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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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polycyclic aromatic hydrocarbons = policiklusos aromas szénhidrogének
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1. BEVEZETES

A szervezetlinkben zajlo millibnyi —mara mar tobbnyire ismert- biokémiai folyamat
Osszehangolt miikddése eredményezi egészséges allapotunkat, jO kozérzetiinket. Ezt az
egyensulyt azonban manapsag egyre nehezebb fenntartani. A modernizacié fokozott kdrnyezeti
stesszt jelent szervezetiinknek. A kozlekedési eszk6zok altal kibocsajtott gazok, vegyi anyagok,
a gyarkémények ¢és cigaretta fiistje, novényvédoszerek, karos sugarzasok a kor embere szadmara
ujabb és ujabb veszélyforrasokat jelentenek. Hatasukra tulsulyba keriilhetnek az oxidativ
folyamatok, szabadgyokok szaporodhatnak fel, melyeket a szervezet endogén védelmi
rendszere mar képtelen eliminalni. llyen esetben beszéliink oxidativ stresszrél. A felszaporodott
szabadgyokok karositjdk a sejtek makromolekuldit, DNS-lanctoréseket, membransériiléseket,
¢és fehérjefunkciok kiesését eredményezhetik. Az oxidativ stressz alattomos korallapot, mely
¢észrevétleniil alakul ki, ugyanakkor a legsulyosabb, -mortalitasi listdk élén allo betegségek
okozoja lehet. Mara mar bizonyitott, hogy kardiovaszkularis megbetegedések (Sugamura és
Keaney 2011.), daganatos elvaltozasok (Borek és mtsai 1993), diabetes mellitus, Parkinson-kor
(Kumar és mtsai 2012), valamint osteoporosis (Basu és mtsai 2001) kialakulasanak hatterében

allhat. Emellett szerepet jatszik az elhizas és oregedés folyamataban is.

Szabadgyokok keletkezéséhez felgyorsult életviteliink, helytelen taplalkozasi szokasaink is
nagymértékben hozzajarulnak. Az életmdd, étrend rendezése a megel6zés legsikeresebb
eszkoze lehet. A taplalékkal bevitt antioxiddns molekuldk tdmogatjak belsé védelmi
rendszerilinket, eliminaljak a szabadgyokoket, fenntartva ezzel az oxidansok-antioxidansok

fiziologias egyensulyat.

A szelén (Se) egy esszencialis mikroelem, mely az egyik legjelent6sebb antioxidans
tulajdonsagu enzim, a glutathion-peroxidaz aktiv centrumat képezi. Korabban toxikus és
rakkeltd anyagnak tartottdk, csak néhany évtizede ismerték fel, hogy a szervezet szdmara
nélkiilozhetetlen elemrdl van sz6. Az alacsony Se bevitel szamos betegség rizikofaktora lehet.
Bér nehéz kvantifikalni, egy 2000-ben késziilt globalis felmérés szerint az alacsony Se bevitel
0,5-1 milliard f6t érinthet vilagszerte. Ugyanezen vizsgalat kimutatta, hogy a magyar lakossag

atlagos szérum Se koncentracidja az optimalis érték alatt van (Combs 2001).

Ezek alapjan belathatd, hogy a lakossag megfeleld szelénellatasardl gondoskodni kell. A
szelén terapias alkalmazasa sordn tekintettel kell lenniink arra, hogy az optimalis
dozistartomanya igen sziiknek mondhato, azaz a hatasos és toxikus dozis kozel esik egymashoz.

Emiatt dozirozdsa nagy odafigyelést igényel. Fokozottan igaz ez az étrend-kiegészitdként



alkalmazott szelénkészitményekre, amelyek megkozelitéleg sem olyan szigora vizsgalatokon
esnek at, mint a terdpias szerek. A Se kizdrolag taplalék tjan torténd bevitelére hagyatkozni
pedig hiba lenne, ugyanis a talajok Se ellatottsagatol fiiggéen a novényi és allati termékek Se
koncentracidja igen széles tartomanyban mozoghat. A szelénpotlas hatékonysagat nagyban
segitené, ha sikeriilne olyan funkcionalis élelmiszert és/vagy szelénkészitményt eléallitani,
melynek Se-koncentracidja ismert, valamint -a biztonsagosabb alkalmazas érdekében-

optimalis dézistartomanya szélesebb a jelenleg elérhetd készitményeknél.

Az utobbi években a szelénkutatdsok kozéppontjaba a nanoméretli elemi Se részecskék
keriiltek. Szadmos tanulmany arr6l szamol be, hogy hatasosabbak a szabadgyokok
eliminalasaban, mint a szervetlen és szerves szelénvegyliletek (Sadeghian és mtsai 2012, Wang
és mtsai 2007). Emellett élénken kutatjak terapias alkalmazasi lehetdségeit az onkologiaban.

Toxicitasukrol eltérd eredmények lattak napvilagot, mely mindenképpen tisztdzasra szorul.

A nanopartikularis elemi Se eléallitdsanak, felhasznalasanak és alkalmazasanak maodjai mai
napig kiakndzatlan teriiletet jelentenek a kutatok szamara. Legfobb cél egy funkcionalis
¢lelmiszer és/vagy egy hatasos, ugyanakkor kevésbé toxikus szelénkészitmény eldallitasa, mely

az optimalis dozistartomany kiszélesedésével egy biztonsdgosabb alkalmazast tenne lehetdve.



2. CELKITUZESEK

Munkam soran f6 célom volt, hogy legalabb olyan hatasos, ugyanakkor kevésbé toxikus
terméket allitsak el6 nanopartikularis elemi Se felhasznalasaval, mint a jelenleg forgalomban
1év0 szelénkészitmények. A terméknek kényelmetlenségektdl mentesen, per os adagolhatonak

kell lennie, és illeszkednie kell a normal étrendhez.

|. Funkcionalis élelmiszer eldallitasa
hazankban méltanytalanul népszeriitlen baranyhtsra esett, mely magas asvanyi
anyagtartalommal rendelkezik, ¢és kivaldo forrdsa a szelénnek. A baranyhus Se-
madja lenne a Se-bevitelnek, ugyanakkor taplalék jellegébdl addddan nem lehetne taladagolni.

Kisérleteim soran az alabbi kérdésekre kerestem a valaszokat:

=

Novelhetd-e a barany husanak Se-koncentracidja per os bevitt nanoszelénnel?

2. Valtozik-e a hus Se-koncentracioja hdkezelés hatasara?

3. Van-c¢ hatdsa a baranyhusnak illetve a Se-dis baranyhusnak az egerek antioxidans
védelmi rendszerére fizioldgias koriilmények kozott és oxidativ stressznek kitett
allatokban?

4. Oxidativ stressz allapotdban a felgyiilemlett szabadgyokok karositjak a sejtek
makromolekulait. Ennek funkciokiesés vagy akar sejthalal is lehet a kdvetkezménye.
Korabbi vizsgalataink igazoltdk, hogy a fehérvérsejtek érzékenyen reagalnak a
xenobiotikumok karositd hatasaira, ezért fontosnak itélem megvizsgalni, hogy az
oxidativ stressz (DMBA-kezelés) okoz-e sejtpusztulast a fehérvérsejtek korében.
Amennyiben igen, melyik sejttipusban?

5. Jol ismert, hogy a citosztatikumok negativ hatassal vannak a csontvel6i vérképzésre. A
legsériilékenyebb sejtpopulaciot a GM-CFU progenitorok képezik, melyek a
granulocytak és macrophagok utanpoétlasat biztositjak. Ezen progenitorok pusztulasa a
granulopoézis zavardhoz, neutropénids allapot kialakuldsdhoz vezethet. A sulyos
kovetkezményekre vald tekintettel vizsgalni kivantam a DMBA-kezelés csontveldi
miukodésre, azon beliil a granulopoézisre kifejtett hatasait.

6. Képes-e a baranyhts és a Se-dus baranyhus mérsékelni a DMBA-kezelés okozta

csontveldtoxicitast?



I1. Etrend-kiegészit6 elallitisa

A vizsgalatok tovabbi részében Uj technoldgiai eljarassal készitett, LactoMicroSel®

(tovabbiakban LMS) néven bejegyzett készitményt kivantam Osszehasonlitani a korabbi

technologiaval eldallitott nanoszelénnel és szelénpdtlasra mar régota hasznalt, szerves és

szervetlen szelénkészitményekkel.

7.

10.

11.

Milyen toxikologiai paraméterekkel rendelkezik a két nanopartikularis
szelénkészitmény? Extrémen magas dézisban adodnak-e kiilonbségek az egyes
szelénformak kozott talélés, fehérvérsejtszam, ill. csontveldi mitkddés tekintetében?
Adodnak-e hisztopatoldgiai elvaltozasok a maj szovetében toxikus mennyiségii Se
fogyasztasa esetén?

Van-e kiilonbség a Se tartalmt antioxidans enzim, a glutation-peroxidaz aktivitasaban
fiziologias koriilmények kozott és oxidativ stressznek kitett allatokban?

Képesek-e  mérsékelni az egyes szelénkészitmények a DMBA-okozta
csontveldtoxicitast?

Hasonl6-e a hatdsa vagy esetleg hatasosabbnak bizonyul-e a korabbi technoldgiaval
eléallitott NanoSe és a LMS a szabadgyokok redukalasaban a mar forgalomban 1év6

készitményekhez képest?



3. IRODALMI ATTEKINTES

Mai modern vilagunkban a szervezetiinket érint6 legfenyegetobb veszély az oxidativ stressz.
A felgyiilemlé szabadgyokok karosithatjadk sejtjeink makromolekulait, gyengithetik
immunrendszeriinket. Emellett szamos —mortalitasi lista élén allo- megbetegedés hatterében
allhat, tigymint kardiovaszkularis, malignus megbetegedések, neurodegenerativ elvaltozasok
(Alzheimer-kor, Parkinson-kor), rheumatoid arthritis. Ezen kiviil az elhizas és Oregedés

folyamataban is jelentGs szerepet tulajdonitanak nekik (Roberts és mtsai 2009.)

Szabadgyokok

A szabadgyokok olyan molekuldk, vagy molekulafragmentek, melyek parositatlan elektront
hordoznak kiils6 elektronhéjukon. Ez meglehetésen instabil allapot, emiatt fokozott
reakciokészség jellemzi 6ket. A stabil allapot eléréséhez sejtjeink molekulaival is képesek
reakcioba 1épni, modositva azok fiziologids funkcidjat. Szerkezeti felépités alapjan
megkiilonboztetiink oxigén-, nitrogén-, szén- és ritkdbban kén kdzponti szabadgyokoket. A
kozponti atom szerint nevezziik Oket reaktiv oxigén/nitrogén/szén/kén specieseknek.
Roviditésiik: ROS/RNS/RCS/RSS.

A stlyos kovetkezményekre valo tekintettel karos hatdsaik kiemelt figyelmet kapnak,
ugyanakkor a reaktiv oxigén speciesek a szervezetben szdmos teriileten toltenek be fiziologias
funkciokat. Az egyik legfontosabb feladatuk a kérokozokkal szembeni védelem. Ha a szervezet
baktériumot észlel, a macrophagokban talalhat6 NADPH-oxidaz aktivitasa fokozodik, és nagy
mennyiségli szabadgyok termelddik, ami a baktérium elpusztitdsdban vesz részt. Egyéb
sejtekben megfigyelték, hogy részt vesznek az intracelluldris szignalizacidban, tovabba
mtsai 2007). Buonocore és mtsai (2010) vizsgalatai igazoltak, hogy sziikségesek a normal

fertilitdshoz, spermék éréséhez, és az embrid megfeleld fejlodéséhez is.

Szabadgyokok endogén modon és exogén hatasokra egyarant keletkezhetnek
szervezetiinkben (Kryston és mtsai 2011). F6 endogén forrast jelent a mitokondrialis
elektrontranszportlanc, NADPH-oxidaz és xantin-oxiddz enzim tevékenysége és egyéb nem-
enzimatikus reakciok, pl.: a vas redox-statusz kialakitdsahoz szorosan kapcsolédd Fenton-
reakcio (Perron és mtsai 2009). A kornyezetbdl érkezd (exogén) stimulusok széles tarhaza
megjelenik a nagyvarosi levegében: a cigarettafiist (Valavanidis és mzsai 2009), UV-sugarzas
(Ikehata and Ono 2011), elektromagneses sugarzasok (rontgen-,gamma-sugarzas) és egyéb
kornyezeti szennyez6 anyagok (Rossner és mesai 2011) szabadgyok-képzodést indukalnak csak
ugy, mint az egyes gyogyszerek, xenobiotikumok, peszticidek. A kdrnyezeti szennyezéanyagok

9



leggyakoribb 6sszetevoi a policiklusos aromas szénhidrogének (PAH), melyek jelen vannak a
jarmuvek kipufogdgazaiban, gyarak és a haztartasok altal kibocséjtott fiistben, valamint fiistolt
¢és grillezett ételekben (Lijinsky és mtsai 1991., Kitts és mtsai 2012) Egyes képvisel6ik
bizonyitottan mutagén, karcinogén, vagy teratogén hatdssal rendelkeznek. Habar a nagyvéarosi
levegd artalmait kevéssé all modunkban kivédeni, az ételek megfeleld elkészitésével

csokkenthetjiik a szervezetiinkbe juté PAH-vegyiiletek mennyiségét (Perello és mtsai 2009).

A legegyszeriibb PAH vegyiiletek a 3 aromas gytiriit tartalmaz6 antracén és fenantrén. A
7,12-dimetil-benzantracént (DMBA) sikeresen alkalmazzak kornyezeti szennyezés okozta
oxidativ stressz modellezésére allatkisérletekben. Dozisfiiggd karcinogén valamint
immunszuppresszor hatassal bir a [épben, timuszban és a csontveldben. Mind a humoralis mind
a cellularis immunvalasz csokken (Miyata és mtsai 2001). Intraperitonealisan adott DMBA
hatasara 48 h mulva a cellularitds csokkenése mutatkozik a csontveldben a lymphoid és myeloid
sejtvonalon egyarant (Njai és mtsai 2010). A fokozottan érzékeny progenitor sejtek

karosodasaval a hemopoézis zavart szenved, a fehérvérsejtek utanpotlasa megsziinik.

A PAH-0k karosito hatasaikat kétféle modon fejtik ki: egyrészt metabolizmusuk soran
artalmas melléktermékek keletkeznek, masrészt szabadgyokok képzodését indukaljak.
Citokrom P450 (CYP) hatasara transz-dihidrodiolla metabolizalodnak, majd diol-epoxidda
hidrolizalodva a DNS lanchoz kétédnek és mutaciokat okoznak. Emellett o-kinon metabolitok
keletkeznek, melyek belépnek a redox ciklusba, és nagy mennyiségli ROS-t generalnak
(Hanzalova és mtsai 2010, Penning és mtsai 1996). A ROS annak érdekében, hogy parositatlan
elektronjuknak part talaljanak, reakcioba lépnek a szervezet barmely molekuldjaval és
oxidansként viselkednek. Nem kivételek ezalol a sejtek makromolekulai sem. A DNS-hez
kotddve mutaciokat eredményezhetnek, a fehérjéket funkcioképtelenné tehetik, a
membranlipidekhez vald kotédésiik pedig a sejtmembran folytonossagat szakithatja meg. Ha
ezek a karosodasok elég stlyosak, a sejt nekrozisahoz vezetnek. Ennek kivédése érdekében a
szervezet antioxidans molekulai Iépnek fel, melyek elektront adnak 4t a szabadgyokoknek,
megszlintetve ezzel instabil allapotukat. A szabadgyokok (oxidansok) képzddésének és
elimindlasanak egyensulyat a szervezet endogén antioxiddnsai, illetve a taplalékkal bevitt
antioxidans molekuldk biztositjak. Ha az egyensuly felborul, a szabadgyokok felhalmozodnak,

oxidativ stressz allapotarol beszéliink.
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Védekezes az oxidativ stressz ellen: antioxidansok

Az antioxidansok olyan molekuldk, melyek elektront adnak 4t a szabadgyokoknek, vagy

barmi modon részt vesznek az elektrondonacié folyamataban, megsziintetve ezzel a

szabadgyokok instabil allapotat.

Szervezetiink szamos endogén, antioxidans funkciot betoltd molekulaval rendelkezik, ezek

koziil a legismertebbek:

0, : > H.O
. o . ! DIZMUTAL s PEROXIDAZ °
1. Intra- és extracellularis enzimek:

o- SZUPERCXID HO GLUTATHION o

G5H G556

K GLUTATHION /

REDUKTAZ

1. abra: antioxidans enzimek és az altaluk katalizalt reakciok

szuperoxid-dizmutaz: a reaktiv szuperoxid gyokot (O2™) Oz-né és H20r-da
alakitja

glutathion-peroxidaz: H.O> gyokot alakitja vizzé. A reakcidban a glutathion az
elektrondonor.

glutathion-reduktaz: redukalja a glutathiont a szabadgyokkel valo reakcié utan

glutathion-S-transzferaz: katalizalja a redukalt glutathion és a szabadgyok

crer

katalaz: H,O2 = O2 + H20
citokrom-oxidaz: az elektrontranszportlanc végén talalhatdé enzim, mely a
citokrom c¢ molekuldktdl kapott elektront molekuldris Oz-nek tovabbitja,

amelyb6l 2 mol H20 keletkezik

2. Aminosavak: kisebb antioxidans kapacitasuk ellenére jelentOs antioxidans er6t képviselnek,

mivel intracellularis koncentracidjuk nagy.

o

o

©)

©)

arginin
cisztein
metionin

glicin

3. Mikroelemek:

o

o

o

szelén: glutathion-peroxiddz aktiv centruma
cink, mangén: szuperoxid-dizmutdz aktiv centruma

krom
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Kelatképzok: albumin, coruloplazmin, transzferrin
Nem enzimatikus fehérjék: hugysav, bilirubin, glutathion

Vitaminok: A, C, E-vitamin

N oo g &

Egyebek: likopin, lutein, koenzim-Q...stb.

Funkciondlis élelmiszerek

Az ¢lelmiszerek elsddleges feladata a tdpanyagigények kielégitése, a kelld0 mennyiségl
nutriensek bevitele. Azonban vannak olyan élelmiszerek és é€lelmiszer 0sszetevok, melyek
tulmutatnak ezen a funkcién. Nemcsak a hianybetegségek megelézésére alkalmasak, hanem
biologiailag aktiv komponenseiknek koszonhetden jotékony élettani és pszichologiai
hatasokkal is rendelkeznek. Mig kordbban a hidnybetegségek elkeriilése volt a cél, ma mar a
taplalkozastudomany olyan taplalékok felkutatdsaval illetve eldallitasaval foglalkozik, amelyek
egy megemelkedett egészségi allapot elérését, a civilizacios betegségek elkeriilését és ezaltal
az aktiv munkaval eltoltott ¢életszakasz megnyujtasat teszik lehetévé (Scientific Concepts of
Functional Foods in Europe: Consensus Document).

Eurépaban a European Commission Concerted Action on Functional Food Science
(FUFOSE-Group) 1999-ben a kovetkezo6 definiciot ajanlotta: ,,Az élelmiszer akkor tekinthetd
funkcionalisnak, ha a megfeleld taplalkozéasélettani hatdsokon talmenden, a szervezetben egy
vagy tobb cél-funkcidra kimutathato pozitiv hatasa van gy, hogy jobb egészségi allapot vagy
kedvezdbb kozérzet és/vagy a betegségek kockdzatdnak csokkenése érhetd el. Funkcionalis
¢lelmiszer kizarolag élelmiszer formajaban kinalhatd, nem mint tabletta vagy kapszula. A
szokasos taplalkozasi magatartds integralis részét képezze, €és hatdsat mar a szokdsos

fogyasztasi mennyiségnél fejtse ki’ (Diplock és mtsai 1999, Katan és mtsai 1999).

Funkcionalis élelmiszerek eléallitasa

Legelterjedtebb modszer az élelmiszer egy jo tulajdonsaganak kihangstlyozasa, azaz egy
pozitiv hatasi Osszetevé szintjének megemelése vagy 0j bioaktiv anyag bejuttatdsa az
¢élelmiszerbe. PL.: probiotikumokkal, prebiotikumokkal dusitott tejtermékek; megemelt dsvanyi
anyag- ¢és vitamintartalommal bird zoldségek, husok; antioxidansokban (E-vitamin,
karotinoidok, szelén) gazdag tojasok.

A funkcionalis élelmiszerek eldallitasanak masik hatékony mddja a nemkivanatos sszetevo
(cukor, so, nitrit, zsir, koleszterin, laktdz) mennyiségének csokkentése (Hoffmann és misai

2010).
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Névenyek, mint funkcionalis élelmiszerek

Elsok kozott igazoltak a zoldségek, gyiimolesok, gabonafélék egészségre gyakorolt pozitiv
hatasat. A benniik talalhaté élelmi rostok felszivodas nélkiill haladnak at a bélcsatornan,
fokozzak a bél motilitdsat, ezaltal eldsegitik az emésztést. Az antioxidansok, Ggymint
tokoferolok, aszkorbinsav, karotinoidok (B—karotin, likopin), flavonoidok 6nmagukban is részt
vesznek a szabadgyokok elimindlasban, valamint tdimogatjak a szervezet belsd antioxidans

rendszerét.

Husok, mint funkcionalis élelmiszerek

Habar a husok negativ tulajdonsagaik (magas koleszterin, telitett zsirsav, és sotartalom)
miatt  Osszefliggésbe hozhatok az obezitdssal, kardiovaszkularis ¢és korondria
megbetegedésekkel, magas vérnyomassal ¢és a rak egyes tipusaival, ugyanakkor
nélkiilozhetetlen komponensét képezik a valtozatos étrendnek. A husok legfébb
soran keletkez0 aminosavak szilikségesek az idegrendszer és immunrendszer egészséges
mitkodéséhez. Emellett olyan mikronutrienseket tartalmaznak, melyek a névényekben nem
talalhatok meg, vagy bioldgiai hasznosithatosaguk igen csekély. A husok legfébb forrasai az
antioxidans védekezésben szerepet jatszo glutathionnak (Higgs és mtsai 2000). A kérédzok
htsa -magas linolsavtartalmuknak koszonhetden- antikarcinogénnek ¢€s antiatherogénnek

bizonyult (Hoffmann és mtsai 2010).

Baranyhus

A baranyhus fOként a mediterran étrendek alkotorésze, Magyarorszdgon méltanytalanul
népszeriitlen. Ennek egyrészt anyagi okai vannak, masrészt pedig a megszokasok dominalnak,
hisz nem ezen szocializalodtak a fogyasztoi tarsadalom tagjai. Az mar beépiilt a koztudatba,
hogy az egészséges taplalkozas elengedhetetlen része a husfogyasztds, am a lakossadg nagy
hanyada -anyagi megfontolasok miatt- inkébb a ,,gyakrabban silanyabb mindséget” elv mellett
dont. A jo mindségl husnak szamitd barany hazai fogyasztasa a kozelmultig tobbnyire csak a
husvéti 1dO6szakra korlatozodott, azonban mostanra mar az év tobbi szakaszaban is

megndvekedett a kereslet iranta, ennek ellenére sajnos még mindig rétegterméknek szamit.

Baranynak tekintjiik a maximum 14 hoénapos, fogvaltas elott allo allatot. Gasztrondmiai

vonatkozasban a barany fogalma alatt a 6-11 kg tomegii bontott testeket értjiik. Azonttl, hogy
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ezen fiatal allatok htisa puha, izletes és kevésbé faggyus, szamos bioldgiailag aktiv 6sszetevovel

rendelkeznek.

Vas: a baranyhus - a marha-és sertéshuissal egyiitt - a vords husok koz¢é tartozik. A voros szin
oka a megemelkedett mioglobin-tartalom. Ebbdl kifolyolag kivalo forrasa a vasnak. Taplalék
utjan részint a barany szoveteibdl szarmazo hem-vashoz juthatunk, részint pedig az allat altal
elfogyasztott névényekbdl szdrmazd (nem-hem) vashoz. Az 4llati eredetli hem-vas

abszorpciodja lényegesen jobb.

Cink: szamos enzim aktiv komponensét képezi, ezaltal nélkiilozhetetlen a normal nvekedés,
fejlédés, az immunfunkciok és sebgyogyulds folyamataban. Felszivodasat szamos tényezd
befolyasolhatja. Az allati fehérjében gazdag diéta segiti az abszorpcidt, igy -azontul, hogy a

baranyhus kivalo cinkforrasként szolgal- a cink jobb bioldgiai hasznosulasat is segiti.

Emellett nagy mennyiségben tartalmaz Bz, Bs, B12 vitamint valamint az antioxidans védekezés
szempontjabol kiemelkedd jelentdségii szelént. A baranyhus alapvetden magas Se tartalmat
tovabb emelheti az allat Se-dis talaji legelén vald tartdsa, vagy a takarmany Se-

szupplementacidja.

A baranyhus hazai népszeriisitését célul tlizte ki Dr. Javor Andras és Dr. Monori Istvan
munkacsoportja. Elsdsorban az ismeretek terjesztésével, a hus jo tulajdonsagainak és lehetséges
elkészitési modjanak bemutatasdval igyekeznek kozelebb hozni a lakossdghoz. Emellett a
baranyhtis minéségének javitasaval is foglalkoztak, melynek egyik eszkdze a hus in vivo
szupplementalasa nanopartikularis elemi Se-nel. Torekvéseik Osszhangban allnak a
célkitlizéseimmel, miszerint per os fogyaszthatd, az eddigi étrend-kiegészitoknél

biztonsadgosabb formajat taladljam meg a szelénpodtlasnak.

A szelén, mint esszencialis mikroelem

A szelén felfedezése

A szelén egy nem fémes félvezetd elem, melyet 1817-ben a svéd kémikus, Jons Jakob
Berzelius fedezett fel. Munkatarsa, Martin Klaproth a kén égése soran visszamaradd vords
anyagra lett figyelmes, melyet 6 elemi tellurnak vélt. Azonban Berzelius tovabbi behatd
analizise utan kideriilt, hogy egy addig ismeretlen elemrdl van sz6. Mivel megjelenésében,
viselkedésében nagyon hasonlo volt a tellurhoz- melyet latinul a Fold istenn6jérdl neveztek el-

Berzelius ugy dontétt, a Fold tarsarol —a Holdrol nevezi el az 4j elemet, igy kapta a gorog Hold
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istenndje, Selene utdn a nevét. Mas forrasok szerint az elnevezésben az is szerepet jatszott, hogy

a Hold éppoly Janus-arcu, mint a szelén.

Kémiai tulajdonsagai

A Se a periddusos rendszerben az oxigénnel, kénnel, tellarral, poléoniummal egylitt a
kalkogének csoportjaban (VI B), 34-es rendszammal foglal helyet. T6bb allotrop modosulata
létezik. Leggyakoribb formaja a kristalyos szerkezeti voros és sziirke Se, ezen kiviil 1étezik
amorf vOros és tivegszeri fekete Se is. A kristalyos vords Se a kénhez hasonldan viselkedik.
Eléallitasa Se-vegyiiletek termikus bontasaval vagy fekete Se szén-diszulfidban valo
forralasaval torténik. Normal koriilmények kdzott ez a forma nem stabil, hamar atalakul a fémes
megjelenést sziirke szelénné, mely fémes tulajdonsagokkal bir (stabil, egydimenzids lancu
szerkezet, félvezetd képesség), ettdl fiiggetleniil azonban nem fémes anyagként tartjdk szamon.
Ami a kémiai reaktivitasat illeti, a legtobb elemmel képes kotést kialakitani, ennek ellenére
kevésbé reaktiv, mint az oxigén vagy a kén. A leggyakoribb €s egyben legstabilabb formak a
szelenidek, melyek az erdsen pozitiv toltésti IA és IIA csoportok elemeivel, a lantanoidakkal
vagy az erds elektronegativitasu elemek (O, F, Cl) kotédésével képzddnek. Kevésbé stabilak a
hidridek, a Se-sok és az oxidok (Greenwood és Earnshaw 1994).

Szelénforrasok

Etelek: a taplalék eredetii 6 Se forrasaink tobbnyire a magas fehérjetartalomhoz kotdnek.
Nagy mennyiségben tartalmaznak Se-t a tenger gyiimdlcsei, tengeri halak, allati belséségek
(maj, vese), tejtermékek, husételeink koziil pedig a barany és a marha. Legnagyobb

koncentraciot a hazankban kevésbé ismert brazil dioban mértek (68-91pug/dio!).

Pontos értékeket lehetetelen megadni, ugyanis ezen élelmiszerek Se tartalma rendkiviil
sz€les tartomanyban mozog. Az adott foldrajzi teriilet talajainak Se tartalma hatdrozza meg a
talajbol a novényekbe, majd a ndovényevd allatokba keriild Se mennyiségét. Ezek alapjan
belathatd, hogy ugyanazon fajtaju névény Se koncentracidja mas értékeket mutat egy jo és egy
alacsony Se-ellatottsagu talajban. A fogyasztasra szant allatok husanak Se koncentracidja
kevésbe all szoros Osszefiiggésben a talaj Se-tartalmaval, melynek oka a haziasitas €s a tudatos

takarmanyozas.

Taplalék-kiegészitok: szamos multivitamin készitményben talalkozhatunk Se-nel, de

emellett egyre tobb csak Se fokomponensii étrend-kiegészitd is kaphatd a gyogyszertarakban,
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szaklizletekben. Ezek altaldban szerves szelenometionin formdajdban vagy szervetlen Na-
szelenit (Na,SeOs), Na-szelenat (NaSeOs) vegyiiletként tartalmazzdk a Se-t. Ujabb

cyey

taptalajban novesztett élesztdgombat tesznek.

Talajok szelenellatottsaga nemzetkozi viszonylatban

Jo Se-ellatottsagn teriiletnek tekintheté Ausztralia, USA egyes részei és [rorszag, mig
meglehetdsen alacsony a talaj Se tartalma Kina egyes tartomanyainban Li és mtsai (2012), az
USA bizonyos teriileteinek és Uj-Zélandnak (Sheck és misai 2010). Némileg jobb, de
ugyancsak alacsony szelén-ellatottsagu talajjal rendelkezik Eurdpa legtobb orszaga, pl.
Egyesiilt Kirdlysag, Franciaorszdg, Németorszag, Svédorszag, Finnorszdg, Horvatorszag,
Szlovakia (Klapec és mtsai 1998) Sajnos Magyaroszag is ez utdbbi kategoridba sorolhatd
(Molndr és mtsai 2013., Cser és mtsai 1996).

A probléma felismerése utan Finnorszagban torténtek torekvések a talaj dusitasara Se
tartalmt tragya hasznalataval. A lakossag szérum Se szintjének mérése alapjan ugy tlinik a
torekvések sikeresnek bizonyultak. Uj-Zélandon -a miitragyazas mellett- a magas Se tartalmu
import gabona behozataldval igyekezett a kormany a lakossag megfeleld Se bevitelérdl
gondoskodni.

Kinaban mar az 1970-es évek 6ta zajlik a kormany-altal timogatott szelén-szupplementacios
program. Skoécidban pedig a haszondllatok Na-szelenittel torténd célzott szelénpotlasat

valositottadk meg.

Magyarorszag szelén-ellatottsaga

A hazai foldtani kutatasok eredményei azt mutatjak, hogy Magyarorszag talajainak Se
koncentracidja igen tag hatarokon beliil valtozik. Egyarant rendelkezik Se hianyos (0,1 mg/kg
alatt) és szelénnel megfelelden ellatott teriiletekkel (1-1,5 mg/kg). A Biikk egyes részeir6l
talajokban a Se vizben oldott, névények szamara felveheté formaban tartalmaz szelenatot, mig
a Se hianyos teriiletek a savanyu talajokhoz koéthetok (Molnar és mtsai 2013). Az 1970-es
években a Nemzetek Elelmezésiigyi és Mezégazdasagi Szervezete (FAO) kezdeményzésére,
30 orszag részvételével egységes talaj- és novény-mintavételre keriilt sor. Az elemzés soran
kideriilt, hogy Magyarorszag termdétalajai a nemzetkozi atlaggal megegyezd felvehetd Se-t

tartalmaznak, ez a mennyiség azonban cseppet sem jelent élettani optimumértéket is egyben.
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1992-ben 300 kiilonb6zo hazai teriiletrdl szarmazd mintdk mérése soran altalanos megallapitast
nyert, hogy a magyarorszagi talajok donté tobbsége Se hianyos (Gondi és mtsai 1992.). llyen

nagy mintaszamu, reprezentativ vizsgalat azota nem késziilt.

Szelénpotlasra vonatkozd torekvések a korabbi években elenyészéek voltak. 1994-ben
szelénnel dusitott élesztdvel siitott kenyérrdl szamoltak be (Rumi és mtsai 1994), de igazabol
sem ez, sem a kiilfoldon hasznalt szelénpotlo modszerek nem honosodtak meg. Az utobbi
években a szelénrdl szerzett egyre pontosabb ismeretek miatt a szelénpotlas kérdése

felértékelodott.

Szelenoproteinek

A szervezetben talalhato Se foképp fehérjékbe épiilve, szelenoproteinek formajaban van
jelen. A szelenoproteinek olyan fehérjék, melyek cisztein vagy metionin aminosava a kén
helyett Se-t tartalmaznak. Ezidaig 30 0j szelenoproteint azonositottak, ebbdl legalabb 15 jol

karakterizalhato bioldgiai funkcioval bir.

Szelenoprotein Rovidités Funkci6
Glutathion-peroxidaz 1 GPx-1 cellularis/klasszikus GPx
Glutathion-peroxidaz 2 GPx-2 gasztrointesztinalis GPx
Glutathion-peroxidaz 3 GPx-3 plazma GPx
Glutathion-peroxidaz 4 GPx-4, PHGPx foszfolipid hidroperoxid GPx
Glutathion-peroxidaz 6 GPx-6 olfaktorikus GPx
Jodotironin-dejodinaz 1 DI1, D1, DIO1 tiroid hormon aktivalas (dejodinacio)

o szovetspecifikus tiroid hormon aktivalas
Jodotironin-dejodinaz 2 DI2, D2, DIO2 o
(dejodinacio)
o szovetspecifikus tiroid hormon
Jodotironin-dejodinaz 3 DI3, D3, DIO3 o o
deaktivacio (dejodinacid)
. normal izomfejlédés, izomsejtek védelme
Szelenoprotein N SePN
+ tisztazatlan funkciok
Szelenoprotein P SePP plazmaprotein, Se-transzport
. normal izomfejlédés, izomsejtek védelme
Szelenoprotein W SePW
+ tisztazatlan funkciok
Tioredoxin-reduktaz 1 TR1, TRxR1 citoszolikus tioredoxin redukcidja
Tioredoxin-reduktaz 2 TR2, TRxR2 mitokondrialis tioredoxin redukci6ja
Tioredoxin-reduktaz-3 TR3, TRXR3 herespecifikus tioredoxin reduktaz

1. tablazat: Legismertebb szelenoproteinek osszefoglalo tablazata
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Glutathion-peroxidazok

A szelenoproteinek kapcsan az elséként emlitendd csoport a glutathion-peroxiddazok
enzimcsaladja, melyek az antioxidans védekezés szempontjabol kiemelt figyelmet érdemelnek.
H>O, ¢és mas szerves hidroperoxidok vizzé és alkoholld torténd redukciojat katalizaljak,

megakadalyozva ezzel a szabadgyokok nekrotikus hatasat.

Mai ismereteink szerint az enzimcsaladnak 8 tagja létezik, melyek struktarajukban,
lokalizaciojukban és szubsztrat-preferenciajukban térnek el egymastol. A GPx 1-4 és human
GPx-6 szelenoprotein (embert6l eltérd fajokban a GPx-6 nem szelenoprotein), a GPx 5-7-8

katalitikus centruméaban nem talalhat6 Se.

GPx-1 vagy cellularis/klasszikus GPx

A GPx-1 az enzimcsalad leggyakrabban eléforduld tagja. Struktarajat tekintve
homotetramer. A sejtek mitokondriumaban, citoszolban, és egyes sejtek peroxiszomajaban is
el6fordul. 1957-ben vorosvérsejtben mutattak ki, de azdta bebizonyosodott, hogy a szervezet
Osszes sejtjében megtalalhatd. A GPx enzimcsaladban, Se ellatottsag szempontjabol felallitott
hierarchia szerint a rangsor legaljan helyezkedik el, amely azt jelenti, hogy Se deficiencia esetén
ezen enzim aktivitasa csOkken elOszor. Szelén potlasdval az enzimmiikodés tjra
maximalizalhato. A szervezetben egyfajta Se-poolként funkcional, sziikség esetén biztositja a
Se-t a hierarchia cstcsan elhelyezkedd enzimeknek. Ezen tulajdonsaga diagnosztikus
jelentdséggel bir, hisz alkalmassa teszi az aktudlis Se- és antioxidans statusz feltérképezésére

(Holben és mtsai 1999, Lubos és mtsai 2011, Brigelius Flohé és Maiorino 2013)

GPx-2 vagy gasztrointesztinalis GPx

A gyomor-bél traktus epitéliumaban expresszalodik, innen ered az elnevezése is (GPx-GI).
Magas koncentracioban van jelen a vastagbél kriptainak bazalis részén (a koncentracié csokken
a kriptak csucsi apikalis része felé haladva) és a bélbolyhokban. Egyes kutatok tgy vélik, a
GPx-2 barrierként funkciondl az intesztinalis epitéliumban, megvédi a sejteket a taplalékkal
bejutott lipid hidroperoxidoktdl Wingler és mtsai (2000). Brigelius-Flohé és Maiorino (2013)
szerint aligha lehet ez a GPx-2 f6 feladata, hisz az abszorpcid nem a kriptak bazalis részére
lokalizalodik, hanem az apikalis részek felé, ahol viszont a GPx-2 koncentracio igen alacsony.
A GPx-2 eléfordulési helye az proliferal6odo intesztinalis progenitorsejtek lokalizacidjaval esik

egybe. Florian és munkacsoportja (2010.) azt tapasztalta, hogy GPx-2 knockout egerekben —
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teriiletein megndvekedett az apoptotikus sejtek szama, valamint a GPx-1 overexpresszidja volt
megfigyelhetd. Az apoptotikus sejtek tekintetében ez a kompenzacid csak részben volt
célravezetd, igy feltételezhetd, hogy a GPx-2 szerepet jatszik az intesztinalis progenitor sejtek

novekedésében, differencialodasaban és tilélésében.

GPx-3 vagy plazma GPx

A GPx-1-hez hasonld, homotetramer felépitésti glutathion-peroxidaz. Elsésorban a vese
proximalis tubulusainak sejtjeiben termelddik, de szintézisét detektaltdk mar majban, szivben,
tiidoben, belekben, agyban, vazizomban, placentdban és a mell szoveteiben is. A vese
prioritasat és a Se homeosztazisban betoltott kiemelkedd szerepét bizonyitja, hogy kronikus
veseelégtelenségben szenvedd paciensekben a GPx-3 termelddése a betegség sulyossagaval
aranyosan csokken, vesetranszplantaciot kovetden pedig visszatér a normal szintre (Zachara és
mtsai 2006.) A termelddés helyérdl a plazmaba, vagy mas egyéb extracellularis folyadékba
szekretalodik (tej, amnionfolyadék, csarnokviz). A GPx-3 és a szelenoprotein P egyiittesen a
plazmaban taldlhatd Se 97%-at teszi ki. A GPx-1-hez hasonldan szintén fontos diagnosztikus
marker, a nem megfelelé Se bevitel a plazma GPx-3 szintjének csokkenésében rovid idon beliil

megmutatkozik. Se bevitellel az enzim aktivitasa ujra maximalizalhato.

GPx-4 vagy foszfolipid hidroperoxid GPx (PHGPXx)

A GPx-1,2,3-t6]1 mind strukturajaban, mint pedig szubsztrat-specificitasaban eltéré enzim. A
GPx-4 egy monomer, melynek szubsztratjat nemcsak a H202, hanem foszfolipid, koleszterol,
koleszterolészter hidroperoxidok is képezik. Az egyetlen GPx, mely a sejtmembranba épiilt
lipid hidroperoxidokat is képes redukalni, ezaltal fontos szerepet jatszik a lipidperoxidacioval

Osszefliggésbe hozhatd korképek (pl. atherosclerosis) kialakulasanak megel6zésében.

3 izoforma létezik, melyet egyazon gén kodol. A citoszdlban talalhatd izoforma (CPHGPX)
ubikviter, a mitokondrialis és magi izoforma (mPHGPx és snPHGPx) foképp a herékben
termelddik é€s a fertilitasért felelds (Shi és mtsai 2010).
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GPx-6
Homotetramer felépitésit GPx, mely csak emberben szelenoprotein. Ragesalokban, illetve

mas fajokban a cisztein nem tartalmaz Se-t. Expressziojat a szaglohdmban figyelték meg,

crer

2013).

Thioredoxin reduktdazok

A szelenoenzimek masik csoportjat a thioredoxin-reduktdzok képezik. Baktériumokban,
néhany eukaridta szervezetben, dllatokban és emberben egyarant el6fordul. Az emberi TRXR-
oknak 3 izoformaja létezik (citoszolikus, mitokondridlis és a herében talalhato), melyeket mas-
mas gének kodolnak. Homodimer struktaraju proteinek, melyeknek minden monomerje
tartalmaz egy FAD prosztetikus csoportot, egy NADPH kot6helyet és egy redox-aktiv diszulfid
csoportot. Mint ahogyan arra neviik is utal — az oxidalt thioredoxin redukalasaért felelosek —
gyakorlatilag egyediili enzimként, igy nagy befolyasolhatosagi lehetOséget jelentenek a
thioredoxin kozvetitette biologiai folyamatokban. Antioxidans hatasukat kétféle modon fejtik
ki, egyrészt az oxidalt dehidroaszkorbat redukaldsdval a szervezet szaméra hasznosithato
aszkorbinsavat hoz 1étre (May és mtsai 1997), masrészt az elektrondonorként funkcionalo
thioredoxin kozremiikodésével direkt modon a thioredoxin-peroxidaz miikodését, ezaltal a
H20, gyokok eliminalasat tamogatja (Mustacich and Powis 2000). Emellett a ribonukleotid
reduktaz redukalasa révén jelentds szerepet kap a dezoxiribonukleinsavak szintézisében (Moore
és mtsai 1964) valamint a sejtciklus szabalyozasaban. A tumorszuppresszor p53 gén aktivalasa
¢s az intracellularis redox homeosztazis befolyasolasaval preventiv hatasa lehet a daganatok
kialakulasaban (Carlson és mtsai 2012).

Az enzim miikodéséhez esszencialis a Se jelenléte (Fujiwara és mesai 1999). In vitro és in
vivo kisérletek egyarant igazoljak, hogy a tapkozeghez adott, vagy taplalék utjan bevitt Se
noveli a TRx enzim szintézisét és aktivitasat (Mustacich and Powis 2000). A Se deficiens tappal
etetett patkanyok szoveteiben jelentésen csokken a TRx aktivitas, kivételt képez az agy (Hill és
mtsai 1997).

Szelenoprotein P

A szelenoprotein P plazmaprotein, mely antioxidans szerepén tul transzporterként
viselkedik, Se-t szallit a kiilonboz6 szovetekbe, illetve anyatej Utjan az jsziilottbe

(Pietschmann és mtsai 2014, Hill és mtsai 2014) Amellett, hogy a herékben is biztositja a
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PHGPXx-hez sziikséges Se mennyiséget, 6 maga is hozzajarul a fertilis sperma létrehozasdhoz
(Michaelis és mtsai 2014).

A szelenoprotein P a szelenoenzimek hierarchidjanak aljan helyezkedik el, igy ha a Se
bevitel limitalt, az enzimaktivitas csokken. Ezaltal a Se stitusz megallapitdsdban éppoly

hasznos biokémiai marker, mint a cellularis és plazma GPx.

Szelenoprotein N, W

Szerepilk még nem tisztazott, azonban annyi bizonyos, hogy az izom fejlédésében, az
izomsejtek védelmében fontos szerepet jatszanak. Kodold génjiik kititése izomdegeneraciohoz
vezet (Zhang és mtsai 2012).

A szelenoprotein W az elsék kozott azonositott szelenoprotein, mely legnagyobb
mennyiségben az izmokban, a szivben ¢és az agyban szintetizalodik. Meglehetdsen érzékeny a
Se bevitelre, emiatt jol tiikr6zi az aktualis Se statuszt. Antioxidans hatasa vitathatatlan, védi a
mioblasztokat az oxidativ stressz karositdé hatdsaitél az izomfejlédés soran, viszont

feltételezhetGen nem ez a 6 feladata.

Tiroid hormon dejodinazok

A jodotironin-dejodinaz enzimek az aktiv trijodotironin (T3) hormon létrehozasaért felelés
enzimek. A pajzsmirigy sejtjeiben 4 jodatomos tiroxin (Ts) és 3 jodatomos jodotironin (T3)
szintetizalodik. El6bbi bioldgiailag inaktiv prohormon, melynek dejodinécidjaval aktiv Ts
keletkezik. A reakciot a szeléntartalmu jodotironin-dejodinaz enzimek katalizaljak, melyek ily
modon kiemelkedd szerepet toltenek be a tiroid hormonok szintézisében és az altaluk
kozvetitett biologiai folyamatokban. Emlésokben 3 tipusat figyelték meg. Az 1-es €s 3-as tipus
a plazmamembranban, a 2-es tipus az endoplazmatikus retikulumban lokalizalodik. 1-es tipus
felelds valojaban a vérben keringd aktiv Ts szintért. Ezzel ellentétes hatasu a 3-as tipus, mely
inaktivalja a Ts-t. A két enzim egyiittes miikodése eredményezi az aktiv-inaktiv trijod-tironin
hormonok egyensulyat. A 2-es tipus szOvetspecifikus feladatokat 14t el: legmagasabb
koncentraciot sziiletés kornyékén mérhetiink a vazizmokban, mely a posztnatéalis id6szakban
egyre csokken. Expresszidja csak izomsériilést kovetd regeneracid soran fokozodik ujra.
Ezenkiviil a barna zsirszovetben a hideghez val6 adaptacio kapcsan emelkedik meg a szintje
(Labunskyy és mtsai 2014).

Lin és mtsai (2014) igazoltak a Se esszencialis szerepét a jodotironin-dejodinaz enzimek

mikodésében. Se hianyos tappal etetett csirkékben zavart szenvedett a T4=> T3 konverzio. A Ta
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szintje megemelkedett, a biologiailag aktiv Tz szintje pedig szignifikansan csokkent a

pajzsmirigyben.

A szelén szerepe a biologiai folyamatokban

A Se szerepe az allati és human szervezetben ma mar tisztazddni latszik, &m kordbban ez
korantsem volt olyan egyértelmi. Az 1930-as években megjelent kozleményekben mérgezo,
majd késébb karcinogén elemnek nyilvanitottak (Vernie és mitsai 1984). Tovabbi vizsgalatok
azonban bebizonyitottak ennek ellenkezdjét, miszerint a szervezet szdmara nélkiilozhetetlen
anyagrol van szo, mi tobb, tumorellenes tulajdonsaggal is bir. Az, hogy a Se éppen melyik arcat

mutatja felénk, elsdsorban az alkalmazott koncentraci6 fiiggvénye.

Antioxidans védekezes

Mai ismereteink szerint a Se az antioxidans védekezés egyik kulcsfontossagu eleme, mivel
a szabadgyokok eliminalasaért felelds glutathion-peroxiddz enzimek aktiv centrumat képezi. A
Se megfeleld bevitele segit elkeriilni az oxidativ stressz kovetkezményeként kialakuld
betegségeket.
Antioxidans hatasukat a H2O2 és mas szerves hidroperoxidok vizzé és alkoholld torténd
redukalasa révén fejtik ki. A redukaloerdt a glutathion biztositja (kivéve néhany esetben, pl. az
agyi mitokondriumokban, ahol a glutathion-szintetaz hianyaban y-glutamilcisztein szolgaltatja
aredukaloerdt). A glutathion-peroxidaz enzimek katalitikus ciklusat a GPx-1 példajan keresztiil

az alabbi abra szemlélteti:

peroxidacios
szakasz

alkohol keletkezik.
(Brigelius-Flohé és Maiorino 2013)

redukciods szakasz
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2. abra: A GPx-1 enzim katalitikus ciklusa. A GPx
aktiv centrumaban [évé szelenol (GPx-Se7) a
hidroperoxid (ROOH) jelenlétében oxidalodik. Az
oxidalt forma két lépésben alakul vissza a
redukalt formavd, melyhez 2 glutathion (GSH)
sziikséges. A folyamat végeredményeképpen viz és



Immunrendszerre gyakorolt hatisok

A megfelel6 Se-bevitel nélkiilozhetetlen mind a velesziiletett, mind a szerzett immunvalasz
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mtsai 2012) valamint fokozza az NK-sejtek citotoxikus valaszat is (Fernandes és mtsai 2014).

A Se deficiencia kozrejatszik a gyulladas folyamataban, Se adagolasaval azonban a
gyulladasos markerek visszatérnek az alapszintre (Stockler-Pinto és mtsai 2014, Zhang és mtsai
2015). Antiviralis hatasat Hepatitis C (Mukherjee és mtsai 2014), és Coxsackie (Cermelli és
mtsai 2002) viruson is bizonyitottak, a HIV-1 virus virulenciajat pedig csokkenti (Weeks és
mtsai 2012). Antiviralis szerekkel kombinalva szinergista hatast fejt ki influenza A virus gatlasa

soran (Abdullaev és mtsai 1988).

Anyagcserére gyakorolt hatas

A dejodinaz enzimek aktiv komponenseként részt vesz a pajzsmirigyhormon aktivalasaban

(T4> T3 atalakulas), ezaltal kozremiikodik az anyagcsere megfeleld szinten tartasaban.

Fertilitas

A Se bevitel ¢és a férfi fertilitds kapcsolata a szelenoproteinek lokalizaciojaban gyokerezik.
A herékben jelenlévé PHGPx jelentds antioxidans erdt képvisel, és védi a spermatozoakat a
reaktiv oxigén speciesektdl. A szelenoprotein P transzportfunkciot 1at el, a herékbe szallitja a
Se-t, emellett maga is részt vesz a spermatogenezisben. A PHGPx kulcsfontossagat igazolando
Schneider és mtsai (2009) megallapitottak, hogy PHGPx knockout egerek infertilisek, a
spermiumok szdma csokkent, és gyakoriak voltak a funkcidképtelen ivarsejtek. Férfiakon
végzett vizsgalatok is igazoljak a Se normal fertilitadsban betdltott szerepét: Se-kezelés hatasara
fokozodik a CatSper gén expresszidja, mely a spermiumok motilitasaért felelés. Emellett
ritkabban fordulnak eld morfologiai abnormalitdsok és javul a spermiumok életképessége is

(Mohammadi és mtsai 2009)

Kemopreventiv hatas

Redman és mtsai (1997) és mtsai altal végzett in vitro vizsgalatok igazoltak, hogy a
szelenometionin dozisfiiggden képes gatolni a mell-, prosztata és a boér rakos sejtjeinek
novekedését, ugyanakkor a gatlas normal fibroblaszt sejtvonalon csak 1000x magasabb

koncentracidban (mM) jelentkezett. Egy nagy 1étszamt, randomizalt tanulmany szerint a napi
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200 pg Se szupplementacio képes csokkenteni a prosztata-, tiido- és vastagbélrak incidenciajat
¢s mortalitasat (Clark és mtsai 1996). A daganatokra vald hajlam és kialakulasuk valdsziniisége
Osszefiiggésbe hozhato a GPX-1 enzim csokkent expressziojaval. In vitro sejttenyészetekben a
Se szupplementacid -€s ezzel dsszhangban a GPX-1 aktivitds novekedése- csokkenti az UV-
sugarzas okozta DNS lanctoréseket, noveli a sejtek talélési esélyeit. In vivo vizsgalatokban
tRNS**¢ mutans egereket hasznaltak, melyeket csokkent szelenoprotein —kiilonosen GPx-1-
expresszio jellemzett. GPX-1 hidnyaban ezek az allatok fokozott hajlamot mutattak a daganatos

elvaltozasokra (Lubos és mtsai 2011).

Kardiovaszkularis rendszerre gyakorolt hatasok

GPx-1 hidnya endothelidlis diszfunkciokat okoz, mely jelentds strukturdlis
abnormalitdsokhoz vezethet az erekben és a szivben. Az oxidativ stressz mérséklésével
protektiv szerepet jatszik az ischaemia-reperfiizio kialakulasaban (Rose és mitsai 2014).
Transzgén egereken kimutattdk, hogy a GPX overexpresszidja ellenallobba tette az allatokat a
miokardialis infarktussal szemben (Yoshida és mitsai 1996). Az alacsony szelénbevitel
megnyujtja az emlitett betegségekbol vald felépiilés idejét is. A Se szupplementacié emeli a vér
HDL szintjét, ezzel parhuzamosan csokkenti az atherosclerotikus plakkok kialakulasat és egyéb
kardiovaszkularis megbetegedések rizikojat (Cominetti és mtsai 2012). Alacsony szérum Se
szint facilitalja az endothelialis diszfunkciok és atherosclerosis kialakulasat (Atakan és mtsai
2013). A szelén jelentéségének felfedezése a Coxsackie B3 virussal Osszefliggésbe hozhatd
kardiomiopatia, a Keshan-koér tanulmanyozasahoz kotheté. Az ilyen betegségben szenvedd
paciensek esetében egyontetiien alacsony plazma Se szintet mértek. A szelén antiviralis €s
indirekt antioxidans hatasa egyarant Osszefliggésbe hozhatdo a betegség megelzésével

(Loscalzo és mtsai 2014).

A szelén és az obezitas kapcsolata

Osszefiiggést figyeltek meg alacsony szelénbevitel és elhizas kozott. Gyermekek
bevonasaval késziilt tanulmany alapjan kimutathaté volt a negativ korrelacié a szérum Se szint
€s az Osszes antropometriai paraméter kozott. Raadasul a tilstlyos gyermekek antioxidans
kapacitasa is alacsonyabb volt, ugyanis az alacsony szelénszint a GPx expresszi6 csokkenését
vonja maga utan (Ortega és mtsai 2012, Alasfar és mtsai 2011). OLETF patkanyokon végzett

kisérletekben a 2 hétig tartd Se -kezelés csokkentette a vér gliikoz szintjét, a koleszterol-,
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triglicerid-, LDL-szintet. Gatolta az adipocytdk hipertrofiajat, ezaltal csokkentette az

abdominalis zsirszoveti felhalmozodast (Kim és mtsai 2012).

Napi bevitel
A tapanyagok bevitele kapcsan altaldban két fontos paramétert kell figyelembe venniink:

1. napi ajanlott mennyiség (Recommended Dietary Allowance = RDA)

2. legmagasabb toleralhatdo mennyiség (Tolerable Upper Intake Level = UL)

A National Institutes of Health altal megadott értékek kortol és nemt6l fliggéen valtozhatnak.
A megvalasztott értékek korreldlnak azzal a Se mennyiséggel, amely az adott életszakaszban
maximalizalja a GPx aktivitast.

A szelén napi ajanlott mennyiségét (RDA) életkoronként a 2. tablazat mutatja.

Kor Férfi No Terhesség | Laktacio
(ng) (ng) (ng) (ng)
6 honapos korig 15 15
7-12 honap 20 20
1-3 év 20 20
4-8 év 30 30
9-13 ¢v 40 40
14-18 év 55 55 60 70
19-50 év 55 55 60 70
51 év felett 55 95

2. tablazat: Se napi ajanlott mennyisége életkoronként

Szelénhiany

Az alacsony Se bevitel 0,5-1 milliard embert érint vilagszerte (Combs 2001). Elégtelen
szelénbevitel esetén a glutathion-peroxiddz miitkodése zavart szenved, igy a szervezetben
szabadgyokok halmozodnak fel. Az oxidativ stressz szamos betegség kialakuldsanak
rizikofaktora lehet. A Se legjellemzébb hianybetegsége a Keshan-kor (kardiomiopatia), melyet
Kina azon tartomanyarol neveztek el, ahol eldszor azonositottak a betegség okat.

Emellett kozrejatszik a férfiak terméketlenségében, valamint a Kashin-Beck-kor
(osteoarthritis) kialakulasaban. A dejodindz enzimek elégtelen miikodése miatt a
pajzsmirigyhormon kdozvetitette folyamatok is zavart szenvednek, igy megndvekedhet pl. a
csecsemokori kreténizmus rizikdja is.
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Irodalmi adatok szerint maximalis GPx-expresszio és aktivitds 90 ug/l plazma Se-
koncentracional figyelheté meg. Ezzel szemben a magyar lakossag korében végzett vizsgalat
soran kidertilt, hogy az atlagos Se koncentracié nem haladja meg az 50 pg/l értéket (Cser és

mtsai 1996).

Szeléntoxicitas

Ahogy arro6l korabban emlités esett, a brazil di6 nagy mennyiségben tartalmaz Se-t. Ennek
mértéke elérheti dionként a 68-91 pg-ot. Rendszeres fogyasztasa okozhat toxikus tiineteket. A
szeléntoxikozis v. szelendzis elso tiinetei a fokhagymaszagt lehelet és a fémes iz a szajban.
Kronikus nagy dozisi szelénbevitel kovetkezménye a haj és korom toredezettsége vagy
elvesztése, borkiiitések, borlézidk, hanyinger, hanyas, fogak elszinezddése, szédiilés, sulyosabb
esetben pedig ingerlékenység és idegrendszeri abnormalitasok.

Taplalék Gtjan bevitt egyszeri Se mennyiség ritkan éri el a toxikus mértéket, de taplalék-
kiegészité formajaban el6fordulhat a tiladagolas. Akut szelénmérgezés szamos tlinetet Glthet:
gasztrointesztinalis és neuroldgiai problémak, feledékenység, tiidéelégtelenség, miokardialis
infarktus és egyéb sziv-és érrendszeri karosodasok, hajhullas, izomgyengeség, tremor, arcpir,
veseelégtelenség, ritka esetekben halal.

A National Institutes of Health altal megadott legmagasabb toleralhatd6 mennyiségek (UL)
¢letkoronként a 3. tabldzatban lathatok.

Kor Férfi No Terhesség | Laktacio

(ng) (ng) (ng) (ng)
6 honapos korig 45 45
7-12 hénap 60 60
1-3 év 90 90
4-8 év 150 150
9-13 év 280 280

14-18 év 400 400 400 400

19 év felett 400 400 400 400

3. tablazat: Se legmagasabb tolerdlhaté mennyiségei életkoronként

Ezen értékek meghatarozédsa a legenyhébb toxikus tlinetek megjelenéséhez (hajhullés,

koromtoredezettség) kotodik.
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Szelén esetében a RDA ¢s UL érték kozel esik egymashoz, az optimalis dozistartomany
szik, emiatt a taplalék-kiegészitd formajaban alkalmazott Se dozirozasa kiilondosen nagy

figyelmet igényel.

Uj torekvések: nanopartikularis szelénkészitmények

A biztonsagosabb alkalmazhatdsagra valo torekvés a kutatokat j formulak, és technoldgiai
ujitasok kifejlesztésére sarkallja. A legujabb iranyvonalat a Se nanopartikulumok (SeNP)
jelentik, melyek eléallitasara jelenleg 2 modszer kinalkozik: 1. kémiai szintézis (Zhang és mtsai
2001) 2. 0n. ,green technology”, azaz elemi Se elballitasa baktériumok segitségével. A
baktériumok tapkozegéhez nagy mennyiségli szelenitet adva a baktériumok metabolizmusuk
soran elektronakceptorként hasznaljak a Se oxianiont, majd nanoméretii (50-500 nm) elemi Se
gémbdcskék (Se°) formajdban kivélasztjak tapkozegiikbe. Szamos baktériumfaj képes a Se
redukélésara. A gombdcskék mérete fajra jellemz6 tulajdonsag. A kémiai szintézissel szemben
ez a modszer joval hatékonyabb, mert egységes méretli, nagy tisztasagi Se partikulumokat
eredményez, ami illeszkedik az étrend-kiegészitOkkel szemben tdmasztott elvarasokhoz.
Emellett az el6allitas folyamata gyorsabb, koltséghatékonyabb, és az egyes 1épések is
kontrollalhatobbak (Tam és mtsai 2010, Eszenyi és mtsai 2011).

Ami a bioldgiai hatdsokat illeti, igen kedvezd eredményekkel szolgaltak az eddigi
vizsgalatok. A nanopartikularis Se antioxidans hatasa jelentésebb mind a szervetlen, mind
pedig a szerves szelénformakénal (Wang és misai 2007), emellett az immunrendszerre
gyakorolt hatasa is kifejezettebb. Sadeghian és mitsai 2011 juhokon végzett Gsszehasonlitd
vizsgalatabol kideriilt, hogy a SeNP a szelenithez képest szignifikansabb nagyobb mértékben

ndvelte a neutrophil granulocytdk szamat és nyujtotta a sejtek talélési idejét.
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4., ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Altaldnos megfontolisok

Kisérleteket 2 f0 részre osztottam. El0szor vizsgaltam a szelénnel dusitott baranyhus egerek
antioxidans védelmi rendszerére kifejtett hatasait, ezt kdvetden 6sszehasonlitast végeztem az 4j
nanopartikularis (NanoSe és LMS) és mar ismert, forgalomban 1év0 szelénkészitményekkel. A

vizsgalatok az alabbi pontokban megegyeztek:

4.1.1. Kisérleti allatok

Kisérleteket az Europai K6zosség laboratoriumi allatok tartasara vonatkozo Gtmutatdsainak
betartasaval végeztem. A kisérleti protokollokat a Debreceni Egyetem Allatkisérletes Etikai
Bizottsaga jovahagyta (4/2011. DEMAB).

A vizsgalatokhoz BDF1 (C57Bl/6 x DBA/2) 20 hetes him egereket hasznaltam (Orszagos
Onkoldgiai Intézet, Budapest, Magyarorszag). Az dallatokat az eldirdsoknak megfeleléen
tartottam: 23+£2°C homérsékletli €s 60+£10% relativ paratartalmu allatszobaba tartddobozonként
5 egeret helyeztem el, 12 oras valtakozo fény-sotétség periddusban. A csapvizet, standard

ragcsalotapot és a specialis diétanak megfelel6 tapokat az allatok ad libitum fogyaszthattak.

4.1.2. Vegyszerek

DMBA. 7,12-dimetil-benzantracént a Sigma Aldrich Kft.-t6l rendeltem (Budapest,
Magyarorszag). A liofilizalt anyagot napraforgd olajban oldottam. Az egerek 200 mg/ttkg

egyszeri dozisu DMBA oltast kaptak intraperitonealisan.

FRAP-reagens ésszetevoi:
o acetat puffer: 300 mM, pH 3,6 (3,1 g Na-acetat + 16 ml jégecet + deszt.viz 1 I-re
kiegészitve)
o 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ): 10 mM, 40mM-os HCI-ben oldva (Sigma Aldrich Kft.,
Budapest, Magyarorszag)
o FeCl2: 20mM vizes oldata (Sigma Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag)
Ransel kit: a glutathion-peroxidaz mérésére alkalmas vegyszercsomagot a Randox Laboratories

Ltd.-t6] rendeltem (Crumlin, United Kingdom).
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4.1.3. Nanopartikularis elemi szelén eloallitasa

A 100-500 nm atmérdjii NanoSe gdmbocskék
eléallitasat Dr. Prokisch Jozsef ¢és mtsai
végezték (Eszenyi és mtsai 2011). A Se forrast
¢s az inokulumot (probiotikus joghurt
baktériumok) 1 L MRS médiumhoz (Oxoid Ltd.,
Hampshire, United Kingdom) adtak. Se

forrasként natrium-hidroszelenit (NaHSeOs) 10

g/L koncentracioju torzsoldatat hasznaltak. 20 F Qo

ml szelenit torzsoldatot adtak 980 ml MRS 3. abra: Baktérium dltal kivdlasztott nanoszelén
o . o oL gombaocskék- Dr. Prokisch Jozsef és mtsai felvétele

médiumhoz, igy a végs6 koncentracio 0,2 g/L

lett. A 10 ml-nyi inokulum Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus és

Lactobacillus casei baktériumfajok keverékét tartalmazta. A Se forras és az inokulum

hozzaadasa utan keverdben, 37°C-on megkezdddott a 48h at tartd fermentacid. Ezt kdvetéen 7

napon keresztiil szobahdmérsékleten tomény soésavval kezelték a terméket, amely lizalta a

baktériumokat, és szabadda valtak a Se gdmbdcskék. Ismételt vizes mosassal, centrifugalassal

ezek a Se nanopartikulumok tisztan elvalaszthatok voltak.

4.1.4. Vervétel egerekbol

A vért hematoldgiai kapillaris segitségével a retroorbitalis plexusbol vettem le, majd 2 pl
aprotinint (Gordox, Richter Gedeon Rt., Budapest, Magyarorszag) és 5 ul EDTA-t (Sigma-
Aldrich Kft., Magyarorszag) tartalmaz6 Eppendorf-csébe engedtem. 100 pl vért sejtszam-
meghatarozashoz (CellDyn 3700, Abbott, Santa Clara, CA, USA), a tovabbi vérmintakat pedig

teljes antioxidans kapacitas méréséhez és GPx aktivitds meghatarozasahoz hasznaltam.

4.1.5. Csontveld kinyerése, sejtszuszpenzio készitése

Vérvételt kovetden cervikalis diszlokacioval exterminaltam az allatokat, steril koriilmények
kozott eltavolitottam a femurt, majd fecskendd segitségével és 1 ml McCoy’s SA médiummal
(GIBCO GRAND Island, NY, USA) kimostam a csontvelét. Vékony tiin tobbszor athuzva
egysejtes csontveldi szuszpenziot kaptam. A miiveleteket laminaris box alatt végeztem, végig

fokozottan ligyelve a sterilitas megtartasara.
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4.1.6. Kolonia stimulalo faktor forrasok

4.1.6.1. WEHI-3B sejtvonal fenntartdsa

Metcalf és mtsai (1969) illetve Warner és mtsai (1969) szerint tortént a WEHI-3B sejtek
tenyésztése ¢s a kondicionalt médium készitése.

Megfeleld szamu, fagyasztoban (-20 °C-on) tarolt €s eldzetesen sterilre sziirt 10 ml 20%
borjusavos szupplementalt McCoy sejttenyészté médiumot tartalmazo sejttenyészto flaskakat a
teljes felolvadasig 37 “C-os vizfiirdébe helyeztem. A felolvadas utan legalabb 3 6ran keresztiil
37 “C-0s 5% CO2 koncentracidju termosztatba tettem. Koriilbeliil 10° logaritmikus fazisban
novekvo sejtet pipettaval az eldkészitett taptalajt tartalmazo flaskaba juttattam. Ezutdn a
alatt ellendriztem a sejtek szaporodasat. A sejtek tovabbi passzalasat sziikség szerint, de

altalaban minden 3. nap végeztem.

4.1.6.2. WEHI-3B kondicionalt médium készitése

A novekvo sejteket passzalast kovetden tovabbra is termosztatban tartottam, majd 0sszesen
5-7 nap tenyésztési id6 utan a sejtszuszpenziot 50 ml-es centrifugacsében 15 percig 2500 rpm-
en centrifugaltam és a feliiliszot eltdvolitva, sziirés utdn, mint kondicionalt médiumot a

csontveldi progenitor sejtek tenyésztésénél hasznéltam.

4.1.7. GM-CFU kolonia esszé

A femoralis csontvel6ébdl aszeptikus koriilmények kozott nyert csontveld szuszpenziobol
specialis 1agy-gél tenyészeteket készitettem. A lagy-gél tenyészetek készitése a korabban
leirtaknak megfeleléen tortént (Benkd és mtsai 1999), Petri-csészénként (Greiner, Niirtingen,
Németorszag) 2x10%/ml csontveldi sejttel. A tenyésztéshez McCoy’s SA médositott taptalajt
hasznaltam, mely kiegészit6ként aminosavakat, Na-piruvatot, NaHCOs-ot, antibiotikumokat
(streptomycin, penicillin), valamint 20% borji szérumot (GIBCO GRAND Izland NY USA)
tartalmazott.

A lagy-gél halmazallapotot 1,2%-os metilcelluloz (Methocel, FLUKA, Buchs, Svijc)
biztositotta. Ebben a kdzegben a progenitor sejtek osztodasuk soran keletkezd utddsejtjeikkel
egylitt maradva kolonidkat képeznek. Koloniastimulalo faktor forrasként WEHI-3B
kondicionalt médiumot adtam a sejtekhez. Az egyes allatok csontveldsejtjeibdl 3-3 parhuzamos

tenyészetet készitettem, amelyeket 7 napig CO»-termosztatban (SANYO, SANYO Electric
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Co.,Ltd., Japan) novesztettem 37°C-on, 100%-os paratartalom és 5%-0s CO,-tartalom mellett.
Ezt kovetéen a koldnidkat sztereomikroszkép (Olympus, Hamburg, Németorszag) alatt

megszamoltam. Koldnianak tekintettem a legalabb 50 sejtet tartalmazo csoportokat.

4.1.8. Csontvelomiikodés vizsgalata

A csontvel6i funkciét a GM-CFU, azaz a granulocyta-macrophag kozos progenitorok
jellemzé paramétereinek vizsgalataval hataroztam meg. A betegek szempontjabdl ezen
progenitorok szamanak csokkenése a legveszélyesebb, ugyanis granulocytak, macrophagok
hianyaban a szervezet védekezd képessége gyengiil, neutropénias allapot 1éphet fel, ami stlyos
fert6zésekhez és esetlegesen halalhoz is vezethet.

Meghataroztam a csontveldi cellularitast, melyet a csontveldi szuszpenzid sejtszdma €s
térfogatanak szorzataként kaptam, a GM-CFU koldniaszdmot, valamint a cellularitds és a
koloniaszam szorzataként a femur teljes GM-CFU tartalmat. A tenyészetekben a GM-CFU
progenitorsejtek lednysejtjeikkel egyiittmaradva kolonidkat képeznek, igy az adott mennyiség,
2x10° db csontveldi sejtet tartalmazé tenyészetekben megjelend GM-CFU kolénidk szama

megmutatja, hogy a sejtek hanyad része volt GM-CFU progenitor.

4.2. Szelénnel dusitott baranyhus egerek antioxidans védelmi rendszerére és csontvel6i

miikodésére kifejtett hatasainak vizsgalata
4.2.1. Baranyhus

A szaritott bardnyhust a Dr. Monori Istvan €és a Debreceni Egyetem Agrartudomanyi
Ko6zpont Karcagi Kutatéintézete biztositotta. Eldallitdsa soran fontos szempont volt, hogy a
formul4jat tekintve beilleszthetd legyen az egerek étrendjébe. A nyers illetve fagyasztott forma
kizarhat6 volt, a szaritott formula t{int lehetséges megoldasnak —részben az allatok taplalkozasi

szokasai, részben gyakorlati szempontok (pl.: szavatossagi id6) miatt.

A béranyok ivoviz utjan jutottak szelénhez. Viziik 0,1% koncentraciéban tartalmazott
NanoSe-t, mely felszivodva az izomszoveteikben is akkumulalodott. Az allatok levagasa utan
a husukat -a napsiités dehidrataldé hatasat imitalva- Specialis berendezésben szaritottak. A
dehidratalo dobozt 24 infravoros €g6 melegitette a megfeleld hdmérsékletre. Az infravords fény
elénye, hogy a 8-14 pm hullamhosszl sugarakat is tartalmaz, melyek nemcsak a hus felszinét

képesek szaritani, hanem a mélyebb rétegekbe is behatolnak, biztositva az egyenletes
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dehidratalast. Emellett természetesen jelen vannak a 20 um hulldmhosszu sugarak is, melyek a
felszint melegitik. A hts fehérjetartalmanak megorzése érdekében a hémérsékletet 38 °C-nal
maximalizaltak. A szaritasi folyamat 48h at tartott, mialatt a 4-5 x 20-30 x 100-400 mm-es
husszeleteket négyszer forditottak meg. A kész termék kevesebb, mint 7% vizet tartalmazott,

ennek koszonhetéen szobahémérsékleten is akar 3 honapig megdrzi mindségét.

4.2.2. Baranyhus szeléntartalmanak mérése

A baranyhus szeléntartalménak meghatarozasat Dr. Prokisch Jozsef és mtsai végezték. A
mérés hidrid-képzésen alapuld atomfluoreszcens spektrometria modszerével tortént (HG-AFS).
Mintael6készités soran 5 ml 65%-0s HNOs-t adtak 1 g htismintahoz, elészor 60 °C-on 1 6ran
at, majd 120 °C-on 4 6ran at emésztették. Ezutan 3 ml 30%-0s H20>-t adtak hozza. Az emésztett
mintat 15 ml 3 M HCl-lel higitottak, majd lesziirték. A HCI hozzdadasa a hidrid-képzés
szempontjabol sziikséges. A mérés Millenium Merlin tipusu atomfluoreszcens spektrométeren

tortént.

4.2.3. Teljes antioxidans kapacitas meghatarozasa

A vizsgalat soran FRAP-moédszert (Ferric Reducing Ability of Plasma) alkalmaztam Benzie
és Strain nyomadn (1999). Elektron-atmeneten alapuld kolorimetrias modszer, ahol a mintak
antioxidansai viselkednek elektrondonorként, igy alkalmas a vér teljes antioxidans tartalmanak
meghatarozasara. A FRAP-reagens acetat puffert, TPTZ-t és FeClo-t tartalmazott 10:1:1
aranyban. Alacsony pH-n a Fe¥*-TPTZ komplexben 1év6 Fe®" redukalédik Fe?'-vé, amelyet
szinvéltozas kisér. A redukalddott vas mennyisége fligg a kornyezetében 1évd redukaloszer
(antioxidansok) mennyiségétol.

A mérés vérplazmabdl tortént. Ehhez az alvadasgatolt vért 10.000 rpm-en centrifugaltam 2
percig, majd a feliiliszot leszivtam. 10 pl plazmahoz 300 ul FRAP-reagenst adtam, és 593 nm-
en (Perkin Elmer spektrofotométer, Németorszag) detektaltam az abszorbancia-valtozast.

Standardként 1000 uM aszkorbinsav oldatot hasznaltam.

4.2.4. Kisérlet menete

Kisérleteimhez 60 db him egeret (n=60) random modon 3 csoportba osztottam. A kontroll
csoport (20 allat) standard ragcsalotapot fogyasztott, 20 allat szupplementélas nélkiili szaritott

baranyhust, 20 allat pedig NanoSe-nel dusitott baranyhust kapott.
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60 db BDF1
egér

—I—

Se-dus

kontroll baranyhus baranvha
aranyhus
20 db 20 db 20 db ﬂ 4 hét

_I—J
] ] ] ]
vehikulum DMBA+ vehikulum DMBA+
10 db 10db 10db 10 db

vehikulum DMBA+
10db 10 db

4. dbra: csoportbeosztas a funkciondlis élelmiszer vizsgalata sordn.
Diéta idotartama: 4 hét

Mivel az egerek étrendjében ritkdn szerepel hus, tigy mindkét baranyhus diétan 1évo
csoportnak szalmat adtam rostforrasként, valamint ivoviziiket Neovit Forte (Kela Laboratoria
N.V., Belgium) oldattal szupplementaltam (0,125 ml/500ml viz/5 egér/hét), mely A, B1, B2, Bs,
B12 D, E vitaminokat és asvanyi anyagokat (Mg, Co, Cu, Zn, Mn,) tartalmazott. Az oldatban Se
nem volt.

Az etetési periodus 4 héten keresztiil tartott. Ekdzben folyamatosan nyomon kdvettem az
allatok testtomeg-valtozasait. A 28. nap végén tovabbi két alcsoportot alakitottam Ki. Az egyik
alcsoportban oxidativ stresszt indukaltam egyszeri 200 mg/ttkg i.p. DMBA-oltassal, a masik
alcsoport a DMBA oldoszerét, napraforgo olajat kapta. Az oltast kovetd 48 h mulva tortént a
vér ill. csontvelé mintak begytjtése. A fent leirtak alapjan zajlott a vér teljes antioxidans

kapacitasanak meghatarozasa ill. a csontveld funkcionalis vizsgalata.

4.3. Uj nanopartikularis szelénkészitmények osszehasonlité vizsgalata
4.3.1. LactoMicroSel® eldallitisa

A LactoMicroSel® néven bejegyzett készitményt Dr. Prokisch Jozsef és mtsai készitették
(Eszenyi és mtsai 2011). A Debreceni Egyetem altal szabadalmaztatott (Prokisch J. és Zommara
M. 2008) uj technologiai eljarassal késziilt LactoMicroSel® szintetizalasa a fermentacios
szakaszig alapvetden megegyezik a NanoSe-nel azzal a kiilonbséggel, hogy médium gyanant
friss tejet hasznaltak. A baktériumok hozzaadésa eldtt a tejet ipari centrifugaval lefolozték, igy
a zsirtartalma kevesebb, mint 0,3% lett. A Se-forras és az inokulum 6sszetétele a fentebb leirtak

szerint alakult. A fermentacié 37-38 °C-on, 24 6ran keresztiil zajlott. A fermentacids id6 végére
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a szuszpenzid szine vordsre valtozott. Lecentrifugaltak és a szilard fazist 50 °C-on szaritottak,

majd ledaraltak.

5. abra: szaritott Se-diis joghurt (balra) és dardlt Se-duis joghurt por (jobbra) — Dr. Prokisch
Jozsef és mtsai felvétele

crer

crer

atomabszorpcios (Thermo ICE 3000) és atomfluoreszcens spektrométerrel (PSA Thermo,
Excalibur) ellendrizték. A 1 ml mintdhoz 3 ml tomény HNOz-at és 5 ml 30%-0s H20»-t adtak,
¢s 120 °C-on 1 6ran at emésztették. Az emésztett mintat atszirték és 50 ml vizzel felontotték.
Az elvalasztott, tisztitott NanoSe-mintakban 200-500 mg/L Se-koncentraciot mértek, mig a
liofilizalt LMS esetében 1000-3000 mg/kg Se-koncentraciot.

4.3.3. Tovabbi szelénkészitmények

A két nanopartikularis szelénkészitmény hatdsait -szupplementalasi célbol mar régota
hasznalt- Se vegytiletekkel, ill. készitménnyel kivantam Gsszehasonlitani, melyek az aldbbiak

voltak:

e Na-szelenat (Na2SeOs)—> szervetlen (CEDA Chemicals GmbH, Németorszag)

e Na-szelenit (Na2SeOz)—> szervetlen (CEDA Chemicals GmbH, Németorszag)

e Sel-Plex® - szerves; allati takarmany szupplementalasara hasznalt, szelenometionint
¢és szelenociszteint tartalmazo készitmény, melyet Saccharomyces cerevisiae-vel

termeltetnek (Alltech Hungary Kft., Budapest, Magyarorszag)
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4.3.4. Szelentartalmu tapok készitése

A szupplementalt tapok elkészitését Eszenyi Péter és

Sztrik  Attila segitségével végeztem. Ehhez normal

ragcsalotapot hasznaltunk. Egyenletes szemcseméretli

porra daraltuk, majd hozzaadtuk a vizes oldatban 1évd / S i R \ |
/ & y .g 'f‘ \

szelénkészitményeket kétféle koncentracioban (5 ppm és [/‘-

50 ppm). Az igy kapott masszat levagott végii fecskendén

/
/

6. abra: Se-nel szupplementalt tap
atnyomtuk, formaztuk, majd 24 h-an at szaritoszekrényben

szaritottuk.

crer

cre

cre

koncentraciok megvalasztasa eldzetes kalkulacio eredménye. A taplalék Utjan bevitt 5 és 50
ppm Se ekvivalens 40, 400 pg/ttkg/nap Se-nel, mely a bevitt taplalék egységnyi mennyiségére
szamitva 1, 10 pg Se/g- nak felel meg. Ha a napi taplalékbevitel megkozelitdleg a testtomeg
4%-a, akkor ez a mennyiség emberi szervezetre extrapolalva 300 és 3000 pg napi Se-bevitelnek
felel meg. Figyelembe véve a Se ajanlott napi dozisat és a maximalisan toleralhatd mennyiségét
az egerek szdmara az 5 ppm egy mérsékelt, hatasos, mig az 50 ppm egy erdsen toxikus dozisnak

tekintendo.

4.3.5. A kisérletek menete

A vizsgalatokban BDF1 egereket hasznaltam. Az allatok 2 héten keresztiil kaptdk a

szupplementalt tdpokat.

Y
BDF1 egerek
| —
[ [ ” .
Na-szelenat Na-szelenit Sel-Plex NanoSe LactoMicroSel

- 5ppm -5 ppm -5ppm -5 ppm -5 ppm
- 50 ppm - 50 ppm - 50 ppm - 50 ppm - 50 ppm

\ _)

7. dbra: kisérleti elrendezés a szelénkészitmények dsszehasonlito vizsgalata sordan
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A 2 hetes etetési periodus letelte utan a hatastani vizsgalatban szerepld csoportok felében
oxidativ stresszt indukaltam ip. DMBA oltéassal, majd a 4. tablazatban szerepl6 vizsgalatokat

végeztem el.

Toxikologiai vizsgalatok Hatastani vizsgalatok
Talélés Alt. toxikologia Antioxidéans rendszerre Csontveldi funkciora
gyakorolt hatasok gyakorolt hatdsok
testtomeg fiziologias oxidativ fiziologias oxidativ
koriilmenyek stressz koriilmeények stressz
szervek tomege GPx aktivitas cellularités
veérvizsgalat/fvs GM-CFU koléniaszam
mé4j hisztopatologia femur teljes GM-CFU
tartalma
csontvel6i funkciok
viselkedés
kiilsé megjelenés

4. tablazat: a szelénkeészitmények toxikologiai és hatastani vizsgalata soran elvégzett mérések

4.3.5.1. Toxikologiai vizsgalatok

A talélési vizsgalatot csoportonként 6 allaton végeztem. Az egereket 50 ppm Se-tartalmu
tappal etettem, és rogzitettem az elhullasok idOpontjat. Egy kovetkezo kisérleti elrendezésben
folyamatosan nyomon kovettem az allatok viselkedésében és kiilsé megjelenésében jelentkezd
eltéréseket, a tapok ill. a testtomegek valtozasait. Az exterminacid idOpontjat a talélési
vizsgalatokban kapott adatok alapjan hatdroztam meg. A vérvétel, a csontveldi mintak
kinyerése a mar leirtak alapjan tortént. Boncolas utan lemértem a létfontossagli szervek

tomegét, majd vizsgaltam a makroszkopos €s maj esetében a mikroszkopos eltéréseket.

4.35.1.1. Szovettani mintdk elokésztése

A szovettani metszeteket Dr. Nagy Géabor és mtsai készitették. A hisztologiai vizsgalatokhoz
hasznalt mintak a m4j bal kiils6 lebenyébdl szarmaztak. A protokoll szerint a mintdk fixalason,
dehidratalason, beagyazason és metszésen majd festésen estek keresztiil. A fixalast 10%-0s

paraformaldehidben végezték 12 oran keresztil. Ez a 1épés megakadalyozza a bakterialis
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bomlast, ezaltal hossz idon keresztiil megdrzi a minta j6 mindségét. Ezt kovetden a mintdkat
novekvo koncentracioju etanollal (50, 60, 70, 80, 90, 96 % és abszolut etanollal) dehidrataltak.
Az egyes lépcsok 30 percig zajlottak. A 100%-0s etanol-kezelés utan az alkoholt xilénnel
tavolitottak el a mintakbol, és készitették el0 a beagyazashoz. A bedgyazas 1 napon keresztiil,
3 Iépésben zajlott: (1) xilén-paraffin 1:1 aranyu keveréke (6 h); (2) elsé paraffinos beagyazas (6
h); (3) masodik bedgyazas paraffinba (12 h). Ezutdn 56 °C-os termosztatba helyezték. A végso
beagyazas 1 napig tartott. A 15 um (kb. 3 sejtréteg) vastagsagi metszeteket Reichert tipusu

mikrotommal készitették (Diversified Equipment).

4.3.5.1.2. Metszetek festése

A paraffint két 1épésben tavolitottak el a mintakbol: (1) 10 percig xilénben tartottak, majd
(2) csokkend koncentracioju (96, 90, 80, 70, 60, 50%) etanollal kezelték 10-10 percig, és végiil
desztillalt vizzel 5 percig. A rehidratalast koveten a sejtmagot metanol és alum-hematoxylin
tartalmu festékkel festették 5 percig, majd a mintakat savas alkohollal kezelték (1 ml HCI 99
ml 70%-os etanolban oldva) 2 mp-ig. Két 1épésben 5 percig csapvizben tartottak, majd 45 mp-
ig foly6 vizzel mostak. A mintakat ezutan Gjra dehidrataltak 50, 60, és 70%-0s etanollal 5-5
percig, majd 70%-o0s etanol-tartalmua eozin festékkel festették (plazma-festés), és folytattak a
dehidrataléast 80, 90, 96%-o0s ¢és abszolut etanollal 3-3 percig. Az alkoholt végiil két Iépésben,
5-5 perces xilén-kezeléssel tavolitottak el a mintdkbol. A mintakat tartalmazé targylemezekre
egy-egy csepp Entellan gyorsfedéanyagot (Merck Kft., Budapest, Magyarorszag) cseppentettek

¢és fedblemezzel boritottak.

4.3.5.2. Hatastani vizsgalatoK fiziologias koriilmények kozott és oxidativ stressznek kitett

allatokban

4.3.5.2.1. Fehérvérsejtek szamanak meghatdrozdsa

A fehérvérsejtek vizsgdlata hematologiai automataval, Dr. Miszti-Blasius Kornél
segitségével tortént.

4.3.5.2.2. Antioxidans rendszerre gyakorolt hatasok

A baranyhus gazdag asvanyi anyag €s vitamintartalmaval ellentétben a szelénkészitmények
csak a Se aktiv centrummal rendelkezé enzimek aktivitasanak fokozéasaval jarulnak hozza az

antioxidans kapacitas emeléséhez. Ennek detektalasara a FRAP-modszernél specifikusabb

37



mérésre volt sziikség, ezért az antioxiddns statuszt hiien reprezentalo GPx aktivitasat
hataroztam meg. A mérést Ransel kit (Randox Laboratories Limited, United Kingdom)
felhasznalasaval, Paglia és Valentine (1967) kozleménye alapjan végeztem. A Kit
elektronatmeneten alapuld, kolorimetrids modszer elvégzését teszi lehetdvé. A minta
esetiinkben retroorbitalis plexusbol szarmazo teljes vér (50ul) volt. Az enzimaktivitas
eredményeként 1étrejové abszorbancia-valtozast FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech,

Offenburg, Németorszag) microplate readerrel detektaltam.

crer

A vizsgalat Baranyai Edina kézremiikodésével a Szervetlen és Analitikai Kémiai TanszEk,
Agilent Atomspektroszkopiai Partner Laboratoriumaban tortént. A plazmamintak tomegét
analitikai mérlegen mérték, majd 2 ml 65%-os salétromsavat és 500 pl 30% hidrogén-peroxidot
adagoltak hozzajuk és mikrohullammal elGsegitett nagy nyomasu feltaro egységben (MLS 1200
Mega) roncsoltak. Ezt kovetden a mintakat lehtilést kovetden ioncserélt vizzel 10 ml térfogatra
higitottak. A Se koncentracid6 mérése langatomabszorpcids spektrometriaval tortént (Agilent
Technologies 240 FS AA), hidridfejlesztéssel, VGA 77 AA tipust hidridképz6 berendezéssel.
A hidridképzéshez 0,6 (m/m)% NaBH4 és 0,5 (m/m)% NaOH keverékét hasznaltak, valamint

e

4.3.5.2.4. Csontveldi funkciora gyakorolt hatdsok

A Se tartalmu tapok csontveldi miikodésre gyakorolt hatdsait a fentebb leirt kolonia esszé

modszerrel vizsgéltam.

4.4. Statisztikai analizis

A statisztikai analizist GraphPad Prism szoftverrel végeztem (GraphPad Software Inc, La
Jolla, CA, USA). Az eredményeket atlagtSEM formaban tiintettem fel. A kiértékeléshez
paratlan t-probat, valamint egyszempontos variancia analizist (One-way ANOVA)
alkalmaztam, amit Bonferroni-féle post hoc modositassal készitettem el. A Bonferroni-féle
modszer a paronkénti atlagok kiilonbségének vizsgalatara hasznalhatd, ahol a két csoport
elemszama lehet kiilonb6z6 is. A kiilonbségeket statisztikailag szignifikansnak tekintettem, ha

p<0,05.
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5. EREDMENYEK

5.1. Szelénnel dusitott baranyhus egerek antioxidans védelmi rendszerére és csontvel6i
miikodésére Kifejtett hatasai fiziologias koriilmények kozott és oxidativ stressznek Kitett

allatokban

crer

5.1.1. In vivo Se-szupplementacio hatdsa a bardnyhus Se-koncentrdaciojara

A Se-nanopartikulumokkal dusitott ivovizet fogyasztd allatok husanak Se-koncentracidja
haromszor magasabb volt, mint a normal csapvizet fogyaszté tarsaiké (0,86 + 0,09 és 0,27 + 0,04
mg/kg). Ez az arany a hus szaritasa utan sem valtozott (1,28 + 0,12 és 0,36 + 0,03 mg/kg Se). (8.

abra)
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8. abra: Bdardanyhus és Se-dus baranyhiis Se koncentracioja hékezelés eldtt és utan.
(n=5 valamennyi csoportban, ***p <0,001)
A mérés Dr. Prokisch J. és mtsai kozremiikodésével zajlott.

5.1.2. Normdl és szelénnel dusitott baranyhus hatasa a teljes antioxidans kapacitdsra

Az eredményeim azt tiikrozik, hogy a baranyhts jotékony hatassal van a vér antioxidans
védelmi rendszerére. Szignifikdnsan magasabb antioxidans kapacitast mértem a Se-nel dusitott
baranyhust fogyasztd csoportban a kontroll (p<0,001) illetve a szupplementalas nélkiili
baranyhust fogyaszto csoporthoz képest (p<0,001) (9A abra).

Nagy dozisu, egyszeri intraperitonealis DMBA-oltassal a csoportok felében oxidativ stresszt
generaltam, mely mérsékelt csokkenést eredményezett a vér antioxidans aktivitasa tekintetében

(9A és B abra). Mind a Se-nel szupplementalt, mind a szupplementalas nélkiili baranyhus

39



fogyasztasa protektivnek bizonyult a DMBA karosit6 hatasaival szemben. El6bbi esetében ez
a védelem még jelentdsebb volt (p < 0,01 és p < 0,001) (9B abra). Habar az antioxidans
kapacitds csokkent a kezelt allatokban a kezeletlenekhez képest, a normal baranyhus és
kiilonosen a Se-nel dusitott baranyhus megakadalyozta, hogy az antioxidans kapacitds az
abszolut kontroll allatok értékei ala csokkenjenek, igy eldsegitette, hogy a fiziologias

tartomanyban maradjanak.
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9. dbra: Normal és szelénnel dusitott baranyhus hatasa a teljes antioxidans kapacitasra (A) normal kériilmények
kozott (DMBA-), (B) oxidativ stressznek kitett dllatokban (DMBA+). (DMBA=17,12-dimetil-benzantracén, n=10
valamennyi csoportban, **p<0,01; ***p<0,001)

5.1.3. Fehérvérsejtszam

A fehérvérsejtszam a fiziologias tartomanyban volt mindhdrom normal koériilmények kozott
tartott csoport esetében, szignifikans kiilonbségeket nem talaltam a kontroll és a baranyhussal
etetett allatok eredményei kozott (10A. abra). DMBA-kezelés hatasara a fehérvérsejtszam
jelentdsen csokkent. A sejtpusztulds mértéke a Se-dis baranyhussal etetett csoportban volt a
legalacsonyabb, a kontroll és normél baranyhtst fogyasztd allatokhoz képest a kiilonbség
statisztikailag is kimutathato volt (p<0,05) (10B abra).

Az egyes fehérvérsejt tipusok abszolut szamanak meghatarozasa soran fény deriilt arra, hogy
a Se-dis baranyhtssal etetett, oxidativ stressznek kitett csoportban a magasabb
Osszfehérvérsejtszam a magasabb neutrophil granulocyta és monocyta szamnak kdszonhetd.
Mig a lymphocytak szamaban nem adodtak kiilonbségek a DMBA-val kezelt csoportokban,

addig a Se-dus baranyhus kifejezett protektiv hatassal birt a neutrophilekre és monocytakra.
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(10D abra). Az abszolut neutrophil szam a DMBA-oltas ellenére is a fiziologis tartomanyban

maradt.
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10. abra: Normadl és szeléennel dusitott baranyhus hatdsa a fehérversejtszamra (A és B), az abszolut neutrophil
szamra (C és D) és abszolut monocyta szamra (E és F) fiziologias koriilmények kézott (DMBA-) és oxidativ
stressznek kitett dllatokban (DMBA+). (DMBA=7,12-dimetil-benzantracén, n=10 valamennyi csoportban,
*p<0,05; **p<0,01)
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5.1.4. Normal és szelénnel dusitott baranyhus hatasa a csontveloi miikodésre fiziologias

koriilmeények kozott és oxidativ stressznek kitett dallatokban

Ahogy azt a korabbi kisérleteink is igazoltak, a kornyezet illetve xenobiotikumok karosito
hatasaival szemben a fagocytak progenitorai (GM-CFU) a legérzékenyebbek. Ugyanakkor a
vér vizsgalata kapcsan azt is tapasztaltam, hogy a Se-nel dusitott baranyhts protektiv hatasai a
fagocytak korében érvényesiilnek leginkabb. Emiatt fontosnak éreztem azt is, hogy az oxidativ
stressz, valamint a baranyhtsok hatasait ezen sejtek csontvelében talalhato eldalakjain is

vizsgaljam.

A cellularitds, GM-CFU koloniaszam ¢és teljes femoralis GM-CFU tartalom
meghatarozasaval vizsgaltam a csontveldi funkciokat. Mivel minden vérsejt a csontveldben
képzodik, a femoralis csontveld Ossz sejtszamanak (cellularitas) meghatarozasa alkalmas a
hemopoézis 4ltalanos jellemzésére. A GM-CFU koldniaszam-gyakorisag megmutatja a 2x10°
csontveldi sejtbdl kindvé GM-CFU kolonidk szamat, mely pontos indikatora a granulopoézis

intenzitasanak, a teljes GM-CFU tartalom pedig tiikrozi a csontveld regeneracios képességét.

5.1.4.1. Csontveloi cellularitas

Normdl korilmények kozott nem volt kiillonbség az egyes csoportok csontveldi
mononukledris sejtszdmaban. DMBA-kezelés hatdsara a cellularitas jelentds mértékben
csokkent. A sejtpusztulds mértéke az egyes csoportokban eltérd volt. Legnagyobb csokkenést
a kontroll csoportban tapasztaltam. A baranyhussal etetett allatok esetében kisebb mértéki, és
a Se-dus baranyhust fogyasztok korében a legesekélyebb sejtpusztulast lattam (p<0,05). Az
eredmények alapjan elmondhatd, hogy a nanoszelénnel szupplementalt baranyhus kozvetett

modon képes mérsékelni a DMBA-okozta hemopoetikus zavarokat (11B abra).

5.1.4.2. GM-CFU koloniak el6fordulasi gyakorisaga

Ezen paraméter szolgaltatja a legpontosabb informaciot a granulopoézis ill. a fagocytak
adodtak kiilonbségek a kiillonbozo diétan 1évo allatok kozott (11C dbra). Magasabb intenzitasu
granulopoézist tapasztaltunk a baranyhust fogyasztd csoportban a kontroll csoporthoz képest,
azonban statisztikailag jelentds kiilonbség csak a Se-dus baranyhussal etetett allatok esetében

adodott (p<0,01).
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A DMBA-kezelés mindhdrom csoportban drasztikusan csokkentette a GM-CFU koloniak
el6fordulasi gyakorisdgat (p<0,001), amely a granulopoézis sulyos karosodasara utal. A
baranyhusok fogyasztasa védelmet jelentett az egerek szamara, mivel szignifikdnsan magasabb
koldniaszamokat szdmoltam mindkét baranyhust fogyaszto csoportban. (p<0,01 és p<0,001) A

Se-szupplementécio fokozta a baranyhus protektiv hatasat (11D abra).

5.1.4.3. 4 femordlis csontveld teljes GM-CFU tartalma

Fiziolégias koriilmények kozott is intenzivebb granulopoézis €s regeneracios képesség
jellemezte a Se-dus baranyhtst fogyaszto allatokat. Mind kontroll, mind a normal baranyhtssal
etetett csoporthoz képest magasabb volt a csontvelében a GM-CFU progenitorok szama (11E
abra). Az oxidativ stressz mindharom csoportban jelentésen csokkentette a regeneracios
képességet (p<0,001), de a Se-dis baranyhts protektiv hatdsa ezen paraméter kapcsan is

megmutatkozott (11F abra).
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11. abra: Normal és szelénnel dusitott baranyhus hatdsa a csontvel6i cellularitisra (4 és B), a GM-CFU
progenitorok eldfordulasi gyakorisagara (C és D) és a teljes femoralis GM-CFU tartalomra (E és F)
fiziologias koriilmények kozott (DMBA-) és oxidativ stressznek kitett dllatokban (DMBA+). (DMBA=7,12-
dimetil-benzantracén, n=10 valamennyi csoportban, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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5.2. Uj nanopartikularis szelénkészitmények osszehasonlito vizsgalata
5.2.1. Toxikologiai vizsgalatok

5.2.1.1. Tulélés

crer

Egerek szama Halalozas Tulélés

Napok | 0. | 2. | 4. | 6. | 8. |10.|12. | 14. | db % db %
kontroll 14 6 6| 6|6|6| 6| 6|6 0 0% | 6 | 100%
szelendt 14 6 6|6 |5[5]3]2]2 4 |67% | 2 | 33%
szelenit 14 6 6| 6|6|5|5]| 5] 4 2 |33% | 4 | 67%
Sel-Plex 14 6 6| 6|6 |6| 6| 6|6 0 0% | 6 |100%
NanoSe 14 6|6|6 |6 |6 |6 |6 |5 1 |17% | 5 83%
LactoMicroSel 14 6|6 6|6|6| 6|6 |6 0 0% 6 | 100%

5. tablazat: 50 ppm dozisu szelénkészitmények hatdsa a tulélésre (n=6)

100%-os tulélést tapasztaltam a kontroll mellett a Sel-Plex-szel és a LMS-lel etetett allatok
esetében is, mig két hetes szelenat-fogyasztas utan a csoport kétharmada elhullott. A szelenit
kevésbé volt toxikus, de az egerek egyharmada ebben a csoportban is elpusztult. NanoSe-nel
etetett csoportban 2 hét utan egy allat elhullasat detektaltam (17%).

5.2.1.2. Megfigyelések

Az allatok viselkedését és kiilso jellemzoiket 5 pontos skalan értékeltem, ahol az 5-6s a
kontroll allatokkal megegyezd tulajdonsagot jelentette (6. tablazat). Az értékelés szempontjai
Osszhangban voltak az akut Se mérgezés tiineteivel, igymint szérzet elvaltozasa, fizikai
aktivitas, széklet mindsége.

A szervetlen szelénformakat fogyasztd csoportok 2-3 nap alatt kedvetlenné, ¢és fizikailag
inaktivva valtak. Szoriik fénytelen volt. Székletiik a fiziologids félkemény rizsszem alakuval
ellentétben fekete, ken6csds volt. Hasonldé megfigyeléseim voltak a NanoSe-nel etetett
csoportban is, bar emellett voltak normal székletli, némileg aktivabb egyedek is. Az emlitett 3
csoport kozos jellemzdje volt a gornyedt testtartds (mozgas kozben is), ami hasi gorcsokre,
gasztrointesztinalis panaszokra utalhat. A szerves Sel-Plexet és LMS-t fogyaszto allatok szére,

fizikai aktivitasa €s széklete nem tért el a kontroll csoporttol.
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50 ppm szor | fizikai aktivitas széklet
szelendt 52 5/1 fekete, ken6csos
szelenit 5/3 5/1 fekete, ken6csos
Sel-Plex 5/5 5/5 normal
NanoSe 5/5 5/3;5/2 normal és fekete kendcsos
LactoMicroSel 5/5 5/5 normal

,

fizikai aktivitasanak és székletmindségének értékelése 5 pontos skalan

5.2.1.3. Testtomeg

Az atlagos kiindulési testtomeg 27g volt. A toxicitas legszembetiindbb kdvetkezménye a

testtomeg-csokkenés, melyet mindegyik csoportban tapasztaltam. A fogyas mértéke az alabbiak

szerint alakult: szelenat 8g (30%), szelenit 9g (33%), Sel-Plex 8,5 g (31%), NanoSe 7,5g (28%)

¢s LMS 1,29 (4%). A fentiekbdl lathato, hogy a LMS még extrémen toxikus dozisban sem

okozott jelentds testtomeg-csokkenést (12. abra).

csokkenés egerekben. (LMS=LactoMicroSel®; n=6 valamennyi csoportban)
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5.2.1.4. Szervek tomege

A toxicitas jellemz6 makroszkopos tiinete lehet a szervek tomegének valtozasa, mely utal az
adott szerv karosodasara. Tomegiiket a testtomeg szazalékaban adtam meg. A mdj tomegének
csokkenését tapasztaltam 50 ppm szelenit és NanoSe esetében (13A éabra). A /ép karosodasa
mindegyik csoportban jelent6s volt (p<0,001). A szelenat 44%-0s, a szelenit 59%-os, a Sel-
Plex 57%-0s, a NanoSe 69%-os 1éptomeg-csokkenést eredményezett. A legenyhébb karositd
hatasa a LMS-nek volt (-19%; p<0,05) (13B abra). A vesék tomegében nem tapasztaltam

valtozast a kontrollhoz képest (nem abrazoltam diagramon).
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13. abra: 50 ppm szelénkészitmények hatiasa a mdj-(A) és léptomegekre (B).
(LMS=LactoMicroSel®,; n=6 valamennyi csoportban; **p<0,01; ***p<0,001)
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5.2.1.5. Fehérveérsejtszam

Toxikus dozisban adagolt szelénkészitmények hatasara az 0Ossz fehérvérsejtszam
drasztikusan csokkent (14A abra). A legsériilékenyebbnek a lymphocytak (14B é&bra) és a
monocytak (14C abra) bizonyultak. A vizsgalt szelénkészitmények koziil a legkisebb mértékii
sejtpusztulast a LMS okozta.
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14. abra: Toxikus mennyiségii (50 ppm) szelén hatdsa a fehérvérsejtszamra (A), abszolut
lymphocyta szamra (B) és abszolut monocyta szamra (C). (LMS=LactoMicroSel®; n=6
valamennyi csoportban; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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5.2.1.6. Mdj hisztopatologia

A kontroll m4j szovettani képe egybefiiggd, a szovet folytonos (15A dbra). Ezzel ellentétben
kapcsolat megszakadt, kisebb-nagyobb sejtmentes teriiltek keletkeztek. A karosodas mértéke a
szelenat esetében volt a legnagyobb (15B abra), majd ezt kdvette a szelenit (15C abra). Sel-
Plex kezelést kovetden a szovet porusos jelleglivé valt a sejtek kozotti apro megszakitasok miatt
(15D abra). NanoSe hatasara kevés nagyobb sejtmentes teriilet alakult ki (15E abra), miga LMS

esetében a kontrollhoz hasonl6 szévettani képet lattam (15F abra).

15. abra: Mdjszovet hisztologiai képe toxikus mennyiségii (50 ppm) szelén adagoldsat kovetéen. kontroll
mdjszovet (A), szelendt (B), szelenit (C), Sel-Plex (D), NanoSe (E), LactoMicroSel® (F). 10x nagyitds,
hematoxilin-eozin festés. Lépték: 50um.

A metszetek készitése Dr. Nagy Gabor és mtsai kézremitkodeésével zajlott.
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5.2.1.7. Csontveloi miikodeésre gyakorolt hatasok

A toxikus dozisu Se-készitmények a csontvelében is sulyos karosodast okoztak (16A abra).
Legjelentdsebb sejtpusztulast a szervetlen vegylileteknél (szelenat és szelenit) tapasztaltam (88-
90%), majd ezt kovette 55 %-kal a NanoSe, és 50%-kal a Sel-Plex. A legkiméletesebbnek a
LMS bizonyult (20%-os csokkenés). A femur GM-CFU tartalmara vonatkozoan hianyosak az
eredményeim (16B és C), ugyanis a szervetlen szelénkészitmények esetében olyan kevés GM-
CFU progenitor sejt volt jelen a csontvelében, hogy a tenyésztés sikertelen volt. Ezzel
ellentétben a Sel-Plex-et fogyasztd csoportban a kontrollal megegyezd értékeket kaptam, a

LMS pedig kis mértékben meg is haladta azt.
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16. abra: Toxikus mennyiségii (50 ppm) szelén hatdisa a csontveldi cellularitasra (A), a GM-CFU progenitorok
elofordulasi gyakorisagara (B) és a teljes femoralis GM-CFU tartalomra (C). (LMS=LactoMicroSel®; n=6
valamennyi csoportban; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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5.2.2. Hatastani vizsgalatok

5.2.2.1. Veér paraméterek

A fehérvérsejtszam tekintetében nem adodtak szignifikéns kiilonbségek a csoportok kozott
(17A abra). A csoporton beliil elé6fordultak nagy szorasi értékek, de a nagy eltérések ellenére is
az egyes allatok fehérvérsejt szdmai a normal tartomanyban mozogtak. DMBA hatasara
mérsékelt sejtpusztulast lathattam (17B abra), az egyes szelénkészitmények k6zott nem adodtak
statisztikai kiilonbségek. A fehérvérsejtek koziil a lymphocytadk voltak a legérzékenyebbek a
DMBA-kezelésre, a szelénkészitmények preventiv hatdsa e tekintetben nem mutatkozott (17C

¢s D abra).
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17. abra: Szelénkészitmények (5 ppm) hatasa a fehérvérsejtszamra (A és B) és az abszolut lymphocyta szamra
(C és D) fiziologias kériilmények kozott (DMBA-) és oxidativ stressznek kitett allatokban (DMBA+).
(DMBA=7,12-dimetil-benzantracén, LMS=LactoMicroSel®, n=>5 valamennyi csoportban.

A meérés Dr. Miszti-Blasius Kornél és mtsai kozremiitkodésével zajlott.
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5.2.2.2. Plazma Se-koncentrdcidjanak meghatdarozdsa

Az Osszes szelénkészitmény jo hatasfokkal szivodott fel. A legmagasabb
plazmakoncentraciot a szerves Sel-Plex érte el. (18A abra). A tobbi csoportban statisztikailag
értékelhetd kiillonbség nem adodott. A DMBA-kezelés nem befolydsolta az egyes
szelénkészitmények felszivodasat. (18B abra). A plazma Se- koncentraciojabol az egyes
készitmények biologiai hasznosulasara nehéz lenne Kkovetkeztetni, ennek pontos

megallapitasdhoz tovabbi farmakokinetikai ismeretek sziikségesek.
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(DMBA-) és oxidativ stressznek kitett dllatokban (DMBA+). (DMBA=7,12-dimetil-benzantracén,
LMS=LactoMicroSel®, n=5 valamennyi csoportban, *p<0,05.

A mérés Baranyai Edina és a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék mtsai
kozremiikodeseével zajlott.
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5.2.2.3. Antioxidans rendszerre gyakorolt hatasok fiziologidas koriilmények kozott és oxidativ

stressznek kitett allatokban

A GPx enzimek az antioxidans védekezés f6 komponensei. Aktivitasuk hiien reprezentalja
az allat antioxidans statuszat. Az enzim aktiv centruméaban Se helyezkedik el, melynek
hianyaban az enzim képtelen elimindlni a szabadgyokoket. A vérben talalhatdé GPx-ok

aktivitasa Se adagolasaval novelhetd, illetve maximalizalhat6.

Kisérleteimben az Osszes szelénkészitmény hatdsosan (p<0,001) emelte a GPx aktivitast a
kontrollhoz képest mind fiziologias koriilmények kozott (19A abra), mind pedig oxidativ
stressznek Kkitett allatokban (19B abra). Az egyes csoportok kozott nem tapasztaltam
szignifikans kiilonbséget. A DMBA-kezelés nem befolyasolta a GPx aktivitasat, a kezeletlen és

a kezelt csoportban is hasonl6 értékeket kaptam.
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19. abra: Szelénkészitmények hatasa (5 ppm) a glutathion-peroxidaz aktivitasara fiziologias koriilmények
kozott (DMBA-) és oxidativ stressznek kitett dllatokban (DMBA+). (DMBA=7,12-dimetil-benzantracén,
LMS=LactoMicroSel®, n=5 valamennyi csoportban, ***p<0,001)
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5.2.2.4. Csontveloi mitkédésre gyakorolt hatasok fiziologias koriilmények kozott és oxidativ

stressznek kitett allatokban

5.2.2.4.1. Csontveldi cellularitis

Fiziologias koriilmények kozott a szelénkészitmények nincsenek hatassal a csontveldi sejtek
szdmara, az egyes csoportok kozott sem kaptam statisztikailag értékelhetd kiilonbséget, a
cellularitas az normal tartomanyon beliil mozgott (20A éabra).

A DMBA-kezelés jelentOs sejtpusztulast eredményezett minden csoportban. A NanoSe és a
LMS védé hatasa ezen a teriileten is érvényesiilt, ugyanis ezen csoportokban a kontrollhoz

képest magasabb sejtszamokat kaptam (20B éabra).

5.2.2.4.2. GM-CFU kolonidk elofordulasi gyakorisdaga

Ahogyan az 0Ossz csontveldi sejtszamot, gy a GM-CFU progenitorok szamat sem
befolyasolja a Se szupplementaciéo normal koriilmények kozott (20C abra). Oxidativ stressz
allapotaban a GM-CFU progenitorok pusztuldsa gatat vet a hatékony sejtmegujulasnak, és az
érett fehérvérsejtek potlasanak. Altalanossagban elmondhatd, hogy a Se szupplementécid
fokozta a csontveld regenerdcios képességeit. E tekintetben a LMS kiilonosen hatdsosnak
bizonyult, a kin6tt koloniak szama megkdozelitette a kezeletlen (DMBA-) csoportok értékeit
(20D éabra)

5.2.2.4.3. A femoralis csontveld teljes GM-CFU tartalma

Az el6z6ekbdl adoddan a femur teljes GM-CFU tartalmara sem voltak hatdssal a
szelénkészitmények fiziologias koriilmények kozott (20E abra). A DMBA-kezelés hatasara
kialakulo regeneracios potencial-csokkenés mérséklésére csak a LMS volt képes (p<0,05) (20F
abra).
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20. abra: Szelénkészitmények hatasai (5 ppm) a csontvelSi cellularitisra (4 és B), a GM-CFU progenitorok
elofordulasi gyakorisagara (C és D) és a teljes femoralis GM-CFU tartalomra (E és F) fiziologias
koriilmények kozott (DMBA-) és oxidativ stressznek kitett dallatokban (DMBA+). (DMBA=7,12-dimetil-
benzantracén, LMS=LactoMicroSel®, n=10 valamennyi csoportban, *p<0,05; **p<0,01)
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6. MEGBESZELES

Az urbanizacid okozta kornyezeti valtozasok sulyos terheket ronak szervezetiinkre.
Megvaltozott életmodunk, életkoriilményeink szamos 10j betegséget is hoztak magukkal. A 21.
szazad embere szamdira a legfenyegetébb veszEélyt az oxidativ stressz jelenti. A
kipufogogazokkal, cigarettafiisttel, gyarkémények fiistjével szennyezett varosi levegd, ionizald
¢€s rontgensugarzas, peszticidek, egyéb vegyszerek, gyogyszerek nagymértékben hozzajarulnak
ahhoz, hogy a szervezetben tulsulyba keriiljenek a szabadgyokképzo folyamatok, és oxidativ
stressz alakuljon ki. A parositatlan elektronnal rendelkez6 szabadgyokok rendkiviil reaktivak,
reakcioba lépnek a szervezet barmely szabad elektronnal rendelkezé molekuldjaval. A reakcid
révén kéarosodik vagy kiesik a makromolekuldk funkcidja (DNS-lanctorések,
membrankarosodédsok, enzimek funkcidvesztése). A kordllapot veszélyessége abban rejlik,
hogy a kdrnyezeti expozicid a varosi ember szamara gyakorlatilag elkeriilhetetlen, kialakuldsa
pedig mindaddig észrevétlen marad, amig testi tiineteket nem produkal. Kisérletek tamasztjak
ala, hogy az oxidativ stressz is lehet kivalto oka a magas mortalitasi rataji betegségeknek,
ugymint kardiovaszkularis megbetegedések, daganatok, diabetes mellitus, neurodegenerativ
korképek. Emellett kozrejatszik az elhizas és Oregedés folyamataban is. Caenorhabditis
elegans-szal végzett kutatasok soran bebizonyosodott, hogy az antioxidansokban (alma- és
gyogynovény kivonatok) gazdag tapkozegben tartott fonalférgek élettartama —az oxidativ
stressz mérséklésének kdszonhetéen- megnétt a kontroll parjaikhoz képest (Vayndorf és mtsai

2013, Moriwaki és mtsai 2013)

Habar a kornyezetiinkon nem tudunk valtoztatni, életmodunk és étrendiink modositasaval
nagymértékben hozzajarulhatunk primer védelmi rendszeriink tamogatasahoz. Szervezetiink
antioxidansai a taplalék antioxidans molekuldival kar6ltve semlegesitik a szabadgyokoket.
Elektrondondcido révén megsziintetik instabil allapotukat, és neutralis végtermékeket
produkélnak. A véltozatos, antioxiddnsokban gazdag étrend biztositja szervezetiink oxidans

termeld/eliminalo rendszerének fizioldgias egyensulyat.

A Se egy esszencialis mikroelem, mely a legjelentésebb antioxidans enzim, a glutathion-
peroxidaz aktiv komponenseként részt vesz a szabadgyokok eliminalasaban. Elégtelen Se
bevitel esetén az enzim mikodésképtelenné valik. A folyamat reverzibilis, Se adagolasaval
(akar taplalék, akar étrend-kiegészitd formdjaban) aktivitdsa ndvelhetd, illetve

maximalizalhato.
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Magyarorszag talajai tobbnyire Se hianyosak, emiatt sok esetben a ndvényi és allati eredetii
¢lelmiszereink sem tartalmaznak megfeleld mennyiségli Se-t. A Se hiany sutlyos
kovetkezményeire vald tekintettel nagy hangstlyt kapnak a hatékony szelénpotlasra vald
torekvések. Az eddigi készitmények szervetlen vagy szerves Se-t tartalmaztak, melyek

optimalis dézistartomanya szik, ezaltal fennall a taladagolas veszélye.

Kutatomunkam sordn olyan termékeket kerestem, melyek potencidlisan alkalmasak az
ajanlott dozistu Se bevitelére, ugyanakkor alkalmazasuk kisebb kockazattal jar, mint a jelenleg

forgalomban 1év6 készitmények.

6.1. Szelénnel dusitott baranyhus

A baranyhus fOképp a mediterran étrendek részét képezi, hazankban méltanytalanul
népszeriitlen. OKkai részben a szokasokra, részben a mindségi baranyhus koltséges beszerzésére
vezethet6k vissza. Tovabba a koztudatban is elterjedt, hogy a vords husok rendszeres, nagy
mennyiségll fogyasztasa a kardiovaszkularis megbetegedések €s gasztrointesztinalis daganatok
rizikofaktorat jelentik (Sinha és mtsai 2009). Azzal viszont mar kevesebben vannak tisztaban,
hogy a baranyhus igen értékes fehérjeforras, valamint olyan esszencialis tapanyagokat
tartalmaz, melyek nélkiilozhetetlen elemei az egészséges €s kiegyensulyozott tdplalkozasnak.
Asvanyi anyagok koziil nagy mennyiségben tartalmaz vasat, cinket, szelént és mangant,
tovabba kivalo forrasai az E vitaminnak, B-vitaminoknak és karotinoknak (Cabrera és mtsai
2014). Zsirsav-, PUFA és CLA tartalma nagymértékben fligg az allat takarmanyozasatol, a
geografiai tényezoktol, valamint az egyes testtajak zsirsav-0sszetétele is eltérd mintazatot mutat
(Diaz és mtsai 2005.). A fentieket figyelembe véve érdemes Gjra atgondolnunk a voros htisokrol
alkotott itéleteket, és a hangsulyt a mértékletességre €s valtozatossagra helyezni (Binnie és

mtsai 2014).

Vizsgéalataim soran a bardnyhus mindségének javitasat mar meglévd eldnyds
tulajdonsaganak fokozasaval kivantam elérni. A baranyhus jo Se forrds, &m a Se mennyiségét
szupplementacidé révén tovabb emelhetjiik. Az allatok ivovizbe keverve jutottak hozza a
mikroelemhez, €és izomszoveteikben kumulaltak azt. Atomfluoreszcens spektroszkopiaval
bebizonyosodott, hogy ily médon akar haromszorosara novelheté a hus Se tartama (Se-nel

dusitott: 0,86 + 0,09; kontroll: 0,27 + 0,04 mg/kg).

Az ivoviz szupplementalasahoz ,,z61d technoldgiaval” eldallitott nanopartikuldris elemi Se-

t hasznaltam, mely a szelénkészitmények legtjabb iranyvonalat képezik. A nanoméretii elemi
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szeléngombocskéket Lactobacillus sp. és Streptococcus thermophilus fajokkal termeltetik

(Eszenyi és mtsai 2011)

6.2. Kornyezeti artalmak okozta oxidativ stressz modellezése

A DMBA a policiklusos aromas szénhidrogének csoportjaba tartozo vegyiilet, mely a
kornyezetbe komplex szénhidrogének tokéletlen €gése soran keriil. Indirekt karcinogén, a
szervezetbe jutd vegyiilet csak metabolikus aktivacion atesve valik karcinogénné. A
metabolizacot a maj mikroszomaiban CYP4501A1 enzim, a csontveld sztroma sejtjeiben a
CYP4501B1 enzim végzi (Bhuvaneswari és mtsai 2004). A PAH-vegyiiletek els6 1épésben
transz-dihidrodiolla alakulnak at, amelybdl a tovabbiakban két kiilonb6z6 toxikus végtermék
keletkezik: 1. diol-epoxidda hidrolizalodva a DNS lanchoz kotddnek, azzal irreverzibilis kotést
alakitanak ki, és mutacidkat okoznak. 2. aldo-keto reduktidzok a transz-dihidrodiolt o-
kinonokka alakitjak, melyek képesek belépni a redox ciklusba, és nagy mennyiségi ROS
képzédését generaljak (Hanzalova és mtsai 2010, Penning és mtsai 1996). A képz6do két
végtermék a DMBA-t egyardnt alkalmassa teszi daganatos megbetegedések, €s oxidativ stressz

modellezésére kisérletes koriilmények kozott (Shi és mesai 2011, Ember és mtsai 1998).

6.3. Szelénnel dusitott baranyhus egerek antioxidans rendszerére gyakorolt hatdsai

A szabadgyokok mértéktelen felszaporodasa ellen a szervezetiink antioxidans molekulai
hatnak. Elég stabil molekulak ahhoz, hogy elektrondonacié révén neutralizaljak a
szabadgyokoket. Az antioxidansok egy része a szervezetben szintetizalodik (glutathion,
htigysav, ubiquinol) mig masok csak taplalék utjan viheték be (E, C-vitamin, B-karotin).
Antioxidansok kozé soroljuk azokat az enzimeket is, melyek a neutralizal6 redoxi reakcidban
kozvetetten részt vesznek, illetdleg azokat, amelyek a szabadgydkoket enzimatikus uUton
bontjak artalmatlan végtermékekre (glutathion-peroxidédz). Antioxidansok ily moddon
betdlthetnek gyokfogo, H-donor, elektrondonor, peroxid-bontd, enzim inhibitor, szinergista,

fémkelator... stb. funkci6 extra-, és intracellularisan egyarant (Lobo és mtsai 2010).

Szdmos vizsgalat igazolja, hogy antioxidans molekuldk per os bevitele noveli a
szervezet antioxidans kapacitasat (Miiller és mtsai 2015., Li és mtsai 2015, Yilmaz és mtsai
2004). Kisérleteim elsd szakaszaban ezt a megoldast valasztottam az antioxidans tulajdonsagu
Se bevitelére. Mind a normal baranyhus, mind a Se-dis baranyhts névelte az egerek
antioxidans kapacitasat fiziologias koriilmények kozott és oxidativ stressznek kitett allatokban
egyarant. Se-nel dusitott baranyhus esetében az emelkedés jelentsebb volt.
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6.4. Szelénnel dusitott baranyhus fehérvérsejtekre gyakorolt hatasa

A macrophagok nagy mennyiségii ROS-t termelnek, melyet a patogén mikroorganizmusok
elpusztitasara hasznalnak fel. A szabadgyokok talzott felszaporodasa ellen az antioxidansok
hatnak. Ezen tGlmenden ismeretes, hogy gyulladas esetén olyan nagy lokalis koncentracioban
lehetnek jelen ROS-ek, melyek mar karositjak a macrophagokat. Ez ellen szintén az antioxidans

molekulédk jelentenek védelmet.

A DMBA jelentOsen csokkentette a fehérvérsejtek szamat. Ez a megfigyelés 0sszhangban
all mas kutatok eredményeivel (Galvin és mtsai 2006.) A legsériilékenyebb populaciot a
monocytak képezték, melyeknek kozel 90%-a elpusztult. Erzékenységiik alapja, hogy szamos
olyan DNS repair enzim hianyzik beldlik, amelyek mas sejtekben megtalalhatok, igy a
szabadgyokok okozta DNS karosodas esetiikben nagy valdszintiséggel apoptozishoz vezet
(Bauer és mtsai 2011). Neutrophil granulocytak korében a Se-dis baranyhus kifejezettebb
protektiv hatdsa érvényesiilt, vélhetden azért, mert a monocytdkban az antioxidans enzimek

expresszidja alacsonyabb, mint a neutrophilekben (Carta és mtsai 2011).

6.5. Szelénnel dusitott baranyhus csontvel6i mitkédésre gyakorolt hatdasai

Irodalmi adatok szerint az antioxiddnsok befolyassal lehetnek a csontveldi sejtek
tulajdonsagu resveratrol in vivo adasa az egerekben megemelte a csontvel6i hemopoetikus
6ssejtek szamat (HSC) és a multipotens progenitorok kapacitasat, amelynek terapias lehetdsége
van a hemopoetikus Ossejteket érinté megbetegedésekben, valamint transzplantaciot kovetden.
Ennek kapcsan felvetddhet, hogy fiziologias koriilmények kozott esetlegesen rosszindulata
hematologiai elburjanzasok rizikojaval kell szamolni, ez azonban még nem bizonyitott.
Kisérleteimben normal koriilmények kozott sem a baranyhts sem a Se-dis baranyhtis nem
befolyasolta a csontveldi sejtszamot, viszont a GM-CFU progenitorok eldfordulasi gyakorisaga

Se-dus baranyhus fogyasztasat kovetden emelkedett.

A sugarzas (UV-sugarzas, radioterapia), citosztatikumok ¢és egyéb xenobiotikumok karosito
hatasaival szemben az o0sztddo sejtek a legérzékenyebbek. A legsériilékenyebb populéciot a
progenitor sejtek képezik, melyek osztodasi ideje a pluripotens Ossejteknél rovidebb. A
vérsejtek koziil a neutrophil granulocytdk t6ltik a legkevesebb i1d6t a vérpalyan, igy
utanpodtlasuk nélkiilozhetetlen az olykor életet veszélyeztetd neutropénias allapot kivédésében

(Benké és mtsai 2003, 1999).
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A csontveldi progenitor sejtek NADPH-oxiddzzal rendelkeznek, mely szabadgyokoket
termel. Mig a neutrophil granulocytak esetében ez a mikroorganizmusok elpusztitasat szolgalja,
addig a csontveldi progenitoroknal hipoxias mikrokdrnyezetet teremt, mely biztositja a sejtek
hosszutava megajulasat, és szerepet jatszik a differenciacioban is (Piccoli és mtsai 2007, Urao
és mtsai 2013). A ROS azonban kétélii fegyverek, a fiziologias mennyiséget meghaladva a

progenitorok pusztulasat idézik eld.

Vizsgalataim eredményei 0sszhangban allnak azokkal a korabbi kisérletekkel, melyekben
ip. DMBA oltast kovet6 48h mulva hypocellularitast tapasztaltak (Heidel és mtsai 2000, Galvan
és mtsai 2006, Page és mtsai 2003). A DMBA metabolizacidjat a csontvelében a CYP1B1
enzim végzi. N'jai és mtsai (2010) a DMBA kezelést CYP1B1 null egereken is elvégezték,
ekkor csontveldi sejtpusztulast nem tapasztaltak. A DMBA-okozta sejtpusztuldshoz tehat nem
csak a szabadgyokok, hanem a DMBA lokalis metabolizmusa sordn keletkezd toxikus

végtermékek is nagymértékben hozzajarulnak.

In vitro koriilmények egér és human csontveldi sejteken végzett vizsgalatok kimutattak,
hogy a tapkozeghez adott antioxidansok kivédik a szabadgyokok karositod hatasait (Hamid és
mtsai 2014, Alves és mtsai 2013). In vivo kisérleteimben a Se-das baranyhts képes volt
mérsékelni a csontveldben a DMBA-okozta sejtpusztuldst, mely mind az 6ssz sejtszamban,
mind pedig a GM-CFU progenitorok el6fordulasi gyakorisagaban megnyilvanult. A progenitor
sejtekben az érett sejtekhez hasonldoan megtalalhaté a TRxR (Ebert és mtsai 2006), valamint a
GPx1 (Islam és mtsai 2014), mely Se szupplementacido hatasara fokozott antioxidans

védekezést tesz lehetové.

6.6. LactoMicroSel®

Kisérleteim masodik szakaszdban 10j technologiaval eldallitott nanoszelén készitményt
hasznaltam. Az 4j LMS abban kiilonbozik az eddigi nanopartikularis szelénformaktol, hogy az
elemi szeléngdmbdcskék nem kerlilnek elvalasztasra, a készitményben az elemi Se-en tul
megtalalhatok a termeld baktériumok és a szerves tapkozeg is (Eszenyi és mtsai 2011). Munkam
soran ismert szervetlen (szelenat, szelenit) és szerves szelénformakkal (Sel-Plex), valamint
nanoszelénnel (NanoSe) hasonlitottam Ossze -toxikologiai és hatastani szempontokat

figyelembe véve.
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6.7. Vizsgalt szelénkészitmények toxicitdasa

A National Institute of Health altal meghatarozott Se napi ajanlott dézis felnétteknek 55 pg.
Ez az a Se mennyiség, amely maximalizalja a GPx aktivitast. A legmagasabb toleralhat6 dozis
(400 pg) ehhez kozel esik, ami miatt az optimalis koncentracidtartomany meglehetésen
szitknek mondhato. Irodalmi adatok alapjan, illetve eldzetes kalkulaciot kdvetéen az egerek
szamara toleralhato mennyiségnek az 5 ppm, mig toxikus mennyiségnek az 50 ppm Se

koncentraciot valasztottam.

Az 50 ppm Se tartalmu tapok fogyasztdsa soran a talélési mutatok a kovetkezok szerint
alakultak: szelenat 33%, szelenit 67%, NanoSe 83%. A Sel-Plex-et és LMS-t fogyaszt6 allatok
100%-a tulélte a 2 hetes etetési periddust.

Az altalanos toxikologiai vizsgalatok eredményeit Osszegezve elmondhatd, hogy a két
szervetlen Se vegyiilet az Gsszes paraméter tekintetében toxikusabbnak bizonyult a tobbi
vizsgalt készitményhez képest. M4j-,vese-, 1€p- és testtdmeg esetében a szelenit okozta a
legjelentésebb csokkenést. A talélést, test-€s szervtomeg eredményeket egybevetve a
szelénkészitmények csokkend toxicitasi sorrendjét az alabbiak szerint allitottam fel: szelenat >

szelenit > NanoSe > Sel-Plex > LMS.

A fehérvérsejtek szama Se toxikozis fennallasakor drasztikus mértékben csokkent az dsszes
csoportban. A legsériilékenyebbnek a lymphocytdk €s a monocytdk bizonyultak. A vizsgalt

szelénkészitmények koziil a legkisebb mértékii sejtpusztulast a LMS okozta.

A kontroll m4j szovettani képe egybefiiggd, a szovet folytonos. Ezzel ellentétben 50 ppm
megszakadt, kisebb-nagyobb sejtmentes teriiltek keletkeztek. A karosodas mértéke eltérd volt
az egyes csoportokban. LMS esetében a kontrollhoz hasonld szdvettani képet lattam. A
mikroszkopiai vizsgalat alapjan felallitott toxicitasi sorrend a kdvetkezo: szelenat > szelenit >

NanoSe > Sel-Plex > LMS.

Toxikus mennyiségli Se a csontveldi miikodést is negativan befolyasolta. A mononukleéris
csontveldi sejtek szama az Gsszes csoportban jelentdsen csokkent, kivéve a LMS -lel kezelt
csoportokat, ahol szignifikans eltérést nem tapasztaltam a kontrollhoz képest. A GM-CFU
progenitorok szamat illetéen csak a Sel-Plex és LMS csoportban tudtam eredményeket
prezentalni. Sejtpusztulast nem tapasztaltam, ellentétben a szervetlen formakkal, ahol az

alacsony progenitor jelenlét miatt a tenyésztés sikertelen volt.
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Jogosan meriilhet fel a kérdés, hogy vajon nem azért bizonyult-e kevésbé toxikusnak a LMS,
mert kevesebbet ettek beldle az allatok? A tapok tomegének, fogyasanak mérése tisztdzza a
kérdést: a legkevesebbet (0,5g/egér/nap) a szelenittel szupplementalt tapbol fogyasztottak az
allatok, majd ezt kovette a szelenat (0,8g/egér/nap) > NanoSe (l1g/egér/nap) > Sel-Plex
(2,15g/egér/nap) > LMS (3,2 g/egér/nap). Az LMS-t tartalmazé tapbdl a kontrollal megegyezd
mennyiség fogyott naponta, ami arra utal, hogy az allatoknal nem jelentkeztek GI panaszok.

Az 0Osszehasonlitdé toxikologiai vizsgalataink alapjan a legartalmasabbnak a szervetlen
szelénvegyiiletek mutatkoztak. A NanoSe is csak a rangsor 3. helyén all. A legkevésbé toxikus,

ezaltal leginkabb preferalt készitmény a LMS volt.

A Se toxicitds molekularis mechanizmusa kevéssé ismert. Annyi azonban bizonyosnak
tlinik, hogy a kdzponti szerepet a Se-vegyiiletek endogén tiol-csoportokkal alkotott interakcioi
jatsszak. A szelenit (Se(IV)) katalitikusan oxidalja a szulthidril csoportokat és —S-Se-S- kotést
tartalmaz6 instabil kozti termékek keletkezését generalja (Nogueira és mtsai 2011). Mi tobb, a
Se-medialta tiol-oxidacié nagy mennyiségi ROS-t termel, amely a Se toxicitasat tovabb

fokozza (Chen és mtsai 2007, Plano és mtsai 2010).

Wang és mtsai 2007 kimutattak, hogy a selenometionin (SeMet) és a nano-méretii elemi Se
kevésbé toxikus, mint a szelenit. Tovabba a szelenitet és NanoSe-t 0Osszehasonlitd
vizsgalatokbol kidertilt, hogy a nagydozisti szelenit gatolta a szuperoxid-dizmutdzt és a
glutathion redukcio6jat, ami stlyos oxidativ stressz kialakulasahoz vezetett. A majat szintén a
két lokalis antioxidans enzim gatlasa révén karositotta. NanoSe esetében enzimgatlast, ezaltal
majkarosodast nem tapasztaltak (Zhang és mtsai 2005). A szelenitet 7x toxikusabb vegyiiletnek
titulaltak (Zhang és mtsai 2001). Wang és mtsai 2007 Kkisérleteiben a 20-60 nm méretii
részecskéket tartalmazd nanoszelén toxicitasa kisebb volt, mint a SeMet-nak. Az altalam
végzett kisérletekben a SeMet (Sel-Plex) -ezzel épp ellenkezéen- kevésbé volt toxikus. A
latszolagos ellentmondés oka a részecskék méretében keresendd. Az altalam hasznalt NanoSe
100-500 nm méretii gombocskéket tartalmazott, mig Wang munkacsoportja 20-60 nm
részecskékkel dolgozott. Irodalmi adatok arra utalnak, hogy a részecskék mérete egyenesen
aranyos a toxicitdssal, emellett a kisebb méretli szeléngdmbocskék akkumulacidja és

kemopreventiv hatasa is jelentdsebb (Peng és mtsai 2007).
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6.8. Hatastani vizsgalatok

A Se szupplementacio a Se kozponti enzimek aktivitdsanak fokozésaval jarul hozza az
antioxidans kapacitas novekedéséhez. Ennek igazoldsara az GPx aktivitasat mértem. Normal
koriilmények kozott €s oxidativ stressznek kitett allatokban egyarant emelkedett GPx aktivitést
tapasztaltam a kontrollhoz képest. Az egyes szelénkészitmények hatasai kozott kiilonbséget
nem lattam. Touat-Hamici és mtsai (2014) szerint a szelenoproteinek fokozott expresszidjanak

egyik kivalté oka az oxidativ stressz, €s feltétele az elegendd mennyiségli Se jelenléte.

A csontveldi paramétereket (cellularitdst, GM-CFU progenitorok eléfordulasi gyakorisagat
¢s a femur teljes GM-CFU tartalmat) fiziologias koriilmények kozott nem befolyasolta a Se
jelenléte, viszont oxidativ stressznek kitett allatokban a LMS egyértelmiien protektivnek
bizonyult a DMBA karosito hatasaival szemben. Erett fehérvérsejtek vizsgalatakor ez a

protektiv hatas nem nyilvanult meg. A legérzékenyebb populaciét a lymphocytak képezték.

Kimutathatd, hogy a Se altal kivaltott hatds nemcsak dozis, hanem kémiai Osszetétel
fliggvénye is (Zeng és mtsai 2010). Etrend-kiegészitdként egyarant hasznalnak szerves (SeMet,
SeCys) és szervetlen (Szelenat, Szelenit) szelénformakat, melyek eltéré farmakokinetikai
paraméterekkel rendelkeznek. A szelenoaminosavak karrier molekuldk segitségével jutnak a
sejtekbe, csaknem teljes mértékben felszivodnak Gammelgaard és mtsai (2011). Kisérleteim
alatdmasztottak ezt, a szerves Sel-Plex esetén tapasztaltuk a legmagasabb plazma Se-
koncentraciét. A szelenat paracellularisan, passziv diffaziéval abszorbealodik, melynek
hatékonysaga valamelyest kisebb. Intracellularisan mind a szervetlen, mind pedig a szerves
forméak szelenidd¢ redukélodnak, és proteinekbe épiilnek (szelenoenzimek), de a SeMet
emellett kompetitiv modon a metionint helyettesitve képes mas —nem Se kézponta- fehérjékbe
is beépiilni, ezaltal akkumulalodni a szervezetben (Fairweather-Tait és mtsai 2010, Todd és
mtsai 2012).

Montgomery és mtsai (2012) kutatasi eredményei szerint mind a szerves, mind a szervetlen
szelénformak hatékonyan tamogattdk az immunrendszert lovakban, dm eltér6 méddon. A
szervetlen Se stimulalja az IL-1 és IL-8 termelést a neutrophil granulocytakban, mig a szerves
vegyliletek az IL-5 és I1-1 expresszidt lymphocytakban. A szerves vegyiiletek emellett a sperma
mindségének javitdsdban €és motilitdsuk fokozasdban is hatékonyabbak (Slowinska és mtsai

2011).

Az 1 technologiaval eldallitott SeNP-k biaktivabbnak bizonyultak Sadeghian és mtsai

(2011) Kkisérleteiben, ahol a neutrophilek szamanak novelésével, tulélési mutatoinak és
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aktivitasuk javitasaval tamogattdk az immunrendszert. Kisérleteimben a NanoSe nem bizonyult
hatdsosabbnak sem a szervetlen, sem a szerves készitményeknél, de ahogyan azt kordbban

targyaltam a hatas és a toxicitas mértéke az elemi szelénrészecskék méretének fiiggvénye.

A LMS-t fogyasztd csoportban alacsony plazma Se-koncentraciot mértem, ugyanakkor a
készitmény hatasa legalabb olyan jonak, ill. jobbnak bizonyult, mint a tobbi Se species. LMS
tekintetében még nem rendelkeziink farmakokinetikai adatokkal, de hipotézisem szerint, mivel
a Sel-Plex-hez hasonloan szerves kotésekben tartalmazza a szelént, az LMS abszorpcidja és
disztribicidja egyarant gyors ¢és hatékony, valamint mas szerves szelén vegyiiletekhez

hasonldan képes a sejtekben fehérjékbe épiilve raktarozodni.

7. KONKLUZIO

Nagy mintaszamt geografiai vizsgalat ravilagitott arra, Magyarorszag talajai tobbnyire
szelénben szegények, ebbdl kifolydlag a hazai novényi és allati eredeti élelmiszerek sem
jelentenek kielégitd szelénforrast. Az étrend-kiegészitéként alkalmazott szelénkészitmények
dozirozasa gondos tervezést igényel, mert a szelén optimalis dozistartomdnya sziik, igy
fennallhat a tiladagolas veszélye.

Kisérletes munkam soran munkacsoportommal olyan funkcionalis élelmiszert illetve étrend-
kiegészitoként alkalmazhat6 szelénkészitményt vizsgaltam, melyek hatékonyan tdmogatjak az
immunrendszert az oxidativ stresszel szembeni védekezésben, ugyanakkor a toxicitas
kockdzata alacsony. Az altalam vizsgalt funkciondlis élelmiszer a szelén €és a baranyhus
jotékony hatésait 6tvozve noveli a szervezet ellenallo képességét, €s a készitmeény taplalék
jellege miatt szelén taladagolassal sem kell szdmolnunk. A LactoMicroSel® tobb tekintetben
hatdsosabbnak, ugyanakkor kevésbé toxikusnak bizonyult a forgalomban 1évd vizsgalt
szelénkészitményeknél.

A szelénnel dusitott baranyhus és a kedvezdbb terapias szélességli LactoMicroSel®

készitmény uj kapukat nyit meg a biztonsdgosabb szelénpdtlas teriiletén.
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8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK, MEGALLAPITASOK

Szelénnel szupplementalt baranyhus vizsgalata soran nyert j eredmények ¢s megallapitasok:

o A per os bejuttatott nanopartikularis szelénnel haromszorosara emelhetd a baranyhus
szelénkoncentracioja.

o Az elfogyasztott szelénnel szupplementalt baranyhus hatasosan emelte az egerek teljes
antioxidans kapacitasat.

o A szelénnel szupplementalt baranyhusnak protektiv hatasa van a DMBA-val indukalt
immunotoxicitassal szemben, mely mind az érett fehérvérsejtek, mind pedig a
csontveldi eldalakok szintjén megnyilvanul. A granulopoézis regenerativ kapacitdsa 4x

hatékonyabb az oxidativ stressznek kitett kontroll allatokéhoz képest.

Uj nanopartikularis szelénkészitmény (LactoMicroSel®) vizsgalata soran az alabbi
eredményeket értem el:

o A mar forgalomban 1év0, szelénpotlasra hasznalt szelénkészitményekkel dsszevetve, a
LactoMicroSel® bizonyult a legkevésbé toxikus szelénformanak az altalunk vizsgalt
Osszes altalanos toxikologiai paraméter tekintetében.

o A szelén speciesek toleralhat6 dozisa (5 ppm) hatasosan emelte a glutathion-peroxidaz
aktivitasat fiziologids koriilmények kozott és oxidativ stressznek kitett allatokban
egyarant. Mig az érett fagocitakra és csontveldi eldalakjaikra normal koriilmények
kozott nincs hatassal, addig a DMBA-val kezelt allatokban a LactoMicroSel® protektiv
hatasa figyelheté meg.

Kutatdmunkam soran olyan funkcionalis élelmiszert és étrend-kiegészit6t vizsgaltam, mely
hatasosan emeli a szervezet védekezd képességét a szabadgyokokkel szemben, ugyanakkor a
toxicitas veszélyeivel sem kell szdmolnunk. A szelénnel dusitott baranyhus és a kedvezdbb
terapias szélességli LactoMicroSel® készitmény 1j lehetdséget kindl a biztonsdgosabb

szelénpotlas teriiletén.
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9. OSSZEFOGLALAS

Az oxidativ stressz szamos sulyos megbetegedés (daganatok, kardiovaszkularis
megbetegedések) hatterében allhat. A szabadgyokok thlzott mértékii felszaporodasa ellen a
szervezet antioxidans védelmi rendszere és a taplalékkal bevitt antioxidans molekuldk
egylittesen 1épnek fel. A jelenleg kaphato, antioxidans hatasu szelénkészitmények optimalis
dozistartomanya sziik, igy célul tiiztem ki olyan funkcionalis élelmiszer illetve étrend-
kiegészitd eldallitasat, melyek biztonsdgosabb szelénpotlast tesznek lehetove.

A per 0s bejuttatott nanopartikularis szelén kumulalédik az izomszdévetben, igy modon
haromszorosara emelhet6 a baranyhus szeléntartalma. Az elfogyasztott szeléndus baranyhus
hatasara az egerek vérének antioxidans kapacitdsa emelkedett, tovabba protektiv hatast
tapasztaltunk 7,12-dimetil-benzantracénnel (DMBA) indukalt immunotoxicitassal szemben,
mely mind az érett fehérvérsejtek, mind a csontveldi eléalakok szintjén megnyilvanult. A
granulopoézis regenerativ kapacitasa 4x hatékonyabb volt az oxidativ stressznek kitett kontroll
allatokéhoz képest.

Ezt kovetden 1) technologidval eldallitott LactoMicroSel® (LMS) készitmény toxikoldgiai
¢s hatéastani Osszehasonlitd vizsgalatat végeztem el mar ismert szervetlen és szerves
szelénkészitményekkel szemben. A LMS a nanoméretli elemi szelén részecskéken tilmenden
tartalmazza az 6ket termel6 baktériumokat és a szerves tapkozeget is. Minden altalam vizsgalt
altalanos toxikoldgiai paraméter (tulélés, testtomeg, szervtomeg, maj hisztopatologia, vérkép,
csontveldtoxicitas) tekintetében a LMS bizonyult a legkevésbé toxikus készitménynek. Az
eredményeket Osszegezve a kovetkezd csokkend toxicitdsi sorrend allithato fel: szelenat >
szelenit > NanoSe > Sel-Plex > LMS.

A szelén speciesek toleralhato dozisa (5 ppm) emelte az antioxidans hatasu glutathion-
peroxidaz enzim aktivitasat fiziologias koriilmények kozott és oxidativ stressznek Kitett
allatokban egyarant. Mig az érett fagocitakra €és csontveldi eldalakjaikra normal koriilmények
ko6zott nem voltak hatassal, addig a DMBA-val kezelt allatokban a LMS protektiv hatasat
figyeltem meg.

Kutatdmunkam eredményeit Osszegezve azt mondhatom, hogy olyan funkcionalis
élelmiszert és ¢étrend-kiegészitdt vizsgaltam, amelyek hatasosan novelik a szervezet
szabadgyokokkel szembeni védekezoképességét, ugyanakkor a szeléntuladagolas veszélyeivel
sem kell szdmolnunk. A szelénnel dusitott baranyhtis és a szélesebb optimalis
dozistartomannyal rendelkez6 LactoMicroSel® készitmény 1j kapukat nyit meg a

biztonsagosabb szelénpotlas teriiletén.
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10. SUMMARY

Oxidative stress correlates with developement of many diseases leading mortality lists
worldwide — like cardiovascular and malignant diseases. Endogenous antioxidant defense
mechanisms, supported by exogenous sources of antioxidant materials, limit and
counterbalance the effects of free radicals. The therapeutic window of current selenium
compounds is really narrow, so our aim was to produce a functional food and dietary
supplement, which provide an opportunity to safer selenium supplementation.

The normally high selenium concentration of lamb meat was further increased (three times)
by nanoparticle selenium supplementation and a dose-dependent increase in antioxidant
capacity of blood was observed. Selenium-enriched lamb meat also protected against DMBA
immunotoxicity, twice as high number of white blood cells, among them three times more
phagocytes, survived. Similarly, in bone marrow twice more cells survived and the regenerative
capacity of granulopoiesis was four times higher than in control DMBA-damaged mice.

Next the new LactoMicroSel® (LMS) product was compared to current organic and
inorganic compounds on aspects of toxicological and physicological effects. LMS produced by
lactic acid bacteria and contained not only nano-sized elemental selenium but also bacteria and
organic microenvironment as well. In all the studied general toxicological parameter (survival,
body and organ mass, liver histopathology, hematology and myelotoxicity) LMS was the less
toxic compound. Toxicity of Se species decreased in the following order: selenate > selenite >
NanoSe > Sel-Plex > LMS.

The administration of tolerable Se doses (5 ppm) increased the activity of antioxidant
glutathione-peroxidase enzyme under physiological and oxidative circumstances. While there
was no effect on mature phagocytes and their progenitors in bone marrow under normal

circumstances, significant protective effect of LMS was observed in DMBA-treated animals.

To summarize the results, a functional food and a dietary supplement was produced which
effectively support the antioxidant defense system against free radicals with a lower risk of
selenium overdose. The selenium-enriched lamb meat and LactoMicroSel® with wider

therapeutic window means new opportunity for safer selenium supplementation.
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