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BEVEZETES

Az €16 szervezetek nagy része — tobbek kozott az emberi szervezet — szamara is 1étfontossagl a
megfeleld szelén ellatottsag. A szelén szelenocisztein (a 21. aminosav) formajaban beépiilve
kulcsszerepet jatszik szamos antioxidans hatast szelenoenzim mikodésében (Papp et al. 2010).
Nélkiilozhetetlen a redox homeosztazis fenntartasaban, kozvetve pedig olyan kronikus betegségek
kemoprevenciojaban, mint a kronikus gyulladas, a rak vagy a sziv- és érrendszeri megbetegedések
(Hatfield et al. 2014). Szamos kutatas bizonyitja, hogy a megfeleld szelén ellatottsag hatasos lehet a
modern életforma egyes negativ hatasainak ellensulyozasaban (Rayman 2012).

Mivel hazankban a napi szelénbevitel nem éri el az emberi szervezet szamara optimalis szintet
(Szabd et al. 1991), a hidnyz6 mennyiséget ajanlott szelénben gazdag vagy szelénnel dusitott
¢lelmiszerek, illetve szelén tartalmu étrend-kiegészitok formajaban potolni. Az elfogyasztott szelén
mennyis€égén kivill annak mindsége is alapvetd fontossagi, mivel a kiillonbozd szelén
moédosulatoknak eltérd a biologiai hozzaférhetdsége ¢€s toxicitasa. Ez a megfigyelés tette
elengedhetetlenné a moddosulat-analitikai vizsgalatokat a szelén kutatdsban. A  szerves
tomegspektrometriai eszk6zok €s modszerek ugrasszerli fejlodése és elterjedése a modosulat-
analitikai kutatasok fejlodését is felgyorsitotta. Ezekkel a modszerekkel ismeretlen vegyiiletek
meghatarozasa is lehetévé valt, amely elengedhetetlen a biokémiai és élettani folyamatok
nyomelem analitikai tanulmanyozasahoz.

Téplalkozastudomanyi szempontbol kiemelt jelentéségli a novények szelén modosulat-analitikai
vizsgalata, hiszen az élelmi szelén nagy részét ndvényi eredetli élelmiszerekkel vessziik
magunkhoz. A novények szelén anyagcseréje alapvetden eltér az allatokétol, mivel a ndvények
szdmara a szelén nem létfontossagli. A novények tobbsége nem rendelkezik szelén specifikus
anyagcsere Utvonalakkal, hanem a kén analdgjaként veszik fel és épitik be a szelént. A legtobb
novény nem ¢l meg szelénben gazdag talajokon, mivel nagy mennyiségli szelén felvétele oxidativ
stresszt valt ki, a szelénnek a fehérjékbe torténé nem specifikus beépiilése pedig toxikus hatasu
(Van Hoewyk 2013).

Néhany ndvény azonban a szelén toxikus hatésait ellenstilyozo, specialis anyagcsere utvonalak
kialakitasaval alkalmazkodott a magas szelén tartalmu talajokhoz. Az ugynevezett szelén
akkumulator fajok pedig nemcsak toleraljak, hanem célzottan képesek felvenni és tarolni a szelént,
hogy védekezési mechanizmusaikban hasznositsak azt (Freeman et al. 2006). Munkam soran ilyen
szelén akkumulator novények modosulat-analitikai vizsgalatat végeztem el nagyfelbontasu
tomegspektrometriai modszerek alkalmazasaval. A brazil di6 (Bertholletia excelsa) ¢és a

majomesésze dio (Lecythis minor) taplalkozastani jelent6ségét az adja, hogy a természetes eredetii



szelén tartalmuk miatt jol alkalmazhatoak élelmi szelén forrasként (B. excelsa), illetve takarmany

adalékanyagként (L. minor).

CELKITUZES

A szelén moédosulat-analitika viszonylag régota 1étezd, jol megalapozott, de folyamatosan
fejlddé  tudomanyag. Modszereit szamos kutatasi teriileten hasznositjak, példaul a
taplalkozastudomanyi és takarmanyozasi, kemoprevencidos vagy novényélettani kutatdsokban. A
legujabb vizsgalatok féleg nagyfelbontasi tomegspektrometriai mddszereken alapulnak, melyek
nagyszamu ismeretlen komponens azonositasat teszik lehetdve.

A doktori munkam soran a brazil di6 és a majomcsésze did széleskorli szelén speciacios

jellemzésére torekedtem. A fobb célkitlizéseim a kovetkezok voltak:

A B. excelsa és a L. minor terméseinek kis molekulatomegli, vizoldhatd szelénvegyiileteinek

vizsgalata soran:

. ICP-MS altal nyomon kovetett, tobbdimenzios kromatografiai eljards megtervezése a
szelén tartalmu frakciok tisztitasahoz,

o adatbazis létrehozdsa ismert szelén anyagcsere termékek felhasznalasaval a
B. excelsa és a L. minor szelén tartalmt vegyiileteinek azonositasahoz,

J uj szelén vegyiiletek azonositasa a pontos tomegiik, kromatografias viselkedésiik és

MS/MS fragmentacios viselkedésiik alapjan,

. a fébb 1j szelén anyagcsere termékek azonositdsdnak szintézissel torténd megerdsitése,
. a két novény szelén anyagcseréjének dsszehasonlitasa.

A majomcsésze did proteomikai vizsgalatahoz:
e HPLC-ESI-Q-TOF-MS alapu ,,shotgun” proteomikai vizsgalat megtervezése,
o fehérje adatbazis 1étrehozasa az adatbazis alapu fehérje azonositashoz, valamint a fehérjék
azonositasa €s az eredmények validalasa,

e ismeretlen szelenopeptidek manualis de novo szekvenalasa.



ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérletekhez kereskedelmi forgalomban kaphato, a gyarto altal (Dr Winfried Behr, Bonn,
Németorszag) részlegesen zsirtalanitott majomcsésze di6 mintat hasznaltunk, a héjas brazil dio
mintat pedig Miinchenben vasaroltuk. A mintdkat Bod6 és munkatarsai altal leirt modon tisztitottuk,
zsirtalanitottuk és homogenizaltuk (2003).

A célkomponensek kivondsdhoz vizes extrakcidt alkalmaztunk, mivel az altalunk vizsgalni
kivant kis molekulatomegii anyagcseretermékek vizben oldhatdk, valamint ennél a kiméletes
extrakcids eljarasnal a szelén modosulatok atalakulasanak kockazata is alacsony. Az extrakcid
hatékonysagat ultrahangos kezeléssel javitottuk, amely elOsegitette a mintamatrix hatékonyabb

feltarasat.

Szelén modosulatok azonositasa

Osszetett — ortogonalis kromatografias — minta-eldkészitési eljaras  kidolgozasaval
biztositottuk, hogy az LC-ESI-Q-TOF-MS vizsgalatok elvégzéséhez a tisztitott frakciok zavaro
matrixkomponensekt6él mentesek és megfeleléen koncentraltak legyenek. Els6 1épésként ICP-MS-
hez kapcsolt méretkizarasos kromatografias elvalasztast alkalmaztunk, amely jol hasznalhato a
szelén tartalma frakciok elsddleges kivalasztasara. Ezutan ioncserés, majd ionparképzos
kromatografiai elvalasztas kovetkezett, amelyek soran frakcidoszedéssel gytijtottiik a szelén tartalmu
frakciokat. Végiil forditott fazisu kromatografiai eljarassal biztositottuk, hogy az LC-ESI-Q-TOF-
MS kisérletek soran minél kedvezobb legyen a jel/zaj arany.

Az LC-MS mérések soran gyiijtott adathalmaz feldolgozasahoz Osszetett adatfeldolgozasi
stratégia kidolgozéasara volt sziikség. A kromatogramok sziirésére szolgald stratégiank harom fo
részb6l allt: (i) adatbazisos kereséssel mutattuk ki a szakirodalombol mar ismert szelén
modosulatokat, (i1) jellemzd ionforrds fragmensek alapjan kerestiink tovabbi szelén tartalmu
vegyiileteket, a tobbi ismeretlen szelén modosulatot pedig (iii) manualisan detektaltuk az

izotopmintdzatuk alapjan.



Proteomikai vizsgalat

A majomcsésze diobol kinyert Osszetett fehérje frakcid jellemzésére “shotgun” proteomikai
vizsgalatot hajtottunk végre. Ez az alulrdl felfelé halado, peptid-alapu shotgun proteomikai eljaras a
leggyakrabban alkalmazott proteomikai eljaras (Cravatt et al. 2007, Cox and Mann 2011), amely
hatékonyan hasznalja ki a nagyfelbontasu tomegspektrometriai modszerek altal kinalt lehetdséget
Osszetett fehérje keverék széleskorli jellemzésére. Az egyszerii minta-elokészitési eljaras soran
kapott fehérje frakciot tripszines bontas utan HPLC elvalasztashoz kapcsolt nagyfelbontasu
tomegspektrometriai  modszerekkel vizsgaljuk. A fehérjék azonositasahoz bioinformatikai
eszkozoket alkalmazunk.

Minden adatbézis-alapt fehérje azonositashoz egyedi adatbazist allitunk Gssze, amely idedlis
esetben a vizsgalt él6lényhez tartozd, az UniProtKB altal nyilvantartott és ellenérzott fehérjéket
tartalmazza. Egy ilyen adatbéazis Osszeallitdsa azonban elég nehézkes lehet, ha nem modell
szervezetekrdl, hanem kevésbé kutatott ¢16lényekrdl, mint példaul fas szara ndvényekrdl van szo
(Neale and Kremer 2011). A Lecythidaceae csaladba tartozo fas szart novények fehérjéi koziil
példaul mindossze 441 ismert, melyek koziil csak 6t ellendrzott. Mivel az volt a célom, hogy minel
tobb fehérje azonositasaval bdvitsem a jelenleg rendelkezésre allo irodalmi adatokat az altalam
vizsgalt L. minor esetében, a fehérjeazonositashoz végiil bévebb adatbazist allitottam Ossze, amely
az Ericales (Hangaviragiak) rendjébe tartozd6 ndvényekbdl azonositott, UniProtKB altal
nyilvantartott fehérjéket tartalmazta (15114 fehérje, melyek koziil 104 ellenérzott, 2014.08.01.).

Tovabbi szelén tartalmu peptidek kimutatasara pontos tomeg adatbazist allitottam 6ssze, amely
korabban kimutatott szelenopeptideket és kén tartalmi peptidek lehetséges szelén analogjait
tartalmazta. A tandem MS spektrumok manualis atvizsgalasat is elvégeztem, hogy a jellegzetes
izotop mintazatuk alapjan kisziirjem a kordbban ismeretlen szelenopeptideket is. Ezeknek a szelén
tartalmu peptideknek a kén analdgjait is megkerestem és fragmentaltam. Az igy kapott adatok

nagyon hasznosnak bizonyultak a szelenopeptidek de novo szekvenalasanal.



EREDMENYEK

Szelenometabolomika

Az altalunk valasztott kisérleti terv és a korszerii kapcsolt analitikai rendszerek alkalmazasa
lehetové tette, hogy szdmos olyan szelén modosulatot azonositsunk, melyek korabban rejtve
maradtak. Szamos szelenohomocisztein €s szelenometionin szarmazékot azonositottunk, melyek
koziil a legjelentésebbek a két szelenohomocisztein oldallanc k6zott 2-4 szelén atomot tartalmazo
poliszelenidek. Az altalunk kimutatott nagyszamt szelenohomocisztein szarmazék alapjan
feltételezhetjiik, hogy kordbban alabecsiilték ennek a szelén modosulatnak a szelén anyagcserében
betoltott szerepét. Azt talaltuk, hogy a szelenohomocisztein —SeH csoportja reakcioba 1éphet
(valoszinileg nem enzimes modon) szelén tartalmu aminosavakkal és szarmazékaikkal, illetve
kiilonb6z6 masodlagos anyagceseretermékkel.

Ezen kiviil a kiilonféle analitikai informéciok - mint példaul a pontos tomeg, az izotép mintazat,
illetve a retencids id6 - egyiittes figyelembe vételével a lipid anyagcseréhez kothetd szelén
modosulatokat is sikeriilt azonositanunk (melyek forditott fazisi kromatografias koriilmények
kozott hidrofob karakteriek). Ezen eredmények alapjan a jelenleg elfogadott ndvényi szelén

anyagcsere Utvonalakhoz két 0j anyagcsere Utvonal hozzaadasat javasoljuk (1. abra).
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1. abra: A jelenleg ismert novényi szelén anyagcsere utvonalak (Ogra and Anan 2012) az altalunk

javasolt aj utvonalakkal kiegészitve (kiemelés).



Az Ujonnan azonositott szelén moddosulatok koziil a legérdekesebbek talan azok a
poliszelenidek, melyek a szelén kivalasztasanak és tarolasanak a majomcsésze diora jellemzo,
alapvetéen uj formajat képviselik. Méas magasabbrendii névényekbdl kimutattak mar hasonld
szerkezetli - foként illékony - diszelenideket, szelenotriszulfidokat és diszeleno-triszulfidokat
(Meija et al. 2002, Kubachka et al. 2007). Ezen kiviil nemrégiben egy bakterialis eredetii
triszelenidet is azonositottak (Swearingen Jr. et al. 2006). Ez az elsé eset, hogy haromnal tobb
szelén atomot tartalmazoé poliszelenideket sikeriilt in vivo azonositani.

A poliszelenidek esetén a szelén atomok a molekula kézepén helyezkednek el, ami valdszintileg
folyamatokban tovabbra is felhasznalhatd a poliszelenidekben tarolt szelén. A szerkezetiikbdl itélve
ezek a vegyliletek valdsziniileg kifejezetten mérgezdek, mivel lebontasuk akar a glutation-készlet
kimeriiléséhez is vezethet (a szelenocisztin szelenodiglutationon keresztiil torténé lebontasahoz
hasonldéan). Azonban tovabbi toxikologiai vizsgalatok lennének sziikségesek ahhoz, hogy
megallapithassuk, hogy a majomcsésze di6 valojaban biztonsagos takarmany kiegészitonek
tekintheto-e.

A szelenometabolomikai vizsgalat alapjan megallapithatjuk, hogy a két novény szelén
anyagcseréje jelentdsen kiilonbozik egymadstol. Az altalam azonositott 26 vegyiilet koziil csak
harom volt jelen mindkét ndvényben, ezek a szelenometionin, a y-glutamil-szelenometionin és a
y-glutamil-metil-szelenometionin voltak. Szamos korabbi kutatas igazolta, hogy a brazil di6 szelén
tartalma 96 %-ban fehérjékben kotott szelenometionin formajaban van jelen (Vonderheide et al.
2002, Dumont et al. 2006). Az eredményeink megerdsitik, hogy a brazil di6 szelén anyagcseréjében
kozponti szerepet jatszik a szelenometionin, mig a majomcesésze did szelén anyagcseréjében sokkal

valtozatosabb anyagcsere itvonalak is szerepet kapnak.

Szelenoproteomika

A majomcesésze dio “shotgun” proteomikai vizsgalatanak eredményeként 6t kiillonbozo fehérjeét
sikertilt azonositanom, melyek a 11S globulin, harom, kénben gazdag tarold fehérje és egy 11S
globulinhoz hasonld fehérje voltak. A proteomikai vizsgalat eredményei fehérje szinten is
bizonyitjdk a majomcsésze did és a brazil did kozeli rokonsagat, hiszen a majomcsésze did
vizsgélata sordn jelenleg azonositott fehérjék koziill majdnem mindegyiket a brazil didban

azonositottak eldszor.



Az azonositott fehérjék kozos jellemzdéje, hogy metioninban igen gazdagok, amely elméleti
lehetdséget biztosit arra, hogy a metionin szelenometioninnal vald helyettesitése révén szamos
szelén tartalm peptidet észleljiink. A majomcsésze did esetén a brazil didhoz képest két
nagysagrenddel magasabb szelén koncentracidé sokkal nagyobb mértékii metionin/szelenometionin
szubsztituciot eredményezett, amely lehet6vé tette, hogy korabban ismeretlen szelenopeptidek is
kimutathatéak legyenek. Ennek eredményként Osszesen 13 kiilonbozé szelenopeptidet
azonositottam adatbazisos kereséssel €és tovabbi kilenc szelén tartalmu peptid szekvencidjat
hataroztam meg manualis de novo szekvenalassal.

A majomcsésze did szelén tartalmi peptidjeinek vizsgalataval a két novény kozotti
kiilonbségekre is sikeriilt ravilagitani. A vizsgalat egyik legjelentdsebb eredményeként sikeriilt
kimutatnom olyan szelenopeptideket, melyek akar harom vagy négy szelenometionin oldallancot is
tartalmaznak. Ezeknek a peptideknek az analdgjait mar kimutattdk brazil diobol is, de azok
legfeljebb egy vagy két szelenometionint tartalmaztak.

A szelenometionin nem specifikus moddon, a metionil transzfer RNS-hez kotédve
(metionil-tRNSMe") képes beépiilni a fehérjékbe. Ennek a folyamatnak a szabdlyozasa pontosan nem
ismert, de széles korben elfogadott az az allaspont, hogy a folyamat mértéke az adott szovetre
jellemz6 metionin/szelenometionin aranytol fligg. A majomcsésze di6 esetén tapasztalt
nagymértékii szelenometionin/metionin helyettesités lehetéséget nyajtott ennek a folyamatnak az
in vivo tanulmanyozasara. Meghataroztuk a majomcsésze di6 metionin/szelenometionin aranyat és
osszehasonlitottuk a varhatd szelenopeptid aranyokat a tapasztalati értékekkel. A tapasztalati
értékek jol kovették az varhatod aranyokat, amely megerdsiti, hogy a szelenometionin beépiilésének
mértéke nagymértékben fligg az adott szovetre jellemzd metionin/szelenometionin aranytol.

Erdemes megjegyezni, hogy annak ellenére, hogy a majomcsésze did szelén tartalma
kiemelked6en magas és szdmos szelenopeptidet sikeriilt azonositatunk, egyetlen egy szelenocisztein
tartalmt peptidet sem sikeriilt kimutatnunk. Ez valdsziniileg annak koszonhetd, hogy a novény
rendkiviil hatékony detoxikaciés mechanizmusokkal rendelkezik, melyek megakadalyozzdk a
szelenocisztein nem specifikus beépiilését. Ezek koz¢é a védekezési mechanizmusok koz¢ tartozik a
szelenocisztein tovabbalakitdsa nem fehérje jellegli aminosavakkd és szarmazékaikka, valamint a
majomcesésze did esetén a szelenocisztein szelenocisztationon keresztiil szelenometioninné torténd
alakitasa is fontos szerepet jatszhat. Mind a metabolomikai, mind a proteomikai eredményeink
alatamasztjak ezeknek a detoxikacios Utvonalaknak a létezését, melyek hatékonyan védik a novényt

a nagy mennyiségben jelenlévd szelén karos hatéasaitol.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Hét ismert és 19 korabban ismeretlen alacsony molekulatomegii szelén modosulat
azonositasaval bovitettem a brazil di6 (B. excelsa) és a majomcsésze did (L. minor) korabban
ismert szelén speciacios profiljat. Eredményeimmel igazoltam, hogy a masodlagos szelén
akkumulator brazil di6 és a hiperakkumulator majomcsésze dio szelén anyagcsere termékei
jelentdsen eltérnek egymastol. Az altalam azonositott 26 vegyiilet koziil csak harom volt jelen
mindkét ndvényben: a szelenometionin, a y-glutamil-szelenometionin és a y-glutamil-metil-

szelenometionin.

2. Azonositottam poliszelenidek egy homoldg sorat, melyek két szelenohomocisztein oldallanc
kozott 2-6 szelén atomot tartalmaznak. A fragmentacion alapuldé komponens-azonositast a
poliszelenidek Se-S analogjainak szintézisével és tomegspektrometriai vizsgalataval is
megerésitettem. Ezzel els6ként mutattam ki, hogy a szelén hossz poliszelenid lancokba

torténd in vivo beépitése lehetséges.

3. Négy szelén tartalmu fehérje és 13 szelenopeptid adatbazis alapjan torténd azonositasaval
megalapoztam a Lecythis minor szelenoproteomikai jellemzését. Tovabbi kilenc

szelenopeptid szekvenciajat hataroztam meg manualis de novo szekvenalassal.

4. A majomcsésze did Szelenoproteomikai vizsgalatanak eredményeként Kimutattam a
metionin/szelenometionin helyettesités kiemelkedéen magas szintjét. Kordbban nem volt
ismert, hogy akar négy metionin oldallanc szelenometioninnal t6rténd in vivo helyettesitése is

11111

detoxikécios folyamatoknak.

5. lgazoltam a szelenocisztein oldallancok teljes hianyat a majomcsésze dio fehérje frakcidjaban.
Ez az eredmény azt bizonyitja, hogy a szelén hiperakkumuldtor majomcsésze didban a
szelenocisztein fehérjékbdl torténd kizarasa rendkiviil hatékonyan miikodik. Ez a folyamat

kulcsfontossagl a novények Se tolerancidja szempontjabol.
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