodése endotéliumsejteken kifejez6dd integrinként ugyancsak elengedhetetlen az
érfejlddés soran. Az aS-alegységgel rendelkezd integrinek kritikus szereppel birnak az
embriogenezis alatti érfejlodésben és a teljes érhalozat kialakitasaban (FRANCIS et al. 2002).
Géncsendesitéssel elért hidnya haldlos kimenetelii sziv- és érrendszeri elvaltozasokat okozott (LI
et al. 2009). Mindezek mellett az a5B1 differencialatlan egérembrionalis dssejteken az egyik

.....

szempontjabol kritikus szereppel birnak (PIMTON et al. 2011).

Az ollbB3 nagy mennyiségben fejezddik ki a vérlemezkéken és progenitorsejtjein, igy kdzponti
szerepe van a vérlemezkék funkcidjanak szabalyozasaban, a hemosztazis fenntartasaban és példaul
arteridlis trombozis kialakuldsa soran (HUANG et al. 2019). Aktivacigja eldsegiti a
terapidkba gyakran bevonjak. Bizonyos RGD-motivumot tartalmazo6 allbp3-gatlokat kifejezetten
trombozis megeldzésére fejlesztettek, mégis az el6fordulds esélyének novekedését eredményezték
integrinaktivalasi képességiik miatt (BLUE et al. 2009).

Mind a harom integrin megkoti az echistatint (GAN et al. 1988, PFAFF et al. 1994), mig a
tirofiban-t és az epifibatide-ot csak az allbp3 (HARTMAN et al. 1992, SCARBOROUGH et al.
1993). A SARS-CoV-2 tiiskefehérje vizsgalata bizonyitja az integrinek szerepét fert6z6 patogének
esetében is, mely a szakirodalomban is megjelenik (CLAES etal. 2017, VOSS et al. 2013, NADER
et al. 2020, TAl et al. 2020, SIGRIST et al. 2020).
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A glyphosate gatlasi potencialjanak specifikus élettani kovetkezményei ebben a fazisban nehezen
megjosolhatok. A konkrét feltételezések nagyrészt feltételezéseken alapulnanak, melyeket
lehetséges egészségiigyi hatasok feltérképezésére végzett vizsgalatok eredményei egyelére nem
tamasztanak ala, bar a tudomanyos tarsadalom mar jelezte sziikségességiiket (MESNAGE és
ANTONIOU 2017). Egészségiigyi hatasok vizsgalatara vonatkozoéan legalabb allati
modellszervezetek bevondsara lenne sziikség. Eredményeink hozzdjarulhatnak nagyobb
specifitasi integrinligandumok fejlesztéséhez, illetve sejtadhézios vizsgéalatokban specidlis

felszinek kialakitasahoz.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. A zearalenontartalom meghatarozasara fejlesztett modszer kovetkeztetései

Az Aguafluosense projekt keretein beliil sikeresen fejlesztésre keriilt egy modularis
miszerrendszer, mely bizonyos vizmindségi paraméterek fluoreszcenciaalapi meghatarozasara
alkalmas. Az analitikai jel fluoreszcencids meghatarozasa az enzimhez kotott immunoassay-t
kovetden a modszer érzékenységének novekedését eredményezte, igy 2,8-szor alacsonyabb LOD
értéket tudtunk elérni, mint kolorimetrias meghatarozassal. A LOD fluoreszcencia detektalasa
esetén 0,09 ng/ml, a hagyomanyos kolorimetrias ELISA esetén pedig 0,25 ng/ml volt. A rezorufin
kolorimetrids alapu meghatarozasa a klasszikus, OPD-t alkalmazé moddszerénél is alacsonyabb
LOD értéket eredményezett (LODopp = 0,85 ng/ml). A mezdgazdasagi szennyezok alacsonyabb
mennyiségben vald meghatirozasa a felszini vizekben hatékonyabb monitorozési vizsgalatokat
eredményez. Me¢érési eredményeinket nagyteljesitményli folyadékkromatografias (HPLC)
miszeres analitikai modszerrel és teljes belsd visszaverddéses ellipszometrias (TIRE)
immunszenzorral is validaltuk. Bar a szenzortechnoldgia egy nagysagrenddel alacsonyabb LOD
értéket adott fejlesztett immunfluoreszcencias modszeriinknél, az utobbi nagy elénye az in situ
koriilmények kozotti mérés lehetdsége, valamint a 96-lyuka mikrotiterlemez hasznalata a mérések
soran, melynek alkalmazasa egyszerre 25 minta hdrom parhuzamos mérésben torténd
meghatarozasat teszi lehetové hét pontra illesztett kalibraciés gorbéhez viszonyitva. A ZON
meghatarozasara fejlesztett in situ alkalmazhatd mérémodul-prototipus dinamikus mérési
tartomanya 0-400 ng/ml. Mind az immunfluoreszcencias modszer, mind a miiszerprototipus az
Aquafluosense vizmindségi paraméterek ¢és szennyezOk meghatdrozasara alkalmas modularis

miszercsalad részét képezik.

5.2. A glyphosate-tartalom meghatarozasara fejlesztett modszer kovetkeztetései

A munkank soran fejlesztett verseng6, enzimjelzéses ELFIA szintén az Aquafluosense projekt
keretein beliil fejlesztett modszer- és miszercsalad alkalmazasi lehetdségét képviseli. Az elért
LOD (0,09 ng/ml) 2,4-szer alacsonyabb, mint kolorimetrias detektalas esetén (0,22 ng/ml). A
tesztekben hasznalt glyphosate-specifikus antitestek kotodését nem gatolta sem az AMPA (a

glyphosate f6 bomlasterméke), sem mas, a célvegyiilethez hasonld szerkezetii vegyiilet. A

crer
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meghatarozasat, mely az egyedi novényvéddszer-maradékokra a legmagasabb engedélyezett szint.
A fejlesztett immunoassay lehetévé teszi a hatékonyabb monitorozasi vizsgalatok lefolytatasat in
situ koriilmények kozott, koltséghatékony modon, alacsony LOD értékkel és nagy érzékenységgel.
Alkalmazhat6 higitatlan vizmintdkban, valamint névényi szovet- és talajmintakban 1:10 és 1:100
aranyu higitéas esetén.

A 96-lyuka mikrotiterlemez alkalmazasa a ZON mérésére fejlesztett immunoassay-hez hasonldan
egyszerre 15 minta parhuzamos mérését teszi lehetévé. A kifejlesztett 0j modularis
miszerrendszer és ELFIA modszereink legnagyobb eldnye az, hogy ezek révén tobb vizszennyezo

egyidejli meghatarozasa is lehetséges.

5.3. A receptorgatlasi vizsgalatok eredményeinek kovetkeztetései

A tesztek soran a gyomirtdszer-hatéanyag glyphosate altalunk kordbban megallapitott (SZEKACS
et al. 2018), avP3-integrinre gyakorolt gatld hatasat vizsgaltuk kiszélesitett korben, melyhez két
tovabbi RGD-szekvenciat felismerd integrint, és a hatdbanyag rokon vegylileteit ¢és
bomlastermékeit vontuk be. A heterogén fazisu receptorkotési immunoassay formatumban
elvégzett gatlasi tesztek eredményei alapjan levont kovetkeztetéseink: a korabban meghatarozott
teljes gatlashoz, tehat az avB3-integrin érzékenyitdé makromolekuldhoz vald kotddésének
glyphosate altali teljes mértékii blokkolasahoz hasonldé mértékii hatast csak bizonyos esetekben
figyeltiink meg. A glyphosate mellett az AMPA is teljes mértékben gatolta az avp3 kotodését az
RGD-szekvenciahoz, valamint az N-acetil-glicin szintén teljes mértékben gatolta az a5B1
kotodését az RGD-tartalmu szintetikus polimerhez. A glyphosate gatlo hatasa specifikusnak tlinik
avfB3-integrinre nézve, melynek kulcsszerepe van a véredényképzddés folyamatanak
szabalyozasaban, példaul tumorndvekedés soran. Néhany glyphosate bomlastermék csak részleges
gatlast okozott (8,0-58,5%), mig a tobbi vegyiilet gatlasi képessége elhanyagolhatonak bizonyult.
Az AMPA az avp3 RGD-hez valo kotddésének teljes gatlasa (95,9 + 2,2%), valamint az avp3
vitronektinhez vald kotodésének erds gatlasa (75,3 + 2,1%) mellett az allbp3 kotédését az ECM
fehérje fibrinogénhez erdsitette, melynek magyarazata lehet a Ca?*-koté képesség. Ugyanezt a
jelenséget figyeltik meg N-acetil-glicin esetében is. Bar az avpf3 RGD-szekvencidhoz valod
kotodését 46,8 £ 3,7%-ban, vitronektinhez vald kotédését 58,5 + 0,8%-ban, az a5p1 RGD-
szekvenciahoz valo kotodését pedig 98,9 + 2,3%-ban gatolta, az allbp3 kotddésére erds aktivalo

hatést gyakorolt.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Uj enzimjelzéses fluoreszcens immunoassay (ELFIA) modszer keriilt kifejlesztésre zearalenon
mikotoxin kimutatasara és mennyiségi meghatarozasara. A poliklonalis anti-ZON-CONA
nyulszérum alkalmazasaval kialakitott modszerben az analitikai jel koncentraciofiiggése szigmoid
lefutast kovetett, melynek ICso értéke 2,20 + 0,31 ng/ml, kimutatasi hatara (LOD) pedig 0,09
ng/ml. A mérési tartomany fels6 hatara 400 ng/ml. Keresztreaktivitasi vizsgalatokat a-zearalenol,
[-zearalenol, zearalanon, a-zearalanol és -zearalanol szarmazékokon végeztiink, melyek koziil a
legalacsonyabb keresztreaktivitast a P-zearalanol (1,1 + 0,2 CR%), legmagasabbat pedig a
zearalanon (26,7 + 3,4 CR%) mutatta a vizsgalatban alkalmazott anti-(ZON-CONA)
nyulszérummal. Felszinivizmintak esetében matrixhatdst nem detektaltunk, a modszer minta-

eldkészités nélkiil alkalmas felszinivizmintak zearalenontartalmanak meghatarozésara.

2. Uj enzimjelzéses fluoreszcens immunoassay (ELFIA) médszer keriilt kifejlesztésre glyphosate
novényvéddszer-hatdbanyag kimutatasara és mennyiségi meghatarozasara. A poliklonalis anti-
glyphosate-analog—HSA nyutlszérum alkalmazasaval kialakitott modszerben amoédszerben az
analitikai jel koncentraciofiiggése szigmoid lefutast kovetett, melynek ICsp értéke 12,5 + 0,4
ng/ml, kimutatasi hatara (LOD) pedig 0,09 ng/ml. A mérési tartomany fels6 hatara 100 ng/ml.
Keresztreaktivitasi vizsgalatokat amino-metil-foszfonsav (AMPA), N-(foszfono-metil)-imino-
diecetsav (PMIDA), imino-diecetsav, szarkozin, glicin és N-acetil-glicin vegyiiletekkel
végeztiink, melyek koziil a legmagasabb keresztreaktivitast az anti-(glyphosate analog-HSA)
csirke antitestekkel a PMIDA mutatta (6700 és 1650 ng/ml esetében 0,013, valamint 0,018 CR%).
Felszinivizmintak esetében matrixhatast nem detektaltunk. Novényi szovet- €s talaymintdk mérése
soran kismértekli matrixhatast hataroztunk meg, mely el6bbi esetében 1:10, utobbi esetében pedig
1:100 aranyu higitas esetén mar nem mutatkozott. A modszer alkalmas felsziniviz-, talaj- és

novényi szovetmintak glyphosate-tartalmanak meghatarozasara.

3. Az integrinek ligandumkotd képességének vizsgalatara alkalmas enzimjelzéses immunoassay
rendszerben teszteltiik a glyphosate névényvéddszer-hatéanyag és rokon vegyliletei gatld hatasat
avp3-, a5p1- és allbP3-integrinen. Kémiai szerkezetiikben analog rokon vegyiiletek vizsgalataval
kimutattuk, hogy az avB3-integrin RGD szekvenciahoz valé kotdédésére gyakorolt gatld hatashoz
a foszfono-metil-csoport jelenléte elengedhetetlen. Ebben az esetben glyphosate és az amino-

metil-foszfonsav (AMPA) gatld hatasa hasonlé mértékii volt. Az integrin vitronektinhez vald
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kotodése esetén a glyphosate gatlo hatasa csokkent, az AMPA hatasa nem valtozott szamottevéen,
mig az N-acetil-glicin és az imino-diecetsav hatasa er6sodott. RGD szekvencidhoz ktédésre a
glyphosate hatasa az AMPA-hoz viszonyitva specifikusabbnak bizonyult a5B1-integrin esetén, az
N-acetil-glicin pedig teljes gatlast ért el. Az allbp3-integrin fibrinogénhez valdé kotédésére
kizardlag a glyphosate gyakorolt gatld hatast, mig az AMPA és az N-acetil-glicin esetében
aktivaciot detektaltunk.
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7. OSSZEFOGLALAS

A kutatomunka soran, amelyr6l beszamolok, a zearalenon (ZON) mikotoxin és a glyphosate
gyomirtoszer-hatéanyag kimutatdsara és mennyiségi meghatarozasara alkalmas enzimjelzéses
fluoreszcens immunoassay (ELFIA) modszert fejlesztettiink ki, valamint vizsgaltuk a glyphosate
lehetséges gatld hatasat az arginin-glicin-aszparaginsav (RGD) oligoszekvenciat felismerd
integrinek ligandumkotési képességére.

Mivel a mezdgazdasagi tevékenységek tilnyomorészt nyilt technologidk, a kornyezettel allanddan
fennall6 kapcsolat révén a kiillonboz6é kémiai anyagok bejuthatnak a rendszerbe, vagy a
rendszerbdl kijutva megjelenhetnek a kornyezetben szennyezdanyagként. A mezdgazdasagi
technologidkbol szarmazo két legjelentdsebb szerves mikroszennyezd-tipus a novényveédd szerek

(és maradékaik), valamint a bizonyos ndvénypatogén gombak altal termelt mikotoxinok.

Napjainkban mikotoxinok koziil a Fusarium-fajok altal termelt zearalenon (ZON) nemcsak
korabban feltart hormonmodulans hatdsa miatt kap kiemelt figyelmet, hanem viszonylag ujonnan
felfedezett felszinivizszennyezd tulajdonsaga miatt is, melyre (az 4altaldnosan ismert
mezOgazdasagi terményeket szennyez6 tulajdonsaga mellett) nagyjabol az elmult két évtizedben
figyeltek fel. A glyphosate ezzel szemben ubikviter kdrnyezeti vizszennyez6vé valt, els6sorban a
forgalomba keriilése ota toretleniil novekvd, hatalmas felhasznalasi mennyisége miatt. Mindkét
vegylilet kimutatasdra szdmos analitikai modszer 1étezik, melyek koziil a miiszeres analitikai
modszerek kozos jellemzdje, hogy a minta-elokészités és a miiszerigény miatt altalaban 1do- és
koltségigényes eljardsok, melyek szakképzett munkaerdt igényelnek. A miiszeres analitikai
modszerek koltséghatékony alternativai e célvegyiiletek meghatarozésara a specifikus antigén—
antitest-kapcsolaton alapuld immunanalitikai eljarasok, melyek révén a miiszeres analitikai

modszerekéhez hasonld kimutatasi hatart (limit of detection, LOD) sikeriilt elérni.

A glyphosate hatbanyag integrinfehérjékre gyakorolt gatld hatasat kutatocsoportunk irta le
elséként. Az integrinek olyan sejtmembranba agyazott, a- és P-alegységbdl all6 heterodimer
kétiranyu  jelzéreceptorok, melyeknek megfeleld6 mikodése elengedhetetlen mind az
egyedfejlodés, mind a kifejlett szervezet megfeleld miikddése szempontjabol. Szabélyozo
funkcioik kiterjednek a sejt-sejt, és a sejt-extracellularis matrix (ECM) kozotti kapcsolatokra, de
szerepiik van patologiai folyamatok soran is. Adhézids receptorként a nem megfeleld miikodés
kiilonféle megbetegedéseket okozhat, beleértve gyulladasos és rakos elvaltozasokat is. Az arginin-
glicin-aszparaginsav (RGD) oligoszekvenciat felismerd integrinek a 24 ismert human integrin

legnagyobb csoportjat képezik, felismerd motivumuk esetenként a human patogének sejtbe
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kertilési Gitvonalanak része lehet. Mivel a glyphosate egy korabbi vizsgalatunkban gatolta az avf33-
integrin e motivumhoz valé kotédését, vizsgalatainkat kiterjesztettiik tobb RGD-specifikus

integinre, valamint a névényvéddszer-hatdanyag rokon vegytileteire.

A jelen dolgozatban ismertetett fejlesztések kozott i) ELFIA eljarasokat dolgoztunk ki az altalunk
az Aquafluosense projekt keretében korabban kifejlesztett modularis miiszercsalad
alkalmazasaval. Az ELFIA eljarasok célvegyiiletei részint a8 ZON mikotoxin, részint a glyphosate
hatéanyag voltak.

A ZON fluoreszcencia alapjan torténd kimutatasat a mikotoxin 6nallé fluoreszcencidjanak
vizsgélataval kiséreltiik meg. E mddszerrel a LOD értékét 11,5 pg/ml-ben hatdroztuk meg, igy ez
a megoldds nem bizonyult elég érzékenynek. Az indirekt versengé ELISA vizsgalatok
tovabbfejlesztése soran az alkalmazott QuantaRed Enhanced Chemifluorescent HRP Substrate Kit
tesztcsomag lehetdvé tette a rendszer valaszanak detektdlasat mind abszorbancia, mind
fluoreszcencia mérésével. A modszerben felvettiik a ZON kalibracios gorbéit, melyben a LOD
értéke abszorbancia detektalasa esetén a 0,25 ng/ml, mely 3,4-szer alacsonyabb a hasonld, 1,2-
fenilén-diamin-hidrokloridot (OPD) alkalmazo kolorimetrias ELISA LOD értékénél (0,85 ng/ml).
A végtermék rezorufin fluoreszcencidjanak detektalasaval a modszer LOD értéke 0,09 ng/ml, igy
fluoreszcencia detektalasa (ELFIA) tovabbi 2,8-szoros javulast eredményezett a modszer
érzékenységeében. A lehetséges matrixhatas meghatarozasdhoz pufferben és felszinivizmintaban
felvett higitasi sorok hét koncentraciora illesztett kalibracios gorbéit hasonlitottuk dssze, ahol
statisztikailag szignifikéns eltérést nem talaltunk (p > 0,05), mely alapjan felszinivizmintak
esetében a ZON mennyiségének meghatarozasa minta-elokészitési folyamat nélkiil elvégezhetd.
A rokon vegyiiletekkel végzett keresztreaktivitasi vizsgalatok soran mind abszorbancia, mind
fluoreszcencia detektdlasa esetén a zearalanon mutatta a legmagasabb relativ keresztreaktivitasi
érteket (25,7 £ 3,6 és 26,7 + 3,4 CR%), mig a legalacsonyabbat a -zearalanol eredményezte
(abszorbancianal 1,1 £ 0,2, fluoreszcencianal 0,9 = 0,1 CR%-ot).

Hasonlé indirekt versengd ELFIA rendszert a glyphosate hatdanyag kimutatasara is
kifejlesztettiink. Ebben a modszerben egy egylépéses minta-eldkészitési 1épésre is sziikség volt,
mely soran N-acilezéssel a célvegyiiletb6l szarmazékot képeztiink. Itt is a QuantaRed Enhanced
Chemifluorescent HRP Substrate Kit tesztcsomagot alkalmaztuk, igy a képzOdott végtermék
abszorbancidjanak és fluoreszcencidjanak mérésére is lehetdségiink volt. Abszorbancia
detektalasaval a modszer LOD értéke 0,22 ng/ml, mig fluoreszcencia detektalasa esetén 0,09
ng/ml, igy ebben az esetben a modszer 2,5-szer érzékenyebb, valamint a dinamikus mérési

tartomany szélesebb, és valamivel meredekebb, mint abszorbancia detektalasa esetén. A
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keresztreaktivitasi vizsgalatokat a glyphosate-hoz szerkezetileg hasonl6 vegytiletekkel végeztiik,
¢s a rendszer kifejezetten specifikusnak bizonyult a glyphosate hatéanyagra nézve, hiszen a
legmagasabb CR% értékii N-foszfono-metil-imino-diecetsav keresztreaktivitasa is csak 0,013—
0,018% volt (6700 ng/ml és 1650 ng/ml nominalis koncentracioknal). A lehetséges matrixhatast
vizsgaltuk novényi szdvetminta, valamint felsziniviz- ¢és talajminta esetében is. Novényi
szovetminta (levél és gyokér foszfatpufferes kivonata) esetében a higitatlan kivonatokban enyhe
matrixhatast tapasztaltunk a foszfatpufferben felvett kalibracios gorbéhez képest, am 1:10 aranyt
higitasnal matrixhatas nem mutatkozott, ICsp értékként az aldbbiakat kaptuk: pufferben 12,5 + 0,4
ng/ml, 1:10 higitott levélkivonatban 12,5 = 0,3 ng/ml, 1:10 higitott gyokérkivonatban 11,8 = 0,3
ng/ml, mely értékek statisztikailag nem tértek el egymastol (p > 0,05). Talajmintanal 1:10 aranyu
higitas esetén is még kismértékli matrixhatds mutatkozott, mely 1:100 aranyu higitassal
kikiiszobolhetdek bizonyult. Higitatlan felszinivizmintdk esetében matrixhatas nem 1épett fel, és
mivel a LOD érték fluoreszcens detektalds esetén 0,09 ng/ml, a modszer alkalmas az Eurdpai
Unidban novényvéddszer-hatdbanyagokra hivatalos MRL (0,1 ng/ml) alatti glyphosate-
koncentraci6 kimutatasara ivovizben. LOD értékeket tekintve mindkét ELFIA modszer a
kozépmezOnyben helyezkedik el a tobbi ismert eljarashoz képest, legnagyobb eldnyiliknek
koltséghatékonysaguk ¢és nagy érzékenységiik mellett a fejlesztett fluoriméter miiszerrel
kombinalva in situ korilmények kozott lefolytathatd monitorozasi vizsgalatokban vald
alkalmazhatosaguk bizonyul, mely mellé tarsul a 96-lyuku mikrotiterlemez altal biztositott

lehetdség egyszerre akar 15 minta parhuzamos mérésére.

A glyphosate (izopropilammoniumsdja), az AMPA, az N-acetil-glyphosate, a glicin, az N-acetil-
glicin, a szarkozin és az imino-diecetsav integrinreceptorok ligandumkotési képességére gyakorolt
hatdsanak vizsgalatat aVP3, a5B1 és allbB3 integrineken vizsgaltuk modositott (receptorgatlasi)
ELISA alkalmazasaval. A kialakitott rendszerek segitségével vizsgalni tudtuk e vegytiletek gatlo
hatasat (a) aVB3 kotdédésére RGD oligoszekvenciahoz, (b) aVB3 kotdédésére vitronektin ECM-
fehérjéhez, (c) a5P1 kotddésére RGD oligoszekvencidhoz, valamint (d) allbB3 kotddésére
fibrinogén ECM-fehérjéhez. Az altalunk alkalmazott maximalis koncentracidig (22 mM) teljes
gatlast mindGssze harom esetben allapitottunk meg: a glyphosate (3,72 mg/ml, 1Csg érték 2,7 + 0,5
mM, 0,46 £ 0,08 mg/ml) és az AMPA (2,44 mg/ml, ICso érték 1,3 + 0,2 mM, 0,14 + 0,02 mg/ml)
esetében avp3 kotédésére RGD-szekvencidhoz, valamint az N-acetil-glicin (2,58 mg/ml, ICso
értek 5,8 £ 0,9 mM, 0,68 £ 0,11 mg/ml) a5p1 kotdédésére szintén RGD-motivumhoz. A tovabbi
rendszerekben néhany bomlastermék csak részleges gatlast eredményezett (8,0-58,5%), a tobbi

vegyiilet gatlasi képessége elhanyagolhatonak bizonyult, mely alapjan a glyphosate és a
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bomlastermék AMPA gatld hatdsa specifikusnak tiinik avp3-integrinre nézve. Eredményeink
felhasznéalhatok nagyobb specifitasti integrinligandumok, valamint sejtadhézids vizsgalatokhoz
alkalmas specidlis felszinek fejlesztése soran. A gatld hatds élettani kovetkezményei e korai
fazisban nehezen megjosolhatok, de koziilik a programozott sejthalal (apoptozis) természetes

lefutasdnak megzavarasa sem kizarhato.
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8. SUMMARY

During the research reported here, we developed an enzyme-linked fluorescent immunoassay
(ELFIA) method capable of detecting and quantifying the mycotoxin zearalenone (ZON) and
herbicide active ingredient glyphosate, and investigated the possible inhibitory effect of glyphosate
on the ligand-binding capacity of integrins recognizing the arginine-glycine-aspartic acid (RGD)
oligosequence.

As agricultural activities are mostly open technologies of constant contact with the environment,
they can be exposed to various chemical substances from the environment or vice versa can
produce substances that occur as environmental pollutants. The two most significant types of
organic micropollutants originating from agricultural technologies are pesticides (and their
residues) and mycotoxins produced by certain phytopathogenic fungi.

Among mycotoxins, zearalenone (ZON), produced by Fusarium species, receives particular
current attention not only due to its demonstrated hormone-modulating effect but also due to its
relatively newly discovered surface water pollutant property, which has been indicated in the past
two decades alongside its well-known property of contaminating agricultural crops. In contrast,
glyphosate has become a ubiquitous environmental water pollutant, primarily due to its
continuously increasing, massive usage since its introduction to the market. There are numerous
analytical methods available for the detection of both compounds, among which instrumental
analytical methods typically require time and cost-intensive procedures due to their sample
preparation and equipment requirements that require skilled labor. Cost-effective alternatives to
instrumental analytical methods for determining these target compounds are immunological
analytical methods based on specific antigen-antibody interactions, which have achieved
comparable limits of detection (LODs).

Our research group was the first to describe the inhibitory effect of glyphosate on integrin proteins.
Integrins are transmembrane, a- and B-subunit heterodimeric bidirectional signaling receptors
essential for both individual development and the proper functioning of living organisms. Their
regulatory functions extend to cell-cell and cell-extracellular matrix (ECM) interactions, but they
also play a role in pathological processes. As adhesion receptors, their improper functioning can
cause various diseases, including inflammatory and neoplastic conditions. Integrins recognizing
the arginine-glycine-aspartic acid (RGD) oligosequence represent the largest group of the 28
known human integrins, and their recognition motif may sometimes be part of the cellular entry

pathway of human pathogens. Since glyphosate in a previous study of ours inhibited the binding
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of avP3 integrin to this motif, we expanded our investigations to include several RGD-specific

integrins, as well as compounds structurally related to glyphosate.

Among the developments presented in this thesis, we have developed new ELFIA procedures
using the modular instrument family developed by us within the Aquafluosense project. The target

compounds of these ELFIA procedures were ZON and glyphosate.

We attempted the detection of ZON by measuring fluorescence using the intrinsic fluorescence of
this mycotoxin. In this method we established an LOD value of 11.5 pg/ml, thus this solution did
not prove to be sufficienty sensitive. During further development of the indirect competitive
ELISA assays, application of the QuantaRed Enhanced Chemifluorescent HRP Substrate Kit
allowed signal detection in the system both by absorbance and fluorescence measurements. We
established ZON calibration curves in which the LOD value for absorbance detection was found
to be 0.25 ng/ml, 3.4 times lower than the corresponding LOD value of the colorimetric ELISA
using 1,2-phenylenediamine hydrochloride (OPD) (0.85 ng/ml). With the detection of the
fluorescence of the final product resorufin, the LOD value was found to be 0.09 ng/ml, allowing
an additional 2.8-fold improvement in method sensitivity. To determine possible matrix effects,
we compared dilution series taken in buffer and surface water, fitting calibration curves to seven
concentrations, where no statistically significant differences were found (p > 0.05), indicating that
the determination of ZON quantity in surface water samples can be carried out without sample
preparation. Cross-reactivity tests with structurally related compounds resulted in zearalanone
showing the highest relative cross-reactivity values (25.7 = 3.6 and 26.7 + 3.4 CR%) for both
absorbance and fluorescence detection, while B-zearalanol yielded the lowest (1.1 + 0.2 for

absorbance and 0.9 £ 0.1 CR% for fluorescence).

A similar indirect competitive ELFIA system was developed also for the detection of glyphosate.
In this method, a sample preparation step of derivatization by N-acylation of the target compound
was required. Here, too, we used the QuantaRed Enhanced Chemifluorescent HRP Substrate Kit,
allowing detection of the formed final product both by absorbance and fluorescence. The LOD
value of the method was 0.22 ng/ml and 0.09 ng/ml for absorbance and fluorescence detection,
respectively, indicating a 2.5-fold improvement in method sensitivity by fluorescence detection.
Cross-reactivity tests were performed with compounds structurally similar to glyphosate,
indicating that the method is explicitly glyphosate-specific as the highest CR% obtained by N-
phosphonomethyliminodiacetic acid was found to be 0.013-0.018% (at nominal concentrations of
6700 ng/ml and 1650 ng/ml, respectively). Matrix effects were examined in plant tissues, surface
water, and soil samples. In the case of plant tissue samples (leaf and root phosphate buffer
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extracts), slight matrix effects were observed in undiluted extracts compared to the calibration
curve in phosphate buffer, but no matrix effects at a dilution ratio of 1:10. ICso values obtained
were as follows: 12.5 £+ 0.4 ng/ml in buffer, 12.5 + 0.3 ng/ml in 1:10 diluted leaf extract, and 11.8
+ 0.3 ng/ml in 1:10 diluted root extract, with no statistically significant difference between them.
In the case of soil samples, a slight matrix effect was observed even at a dilution ratio of 1:10,
which could be eliminated with a 1:100 dilution. No matrix effect occurred in undiluted surface
water samples, and since the LOD value for fluorescence detection was 0.09 ng/ml, the method is
suitable for the detection of glyphosate concentrations below the official MRL (0.1 ng/ml) for
plant protection products in drinking water in the European Union. In terms of LOD values, both
ELFIA methods are in the middle range relative to other known methods, and in addition to their
cost-effectiveness and high sensitivity, their greatest advantage in monitoring studies is their in
situ applicability with the developed fluorimeter instrument, along with the possibility for parallel

measurement of up to 15 samples provided by the 96-well microplate format.

We investigated the effect of glyphosate (isopropylamine salt), AMPA, N-acetyl-glyphosate,
glycine, acetyl-glycine, sarcosine, and iminodiacetic acid on the ligand-binding ability of integrin
receptors aVB3, aSP1, and ollbB3 using modified (receptor-blocking) ELISAs. With the
developed systems, we were able to assess the inhibitory effect of these compounds on (i) aVB3
binding to RGD oligosequences, (ii) aVp3 binding to vitronectin ECM protein, (iii) a5B1 binding
to RGD oligosequences, and (iv) allbp3 binding to fibrinogen ECM protein. Up to the maximum
concentration we applied (22 mM), we observed complete inhibition only in three cases:
glyphosate (3.72 mg/ml, 1Cso value 2.7 + 0.5 mM, 0.46 + 0.08 mg/ml) and AMPA (2.44 mg/ml,
ICs0 value 1.3 = 0.2 mM, 0.14 £ 0.02 mg/ml) for avp3 binding to RGD sequences, and acetyl-
glycine (2.58 mg/ml, ICsp value 5.8 £ 0.9 mM, 0.68 £ 0.11 mg/ml) for a5p1 binding also to the
RGD motif. In the other systems, some degradation products resulted in only partial inhibition
(8.0-58.5%), while the inhibitory capacity of the other compounds was negligible, suggesting that
the inhibitory effect of glyphosate appears to be specific to avp3 integrin. Our findings could be
used in the development of surfaces suitable for higher specificity integrin ligands and cell
adhesion studies. The physiological consequences of the inhibitory effect are difficult to predict at
this early stage, but do not exclude the possibility of disruption of natural programmed cell death

(apoptosis) processes.
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KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekelott szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Prof. Székacs Andrasnak az
évek soran nyujtott szakmai iranymutatasaért, tanitasaért és tamogatasaért, melyek nélkiil e munka
nem johetett volna létre. Kiemelt kdszonettel tartozom Dr. Takacs Eszternek, Dr. Klatyik
Szandranak és Dr. Mortl Marianak mindazért a segitségért, amit a vizsgalatok lefolytatdsa és az
értekezés elkészitése soran nyujtottak. Koszondm a MATE KOTI AKK Kérnyezetanalitikai és
Okotoxikologiai Osztaly minden jelenlegi és volt dolgozojanak, hogy munkamat egy dsszetarto,
egymast feltétleniil tamogatd kozosségben végezhettem.

Koszonetemet fejezem ki a HUN-REN Energiatudomanyi Kutatokdzpont Nanobioszenzorikai
Laboratoérium munkatarsainak, Dr. Székacs Innanak és Dr. Horvath Robertnek a vizsgalt
integringatlasi folyamatok in vivo koriilmények kozotti igazolasaért EPIC bioszenzoros
modszerrel, valamint az integringatlasi immunoassay osszeallitasahoz nyujtott tanacsaikért. Halas
vagyok a BME Atomfizika Tanszék munkatarsainak, elsdsorban Dr. Kocsanyi Laszlonak, Dr.
Barocsi Attilanak és Dr. Lenk Séndornak, valamint az Optimal Optik Kft. munkatérsainak,
elsésorban Dr. Domjan Laszlonak és Dr. Szarvas Gabornak a vizsgdlataimban hasznalt
fluorimétermodul-prototipus miiszaki kifejlesztéséért, valamint az Izotép Intézet Kft.
munkatarsainak, elsdsorban Dr. Keszei Csabanak és Dr. Szemenyei Erzsébetnek a glyphosate-
specifikus immunreagensek elkészitéséért. Koszonettel tartozom tovabba Prof. Alexei Naboknak
a Sheffield Hallam Egyetemen a teljes belsd visszaverddéses ellipszometrias vizsgalatok
elvégzéséért.

Végiil, de nem utolso sorban szeretnék koszonetet mondani tiirelmiikért és lelki tAmogatasukeért
csaladomnak és barataimnak, akik egyetemi hallgatdi palyafutasom alatt mindvégig mellettem

alltak.

Vizsgalataim az alabbi palyazatokhoz kapcsolodtak: ,, Komplex vizmindsitést in Situ megvalosito,
kozvetlen és immunfluoreszcencian, valamint optikai és lézeres plazma-szinképelemzésen
alapuld, modularis, érzékeld- és miiszercsalad kifejlesztése, tovabba az alkalmazasi teriiletek
kutatasa” (Aquafluosense, NVKP 16-1-2016-0049), Kooperativ Doktori Program 2020 (Nemzeti
Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios hivatal, KDP-2020), ,,Az agrar- és élelmiszergazdasag
l1étfontossdgli rendszerelemei és kritikus infrastrukturdi megerdsitésének kutatisa - kiilonds
tekintettel a vizbazisvédelem, a kiilonleges ¢lelmiszertermékek, az adatalapi miikodés, a
monitoringrendszer fejlesztésére ¢és a honvédelmi kritikus infrastruktarak miikodtetésének

korforgasos gazdasagi szemléletii fejlesztésére” (TKP2021-NVA-22; MATE 2024).
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