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BEVEZETES

A szelén esszencidlis mikroelem az emberek szamara, a taplalékbol valo
felvehetdsége azonban erdsen fiigg az adott modosulatatol. A szelén szerves vegyiiletei
altalaban konnyebben felvehetdk és kevésbé toxikusak. A minimum sziikséges- €s a mar
mérgezo szelénbeviteli-koncentraciok kozott csak kis kiillonbség van, azért a szelénpdtlast
szigoruan szabalyozni kell.

Az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hivatal (EFSA) éltal jovahagyott, szelénpotlasra
hasznalhat6 anyagok koziil a szelénnel dusitott éleszté mennyiségileg a legfontosabb és az
egyetlen szerves eredetli forma. A szelénnel dusitott élesztd szeléntartalmanak 60-80%-a
szelenometionin formdjaban van jelen. Mivel ennek az aminosavnak a felvehetdsége
erésen fiigg a kiralitdsatol, nélkiilozhetetlen egy olyan moddszer, mely az enantiomereket
képes elvalasztani és az esetleges, racém szelenometioninnal valé hamisitast kimutatni.

A szelénnel dusitott élesztdé szamos kis molekulatomeglii  szerves
szelénkomponenst is tartalmaz. Az eddig kimutatott tobb mint 70 komponens koziil
azonban csak alig tobb mint tiz kaphaté meg standard vegyiilet formajaban. Mivel
abszolut mennyiségiik és pontos 0sszetételiikk fermentaciordl fermentéciora valtozik, ezen
komponensek szintetizalasa lehetdvé tenné a kiilonb6z0 élesztdsarzsok azonositasat.

Bar a szelénnel dusitott éleszté jol hasznalhatd szelénpodtlasra, kozvetlen
fogyasztasra tobb szempontbdl sem alkalmas. Az idedlis funkcionalis élelmiszer egy olyan
kalapos gomba lenne, melynek szelén-metabolizmusa az élesztdére hasonlit, és a felvett

szervetlen szelént szerves komponensekké alakitja at.



CELKITUZESEK

A munkédmat harom nagy témakoOrbe csoportositottam. Az els6é kutatds célja a

kiilonb6z6 mintaclOkészitési-modszereknek a mintakbol kivont szelenometionin  D,L-

enantiomer aranydra gyakorolt hatdsanak vizsgalata volt, melyet a kovetkezd 1épéseken

keresztiil valdsitottam meg:

1.

elvégeztem két gyakran hasznalt mintaelOkészitést (enzimes és metanszulfonsavas
bontas) két kiillonb6zé mintan (szelénnel dusitott ¢élesztd és Lecythis minor,
Jacq.(majomcsésze-dio)),

mindkét mintara optimaltam az enantiomer-specifikus derivatizacios modszert,
optimaltam egy HPLC-ICP-MS modszert a D,L-enantiomerek elvalasztasara,
meghataroztam az Osszes szeléntartalom-értékeket kinyerési €s oszlop-visszanyerési
adatok meghatarozasa céljabol,

Osszehasonlitottam és statisztikailag értékeltem a kiilonb6oz6 mintakbdl és a kiillonbozo
modszerekkel mért eredményeket.

A masodik témakdr célja a 2,3-dihidroxi-propionil csoport azonositdsanak igazolasa

volt, melyet a kovetkez6 1épéseken keresztiil valositottam meg:

1.

kidolgoztam négy szelénmoddosulat-konjugatum szintézisét (2,3-dihidroxi-propionil-
szelenocisztein-glutation, 2,3-dihidroxi-propionil-szelenocisztein-szelenocisztein, di-
N-2,3-dihidroxi-propionil-szelenocisztein  és  szelenocisztein-glutation), melyek
valamennyi szelénnel dusitott élesztdsarzsban megtalalhatok,

optimaltam a kémiai reakcid koriilményeit, €s a tovabblépéshez megfelel6 mennyiségli
szintézisterméket nyertem ki,

kromatografias tisztitasi 1épést fejlesztettem ki minden szintézislépés kozott,
HPLC-ESI-QTOF-MS eluciés és fragmentacidos adatokat gyiijtottem a szintetizalt
komponensekrdl, azok szerkezetének azonositasara.

A harmadik cél a Hericium erinaceus (slingomba) szelénmetabolitjainak vizsgalata és

azonositasa volt, melyet a kdvetkezd 1épéseken keresztiil valositottam meg:

6.

7
8.
9

a Hericium erinaceus termotesteket szervetlen szelénnel kiméletesen dusitottam,
optimaltam az extrakcids €s mintatisztitasi modszereket,

a mintaextraktum szelénkomponenseit frakcidszedéssel koncentraltam,

az extraktumot HPLC-ESI-QTOF-MS moddszerrel vizsgiltam meg ¢és a

szelénkomponenseket azonositottam,

. 0sszehasonlitottam a gomba szelénmetabolitjait az élesztd metabolitjaival, valamint a

az ¢élesztd kén anyagcsere-Uitvonalaval a S-Se analdgok azonositasa céljabol.



AGYAGOK ES MODSZEREK

ICP- MS Agilent 7500cs (Agilent, Santa Clara, CA, USA) rendszerrel vizsgaltam a Se
kiilonboz6 izotodpjait. A miszer egy Agilent 1200 HPLC rendszerrel volt dsszekdtve, amely
egy kibdvitett mintabeviteli hurokkal volt ellatva (+400 pL). A HPLC-ICP-MS analizist 5%
O, gaz mellett hajtottam végre szerves alapu olddszerek esetén. Utkozési gaznak H, gazt
hasznaltam.

A szelenometionin frakci6 tisztitdsdra egy PRPX-100 (4.6 mm x 250 mm x 5 pm;
Hamilton; Reno, Nevada, USA) anioncserés oszlopot hasznaltam. Enantiomer-elvalasztasra
egy XTerra MS Cig (Waters; Milford, USA; 4.6 mm x 250 mm x 5 um) forditott fazist
oszlopot vettem igénybe.

A 2,3-dihidroxi-propionil-glutation szintézis koztes termékeit HPLC-ESI-MS
rendszerrel is kovettem nyomon, amely egy QTRAP 3200 tomegspektrométerre (ESI-QQQ-
MS; Applied Biosystems/Sciex; Foster City, CA, USA) épiilt.

A szelénmodosulatok azonositasara egy Agilent 6530 Accurate-Mass ESI-QTOF-MS
miszert alkalmaztam Agilent 6220 eredeti ,,dual ion spray” ionforrassal. A berendezés
Agilent 1200 tipusu HPLC rendszerrel volt 6sszekapcsolva.

A kiilonb6z6 mintaeldkészitési modszereknek a kivont szelenometionin D,L-ardnyara
gyakorolt hatdsanak vizsgéalata soran a mintdkat (CRM SELM-1 szelénnel dusitott élesztd és
majomcsésze-dio (Lecythis minor, Jacq.)) a két leggyakrabban hasznalt mintaeldkészitési
modszerrel, metanszulfonsavas hidrolizissel és enzimkeverékes emésztéssel készitettem eld.
Az elsd esetben a mintdhoz tomény savat adtam, majd reflux alatt forrdsban nyolc 6ran at
kezeltem. Az enzimes bontas esetén a mintat semleges pH értékii pufferben oldottam fel, majd
37 ‘C-on 24 oran 4t inkubaltam. Az enantiomer-elvalasztds elStt egy anioncserés
kromatografias tisztitasi lépésre volt sziikkség. Az enantiomer-elvalasztas O-ftalaldehiddel és
N-izobutiril-ciszteinnel  torténd derivatizalassal és forditott fazisi kromatografias
elvalasztassal tortént.

A 2,3-dihidroxi-propionil csoport azonositasanak igazoldasa soran a glicerinsavat
felszabaditottam s0jabol, pentaklorfenol segitségével aktivaltam, majd kromatografiasan
tisztitottam. A szelenocisztint DMF-ben (N,N’-dimetil-formamid) HCl segitségével
feloldottam, majd a vizet fagyasztassal eltavolitottam. A szelenocisztint és glicerinsavat
4-metilmorfolin  jelenlétében =~ DMF-ben kapcsoltam  Ossze. A szintézisterméket

folyadékkromatografias frakcioszedéssel tisztitottam. A konjugatumot oxidativ reakcioban



glutationnal kapcsoltam 0ssze. A reakciot Nal-dal katalizéltam, az oxidalasra H,O,-t
hasznaltam. Szelenocisztint szintén kapcsoltam Ossze glutationnal, ditiotreitol (DTT), H,O,,
¢s Nal jelenlétében.

A Hericium erinaceus (siingomba) szelénmetabolitjainak vizsgalata soran a szelénnel
duasitott gombat a termesztozsakok SelV-el torténd beoltdsaval allitottam eld. A kisérlet
kiilonb6z6 tazisaihoz kiilonbdzd mintaeldkészitést alkalmaztam. Az Osszes szeléntartalom
meghatarozasdhoz mikrohulldmu roncsolast végeztem salétromsavval és hidrogén-peroxiddal.
A szelenometionin meghatarozasahoz enzimes emésztést alkalmaztam pronaz E keverékkel.
A kis molekulatomegli szelénkomponensek azonositasdhoz vizes ill. ultrahangos extrakciot és
méretkizarasos kromatografias tisztitast hasznaltam. Az 0sszegyjtott frakcidkat ionparképzos
forditott fazisi kromatografids tisztitdsnak vetettem ald, majd a HPLC-ESI-QTOF-MS

rendszerrel azonositottam és fragmentéltam a komponenseket.

EREDMENYEK

A kiilonbozé mintaeldkészitési-modszerek a kivont szelenometionin D,L-aranyéra
gyakorolt hatasadnak vizsgélata soran megkiséreltem a mintakat liofilezéssel toményiteni, am a
koncentral6d6é metanszulfonsav irreverzibilisen koagulélta a mintdkat. A modszer validdlaséara
az enantiomer-elvalasztast kereskedelmi forgalomban kaphatd, racém D,L-szelenometionin
standardon is elvégeztem. R=2,4 értékli kromatografids felbontast sikeriilt igy elérnem, mely
lehetové tehette volna akar kiils6 vagy belsd kalibracid6 hasznélatat. A mintak D-
szelenometionin-tartalma  azonban tal alacsonynak bizonyult standard addicid
alkalmazasdhoz, igy két kiilon, kiilsé kalibraciot kellett késziteni a két enantiomer méréséhez.
A kalibracios gorbék meredeksége 6561 counts/ng volt az L-enantiomerre és 4127 counts/ng
volt a D-enantiomerre.

Két kiilonbozé mintat, a majomcsésze-dio fehérje frakcidjat és a CRM SELM-1
élesztot két kiilonbozd mintaeldkészitéssel kezeltem, majd a kapott D,L-enantiomer aranyokat
statisztikai analizisnek vetettem ald. Megallapitottam, hogy az azonos modszerrel kezelt
kiilonb6zé mintdk D,L-enantiomerek aranya kozt nincs szignifikdns kiilonbség, ami azt
igazolja, hogy mindkét modszer mintafiiggetlen. Az analizis azt is kimutatta, hogy
szignifikans kiilonbség volt az azonos mintdk kiilonb6zé modszerekkel mért D,L-enantiomer
aranyai kozott. A D-enantiomer ardnya 2.2-2.7% kozott valtozott metanszulfonsavas
hidrolizis esetén, és 0.5-0.6% volt enzimes bontas utan. Tekintve, hogy a metanszulfonsavas

eljarast elterjedten alkalmazzak korelemzések soran is (derivatizélassal vagy anélkiil) kiilonds



figyelmet kellene forditani a mennyiségi meghatarozasra, ugyanis olyan kalibracios gorbe,
amit eltérd D,L-enantiomer ardnyu keverékkel vettek fel, félrevezetd eredményt fog adni. A
kiilonbség nem elhanyagolhaté mértékli, lehetséges, hogy korabbi kisérletek nagy
bizonytalansaga mogott is ez allhat. Az eredményeim alapjan ezt a kiilonbséget figyelembe
kell venni, mert a mérési bizonytalansaggal azonos nagysagrend is lehet.

A 2,3-dihidroxi-propionil csoport azonositdsanak igazoldsa sordn az egyik legnagyobb
kihivast az jelentette, hogy a glicerinsavnak semmilyen észterezett forméja nem volt
kereskedelmi forgalomban elérhetd, valamint hogy a glicerinsav polimerek képzésére
hajlamos. A glicerinsav aktivalasara az irodalomban tobb szerzé is a pentafluorfenolt
javasolja, mivel gyorsabban reagal, és a pentaklorfenol eltavolitasa a reakcidtermékek koziil
nchezebben oldhaté meg. A kisérleteim soran azonban azt tapasztaltam, hogy a
pentafluorfenolos aktivdlds nem eredményezett mérhetd mennyiségli észtert, ezért az
aktivalasi lépést pentaklorfenollal ismételtem meg. Azt is megfigyeltem, hogy a reakcid
szintézisterméket sikeriilt kinyernem.

Az aktiv észter és a szelenocisztin 0sszekapcsolasabol egy keverék keletkezik, mely
tartalmaz szelenocisztint valtozatlan forméaban, valamint egyszeresen ¢és kétszeresen
észterezett szelenocisztint is, ezért egy kromatografids tisztitasi lépésre is sziikség volt. Mind
az egyszeresen ¢€s mind a kétszeresen észterezett komponenst frakcidoszedéssel
Osszegyljtottem, és fragmentacionak vetettem ald. Mindkét komponens alkalmas tovabbi
szintézisre, és mindegyik megtalalhaté minden szelénnel dusitott élesztdsarzsban is.

A szelenocisztein-glutation konjugatum szintézise soran az oxidativ reakcid beinditasa
okozta a legtobb nehézséget; az oldat ugyanis nagy feleslegben tartalmazott DDT-t a
szelenocisztin felolddsahoz. Az irodalomban tobb olyan cikket is talaltam, melyben a szerzd
azt éllitotta, hogy a redukalt glutationt minddssze H>O, hasznélataval mar oxidélni lehet. Ezen
informaci6 alapjan az elsd kisérletemben a szelenocisztin oldatat redukalt glutationnal
kevertem 0Ossze, és cseppenként hidrogén-peroxidot adtam hozza annak reményében, hogy
Se-S hidak fognak kialakulni. Az eredményeket ESI-QQQ-MS rendszerrel értékeltem ki. A
mérési adatok nem mutattak valtozast a glutation oxidacids allapotdban. Még huszondtszords
H,0O, haszndlata mellett sem volt kimutathaté mennyiségii konjugatum vagy oxidalt glutation
az oldatban. A redukalt glutation eldbb szenvedett bomlast, minthogy oxidalodott volna.
Végiil az irodalomban taldltam meg a megoldast: a reakciohoz Nal katalizator sziikséges. A
szintetizalt szelenocisztein-glutationt kromatografidsan Kkitisztitottam és HPLC-ESI-QTOF-

MS rendszerrel megvizsgaltam. Béar a szelenocisztein és glutation Osszekapcsoldsat a



szelenocisztein-glicerat és a glutation Osszekapcsoldasanak optimaldsara hajtottam végre, ez
Oonmagaban is teljes modszer, és az egyik célkomponenst eredményezi.

A szelenocisztein-glutation  0sszekapcsoldsabol — szerzett eredmények és a
kromatografias tisztitasi eljarasok mind sziikségesek voltak ahhoz, hogy mérhetd mennyiségii
2,3-DHP-szelenocisztein-glutationt tudjak szintetizalni. Az utols6d szintézislépést kovetden
Ujabb tisztitasra volt sziikség. Mivel még a specialis forditott fazisti oszlopokon, melyeket
alacsony szerves oldoszer-tartalmu eluenssel is lehet hasznalni, ennek a komponensnek alig
van visszatartdsa, igy robusztusabb technikat, az anioncserés kromatografiat valasztottam. A
komponenseket tisztitas utan ESI-QTOF-MS analizisnek vetettem ald, és megallapitottam,
hogy a fragmensek egyeznek az irodalomban leirt fragmensekkel.

Ugyan a szelenocisztein-glutation és a 2,3-DHP-szelenocisztein-glutation egyes
fragmensei megegyeznek (pl. a y-Glu specifikusak), a fragmensek tobbsége eltérd. A
legnagyobb kiilonbség a szelenocisztein (m/z 167.95) megjelenésében figyelhetd meg. A 2,3-
DHP-szelenocisztein-glutation fragmentacioja soran nagy mennyiségben keletkezik a 2,3-
DHP-szelenociszteinnel (m/z 255.97) egyliitt, de mennyisége alig detektalhato a
szelenocisztein-glutation fragmentalasakor. Mig a Se-S hid hasadasa jellemzé a DHP-
szelenocisztein-glutation tobbi fragmensére is, a DHP-csoport hianya stabilizdlja e kotést a
szelenocisztein-glutationban, és a hasadas jellemzden a S vagy Se masik oldalan torténik. Ez a
kiilonbség szokatlan olyan komponensek esetén, melyek alapszerkezete megegyezik.

A H. erinaceus (slingomba) szelénmetabolitjainak vizsgalata sordn az 0Osszes
szeléntartalom 42,3 pg/g sz.a.-nak addodott, ami kozel egy nagysagrendbe esik a természetes
szelénakkumulalé gombak szeléntartalmaval.

Az 1onparképzds, forditott fazist HPLC-ICP-MS rendszerrel kapott kromatogramon a
két legnagyobb cslcsot szelenometioninként (20,7 pg/g.) és Se-metilszelenociszteinként
(0,3 pg/g) azonositottam. Az egyiittes koncentracidjuk majdnem eléri az 0Osszes
szeléntartalom 50%-at. Ehhez hasonl6t még sohasem publikaltak a szakirodalomban
szervetlen szelénforrason nevelt kalapos gombék esetében. Ez a magas szerves szeléntartalom
arra utal, hogy a H. erinaceus szelénmetabolizmusanak utvonalai a tobbi kalapos gomba
ismert Utvonalai helyett a szelénnel dusitott éleszté utvonalaira hasonlitanak. Ennek
bizonyitasara tovabbi kisérleteket hajtottam végre a szelénnel-dusitott élesztd tipikus
anyagcsere-termékei utan kutatva, kiilonds tekintettel a szeleno-adenozil csoportra.

Az 1onparképz0s forditott fazisu HPLC tisztitas soran két frakciot gytijtdttem Ossze: a
legnagyobb-, valamit az utolsénak eludlédd szeléntartalmi csucsot. Az eldbbit

szelenometioninként azonositottam, az utdbbit tovabbi kromatografids tisztitdsnak vetettem



ala, ahol két szeléntartalmt csucsot sikertilt kitisztitanom. Ezeket a HPLC-ESI-QTOF-MS
rendszerrel megvizsgaltam, és harom szeléntartalmi komponenst mutattam ki melyek
tomeg/toltés aranya 362,03623, 360,05707 és 346,04163 volt. A legnagyobb koncentracioju,
m/z 346,04163 7,5 percnél elualodott, ¢és a fragmentacidja alapjan Se-metil-5-
szelenoadenozinként azonositottam.

Az 1,3 percnél eludlodd m/z 360,05707 komponens azonositasa nem volt ilyen
egyértelmii. Az elemi Gsszetétel alapjan csak egy lehetséges Osszetétele lehet: egy —CH,
csoporttal nagyobb, mint a Se-metil-5-szelenoadenozin, tehat CoHsN5O5Se” /elméleti
m/z 360,0569; 0 + 0.47 ppm/. Az MS/MS adatok adenozil, adenin és rib6éz csoportok
vesztésére utaltak. Ezek alapjan az adatok alapjan két lehetséges szerkezet 1étezik: Se-etil-5-
szelenoadenozin, €és Se-dimetil-5-szelendnium-adenozin, egy kationos komponens, amelyet
korabban még nem sikeriilt kimutatni. Mivel tobb stabil kationos szelénkomponens is ismert
(mint példdul a trimetilszelendnium ion, a Se-adenozil-szelenometionin ¢és a Se-
metilszelenometionin) a pontos tomeg ¢és a fragmentaci6 alapjan egyik szerkezet sem zarhato
ki. A szerkezet meghatidrozadsdhoz ezért tovabbi adatokat kell figyelembe venni: (1) Az
m/z 360,05707 komponens a holttérfogathoz kozel elualddott. Egy etilcsoport metilcsoport
helyett nem okozott volna ekkora kiilonbséget a retenciés id6ben. (2) A Se-metil-5-
szelenoadenozin oxidalt formajat is sikeriilt kimutatnom, de az m/z 376,0519 elméleti
tomegnél nem detektaltam komponenst. (3) A Se-metil-5-szelenoadenozin kétszeresen toltott
forméjat nem detektadltam kimutathaté mértékben, az m/z 360,05707 komponens viszont
folyamatosan jelen volt egyszeresen és kétszeresen tOltott formaban is, ami egy olyan
szerkezetre utal, ami konnyen ionizaldodik tobbszords toltéssel, valoszinilileg a kationos
szerkezete miatt. (4) Csak a Se-metil-5-szelenoadenozint sikeriilt [M-H] pszeudomolekularis
ionként (és hangyasav-addukttal is) kimutatni. Ezek a megfigyelések kozvetetten igazoljak,
hogy az m/z 360,05707 komponens a Se-dimetil-5-szelenonium-adenozin.
Se-adenozil-szelenohomociszteint nem sikeriilt kimutatni. A jelenlegi adatokbdl nem lehet
megallapitani, hogy ezt a két gomba metabolikus Utvonalainak kiilonbsége, vagy a szelénnel
valé dusitas koncentracio-kiilonbsége (2000 ppm vs. 43 ppm) okozza-e. Ugyanakkor a magas
szelenometionin ¢és szeleno-metilszelenocisztein tartalom valamint a szeleno-adenozil
komponensek jelenléte kiilonlegessé teszi a H. erinaceust a tobbi Agaricomycetes kozott. Ez a

szokatlan szelénmetabolizmus jo alapot ad egy funkcionalis élelmiszer kifejlesztéséhez.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Meghataroztam a szelenometionin racemizaciéjanak mértékét metanszulfonsavas
(MSA) és pronase E-vel végrehajtott fehérjehidrolizist kdvetéen. Megallapitottam, hogy
az enzimes hidrolizis nem vezet racemizacidohoz, ugyanakkor az MSA hidrolizis tobb mint
2% D-enantiomer képzdédéshez vezet attol fliggetleniil, hogy a minta fehérjetartalma
ndvényi vagy gomba eredetii volt.

2. Megallapitottam, hogy a HPLC-ICP-MS rendszer szignifikansan eltérd érzékenységet
mutat OPA- és NIBC-reagensekkel derivatizalt D- és L-szelenometioninra abban az
esetben, amikor izokratikus elvdlasztison alapuld6 RP-HPLC-ICP-MS moddszert
alkalmazunk.

3. Kifejlesztettem és végrehajtottam a 2,3-dihidroxi-propionil-szelenocisztein-glutation,
2,3-dihidroxi-propionil-szelenocisztein-szelenocisztein, di-N-2,3-dihidroxi-propionil-
szelenocisztein és a szelenocisztein-glutation konjugatumok szintézisét.

4. Igazoltam, hogy szelenometabolomikai szinten rokonsag all fenn a szelénnel dusitott
¢lesztd és a szelénnel dusitott Hericium erinaceus (siingomba) kozott. Kinyertem és
HPLC-ESI-QTOF-MS rendszer segitségével azonositottam egy 1j, korabban még le nem

irt szelénmodosulatot, a Se-dimetil-5-szelendéium-adenozint.
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