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1. AMUNKA ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

A nyomelemek fontos szerepet toltenek be a bioldgiai rendszerek miikddésében, tobbek
kdzott enzimek aktiv centrumaban vagy bioaktiv vegyiiletek szerkezeti elemeként. Az
esszencialis és hasznos elemeken tal ismertek akut (pl. Hg) vagy kronikus (pl. Pb) mérgezést
okozo fémek is. Szdmos elem azonban nem sorolhato be egyértelmiien — kdszonhetden kettds
viselkedésének —, mely alapjan lehetnek esszencialisak egy adott oxidacios allapotban, mig
toxikusok egy masikban, vagy karosak a legtdbb formajukban, azonban esszencialisak vagy
artalmatlanok egy bizonyos szerves formaban. A minéségi jellemz6kon tal az adott elemek
mennyisége is meghatarozza a biologiai rendszerekre gyakorolt hatasukat.

Az esszencialis nyomelemek kozott a szelén rendelkezik az egyik legsziikebb optimalis
tartomannyal a napi beviteli értéket tekintve, ebbdl fakadéan mind a szelénhidny, mint a
szelénmérgezés vilagszerte eléforduld probléma. A szelenocisztein, a 21. természetes aminosav
szamos antioxidans enzimbe épiil be, igy fontos szerepet jatszik a sejtek oxidativ stresszel
szembeni védelmében. A szelénhiany emberekben tébbek kozott izom és izlleti gyengeséget,
gyulladést, pajzsmirigy alulmikodést, szivizom rendellenességet, az immunrendszer
gyengesegét, Keshan és Kashin-Beck betegséget okozhat, mig a szelénmérgezés tiinetei a maj
és vese karosodasa, sziv €s maj nekrozis, a haj és korom elvesztése. Az eurdpai lakossag
szelénellatottsaga altalaban az optimalis érték alatt van; az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi
Hatdsag (EFSA) altal 2014-ben meghatarozott ajanlott napi beviteli érték 70 pug/nap felnéttek,
85 pg/map csecsemdt szoptatd anydk szamdra, mely szelénben gazdag/dusitott élelmiszerek
vagy taplalékkiegészitdk formajaban biztosithato.

Egyre nagyobb figyelem iranyul arra, hogy nemcsak az étrenddel bevitt 0Osszes
szelénmennyiség fontos az egészség szempontjabdl, hanem az elfogyasztott szelén kémiai
formaja is Iényeges lehet, kdszonhetéen annak a ténynek, hogy a kiilonboz6 szelénformak
bioldgiai hozzaférhet6sége eltérhet, ami egyditt jarhat az egészségre gyakorolt elényos vagy
hatranyos hatasokkal. Ahhoz, hogy helyes kovetkeztetéseket lehessen levonni a kiilonboz6
szelénformak szerepérol, az els6 1épés a megfeleld szelénspeciacios vizsgalatok végrehajtasa a
taplaléklancban, kilonos tekintettel a ndvényekre, mint az emberi étrend 6 szelénforrasaira.

Ellentétben az allatokkal és az emberrel, jelenlegi ismereteink szerint a szelén nem
esszencialis a magasabb rendli névények szamara, st tobbségiikre toxikus. Szelénben dus
talajon €16 novények egy specialis csoportjaban kiilonb6z6 anyagcsere utvonalak fejlédtek Ki,
amelyek altal megbirk6znak a szelén toxicitdsaval és nemcsak a szelén toleralasahoz

adaptalddtak, hanem nagy koncentracidban képesek felhalmozni a szelént szdveteikben.



Szelénhiany és -mérgezes problemaja egymas mellett van jelen Kinaban, ,.kdszonhet6en” a
talajok jelentosen eltérd szeléntartalmanak. Szelénben dusitott élelmiszerek szabalyozott
termesztése ¢€s eldallitdsa a szelénben gazdag régiokban hozzijarulhat a szelénhidnyos
tertleteken ¢é16 emberek egészségligyi problémainak megoldéaséhoz.

A Cardamine violifolia szelén-hiperakkumulaldo novényfaj természetes él6helye Kina
szelénben gazdag Yutangba régidja ahol fitoremediacids célbol is termesztik. Talajjavitasra és
taplalékkiegészitd gyartasra hasznaljak, ugyanakkor a szelénfelhalmozodasért felelds
szelénvegyuletek és metabolikus Utvonalak még nem keriiltek feltardsra. PhD munk&m soran
célul tiztem ki a ndvény szelénvegyiileteinek mindségi azonositdsat ¢és mennyiségi
meghatarozasat, valamint a szelénnel kapcsolatos fiziologiai tulajdonsagainak vizsgalatat. A

kisérletek két 6 vonal mentén értékelhetdk:

Cardamine violifolia szelénmetabolitjainak vizsgalata:

e Szeléntartalmu frakcidk ICP-MS-sel kdvetett ortogonalis kromatografias tisztitasa;

e Szelenkomponensek detektaldsa HPLC-ESI-QTOF-MS miiszeregyiittessel a
frakcidkban;

e Szelénvegyiuletek feltételes azonositasa pontos tomeg, kromatogréafias viselkedés és
MS/MS fragmentéacié alapjan;

e FO§ szelénvegyiilet azonositasa kémiai szintézissel,

e F¢ szelénvegyiilet mennyiségi meghatarozasa izotophigitasos LC-ICP-MS analizis
réveén.

A szelén fizioldgiai hatadsainak vizsgélata a C. pratensis nem Se-akkumulélé (kontroll) fajjal

0sszehasonlitva:

e Szelén tolerancia és akkumulacio;

e Szelenat és szelenit felvétel,

e Szelenat / szulfat ill. szelenit / foszfat interakci6 hatasa a szelén és kén felvételre;

e Szelén hatésa klorofill fluoreszcencia paraméterekre és antioxidans kapacitasra;

e Szelén térbeli eloszlasa és speciacids vizsgalata intakt ndvenyi szdvetben
rontgenfluoreszcencia es -abszorbancia modszerrel.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

A Cardamine violifolia ndvényt a Wuhani Botanikus Kert (Kinai Tudomanyos Akadémia,
Wuhan) azonositotta és regisztralta. A novényi szovetek és magok 2016 és 2017 tavaszan
keriiltek begyljtésre a természetesen szelénben gazdag Yutangba régioban, Enshiben (Hubei
tartomany) és az Enshi Tujia és Miao Autonom Prefektura MezOgazdasagi Akadémiaja
bocsétotta rendelkezésemre. A novényi szoveteket desztillalt vizzel mosték, liofilizaltdk és
6rolték. A Cardamine pratensis kontroll faj magjait kereskedelmi forgalombdl szereztem be.

A C. violifola mintabdl a szelénmegoszlas vizsgalatahoz kiilonb6z6 mintael6készitési
modszereket alkalmaztam: savas roncsolds, enzimes extrakcid, egymast kovetd extrakciok:
vizzel, natrium-szulfittal, valamint szén-diszulfiddal végzett extrakciok.

A szelénvegyiiletek jelenlétét elsd 1épésként erés anion-, Kationcserés, forditott fazisu
ionparképz6 kromatografia ICP-MS-sel torténé kapcsolasaval vizsgédltam. Ortogonalis
kromatografias tisztitas tette lehetové a szelénvegyiiletek maétrixkomponensektél valod
megtisztitasat és tomenyitését a nagyfelbontasti ESI-MS vizsgélathoz. A szelénvegyiletet
tartalmazo frakciok RP-HPLC kromatogréfidn keresztll kerultek Unispray/ESI-QTOF-MS
vizsgalatra. A szelénkomponensek fellelése a nagyfelbontast témegspektrumban a tébb
modszer parhuzamos alkalmazasaval volt lehetséges: (i) adatbazis alapu keresés, (ii)
karakterisztikus ionforras fragmensek extrahélasa, (iii) manualis izotop mintazat fellelés, (iv)
tomegdefektus alapt sziirés. A {6 szelénvegyiilet azonositasanak alatimasztasa kémiai szintézis
végrehajtasaval tortént, mennyiségi meghatarozasat nem-maodosulat specifikus izotdphigitasi
modszer tette lehetdvé.

A C. violifolia szelénakkumulalé fajt és a kontroll faj C. pratensist kiilonb6z6 szelenat
koncentrécidju agar tdpkozegen termesztettem steril korilmények kozott. A kavicsos talajon
termesztett novényeket szelenat, szelenit, szelenat+szulfat, ill. szelenit+foszfat tartalmd
Hoagland tapoldattal dntdztem. A szelén tolerancia 6sszehasonlitasahoz a gyokér hosszat €s a
hajtas szaraz tomegét vizsgaltam, osszes szelén és kén akkumulacidt pedig ICP-OES-sel
mértem. Rontgen fluoreszcencia (XRF) és abszorbancia (XANES) spektroszkopia tette
lehetévé a szeléneloszlas és szelénspeciacio vizsgélatat intakt novényi szdvetekben. A
novények fiziologiai allapotanak nyomon kovetése klorofill fluoreszcencia, antioxidans

kapacitas és 0sszes polifenol tartalom mérésével tortént.



3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A természetes él6helyérdl szarmazo C. violifolia szar- és levélminta dsszes szelén tartalma
elérte a 3,7 g Se/kg szarazanyag értéket, ami alapjan a ndvény egyértelmiien a hiperakkumulalo
fajok koze sorolhatd. A minta vizes kivonata az 6sszes szelénnek ~60%-at tartalmazta, mig a
szulfit extraktum (elemi szelén) és szén-diszulfid extraktum (szelenid) dsszesen ~18%-at tette
Ki. A vizes kivonatot anioncserés-1CP-MS-sel vizsgaltam, azonban szelenatot nem detektaltam
Kimutatési hatér felett, szelenitet is csak elhanyagolhaté mennyiségben; a szelénkomponensek
tulnyomé része a holttérfogatban elualddott. A minta enzimes extraktuma elhanyagolhato
mennyiségii Se-(metil)szelenociszteint tartalmazott, valamint szelenometionint is csupan
nyomnyi mennyiségben. A vizes Kkivonat legintenzivebb szelénvegyllete ortogonalis
kationcserés (SCX) és forditott fazist ionparképzés (IP-RP) kromatografidval ker(lt tisztitasra
a nagyfelbontasi RP-HPLC-ESI-QTOF-MS analizis eldtt. A karakterisztikus szelén izotop
mintazat fellelését vizualis keresés tette lehetévé az m/z 257,0032 és a feltételezett ionforras
fragmensénél (m/z 167,9555) (1. &bra).
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1. dbra: HPLC-ESI-QTOF-MS full scan spektrum (0,502 percnél rogzitve) a C. violifolia
legintenzivebb szeléntartalmd frakcidjaban. A spektrum a szelenolantionin (m/z 257,00) és
ionforras fragmensének (m/z 167,95) izotopolég mintazatat mutatja. A félkovérrel jelolt
tomegek a "8Se, 8°Se és #2Se izotopologokat jelélik. Az m/z 166,0835-tel érkezé ion izobar
zavarasbol fakad a ®Se izotopoldg ionforras fragmensénél.

A pontos tdmeg és az egy szelén atom tartalom ismeretében a kalkulator egy lehetséges
elemi Osszetételt adott 5 ppm-es hatéron belil: CeH13N204Se™, elméleti m/z 257,0035 (A=1,16
ppm), ami alapjan a vegyilet szelenolantioninként (SeLan) azonosithat6 (3.a abra). Ez a nem

fehérjeépitd aminosav korabban sosem kertiilt kétséget kizardan azonositasra szeléntartalmt



mintaban. Az azonositas a szelenolantionin kémiai szintézisével kerilt alatdmasztasra,
addicionalassal pontosan egyez6 retencids id6 (2. abra) és egyez6 nagyfelbontasi ESI-MS ill.

MS/MS spektrumok alapjan.
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2. &bra: C. violifolia vizes kivonatanak SCX — ICP-MS kromatogramja
(als6 kromatogram), valamint a vizes kivonat szintetizalt szelenolantioninnal addicionalva
(fels6 kromatogram).

A szelenolantion mennyisegi meghatarozasa kereskedelmi standard hianyaban nem-
maodosulat specifikus izotdphigitassal volt meghatarozhatd, amely alapjan a SeLan az 6sszes
szeléntartalom ~30%-ért felel a vizsgalt C. violifolia levélmintaban (6sszes Se:
261 mg Se/kg szarazanyag).

A Kkationcserés kromatografia kevésbé intenzivebb szeléntartalmu frakcioi is nagyfelbontasd
ESI-MS analizisre kerultek. A frakciokban négy, kordbban mar ismert, ill. 31 ismeretlen
szelénkomponenst sikerllt fellelni. Ezek koézll 11 vegyllet mutatta a karakterisztikus
hex6zvesztést (162 Da) MS/MS fragmentacié végrehajtdsa soran, ami szeléntartalmu
cukorvegyluletekre utal. Az m/z 419,05681-nél és m/z 581,10958-nél detektalt molekulak a
pontos tomeg, az egy ill két hexdzvesztés, a sorozatos 18 Da vizvesztések, valamint a k§zds
m/z 257,00 és 167,95 fragmensek alapjan a szelenolantionin mono- és diglikozilalt szarmazékai
lehetnek (3.b, c &bra).
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3. dbra: (a) szelenolantionin (b) mono-N-glikozilalt szelenolantionin és (c) di-N-glikozilalt
szelenolantionin szerkezete.

A szeléntolerancia vizsgalata soran a tapagar 50 UM szelenét tartalma szignifikansan gatolta
a kontroll faj gyokerének novekedését, 200 uM koncentracio pedig mar a csirazasat is
megakadalyozta. Ezzel szemben a C. violifolia gytkerének ndvekedésében csak a tapagar
200 UM szelenat koncentracidja eredményezett szignifikans gatlast (4.a &bra). A legkisebb
vizsgalt szelénkoncentracional (50 uM) mindkét faj kdzel azonos mértékben tudta felvenni és
akkumulalni a szelént a szdveteiben, azonban a koncentracié ndvekedésével csak a C. violifolia
tudta ndvekvd mértékben akkumulalni (4.b 4dbra). A szelénnek nem tapasztaltam ndvekedést
stimulélo hatéasat a C. violifolia akkumulalo fajra, ellentétben mas hiperakkumulalé fajokkal.
A novekvo szelén felvétellel a C. violifolia novekvé kén felvételt is mutatott, mig a kontroll faj
esetében ellentétes mintazat figyelheté meg, ami eltérd szelén-keén kolcsonhatasra utal a két
fajnal. Osszességében a C. violifolia faj toleransabb és nagyobb szelénakkumuléciora képes a
kontroll fajhoz képest.

A kiilonb6z0 szervetlen szelénformdk felvételének vizsgélatakor, mindkét faj nagyobb
mértékben volt képes akkumulalni a szelént szelenat formabol, mint szelenitbdl (~10-szeres
mértékben), mas ndévényekhez hasonldéan. A megndvelt szulfation koncentracié mindkét faj
esetében gatolta a szelenat felvételét, ami a szulfat transzporterek szerepére utal. A C. violifolia
viselkedese ebben a tekintetben kilonbdzik mas hiperakkumulald fajoktol, amelyek esetében
azt tapasztaltak, hogy a szelenat felvétel kevéshé gatolt a szulfationok altal. A varakozasokkal
ellentétben a foszfationok jelenléte nem gatolta a szelenit felvételt egyik esetben sem, ami arra

utal, hogy ebben a folyamatban a foszfat transzporterek nem vesznek részt.
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4. dbra: Kiilonboz6 Na>SeO4 koncentracioju agaron termesztett C. violifolia és
C. pratensis (a) gyokér hossza és (b) szelén koncentracioja a hajtdsokban. Az abrazolt értékek
atlag + SEM. A kiilonboz6 betiik szignifikans kiilonbséget jelolnek fajon beliil a kezelések
kdzott (p < 0,05). A csillag szignifikans kilonbséget jeldl a fajok kozott adott kezelésen beldil
(p < 0,05). Megjegyzés: a C. pratensis nem csirazott 200 és 400 uM szelenat koncentracional.
A kontroll kezelés esetén a hajtas szelén koncentracidja mennyiségi meghatarozasi hatar alatt
volt.

A rontgen fluoreszcencia spektroszkopia alapu vizsgélat kilonbségeket mutatott a
szeléneloszlasban a két faj esetében. A C. violifolia faj hajtasai a gyokér és cstucsmerisztaban,
mig a kontroll faj hajtasa az érrendszerben dusitotta fel a szelént. A szelenattal kezelt érett
C. violifolia levele a levél széleken mutatott szeléndusitast. A szintetizalt szelenolantionin
rontgen abszorbancia spektruma rogzitésre kerilt, amely nem mutatott kilénbséget mas
,C-Se-C” kotést tartalmazo standard vegytiletek spektrumatol. A rontgen abszorbancia alapu
speciacios analizis alapjan mindkét faj hajtasai, valamint a szelenattal kezelt érett C. violifolia
levele foleg (~85-90%) ,,C-Se-C” kotést tartalmazo szerves szelénvegylleteket tartalmazott,
mig a szelenattal kezelt C. pratensis érett levele jelentds mennyiségii szervetlen szelenatot is
(~44%). A rontgen alapu szeléneloszlas és speciacio eredményei hasonldsdgot mutatnak mas,
kordbban vizsgalt szelén hiperakkumulalé és nem akkumulalé fajokkal.

Sz&mos publikécidban a C. violifolia f6 szelénkomponensét szelenocisztinként azonositottak
(kizérolag SAX-ICP-MS alapon), emiatt a szelenocisztin jelenlétét vizsgaltam a mintakban
SCX-ICP-MS analizissel. Standard szelenocisztinnel adalékolva a névények vizes kivonatat

megallapithatd, hogy a mintak nem tartalmaznak szamottevé mértéki szelenocisztint.



4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A Cardamine violifolia kinai gyégynévény a Cardamine nemzetségbe tartozik, amely
egyike a legkevesbé tanulmanyozott nemzetségeknek a kaposztafélék csaladjaban.
A képosztafélék évtizedek oOta a szelénspecidcids vizsgalatok kdzpontjaban allnak,
koszonhetéen az intenziv kén és szelén anyagcseréjiknek, ill. élelmiszeripari
jelentéségiiknek. A legelterjedtebb analitikai megkozelités a Brassicaceae ndvények
szelénspeciacios vizsgalata soran az egydimenzios (leggyakrabban erds anioncserés)
kromatografiat koveté ICP-MS alapu azonositds. A publikaciokban valo gyakori
megjelenése alapjan arra a kovetkeztésre juthatunk, hogy nemcsak gyakori, hanem
analitikailag jol megalapozott modszerrdl van szo.

A doktori munkdm sorén bizonyitast nyert, hogy ilyen altalanos megkozelitést nem
szabad kritikai értékelés nélkil elfogadni, még ugyanabbdl a novény csaladbdl szarmazo
mintak esetében sem. Egydimenzios anioncserés tisztitas nem tette lehetévé a kozvetlen
azonositast még a kiemelkedé koncentracidju szelénvegyilet, a szelenolantionin esetében
sem. Figyelembe véve, hogy rontgen abszorbancia spektroszkdpia alapjan nem lehet
megkilonboztetni ezt a ,,C-Se-C” kotést tartalmazo vegyliletet mas jol ismert
szelénvegyliletektdl, (pl. szelenometionin, Se-(metil)szelenocisztein), feltételezhetd, hogy
ennek a nem fehérjeépité aminosavnak az azonositdsa mar szamos novényi
szelénakkumulacios kisérlet soran elmaradt. Egyértelmii azonositasok hianyaban nem lehet
kétséget kizard kovetkeztetéseket levonni ndvényi anyagcsereutvonalakkal kapcsolatban,
emiatt az analitikusok feleldssége dontd fontossagu és hatarozottan befolydsolja az eldttiink
allé kutatési stratégiakat.

Kdvetkezeskeppen a szelénspeciciot célzo vizsgalatoknak megbizhatd azonositési
stratégiat kell kdvetnilk, LC-ICP-MS és LC-ESI-HR-MS miiszerekhez valo hozzaféréssel,
szigorl — és néha alapvetd — mindségbiztositasi kontrollal: a tény, hogy kromatografias
holttérfogatban torténé kozvetlen azonositas nem lehetséges semmilyen vegyiilet esetében
sem, nem tekinthetd Gjszerii kritériumnak. Az XRF és XANES vizsgalatok mindenképp
kiegészitendok atfogd ESI-MS alapu azonositasokkal az eredmények alatdmasztasa/cafolasa
érdekében. Figyelemmel arra, hogy az izotophigitasos mérések kereskedelmi forgalomban
elérhetd vegyliletstandard nélkiill nyujtanak lehet6séget uj vegyiiletek mennyiségi
meghatarozasara, a szelénspeciacios vizsgalatok hatarai egyre inkabb kitolddnak.

A Cardamine violifolia vizes kivonat f6 szelénkomponensének szelenolantioninként valo

azonositdsa — mely nem fehérjeépitd aminosav korabban sosem keriilt azonositasra
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semmilyen szeléntartalmi mintabol —, tovabbi szamos ismeretlen szelénvegyiilet detektalasa
(tbbbek kozott szamos szeléntartalmu cukorvegyilet) valamint a mas hiperakkumulalo6
fajokkal szemben mutatott fiziologiai kilonbségek egy egyedi, eddig fel nem tart szelén
detoxifikacios titvonal mitkodésére hivjak fel a figyelmet a C. violifolia ndvényben.

A jovore vonatkozo célokat illetben hdrom szempontot sziikséges felsorolni.
A szelénvegyiiletek ESI-MS spektrumban torténd sikeres fellelése lassan egy évtizede
kihivast jelent, amely hasznalhatd bioinformatikai eszkdz fejlesztésére hivja fel a figyelmet.
A vegyuletek végleges, minden kétséget Kkizar6 azonositdsa egyértelmiilen az NMR
alkalmazasatol fliigg, amely masfeldl nagy hatékonysagl, nem-invaziv mintaelokészitési
azonositasa (pl. szelenoaminosavak, szarmazékaik vagy szelenocukrok) felhivja a figyelmet
ezen vegylletek taplalkozasélettani szempontbol szilkséges ertékelésére is.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Szintézissel alatamasztva, nagy felbontdst tomegspektrometridval azonositottam a
Cardamine violifolia szelénakkumulaldé novény vizes kivonatdban a f6
szelénkomponenst, a szelenolantionint. A szelenolantionin korabban egyetlen valddi

mintabdl sem kertlt azonositasra.

A szelenolantionin mennyisegét nem maodosulatspecifikus izotophigitassal, LC-ICP-
MS miszeregyiittessel hataroztam meg, Magyarorszagon elsoként alkalmazva ezt a
technikat. A szelenolantionin a vizsgalt levélmintaban az 6sszes szelén tartalom ~30%-
at tette ki.

A Cardamine violifolia vizes kivonataban fellelt tovabbi 35 szelénvegyilet kozil
elséként mutattam ki feltehetéen N-glikozilalt szelenoaminosavat, a szelenolantionin

mono- és diglikozilalt forméjat.

A C. violifolia szelénnel kapcsolatos fiziologiai tulajdonsagait széleskoriien vizsgalva
megallapitottam, hogy a novény egyértelmli kiilonbségeket mutat a rokon, nem
szelénakkumulalé C. pratensis, valamint mas, hiperakkumulal6 fajokkal szemben is:
a C. violifolia magasabb szelénakkumulaciot és toleranciat mutat a kontroll fajhoz

képest, azonban a szelén jelenléte nem stimulalta a ndvekedését.

Elsoként rogzitettem szelenolantionin pXANES spektrumat, mely azonos lefutast
mutatott mas, ,,C-Se-C” kotést tartalmazo vegyliletekkel. A szelén térbeli eloszlasat és
rontgen alapi méréstechnikaval. Az eredmények hasonlésagot mutattak mas, korabban
jellemzett szelén hiperakkumulal6 és nem hiperakkumul&lé fajokkal: a C. violifolia a
cstcsmerisztémaban és a levél periférian koncentralta a szelént, mig a nem akkumulalo6
faj az érrendszerben. A C. violifolia faj intakt szovete ,,C-Se-C” kotést tartalmazo
szerves vegylleteket tartalmazott, mig a szelenattal kezelt nem akkumulalo faj
korilbelll fele-fele aranyban szervetlen szelenatot és szerves ,,C-Se-C” kotési

vegylleteket.
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