Valaszok Dr. Csupor Dezsdnek az MTA doktori értekezésemre adott biralatara

Szeretném megkoszénni Dr. Csupor Dezs@ részletes és alapos biralatat, a sok jobbitd
megjegyzést, valamint a dolgozat tamogatasat. A biralat végén talalhaté 9 kérdésen kivil is
vannak megjegyzések, amelyekre réviden reflektalok a valaszomban.

A biralat szévegében biralém tébb formai kritikdt is megfogalmazott, ezekre az
alabbiakban reagalnék:

A célkitlizések megfogalmazdsa valéban csak egy rovid bekezdés, de ennél tébbet igy
utdlag sem tudnék irni, tekintetbe véve a témak sokféleségét, amivel kapcsolatba keriltem.

Az irodalmi bevezet6 egyes részeinek rovidségét is kifogdsolta a birald: az izolalasroél
azért nem irtam az altalanos mddszeren kiviil, mert gyakorlatilag mindig hasonlé médon
torténik és idéztem sajat Osszefoglald cikkeket. A karotinoidok szerkezetével, illetve az
analitikai modszerekkel kapcsolatban ugy gondoltam, nem kell belemennem a részletekbe egy
ilyen dolgozatban. A bioszintézist illet8en viszont valdban jo lett volna egy folyamatabra és
leiras a sajat vizsgalatokhoz is kapcsolddva.

Az egyes modszerek részletes bemutatdsat azért mell6ztem, mert gy gondoltam, ezek
a cikkekben megtalalhatdak, illetve kordbbi MTA doktori dolgozatokat is megnéztem
iranymutatasul.

A sejtvonalakon vegzett antioxidans vizsgalatokkal kapcsolatosan még nem jelent meg
cikk, ezért adtam meg csak az érdekesebb eredményeket.

A sajat vizsgalatoknal megadtam a fontosabb karotinoidok teljes képletét és az
irodalmi részben is a reakciok teljes képlettel szerepelnek, de masik birald is hianyolta, hogy
a részletesebb képletek tobb helyen is legyenek feltiintetve. Terveztem egy képleteket
tartalmazo fluggeléket a dolgozathoz, de végiil lebeszéltek réla.

K6szondm, hogy tovabbi stilisztikai hibakra és elirdsokra is felhivta a figyelmemet, de
az ,egyes esetekben még a tavoli UV finomszerkezetét is lehet szerkezetmeghatarozasra
hasznalni” kijelentés nem tévedés, hanem egy érdekes felfedezés (Journal of Food
Composition and Analysis 2018, 67, 159-162, https://doi.org/10.1016/].ifca.2017.12.037).

A feltett kérdésekre az alabbiakban valaszolok:

1. A dolgozat 25-27. oldaldn a bioszintézissel kapcsolatos hipotézist mennyiben tamasztjak
ala szakirodalmi, enzimoldgiai vagy molekularis biolégiai bizonyitékok?

Dezoxi-k végcsoportot tartalmazoé karotinoidot kordbban csupan egyszer mutattak ki
pirospaprikabdl, de ott minor komponensként, szinte csak nyomokban fordul el6. Emiatt nem
léteznek olyan enzimoldgiai/bioldgiai vizsgalatok, amelyek a hipotézisiinket alatamasztanak.

A megadott enzimaktivitasok (epoxidalddas, atrendezddés) viszont 3-hidroxi végcsoportokra



jol ismertek mas novénybdl. Itt a f6 bizonyiték az lehetne, ha a (parikabdl izolalt) kapszantin-
kapszorubin szintaz (CCS) a hidroxildlatlan epoxidokat is atalakitana a kappa-gydr(ivé. igy
valdszinUsithetnénk, hogy in vivo is megy ez az atalakulas és a CCS nem specifikus a hidroxi-
epoxidokra. Sajnos egyelGre nem taldltunk olyan kooperald partnert, akinek van ilyen enzime

és hajlandd lenne elvégezni a kisérleteket.

2. Milyen specifikus kromatografias és preparativ elényokkel rendelkezik a mddositott
»Szilika-9” gél az 5,6-epoxi-karotinoidok elvalasztasa soran a hagyomanyosan alkalmazott,
szintén bazikus kémhatasu aluminium-oxidhoz képest?

Mind a két adszorbens hasznalhatd, de a szilikagél kapacitasa nagyobb, valamint mivel
ezt hasznaljuk altaldnosan nagy mennyiségben, relative olcsdbb is. Egyes specidlis esetekben
mi is hasznaltunk mar aluminium-oxidot, de a kereskedelmi forgalomban kaphato, elvileg
ugyanolyan specifikaciéju adszorbensek is elég kilonb6z6en viselkedtek. A szilika-9-et viszont

jol reprodukalhatoan és egyszerlien el tudjuk késziteni barmikor.

3. A 39. oldalon a szerz6 megallapitja, hogy a lutein sziikséges a megfelel6 agymiikodéshez.
Ezzel kapcsolatban milyen szintii biokémiai vagy klinikai bizonyitékok allnak rendelkezésre?

Mivel a lutein gyakorlatilag mindenféle étrendben el6fordul valamilyen mennyiségben,
teljes luteinhidnnyal jaré allapotokat nem ismeriink. Klinikai vizsgalatok kimutattak, hogy a
lutein dusul az agyban, és magasabb koncentracioja jobb kognitiv funkciokkal jar egyitt, illetve
illetve id6sebb korban késlelteti a szellemi hanyatlast (Cur. Develop. Nutr. 2019, 3(7): nzz066.
doi: 10.1093/cdn/nzz066; Phytomedicine 2024, 135, 156185). Magzati és csecsemd&korban
kiilonésen magas az agyban talalhatd luteinkoté fehérje (StARD3) koncentracidja, ami arra
utal, hogy a lutein sziikséges lehet az idegrendszer fejl6édésében (PloS One 2016, 11(5):

€0155488.). Sajat in vitro vizsgéalatainkban a lutein neuroprotektiv hatasunak bizonyult.

4. Mennyire tekintheté az ECD-spektrum 6nmagaban szerkezetbizonyitd, az elkiilonitést
lehet6vé tévé mddszernek a kriptoxantin sztereoizomerek esetén, tekintettel arra, hogy
azok nagyméretdi, flexibilis, hosszl konjugalt rendszer( molekulak? Milyen esetekben lehet
sziikséges az ECD-eredményeket mas fliggetlen mddszerrel megerdésiteni?

Bar a karotinoidok elvileg flexibilis molekuldk, a polién-lancban és a végcsoportokon
talalhatd metilcsoportok sztérikus hatdasa miatt altaldban egy kitlintetett konformaciot
vesznek fel, amelyben a B-végcsoportokban taldlhatd kettds kotés és a polién lanc nem
kooplandris. Amennyiben a végcsoportokon egyéb szubsztituens is talalhatd, a kromofor
szerkezete 6nmagaban kirdlissa valik (helikalis kiralitas) és jellegzetes ECD jelet ad, mivel a

legalacsonyabb energiaju elektrondtmenet (So—S,) exciton-csatolt rendszerként viselkedik.



Az ECD spektrumot els6sorban a gylrikonformacié hatarozza meg, azonban a B-
végcsoporton taldlhatd szubsztituensek abszolit konfiguracidja hatassal van a gyd(irl

konformacidjara, igy befolyasolja a molekula geometridjat, azaz a helicitas iranyat.

3R konfiguracié 3S konfiguracio
P helicitas M helicitas

A 3-hidroxi-B-gy(ir(i konformacidi a C-6/C-7 kotés tengelye mentén szemlélve 3R és 3S konfiguracidk

esetén.

Az ECD spektrumban altalaban egymas mellett jelenik meg egy pozitiv és egy negativ
Cotton-effektus, ezek sorrendje korreldl a helicitassal (P vagy M) (Mill-féle empirikus
korrelacid). A legtobb aszimmetrikusan szubsztitualt B-végcsoporttal rendelkezé karotinoid
un. konzervativ ECD spektrumokat ad, jellegzetes mintazattal (Acta Chem. Scand. 1972, 26,
3053-3067).

Els6 ranézésre nem nyilvanvald, hogy a B-végcsoport 5,6-kettGs kotésének epoxidra
torténd cseréje tovabbra is egy 6nmagaban kiralis kromofért eredményez. Ennek ellenére a
karotinoid 5,6-epoxidok erésen konzervativ ECD spektrumot szolgaltatnak, amelyek teljes
mértékben Osszevethet6k a megfelel6 PB-végcsoportokéval. Mivel az epoxidcsoport
onmagaban sztereogén, az erds ECD jel kialakuldasahoz nem sziikséges a végcsoporton tovabbi
aszimmetriacentumok jelenléte. Ha ilyen mégis megtaldlhatd, mint pl. a kriptoxantin-
epoxidok esetében, az csak igen kis mértékben befolyasolja az ECD jelet. Emiatt az epoxidok
ECD spektrumabdl elsGsorban az epoxidgyrd konfiguraciojara kovetkeztethetiink.

Onmagéban tehat az ECD-spektrum nem alkalmas szerkezetbizonyitasra, de ismert
konfiguracio epoxidéval 6sszehasonlitva a spektrumot két izomer kozil nagy valdszinliséggel
ki tudjuk vélasztani a jelenlévét. Toébb esetben a sziin- és anti-epoxidok *H-NMR-ben is
jellegzetes, szignifikans kiilonbségeket mutatnak a kémiai eltolédasokban. Végleges és biztos

valaszt természetesen csak a rontgenkrisztallografia tudna adni.



5. A Zamia kivonatok elemzésénél a piros és a sarga karotinoidok kvantifikalasa milyen
modszerrel tértént?

A teljes karotinoidmennyiség meghatarozdsahoz 4altaldban a 450 nm-en felvett
spektrumot hasznaljak, a B-karotin molaris abszorpcids koefficiensével szamolva. Eza modszer
azonban alulbecsiili a piros karotinoidok mennyiségét. A Harvey altal javasolt elv (Harvey, D.
In Modern Analytical Chemistry, 1%t ed.; McGraw Hill: Boston, 2000, pp. 388-412)
alkalmazasaval kidolgoztunk egy mddszert a piros és sarga karotinoidok egyidejl
meghatdrozasara. Ehhez meghatdroztuk a (sdrga) lutein és a (piros) kapszorubin A1% értékeit,
mindkett&ét 445 és 510 nm hullamhosszon is. (Az A1% egy adott hulldmhosszon mért, 1 g/100

ml koncentraciodju oldat abszorbancidja.)

A lutein és a kapszorubin A1%-értékei 445 és 510 nm-en etanolban:

Karotinoid Al1% (445 nm) A1% (510 nm)
Lutein 2550.0 82.6
Kapszorubin 1353.3 2013.6

Ezutan felvettik az elszappanositott extraktumok UV-vis spektrumait 445 és 510 nm

hulldmhosszon (Asss és Aaas), amelyekre az alabbi 0sszefliggések irhatok fel:
Asss = 1353.3 C kapszantin + 2550 € 1utein
As10 = 2013.6 C kapszantin + 82.6 C lutein

ahol ¢ kapszantin @ piros karotinoidok koncentracidja, cutein pedig a sargaké. A két egyenletbdl
1.49 Aggs - Asqo

Ciutein = 3716.9 (9/100 mlI)
és
Asas - 2550 C ytein
C kapszantin = 1353 3 (9/100 ml)

A higitas mértékének és az extraktum teljes tomegének ismeretében a piros és sarga
karotinoidok teljes mennyisége a szokasos pg (karotinoid)/g (extraktum) mértékegységben

adhato meg.

6. A karotinoid-monoszacharid konjugatumok el6allitasanal mi magyarazhatja az egyszerii
Cu(l)-s6k nem miikodtek kielégitéen, mig a bisz-trifenilfoszfano-réz(l)-butirat hatékony
katalizatornak bizonyult?

A magyar fejlesztés( réz(l)-butirat komplex altaldban jobban mikodik klikk-reakcidkban, amit

magyardazhat a jobb oldhatdsag, a trifenil-foszfin stabilizalé hatasa a réz(l)-ionra és az is, hogy



a komplex egy , beépitett” bazist tartalmaz a butirat formajaban (az alkin deprotonalédasanak

el6segitésére mads esetben bazist szoktunk hozzdadni).

7. A 69. oldalon a szerz6 azt irja, hogy a kurkumin-konjugatumok altaldban hasonlé R¢-
értékkel rendelkeztek, mint a kurkumin, ezért az elvalasztas csak preparativ vékonyrétegen
volt lehetséges. Mire alapozza ezt az allitast, és milyen alternativ szeparaciés megoldasokat
tart elképzelhetének?

Ebben az esetben sokféle eleggyel prébalkoztunk VRK-n de csak csekély elvalast
tapasztaltunk és meglehet6sen apolaros anyagok miatt kicsi volt a mozgastér a valtoztatasra.
llyen esetekben probalkozunk kalcium-karbonatos elvdlasztassal is, de itt nem hozott
eredményt. A preparativ vékonyrétegen 50-100 mg-ot is el lehet valasztani, igy elég hatékony
madszer, mint utolso tisztitasi |épés. Valdszinlileg jo elvalast lehetne elérni preparativ HPLC-n

is, de annak tul kicsi a kapacitdsa.

8. Hogyan valtozik a kémiai stabilitdsa az Gjonnan szintetizalt szarmazékoknak a nativ
kiindul3si karotinoidokhoz képest? A tapasztalatok alapjan meghatarozhatdak-e altalanos
szabalyok ezzel kapcsolatban?

Munkank soran a szarmazékokat a biztonsag kedvéért ugy kezeltiik, mint a kiindulasi
karotinoidokat (fényt6l védve, inert gdz alatt taroltuk &ket), de valdjdban az
észterszarmazékok vagy a szukcinatok, glikozidok stabilabbak, mint a nativ karotinoidok. A
természetben is zsirsavakkal észteresitve fordulnak el6. Az irodalomban az altalanos
tapasztalat az, hogy az észtereknek nagyobb a termikus és az oxidativ stabilitasa is. Direkt
mérést nem végeztiink a stabilitas meghatdrozasara, de mi is hasonlé tendenciakat

tapasztaltunk.

9. Meglepdnek tiinG eredmény, hogy az aggregalddott karotinoidok bizonyos kériilmények
kozott fokozott antioxidans hatast mutatnak. Lehet-e ennek mas elméleti magyarazata a
kozeli karotinoidmolekuldk ko6z6tt hatékony elektronatadason kiviil, amit az értekezés
emlit?

Ismert, hogy az intermolekularis kdlcsonhatasok befolyasoljak a hatarmolekulapalyak
energiaszintjeit. Ez 0Osszefligg az antioxidans viselkedéssel, mivel minél alacsonyabb a
karotinoidban a HOMO energiaszintje, annal magasabb az oxidacids potencialja. Elméleti
szamitasok szerint a polaros kornyezettel, pl. vizmolekuldakkal valé kdlcsdnhatas csékkenti a
karotinoidok oxidacids potencidljat (Antioxidants, 2020, 9, 625)

Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a karotinoidok aggregacidja befolyasolja a
hatarmolekulapalydk energiaszintjeit azaltal, hogy csokkenti a viz és a karotinoidok kodzotti

érintkezést, valamint magat az aggregaciot segit8, karotinoidok kozotti m—m kélcsénhatasok



altal is. Mindkét tényez§ alacsonyabb HOMO-energiaszintet és magasabb oxidaciés potencialt
eredményez. Ezért a Car*/ (Car), rendszer oxidaciés potencialja alacsony n értékeknél
magasabb lehet, mint a Car*/Car rendszeré. Az aggregatumokban Iév6 molekulak kézelsége
intermolekuldris kdlcsdnhatasok révén stabilizalhatja a képz6détt gyokot. Az aggregacio
azonban el is rejti a karotinoid molekuldkat, igy két ellentétes hatdsa van a reaktivitasra. Ugy
tlnik, hogy az 57 molekulabdl allg, kb. 10-20 nm méret( aggregatumok optimalisak ahhoz,
hogy magas oxidacids potencialt és fokozott antioxidans aktivitast mutassanak egyelektronos

atviteli mechanizmus révén.
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