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Néhany szelénvegyiilet viselkedése standard antioxidans
tesztekben

BORS Istvan, KAIZER Jozsef, PAP Jozsef Sandor és SPEIER Gabor*

Pannon Egyetem, Szerves Kémia Intézeti Tanszék, Egyetem u. 10., 8200 Veszprém

1. Bevezetés

Az antioxidansok jelentds szerepet jatszanak a szervezetben
termel6d6  reaktiv  oxigén és nitrogénszarmazékok
(ROS, RNS) okozta karosodasok mérséklésében és az
antioxidans enzimek altal is kontrollalt redoxi folyamatok
szabalyozasaban.! Az elmult majd két évtizedben az
érdeklddés — ha a témaban kozolt cikkek szdmat tekintjiik
— az antioxidansok standardizalt, kvantitativ vizsgalatanak
modszerei irant toretleniil noétt. Viszonylag hosszd id6
elteltével sem talaltak még tokéletes moddszereket az
antioxidativ kapacitds meghatarozasara, akar novényi
extraktumokat, akar egyedi vegyiileteket vizsgaltak. Ez
nem is meglepd, ha az antioxidans hatasi vegyiiletek
hatdsmechanizmusanak  sokszintiségét  tekintjik. A
tisztanlatast ezen feliil az a jarulékos ok is neheziti, hogy
enzimatikus antioxidansok (tehat antioxidativ hatasu
enzimek) esszencialis épitéelemeinek tapanyaggal toérténd
felvétele is — biologiai megkozelitésben végsd soron
— antioxidativ hatast valt ki. A vonatkozdé irodalom'”
attekintése utan megallapitottuk, hogy a standardizalt
moédszereket eddig hidnyosan alkalmaztdk szerves
szelénszarmazékok korében.
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1. Abra. Szelénvegyiiletek dézisfiiggd élettani hatasai.?

Az régbta ismert, hogy a szelén tobb Iétfontossagu
enzimcsalad alkotorésze, és ezek koziil a glutation-peroxidaz
enzimben (GPx) kimondottan, mint az antioxidativ hatasért
felelds prosztetikus csoport egyik része van jelen. Ujabb
kutatasok ravilagitottak arra is, hogy a szelénnek a GPx
enzim telitésén tal is van egyfajta kedvezd, rakmegel6z6
hatasa.>**3 Tovabbi vita targyat képezi annak eldontése is,
hogy az egyedi szelénvegyiiletek, valamint azok atalakitott
termékei a szervezetben — oxidacios allapotuktol és a bevitt
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doézistol fiiggden — pro- vagy antioxidans hatassal birnak. A
feltételezések szerint prooxidansként apoptozist indukalnak
a rakos sejtben, antioxidansként pedig az oxidativ stressz
ellen védenek¢ (1. Abra). Klinikai vizsgalatokkal azonban
az allitdsokat aldtdmasztani csak hosszadalmas kisérletek
utan lehet a szelénvegyiiletek mérgezé mivolta miatt. Egyes
novény és gombafajok kivonatait vizsgalva bizonyitottak,
hogy a szeléngazdag taptalaj jelentdsen noveli az extraktum
gyokfogd képességét.”® Vizsgalatok timasztjak tovabba ala,
hogy egyedi szelénvegyiiletek is fejtenek ki antioxidans
hatast. E vizsgalatoknal jellemzéen nem standardizalt
modszereket alkalmaztak.”"! A standardizalt modszereknek
viszont azért van nagy jelent6sége, mert segitségilikkel
olyan adatbazisokat lehet 1étrehozni, melyekbdl konnyedén
kivalogathatoak azon termékek, melyek taplalék-
kiegészitoként hozzajarulnak az alacsony antioxidans-
szinttel kapcsolatos betegségek megelézéséhez.
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2. Abra. A vizsgélatra kivalasztott szelénvegyiiletek.

Ezen felil j (jelen esetben szeléntartalmu) taplalék-
kiegészitok esetén csak a valdban relevans standard
modszerek  segitségével nyilhat mod  antioxidans
tulajdonsagaik meghatarozasara és dsszehasonlitasara.

A 2. Abran lathatjuk a méréseinknél felhasznalt
szarmazékokat, nevezetesen a Se-metil-szeleno-ciszteint,
szelenocisztint,  difenil-diszelenidet,  difenil-szelenidet,
fenil-szelénessavat, szelénessavat, tiokarbamidot és a
szelenokarbamidot. (A tiokarbamid létjogosultsagat lasd a
3.2. fejezetben). A vegytiletek kivalasztasanal diverzitasra
torekedtink mind szerkezetiikben, mind oxidacios
allapotunkban €s csupan arra kerestiink valaszt, hogy a fenti
vegyiiletek antioxidans hatdsa mérheté-e¢ az irodalomban
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fellelhetd standardizalt modszerekkel, illetve, hogy a
kapott eredmények korrelalnak-e egymassal. A vegyiiletek
bioldgiai relevanciajat nem vettiik figyelembe, ugyanis azok
e tesztekkel valé mérhetdsége volt a kérdés.

2. Az alkalmazott modszerek antioxidans hatas
vizsgalatara

Harom, alapelvében kulonbozé standardizalt moddszert
valasztottunk a 2. abran szereplé szelénvegyiiletek
vizsgalatara. E modszerekkel — azok megalkotoi szerint
—, a reakcidomechanizmus pontos ismerete nélkiil is kapunk
informaciot a vizsgalt vegytiletek antioxidans hatasarol.

2.1. Az ORAC (Oxigén gyok megkotési képesség)
modszere

Az ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) mdodszer
alapelvét Cao és munkatarsai szabadalmaztattak, majd Ou
¢s munkatdrsai'? fejlesztették tovabb. Lényege a kovetkezo:
egy azovegylletbol, a 2,2’-azo-bisz(2-amidino-propan)-
dihidrokloridbol (AAPH) a levegd dioxigénje segitségével
peroxigy6kot generalunk, mely lumino-méterben vizsgalt
fluoreszceinnel (FL) reakcioba lép, elbontvan azt csokkenti
annak emlsszmjat a rnert hullamhosszon (3. Abra) A
megfeleléen kiilonb6zé mértéki degradacm -gatlas lesz
tapasztalhatd.
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3. Abra. Az AAPH reakcidja az ORAC modszer alapjan.

A tovabbiakban az §sszehasonlithatosag kedvéért standard
higitasi sort alkalmazunk egy kivalasztott gyakori antioxi-
dansbdl majd ehhez viszonyitjuk a vizsgalt mintdkat. A
referencia antioxidans az E-vitamin vizoldhat6 analdgja, a
trolox  (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-kroman-2-karbonsav).
Az idében csokkend intenzitas egy pontsort jeldl ki, melyet
a percenként rogzitett emisszid értékekbol kapunk. A relativ
ORAC értékeket az e pontsor altal kijelolt gorbe alatti
teriiletek (AUC) integralasaval lehet szamitani. A numerikus
integralashoz hasznalt formula (1),

AUC = 1+ £ /£, + £/f, + £/f, + ..+ £ /f, (1)

ahol f az 55 percig tartd6 mérés sordn adott percben mért
fluoreszcencia. El6szor a vak — tehat antioxidans nélkiili,
csak FL-t és AAPH-t tartalmazd — elegyet mérjik pH = 7,4
pufferelt aceton-viz elegyben oldva, majd a higitasi sornak

vak proba kulonbsege fog]a adni a netAUC -t. Vagyis:

netAUC =AUCmima fAUCvak (2)

a mintakoncentraci6é kozt linearis osszefugges all fenn. A
kapott pontokra illesztett egyenesek meredekségét kell az
ugyanilyen mdédon megmért troloxra kapott meredekséggel
Osszehasonlitani.

2.2. ADPPHe médszer

Brand-Williams"} eredményeitalapul véve Sanchez-Moreno'*
alkalmazta els6ként, mint standard modszert. A 2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil (DPPHe) az egyik legstabilisabb, szerves
N-centrumu gyok. Stabilitdsa miatt nem a reakcioelegyben
kell eléallitani, mint az elobbi mddszer esetén az AAPH-t.
A DPPHe vizsgalat redukald képességére alapoz, melybol
kovetkeztetni lehet a gyokkel reagaltatott anyag antioxidans
kapacitasara (AOC - antioxidant capacity) (4. Abra)
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4. Abra. A DPPHe modszer alapreakcidja.

A reakcid lefolyasat UV-Vis spektrofotometrias modszerrel
lehet kovetni. Az adott hullamhosszon intenziv elnyelést
mutatd szerves gyok abszorbancia csokkenésének
mértékébol lehet a gyokfogd képességre kovetkeztetni. Az
antioxidans hatas a lejatszodott reakcié utdn marado DPPHe
koncentracié meghatarozasan alapul, melyet a (3) képlettel
lehet kiszamitani.

IDPPH * maradé |

%DPPH *maradé = 100- [DPPH' ]
=0

(€)

A fenti szézalékérték antioxidans
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DPPH- mennylsegenek megfelezédéséhez sziikséges
antioxidans koncentraci6. A visszamaradé DPPHe a (4)
modell egyenletet koveti:

In[DPPHe J=blnid6+Ina 4

mara

Minél meredekebb a fenti egyenlettel kapott egyenes,
annal kevesebb antioxidans sziikséges a DPPHe 50%-
anak elfogyasztaséhoz. EC,  azonban csak egy statikus
mérészam, mert figgetlen az idotél. A képletbdl az is
latszik, hogy EC,; csak a reakcio sztochiometridjara utal,
viszont tudjuk, hogy egy antioxidans hatékonysagat a
reakcidsebesség is befolyasolhatja, ezért sziikség van egy
dinamikus mérdszamra is. Sanchez-Moreno és munkatarsai'*
ezt T,.;(-m-el jelezték, mely az egyensulyi allapot eléréséhez
sziikséges id6t jelenti. Ez az az id(’itartam amely az
reakcmegyensulyl allapot eléréséhez sziikséges. Ennek
megfelelden a szerz6 harom kvalitativ besorolasi kategoriat
allitott fel az antioxidansoknak: <5 perc (gyors), 5-30 perc
(kozepes), >30 perc (lassu). Szintén Sanchez-Moreno és
munkatarsai'* vezettek be késobb egy tjabb paramétert az
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antioxidans-kapacitasra, melyet gy6kfogo képességnek (AE
- antiradical efficiency) neveztek el. Ebben megjelenik mind
a statikus EC,, mind a dinamikus jelz8szam is. AE-t az (5)
egyenlet szerint definialtak:

1
AE= ———— )
Ecso . T};‘cm

Erre is alkalmaztak kvalitativ mérészamokat: AE < 107
alacsony; 10° < AE < 5x10? kozepes; 5x10° < AE < 102
magas; AE > 107 nagyon magas."»'* Ezenkiviil az EC,
troloxhoz viszonyitott értékével is szamoltunk.

2.3. A CUPRAC modszer

A modszer neve angol roviditésébol (cupric ion reducing
antioxidant capacity) ered és Resat Apak és munkatarsai'®
dolgoztak ki és alkalmaztdk elsoként 2004-ben. A teszt
bisz(2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)-réz(I1)-t alkalmaz alap-
vegyliletként. A kozponti ion redukcidjaval vordsbarna
UV-Vis

komplex képzddik, melynek keletkezését
spektroszkopiasan kovethetjiik (5. Abra).
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5. Abra. A CUPRAC vizsgalat alapreakciéja.

Minél nagyobb egy vegyiilet vizsgalt antioxidans hatasa
adott koncentracional, annal nagyobb lesz a képzddd
réz(I)-komplex abszorbancidja a mért hullamhosszon és
igy a higitasi sorra felvett pontok alapjan kijelolt egyenes is
meredekebb lesz. A felvett egyenesek meredekségét itt is a
troloxra felvett egyenes meredekségéhez viszonyitjuk.

3. Vizsgalati eredmények

A vizsgalt vegyiiletek koziil az ORAC vizsgalat esetében
a szelenocisztin (2), difenil-diszelenid (3), difenil-szelenid
(4) és szelenokarbamid (8) adott pozitiv eredményt. Metil-
szeleno-cisztein (1) amérésekkor mégnem alltrendelkezésre.
A DPPHe -tesztnél csak 8 bizonyult gyokfogonak, a tobbi
vegyiilet nem mutatott aktivitast. A CUPRAC mddszernél az
5 és a 6 kivételével mindegyik vegyiilet mérhet6 antioxidans
hatast mutatott.

3.1. Az ORAC médszerrel kapott eredmények

A 6. abran a referenciaként hasznalt troloxal szemben mért
kemolumineszcencia lefutdsokat lehet latni, mely j6 egyezést
mutat az irodalmi adatokkal. A pozitiv ORAC eredményt
ado mintak esetében egy, az 55 perces idélimitbe mar bele
nem férd nagyobb koncentracioval is végrehajtottuk a
mérést — igy allitvan be a hatarkoncentraciokat. 8 kivételével
mindenhol a szokvanyos irodalmi lefutast tapasztaltuk.

3.2. ADPPHe vizsgalat eredményei
Mivel csak a 8 vegyiilet reagalt DPPHe -vel, a tioanalogjat

is megvizsgaltuk, hogy legyen mivel Osszehasonlitani a
kapott eredményt. A 8 vegyilet esetében az irodalombdl
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6. Abra. Trolox viselkedése AAPH-val szemben.

megszokott lefutasu gorbét kaptunk. A DPPHe -koncentracid
egy ideig csokken, majd egy jol kivehetd hatarértékhez tart.
Az id6, amig beall az egyensuly, egyre tobb a ndvekvd
koncentracioval, de az Osszefiiggés lathatéan nem linearis.
A maradék gyok €s a bevitt szelenokarbamid koncentracid
kozott az irodalom!? altal leirt logaritmikus 6sszefiiggés volt
tapasztalhat6 (4. egyenlet).
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7. Abra. Szelenokarbamid viselkedése DPPHe -val szemben.

A 8 vegyiilettel azonos koncentraciét alkalmazva nem
tapasztaltunk valtozast, ezért joval nagyobb mennyiséget
mértlink be a 7 vegytiletbdl, amit annak kivalo oldhatosaga
tett lehetové. (1. Tablazat)

1. Tablazat. A DPPHe vizsgalat eredményei.

Vegyiilet EC,, TI-'.(‘_‘.. AE Besorolas
(g/kgDPPHe) (perc) (x107)
7 2545 39,4 0,01 alacsony
8 64,4 8,1 1,92 kozepes

3.3. A CUPRAC modszer eredményei

Ennél a mérési metodusnal az irodalmi leiratot'® annyiban
kellett kiegésziteniink, hogy az 1, 3, 4 vegyiiletek esetén
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8.Abra. CUPRAC vizsgalatra alkalmazott trolox higitasi sor.
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tizszer toményebb oldattal hajtottuk végre a mérést. Ezzel a
méréshatar is egy nagysagrenddel kitolodott. A vegyiiletek
nagy része igy mérhetévé valt. (2. tablazat)

4. Az eredmények értékelése

Az 0Osszefoglald 2. tablazatbol lathato, hogy az egyes,
kiilonbozé modszerrel kapott mérési eredmények egymassal
nem egyeznek meg. A 7 vegyiilet hozzavetdleg 50-szer volt
aktivabb a CUPRAC moddszerrel mérve, mint a DPPHe
modszerrel. A 8 vegyiilet ORAC modszerrel a két 1épcsos
lefutas miatt nem volt kiértékelhetd. Igaz ez 3 €s 4 vegyiilet
esetében is, ahol az ORAC és CUPRAC moddszerek kozott
nagyjabdl 30-szoros eltérést tapasztaltunk. Ennek ellenére
érdemes felfigyelni arra, hogy a 4 vegyiilethez képest
sztochiometriailag kétszeres szeléntartalmu 3, mindaz ORAC
mind a CUPRAC moddszernél megkozelitdleg kétszeres
trolox ekvivalens értéket mutatott. Ez Iehet a véletlen miive
is, de véleménytink szerint a kapott eredményeket — és azt
a tényt, hogy a Se-Se kotést tartalmazo 2 trolox ekvivalens
értéke joval kozelebb van a masik ugyanilyen kotést
tartalmazo vegytilethez — figyelembe véve, egy kimondottan
a sztochiometriai ardnyokra épiild kisérletsorozat felallitasa
is indokolt lehet.

2. Tablazat. A vizsgalt vegyiiletek eredményeinek 9sszefoglalasa trolox-
ekvivalensben.

Vegyiilet ORAC CUPRAC *DPPHe
1 - 0,032 0
2 0,777 0 0
3 0,862 0,027 0
4 0,411 0,014 0
5 0 0 0
6 0 0 0
7 - 2,402 0,042
8 + 1,092 1,672
trolox 1 1 1

+ : pozitiv, de mérhetetlen - : nem meghatarozhato *EC,,-b6l meghatérozva

0: zér6 AOC —: nem allt rendelkezésre

A 2. tablazatbol kitlinik, hogy egyértelmii kovetkeztetések
levondsdra egy modszer alkalmazidsa nem elégséges.
Az eltér6 mechanizmusok miatt rendre mas és mas
eredményeket kapunk és ez individudlis vegyiiletek
esetén még sarkitottabban jelentkezik.”> ORAC modszer
esetében nem, de a masik két protokollnal lehetdség
adodott — az antioxidans koncentraciok feldl és a technikai
kivitelezésen beliil — a méréshatarok kitolasara. A DPPHe
modszernél a méréshatar extrém kitolasa (a szokvanyosnal
két nagysagrenddel kisebb AE érték) a tiokarbamid kivalo
oldhatdsaga miatt sikertilhetett.

Osszefoglalasként megallapithatjuk, hogy a vizsgalt
szelénvegyiiletek jo része mérhetd volt a harom bemutatott
madszer valamelyikével, leszamitva a +4-es oxidaciofoku
szelént tartalmazo S és 6 vegylileteket. Ennek ellenére
az egyes modszerek kozott nagysagrendbeli eltérések
is jelentkeztek, ezért az egyedi vegyiiletek antioxidans
hatasanak  Osszehasonlitdisa ezekkel a  standardizalt
mddszerekkel is nehézkes €s indokolatlan.

Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozunk az anyagi tdmogatasért az (OTKA
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Measuring the antioxidative capacity of some selenium
compound with standard methods

Antioxidant compounds play an important role as a health-
protecting factor. In this article we have introduced three
worldwide-used assays to measure antioxidant capacity (AOC)
of selenium compounds. Selenium is incorporated into the
enzyme called glutathione peroxidase (GPx). This vital enzyme
protects cell membranes against undesirable reactions with
soluble peroxides. Limited data are available on the AOC of
this kind of selenium compounds. The antioxidant capacity
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of selenium compounds were measured by three different
analytical methods: 1.) oxygen radical absorbance -capacity
(ORACQ), 2.) 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHe* ) assay and
3.) cupric ion reducing antioxidant capacity assay (CUPRAC).
It can be concluded that the best method to evaluate selenium

compound’s AOC is the CUPRAC assay. Among the compounds
selenourea was the strongest reductant in CUPRAC assay. In
addition, selenourea had an effective DPPHe scavenging activity
and positive but immeasurable ORAC acivity, too. The comparison
of results obtained by the various methods seems to be very
difficult.
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