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1. BEVEZETES

A gabonak mikotoxin szennyezettsége vilagszerte fontos human- és allategészségligyi
kockézatot jelent. Magyarorszadgon a fusarium penészgombak altal termelt toxinszennyezés a
leggyakoribb, ezen beliil elsésorban a deoxynivalenol szennyezettség jelent problémat. A
globalis felmelegedésnek, illetve az iparszeri mezdgazdasagi termelési gyakorlatnak
koszonhetden a gabondk fuzariumos kiégése hatalmas gazdasagi veszteséget okoz, és egyben a
szennyezett gabonak takarmanyként torténé felhasznalasaval az allattenyésztési hozamban is
jelent6s visszaesést eredményez, mig a szennyezett gabonabol készitett élelmiszer kdzvetlen
human egészségkarositd hatasu.

Az ipar gyors fejlédésével, az iparszerli mezOgazdasag és allattenyésztési gyakorlat
alkalmazéséaval egyre novekszik a kiilonbozd vegyszerek, gyogyszerek, ndvényvéddszerek
alkalmazdsa, ami nem csak ¢élelmiszerbiztonsagi kérdéseket vet fel, de komoly
kornyezetvédelmi problémat is jelent. Az utobbi évtizedben keriiltek a figyelem kdzpontjéba az
endokrin zavard hatasu anyagok (EDC), melyek stlyos hormonhaztartasi zavarokat idézhetnek
eld, elsésorban szaporodasi problémakat okozva. Jelenlétiikre kiilondsen a vizi €l6lények
érzékenyek. Az esetek jelentds részében novényvéddszereket, milanyagokat &s
humangydgyszereket talaltak felelosnek e hatas kialakulasaért.
kiemelkedden fontos élelmiszerbiztonsagi és kornyezetvédelmi szempontbol. Nagyszamu
minta gyors meghatarozasa komoly kihivast jelent, hisz a hagyomanyos analitikai modszerek
sok esetben nem alkalmazhatok, mert lasstiak, dragak, jol képzett szakembereket és sok esetben
bonyolult minta eldkészitést igényelnek, ezért sziikséges olyan technikak kidolgozasa, amely
lehetdve teszi a szennyezd anyagok gyors kimutatdsat, ugyanakkor megfelelden szelektivek és
szenzitivek. A bioszenzorok, azon beliil is a jelolésmentes immunszenzorok alkalmazasa
megoldast jelenthet a fenti analitikai problémakra, ezért is kiemelked6en fontos és aktualis e
technikék ilyen irdnyu kutatasa.

2. CELKITUZES

Doktori munkam célja OWLS alapt immunszenzorok fejlesztése volt élelmiszer- és
kornyezetanalitikai alkalmazasra. Kisérleteimben buza deoxynivalenol (DON) tartalmanak
vizsgalatara alkalmas immunszenzor, illetve EDC szennyezéanyagok jelenlétének
kimutatasara — biomakernek tekinthet6 vitellogenin (Vtg) fehérje meghatarozasara — alkalmas
szenzor kialakitasat tliztem ki célul, béka (voroshast unka, Bombina bombina) és hal (ponty,
Cyprinus carpio) egyedekbdl. A megvalositas soran a legfontosabb feladat a szenzor
kialakitasahoz sziikséges immunanyagok eldallitasa, a direkt és indirekt mérési modszer
alkalmazasi lehetdségének vizsgalata, a mérési rendszer optimalizalasa, valamint az Gj mérési
modszerek felhasznalhatosaganak igazolasa volt valos mintak vizsgalataval. A kifejlesztett
technika megbizhatésaganak ellendrzéseként az OWLS immunszenzor eredményeit az
¢lelmiszer- és kdrnyezetanalitikaban alkalmazott ELISA referencia meghatarozasi modszerrel
hasonlitottam 0ssze. A kialakitandé mérési eljarasokkal célom olyan technika kifejlesztése volt,



ami gyors, egyszerli, sorozatmérésekre alkalmas és lehetOvé teszi az analitikum nagy
érzékenységgel és szelektivitassal torténd meghatarozasat.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A DON meghatarozashoz GC-MS vizsgalattal igazoltan (LOD 0,01 mg/kg) DON

cyey

DON-nal 0-100 mg/kg koncentracio tartomanyban.

Vitellogenin meghatarozashoz a him és ndstény pontyok (Cyprinus carpio) az
Aranyponty Zrt. (Racegres, Rétimajor) okologiai halgazdasagbol szarmaztak. A béka Vtg
vizsgalatokhoz a természetb6l begyiijtott petecsomokbol laboratoriumi tenyészetben nevelt
voroshast unkat hasznaltam, melyeket a Double Delta Kft. (Brerttyoujfalu) biztositott
szamunkra.

Vitellogenin meghatarozasdhoz immunogénként / antigénként lipovitelin (Lpv) fehérjét
alkalmaztam , mert izolalasa 1ényegesen egyszeriibb és ugyanazon fajban a vitellogenin (Vtg)
¢s lipovitelin (Lpv) fehérje 95%-os keresztreakciot mutat egymassal.

A mérésekhez OW 2400 tipusu amino funkcionalizalt integralt optikai hullamvezetd
szenzort (chip) (MikroVakuum Kft, Budapest) hasznaltam. A vizsgalatokat a MikroVakuum
Kft. altal gyartott OWLS 120-as tipust berendezéssel végeztem. A miiszert a BioSense 2.2
szoftver vezérelte. A berendezés fényforrasa linearisan polarizalt He-Ne 1ézer (632,8 nm). A
szenzor idében allandod, stabil miikodésének érdekében az OWLS szenzort folyamatosan
aramlo injektaldsos rendszerben (FIA) miikddtettem. A szenzort a mérdberendezés mintatartd
atfolyod cellqjaba (kiivetta) helyezve haszndltam. Az 4llando aramléasi sebességet Gilson
Minipulse 3 tipusu perisztaltikus pumpa biztositotta. A mintatartd atfolyd cella hdmérsékletét
az OWLS TC hiité/fiité egység szabalyozta. A minta injektalasat egy Rheodyne tipust
injektorral végeztem, mely 200 pl-es mintavevd hurkot tartalmazott. Az eredmények
kiértékelését a MikroVakuum Kft. BioSense 2.6 szoftverrel végeztem.

A hullamvezet6 szenzor feliiletét szilanizalassal modositottam y-amino-propil-trietoxi-
szilant (APTS) alkalmazva, vizes fazisban, bemeritéses technikaval.

A DON, illetve a ponty Vtg vizsgalatara alkalmas szenzor fejlesztések soran a
biomolekuldkat glutaraldehid segitségével rogzitettik a szenzor feliiletére. A béka Vtg
meghatdrozasara alkalmas szenzor esetében az APTS reagenssel kezelt szenzorfeliilet
aminocsoportjait borostyankésavanhidrides kezeléssel karboxilcsoportokka —alakitottuk,
melyhez (1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)-karbodiimid (EDC) és N-hidroxi-szukcinimid
(NHS) technikaval rogzitettiik a biomolekulakat.

Az eredmények abrazoldsahoz, valamint statisztikai értékeléséhez az EXCEL
(Microsoft Office professional Edition 2003) és az ORIGIN Scientific Graphing and Analysis
Software (version7) statisztikai programot hasznaltam.



4. EREDMENYEK

» Modellkisérletekkel vizsgaltam a rogzités soran a szenzor feliiletén kialakuld rétegek
vastagsagat, a szenzorvalaszt az analitikum molekulatomege és koncentracioja
fiiggvényében, a szenzorvalasz reakcididejét, a mérés pontossdgat, és a kiilonbdzo
vastagsagu kiivettak alkalmazasanak mérésre gyakorolt hatasat.

DON vizsgélatara alkalmas immunszezor fejlesztés eredményei:

» ElGallitottam a szenzorfejlesztéshez és immunizalashoz sziikséges DON ovalbuminhoz
¢s marhaszérum albuminhoz ko&tott konjugatumait. A kapott fehérjefrakciok
ellendrzésére izoelektromos fokuszalast hasznaltam.

» Nyulban torténé immunizalassal DON antigénre specifikus szérumot fejlesztettem ki,
melybdl kisdzasos modszerrel tisztitott IgG-frakciokat allitottam eld. Az antitestek
antigénnel szembeni aktivitdsanak vizsgdlatara indirekt ELISA moédszert alkalmaztam.

» Az OWLS szenzorral vizsgaltam a DON direkt mérési modszerrel torténd
kimutatdsanak lehetdségét.

» OWLS alapi kompetitiv immunszenzort fejlesztettem ki DON meghatarozasara. A
mérési rendszer optimalizalasat kdvetden mesterségesen szennyezett buzaliszt mintdk
vizsgalatat végeztem el.

Vitellogenin vizsgalatara alkalmas szenzorfejlesztés eredményei:

» Vizsgaltam a direkt mérési modszer alkalmazasanak lehetéségét ponty (Cyprinus
carpio), illetve voroshasu unka (Bombina bombina) eredetii vitellogenin mérésére.

» Ponty vitellogenin meghatarozasara kompetitiv immunszenzort fejlesztettem ki. A
szenzor milkodési paramétereinek optimalizalasa utdn a szenzorral him €s ndstény
pontyok vérszérumébol, illetve m4ajabol vizsgaltam a Vtg mennyiségeét.

» Kompetitiv immunszenzort alakitottam ki  voOroshasi unka vitellogenin
meghatarozasara. A kialakitott optimalizalt szenzorral him és ndstény egyedek maj-,
sziv-, vér- és ivarmirigy preparatumaibdl vizsgaltuk a természetes Vtg szintet. Az
OWLS immunszenzorral kapott eredményeket ELISA moddszerrel mért
koncentraciokkal hasonlitottam Ossze.



. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Modellkisérletekkel bebizonyitottam, hogy a felilletmodositasi és rogzitési 1épések a
mérések soran reprodukalhatoak. Vizsgaltam a rogzités sordn a szenzorvalasz nagysagat
az analittkum molekulatdmege ¢&s koncentracidja fiiggvényében, mely soran
megallapitottam, hogy a szenzor valaszjel nagysaga aranyos a molekulatomeggel,

crer

novelésével.

Kompetitiv, jelolésmentes immunszenzort fejlesztettem ki DON meghatarozéasara
buzamintakbol. A kialakitott szenzorral a méréstartomany két nagysagrenddel kisebb,
mint az altalam létrehozott OWLS direkt szenzor esetében, €s kozel egy nagysagrenddel
kisebb, mint ami a hasonld immunszenzorokkal SPR detektalassal elérheto. A
mesterségesen szennyezett buzalisztb6l a DON mikotoxint a minta-el6készités soran
91,6-123,0%-ban nyertem vissza, mely eredmények alapjan az altalam kifejlesztett
kompetitiv jeldlésmentes immunszenzor sikeresen alkalmazhat6 DON buzabol torténd
kimutatasara.

Sikeresen dolgoztam ki versengd immunszenzort OWLS detektalassal hal (ponty,
Cyprinus carpio) vitellogenin fehérje kimutatasara. A szenzor kialakitasahoz a Vtg
fehérjénél konnyebben izolalhatdé és a Vtg fehérjével az azonos fajban 95%
keresztreakciot mutatd Lpv fehérjét alkalmaztam. A kialakitott szenzorral him és
ndstény pontyok vérmintdinak vitellogenin tartalmat vizsgaltam. Eredményeim alapjan
megallapitottam, hogy a felszini vizek EDC-vel torténd szennyezése miatt a him
egyedek vérében megemelkedett Vtg szint monitorozasara az altalam kialakitott szenzor
eredményesen hasznalhato.

ElsOként dolgoztam ki szelektiv, kompetitiv OWLS immunszenzoros mérési eljarast
békaegyedek maj, sziv-, vér-, illetve ivarmirigy-preparatumabol vizsgaltam a
természetes  Vtg-szintet, majd eredményeimet ELISA referencia-modszerrel
hasonlitottam 6ssze. Eredményeim alapjan megallapitottam, hogy az altalam kialakitott
szenzor érzékenysége egy nagysagrenddel nagyobb az ELISA modszer
érzékenységéhez képest, igy a kifejlesztett immunszenzor alkalmas vizes €l6helyek
endokrin zavard hatasu anyagokkal vald szennyezettségének monitorozasara.
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