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1. A MUNKA ELOZMENYEIL CELKITUZESEK

A mezdgazdasdg novénytermesztési dgazatanak nagy része nyilt rendszer(i
technoldgidkon alapul. Ezek a rendszerek az ket koriilvevd kornyezettel
allandéan fennalld kapcsolatban allnak, mely lehetévé teszi, hogy mind a
technologia soran alkalmazott, mind a ndovénytermesztési teriileten beliil
termelddott anyagok a kornyezet elemeibe szennyezoként kikeriiljenek.

Az iparszerli mezégazdasagi technologidk sordn a kartevok elleni védekezés
leggyakoribb forméaja a kémiai névényvédelem, ahol a védekezés novényvédd
szerek  kijuttatdsadval  torténik, mely  kornyezeti  szempontbol
szennyezOforrasnak tekinthetd. A mezdgazdasagi technologidkbol szarmazo
két legjelentdsebb szerves mikroszennyezd-tipus a haszonndvények kartevoi
ellen alkalmazott névényvédé szerek, valamint a bizonyos névénypatogén
gombak 4altal termelt mikotoxinok, melyek a rendszeren beliil termel6do
vegyiiletek példai. Ezek a szerves mikroszennyezok a kijuttatist kdvetden
terjedhetnek a kornyezetben sodrodas, felszini lefolyds vagy bemosodas
révén, melynek eredményeként a szennyezok és bomlastermékeik elérhetik a
felszini ¢és felszin alatti vizeket, elszennyezve ezzel a vizi szervezetek
¢l6helyeit és mas élélények — koztiik az ember — vizforrasait.

A mikotoxinok olyan masodlagos anyagcseretermékek, melyeket egyes
patogén mikroszkopikus gombak valasztanak ki. El6fordulnak terményekben,
¢lelmiszerekben és takarmanyban is, €10 szervezetre gyakorolt hatasuk pedig
lehet genotoxikus, citotoxikus, mutagén, teratogén vagy akar rakkeltd is
(CIMBALO et al. 2020). Mikotoxinok koziil célvegyiiletnek a zearalenont
(ZON) vélasztottuk, melyet az Amerika, Azsia és Europa teriiletén is elterjedt
Fusarium nemzetség fajai termelnek. Legismertebb hatasa a hormonmodulans
hatas, ezért mikodsztrogénnek is nevezik. Az elmult években kimutattidk, hogy
(mas mikotoxinokkal egyiitt) felsziniviz-szennyezd tulajdonsagot is mutat,
melynek forrasa beoldddas, de esetenként a mikotoxinOK vizben torténd
bioszintézise is lehet (RUSSELL ¢s PATERSON 2003). Bar a ZON
vizoldhatosaga alacsony, kimutattak kiilonb6z6 vizmintakbol Eurodpa,
Brazilia és az USA tertiiletén is.

Az altalunk vizsgalt glyphosate gyomirtoszer-hatdéanyag mind a mai napig a
legnagyobb forgalmi ndvényvéds szer (SZEKACS és DARVAS 2018).
Tobb, mint 150 gyomfaj irtasara alkalmazzak a monokultirds mezdgazdasagi
tevékenységek mellett erdészetekben, varosi kornyezetben és vizi kulturdkban
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is (KANISSERY et al. 2019). Vizoldhatosaga a novényvéddszer-hatéanyagok
kozott kiemelkedden magas, mely hozzéjarul felsziniviz-szennyezéként vald
megjelenéséhez. Hatasmechanizmusa az aromds aminosavak bioszintézisében
a sikiminsav-utvonal miikddésében kulcsfontossagu enzim gatlasan alapszik,
mely novényekben, baktériumokban és gombakban taldlhatd, ezért allati
szervezetekre a hatéanyag varhat6 akut toxicitasa alacsony (APARICIO et al.
2013). Ennek ellenére amellett, hogy okotoxikoldgiai hatasait szarazfoldi és
vizi szervezeteken is kimutattdk, egyes kutatdsok szerint a hatdanyag és
els6dleges bomlasterméke (amino-metil-foszfonsav, AMPA) kornyezeti
megjelenése 0sszefliggésben lehet az alacsony dozisu kitettséggel kapcsolatba
hozott lehetséges human egészségiigyi hatasokkal (VAN BRUGGEN et al.
2018).

A mezbgazdasagi eredeti szerves mikroszennyezok a kornyezeti matrixok
(talaj, felszini viz, talajviz vagy levegd) mellett megjelennek névényekben,
terményekben ¢és feldolgozott élelmiszerekben is, ezért olyan meghatdrozasi
modszerekre van sziikség, melyek az adott célvegyiileteket a kiilonbdzd
tulajdonsdgt mintdkban minél alacsonyabb koncentracioban kimutatni
képesek. A novényvéddszer-maradékok, de féleg a mikotoxinok esetében ez
kiemelten fontos, mert toxikus hatasukat nagyon kis do6zis esetén is képesek
kifejteni, ezért hatdsagilag megengedett szintjiikk (élelmiszer-egészségiigyi
hatarérték) is alacsony (ivovizben novényvéddszer-maradékokra 0,1 pg/l,
¢lelmiszerben és takarmanyban mikotoxinokra 0,002-0,50 mg/kg,
novényvéddszer-maradékokra 0,01-0,20 mg/kg).

Glyphosate és ZON meghatarozasara a miiszeres analitikai eljarasok koziil
leggyakrabban a kromatografias modszereket alkalmazzak, melyek azonban
koltségesek, iddigényesek és a legtobbszor minta-el6készitési 1épést is
igényelnek. Az ilyen modszereknek jo alternativai lehetnek az
immunanalitikai eljarasok, melyek szelektivitasat a célvegytiletet specifikusan
felismer6 antitestek segitségével biztositjuk.

Az immunanalitikai moddszerek legelterjedtebb formaja a klasszikus
enzimjelzéses immunszorbens vizsgalat (ELISA), melyet mindkét célvegytilet
(glyphosate ¢és ZON) mennyiségi meghatarozasara alkalmaznak. ELISA
esetén a felismerd antitest és a célvegyiilet kapcsolddasat jeldléenzimmel
jelolik, mely a szubsztratuma hozzdadésa utdn mérésre alkalmas szinreakciot
katalizal. Szinreagens (kromofér) helyett alkalmazhaté példaul luminofor
vagy fluorofor is, melyeknél az enzimreakci6 végterméke lumineszcencia
vagy fluoreszcencia mérésével detektalhatd. Ezen érzékenyebb detektalasi
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modszerek alkalmazasa csokkentheti ugyanazon immunanalitikai mérési
folyamat kimutatasi hatarat.

A fentebb jellemzett glyphosate novényvéddszer-hatdbanyagrol elsdként
mutattuk ki, hogy gatlo hatast gyakorol az avp3-integrin kotédésére annak
RGD felismerdszekvenciajahoz (SZEKACS et al. 2018). Mivel a hatébanyag a
kornyezetben altalanosan eléforduld szennyezd, mely ujabb Kkitettségi
(expozicids) utvonalat jelenthet az é16 szervezetek szamara, a munkam soran
modositott receptorgatlasi ELISA tesztet alkalmazva vizsgaltuk ezt az
ujonnan felismert hatast az integrinfehérjék és a lehetséges gatloszerek
(glyphosate-hoz szerkezetileg hasonlé vegyiiletek) szélesebb korében.

Az integrinek a gerincesekben altalanosan eléfordul6 transzmembran, a- és -
alegységekbdl felépiil6, kétiranyt jelz6- ¢és adhézids receptorfehérjék.
Elsédleges feladatuk a kapcsolat fenntartasa kotdszoveti sejteket koriilvevo
nem sejtes makromolekularis rendszerrel (extracellularis matrix, ECM). Az
integrinek a sejten kiviili szakaszukon talalhato specifikus kotéhelyek révén
azonositani tudjak az ECM egyes fehérjéit (receptor—ligandum-kapcsolat), és
a kapcsolat (kotédés vagy letapadas) 1étrejottével informaciokat tovabbitanak
a sejt és kornyezete kozott (MORSE et al. 2014). E tevékenységiikkel
szabalyozé funkciot latnak el sejtélettani folyamatokban (pl. sejtszaporodas,
sejtvandorlas, differenciaciod), sejt—sejt-kapcsolatokban, az egyedfejlédés
soran, valamint bizonyos patologiai folyamatokban is. Az emberi
szervezetben talalhatd 24 integrin négy csoportja a leukocita-, a kollagén-, a
laminin- és az RGD (arginin-glicin-aszparaginsav) szekvenciat felismerék. Az
RGD-specifikus integrinek szerepe széles palettat fed le a sejtadhézio, a
sejtszaporodds, a sejtvandorlads és a véredényképzés soran, ezért gyakori
célcsoportot jelentenek orvosdiagnosztika, képalkotas és kisérleti gyogyszeres
kezelések teriiletén, valamint RGD-szekvenciat tartalmazo ligandumokat a
rakkutatasban is vizsgalnak, mert bizonyos integrinek nagyobb mértékii
kifejezddését figyelték meg tobb tipusti rakos megbetegedésnél (CHENG és
Y12019). A vizsgalatunk soran alkalmazott RGD-specifikus integrinek koziil
az avP3 és az a5P1 a vitronektin €s a fibronektin fehérjék receptorai, melyek
altalanosan fejezédnek ki a szervezetben (példaul endotéliumsejteken,
limfocitdkon, makrofdgokon). Az allbB3 csontveld-oridssejtek és bizonyos
tumorsejtek mellett elsdsorban a vérlemezkéken fejezédik ki (SCHAFFNER
¢s DARD 2003), ahol a fibrinogén receptoraként fontos szerepet jatszik a
véralvadéas folyamatdban. Az integrinek szdmos olyan folyamatban is részt
vesznek, melyeknek megzavarasa betegségek kialakulasahoz vezethet. Itt
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olyan sulyos betegségek is emlithetok, amelyek a programozott sejthalal
(apoptozis) egyensulyanak felborulasaval, igy akar malignus karcinogén
elvaltozasokkal is jarhatnak.

Munkam soran kutatohelyem az Aquafluosense projekt (NVKP_16-1-2016-
0049) konzorciumvezetdje volt, melyen belill egy komplex vizmindsitést in
situ megvalodsito, gerjesztéses kozvetlen és immunfluoreszcencian, valamint
optikai és 1ézeres plazma-szinképelemzésen alapuld, modularis érzékeld- és
miiszercsalad keriilt kifejlesztésre. E projekttel 6sszhangban célkitiizéseim az
alabbiak voltak:

1. Enzimjelzéses fluoreszcens immunoassay (ELFIA) kialakitasa, mely a
projektben  fejlesztett  fluorimétermodul-prototipussal — alkalmas
vizmintakban a zearalenon (ZON) hatosagi eléirasoknak megfeleld
érzékenységli kimutatasara és mennyiségi meghatarozasara in situ
koriilmények kozott. A munka magédba foglalta egyebek kozott a
célvegyiilet 6nallo fluoreszcenciajanak vizsgalatat, a fejlesztett ELFIA
modszer alkalmazhatdsaganak vizsgalatat felszinivizmintikon,
valamint az esetleges matrixhatas és keresztreakciok meghatarozasat.

2. ELFIA moddszer kialakitasa vizmintak glyphosate-tartalmanak
kimutatasara és meghatarozasara, beleértve ebbe a modszer analitikali
paratémetereit, alkalmazhatdsaganak vizsgélatat egyéb kornyezeti és
biologiai mintdkon (talaj és ndvényi szovet), valamint az esetleges
matrixhatas és keresztreakciok vizsgalatat.

3. Modositott enzimjelzéses immunoassay modszer alkalmazasa a
glyphosate, valamint bomlastermékei és egyéb rokon vegyiiletei
arginin-glicin-aszparaginsav (RGD) oligoszekvenciat felismerd és
mas integrinek (receptorok) ligandumkotd képességére gyakorolt
lehetséges gatld hatasanak vizsgalatara, beleértve egyebek kozott az
integringatlas koncentraciofiiggésének leirasat.



2. ANYAG ES MODSZER

Az enzimjelzéses fluoreszcens immunoassay (ELFIA) vizsgalatok fejlesztése
soran a zearalenon (ZON) mikotoxin és a glyphosate novényvéddszer
hatbanyag mennyiségi meghatarozasara fejlesztett modszer alapelve
megegyezett. Az ilyen, heterolog kotddési fazisu kompetitiv immunoassay
modszereknél a felismerd antitest célvegyliletre specifikus kotohelyeiért
folyik a versengés a célvegyiilet felszinhez rogzitett, illetve oldatban levo
formai kozott. Ezért a vizsgalatokat az adott célvegyiilethez a lehet6 legjobban
hasonld  kémiai szerkezetli vegylilettel (analoggal) érzékenyitett
mikrotiterlemezeken végeztiik. A kisebb szerkezeti modositasokra azért volt
szikkség, hogy a ZON- vagy glyphosate-analogot a mikrotiterlemez
érzékenyitése soran a felszinhez egy hordozofehérje segitségével rogziteni
lehessen. A versengési (kompeticids) 1épés utan a felszinhez nem rogziilt
antitesteket a rendszerb6l kimostuk, majd a felszinhez kotodott
célvegyiiletspecifikus antitesteket egy jeloléenzimmel konjugalt masodik
antitesttel jeloltiik meg. A szubsztratum és a kromofor (mely esetiinkben
fluorofér tulajdonsaggal is rendelkezett) hozzdadasa utdn végbemend
enzimatikus reakcid abszorbancia és fluoreszcencia detektalasaval is mérhetd
analitikai jelet eredményezett.

A ZON ELFIA fejlesztési munkalatait megel6zéen megvizsgaltuk a
mennyiségi kimutatashoz a célvegyiilet sajat indukalt fluoreszcencidjanak
(autofluoreszcencia) detektaldsi lehetdségéet. Ehhez rogzitettiik a ZON 6nallod
fluoreszcencidjanak spektrumat a 250—830 nm gerjesztési, valamint 270-830
nm  emisszidés hullamhossztartomanyban. A spektrumtérkép  altal
meghatarozott optimalis gerjesztési €és detektaldsi hulldmhosszpart
alkalmaztuk a ZON autofluoreszcencidjanak kalibracios  gorbéje
meghatdrozasanal a 0,6-2000 ng/ml koncentracidtartomanyban, valamint a
kimutatasi hatar megallapitasdhoz. A kalibracios gorbe pontjaihoz tartozo
ZON koncentraciokat foszfatpufferes sdoldatban vettiik fel.

Ezt kovetden az ELFIA modszer optimalizalasa érdekében statikus titralast
végeztiink két antiszérummal a célvegyiiletre érzékenyebb kivalasztasa
érdekében. Itt a mikrotiterlemezeket 5 pg/ml koncentracioju ZON-BSA-val
érzékenyitettiilk, a szérumokat pedig 1:50 ¢és 1:12200 kozotti higitdsokban
alkalmaztuk. Ezutdn kereszttitraldssal bedllitottuk az érzékenyitd és a
célvegyiiletre érzékenyebb szérum megfeleld koncentracid-higitas parosat.
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Az optimalizalt rendszerrel a kordbban ismertetett 1épések szerint
meghataroztuk a pufferoldatban felvett ZON kalibracidés gorbe pontjait a
0,004 pg/ml — 2 pg/ml koncentracidtartomanyban, ahol az enzimreakcio
termékét (rezorufin) abszorbancia és fluoreszcencia detektalasaval is
rogzitettik. Az abszorbancia detektalasa 576 nm hulldmhosszon, a
fluoreszcencia detektalasa pedig 593 nm hulldmhosszon tortént.

A keresztreakciok vizsgalatat a célvegylilet ZON szerkezetileg hasonl6 rokon
vegyiileteivel végeztik el. A vizsgalt vegyiiletek az a-zearalenol, a B-
zearalenol, a zearalanon, az a-zearalanol és a f-zearalanol voltak (1. abra).

OH (o] OH o]

HO' HO'

zearalenon (ZON) zearalanon

OH [e] OH o]

HO HO'

KT OH

a-zearalenol p-zearalenol

OH o OH (0]

HO HO'

“oH OH
a-zearalanol p-zearalanol

1 abra: A zearalenon mennyiségi meghatarozasara fejlesztett enzimjelzéses fluoreszcens
immunoassay (ELFIA) keresztreakcios vizsgalataiba bevont vegyiiletek szerkezete.

A matrixhatds meghatarozasahoz a pufferoldatban felvett kalibracios gorbe
pontjait felvettiik harom felszinivizmintaban is, melyek a Velencei-tobol, a
Balatonbol, valamint a Duna budapesti szakaszarél szarmaztak, majd a
kalibracios gorbék I1Csp értékeit a pufferoldatban felvett kalibracios gorbe ICso
értekével 0sszehasonlitottuk.

A glyphosate ELFIA mérési folyamata el6tt sziikség volt egy egylépéses

minta-elékészitésre. Ennek soran a pufferoldatban, illetve a matrixhatas
meghatarozasa soran a kornyezeti mintakban levé glyphosate-molekulakat N-
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acilezéssel a lemez érzékenyitdjével azonos szerkezetiire alakitottuk
(szarmazékképzeEs).

Ezt kdvetden a fejezet elején ismertetett 1épések szerint felvettiik a célvegyiilet
kalibracios gorbéjének pontjait pufferoldatban 0 és 400 ng/ml k6zott, majd a
mérés végén az eredményeket abszorbancia ¢s fluoreszcencia detektalasaval
is rogzitettilk. A detektalasi hulldmhosszok a ZON ELFIA modszeréhez
hasonldéan 576 nm €s 593 nm voltak abszorbancia ¢és fluoreszcencia esetén.
Glyphosate esetében a keresztreakciok vizsgalatat a szerkezetileg hasonld
AMPA, glicin, imino-diecetsav, N-(foszfono-metil)-imino-diecetsav, N-
acetil-glicin és szarkozin vegyiiletekkel végeztiik el (2. abra), valamint ebben
az esetben foszfationnal is.

0
0 0 0 o) Y
I Lo
o | >N o 10" |7 o | on
OH OH OH

glyphosate N-acetil-glyphosate
N-amino-metil foszfonsav (AMPA)

O () 0]
H
HZN\)L N\)L Q\)L
OH W OH - OH
0

glicin N-acetil-glicin szarkozin
(N-metil-glicin)

[0 0]
)J\/”\)j\
N
HO OH

imino-diecetsav

2. abra: A glyphosate mennyiségi meghatarozasara fejlesztett enzimjelzéses fluoreszcens
immunoassay (ELFIA) keresztreakcios vizsgalataiba bevont vegyiiletek szerkezete.

A matrixhatasvizsgalatot hat kiilonb6z0 felszinivizmintaval, valamint ebben
az esetben talajmintaval, tovabba napraforgébol (Helianthus annuus)
szarmazo levél- és gyokérmintaval is elvégeztik. A talaj- és novényi
szovetmintakat 40 mg liofilizalt minta 1 ml pufferoldattal torténd
homogenizalasaval, centrifugalasaval, majd a folyadékfazis leemelésével
készitettik el6. Az igy eldallitott mintakivonatokban, valamint a
felszinivizmintakban felvettiik a pufferoldatban is felvett kalibracios gorbe
pontjait, és az ICso értékeket 0sszehasonlitottuk. Sziikség esetén a mintakat
pufferoldattal higitottuk 1:10, vagy 1:100 aranyban.
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A glyphosate ¢és szerkezeti analdgjainak integrinekre gyakorolt gatlo
hatdsanak  vizsgalatdba a ndvényvéddszer-hatdanyagon  (izopropil-
ammonium-sdja formdjaban) kiviil bevontuk az elsddleges bomlastermék
AMPA-t, valamint a glicint, a szarkozint, az N-acetil-glicint, az N-acetil-
glyphosate-ot és az imino-diecetsavat. A modositott receptorgatlasi ELISA
rendszerben vizsgalt koncentraciok minden esetben 0,138, 1,1, 5,5, 11 és 22
mM voltak.
A munka soran négy kiilonb6z6 integrinkotédési receptor-immunoassay
rendszert épitettiink fel, részben sajat korabbi eredményeink (SZEKACS et al.
2018), részben a szakirodalom (KAPP et al. 2017) alapjan. Az kialakitott
rendszerekben lehetéségiink volt az integrin és liganduma (teljes ECM-
fehérje, vagy RGD felismerdszekvencia) kozotti kapcesolatra gyakorolt gatld
hatas meghatarozasara az alabbi esetekben:

- aVP3 kotddése RGD szekvencidhoz,

- aVP3 kotddése vitronektinhez (ECM-fehérje),

- a5B1 kotédése RGD szekvencidhoz,

- ollbp3 kotddése fibrinogénhez (ECM-fehérje).
Kiegészit6 vizsgalatként meghataroztuk a glyphosate gatlo hatasat az aV3—
SARS-CoV-2 tiiskefehérje kapcsolat kialakulasara is.
A rendszer sematikus felépitése a 3. abran lathato.
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A-E

3. abra. A glyphosate és szerkezeti analdgjai gatld hatasanak vizsgalatara alkalmazott
moédositott enzimjelzéses immunszorbens vizsgadlat sematikus folyamatabraja. A
mikrotiterlemez iiregeinek faldt az adott integrinhez nagy affinitdssal kot6do
makromolekulakkal (RGD-oligoszekvenciat tartalmazé szintetikus polimer, vagy ECM-
fehérje, példaul vitronektin, fibrinogén vagy SARS-CoV-2 tiiskefehérje receptorkotd
doménje) érzékenyitettilk, a fennmaradé kotéhelyeket szarvasmarha-szérumalbuminnal
blokkoltuk (A). Az adott integrin (B) kolcsonhatisba 1épett a felszinhez rogzitett RGD
szekvenciaval vagy ECM-fehérjével a gatloszerként (C) alkalmazott glyphosate vagy rokon
vegyiilete hianyaban, illetve 0—22 mM koncentracioban valo jelenlétében a koncentraciotol
fliggben. A felszinre rogzilt integrinmolekuldkat egérben termelt integrinspecifikus
antitestekkel (D) azonositottuk, majd tormaperoxiddz enzimmel konjugalt egérspecifikus
masodik antitesttel (E) jeloltiik. Ezt kdvetden hozzaadtuk az enzim szubsztratumat, valamint
a szinfejlodést eredményezd kromofort (F). Ha a ligandum gatolta az integrin kdtodését a
felszinhez rogzitett makromolekuldkhoz, az ELISA tovabbi l1épései nem mentek végbe, ezért
szinjel nem jott 1étre.

A mikrotiterlemezek érzékenyitését RGD felismerdszekvenciat tartalmazo
szintetikus biopolimerrel vagy ECM-fehérjével végeztiik, majd az esetlegesen
szabadon maradt kotéhelyeket szarvasmarha szérumalbuminnal blokkoltuk. A
kovetkez$ 1épésben az adott integrin a rendszerben jelenlévd gatloszer
koncentraciojatol fiiggéen Iépett kolcsonhatasba a felszinre rogzitett
ligandumaval. A  lekotédott  integrinmolekulakat egérben  termelt
integrinspecifikus  antitestekkel azonositottuk, majd  egérspecifikus,
tormaperoxidaz enzimmel jellt masodik antitestekkel jeloltik. Amennyiben
a glyphosate vagy rokon vegyiilete az integrin felszini makromolekulahoz
(RGD-tartalmu szintetikus biopolimer vagy ECM-fehérje) vald kotodését
gatolta, a rendszer tovabbi Iépései sem mentek végbe, ezért szinjel nem
formalédott. Az enzim szubsztrdtuma és a kromofér hozzdadasa utdn az
enzimreakciot kénsavval ledllitottuk a megfeleld szinfejlédést kovetden, majd
a jel detektalasat abszorbancia mérésével végeztiik 492 nm hullamhosszon.
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3. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

A zearalenon (ZON) sajat gerjesztett fluoreszcencidjanak szkenneléses
méréssel felvett spektrumtérképét felvéve az optimalis gerjesztési €s
detektalasi hulldamhosszpart 280 nm (gerjesztés) és 520 nm (emisszo)
érteklinek talaltuk. Az ezen hulldmhosszok alkalmazasaval vizes ZON-
oldatmintak gerjesztéses fluoreszcenciavizsgalata soran az emittalt fény
lefutast mutatott. Az illesztett szigmoid gorbe alapjan autofluoreszcencia
mérése esetén a kimutatdsi hatart 11,5 pg/ml-ben allapitottuk meg. Ez a
mikotoxin mérésének gyakorlati alkalmazdsdhoz tal magas érték, ezért volt
sziikség az ELFIA rendszer fejlesztésére.

A statikus szérumtitralasok eredménye alapjan kivalasztott érzékenyebb
szérum kereszttitralasdnak eredményei alapjan az érzékenyité ZON-analog—
hordozo6fehérje-konjugatumot 1 pg/ml koncentracidban, a célvegyiiletre
specifikus szérumot pedig 1:1000 higitasi faktorral alkalmaztuk a tovabbi
mérések soran. A pufferoldatban felvett, 0,004 pg/ml — 2 pg/ml kézotti ZON-
detektaldsa esetén a modszer kimutatasi hatara 0,25 ng/ml, mely a hasonlo,
kromoforként 1,2-fenilén-diamin-hidrokloridot alkalmazd kolorimetrias
ELISA kimutatasi hataranal 3,4-szer alacsonyabb. Ugyanezen mérés
kimutatasi hatara fluoreszcencia detektalasa esetén 0,09 ng/ml, igy
fluoreszcencia detektalasa esetén a modszer 2,8-szor érzékenyebbnek
bizonyult.

A keresztreaktivitasi vizsgalatokba bevont rokon szerkezetli vegyiiletek (-
zearalenol, P-zearalenol, zearalanon, a-zearalanol és B-zearalanol) koziil a
legmagasabb relativ  keresztreaktivitast (CR%) mindkét detektalasi
modszernél a zearalanon esetében mértiik (abszorbancianal 25,7 + 3.6,
fluoreszcencianal 26,7 + 3,4 CR%-ot), melyt6l nem sokkal maradt el a B-
zearalenol. A legalacsonyabb relativ keresztreaktivitast a [3-zearalanol
eredményezte (abszorbancidnal 1,1 £+ 0,2, fluoreszcencianal 0,9 + 0,1 CR%-
ot). Az eredmények alapjan az antitestek érzékenységét noveli, ha telitetlen
kotés talalhatd a rezorcilakton-szerkezetben, a hidroxilcsoport térallasa
befolydsolhatja az antigénfelismerési folyamatot, valamint az antitestek
affinitdsa a hidroxiszdrmazék metabolitokhoz alacsonyabb.
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A matrixhatasvizsgalatokhoz felszinivizmintaban felvett kalibracids pontokra
illesztett gorbék ICsg értékei és a pufferben felvett gorbe ICso értéke kozott
statisztikai eltérést nem talaltunk (p > 0,05).

A glyphosate mennyiségi meghatarozasara fejlesztett ELFIA modszeriink
soran a specifikus antitestek a lemez felszinén rogzitett, hordozofehérjéhez
kapcsolt modositott szerkezetli molekulahoz (glyphosate-haptén) mutatnak
er6s affinitast, ezért a mérni kivant glyphosate-molekulakat a
hapténmolekulahoz hasonld szerkezetre alakitottuk a mérést megel6zo
egylépéses (N-acilezés) szarmazékképzés soran. A modszer az antitestek
szelektivitasa szempontjabol megfelelének bizonyult.

A pufferoldatban felvett, 0-400 ng/ml ko6zotti glyphosate-koncentracioju
pontokra illesztett gorbe alapjan a fejlesztett modszer kimutatdsi hatara
abszorbancia detektalasa esetén 0,22 ng/ml. Ugyanezen mérés kimutatasi
hatara fluoreszcencia detektdldsa esetén 0,09 ng/ml, igy a modszerrel
fluoreszcencia detektdldsa esetén 2,4-szer alacsonyabb kimutatdsi hatart
tudtunk elérni.

A keresztreaktivitasi vizsgalatokba bevont AMPA, N-(foszfono-metil)-imino-
diecetsav, imino-diecetsav, glicin, N-acetil-glicin és szarkozin koziil a
legmagasabb értéket az N-(foszfono-metil)-imino-diecetsav érte el, melynél a
rendszer 1650 ng/ml névleges koncentracié esetén 0,89 ng/ml-t mutatott ki,
igy a kivaltott keresztreakcio értéke 0,018 CR%. Az eredmények alapjan a
szerkezetileg hasonld vegyiiletek csak olyan extrém magas koncentracidban
befolyasoltdk a méréseket, melyek kornyezeti szempontbdl nem mindsiilnek
relevasnak. A foszfation megzavarhatja a glyphosate meghatarozasat felszini
vizbdl, talajbol, élelmiszerbdl vagy ndvényi szovetekbdl. Eredményeink
alapjan a modszerben a keresztreaktivitds nagyon alacsony, de
eléfordulhatnak olyan esetek, amikor sziikséges szamolni vele.

A matrixhatasvizsgalatot felszinivizmintdkon, valamint talaj- és ndvényi
szovetmintdkon is elvégeztiik. A kiilonb6zé mintdkban felvett kalibracios
gorbék ICsp értékeit a ZON ELFIA moddszeréhez (lasd fent) hasonléan az
azonos koncentracidkban pufferoldatban felvett kalibracios gorbe ICso
értékéhez hasonlitottuk. A pufferben végzett teszt ICso értéke 12,5 + 0,4 ng/ml
volt, mig a vizmintdk esetében ez az érték 11,9 és 12,3 ng/ml kz¢ esett 0,3 €s
0,6 ng/ml kozotti szordsokkal. Az értékek kozott felszinivizmintak esetében
statisztikai eltérést nem igazoltunk (p > 0,05).
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Talajminta mérésénél kismértékii matrixhatast tapasztaltunk, azonban a
statisztikailag szignifikdns eltérés 1:100 aranyu higitds esetén mar nem
mutatkozott (p > 0,05). Novényi szovetmintak esetében a matrixhatds 1:10
aranyu higitassal kikiiszobolhetd volt, ebben az esetben a levélkivonat és a
gyokérkivonat ICso értéke 12,5 + 0,3 ng/ml és 11,8 =+ 0,3 ng/ml volt, melyek a
pufferben felvett kalibracios gorbe ICso értékétél (12,5 + 0,4 ng/ml)
statisztikailag nem tértek el (p > 0,05).

Modositott receptorgatlasi ELISA rendszereinkben a glyphosate altal az o V3
integrin—RGD szekvencia kotddésre gyakorolt teljes gatlast az AMPA is
elérte, ICso értéke pedig alacsonyabb volt (0,46 + 0,08 és 0,14 + 0,02 mg/ml).
Ezen a rendszeren a szerkezeti analégok mindegyike fejtett ki gatld hatast, de
a leger6sebb N-acetil-glicin sem érte el az 50%-ot 22 mM koncentracidig. Az
aVB3-integrin—vitronektin-kotdédésre a glyphosate gatld hatasa nagyobb
mértékben, mig az AMPA hatésa csak kisebb mértékben gyengiilt az RGD
szekvencian tapasztalt gatlashoz képest: 22 mM (2,44 mg/ml) koncentracional
44,8 + 3,6%, valamint 75,3 + 2,1% gatlast eredményezve. Ebben a
rendszerben az AMPA gatl6 hatasanak ICso értéke 1,5+ 0,4 mM (0,17 = 0,04
mg/ml) volt. A tovabbi gatloszerek koziil az N-acetil-glyphosate, az N-acetil-
glicin, valamint az imino-diecetsav hatdsa az RGD-alapu rendszerhez
viszonyitva erdsodott.
A oVB3-ra nézve legerésebb gatlo hatasu glyphosate az aVB3-SARS-CoV-2
tiiskefehérje kotddésre a legmagasabb koncentracional is csak 35,6 + 4,4%-0s
gatlo hatast ért el, ezért a tiiskefehérjét mas rendszerekben nem alkalmaztuk
érzékenyitdkeént.
Az a5B1-RGD szekvencia kotddésre a szerkezeti analdgok mindegyike fejtett
ki bizonyos mértékli gatld hatast, az N-acetil-glicin pedig teljes gatlast ért el
22 mM (2,58 mg/ml) koncentracional, ICso értéke 5,8 0,9 mM (0,68 = 0,11)
mg/ml volt. A glyphosate hatasa 3,7-szer, az AMPA hatasa pedig 17,5-sz0r
volt alacsonyabb az a5p1-RGD szekvencia kotddésre, mint az aVB3—RGD
kotédésre.
A vizsgalt vegyiiletek koziil kizarélag a glyphosate gyakorolt gatld hatast az
allbB3 fibrinogénhez vald kotédésére, a legmagasabb koncentracional 22 mM
(3,72 mg/ml) mindossze 40,2 + 2,6%-0s gatlast eredményezve. A tovabbi
vegyliletek egyike sem gyakorolt gatlo hatast a rendszerre, emellett az AMPA
¢és az N-acetil-glicin aktivacios hatast fejtett ki.
A vizsgélatok részletes eredményei az 1. tablazatban talalhatok.
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1. tablazat: A vizsgalt vegyiiletek (glyphosate és szerkezeti analdgjai) ICsp értéke, és az altaluk

elért legmagasabb

atlas integrineken

ELISA ICso érték (mg/ml és mM)! (elért maximalis gatlds %)
Integrin aVB3 aVB3 a5p1 allbp3
Felszinre
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+3,2 >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+£0,4 >22 >22
(AMPA) (95,942,2%) | (75,3+2,1%) | (44,8+2,6%) | (aktivacio)?
_ >4,64 >4,64 >4,64 >4,64
gll\)l/sr?g;!te >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
Ng";‘fceltr:' 522 9,2+1,0 5,80, >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£1,2%) | (37,942,3%) | (13,442,1%) (n.d.)
o >2,93 1,53+0,20 >2,93 >2,93
Imino- >22 11,5£1,5 > 22 >22
diecetsav
(24,6+7,9%) | (52,4+4,2%) | (8,0+2,0%) (n.d.)

1Az 1Cso érték az a koncentracio, ahol a vizsgalt anyag elérte teljes gatlasi
hatasanak 50%-at. 2Aktivacié esetén gatlas helyett erdsitd hatast talaltunk,
mely a negativ kontrollénal magasabb abszorbanciajelben mutatkozott meg.
$Nem detektaltunk hatast.

17




4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

1. ELFIA  modszerfejlesztés ZON  mikotoxin  mennyiségi
meghatarozasara. Az Aquafluosense projekt keretein beliil sikeresen
fejlesztésre kertilt egy modularis miiszerrendszer, mely bizonyos vizmindségi
paraméterek fluoreszcenciaalapii meghatarozasara alkalmas. A Kifejleszetett,
immobilizalt ZON-analdg antigénen alapuld, versengd ELFIA moddszerrel a
ZON mennyiségi meghatarozasa soran az analitikai jel fluoreszcencias mérése
a modszer érzékenységének novekedését eredményezte, igy 2,8-szor
alacsonyabb  kimutatasi hatart tudtunk elérni, mint kolorimetrias
meghatarozassal. A kimutatdsi hatar fluoreszcencia detektalasa esetén 0,09
ng/ml, a hagyomanyos kolorimetrids ELISA esetén pedig 0,25 ng/ml volt. A
rezorufin kolorimetrias alapu meghatarozasa a klasszikus, OPD-t alkalmazo
modszerénél is alacsonyabb kimutatasi hatart eredményezett (LODopp = 0,85
ng/ml). A mezdgazdasagi szennyezdk alacsonyabb mennyiségben valo
meghatarozasa a felszini vizekben hatékonyabb monitorozasi vizsgalatokat
eredményez.

Mérési eredményeinket nagyteljesitményti folyadékkromatografias (HPLC)
miiszeres analitikai modszerrel és teljes belso visszaverddéses ellipszometrias
(TIRE) immunszenzoros eljarassal is validaltuk. Bar a szenzortechnoldgia egy
nagysagrenddel  alacsonyabb  kimutatasi  hatart adott  fejlesztett
immunfluoreszcencias moddszeriinknél, az utdobbi nagy elénye az in situ
koriilmények kozotti mérés lehetdsége a fejlesztett mérdmodul-prototipus
segitségével, valamint a 96-1yukt mikrotiterlemez hasznalata a mérések soran,
melynek alkalmazédsa egyszerre 25 minta hdrom parhuzamos mérésben
torténd meghatarozasat teszi lehetdvé hét pontra illesztett kalibracios
gorbéhez viszonyitva. A matrixhatasvizsgélatok eredményei alapjan a
fejlesztett modszer alkalmas higitatlan felszinivizmintdk ZON-tartalmanak
mennyiségi meghatdrozasara 0—400 ng/ml koncentraciotartomanyban.

2. ELFIA modszerfejlesztés glyphosate novényvédoszer-hatéoanyag
mennyiségi meghatarozasara. A munkank soran Kifejlesztett, immobilizalt
glyphosate-analog antigénen alapuld, versengé ELFIA szintén az
Aquafluosense projekt keretein beliil fejlesztett modszer- és miszercsalad
alkalmazasi lehetdségét képviseli. A modszerben az analitikai jel
fluoreszcencias mérése révén elért kimutatasi hatar (0,09 ng/ml) 2,4-szer
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alacsonyabb, mint kolorimetrias detektalas esetén (0,22 ng/ml). A tesztekben
hasznalt glyphosate-specifikus antitestek kotddését nem gatolta sem az
AMPA (a glyphosate f6 bomlasterméke), sem mas, a célvegyiilethez hasonlo
szerkezetii vegyiilet. A fluoreszcencia detektalasa altal elért kimutatasi hatar
ivovizben az egyedi ndvényvéddszer-maradékokra a legmagasabb
engedélyezett szint az Eurdpai Unid teriiletén. A fejlesztett immunoassay a
célvegyiilet in situ koriilmények melletti, koltséghatékony kimutatasat teszi
lehet6vé, alacsony kimutatasi hatarral és nagy érzékenységgel. A 96-lyuku
mikrotiterlemez alkalmazasa a ZON mérésére fejlesztett immunoassay-hez
hasonloan egyszerre 25 minta parhuzamos mérését teszi lehetévé. A fejlesztett
modszer alkalmas higitatlan felszinivizmintak —glyphosate-tartalmanak
mennyiségi meghatarozasara 0-100 ng/ml koncentraciotartomanyban
higitatlan vizmintakban, valamint névényi szovet- és talajmintakban 1:10 és
1:100 aranyu higitas esetén. A kifejlesztett ij modularis miiszerrendszer és két
ELFIA moddszeriink legnagyobb elénye az, hogy ezek révén tobb
vizszennyezd egyidejii meghatarozasa is lehetséges.

3. Modositott receptorgatlasi ELISA. A receptorgatlasi tesztek sordn a
gyomirtdszer-hatdanyag glyphosate altalunk elséként megallapitott, avp3-
integrinre gyakorolt gatlo hatasat vizsgaltuk kiszélesitett korben, melyhez két
tovabbi RGD-szekvenciat felismer$ integrint, illetve a hatdanyag rokon
vegyiileteit és bomlastermékeit vontuk be. A heterolog fazisi receptorkotési
immunoassay formatumban elvégzett gatlasi tesztek eredményei alapjan
levont kovetkeztetéseink: a kordabban meghatarozott teljes gatlashoz, tehat az
avp3-integrin érzékenyité makromolekulahoz valo kotédésének glyphosate
altali teljes mértékii blokkoldsdhoz hasonldé mértékli hatast csak bizonyos
esetekben figyeltiink meg. A glyphosate mellett az AMPA is teljes mértékben
gatolta az avp3 kotédését az RGD-szekvenciahoz, valamint az N-acetil-glicin
szintén teljes mértékben gatolta az aS5P1 kotddését az RGD-tartalmu
szintetikus polimerhez. A glyphosate néhany bomlasterméke csak részleges
gatlast okozott (8,0-58,5%), mig a tobbi vegyiilet gatlasi képessége
elhanyagolhatonak bizonyult. Az AMPA az avf33 RGD-hez val6 kotddésének
teljes gatlasa (95,9 + 2,2%), valamint az avp3 vitronektinhez valo
kotodésének erds gatlasa (75,3 + 2,1%) mellett az allbp3 kotédését az ECM-
fehérje fibrinogénhez egyenesen erdsitette, melynek magyarazata lehet a Ca?*-
koto képesség. Ugyanezt a jelenséget figyeltiik meg N-acetil-glicin esetében
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is. Bar az avp3 RGD-szekvencidhoz vald kotédését 46,8 + 3,7%-ban,
vitronektinhez valo kotédését 58,5 + 0,8%-ban, az a5p1 RGD-szekvenciahoz
valo kotédését pedig 98,9 + 2,3%-ban gatolta, ugyanakkor az ollbf3
kotodésére erds aktivald hatast gyakorolt. A glyphosate és az elsddleges
bomlastermék AMPA gatlo hatasa tehat specifikusnak tiinik avp3-integrinre
nézve, melynek kulcsszerepe van a véredényképzodés folyamatdnak
szabalyozasaban, példaul tumorndvekedés soran. A gatlashoz feltételezhetéen
sziikség van a foszfono-metil-csoport jelenlétére.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Uj enzimjelzéses fluoreszcens immunoassay (ELFIA) moédszer keriilt
kifejlesztésre  zearalenon mikotoxin  kimutatisara és  mennyiségi
meghatarozasara. A poliklonalis  anti-ZON-CONA  nytlszérum
alkalmazaséaval kialakitott mddszerben az analitikai jel koncentraciofiiggése
szigmoid lefutast kovetett, melynek ICsg értéke 2,20 + 0,31 ng/ml, kimutatasi
hatara pedig 0,09 ng/ml. A mérési tartomany felsé hatira 400 ng/ml.
Keresztreaktivitasi vizsgalatokat a-zearalenol, [3-zearalenol, zearalanon, o-
zearalanol és [-zearalanol szdrmazékokon végeztiink, melyek koziil a
legalacsonyabb keresztreaktivitdst a [-zearalanol (1,1 =+ 0,2 CR%),
legmagasabbat pedig a zearalanon (26,7 + 3,4 CR%) mutatta a vizsgalatban
alkalmazott  célvegyiiletspecifikus  nyulszérummal.  Felszinivizmintak
esetében matrixhatast nem detektaltunk, a modszer minta-el6készités nélkiil
alkalmas felszinivizmintak zearalenontartalmanak meghatarozasara.

2. Uj enzimjelzéses fluoreszcens immunoassay (ELFIA) moédszer keriilt
kifejlesztésre glyphosate novényvéddszer-hatdéanyag kimutatasara és
mennyiségi meghatarozasara. A poliklonalis anti-glyphosate-analog—HSA
nyulszérum alkalmazasaval kialakitott moddszerben az analitikai jel
koncentraciofiiggése szigmoid lefutast kovetett, melynek ICsp értéke 12,5 +
0,4 ng/ml, kimutatasi hatarértéke 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 a célvegyiiletspecifikus antitestekkel a
PMIDA mutatta (6700 és 1650 ng/ml esetében 0,013, valamint 0,018 CR%).
Felszinivizmintdk esetében matrixhatast nem detektaltunk. Novényi szovet-
¢s talajmintdk mérése soran kismértékli matrixhatast hatdroztunk meg, mely
elébbi 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 ligandumko6td képességének vizsgdlatara alkalmas

enzimjelzéses immunoassay rendszerben teszteltik a  glyphosate

novényvéddszer-hatdanyag €és rokon vegyiiletei gatld hatasat avp3-, a5p1- és
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allbp3-integrinen. Kémiai szerkezetilkben analég rokon vegyiiletek
vizsgélataval kimutattuk, hogy az avp3-integrin RGD szekvencidhoz vald
kotodésére gyakorolt gatlo hatashoz a foszfono-metil-csoport jelenléte
elengedhetetlen. Ebben az esetben glyphosate és az amino-metil-foszfonsav
(AMPA) gatl6 hatdsa hasonld mértékii volt. Az integrin vitronektinhez vald
kotodése esetén a glyphosate gatlo hatasa csokkent, az AMPA hatasa nem
valtozott szamottevéen, mig az N-acetil-glicin és az imino-diecetsav hatasa
er6s6dott. RGD szekvencidhoz kotédésre a glyphosate hatasa az AMPA-hoz
viszonyitva specifikusabbnak bizonyult a5B1-integrin esetén, az N-acetil-
glicin pedig teljes gatlast ért el. Az allbB3-integrin fibrinogénhez valo
kotodésére kizarolag a glyphosate gyakorolt gatlo hatast, mig az AMPA és az
N-acetil-glicin esetében aktivaciot detektaltunk.
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