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1. Bevezetés és célkitiizés

A karotinoidok ndvények, gombak, algak és baktériumok altal szintetizalt tetraterpén
pigmentek. Mivel minden fotoszintetizald organizmusban megtalalhatoak, rendkiviil
elterjedtek a F6ldon, de az egyes élolényekben altalaban csak mg-os mennyiségben fordulnak
eld. Jelenleg kb. 750 természetes karotinoidot ismeriink, ezek koziil 10-15 hozzaférheto
nagyobb mennyiségben, mert szintetikusan vagy biotechnoldgiai uton eldallithatéak. A
fotoszintetikus apparatusban elsésorban a megfeleld hulldmhosszisagi fény elnyelése a
feladatuk, de van szerepe antioxidans hatasuknak is. Az allati szervezet csak mddositani képes
a felvett karotinoidokat, de ott de novo szintézis nem tdrténik.

A humén gyogyaszat szempontjabdl azok a legfontosabb karotinoidok, melyekbdl a
szervezetben A-vitamin keletkezhet (szubsztitualatlan pB-végcsoportot tartalmaznak), de
barmelyikiik viselkedhet lipofil antioxidansként a szervezetben. Nem csak direkt antioxidans
hatasuk fontos, a karotinoidok vagy szarmazékaik jelatviteli funkcidkat is ellathatnak. Ezekbdl
kovetkezik, hogy egyes karotinoidok vagy szarmazékaik sokrétli méasodlagos hatassal is
rendelkeznek, mint gyulladascsokkenté hatds (asztaxantin-biszszukcinat), a kognitiv
képességek javitasa (lutein), makuladegeneracid csokkentése (lutein, zeaxantin), vagy
rakmegeldzés (likopin).

A karotinoidok intenziv kutatasanak kezdete egybeesik kutatocsoportunk 100 évvel
ezeldtti alapitasaval. Pécsen az 1970-es évekig Zechmeister Lasz16, majd Cholnoky Laszlo
vezetésével elsdsorban a karotinoidok izoldlasa és egyre pontosabb szerkezetfelderitése zajlott.
A szintetikus modszerek fejlodésével sok karotinoid totalszintézise is megvalosult az elmult 40
évben, de a karotinoidokkal kapcsolatos szintetikus kutatasok a 2000-es évekre visszaestek és
jelenleg csak néhany olyan hely van a vilagon, ahol ezzel foglalkoznak. Szintetikus szerves
kémikusként 20 évvel ezelott keriiltem Pécsre és erre az elhanyagolt teriiletre probalunk azota
is koncentralni, kiilonos tekintettel a szénhidratszarmazékokra, hiszen azel6tt, kutatoi karrierem
els6 10 évében leginkabb azokkal foglalkoztam. Ezzel egyidejiileg folytattuk a
szerkezetfelderitéssel €s izolalassal kapcsolatos munkékat és még az elmult 15 évben is sikeriilt
felfedezni 0 szerkezetli karotinoidokat.

Jelen dolgozatom egyfeldl egységes, mert minden egyes kutatasi téma a karotinoidokkal
kapcsolatos, masrészt nagyon valtozatos, hiszen az izolalastol a szerves szintézisen keresztiil a
fizikai-kémiaig és a biokémiaig sokféle teriileten ativel, ami jol visszaadja kutatocsoportunk
mindennapi kutatasi tevékenységét is. Mivel vilagszerte mar nagyon kevés helyen mivelik a

karotinoidkémiat, csoportunk egyik nem titkolt célja a karotinoidokkal kapcsolatos tobb



agocs. attila 230 24

évtizedes tudas megdrzése ¢és atorokitése, valamint 0j teriiletekkel és szempontokkal torténd
megujitasa.

Célunk tehat az, hogy egyrészt folytassuk azt a jol bevalt és biztos hattérrel rendelkezd
karotinoid kutatast, amit elédeink magas szinten miiveltek, masrészt pedig tovabbfejlessziik 1j

iranyokba, mint a szerves szintetikus kémia, fizikai-kémia vagy éppen a biokémiai vizsgalatok.
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2. Irodalmi attekintés

2.1 A karotinoidok biolégiai és antioxidans hatasa

A t6bb mint 750 természetes karotinoidbol csak koriilbeliil 25 mutathato ki az emberi
vérben és szovetekben, koziiliik kett6 (lutein és zeaxantin) a retindban és a szemlencsében. A
karotinoidok, mivel zsirban oldédnak, ugyanazt a bélrendszeri felszivodasi utat kdvetik, mint
az étkezési zsirok. Valosziniileg passziv diffuzioval és transzporterek segitségével szivodnak
fel a vékonybél nyalkahartyajaban, majd triacil-glicerinben gazdag kilomikronokba
csomagolodnak.! Egyrétegii Caco-2 sejtek vizsgalata azt sugallja, hogy a bélben torténd
felszivodas specifikus epitelialis transzporterek részvétele altal elésegitett folyamathoz is
kapcsolodhat.? A karotinoidokat lipoproteinek szallitjik a keringésben: elsdsorban az alacsony
sturtiségli lipoprotein magjaban talalhatok meg (LDL), mig a poléarisabb xantofillok a
lipoproteinek felszinén helyezkednek el, és az LDL és a nagy strliségli lipoprotein (HDL)
kozott oszlanak meg.®

A karotinoidok biologiai hatésai elsdsorban a polién struktirdhoz kothetdek. Egyrészt
viselkedhetnek direkt lipofil antioxidansként, hasonléoan az E-vitaminhoz, amikor is
oxidaloszerekkel vagy reaktiv gyokokkel kozvetleniil reagalnak. Masrészt antioxidans vagy
antiinflammatorikus jelatviteli utvonalakat indukalhatnak és igy indirekt antioxidans hatést is
kifejthetnek. Az indirekt hatasok vizsgalata idoben késébb kezd6dott, de ma mar legalabb olyan
fontosnak tlinik, mint a direkt hatas.*

Régota ismert, hogy a karotinoidok mind in vitro, mind in vivo koriilmények kozott a
szingulett oxigén (*O2) leghatékonyabb semlegesit6i, kiilondsen azok, amelyek legalabb 11
konjugalt kettés kotést tartalmaznak. A 'Oz dezaktivdldsa a 'Oz és a karotinoidok kozotti
energiaatvitelen alapul, ami triplett dllapota Kkarotinoidokat (3CAR) és alapallapott oxigént
(302) hoz létre. A gerjesztett karotinoidok lehetséges karos hatdsait leginkabb alacsony
energiajuk és rovid élettartamuk miatt figyelmen kiviil lehet hagyni.> A 3CAR rezgési és forgasi

kolesonhatdsokon keresztiil veszit energiat az oldoészermolekuldk segitségével.
102 + CAR — 302 +3CAR
3CAR — CAR +hd
Ezen kiviil a karotinoidok hatékonyan képesek megkdtni a szabad gyokoket, koztiik a
reaktiv oxigénszarmazékokat (ROS), igy védelmet nyGjtanak a fotoszintetikus és nem

fotoszintetikus szervezetek oxidativ karosodasa ellen is.® A karotinoid-szabad gyok reakcionak

harom altalanosan elfogadott kimenetele lehet:
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a) clektrontranszfer a szabad gyok (R’) és a karotinoidok kozott, amely karotinoid
gyokkationt (CAR™) vagy karotinoid gyokaniont (CAR™) eredményez.

b) gyokos adduktum képzodése (R-CAR”).

¢) hidrogénatom-transzfer semleges karotinoidgyok keletkezése kozben (CAR”).’

A likopin, lutein, zeaxantin, asztaxantin és kantaxantin szabadgyok-megkotésének
mechanizmusat és sebességét impulzusos radiolizissel vizsgaltak. Azt talaltak, hogy a reakcidok
mechanizmusa ¢€s sebessége jelentdsen fiigg a gyokfajtak természetétdl, de sokkal kevésbé fligg
a karotinoidok szerkezetétdl. Az Gsszes fent emlitett karotinoid nitrogén-dioxid-gyokkel (NO2")

elektrontranszfer utjan reagalt, mig tiil-gyokkel (RS") adduktumokat képzett.®
CAR + NO2" — CAR™ + NO2~
CAR + RS’ — [RS-CAR]'

Az Gjonnan képzddott karotinoidgyokok tovabbi atalakuldsokon eshetnek at, amelyek
szamos, eltérd reakcidképességli masodlagos szarmazékot eredményezhetnek. Ez rendkiviil
fontos, mert az UGjonnan keletkezett szarmazékok mar nem milkédnek hatékony
antioxidansként, hanem potencialisan karos, prooxidans anyagokként viselkedhetnek. Az egyik
legtobbet tanulmanyozott reaktiv karotinoidszarmazékok a CAR™-k, amelyek erds oxidald
tulajdonsaguk és viszonylag hossza élettartamuk miatt képesek kolcsonhatasba 1épni mas
biologiailag fontos molekuldkkal, mint példaul a ciszteinnel vagy a tirozinnal.

A karotinoidok egyik legérdekesebb hatdsa a sejtekre a tumor-sejtvonalak novekedését
gatlo képességiik. Leginkabb a konnyebben hozzaférhetd karotinoidokkal végeztek ilyen
vizsgalatokat. Schwartz és mtsai arrol szamoltak be, hogy 70 uM B-karotin vagy kantaxantin
hozzaadasa gatolta a tenyésztett human SK-MES tiidékarcinoma vagy SCC-25 szajkarcindéma
likopin alacsony koncentracioban (0,75 uM) zavarja a sejtciklus eldrehaladasat €s az
inzulinszeri novekedési faktor 1 (IGF-1) novekedést serkentd hatasat MCF-7
emléraksejtekben.'® A paradicsomban taldlhato szamos aciklikus karotinoid, példaul a fitofluin,
a C-karotin és a likopin jelentdsen csokkentette a sejtek életképességét hdromféle human
prosztatarak sejtvonalban, mig a fitoin, kantaxantin, B-kriptoxantin és zeaxantin nem
befolyasolta a sejtndvekedést.!! A spendtbol szarmazd neoxantin és a barna algdkbol izolalhatéd
fukoxantin apoptézist indukéalva csdkkenti a rdkos sejtek életképességét.’? Sumantran et al.
megfigyelték, hogy a lutein megvédte a normal, de nem az SV40 transzformalt emldsejteket
két kemoterapias szer, az etopozid és a ciszplatin altal kivaltott apoptozistol. A B-karotint

sokféle rakos sejtvonalon vizsgaltak €s a sejtndvekedés ledllasat tapasztaltdk szinte minden
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esetben.'® A safranybol kivont krocin (a krocetin bisz-diglikozidja) jelentdsen gatolja az MCFE-7

crer

mint példaul a kaszpaz-8 aktivalasaval ¢€s a mitokondridlis membranpotencial
megzavarasaval.t

Szamos klinikai vizsgalat kimutatta, hogy a karotinoidok csokkenthetik a sziv- €s
érrendszeri  betegségek (CVD) kockazatat. A lutein hatékony védoéfaktor lehet az
érelmeszesedés progresszidjaval szemben, mivel csokkenti a nagyon alacsony surliségil
lipoprotein (VLDL) és a kozepes stirtiségii lipoprotein (IDL) szintjét, valamint a gyulladast és
az oxidativ stresszt a tengerimalacok aortijaban.'® Az asztaxantin a sziv- és érrendszeri
betegségek masodlagos prevencios lehetdsége lehet az ateroszklerdzissal 0sszefliggd gyulladas
csokkentésével, mivel modositja a HDL és LDL szintjét, és stabilizalja az ateroszklerotikus
plakkot.!® Ezzel szemben tobb tanulmany szerint nincs szignifikans dsszefiiggés a magasabb
karotinoidbevitel, a plazmaszint és a sziv- és érrendszeri betegségek kozott.!’

Szamos longitudinalis kohorszvizsgalat kimutatta, hogy magas lutein- vagy
zeaxantintartalmua élelmiszerek, példaul a spenot és a kelkaposzta rendszeres fogyasztasa
jelent6s védelmet jelent az idéskori makuladegeneracioval szemben, hiszen ez a két karotinoid
dusul a sargafoltban.'8

A Kkarotinoidok hajlamosak in vivo oxidativ hasadasra és cisz-transz izomerizaciora,
amelyek 0j aktiv metabolitokat eredményeznek. Az egyik legismertebb metabolit az
apokarotenoid A-vitamin (retinol). Az A-vitamin az A-provitamin karotinoidok, példaul az a-
karotin, a P-karotin, a y-karotin, B-kriptoxantin, és a szapotexantin centralis oxidativ
hasitdsanak eredménye. Nem centralis hasitaskor mas apokarotinoidok is keletkezhetnek,
amelyeknek szdmos bioldgiai funkcidjara deriilt fény az elmult években. 192

A x-karotinoidok (kapszantin, kapszorubin) antioxiddns, gyokfogd és mas jotékony
biologiai hatasa feliilmulja mas karotinoidokét és a hatasuk is tovabb tart, ami jo hir a nagy
pirospaprika fogyaszt6 magyar tarsadalomnak.?’ A kapszantin mono- és/vagy diészterek
hasonld viselkedést mutattak, az észterezés nem befolyasolta a kapszantin gydkfogo
képességét. A kapszorubin, amely két karbonilcsoportot tartalmaz a 6- és 6'-helyzetekben,
erésebb antioxidans aktivitast mutatott, mint a kapszantin. A bioldgiai vizsgalatok eredményei
arra utalnak, hogy a kapszantin antioxidans képességét nem befolyasoljak a B-jonon és
ciklopentan gyiirii 3- és 3'-helyzetében 1év6 hidroxilcsoportok, a hatas a polién-lancnak
koszonhetd, melyet a konjugalt ketocsoport felerdsiti.?? A Capsicum fajok atfogod vizsgalatanal
szintén azt talaltak, hogy a k-végcsoportot tartalmazé karotinoidok rendelkeznek a legerésebb

antioxidéans hatassal .2
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2.2. A karotinoidok izolalasa

Karotinoidokat csak novények, algak és baktériumok képesek de novo szintetizalni
aktivalt izoprén egységekbdl: eldszor a nyilt lancu fitoin keletkezik, majd abbol tobb 1épésben
likopin (y,y-karotin). A likopin ciklizacidjaval alakulnak ki a hatszénatomos &- és f-
végcsoportok (2.1. abra), amelyek ezutan modosulhatnak, elsésorban hidroxilalodnak és
epoxidalodnak.* Az ottagli  gylirit tartalmazo «-Karotinoidok  3-hidroxi-5,6-epoxi-B
végcesoportbol keletkeznek a kapszantin-kapszorubin szintaz enzim segitségével. > A tilakoid-
membranon kiviil talalhato, fotoszintézisben részt nem vevo karotinoidok altalaban kiilonb6zo
zsirsav-észterek formdjaban fordulnak el6. Az egyes novényi részek karotinoidanalizise

hozzéjéarul az adott ndvényben lejatsz6do bioszintetikus ttvonalak jobb megismeréséhez.
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2.1. abra. A karotinoidok alapszerkezetei

A karotinoidok izolalasadra manapsag tobb modszer l1étezik, ezek alapvetden nem térnek
el mas, novényekbdl vagy élelmiszer-matrixokbol torténd extrakcioktol, de a karotinoidok
fény-, h6- és oxigénérzékenységét figyelembe kell venni. Els6 1épés az apritas, a sejtszerkezet
roncsolasa, amit az extrakcid kovet, hagyomanyosan acetonnal vagy metanollal, utdna pedig
éterrel.?® Az extrakciéra ma mar szadmos hatékony modszerrel rendelkeziink: lehet
mikrohulldmmal vagy ultrahanggal segitett, szuperkritikus folyadékot hasznald, nyomas alatt
torténd és ezek kombinacidja.?’ A primer extraktum tobb karotinoidot észteresitett formaban
tartalmaz, ezért akar mikro- akar makromennyiségben dolgozunk, elszappanositasra lehet
sziikség. Az igy kapott nyers extraktumot a szokasos kromatografias allotazisok (szilikagél,
aluminium-oxid) mellett a kevéssé terhelhetd (10-20 mg extraktum/kg allofazis), de nagyon jo
elvalast biztositdo kalcium-karbonaton is tisztitjuk, valoszinlleg egyediilalldan a vilagon.

Kisebb mennyiségek (1-5 mg) elvalasztasara félpreparativ HPLC is hasznalhato.
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Kutatocsoportunkban gyakorlatilag 100 éve folyik karotinoidok izolalasa. A kb. 2000-
ig tart6 id6északban elsésorban a piros fliszerpaprika analizise valosult meg, de sok mas novényt,
novényi részt is vizsgaltak. Kordbban szinte csak a paprikdban taldltak x-végcsoportot
tartalmazé karotinoidokat, az els6t (kapszantin) még Zechmeister izolalta 1927-ben. Az ehhez
kapcsolodd eredményeket mi is Osszefoglaltuk egy konyvfejezet formajaban.?? A kappa-
karotinoidok izolaldsa és szerkezetazonositasa hasonldoan torténik mas karotinoidokéhoz, de
tobb eltérést is tartalmaz mas természetes anyagokétol. A kozelmultban megjelent
konyvfejezetiinkben ezeket a részben specialis modszereket foglaltuk ssze.?®

Egy extraktum karotinoidprofiljanak meghatarozasahoz C18 és C30-as analitikai
oszlopokkal megvalositott HPLC-DAD, illetve HPLC-MS mérés sziikséges. A standard
programokkal végzett HPLC méréseknél sok karotinra ismerjiik a retenciés idéket.?® A tiszta
anyagok egyszerti UV-spektruma is sok mindent elarulhat, egyes esetekben még a tavoli UV
finomszerkezetét is lehet szerkezetmeghatarozasra hasznalni.*® A szerkezetmeghatarozast, mint
mas szerves vegyiileteknél, az 1D és 2D *H / 1¥*C NMR-spektrumok teszik teljessé, a legtobb
végesoport és a polién-lanc jellegzetes tH és °C kémiai eltolodasai manapsag mar ismertek. 3!

A jelen dolgozatban leirt izolalasoknal mi is a fenti modszerek valamely kombinaciojat

alkalmaztuk alkamazkodva a névényi matrix és az izolaland6 karotinoidok tulajdonsagaihoz.

2.3. Karotinoidok és szarmazékaik eloallitasa

A karotinoidokkal kapcsolatos kisérleti munka két csoportra oszthatd: a karotinoidok
eléallitasara és a karotinoidok szarmazékképzésére. A karotinoidok eldallitasat alapvetden a
végcsoportok és a kozponti polién-lanc Osszekapcsolasaval végzik Wittig-, Woodsworth-
Emmons-, vagy Julia-Kocienski-kapcsolas(ok)al.®? Ipari méretben csak 8-10 karotinoidot
allitanak eld totalszintézissel, de elvileg rendelkezésre allnak — ha nem is mindig egyszerli —
modszerek a legegzotikusabb karotinoidok szintézisére,®® karotinoidszerti poliének eldallitasara
is.34 Itt elsésorban a végcsoportok sztereoszelektiv szintézise a kihivas. Sok karotinoidot (pl.
lutein, bixin) azonban egyszeriibb természetes forrasbol izolalni, vagy Gijabban biotechnoldgiai
modszerekkel nagyobb mennyiségben eldallitani (pl. B-karotin, kantaxantin). Mi elsGsorban
izolalt karotinoidok szdrmazékképzésével foglalkozunk, igy ebben az irodalmi attekintésben a
masik csoportra koncentralnék, a karotinoidokbodl kiinduld szintézisre. A karotinoidokkal
torténd szintézisekre is talalhatdo jonéhany példa, annak ellenére, hogy a karotinoidok igen
érzékeny vegyiiletek, még enyhe reakciokoriilmények kozott is konnyen elbomlanak,

ugyanakkor gyakori az is, hogy semmilyen atalakulds nem torténik (a kivant sem). Sokféle

10
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szarmazékot, kén-, szelén-, nitrogéntartalmu karotinoidokat vagy egzotikusnak tekinthetd
konjugatumokat is szintetizaltak.

Az 2.2. dbréan lathaté fullerénszarmazékok nemcsak szépek, hanem paramagnesesek is
lehetnek és toltésszétvalas johet rajtuk 1étre, ezért elvileg mesterséges fotoszintézisben lehet
6ket hasznalni.®® A fenti karotin-porfirin konjugatumban a fényindukalta elektrontranszfert
kdvetden toltés-szeparalt llapot alakult ki 95%-0s hatékonysaggal, mely kb. 1 eV fotonenergiat

tarol elektrokémiai potencial forméjaban.

N-C

(J ¢
NI

Q o\

2.2. abra

Az 2.3. abra azt mutatja, hogy a C-C-kotés kialakitasara hasznalt Horner—Wadsworth—
Emmons reakcioval mas bioaktiv molekulakat (flavonoidokat) is hozza lehet kapcsolni C25- és

C30-apokarotinoidokhoz, egyfajta hibrideket eléallitva.

T e
/
Et0—P I
o o]

2.3. abra

A karotinoidokkal valé szintézisek sokféleségét két konyvfejezet mutatja be legjobban,
a Sliwka és Partali altal 2016-ban irt*® és az altalunk jegyzett észterekrél sz616 2019-bé1.%
Ezeknek az 6sszefoglaloknak és sajat tapasztalataink alapjan altalanosan azt mondhatjuk, hogy
bar a karotinoidokkal sokféle reakcio hatékonyan elvégezhetd, nem kell csodalkoznunk azon,
ha néha a legegyszeriibb reakciok sem mennek veliik (pl. észteresités) €s a kitermelések sem
szoktak tal magasak lenni. Ezt a problémat az alabbi idézettel szemléltetném, mely a sok

évtizedes tapasztalattal rendelkez6 Sliwka professzortol szarmazik:

11
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,Indeed, except for some early reported functional group transformations syntheses with
carotenoids were often troubled by unexpected difficulties leading to disappointing low product
yields. Nevertheless, the carotenoid chemist’s code of conduct has been increasingly violated
in recent years. Still, those neophytes who look at the synthetic schemes and think of
straightforward and trouble-free organic reactions may keep in mind that even ester hydrolysis
of carotenoids can become unexpectedly difficult. The initial topic of a PhD thesis was
abandoned for the simple enough reason that it was not possible to find an appropriate method
for hydrolyzing ethyl esters of long chain carotenoid diacids. At times, well-established
reactions do not succeed when employed with carotenoids and, occasionally, customary work-

up procedures fall short of expectations” (Hans-Richard Sliwka).*

2.3.1. Hidrofil-karotinoidok

A hidrofil karakterii karotinoidok szintézisének alapvetéen két inditéka van: az 10j
vegyiiletek megvaltozott vagy megnovekedett biologiai aktivitasa miatti lehetséges gyogyaszati
felhasznalasuk, illetve élelmiszer- (vagy agrar-)ipari felhasznalasuk. A természetben csak
n¢hdny hidrofil karotinoid taldlhatd, ezek koziil a séafranyban eléforduld krocin valodi
vizoldékonysagot mutat. Szamos, tobbnyire szabadalmaztatott médszert publikaltak mar arra,
hogy hogyan lehet fokozni a karotinoidok hidrofilitasat. Ezek leginkabb fizikai modszereket
jelentenek, mint a polietilén-glikol (PEG) diszperziok, nanoemulzidk, liposzomak és altalaban
a nanokapszulazas.®® Ezeket a modszereket Kiterjedten alkalmazzak az élelmiszeriparban, ill.
kozmetikumokban.

Ebben a részben a kémiai szarmazékképzést fogom attekinteni, illetve a
komplexképzést, amiket magunk is alkalmaztunk hidrofil szdrmazékok eldallitasara.>® Az u;
szarmazékok kapcsan felmertild legfontosabb kérdések — a hidrofilitds mértéke mellett — a
kovetkezOk: rendelkeznek-e legalabb ugyanolyan antioxidans hatassal, mint a mddositatlan
karotinoidok, és milyen toxikologiai és farmakokinetikai tulajdonsdgaik vannak. Sliwka és
munkatarsai kimutattak, hogy a hidrofil karotinoidok antioxidans aktivitasa vizben
megndvekszik a hidrofob kiindulasi vegyiiletek antioxidans aktivitasahoz képest.*°

A komplexképzés megvalodsithato ciklodextrinekkel (CD) is. 2000-ig a CD-eket csak
szolubilizalészerként hasznaltak, egyszeriien karotinoidokkal keverve kiilonbozé aranyban.*!
Késobb kideriilt, hogy a legalabb egyik végén ciklikus végcsoportot nem tartalmazéd
karotinoidok (pl. likopin vagy bixin) 1:1 aranyu zarvanykomplexeket alkothatnak, amelyek

magasabb oxidativ stabilitassal rendelkeznek, mint a nativ karotinoidok.*? A ciklikus

12



agocs. attila 230 24

végcsoportok méretiik miatt nem tudnak bejutni a CD-k viszonylag apolaris tiregébe, de
mindegyik végcsoportot 3-4 CD-molekula veszi koriil, és masodlagos kdlcsonhatdsok révén
kotédik oda. Szamos CD-szarmazékot teszteltink kiilonbozé karotinoidokkal, és a
legsikeresebb készitmények a kapszantin, kapszorubin és lutein RAMEB (randomly methylated
B-CD) komplexei voltak. Ezeknek a nanokapszuldzott karotinoidoknak a legnagyobb hatranya,
hogy viszonylag magas szazalékban (95%) tartalmaznak CD-t, amely sziikséges a
komplexképzd képességiik és a komplexek vizoldhatosaganak fenntartdsdhoz. Ezeknek a
komplexeknek a vizes oldata azonban honapokig stabil, aggregacioé nem figyelheté meg, és a
komplexképz6dés sem pH-fliggd. A RAMEB-lutein komplexrél nemrégiben azt talaltak, hogy
elésegiti a lutein beépiilését az idegsejtekbe.*® A ciklodextrineken kiviil a karotinoidok mas
oligo- és poliszacharidokkal is képesek komplexeket alkotni, ilyenek a glicirrizinsav dimerjei
vagy az arabinogalaktanok. Az ipari felhasznalashoz természetesen itt is sziikség van a stabil
komplexek kialakulasara.**

A Karotinoidok hidrofil szarmazékka alakitasa megvalosithato toltéssel rendelkezo,
soszerli vegyiiletek vagy nagyon polaros csoportokat tartalmaz6 molekulak szintézisével is.
Ilyen vegyiileteket foként Lockwood és mtsai, valamint Sliwka és mtsai allitottak el6 a 2000-
es években. Az asztaxantin-diszukcinit dinatrium soja* (1) az egyik elsdként szintetizalt
hidrofil karotinoidszarmazék (2.4. abra), melyet mar mint gyulladascsokkentd szert
alkalmaznak.*® M4s szarmazékok, mint a difoszfat*’ (2) és a dilizinat*® (3) hidrofilebbek, mert
vizben jobban ionizalédnak. Az 1 vegyiilet (2,85 mg/ml) és a 2 vegyiilet (29,27 mg/ml)
mérsékelten diszpergalhatd vizben, mig a 3 vegytilet (181,6 mg/ml) az elsd szintetikus, valodi

vizoldhato karotinoid.

2.4. abra
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Steglich-féle észterképzéssel Lockwood és mtsai vizoldhatd cukorszarmazékokat is
eléallitottak 8’-apo-P-karotinsavbol aszkorbinsavval (4) és asztaxantin-biszszukcinatbol

cukoralkoholokkal (5). Hasonléan észterképzéssel kaptak citromsav- (6), illetve

glutationszarmazékokat (7) asztaxantinbol (2.5. abra).*°
HO  OH
L
0PN Y07 NNANANANANANANS
OH
4
0
o
\R2
AN AN XYY X
R1\O
0
o} OH OH HO.__O
. 0 o ?
5R{=R,= - OH o
0 OH OH BR1=Ry = on oM
HS
o 0 0
. N
7Ry =H,R, = A NJ\/\(U\OH
o H NH,
2.5. abra

Sliwka és mtsai olyan kationos karotinoid-foszfolipideket allitottak el6, mint a 8 és 9
vegyiiletek, amelyekben egy kvaterner ammoéniumrész felelés a molekuldk amfipatikus

jellegéért (2.6. abra).>°

HO

2.6. abra

E figyelemre mélto foszfolipid-karotinoidok, valamint természetes hidrofil

karotinoidok, példaul a bixin és a krocin fizikai-kémiai tulajdonsagait is tanulmanyoztak.>!
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Aldoxim- és ketoxim-hidrokloridokat is szintetizaltak oxo-karotinoidokbol, amelyek mérsékelt
diszpergalhatosagot mutattak vizben.®? Mindezen vegyiiletek antioxidans és aggregacios
tulajdonsagait is leirtdk a fent emlitett cikkekben.>

Az alébbi violeritrin-tipust hidrofil diketon (10) nemcsak kitlind antioxidans hatassal
rendelkezik, hanem a — Iehet6leg vizoldhatd — kék karotinoidok eldallitasaért folytatott intenziv

kutatasban is elérelépésnek szamit, hiszen vizes oldata ibolyaskék szindi.

Na+ _O O_ Na+

N~

2.7. abra

Potencialisan vizoldhatoéak lehetnek a karotinoid-glikozidok, amelyek jellemzden
alacsonyabb rendii él6lényekben, mikroorganizmusokban fordulnak elé a természetben.
Bizonyos hotiir6 baktériumok sejtmembranjai is tartalmaznak glikozidokat, és ezek a
termoxantinoknak 1s nevezett vegyliletek valamivel hidrofilebbek, mint az egyszerii
karotinoidok (2.8. abra). A termoxantinok hossza megegyezik a foszfolipid kettOsréteg
vastagsagaval, és amfifil szerkezetiik révén beépiilnek a sejtmembranba modositva annak
tulajdonsagait. Ugy gondoljak, hogy a termoxantinoknak ez a sajatos viselkedése részben

felelés a Thermus fajok hotiiréséért.>

o R,=OH,n=6
R,=OH,n=8
Ry: Wo Ry = OH, n = 10
Ho o I Ry=R;n=66s6
Ho O R,=Ry,n=66és8
OH R2=R1,n=8é38

2.8. abra. A termozeaxantinok szerkezete

A Staphylococcus aureus narancsos szinét okozo sztafiloxantin (11), hasonldéan a
termoxantinokhoz, védi a baktériumot az oxidativ stressztdl, s végs6 soron az immunrendszer

sejtjeitd].>
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AR 2 0 0 X0 Y0 Ve U g\ N
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HO

OH 1

2.9. abra. A sztafiloxantin szerkezete

A karotinoid-glikozidok kémiai szintézisére csak néhany modszert publikaltak, melyek
a célvegylileteket tobb 1épésben, igen alacsony hozamokkal szolgaltattak: karotinoid alkoholok
direkt glikozilezését a klasszikus Konigs-Knorr eljarassal®® és egy totalszintézist 3-hidroxi-p-
jononbol.>” Az asztaxantin glikozidjait bioszintetikus eljarassal is eléallitottak.%® Az aktivalt
karotinoid-savak hasznalhatoak észter, vagy amid eléallitasara. Pfander et al. mar a 80-as

években altalanos eljarast dolgoztak ki karotinoidok cukorésztereinek szintézisére védetlen

cukrokbol meglehetdsen jo kitermeléssel (2.10. abra).>®
(0]
/\N)J\N/r\(cn-i OHO
N H
j\ \=NicH EN> j\ )O]\ B-D-gliikoz cﬁ'g&ém/o\n/car
A —_—
Car OH DMF, 50 °C Car N \N V. Car '\ll«N NaH (o]
= N=/ pirdin  imidazolbdl triazolbl
0
O N X X X XXX NOH 92% 90% 67% 70%
o krocetin
o}
A e 2 Y 2 7 e OH 81% 66% 80% 84%
8'-apo-p-karotinsav
0
80% 87% 75% 92%

XYY OH

retinsav

2.10. abra. Karotinoidok glikozil-észtereinek eldallitasa

2.3.2. Karotinoid-észterek és amidok

A Steglich-féle észteresités hasznos eszkdz a karotinoidok szarmazeékképzésére: a
reakcid enyhe koriilmények kozott is végbemegy, reprodukalhatd, és jellemzden jo hozammal
széllitja a terméket. Szintetikus kémiai szempontbdl a gyakorlatban ugyanazt a 3-4 jol bevalt
variaciot alkalmazzak. Az észterkotés hidrolititikus instabilitasa bioldgiai koriilmények kozott
elonyt vagy hatranyt is jelenthet attol fiiggden, hogy élelmiszerekben vagy gyogyszer-
készitményekben haszndljak Oket, az észteresitett karotinoid egyes esetekben gydgyszer-

eldanyagnak is tekinthetd, hasonldan pl. a penicillin-észterekhez.
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Hasonl6o modszerrel joval stabilabb amidot is el6 lehet allitani, de ehhez savszarmazékra
van sziikség, amib6l meglehetésen kevés akad a természetes karotinoidok kozott. Az
alabbiakban alljon néhany érdekes példa észterekre és amidokra, hiszen mi is leginkabb ezt a
modszert hasznaltuk a szarmazékképzésre. Azokat az észtereket, melyek hidrofilek is, az €16z6
fejezetben targyaltam.

A fukoxantin (12) szekunder hidroxilcsoportja szelektiven, 88%-0s hozammal reagalt
levulinil-védett litokolsav karboxilcsoportjaval (2.11. abra). A szintézis célja az volt, hogy a

fukoxantin jobban felszivodjon, beépiiljon az epesavakat is tartalmazo micelldkba. A védetlen

konjugatumot a koleszterin-észteraz hidrolizalhatja, igy fukoxantin szabadulhat fel, a bélben
60

torténd felszivodast azonban nem javitotta a litokolil konjugacio.

Y 3-levulil-
litokdlsav

NH2NH2 ° H20
piridin / AcOH
71%

R=H
13 Litokolil-fukoxantin

2.11. abra

Weintraub et al. az asztaxantint kiilonféle disavakkal (malonsav, szuberinsav,
szebacinsav, dodekéandisav, hexadekandisav), illetve polietilén-glikol szarmazékokkal
kopolimerizaltak (2.12. abra). A képz6dott polimerekben az asztaxantin megorizte
gyulladascsokkenté ¢és antimikrobialis hatasat a Staphylococcus aureus MSSA476 ¢és
MRSA252, valamint a S. epidermidis 1457 ellen. Az asztaxantin polimerek nem befolyasoltak

a normal sebzarodast és a szovetek helyreallitasat amikor azokat szubkutan alkalmaztak.®
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n My (Da)
\ 1 57720
o 6 54 500
8 130400
10 114 800
14 102 500
(0] poli(asztaxantin-ko-dikarbonsav) észterek polidiszperzitas (PDI): 1.40-1.77
DIC o 0
DCM HO , OH

70-95% | n=1,6,8,10,14

le} Asztaxantin
DIC 9
DPTS HOJ\/OV\O{R\H/OH
DCM o)

R = PEG 250, PEG600, PEG 2000

R My (Da)  PDI

(0]
(0] I~ OR
\[OI/\O PEG 250 88200 1.92

PEG 600 38 000 2.02
PEG 200059 700  3.98

le) polifasztaxantin-ko-PEG(bisz-karboxi-metil-éter)] észterek

2.12. abra. Asztaxantin kopolimerek eléallitasa

Eldallitottak olyan észtereket is, ahol mindkét résztvevd karotinoid volt. A
monokarbonsav bixinb6l savkloridot készitettek és luteinnel reagaltattak (2.13. abra). A bixin
feleslege esetén dibixinoil-szarmazékot kaptak, de ekvivalens mennyiséggel a mono-szarmazék

is elballithat6 volt.5?

(0]
HaC0 AN N X X XX XXX R
1 o ]
Kar

(COCl),
bixin: R=H —— bixinoil-klorid: R' = CI

DMF

bCM lutein | av. b

O\R2

XY YT
Kar<

a. toluol, piridin, r.t.: lutein monobixinat: RZ=H
b. toluol, piridin, DMAP, reflux: lutein dibixinat: R? = Kar

2.13. abra
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8’-B-apokarotinsavhoz lipaz-enzim segitségével szintén észter formaban kapcsoltak az
E-vitamint, igy a két zsiroldhat6 antioxidans konjugatuma 14 jott 1étre (2.14. dbra). Hasonlo
modon a 15 glicerid is eldallithatd, amely akér trifunkciossa is tehetd a szabad OH-hoz torténd

tovabbi bioaktiv molekula kapcsolasaval.®®
0 R=CyHs

g Ve U " . R a. CAB lipaz, viz, dekalin, 15 nap, 45%
vagy b. aq. KOH, i-BuOH, 85 °C, 2h, 90%

R =H 8'-apo-p-karotinsav
Kar

polifoszfat-észter
DCM
64% HO

all-rac-a-tokoferol

all-rac-a-tokoferol
1 (@] + - (0]
.I>/\C| BU4N HSO4 (0]
° 0,

aq. KOH, 0 °C, 87% Kar)J\O
2. HyS0,, THF, reflux, 89% 14
o o

° I
Car OC,H5

H
OH CAB lipaz ©
dekalin 0
OH 3078, o nap 07 N NANANANANANA NS
15
2.14. abra

Kilonosen érdekesek lehetnek a lipofil és hidrofil antioxidansok konjugatumai,
amelyekben az egyes részek szinergikusan erésithetik egymas antioxidans hatasat.
Apokarotinsavakat viszonylag szelektiven lehet észterként flavonoidokhoz is kapcsolni, ekkor
ismét bifunkcios vegyiiletek keletkeznek (2.15. abra).5* Erdekes médon a kvercetin esetében a

kapcsolast kovetden teljesen megsziint az antioxidans hatas (17).

(0}
XYY OH

daidiem/ DMAP EDCWCEM
25% DCM  42%
O B4
o B3': B4'izomerek =3 : 1
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A védetlen aszkorbinsavval csak szerény hozammal sikeriilt a bixin enzimatikus
atészterezése, bar szerves kémiai modszerrel kétségteleniil bonyolultabb lenne a célvegyiilet

(18) eldallitasa (2.16. abra).®®

CAB lipaz
t-amil-alkohol
65 °C
HO
XTI XYY
o X
(@) O
OH
18 (0]
- (0]
+ all-E-norbixin + 9-Z-norbixin R = H
HO OH

2.16. abra

A karotinoidok (pl. zeaxantin, fukoxantin) energiafelvevd antennaként miikddnek a
fotoszintézisben, majd pedig energiatranszferrel adjak at a felvett energiat a klorofilloknak. A
fotoszintetikus apparatusban a karotinoidok nem koétédnek kovalensen a klorofillhoz, hanem
kozos fehérjekomplexben vannak jelen. Ha karotinoidokat kovalensen kapcsolunk
porfirinvazas vegyliletekhez, akkor olyan molekuldk keletkeznek, amelyek egyes részletei
kozott megvalosulhat az energiadtvitel, és altaluk modellezhetjiik a fotoszintézist, valamint a
mesterséges fotoszintézis megvalositasahoz is talalhatunk igy megfeleld vegyiileteket. Az
alabbi peridinin-feoforbid konjugatumban (19) a szingulett-szingulett energiaatvitelt 54%-0s
hatékonysagunak talaltdk (2.17. 4bra).®® A hasonlo vegyiiletekben a karotinoidok és a
feoforbidok egyarant megtartjak az energiaatvitelhez sziikséges eredeti szerkezetiiket mikdzben

a két molekularészlet szoros kozelségben van, biztositva a hatékony ko6lcsonhatast.’
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toluol, reflux

DMAP,CMPI
40%

OMe 19

2.17. abra
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3. Eredmények

3.1. Karotinoidok izolalasa és szerkezetvizsgalata

Kutatocsoportunkban husz évvel ezeldtt, a kordbban emlitett modon, elsésorban
szintetikus célokat tliztiink ki, azonban a nagy hagyoményokkal rendelkezd izolalassal és
szerkezetfelderitéssel kapcsolatos vizsgalatokat is folytattuk.®® Ha valamilyen j metodikai
lehetdség adddott vagy ismeretlen szerkezetii karotinoidot talaltunk, azokat megvizsgaltuk és a
benniik rejld lehetdségeket igyekeztiik kiaknazni. A kozép-amerikai tropusi ndvények
vizsgalata, amelyet 15 évvel ezeldtt kezdtink a panamai Enrique Murillo professzorral
egylttmiikodve, kiillonosen sok ujdonsdgot és érdekességet szolgaltatott, ezért ezt az

alabbiakban kiilon alfejezetekben targyalom.

3.1.1 Uj, x-végesoportot tartalmazé karotinoidok trépusi novényekben — a mamey
(Pouteria sapote) vizsgalata

A k-végcsoportot tartalmazo, jol ismert karotinoidok, mint a kapszantin, a kapszorubin
és a kriptokapszin a pirospaprika (Capsicum annuum) jellemz6 szinanyagai. Itt a f6 karotinoid
a kapszantin, a masik kettd csak kis mennyiségben talalhaté meg. A karotinoidok k-gytirtije
altalaban hidroxilezett, mint a kapszantinban és a kapszorubinban, de Maoka és mtsainak
sikertilt két minor karotinoidot is azonositaniuk pirospaprikabol, amelyekben nem hidroxilalt

Kk-gylirti taldlhato: a 3°-dezoxi-kapszantint és annak 3,4-dehidro-szarmazékat.®

3.1. abra. Piros és narancsszinli mamey (Pouteria sapote)
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A Panamaban €16 tropusi novények karotinoid-osszetételének vizsgalata szamos fajban
kimutatta a k-karotinoidok jelenlétét. Nagy koncentracioban tartalmaz k-karotinoidokat példaul
a mamey (Pouteria sapota), a maracuya chino (Cionosicyos macrunthus) és a jipi-japa
(Carludovica palmata) termése, valamint a Zamia dressleri fiatal vorosesbarna levelei és voros
szinll magjai. A maracuya chino kivételével mind a harom ndvény karotinoiddsszetételét
kutatocsoportunk irta le eldszor, amit a kdvetkezd fejezetekben fogok targyalni.

A mamey, mas néven sapote, a Karibi-térségben és Kozép-Amerikdban Gshonos
gylimolcs. A narancsos vagy piros szine igen magas karotinoidtartalmanak koszonhet6 (3.1.
abra). A 3.2 abréan lathat6 HPLC-kromatogram alapjan a teljes extraktumban tobb mint 40
karotinoidot talaltunk, amelyek nagy részét azonositani is sikeriilt, igy elséként irtuk le a teljes
karotinoidosszetételt. Ehhez az igen komplex extraktum preparativ elvalasztasara volt sziikség:
az aluminium-oxidon végzett kromatografiaval nyert kiilonb6z6 polaritast frakciokbol tovabbi
2-3 kromatografias 1épéssel (els6sorban kalcium-karbonaton) sikeriilt az azonositashoz
megfeleld tisztasagban és mennyiségben Kinyerni az egyes pigmenteket. Sok uj anyagot is
talaltunk, azok derivatizalasaval és NMR spektroszkopiaval altalaban meg tudtuk hatarozni a

szerkezeteket.”®

900

_mAU WVL: 450 nm
] 40

1 min
-100 -7 T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0

3.2. abra. A mamey teljes extraktumanak HPLC kromatogramja YMC C30-oszlopon,
450 nm-en detektalva
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3.1. tablazat. A mamey Kkarotinoid-osszetétele és a csucsok spektralis adatai

No. Karotinoid % A (nm) MS (m/z)
1 Nem azonositott 0.8 419, 444
2 Nem azonositott 0.2 416, 431
3 Nem azonositott 0.4 440, 466
4 5,6-Diepilatoxantin 0.3 416, 441, 468
5 6-Epilatoxantin 0.1 414, 438, 467
6 Nem azonositott 0.3 439, 467
7 (9/9'2)-5,6-Diepilatoxantin 0.3 412, 436, 463
8 Neoxantin 3.8 416, 440, 468 601.3 [M+H]*; 583.3 [M+H] H.0]*
9 Neokrom L8 402, 423, 448 601.3 [M+H]*
10 Violaxantin 416, 440, 468 601.2 [M+H]*; 583.2 [M+H-H.0]*
11 Nem azonositott furanoid 1.1 398, 421, 448
12 Kapszoneoxantin 1.7 463 601.3 [M+H]*
13 Luteoxantin 3.5 398, 421, 448 601.3 [M+H]*, 531.3, 425.2
14 Kapszantin-5,6-epoxid 9.2 464 601.3 [M+H]"; 583.2 [M+H'Hj§5].+2’
15 p-Kriptoxantin-5,6,5’,6’-diepoxid 4.0 415, 438, 468 585.3 [M+H]"; 567.4 [M+H-H.0]*
16 (92)-Violaxantin 411, 434, 463 601.3 [M+H]*; 583.3 [M+H-H,0]*
17 Nem azonositott (9/9'Z)-izomer 30 433, 462
18 Nem azonositott furanoid 396, 419, 446
19 p-Kriptoxantin-5,6,5”,8’-diepoxid 3 segap1asg  SES2[M+HI" 5674 [M"H'ngi
20 pB-Kriptoxantin-5,8,5",6’-diepoxid 0.3 398, 421, 448 585.2 [M+H]*
21 Kapszorubin + (13Z/13°Z)- nem azon. 6.8 481 és 454
22 Kriptokapszin-5,6-epoxid 467 585.3 [M+H]*; 567.3 [M+H-H.0]*
23 ?(’;;:Zz;)ﬁiﬁ]apszantin-5,6—epoxid + 467, 475 gggg {ng%:
24 B—Kriptoxantin_—5,8,5’,8’-d_iepoxid 02 388, 402, 426 555.3 [M+H]*;
(92)-Kapszantin 5,6-epoxid 460 601.3 [M+H]*
25 Kriptokapszin-5,8-epoxid 0.1 448
26 Nem azonositott 0.1 421, 447, 475
27 Piros (13Z)- nem azonositott L a68 0694 [M+H], 5513 [M+H'Hj§5]_+l'
28 Piros (13Z)- nem azonositott 468
29 B-Karotin-5,6,5,8-diepoxid 398, 421, 447 569.4 [M+H]*
30 (132/13°Z)-Kriptokapszin 30 463 569.3 [M+H]*
31 (132/13°Z2)-Kriptokapszin ”0 463 569.3 [M+H]*
32 B-Kriptoxantin-5,6-epoxid 444,472 569.3 [M+H]*
33 Nem azonositott 1.0 450, 475
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34 3’-Dezoxi-kapszorubin 0.3 482 585.2 [M+H]*
35 3’-Dezoxi-kapszantin 0.6 473 569.3 [M+H]*
36 Nem azonositott 445, 470

37 B-Kriptoxantin-5,8-epoxid 29 427,451 569.3 [M+H]*
38 B-Kriptoxantin-5,8-epoxid 1.7 427, 451 569.3 [M+H]*
39 Nem azonositott 469

40 Kriptokapszin 2L 472 569.3 [M+H]*, 551.3
41 (13Z/13'Z)-Szapotexantin 2.3 354, 461 553.3 [M+H]*
42 B-Karotin-5,6-epoxid 420, 444, 472

43 3,3’-Didezoxi-kapszorubin 03 482 569.3 [M+H]*

44 B-Karotin-5,8-epoxid 2.8 427,452 553.4 [M+H]*, 516.3, 425.4
45 Szapotexantin 11.2 473 553.3 [M+H]*, 531.2
46 (9/9'Z2)-Szapotexantin 0.1 468

47 pB-Karotin 0.3 450, 476

A piros hiist mamey f6 karotinoidjai (3.2. abra, 3.1. tablazat) a kapszantin-5,6-epoxid
(14. csucs), a kriptokapszin (40. cstcs) és a szapotexantin (45. csucs). A szapotexantin Uj
karotinoid 3’-dezoxi-kappa végcsoporttal (3.3. abra), raadasul f6 komponensként viszonylag
nagy mennyiségben (20-40 mg) volt izol4lhaté a legapolarosabb kromatografias frakciobol.”
fgy nem csak a szerkezetazonositasra, hanem derivatizalasra, epoxidok eldallitisara is fel

tudtuk hasznalni, amivel tovabbi minor komponenseket is azonositani tudtunk, valamint

részletesebb bioldgiai vizsgalatok elvégzésére is lehetdség nyilt.”?

3.3. abra. Szapotexantin (B,x-karotin-6'-on)

A fenti 3.1. tablazatban félkovérrel szedve jeloltem azokat az anyagokat, amelyek
korabban ismeretlen szerkezetiiek voltak, ezek tobbnyire dezoxi-kappa végcsoporttal
rendelkeznek. A mamey a szapotexantinon kiviil sok kriptokapszint is tartalmaz. A
hidroxilalatlan B-végcsoport miatt mindkét karotinoid A-provitamin hatasu, tehat a mamey jo
A-vitamin forrasnak tekinthetd.

Természetesen felvetédott a kérdés, vajon hogyan keletkezhetnek a mameyben a

dezoxi-kappa karotinoidok ilyen mennyiségben, milyen enzimek kdzremiikodése sziikséges. A
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paprikaban talalhatd karotinoidok bioszintézisével kapcsolatban korabban bebizonyosodott,
hogy a kapszantin-kapszorubin szintaz (CCS) katalizalja a 3-hidroxi-5,6-epoxi-p végcsoport
3-hidroxi-6-0x0-k-végcsoporttd torténd atalakulasat (3.4. abra).?® A fenti 3.1. tablazatban
lathat6, hogy a mamey extraktumban jelen van p-karotin-5,6-epoxid. Ez alapjan valoszintinek
tlinik, hogy a szapotexantin B-karotinbol B-karotin-5,6-epoxidon keresztiil bioszintetizalodik,
hasonldan, mint a kapszantin zeaxantinbol az anteraxantinon keresztiil. Ez azt is feltételezi,

hogy a CCS (csak a mameyben?) nem szelektiv a hidroxi-p-végcsoportra.

O
X
XX XX
.ZEP o ﬁ»
HO ismert HO ismert
OH

3-OH B-végcsoport 3-OH 5,6-epoxy-p-végcsoport 3-OH «-végcsoport
O
X
XX XX CCS
_ZEP_ o S5
ismert ’
B-végcsoport 5,6-epoxi-B-végcsoport K-végcsoport

3.4. abra. A k-végcsoport feltételezett keletkezése B-végcsoportbol

A mamey tovabbi frakcidinak elemzésekor sikeriilt azonositanunk a kriptokapszin 5,6-
¢és 5,8-epoxidjait, valamint egy uj karotinoidot, a 3’-dezoxi-kapszantin-5,6-epoxidot. A
kriptokapszin epoxidokat mesterségesen is eldallitottuk, az (5R,6S)- ¢és az (5S,6R)-
sztereoizomereket HPLC-ECD analizissel azonositottuk. Megallapitottuk, hogy a természetben

az (5R,6S) vagy un. anti konfiguracio fordul eld.

10 — T T T

5t ]
A\ B = N [~
& ©
(&) 4 %
< =
= -5 1 o
3 4 10000

-10 +

i 4 5000
-15

200 ' 300 ' 200 ' 500
wavelength [nm]
3.5. abra. A (3S,5R,6S)-B-kriptoxantin-5,6-epoxid (kék) és a (3R,5'R,6'S)-B-kriptoxantin-
5',6'-epoxid (piros) ECD és UV/Vis spektrumai acetonitrilben.
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Hasonldan azonositottuk az dsszesen négy elvileg lehetséges B-kriptoxantin-5,8-epoxid koziil
a természetben eléfordulokat.”® Az epoxidok azonositasa azért fontos, mert ezek az 1j tipust

dezoxi-kappa végcsoportot tartalmazo vegyiiletek feltételezett bioszintetikus eléanyagai.

s

% . U U U U U N

/ B-kriptoxantin \

HO

B-kriptoxantin-5,6-epoxid P-kriptoxantin-5',6-epoxid

/ ) \ —Q—
PO O GGG PP I AN A
HO

kriptokapszin 3'-dezoxi-kapszantin

B-kriptoxantin-5,6,5',6"-diepoxid

SN
&

kriptokapszin-5,6-epoxid 3'-dezoxi-kapszantin-5,6-epoxid

3.6. abra A dezoxi-kappa karotinoidok feltételezett bioszintetikus ttja kriptoxantinbol

kiindulva

Megtalaltuk és azonositottuk a B-Kriptoxantin-5,6-epoxidot, a B-kriptoxantin-5',6'-
epoxidot, a Maoka altal korabban izolalt 3'-dezoxi-kapszantint®® és természetesen a f6
karotinoidnak szamito kriptokapszint is egy jabb frakcioban.’® A 3.5. abran lathato, hogy a két
természetes 5,6-epoxid, illetve 5°,6’-epoxid izomerben ugyanolyan anti konfiguracioji az
epoxid. Ezen epoxidok jelenléte is bizonyitja az altalunk feltételezett bioszintetikus ut
helyességét (3.6. abra).

A bioszintézis szempontjabol fontos két Gij minor epoxi-karotinoidot, a szapotexantin-

5,6-epoxidot és a szapotexantin-5,8-epoxidot is sikeriilt azonositanunk a mameybdl (3.7. abra).
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25 (5R,6S,5'R)-Szapotexantin-5,6-epoxid

(L

/3\\\\\\\\:\03
0" 'H

26 (5R,8S,5'R)-Szapotexantin 5,8-epoxid

Eq%X\\\\\\\\\\:\OE
g’ “H

27 (5R,8R,5'R)-Szapotexantin 5,8-epoxid

3.7. abra Természetes szapotexantin-epoxidok

Itt is az (5R,6S)-5,6-epoxid és a beldle keletkezé 5,8-epoxidok voltak megtalalhatoak a

természetes forrasban, az (5S,6R) csak szintetikusan keletkezik (3.8. 4bra).”

35
30—-
25—-
20—-
15—-

® (mdeg)

N

NV

T T T T T T T
200 250 300 350 400
A (nm)

3.8. abra Az (5R,6S,5'R)-szapotexantin-5,6-epoxid (fekete, 25) és (5S,6R,5'R)-
szapotexantin-5,6-epoxid (piros) online HPLC-ECD spektrumai.

Kutatdcsoportunkban izolaltdk a szapotexantin-5,6-epoxidbol keletkezé didezoxi-
kapszorubint és a bioszintézis masik lehetséges végtermékét, a dezoxi-kapszorubint is, ami

kriptokapszin-5,6-epoxidbol keletkezhet (3.11. abra).”®
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Eredményeink alapjan a kovetkezo altalanos megéallapitasokat tehet;jiik:
a. A piros mameyben mind a nem hidroxilezett gytriikk epoxidaciojaért felelGs
enzimnek, mind az epoxidok atrendezddését katalizalé enzimnek nagyon aktivnak kell lennie

ahhoz, hogy a keletkez6 karotinoidokat ilyen magas koncentracioban tudjuk detektalni.

crer

c sy

kapunk. Ha a gytrii nem hidroxilezett, a két epoxid izomer csak kiralis oszlopon valaszthato el.

A piros mamey altalaban viszonylag nagy mennyiségben tartalmazza a sokféle
karotinoidot, ami lehetévé teszi a kisebb komponensek izolalasat is. Egymast kovetd
kromatografias 1épésekkel és kristalyositassal a legpolarisabb frakciokbol milligrammos
mennyiségben és nagy tisztasaggal izolaltunk allén-karotinoidokat, ugymint neoxantint, (9°Z)-
neoxantint és kapszoneoxantint.”” Az alabbi 3.9. 4bra jol szemlélteti a modus operandi-t az
ilyen tipust izolalasok soran. Mivel a legnagyobb kalcium-karbonatos oszlop terhelhetdsége 20

mg koriil van, egy 100-200 mg-os keverék 5-10 oszlopon valaszthato el.

‘ 500 g piros mamey ‘

extrakcid
Y

Extraktum

Al,O; oszlop
Y

Polaros frakcio
Et,0:MeOH 97:3 eleggyel elualva (110 mg)

CaCo0; oszlop
toluol:aceton 99:1

2. frakcio 3. frakcid

CaCO, oszlop CaCO, oszlop
toluol:aceton 94:6 toluol:aceton 96:4

Kapszoneoxantin 'Neoxantln )
(9°Z)-Neoxantin

3.9. abra. A kapszoneoxantin izolalasa

Mintegy 20 évvel ezel6tt kutatocsoportunkban a kapszoneoxantint csak tized mg-os
mennyiségben sikeriilt izolalni az Asparagus falcatus bogy6jabol,”® de most teljes NMR és
ECD elemzéshez elegendé néhany mg-os mennyiség allt rendelkezésre. A neoxantin és a (9°Z)-

neoxantin teljes *H- és 3C-NMR hozzarendelése 2D technikaval szintén elsd alkalommal
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valésult meg (3.10. 4bra).”® Ezeket a tapasztalatokat késébb is felhasznaltuk, pl. a lutein cisz-
izomerjeinek azonositasahoz.® A neoxantin izomerek ECD spektrumai jo sszhangban voltak
az irodalmi  adatokkal, a kapszoneoxantin  spektruma n-hexanos oldatban

aggregatumképzddésre utalt.

3.10. abra. Fontosabb HMBC (—> ) és H-'H COSY (=== ) korrel4ciok az all-E-

neoxantinban (A), (9°Z)-a neoxantinban (B) és a kapszoneoxantinban (C).

A mamey vizsgalatakor szerzett tapasztalatainkat 6sszefoglalva elmondhatjuk, hogy itt
a karotinoidok bioszintézise kicsit masképp torténik, mint a tobbi novényben. A kapszantin-
kapszorubin szintdz valoszintileg joval aktivabb és a nem-hidroxilezett epoxidokat is 4t tudja
alakitani az ijonnan felfedezett dezoxi-kappa végcsoportta. Ehhez persze az is sziikséges, hogy
az epoxidazok se elsésorban a dihidroxi-szubsztratumokkal dolgozzanak (zeaxantin), hanem
ugyanolyan, illetve nagyobb aktivitassal alakitsak at a [P-karotin vagy a [-Kriptoxantin
hidroxilalatlan ~ B-végcsoportjat. Az altalunk felfedezett karotinoidok segitségével
kiegészithetjiik a karotinoid bioszintézis korabban ismert altalanos mechanizmusat a dezoxi-

kappa végcsoport keletkezésével (3.11. abra).
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3.11. abra. Feltételezett karotinoid bioszintézis-utak a mameyben.
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3.1.2. Egyéb tropusi novények vizsgalata

A jipi-japa (Carludovica palmata) és a zamia (Zamia dressleri) endemikus fajok,
tobbnyire K6zép-Amerika erddiben talalhatok meg. A jipi-japa termésének és a zamia barna
leveleinek teljes és részletes karotinoid analizisét HPLC-MS segitségével végeztiik el, mind
C30-as, mind C18-as oszlopon, hogy lehetévé tegyiik a jobb azonositast. A jipi-japa teljes
kivonatabol 6sszesen 22 komponenst mutattunk ki és 15-0t azonositottunk, a barna zamia
levelek extraktumanak 32 komponensébdl 17-et sikeriilt azonositani.®® Az azonositott
karotinoidok ko6zott talaltunk olyan, dezoxi-kappa végcsoporttal rendelkezoket is, amelyeket
elotte a mameybdl izolaltunk. A teljes karotinoidtartalom kozel 50 %-a mindkét névényben a
kapszorubinnak tulajdonithato. Ez a karotinoid altalaban minor (2-3 %) komponensként van
jelen mas forrasokban, példaul a pirospaprikaban, amelyekbdl igy elég nehezen izolalhato
kézzelfoghatd6 mennyiség. A kapszorubin totdlszintézisét is leirtdk mar, a kulcsreakcid a
hidroxi-epoxi-p-gytirti pinakol atrendezédése x-gytiriivé.®2 Ebben a két forrasban jelentds
mennyiségben vannak jelen egyéb k-végcsoportot tartalmazo karotinoidok is.

Egyes zamia fajok (pl. a fent emlitett Zamia dressleri) levelei egyfajta ,,forditott érésen”
mennek keresztiil, vagyis a fejlédés soran az eredeti barna sziniiket zoldre véaltoztatjak.
Meghataroztuk a karotinoidok mennyiségét és Osszetételét a levelek kiilonbozd fejlodési
szakaszaiban, kiilonds tekintettel a piros és sarga karotinoidok valtozasara (3.12. abra),

melyeket egyszerre, azonos mérésbol hataroztuk meg.

500
450
400 Yellow carotenoids
350
300
250
200
150
100

50

—e— Red carotenoids

karotinoidok (pg/g)

0 4 8 15 22 29 36 43 58 73 88 118 148 178
id6 (nap)

3.12. abra. A piros és sarga karotinoidok mennyiségének valtozasa a Zamia dressleri-ben.

Azt talaltuk, hogy a fiatal levelekben a piros karotinoidok domindlnak, melyek foként
észteresitett formaban vannak jelen, azonban a levelek érésével ezek mennyisége csokken,

mikdzben a sarga (fotoszintetikus) karotinoidok mennyisége novekszik. Ezt a furcsa viselkedést
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egyrészt a piros és sarga karotinoidok kompartmentalizacidja magyarazhatja: a sarga,
fotoszintézisben résztvevd karotinoidok a tilakoid-membranban talalhatok szabad formaban,
mig a pirosak azon kiviil észteresitve. Szintén valtozhat a kapszantin-kapszorubin szintaz enzim
aktivitasa, amely a piros karotinoidok, a kapszorubin és a kapszantin szintéziséért felelds a

tilakoid-membranon kiviil.&

3.1.3. Karotinoidok izolalasa mas novényi forrasokbdl és azok vizsgalata

Kiilonbozo citrusfélék héjanak és husanak kKkarotinoid-osszetételét HPLC-vel
hasonlitottuk 0ssze C18-as és C30-as oszlopokon. Az extraktumok altalaban jelentds
mennyiségben tartalmaztak -kriptoxantint és luteint (a lime kivételével mindegyik gytimélcs),
valamint B-citraurint is. A lime és a mandarin esetében a héj és a hus karotinoid-osszetétele jo
egyezést mutat, mig a narancs, a klementin, a grapefruit, a citrom és a kumquat esetében sokkal
jelentdsebb a kiillonbség. A kumquat elszappanositott extraktumait részletesebben vizsgaltuk,
mert azt még nem irtak le korabban, itt kalcium-karbonatos oszlopon is megtisztitottunk néhany

fébb komponenst.®*

21

25

12

22

3.13. abra. A kumquat héj (8: B-citraurin, 12: (9Z)-violaxantin, 14: lutein, 25: B-kriptoxantin),

¢s hus karotinoid-osszetétele (8: B-citraurin, 16: lutein, 21: B-kriptoxantin).

Az apokarotinoid B-citraurin (és izomerjei) a citrusfélék jellegzetes karotinoidjanak

bizonyult, és tiszta formaban volt izolalhato a tobbi pigment koziil. A narancshoz hasonlo
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kumquat ugyanazokat a komponenseket tartalmazza, de mig a narancsban a (9Z)-violaxantin
dominal, a kumquat 6 Gsszetevdje a B-kriptoxantin (3.13. abra). Mivel ilyen 6sszehasonlitd
vizsgalat annak idején nem 4&llt rendelkezésre €s utana elég intenziven kutattdk a kiilonboz6
citrusféléket és narancsleveket, €z a munka referenciamiivé valt és meg lepden sok hivatkozast
kapott.

A citrusfélékben, viragokban, sarga paprikakban is megtalalhat6 5,6-epoxi-karotinoidok
kinyerése azzal a problémaval szembesitett benniinket, hogy a szilikagélek enyhén savas pH-ja
miatt a kromatografalas soran ezek az ismert modon atalakulhatnak elsésorban 5,8-epoxidda
(3.14. abra). Mindezen bomlastermékek egyébként kis szazalékban a természetes forrasokban

is megtalalhatdak.

H
(3S,5R,6S) (3S,5R,8S)- és (3S,5R,8S)-

5,8-epoxidok

3S,5R,6R

3,6-epoxid

3S,5R,6S

3.14. abra. Az 5,6-epoxidok savkatalizalt dtalakulasa.®>8

Egy egyszerli modszert fejlesztettiink ki a kereskedelemben kaphato szilikagélek
modositasara oszlopkromatografidhoz és vékonyréteg-kromatografidhoz.8” A modositott
,»Szilika-9” (a vizes szuszpenzio pH-ja kb. 9) gél lehet6vé teszi a savra labilis vegyiiletek nagy
1éptekll szétvalasztasat, kapacitdsa hasonld a kiindulasi anyagként hasznalt szilikagéléhez. Az
elmult 15 évben sokféle elegy elvalasztasara hasznaltuk sikeresen ezt a szilikagélt.

Valoszintileg a fenti modon (3.14. abra), a ndvényi savak hatasara keletkeznek 5,6-
epoxidokbol a sarga paprikdban taldlhaté minor trihidroxi-karotinoidok is. Ezek koziil a
violaxantinbol keletkezd latoxantint sikeriilt 1-2 mg-os tételben izolalnunk és azonositanunk.®®
Vizsgalataink igazoltak, hogy a latoxantin abszolut konfiguracioja a karpoxantinhoz hasonloan
a természetes forrastol fiiggden eltérd. A pirospaprikdban a karpoxantin és a latoxantin
konfiguracioja (3S,5S,6S), mig a sarga paprikanal (3S,5R,6R)-t talaltunk (3.15. &bra).
Feltételezziik, hogy a természetben a 3,5,6-trihidroxi-p-végcsoporttal rendelkez6 karotinoidok

a (3S,5R,6S)-3-hidroxi-5,6-epoxi-B-végcsoportbol képzddnek. A pirospaprikaban a karotinoid-
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5,6-epoxidok enzimkatalizalt hidrolizise soran a C(5) konfiguraciéja megvaltozhat, de a C(6)
konfiguracioja valtozatlan marad, igy mind a (3S,5S,6S)-, mind a (3S,5R,6S)-végcsoport
képzddhet a C(5) karbokationon keresztiil. A k-végcsoportu karotinoidokat nem tartalmazé
novényekben (Rosa foetida, Rosa pomifera) viszont a karotinoid-5,6-epoxidok gyiiriifelnyilasa
savkatalizalt lehet. Ekkor a karotinoid-5,6-epoxidokban a C(6) konfiguracioja valtozhat meg,
mig a C(5) konfiguracidja valtozatlan marad, ez torténik a latoxanthin képzddésekor is. A
kiilonboz6 bioszintetikus utak magyarazatot adhatnak a kiilonb6zd forrasokbol izolalt 3,5,6-

trihidroxi-B-végcsoportot tartalmazé karotinoidok konfiguracioi kozotti kiilonbségekre.

.................

: Loy -7! y - y e R Wie
; @ OH ! “OH “OH OH
: 2 i H =YOH H z H =YOH
:HO o0 : 0 E)(e) o) S 0 E)(e)
' A ' B (o D
i (3S,5R,6R) ; (35,55,6S) (3S,5R,6S) (3S5,5S,6R)
~- A 7 i
E o
HO ' HO HO :
e . fF g hoH
Ov\/’
ol 9 15 10"
v R U O O O
R , .
10 15 9
oH !

3.15. abra. Heteroxantin R=A, Q=g; Karpoxantin R=A, Q=e; 6-Epi-karpoxantin R=c, Q=e;
Latoxanthin R=A, Q=f; Neoflor R=A, Q=h; 6-Epineoflor R=C, Q=h; 5,6-Diepi-karpoxantin
R=D, Q=e; 5,6-Diepi-latoxantin R=D, Q=f; 5,6-Diepi-kapszokarpoxantin R=D, Q=i;
Violaxantin R=Q=f; Anteraxantin R=f, Q=e.

Tobb gyogyndvény vizsgalatat is elvégeztiik, ezek koziil a Telekia speciosa viraganak
karotinoid-osszetétele volt kiilonosen érdekes. A {6 karotinoid lutein és geometriai izomerjei
mellett 5,6-epoxi-karotinoidokat, nevezetesen a violaxantint, a lutein 5,6-epoxidot és az
antheraxantint mutattuk ki nagyobb mennyiségben. Ezen kiviil p-karotin-5,6-epoxidot és [-
karotin-5,6,5,6'-diepoxidot talaltunk, ami nagyon ritkan fordul el6 viragszirmokban. Az
egyértelmii azonositas érdekében a B-karotin-5,6-epoxidot €s a f-karotin-5,6,5',6'-diepoxidokat
félszintetikusan is eléallitottuk, majd NMR ¢és HPLC-CD moddszerekkel jellemeztik a

sztereoizomereket vagy azok elegyét.®
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Szovata Balvanyos Szovata Szovata

No. karotinoid UV-VIS MS virig virig szirom  bibe
Amax [nM] m/z % osszkarotinoid (HPLC szerint)
1  Violaxantin 416, 439, 468 601 [M+ H]* 6.07 5.93 6.21 0.83
2 (92)-Neoxantin 413, 436, 464 601 [M+ H]* 0.74 0.65 1.24 2.33
3 Lutein-5,6-epoxid 416, 439, 468 567 [M-H.,O+ H]* 4.90 6.92 6.10
4  Anteraxantin 444, 471 585 [M+ H]* 5.56 7.01 8.43
g (92 Violaxantn+ 415,436,463 - (M HT 777 673 8.08
(132)-Lutein 551 [M-H,0+ H]*
6 (13’Z)-Lutein 331, 436, 464 551 [M-H.O+ H]* 1.25 1.77 2.83
7 Lutein 444, 472 551 [M-H,O+ H]* 38.62 4271 40.25 43.80
8  p-Karotin-diepoxid 419, 441, 468 569 [M+ H]* 3.78 3.61 1020 O
9  Zeaxantin 450, 476 569 [M+ H]* 4,76 4.20 1.67 5.16
10  (9Z)-Lutein 330, 441, 466 551 [M-H.O+ H]* 6.37 391 6.55 9.77
11  Aurokrom 384,401, 425 569 [M+ H]* 5.43 4.92 2.27 1.43
12 (9°2)-Lutein 332,440, 466 551 [M-H.O+ H]* 6.83 5.25 0.92 11.63
13  (92)-Zeaxantin 340, 444, 469 569 [M+ H]* 0.79 0.59 1.14 141
14 o-Kriptoxantin 445, 472 553 [M+ H]* 4.32 2.54 2.35 5.68
15 (92)-a-Kriptoxantin 331, 440, 467 553 [M+ H]* 0.31 0.18 0.11 0.58
16 p-Karotin-5,6-epoxid 444, 471 553 [M+ H]* 077 074 0.48  0.60
17 p-Karotin-5,8-epoxid 426, 451 553 [M+ H]* 0.43 0.58 0.25 0.86
18 p-Karotin 450, 475 537 [M+ H]* 1.19 1.49 0.76 1.03
19 (92)-B-Karotin 446, 469 537 [M+ H]* 0.14 0.26 0.15 0.32
Osszkarotinoid tart. 0211  0.370 0421  0.018

(mg/g)

Az 5,6-epoxi- és az 5,6,5',6'-diepoxi-B-karotin, ellentétben a violaxantinnal és a lutein
5,6-epoxiddal meglehetdsen ritka a természetben. Ezen vegyiiletek jelenléte azt jelzi, hogy a
Telekia speciosa viragban nemcsak a B-karotin-hidroxilaz, hanem a B-karotin-epoxidaz enzim
is mikodik. A novényekben altalaban a B-karotin-hidroxilaz zeaxantint termel, amelyet a
zeaxantin-epoxidaz enzim alakit tovabb anteraxantinnd és violaxantinna. A p-karotin
hidroxilezése altalaban gyorsabban megy végbe, mint az epoxidacid, igy p-karotin-epoxidok

tobbnyire nem mutathatok Ki.
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3.16. abra. A Telekia speciosa szirmok teljes HPLC-DAD kromatogramja. A csticsok

hozzarendelését a 3.2. tablazat tartalmazza.

Vizsgaltuk a napon és arnyékban termesztett Calendula officinalis szirmainak,
virdgainak és teljes virdgzatanak karotinoid &sszetételét HPLC-DAD-MS médszerrel.° Az
arnyékban termesztett virdgok Osszes karotinoidtartalma magasabb volt, mint a napon
termesztetteké (1,154 mg/g, szirmokban 0,872 mg/g), mig az egyes karotinoidok ardnyaban
nem talaltunk kiilonbséget. Minden mintaban 29 komponenst azonositottunk, amelyek koziil a

{6 karotinoidok a lutein mellett az 5,8-epoxi-karotinoidok voltak 8S és 8R konfiguracioval. A

crer

crer

(6ssz-E,8'R)- és (9Z,8'R)-luteoxantint mutattunk ki nagyobb mennyiségben. Az 5,8-epoxi-
karotinoidokat (flavoxantin, krizantemaxantin, luteoxantin epimerek) a megfelelé karotinoid
5,6-epoxidok (lutein-5,6-epoxid, violaxantin) savkatalizalt reakcidjaval is eléallitottuk és az
epimerek szerkezetét NMR mérésekkel tisztaztuk. Mivel sav hatdsara mindkét epimernek (8R
ill. 8S) keletkeznie kellene, ezért feltételezhetjiik, hogy enzimatikus utra van sziikség ahhoz,
hogy csak az egyik keletkezzen a lutein-5,6-epoxidbol, illetve violaxantinbol. Ezzel azt is

kizarhatjuk, hogy az 5,8-epoxidok a feldolgozaskor keletkezé miitermékek lennének.
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HO
(8'R)-Luteoxantin

(all-E,3S,5R,6S,3'S,5'R,8'R)-5,6:5',8'-Diepoxi-5,6,5',8'-tetrahidro-f,B-karotin-3,3'-diol)

HO
(8'S)-Luteoxantin

(all-E,3S,5R,6S,3'S,5'R,8'S)-5,6:5',8'-Diepoxi-5,6,5',8"-tetrahidro-3,8-karotin-3,3'-diol)

Flavoxantin (8R)
(all-E,3S,5R,8R,3'R,6'R)-5,8-epoxi-5,8-dihidro-f,e-karotin-3,3'-diol

~OH

Krizantemaxantin (8S)
(all-E,3S,5R,8S,3'R,6'R)-5,8-epoxi-5,8-dihidro-p,&-karotin-3,3'-diol

3.17. abra. A Calendula officinalis fontosabb 5,8-epoxidjai.

3.1.4. Lutein és luteinszarmazékok izolalasa és vizsgalata

A lutein ((all-E,3R,3'R,6'R)-B,B-karotin-3,3'-diol) a magasabbrendii noévények
kloroplasztjaban talalhato egyik leggyakoribb karotinoid, igy az emberi taplalkozas fontos része
iS. A human plazma kivonataiban a lutein 3’-epimerjét, szamos geometriai izomerjét,

dehidratacios és oxidacios termékét azonositottak (3.18. abra).

Anhidrolutein |

Lutein
(3'R,6'R)

Anhidrolutein Il
3'-Epilutein

(3'S,6'R)

3.18. abra. A lutein lehetséges atalakulasai savas kdrnyezetben.
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Azt is megallapitottak, hogy a lutein csokkenti az AMD (¢€letkorral 6sszefiiggd makula
degeneracid) kockazatat, valamint sziikséges a megfeleld agymiikddéshez, hianya noveli a
neurodegenerativ betegségek kialakulasanak kockazatat (Id. 2.1. fejezet).

A lutein és cisz-izomerjei szamos ndvényi részben el6fordulnak, beleértve a kiilonféle
viragokat is. A lutein izomereit joddal katalizalt izomerizacidval allitottuk el6, majd négy cisz-
izomert (9Z-, 9'Z-, 13Z- és 13Z') izolaltunk oszlopkromatografiaval és félpreparativ HPLC-vel
(3.19. abra). A 9'Z- és 13'Z-izomerek szerkezetét NMR mérésekkel igazoltuk.

(9'Z)-lutein

(132)-lutein (13'2)-lutein

3.19. abra. A lutein f6 geometriai izomerjei.

Az eldéllitott izomereket standardként hasznaltuk 20 ndvényfaj virdgainak karotinoid

osszetételének HPLC-MS meghatarozasahoz, amelyekben a lutein és geometriai izomerjei a fo
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komponensek. A viragok cisz- és transz-lutein tartalmukban, valamint egyéb karotinoidok,
példaul violaxantin, neoxantin, B-kriptoxantin és B-karotin jelenlétében vagy hianydban nagy
eltéréseket mutattak. Néhany vizsgalt viragrol kideriilt, hogy zeaxantin nélkiili luteinforras (a
természetes lutein szinte mindig tartalmaz 4-6% zeaxantint).&

A vizsgalt 20 viragban a lutein és mono-Cisz izomerjei a f6 karotinoidok, a (92)-, (9'2)-
és (132)-, (13'Z)-izomerjei kozel azonos aranyban talalhatoak kettd kivételével az Osszes
viragban. Azt is megallapitottuk, hogy a kiilonb6z6 csaladokhoz tartozé viragok karotinoid-
Osszetétele lehet hasonld és ugyanazon csalad tagjainak karotinoid osszetétele is kiilonbozhet.
A nagy mennyiségli Z-izomer jelent0ségét az adja, hogy biologiai hozzaférhetoségilik
magasabb, mint a E-izomereké és egyes vizsgalatok alapjan antioxidans aktivitasuk is
magasabb.™

Maiara mar sok mindent tudunk a luteinrél, in vitro és in vivo atalakulasanak
mechanizmusairol, de még mindig vannak tisztazatlan tények, féleg az aggyal/idegsejtekkel
kapcsolatos hatdsmechanizmusok megértésében.”? Egyetemiink Gyogyszerészi Biokémia
Intézetével kooperdlva vizsgéltuk a luteint és szarmazékait olyan biokémiai folyamatokban,
melyekre az hatédssal lehet, illetve ahol valosziniisithetd a véddhatasa.

Eldszor a lutein antioxiddnsokra gyakorolt hatdsdra Osszpontositottunk, vizsgaltunk
antioxidans enzimeket, termel6dd citokineket és vasanyagcsere-stressz termékeket BV-2
mikroglidban. Eredményeink azt mutatjak, hogy a lutein alkalmazasa elnyomta a H2O: altal
kivaltott reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) felszabadulasat, befolyasolta a vasfelhasznalast és
megvaltoztatta a gyulladasgatlo és pro-inflammatorikus citokin szekréciot a BV-2 sejtekben. A
lutein novelte az IL-10 szekréciot a kontrollhoz képest, mikdzben csokkentette a TNF-et (tumor
nekrozis faktor). Ezek alapjan a lutein segithet megelézni vagy elnyomni a ROS altal kozvetitett
mikroglia aktivaciot, ami fontos lépés az oxidativ stressz 4altal kivaltott neuronalis
degeneracioval kapcsolatban.®®

A glutamat a kozponti idegrendszer egyik f6 serkentd neurotranszmitterje, amely
kulcsszerepet jatszik az agymiikodés szabalyozdsdban. Az intracellularis glutamat talzott
glutamat neurotoxicitashoz vezet. Megvizsgaltuk, hogy a lutein képes-e gatolni a toxicitast és
javitani ezzel a neuroldgiai funkciot SH-SYSY neuroblasztoma sejtekben. Eredményeink
szerint a lutein gyengiti a glutamat altal kivaltott hatasokat a ROS-al, a gyulladassal, a
vasanyagcserével ¢és a lipid-peroxidacioval kapcsolatban. Ezek miatt a lutein nem csak a
megelozésben alkalmazhaté, adasa tamogatd kezelés 1Is lehet neurodegenerativ

betegségekben.%

40



agocs. attila 230 24

Mint azt az 3.18. abran lathattuk, az étrendi lutein az emberi szervezetben 3'-epi-
luteinné, az pedig 3'-0xo0-luteinné metabolizalédhat. A 3'-epilutein és a 3'-oxolutein hatasat
vizsgaltunk SH-SYS5Y human neuroblasztéma sejteken, hasonlé moédon, mint a lutein esetében.
Azt talaltuk, hogy ezek a szarmazékok a luteintdl kissé eltérden modulaltak a glutamat ROS-
ra, gyulladasra, ferroptozissal kapcsolatos vasanyagcserére €s lipid-peroxidaciora kifejtett
hatasat az SH-SY5Y sejtekben. Vizsgalataink alapjan a 3’-epi-lutein és a 3'-0xo-lutein nagyobb
hatékonysagu potencidlis véddanyagok a glutamat altal kivaltott oxidativ stressz ellen SH-

SY5Y sejtekben.®

3.1.5. Karotinoidok algiakban

Az algak nagy mennyiségben talalhatoak a természetben, sok hasznos tulajdonsaguk
mellett bioaktiv természetes anyagok igéretes forrasai és potencialis élelmiszer-adalékanyagok.
A Debreceni Egyetem Novénytani Intézetével egyiittmiikodésben harom, Magyarorszagon is
honos, eltér6 taxondmiai helyzett algafajt vizsgaltunk meg karotinoidosszetétel szemponjabol:
ezek a Dunaliella salina, az Euglena sanguinea ¢és egy Nostoc torzs. A karotinoidok
azonositasahoz oszlopkromatografias tisztitas ¢és elszappanositas utan HPLC-UV/MS-t
hasznaltunk, a fébb karotinoidokat akar tiszta forméban is ki lehetett nyerni.%

Mindharom faj nagy mennyiségli karotinoidot tartalmazott. A karotinoid mintazat
Osszetétele némileg eltért az irodalmi adatoktél. A Dunaliella karotinoid-frakcio {6
vegyiiletként luteint (az 6sszes karotinoid 52,1%-a), B-karotint (13,1%), violaxantint (11,5%)
¢és neoxantint (6,2%) tartalmazott. A Nostoc torzsben (3.20. abra, 3.3. tablazat) a f6 karotinoidok
az echinenon (34,9%) és B-karotin (36,5%), mig az Euglena izolatum f6 Osszetevéi a
diatoxantin (39,0%), a lutein (23,7%), egy azonositatlan karotinoid (9,6%) és a B-karotin (5,4%)
voltak. A diatoxantin eléfordulasat NMR-spektroszkopiaval is megerdsitettiik. Késobb tobb,
mint szaz Nostoc mintat vizsgaltunk meg és néhanyukban minor karotinoid-glikozidokat
talaltunk 5 perc alatti HPLC-retencids idovel, melyeket tandem MS mérésekkel azonositottuk.

Ezen eredményeket a kozeljovében fogjuk publikalni.
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3.20. abra. A Nostoc sp. elszappanositott extraktumanak HPLC kromatogrammja

3.3. tablazat. A Nostoc sp. karotinoidosszetétele (csak az azonositott csucsok feltiintetésével)

No. Ret.idé Név % (HPLC) UV-VIS & m/z
(min) (nm) [M+H"]

8 17.93  kantaxantin 4.73 474 565
10 20.92 (92)-kantaxantin 0.68 469 565
11 2158  (13Z/13°Z)-echinenon 1.26 355, 455 551
12 21.88 (13°Z/13Z)-echinenon 1.10 355, 455 551
14 25.33 B-karotin-5,6-epoxid 1.92 445, 472 553
15 26.41  echinenon 34.92 464 551
16 27.93 B-karotin-5,8-epoxid 0.71 427,452 553
17 28.87 (92/9°Z)-echinenon 3.95 454 551
18 29.33 (9°2/9Z)-echinenon 2.33 452 551
19 30.27 (132)-B-karotin 1.94 443, 467 537
20 35.63  p-karotin 36.48 450, 476 537
21 37.98  (92)-B-karotin 3.94 445, 471 537

Megvizsgaltuk egy masik cianobaktérium, a Cylindrospermopsis raciborskii
karotinoidosszetételét is. A B-karotin, az echinenon és a kantaxantin mellett f6 komponensként
egy ismeretlen karotinoidot talaltunk. Ezt a vegyiiletet kromatografias elvalasztasok soran

izolaltuk 30-40 mg-os mennyiségben és szerkezetmeghatarozas céljabol acetileztik. Az
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acetilszarmazékot UV-Vis, NMR és HRMS spektrumaival teljes mértékben jellemeztiik, és
részletes 'H és 1*C kémiai eltolodas hozzarendelést adtunk. A f6 komponens ezek alapjan egy
mar ismert karotinoid glikozid, a 2-hidroxi-(3R,2’S)-mixol-2’-o-L-fukozid volt (3.21. 4bra).¥’
Ugyanezt a vegyiiletet korabban a Thermosynechococcus elongatus-ban, egy termofil

cianobaktériumban talaltdk meg, de csak minor komponensként.%

3.21. abra. A 2-hidroxi-(3R,2’S)-mixol-2’-a-L-fukozid szerkezete

Az elszappanositas el6tti és utani kromatogramokon jol latszik, hogy a fenti glikozid (4-
es, ill. 2-es cstcs) a legnagyobb mennyiségben jelenlevé komponens, illetve mindegyik 6

komponens szabad (nem észteresitett) formaban talalhaté meg (3.22. abra).
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3.22. abra. A nyers (A) és az elszappanositott extraktum (B) HPLC kromatogramja.

(A): 4: 16 karotinoid, 6-7: klorofillek, 9: B-kriptoxantin, 10: echinenon, 11: (9/9'Z)-echinenon,
12: B-karotin, 13: (92)-B-karotin. (B): 2: f6 karotinoid (40.4%), 4: B-kriptoxantin (1.1%),
5: echinenon (18.9%), 6: (9/9'2)-echinenon (10.3%) 7: B-karotin (20.3%), 8: (9Z)-B-karotin
(2.2%).
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3.2. Karotinoidok szintetikus modositasai

A karotinoidok atalakitasat, szdrmazékképzését erdteljes korlatok kozé szoritja a
karotinoidok reaktivitasa (vagy annak hianya), illetve bomlékonysaga, érzékenysége savakra,
fényre, oxigénre. A f0 kihivas az olyan enyhe reakciokoriilmények megtaldlasa, amelyek
mellett a kivant atalakulasok végbemennek, de mellékreakcio/bomlas csak kis mértékben
torténik. A karotinoidok reakcidiban a jo kitermelés 50-60 % felettit jelent, mint azonban az
lathaté lesz a tovabbiakban, a kitermelések sok esetben 20-50% kozottiek.

Ezekhez a reakciokhoz tobbnyire az alabbi hidroxi-karotinoidokat hasznaltuk, mert ezek

nagyobb, 1-2 grammos mennyiségben is hozzaférhetéek szamunkra (3.23. abra).

(@] 4'-hidroxi-echinenon

3.23. abra A leggyakrabban hasznalt hidroxi-karotinoidok

44



agocs. attila 230 24

3.2.1. Dimerek és dendrimerek

Egyik els6 projektiink olyan karotinoid dimerek €s trimerek eléallitasa volt, melyekben
potencidlisan megndhet az antioxidans hatas, illetve érdekes tulajdonsagokkal rendelkezd
nanorészecskék keletkezhetnek. Elsé célunk kétértékii savak dikarotinoid-diésztereinek
eldallitasa volt, amelyekben a két poliénlanc kozott masodlagos kdlcsonhatasok lehetségesek.
Ennek érdekében a retinolt és mas karotinoidokat borostyankdsav-anhidriddel észteresitettiink.
Mas anhidridekkel vagy acil-dikloridokkal végzett kisérletek nem voltak eredményesek. A
keletkez6 szukcinatok stabil, jol kristalyosithaté anyagok ¢€s jo kitermeléssel keletkeznek, ezért
késobb tobbféle termék eldallitdsara is haszndltuk dket. Eleinte az olcso retinolt hasznaltuk
modellvegyiiletként, de mivel rendkiviil gyorsan oxidalodik, késébb mas apokarotinolra tértiink
at. Tobbféle homo- és heterodimert sikeriilt eldallitanunk monohidroxi-karotinoidok

felhasznalasaval (3.24. abra).%°

3eq.DCC/ 0
3 eq. DMAP
o COOH
Ret” \n/\/ CH,Cl NN o
o - RO
o]

28 Karotinoid 0.7 ekv.

29a R= Retinol, 60%
29b R= B-Kriptoxantin, 53%

COOH
2 ekv. Ret-OH 29c¢ R= 4'-OH-echinenon, 50%
—> 292 0
DCC / DMAP
COOH 25% 0
XYY XYY
3 ekv. DCC/
B-Kriptoxantin 3 ekv. DMAP o
szukcinat CH,Cl,
+ o > o)
42% NN YT

B-Kriptoxantin

30

3.24. abra. Karotinoid dimerek eldallitasa

Ugy is allitottunk el6 dimereket és trimereket, hogy kiilonbdz6 karotinolokat vagy azok
szukcinatjait bi- és trifunkcios aromas savakkal, illetve alkoholokkal reagaltattuk. A savklorid
mint acilezdszer ebben az esetben sem miikddott, a legjobb eredményt a Steglich-észterezés
hozta. Az apokarotinoidok (retinol és 8’-apo-p-karotinol) a legtobb reakcioban nagyobb
reaktivitast mutattak, és modellvegyiiletként szolgaltak a Cao karotinoidok és szarmazékaik

szamara. A szintetizalt triészterek elsé generacids dendrimereknek tekinthetdk (3.25. abra).1%
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COOH COOCar Karotinol (kitermelés)
Karotinol 32a Retinol (72%)
_(Car-OH) 32b 8'-p-Apokarotinol (45%)
DCC / DMAP 32c B-Kriptoxantin (14%)
32d 4'-Hidroxi-echinenon ---
32 in ---
COOH COOCar 3¢ Looxantn
31
Karotinol (kitermelés)
COOH Karotinol cooCar 34a Retinol (76%)
_ (CarOH) _ 34b 8'-B-Apokarotinol (30%)
34c B-Kriptoxantin ---
DCC / DMAP
CarO0C COOCar 34d 4'-hidroxi-echinenon -
HOOC COOH 34e Zeaxantin ---
34f Lutein ---
3.25a. abra. A benzol-di- és trikarbonsav karotinoid észtereinek eldallitasa.
Karotinoid (kitermelés)
CH,OH Karotinoid-szukcinat CHZO—HOCar ggz ge[tiirkol (iS%z' | 32%)
0] -B-Apokarotino )
HO_O_OCW 36¢c B-Kriptoxantin (<3%)
o 36d 4'-Hidroxi-echinenon ---
(0] 36e Zeaxantin ---
CH0H DCC/DMAP CH,0 OCar 36f Lutein ---
35
CH,O OCar
CH,OH o O
Kar-O-szukcinat
O O O O
DCC /DMAP
HOH,C CH,OH CarO OH,C CH,0 OCar

37

38a Retinol (25%)
38b 8'-B-Apokarotinol (<5%)

3.25h. abra. Karotinoid di- és triészterek eldallitasa szukcinatokkal.

Terveztiik az elsé generacidos dendrimerek tovabbépitését, azonban a biszszukcinatok
(zeaxantin, lutein) sajnos nem reagaltak az aromas sav/alkohol magokkal. Tovabbi tanulsag,

hogy egy egyszeriinek mondhat6 észterezés is sokszor gyenge kitermeléssel, vagy egyaltalan

nem miikodik egyes karotinoidokkal.

3.2.2. Hidrofil-karotinoidok eléallitasa

Az irodalmi attekintésben lathattuk, hogy a vizoldhatosagot tigy is lehet ndvelni, ha a
karotinoidokat nagy mennyiségili polietilén-glikolban (PEG), poliszacharidban diszpergaljuk
vagy ciklodextrin-komplexet képeziink velik. Ezen modszerek hatranya, hogy nagy
mennyiségli hordozdra van sziikség és higitas hatdsara a szolubilizacié csokken. Ha a PEG-t

kovalensen kapcsoljuk a molekuldhoz, akkor ezek a problémak nem jelentkeznek. A kordbban
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eloallitott sokhoz képest az lehet az ilyen konjugatumok eldnye, hogy sokkal kevésbé
valtoztatjak meg az ozmotikus homeosztazist és vizoldhatosaguk fliiggetlen a pH-t6l. Ha a PEG-
rész egy viszonylag labilis kotésen keresztiil kapcsolddik a karotinoidhoz, amely fiziologids
koriilmények kozott hasithatd, akkor a PEG kizaroélag inert, polaris hordozoként szolgalhat a
karotinoidok szamara.

Ezekb6l a feltevésekbol kiindulva karotinoid-PEG  észtereket ¢€s diésztereket
szintetizaltunk karotinolokbol kiilonb6z6 lanchosszusagu polietilén-glikolokkal, hogy javitsuk
a karotinoidok vizoldhatosagat és biohasznosulasat. A termékek vizoldhatosagat a
varakozasoknak megfeleléen aranyosnak talaltuk a konjugatumok PEG-tartalmaval.!%

A PEG-konjugatumokat Steglich-modszerrel allitottuk elé elfogadhatd kitermeléssel
(3.26. és 3.27. abra). A Kkisérletekhez a kereskedelemben kaphaté tetraetilén-glikolt (TEG),
oktaetilén-glikolt (OEG) és az atlagosan 1l-es polimerizéltsagi fokkal rendelkez6 PEGS550
monometil-éterét (mPEGS550) hasznaltuk.

)
] 3 ekv.
KarO HO-PEG550-OMe _ KarO (39) Kar: Retinol (52%)
ar - 40) Kar: 8'-B-apokarotinol (37%)
2 ekv. DMAP ( P
(0] e © (41) Kar: 4'-OH-echinenon (20%)
3 ekv. DCC (42) Kar: B-Kriptoxantin (45%)
. - (o]
OH CHCl (O\/\)nOMe
Natlag="11
) (0]
(0}
Kar, 10 ekv. /Kar )
o o HO-PEG550-OMe 0 O (22) ﬁar: ;utem (:%2"/%)60/
o o 4 okv. DMAP 0 (o) (44) Kar: Zeaxantin (56%)
4 ekv. DCC
) (0]
OH OH CH,Cl, Meoe\/ )n ( \/\)r?Me
Natiag=11

3.26. abra. Mono- és diészterek eldallitaisa mPEG550-nel

0]
KarO 25ekv. TEG/OEG_  KarO (45) n=4, Kar: 8'-B-apokarotinol (53%)
o 1.5 ekv. DMAP (o) (46) n=8, Kar: 8'-B-apokarotinol (36%)
1.5 ekv. DCC
0]
OH CH,Cl, ( \/)*OH
n
o O
o 10 Kar, )
N (47) n=4, Kar: Lutein (39%)
Kar, (6] O
o~ o 6 ekv. TEG/ OEG‘ o 0 (48) n=4, Kar: Zeaxantin (38%)
0 o 3ekv. DMAP ,(\/o 1 gz; n=g, ﬁari ;utein (?2"{;)90/)
3 ekv. DCC Nn=o, Kar. Zeaxantin (]
OH OH CH,Cl, HO )” ( \/):PH

3.27. abra. TEG- és OEG-észterek
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Ha a monoszukcinatot feleslegben alkalmazzuk, akkor dimereket kaphatunk TEG/OEG

0sszekotd elemmel (3.28. abra).

O o
(51) n=4, Kar: 8'-B-apokarotinol (27%)
KarO = - B-Kri i
KarO 0.4 ekv. TEG / OEG__ (52) n=4, Kar: B-Kriptoxantin (24%)
o > o (53) n=8, Kar: 8'-p-apokarotinol (41%)

o
2 ekv. DMAP . .
OH 2 ekv. DCC o) OKar  (54) n=8, Kar: B-Kriptoxantin (33%)
( \/7\0){/\"/

CH,Cl,
o)
3.28. abra. TEG- és OEG-dimerek monohidroxi-karotinoidokkal

A korabbiakhoz hasonldan trimezinsav-kloridbol néhany 1épésben ,,szélkerék”-szerii
trimereket allitottunk elé egy TEG 0sszekoto alkalmazasaval retinol- és 8’-apokarotinol-
szukcinatokkal (3.29. abra). Ezeknek a vegyiileteknek valoszintileg érdekes 3D szerkezete lehet

¢s az antioxidans aktivitdsa is megndhet, de ezt egyelére nem vizsgaltuk.

COCI

CloC COCI

80% l 1. HO-TEG-OTMS /Py

2. HCI
A\
COO-TEG-OH  Retinol-szukcinat \
DCC, DMAP \
B
48%
HO-TEG-00C COO-TEG-OH \

55 15 RS

(8’-B-apokarotinol-szukcinattal: 57, 37%)

3.29. abra. Szélkerék-trimerek.

Mivel az elballitott szarmazékok vizben kozvetleniil nem olddédnak, a vizben vald
diszpergalhatosag 6sszehasonlitasahoz a termékeket minimalis mennyiségli 96%-0s etanolban
vettiik fel és higitottuk vizzel. A 3.4. tablazat tartalmazza a vegyiiletek 96%-0s alkoholban valo
oldhatosagat szobahémérsékleten (DMSO-ban is hasonlo értékeket kapunk). Ezek az oldatok
vizzel barmilyen aranyban higithatok a konjugatumok kicsapodasa nélkiil. A vizoldhatosag
aranyos a molekuldk PEG-tartalmaval: a legjobb oldhatosaggal a két hosszt PEG-lancot
tartalmazo 44 vegyiilet rendelkezik, a rovid TEG/OEG 6sszekotd elemmel rendelkezd dimerek
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(példaul 54) oldhatosaga sokkal alacsonyabb. Az in vivo sejtes vizsgalatokhoz mikromolos
koncentraciokra van sziikség, amit tobbezerszeres higitassal lehet elérni, tehat a DMSO

mennyisége a mintdkban mar elhanyagolhato.

3.4. tablazat. A konjugatumok oldhatosaganak 6sszehasonlitasa

vegyiilet  mg/ml (96%-0s EtOH)

40 37.50
42 3.34
44 66.00
45 2.70
51 2.67
54 0.38

Az azid-alkin Klikk-reakci6 egy jol ismert, enyhe cikloaddicios eljaras, amelyet
napjainkban igen elterjedten hasznalnak a biomolekulak atalakitasaban. Karotinoid-
szarmazékok szintézisére is idealis lehet egy ilyen reakcid, amely enyhe koriilmények kozott
gyorsan lejatszodik. Ennek ellenére semmilyen irodalom nem volt fellelheté a karotinoidok
¢észtereket készitettiink, mert propargil-éter vagy észter kialakitasa nem jart sikerrel. A
pentinoatokat eldszor benzil-aziddal teszteltiik, hogy megtalaljuk az optimalis koriilményeket
(réz(I)-jodid, DMF, 40 °C, 3-4 6ra). Ezutan a pentinoatokat feleslegben alkalmazott mPEG550-
aziddal reagaltattuk, amit két lépésben tozilaton keresztiil készitettlink mPEG550-OH-bdl, és

kozepes kitermeléssel kaptuk a megcélzott triazolokat (3.30. abra).

0 58) Kar: 8'-B-Apokarotinol (68 %)
mPEG550-N3 (2 ekv.)  KarO 59) Kar: B-Kriptoxantin (47%)
Cul N 60) Kar: Zeaxantin (44%)

0 (58)
(9)
(60)
| DME, 40 °C NG \ (61) Kar: Izozeaxantin (33%)
(62)
(63)

KarO

o

N 62) Kar: Kapszantin (33%)

N
PEG/ 63) Kar: 4-Hidroxi-echinenon (<3%)

3.30. abra. Azid-alkin klikk-reakcié karotinol-pentinoatokkal
fgy egy masik moédszerrel is eldallitottunk PEG-szarmazékokat, ennél fontosabb
azonban, hogy a klikk-reakcio egy jol mikodo alternativa lett a tovabbi szintézisekben is. A

pentinoatok jo kitermeléssel eléallithatdo és kristalyosithatd vegyiiletek, igy ezutan ezeket

hasznaltuk alkinként az ilyen tipust reakciokban. %
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Az irodalmi részben lathattuk, hogy lizinnel vagy foszforsavval ¢észteresitve a
karotinoidokat jelentésen novelhetd a vizoldhatosag. A karotinoidok sajatos szerkezete
lehetévé tette, hogy egy specidlis modszerrel allitsunk eld ciszteinnel tioéter jellegli, azaz
hidrolitikusan stabil konjugatumot. Régoéta ismert, hogy p-karotint Lewis-savval vagy
izozeaxantint Brensted-savval reagaltatva kék szinii dikation nyerhet6 a karotinoidokbol, amely
készségesen reagal egyszeri nukleofilekkel.1% N-acetil-L-ciszteint hasznalva a vart reakcio
lejatszodott, és a 66-0S konjugatumot jo6 hozammal izolaltuk. Az N-acetil-L-cisztein
karboxilcsoportja is viselkedhet nukleofilként, azonban a 68 észter képzOdését nem
tapasztaltuk. Az acetil-védécsoportot metanolban natrium-metilat feleslegével tavolitottuk el,
amely a cisztein-konjugatumok vizoldhaté natriumsoéit (67) eredményezte. A kapcsolasi
reakciot védetlen ciszteinnel végezve szubsztitiicio nem tortént, csak izokarotin képzodését (69)

mutattuk ki (3.31. abra).

(0] OH
P
NaBH, ; e
X XY XY XY XYY Y 2 X~ Polién - X
82%
) 4
0 kantaxantin (64) OH  izozeaxantin (65)
1. CF3COOH

70%

2. N-acetil-cisztein

~“Polién *~ \\: ;; NaOMe -~ Polién -~ \\: ;

MeOH

4

S 67 "‘65% S 66
feor L 1
NaO. HO.
a C7 N, C” NHAc

o} o]

A el

PN NN NANANANANANF
0.0 68 izokarotin (69)

~C

AcHNJ\/SH

3.31. abra. Tioéterek szintézise ciszteinnel

Az eldallitott ciszteinszarmazékok védd hatasanak eldzetes vizsgalatait majsejteken
végeztiikk hidrogén-peroxid altal kivaltott oxidativ stresszben. Az uj karotinoidok mind vizes
oldatban, mind liposzomaban kismértékii véd6hatast mutattak, a sejtek talélése H2O2 kezelés

utan 6-7%-kal nétt a karotinoiddal nem kezelt sejtekhez képest. 1%
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3.2.3. Karotinoidok szénhidratszarmazékainak eléallitasa

A Kkarotinoid-glikozidok a természetben is el6fordulnak, elsésorban baktériumokban,
algakban, ahol biologiai szerepiik példaul a foszfolipid membranok fluiditdsanak szabalyozasa
¢s védelme az oxidaciotol. Kémiai szintézisiikre minddssze két modszert publikaltak: a
karotinoid-alkoholok direkt glikozilezését a klasszikus Konigs-Knorr eljarassal,®® valamint egy
3-hidroxi-B-iononbol kiinduld totalszintézist.'® Mindkét moédszerrel koriilbeliill ~3-8 %
Osszhozamot értek el. Az volt a célunk, hogy ennél joval magasabb kitermelésii reakciokkal
allitsunk el6 glikozidokat vagy hasonl6 konjugatumokat karotinoidokbol, amivel természetesen
a vizoldhatosaguk is megndvelhetd. A Konigs-Knorr eljarassal mi sem kaptunk jo hozamokat,
¢s eleinte a glikozil-triklor-acetimidat donor sem miikodott sem allil-, sem homoallil-helyzeti
hidroxilcsoporttal.

Ha egy védett cukorbol nukleofilt sikeriil késziteni, akkor az reagalhat a kordbban méar
emlitett karotin-dikationnal. Kisérleteink alapjan csak S-nukleofillel (gliikoz-tiol) jatszodik le a
reakcio. Ha B-karotinbol Lewis-savval képezziik a dikationt, akkor a nagy feleslegben 1évo tiol
gyorsan redukalja a polién lancot (72, 3.32a. abra), viszont izozeaxantinbol Kiindulva,
Bronsted-savat hasznalva ez nem torténik meg és a 73a bisz-tiogliikozid lesz a fotermék (3.32b.
abra). Sajnos a termékek debenzoilezése nem sikeriilt tobb mddszerrel sem. A termékek a

termoxantinok (15. oldal, 2.8. abra) tioanalogonjainak tekinthetok.

P B-karotin

O._SH
1. BF5-OEt, | 2. 10 ekv. OBz
CHCls, 25 °C, N, oBz" "/0Bz

OBz

NI

7

0. S
OBz 26%, 5 min
oBz"" "“"0Bz NI
OBz
0Bz O 72 ix
. , 36%, 10 min
oBz" ""OBz

OBz

3.32a. abra Tiotermoxantin-analogok eldallitasa B-karotinbol
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izozeaxantin

1. CF;COOH OBz
CH,Cl,, -15 °C, N, OBz,,, OBz
2. 3 ekv. tetra-O-benzoil-1-tioglikéz OBz
s” O
‘ X XY XYY XYY XYY ﬂ

4

OBz 0 S 73a: 4R4'S 51% s
‘ , 73b:454'S |,
oBz™ "'OBz 73c: 4R 4R | 18% NN
OBz
OBz 0 S
74 6%
oBz™ OBz

OBz

3.32b. abra Tiotermoxantin-analdgok eléallitasa izo-zeaxantinbodl

Nem adtuk fel a glikozilezési reakciok vizsgalatat sem. Modellvegyiiletként egy
szimmetrikus diolt, a zeaxantint valasztottuk, amit tetra-O-acetil-a-D-gliikopiranozil-triklor-
acetimidattal reagaltattunk, amely egy gyakori, aktiv, altalanosan hasznalt glikozilezd szer.

Kiilonboz6 Brensted- és Lewis-savakat (5-10 mol%) alkalmaztunk katalizatorként szaraz

diklor-metanban, 106

zeaxantin
OAc
CH,Cl, | AcO 0
AcO
savkatalizator OAc NH

76 R=H
77 R= tetra-O-acetil-B-D-gliikopiranéz

3.33. abra A zeaxantin mono- és bisz-gliikozidjainak eléallitasa

A legtobb katalizator hasznalatakor a karotinoid bomlasat tapasztaltuk, a hozamok
meglehetdsen alacsonyak voltak, kivéve a p-toluol-szulfonsav (p-TsOH) esetében, ahol a 76-
0s monogliikozidot kivalo, 77%-0s hozammal kaptuk (3.33. abra), de érdekes moddon a

biszgliikozidot nagy reagensfelesleg esetén is csak nyomokban (5-6 %) tudtuk izolalni.
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Probalkoztunk dezoxi-glikozidok eléallitasaval is, a tri-O-acetil-D-gliikal (78) Ferrier-
atrendezése zeaxantinnal, bor-trifluorid katalizator felhasznalasaval kizarolag az 79 dezoxi-
biszglikozidot szallitotta (3.34. abra). Mas Lewis-sav katalizatorok csak bomlastermékeket
adtak.

zeaxantin

O

OAc

3.34. abra. Ferrier-reakcio zeaxantinnal

A zeaxantinnal kapott fenti eredmények azt mutattak, hogy a triklor-acetimidat donorral
végzett glikozilezés legjobb promotere a p-TSOH volt, a Ferrier-reakcional pedig a bor-
trifluorid dietil-éterat. Ezeket a feltételeket alkalmaztuk mas hidroxi-karotinoidokra is, amelyek
allil (8'-apokarotinol és lutein) és nem allil helyzetti hidroxilcsoportot tartalmaznak (j-
kriptoxantin és kapszantin). Az allil hidroxilcsoportokat tartalmazé karotinoidok hajlamosak
karbokationok képzésére, kiilondsen a Breonsted-savakkal, igy ezekben a kisérletekben szinte

kizarolag a karotinoid bomlasa/dehidratacioja ment végbe (3.5. tablazat).

3.5. tablazat. Glikozilezési reakciok hidroxi-karotinoidokkal

Karotinoid Cukor  Katalizator Hém. Reakcioidé Kitermelés
(monoglikozid=MG
biszglikozid=BG)
80 MG (8%)

B-kriptoxantin 75 p-TsOH r.t. ¢éjszaka + bomlds

. . 81 MG (41%)
kapszantin 75 p-TsOH r.t. ¢éjszaka 82 BG (22%)
8'-B-apokarotinol 75 p-TsOH r.t. ¢éjszaka bomlas
lutein 75 p-TsOH r.t. ¢jszaka bomlas
B-kriptoxantin 78 BF3.OEt 0°C 30 min ?j 5'22? nyomokban
kapszantin 78 BFs.OEt 0°C 30 min 84 BG (32%)
8'-B-apokarotinol 78 BF3.OEt 0°C 20 min bomlas
lutein 78 BF3.OEt 0°C 30 min bomlas
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A kapszantin mérsékelt hozammal adta a 81 monoglikozidot és a 82 biszglikozidot,
valamint a 84 dezoxi-biszglikozidot, mig meglepetésiinkre az egyetlen hidroxilcsoportot
tartalmaz6 B-kriptoxantin esetében szinte egyaltalan nem keletkezett termék. Ugy tiinik, hogy
a nem-hidroxilalt B-végcsoport kationképzddésének ¢és atrendezddésének sebessége savak
hatasara 6sszemérhetd a glikozilacioéval.

Eredményeink alapjan a nem allil dihidroxi-karotinoidok, a zeaxantin és a kapszantin
idedlis kiindulasi anyagok a savval katalizalt glikozilezésekhez, amelyek egyetlen 1épésben
mérsékelt vagy jo kitermeléssel adjdk a célglikozidokat. Mig a természetes és szintetikus
zeaxantin-gliikozidok mar ismertek, addig kapszantin-glikozidokat vagy barmely k-karotinoid-
glikozidot a természetben még nem talaltak, igy azok kiilonosen érdekesek lehetnek. A cukrok
védOcsoportjainak eltavolitasa vizoldhatd karotinoid-glikozidokat eredményez. Sajnos a
dezacetilezést tobbféle modszerrel sem sikeriilt megvalositanunk elfogadhatdo hozammal, ezért
tovabbra is sziikkség van egy enyhe, de hatékony elszappanositdsi modszerre, kiilondsen a
savlabilis dezoxi-glikozidok esetében.

A PEG-szarmazékoknal mar alkalmazott klikk-reakcié 1) lehetéséget jelentett
karotinoidok és cukrok 6sszekapcsolasara is. Az alkin ebben az esetben is a karotinoid volt, az
azidok pedig a cukrokbol konnyen -eldallithato glikozil-azidok. Az el6kisérletekhez
modellvegyiileteként a 8’-apo-f-karotinol-pentinoatot valasztottuk. A korabban PEG-re
optimalizalt koriilmények kozott nem tortént atalakulas (Cu(I))DMF), am a magyar
fejlesztésii'®  bisz-trifenil-foszfano-réz(I)-butirat (CsH;COOCU(PPhs)z)  diklér-metanban
torténd alkalmazasa a 91 triazol képzddését eredményezte 1-2 ora alatt, j0 hozammal.
Ugyanilyen koriilmények kozott mas védett és védécsoport nélkiili cukor-azidokat (85-90)
reagaltattunk 8'-apo-p-karotenol-pentinoattal, igy a cél triazolokat (91-96) kaptuk (3.35. abra).
A 6-dezoxi-6-triazolil-tetraacetil-gliikozszarmazék (94) kivételével az acilvédett glikozil-

triazolok kivalé hozammal keletkeztek (3.6. tablazat).1%

R>
Ri (0] X  85-90 8'-apo-B-karotinol-pentinoét: 91-96
Ry n C3H,COOCU(PPhs),

% CH,Cly, Ny, RT
triazol:

o)
n=N
N\NO NN NNNANANF

3.35. abra. A 8’-apo-B-karotinol-pentinoat CuAAC reakcioja cukor-azidokkal
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3.6. tablazat. A 8’-apo-B-karotinol-pentinoat CuAAC reakcidja cukor-azidokkal

No. Cukor Ri R, X Y Termék Ri R, X y Reakdd- Kit
1 85 OAc OAc N3 H 91 OAc OAc triazol H 15h  92%
2 86 OAc OAc H N3 92 OAc OAc H triazol 2h 95%
3 87 OBz OBz N3 CONH 93 OBz OBz triazol CONH; 7h 93%
4 88 OAc N3 OAc/H 94  OAc triazol OAc/H 8h 63%
5 89 OH OH Ns H 95 OH OH triazol H 6h 72%
6 90 OH OH Nz CONH: 96 OH OH triazol CONH; 2nap 49%

A korabbi tapasztalatok alapjan a klikk-reakcio kulcsfontossagi kovetelménye,® hogy
a reaktansok oldott allapotban legyenek.!® Kisérleteink soran azonban azt talaltuk, hogy a
diklor-metanban oldhatatlan, védetlen cukrokkal torténé reakciokban alacsonyabb, de még
elfogadhatd kitermeléssel keletkeztek a termékek (3.36. abra, 3.7. tablazat). Ezek a
koriilmények lehetové teszik a nem védett glikozil-triazolok egyszerii szintézisét, kiilonben a

cukor szelektiv dezacilezése nehezen valdsithatdo meg.

OH

Y
97X=N3 Y=H
98 X = N3, Y = CONH,

o karotinol-pentinoatok
HO X 97,98 > 100107 01 tinoat:
HO C4H7COOCU(PPh3), _oH N pentinodt:
OH CH,Cl,, Ny, RT Hﬂ o Nn ’ ///j\
o O (o) 10) O"
HO |

100 Y = H, R = triazol

N R
OH  * Np 101Y=H,R=H
HO o N / NN 103 Y = CONHy, R = pentinoét
HO 07 o N 104 Y = CONH,, R = triazol
HO v 105Y = CONH,, R=H

OH N//N o) 102 Y = H, R = triazol
o N J/;\ ~ P 106 Y = CONH,, R = pentinoat
HO:S N R 107 Y = CONH,, R = triazol
- 0% o e
Y

3.36. abra. Karotinol-pentinoatok CuAAC reakcidja védetlen cukor-azidokkal
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3.7. tablazat. Karotinol-pentinoatok CuAAC reakcidja védetlen cukor-azidokkal

Cukor Karotinol-pentinoat Reakciéido Termékek (kit.)
97 zeaxantin-dipentinoat 12 h 100 ditriazol (65%)
97 B-kriptoxantin-pentinoat 12 h 101 (76%)
97 kapszantin-dipentinoat 12 h 102 ditriazol (71%)
. 103 triazol (< 5%
98 zeaxantin-dipentinoat 2 nap monotriazol (< 5%)

104 ditriazol (< 5%)
98 B-kriptoxantin-pentinoat 2 nap 105 n.a.

106 monotriazol (< 5%)
107 ditriazol (15%)

98 kapszantin-dipentinoat 2 nap

Szintén eredményesen alkalmaztuk az azid-alkin klikk-reakciot L-aszkorbinsav
karotinoid-pentinoathoz valo kapcsolasara. A reakcidohoz védetlen azidra volt sziikséglink, hogy
a véddcsoport eltavolitasaval jard kudarcokat elkeriiljiikk. A 6-azido-L-aszkorbinsav szintézisére
(112) nem volt irodalmi példa, am az aszkorbinsav 6-monotozilezése és a tozil cseréje nem
hozzott eredményt a védetlen cukron. Eldallitottak viszont a 6-fluoro-szarmazékot 2,3:4,6-di-
O-izopropilidén-2-keto-L-gulonsavbol 4 1épésben.t't A szintézis szubsztiticios 1épését
modositva (110-111) jo kitermeléssel sikeriilt eléallitanunk a 112 6-azidot natrium-aziddal
(3.37. abra).

Car” Y0 I
NaN; H,SO, Ng
0 DMF 0 MeCN, Ar OH 0
10, O Ny O — o
o) 60% 3 o) 50% o) Cul
COOMe COOMe — DIPEA
OH DCM

HO
112 28%

110

N OH 113

HO OH

3.37. abra. Védetlen aszkorbinsav klikk-reakcidja 8’-apo-f3-karotinol-pentinoattal

Az azidot 8’-apokarotinol-pentinoattal reagaltatva, a cukroknal hasznalt Cu(l)-
komplexszel sikeriilt megkapnunk a 113 triazolt szerény kitermeléssel. A termék meglehetdsen

érzékeny oxidaciora, ezért nehéz tiszta forméaban kinyerni. Mindenesetre a ,,proof of concept”
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bizonyitasra keriilt és tovabbi hasonld konjugatumok eldallitasa elvileg lehetséges lesz a

jovoben.

3.2.4. Karotinoid-flavonoid konjugatumok

A flavonoidok sokféle pozitiv élettani hatassal rendelkeznek, tobbek kozott magas
antioxidans kapacitassal, antikarcinogén, immunmodulal6 és gyulladasgatlé tulajdonsaggal. A
hidrofob karotinoidok kovalens kapcsolasa a hidrofilebb flavonoidokkal, példaul daidzeinnel
(114) ¢és krizinnel (120), Gj amfipatikus ¢és potencialisan bifunkcidés vegyiileteket
eredményezhet. A kétféle vegyiilet klikk-reakcioval torténd kapcsolasahoz a daidzein és a
krizin 7-azidohexil-étereit allitottuk eld ot 1épésben (3.38. 4bra).*2 A kvercetin esetében az

azidot nem sikeriilt eldallitani, komplex reakcidelegy keletkezett.

114, 120
R'=R?=H

ACzol Py

114-119 115,121
R'=R?=Ac

R10 0 @ imidazol l -15°C
@ c | 116, 122

R'=H, R?=Ac
ORZ O
120-125 Br(CH,)sOH l DIAD, PPhs,
THF
R R2Z  daidzein krizin 1117, 123
H H 114 120 R'= lZ’W(CHz)e-
Ac Ac 115 (98%) 121 (95%) R®=Ac
H Ac 116 (73%) 122 (48%) NaOMe | MeOH
-(CHy)s-Br Ac M7 (71%) 123 (68%)
-(CHy)g-Br H 118 (97%) 124 (96%)
118, 124 119, 125
-(CHy)e-N3 H 119 (65%) 125 (52% ’ NaN;
(CheNs (65%) (52%) R' = Br(CHy)s- 60 °C R = N3(CH,)s-
R?=H R?2=H

3.38. abra. A daidzein és krizin 7-azidohexil-étereinek szintézise

A flavonoid-azidokat azid-alkin cikloaddicioban 8’-apo-B-karotinol, zeaxantin és
kapszantin pentinoatjaival reagaltattuk és a 16-25 mono- vagy bisztriazol karotinoid-flavonoid
konjugatumokat kaptuk. A konverzié nem mindig volt teljes, kdzepes kitermeléssel (a Krizin
esetében magasabbal) kaptuk a termékeket a mar korabban alkalmazott Cu(l)-butirat
komplexszel (3.39. abra).
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CH,Cl,
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119,125
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0 §

4 19 20

P:
8'-apo-B-karotinol szarmazékok (126, 129, 134) 9 15 g -
I
15' !
20' 19
. . p2

triazolok: o
R (0] (0]
\OWN% O |

®
o OH

daidzein szarmazékok (129-133)

o
oo L
Eaaa A

N=N

OH O
kapszantin szarmazékok (128, 132, 133, 137, 138) krizin szarmazékok (134-138)

flavonoid  Kar-pentinoat R' = R? = triazol R' = triazol, R? = pentinoat
119 126 (8'-apo-f-karotinol) 129 (monotriazol) 62% -
119 127 (zeaxantin) 130 (bisztriazol) 42%  131(monotriazol) 7%
119 128 (kapszantin) 132 (bisztriazol) 40%  133a (monotriazol) 22%
133b (R = pentinoat, R? = triazol) 23%
125 126 (8'-apo-p-karotinol) 134 (monotriazol) 75% -
125 127 (zeaxantin) 135 (bisztriazol) 59% 136 (monotriazol) 60%
125 128 (kapszantin) 137 (bisztriazol) 88% 138 (monotriazol) 21%

3.39. abra. A daidzein és krizin 7-azidohexil-étereinek kapcsolasa karotinoid-

pentinoatokkal azid-alkin klikk-reakcioval.

Az antioxidans hatas valtozasat az ABTS™ gyokkationnal etanolban meghatarozott
trolox-ekvivalens antioxidans kapacitassal (TEAC) jellemeztiik. Az 1:1 aranyu flavonoid-
karotinoid konjugatumok altalaban magasabb antioxidans aktivitast mutattak, mint az eredeti

flavonoidok, de alacsonyabbat, mint a megfelel6 karotinoidok (3.40. abra)
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3.40. abra. A kiindulési flavonoidok és karotinoidok, valamint konjugatumaik TEAC értékei

etanolban.

A két flavonoidmolekulaval konjugalt zeaxantin- és a kapszantin-daidzein-bisztriazol
szarmazékok voltak a legjobb antioxidansok a vizsgalt koriilmények kozott. Egy egyszeri
zeaxantin:daidzein 1:2 aranya keverék TEAC értéke sokkal alacsonyabb, mint a 130
bisztriazol-konjugatumé, ami az antioxidans kapacitas szinergikus névekedését jelzi, hasonloan
a 132 bisztriazoléhoz. A 130 vegyiilet antioxidans tulajdonsagat vizes ABTS™ oldathan is
meghataroztuk, ahol a TEAC értek a felére esett vissza. A jelenség oka a

i6j4 113 ami befolyasolja az
antioxidans hatast, ezért megvizsgaltuk a termékek aggregéacids hajlamat is.

A Kkarotinoidokrol ismert, hogy bizonyos koriilmények kozott a természetben is
aggregalodnak. A kialakuld szupramolekularis egységek gyakran rendezett szerkezetliek (H-
vagy J-tipusu aggregatumok), ami jelentGs valtozasokat eredményez a karotinoidok UV-Vis
spektrumaban.’'* Ezen tilmenden az optikailag aktiv szerkezetli aggregatumok tigynevezett
szupramolekularis exciton kiralitdst mutathatnak, amely elektronikus cirkularis dikroizmus
(ECD) spektroszkopiaval vizsgalhato.!t®

Mivel a 129 daidzein-8'-apo-f-karotinol hibrid nem kiralis szerkezetli, aggregaciojat csak
UV-Vis spektrumanak valtozasaval vizsgaltuk. A 129 vizzel higitott etanolos oldatanak
abszorpcids spektruma intenziv hipszokrém és kismértékli hipokrom eltolodast mutatott, ami a
129 onszervezddésére utal H-aggregatum képzddésével. Az optikailag aktiv 130, 132, 135 és
137 Dbisztriazolok, valamint a 136 monotriazol aggregacidos tulajdonsagait ECD

spektroszkopiaval is tanulmanyoztuk. Ezen szarmazékok acetonos vagy tetrahidro-furanos

oldatat vizzel higitottuk, és a kiilonbozd higitasokkal ECD spektrumokat vettiink fel. Vizzel
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higitva az optikailag aktiv kapszantin szarmazékok (132, 137) ECD spektrumai nem mutattak
szignifikans intenzitasndvekedést, ami szupramolekularis szervezddésre utalt volna. Ezzel
szemben a 130 bisztriazol daidzein-zeaxantin konjugatum spektrumaban intenziv ECD-savok

jelentek meg acetonban, amikor a viztartalom 25% folé emelkedett (3.41a. abra).

As (M'em™)

T T T T T T T T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 500 250 300 350 400 450 500 550 600
A {nm) A{nm)

(@) (b)

3.41. abra. A bisztriazol daidzein-zeaxantin konjugatum (130) ECD spektrumai
(a) aceton/viz 1:0-1:3 elegyben, (b) THF/viz 1:1-1:10 elegyben.

THF-ben hasonlé ECD-sav jelent meg a viz ardnyanak ndvekedésével és a maximalis
ECD-intenzitast 1:5 aranynal kaptuk, mig a viztartalom tovabbi novelése csokkentette a Cotton-
effektusok amplitadojat (3.41b. abra).

A zeaxantin-flavonoid konjugatumok ECD és UV-vis analizise azt mutatta, hogy az
alkalmazott aprotikus polaros oldoszer aranyatol és tipusatol fiiggben kiilonbozo, optikailag
aktiv  J-aggregatumok képzodnek aceton/viz és THF/viz keverékekben, mig a
kapszantinszdrmazékok nem mutattak aggregaciot. A zeaxantin daidzeinnel és krizinnel
alkotott konjugatumai (130 és 135), amelyek csak a fenolos hidroxilcsoport helyzetében

kiilonboznek egymastol viz hozzdadasara szignifikansan eltérd aggregacios profilt mutattak.

3.2.5. Antiviralis glikopeptid-karotinoid konjugatumok

A globalis COVID-19 jarvany 0j gyogyszerek kifejlesztését inditotta el a SARS-CoV-2
korokozo ellen. A klinikailag hasznalt glikopeptid antibiotikum, a teikoplanin modositott
valtozatai bizonyitottan virusellenes hatassal is rendelkeznek, leginkabb akkor, ha lipofil
csoportok keriilnek a molekulara.

Teikoplaninbol (143), annak pszeudoaglikonjabol (141) és a rokon risztocetin-

aglikonbol (142) 14j lipofil apokarotinoid-konjugatumokat készitettiink (3.42. 4bra).116
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3.42. abra. A glikopeptid konjugatumok szintéziséhez hasznalt apokarotinoidok (felsé panel)

és glikopeptid-antibiotikum szdrmazékok (alsé panel).

A virusellenes hatast SARS-CoV-2 ellen teszteltiik Vero E6 sejtekben, sejtéletképességi
vizsgalattal és virus-RNS kvantitativ PCR-al, megerdsitve a virusreprodukcio elleni
mikromolaris gatl hatasukat. Erdekes modon a kiindulési apokarotinoidok koziil kettd, a bixin
(140a) és a 8'-B-apo-karotinsav (140b) onmagaban is figyelemreméltd SARS-CoV-2 elleni
aktivitast fejtett ki. Szadmitdgépes modellezéssel és enzimaktivitds-méréssel is vizsgaltuk

tovabba a vegyiiletek hatasat a virus proteazok koziil a katepszin L- és B-re, valamint a o
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proteazra, a 3CLPro-ra. A glikopeptid konjugatumok minden proteazt gatoltak, mig az
apokarotinoidok foként katepszin B és L affinitassal rendelkeztek. Mivel a teikoplanin egy
forgalomban 1évé antibiotikum, a természetes bixin pedig egy engedélyezett, olcso és széles
korben hasznalt piros szinezék, élelmiszer-adalékanyag, ezek a konnyen hozzaférhetd
vegylletek ¢és konjugatumaik potencialisan alkalmazhatok a SARS-CoV-2 fertdzések

kezelésében és a bixin esetében mellékhatasoktol sem kell tartani.

3.2.6. Karotinoid-melatonin konjugatumok eléallitasa

A melatonin hormonként elsdsorban a cirkadian ritmust szabalyozza, de egyben az
egyik legjobb természetes antioxidans és gyokfogo is. Kozvetlen hatdsai mellett a melatonin
jelatvitelt folyamatokat is indukal a melatonin receptorokon keresztiil.'!’ Eldsegiti az olyan
antioxidans enzimek expresszidjat, mint a szuperoxid-diszmutdz, glutation-peroxidaz,
glutation-reduktiz és katalaz.'® Az immunrendszerre is hatdssal van, valdsziniileg
gyulladascsokkentéként hat.!'® Egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a melatonin szerepet
jatszik kiilonbozé betegségek, példaul a rak megel6zésében, és még a COVID-19-et kivaltd
SARS-CoV-2 virus 4ltal okozott kérképek stlyossagat is enyhitheti.!?® A jelatvitelben vald
részvétele miatt a melatonint hasznaljak kiilonféle neurodegenerativ betegségek kezelésére is,
mint példaul a Parkinson-kor és az Alzheimer-kor.1?

A melatonin pleiotrop hatdsa tovabb javithatd kovalens szarmazékképzéssel, amint ezt
néhany irodalmi példa mar bizonyitotta.'?? Mi természetesen karotinoidokkal szerettiik volna
konjugdalni, ehhez karotinoid-szukcindtokat hasznaltunk, melyeket amidkotésen keresztiil
kapcsoltunk a melatonin kereskedelmi forgalomban kaphatdé aminoszarmazékahoz. A
kapcsolasi reakciok a katalizator és a koriilmények optimaldsa utdn elfogadhatdé és jo
kitermeléssel adtak a konjugdtumokat (3.43. dbra). A szukcinilalas ndvelte a karotinoidok
vizoldhatdsagat, mig a melatoninnal valé konjugaciéo lipofilebb szarmazékokat
eredményezett.'>® A termékeket elsdsorban szemészeti alkalmazisra készitettiik, de sem a
konjugatumok, sem a szukcinatok oldhatésiga nem volt megfeleld a dontéen vizes
rendszerekben. Az elmult évben azonban magyar farmakolégusok is érdeklddni kezdtek a lutein
¢s zeaxantin szarmazékai irant. A lutein- és zeaxanthin-szukcinatot ciklodextrinbe (RAMEB)
zarva mar in vivo is alkalmazhatonak tiinik szemcseppként, ezzel kapcsolatosan sikeres

vizsgalatokat végeztiink a Semmelweis Egyetemmel kooperacioban.'?*
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karotinol-szukcinatok (144-149)

MeO 151-156
N\ O)\/NHZ * HCI EDC, DIPEA, NHS
N DMF, N,, RT
H 150
19 20
P: s 15
IR NN -
melatonin:

zeaxantin- (151, 152) és B-kriptoxantin-szarmazékok (153)

151 R' = melatonin, R? = OH
152 R' = R2 = melatonin
153 R' = melatonin, R2 = H

18

(0)
MeO )Ni/ H OMe
(0]
HN
N\ OMe
OMe
8'-apo-B-karotinol-melatonin-konjugatum (156)
Karotinol-szukcinat Termék (Kitermelés)

151 monomelatonin (73%),

zeaxantin mono- (149) és biszszukcinat (144) 152 biszmelatonin (72%)
0

B-kriptoxantin-szukcinat (145) 153 monomelatonin (55%)
kapszantin-biszszukcinat (146) 155 biszmelatonin (57%)
lutein-biszszukcinat (147) 154 biszmelatonin (48%)
8'-apo-p-karotinol-szukcinat (148) 156 monomelatonin (52%)

3.43. abra. Karotinol-szukcinatok kapcsolasi reakcidja amino-melatoninnal

Megvizsgaltuk a szukcinat- és melatoninszarmazékok aggregéacios tulajdonsagait is. A

DMSO vagy THF olddszerekben késziilt térzsoldatokat foszfatpufterrel higitottunk, mikdzben
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felvettiik az oldatok UV-vis spektrumait. THF-es torzsoldatbol kiindulva azt talaltuk, hogy a
bisszukcinatok (144, 146, 147) és a 8'-apo-p-karotin-szarmazékainak (148, 156) oldatai nem
mutatnak aggregaciora utalé UV-elnyelést, azonban a tobbi melatonin-konjugatum (151-156)
J-tipusu aggregatumokat képzett. Ezzel szemben a DMSO-s térzsoldatbol kiindulva az UV-vis
spektrumok alapjan mindegyik konjugatum H-tipusu (card-pack) aggregatumokat adott.

Mivel a DMSO-tartalmti vizes rendszerek alkalmasabbak bioldgiai vizsgalatokra, ezért
ezeket az oldatokat dinamikus fényszorasos (DLS) spektroszkopiaval is vizsgaltuk, hogy tobb
informaciot kapjunk az aggregalodott részecskék méreteloszlasarol. A melatoninszarmazékok
altalaban 10-200 nm kozotti aggregatumokat képeztek (3.44. abra). A kivétel a zeaxantin-
monomelatonin konjugatum (151), amely altalaban 400-600 nm méretii részecskéket képez, és
a B-kriptoxantin-melatonin (153), amely mérete erds koncentraciofiiggéséget mutatott. A
zeaxantin (152) biszmelatonin konjugatuma alacsony koncentracioban olyan nagy részecskéket
adott, hogy meéretiiket DLS-sel nem lehetett meghatarozni. A C-potencidlok alapjan az
elkészitett oldatok tobbsége viszonylag stabil kolloid rendszernek bizonyult. A szukcindtok
legalabb tizszer jobban oldodnak/diszpergalodnak vizben, mint a karotinoidok, de esetiikben

inkabb stabil kolloid oldatokrdl beszélhetink.

szukcinatok melatonin-konjugatumok
1200 1000 '[
E 1000 E 800
— 800
5 @ 600
5 600 E
gn 400 o 400
o] o
£ 200 w200
0 g g 0
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
koncentracio (uM) koncentracié (uM)
—&—Ilutein (147) beta-kriptoxantin (145) —&—|utein (154) beta-kriptoxantin (153)
8'-apo-beta karotenol (148) kapszantin (146) 8'-apo-beta-karotenol (156) kapszantin (155)
—&—zeaxantin mono (149) —6— zeaxantin bisz (144) —8—zeaxantin mono (151) —8— zeaxanthin bisz (152)

3.44. abra. Az aggregatumok DLS-el meghatarozott atlagos mérete (hidrodinamikai

atméroje) kiilonb6z6 koncentraciokban (DMSO/PBS rendszerben)

Az in vitro antioxidans hatas mérését ABTS ¢és FRAP modszerekkel végeztiik troloxhoz
viszonyitva. A foszfat-pufferben végzett ABTS mérésnél a trolox-ekvivalens (TEAC) értékek
erdsen fliggenek a kiindulasi szerves oldészer (THF vagy DMSO) mindségétol, annak ellenére,
hogy ezek a végsd oldatban nagyon kis mennyiségben (0,25-2%) vannak jelen. Mivel a vizes

kozeg a karotinoidszarmazékok Onszervezddését indukalja, a meghatarozott TEAC értékek
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nagy valdsziniiséggel nem az egyes molekuldkhoz, hanem azok aggregatumaihoz tartoznak

(3.45. abra).
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3.45. abra. Szukcinatok és melatonin-szarmazékok TEAC értékei ABTS " -gyokkel (p <
0.05).

A lutein, a kapszantin és a 8'-apo-p-karotinol Gsszes szarmazéka magasabb antioxidans
aktivitast mutatott, mint a megfeleld kiindulasi karotinoid. A Kkarotinoidok hidrofil
szdrmazékairdl, példaul a szukcindtokrol ismert, hogy altaldban magasabb antioxidans hatast
fejtenck ki vizes kozegben, mint hidrofob kiindulasi vegyiileteik.*® Erdekes modon
kisérleteinkben a lutein, kapszantin és a 8'-apo-f-karotinol még inkabb hidrofob melatonin-
konjugatumai is kiemelked6 TEAC értékeket adtak. Ezen melatonin konjugatumok
aggregatumainak hidrodinamikai atmérdje (153-155) mutatta a legkisebb valtozast a
koncentracio fliggvényében.

A FRAP modszer esetében az antioxidans acetat-pufferben a Fe**-t Fe?*-vé redukalja.!?®
Itt is a troloxhoz viszonyitottuk az aktivitast, mint az ABTS teszteknél. A melatonin rendkiviil
alacsony antioxidans kapacitdst mutatott (3.46. abra). A FRAP értékeket Osszehasonlitva, a
lutein és a kapszantin melatonin konjugatumainak értékei kiugroak voltak, feliilmtlva az 6sszes
tobbi karotinoidot. Ezekben az esetekben az antioxidans kapacitas novekedése a melatonin és
a karotinoid molekularészletek szinergizmusat mutatja. A tdbbi karotinoid melatonin-
szarmazekainak antioxidans aktivitasa inkabb csokkenést mutatott a nativ karotinoidokéhoz

képest.
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3.46. abra. Fe(ll1)-TPTZ hasznalataval mért FRAP értékek (p < 0.05).

A melatonin konjugatumok erdsen lipofilek, PAMPA méréseink szerint passziv médon
nem tudnak felszivodni a bélbdl és atjutni a vér-agy gaton. A vizes kdzegben torténd aggregaciod
azonban olyan nanorészecskék képzddését eredményezi, amelyeket egyes sejtek (pl.
makrofagok) fagocitdzissal felvesznek, igy elképzelhetd, hogy a melatoninszarmazékok mint
hibrid/bifunkciés molekulak in vivo fejthetik Ki teljes potencialjukat példaul az oxidativ stressz

elleni védelemben.

3.2.7. Karotinoid-kurkumin konjugatumok eldallitasa

A kurkumat évezredek ota terapias szerként hasznalja az emberiség. F6 szinanyagarol,
a kurkuminrol kimutattak, hogy szamos biologiai aktivitassal rendelkezik, példaul antioxidans,
kardio- és neuroprotektiv, antidiabetikus, antimikrobialis, malariaellenes, HIV-ellenes,
trombozis-szuppressziv, daganatellenes és kemopreventiv hatdsu. A kurkuminnak sokféle
molekularis célpontja van, amibol kovetkezik pleiotrop hatasa is,'?® egy kismolekula, amely
szamos biokémiai folyamatot befolyasolhat.!?” Erdekes megemliteni, hogy a melatonint és a
kurkumint egymadssal is 6sszekapcsoltak és neurodegenerativ betegségekben tanulmanyoztak a
termék hatasat.1?®

A karotinoidok és a kurkumin elényds tulajdonsagai alapjan feltételezhettiik, hogy a két
molekula &sszekapcsolaval erés antioxidans és/vagy egy eddig ismeretlen elényos
tulajdonsagokkal rendelkez6 molekula keletkezik. A két molekula kombinalasara két modszert
valasztottunk: apokarotinoid-hemikurkumin hibridek szintézisét aldol kondenzacios reakcioval

és észterezést karotinoid-szukcinatokkal 12
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crer

szintetizalhato. Hasonld reakciéban a ,hemikurkumin” (158, (E)-6-(4-hidroxi-3-metoxi-

fenil)hex-5-én-2,4-dion) nagy mennyiségben allithat6 el6 irodalmi eljaras segitségével .13
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CHO o o N
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3.47. abra. Kurkuminhibridek szintézise karotinoid-aldehidekbdl
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A hemikurkumin kondenzaltathaté karotinoid-aldehidekkel (3.47. abra). A karotinoid-
aldehidek nem tul gyakoriak a természetben, viszont a karotinoidok (akar ipari méretii)
totalszintézisének koztitermékei, ezért viszonylag kdnnyen hozzaférhetéek. A hemikurkumint
bor-komplex formaban aktivalva a lancvégi hidrogének elég savasak lesznek ahhoz, hogy
egyszerlien deprotonaljuk ket és lejatszodjon az aldol-addicio. A termékek mély lila szintiek,
mivel a konjugalt lanc hossza jelentésen megnétt a kapcsoldssal.

A karotinoidok ¢és a kurkumin lehetséges szinergizmusanak tesztelésére e kettd
konjugatumainak szintézisét is megvalositottuk: a mar szokasos Steglich-tipusu észterezéssel
kapcsoltunk karotinoid-szukcinatokat kurkuminhoz, utobbi minden reakcidban feleslegben volt
jelen (3.48. abra).

o 2 ekv. DMAP, 2 ekv. DIC Car
OH i !
Car—O)W 2 ekv. kurkumin _ oN
(o) CH2C|2, r.t. o)
mono- v. biszszukcinat mono- v. biszkurkumin észter
Karotinoid (Car-OH) Termék (Kit.)

165 monokurkumin (70%)

166 biszkurkumin (81%)

167 monokurkumin (69%)

168 biszkurkumin (45%)

169 biszkurkumin (73%)

lutein

3.48. abra. Kurkumin konjugatumok szintézise karotinoid mono- és biszszukcinatokbol.
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A reakciok jo kitermeléssel zajlottak, de a termékek altaldban hasonld Rs-értékkel
rendelkeztek, mint a kurkumin, ezért az elvalasztas csak preparativ vékonyrétegen volt
lehetséges. Az elméleti bélham- és vér-agy-gat penetraciés modellszamitasok — hasonloéan a
melatoninszarmazékokhoz — itt is azt josoltak, hogy a termékek passziv transzpottal nem tudnak
felszivodni, ezért kisérletes felszivodasi vizsgalatokat (PAMPA) ezekben az esetekben nem
végeztiink.

Minden eléallitott vegyiilet antioxidans hatdsat és aggregéacios hajlamat is
megvizsgaltuk. Mint korabban lathattuk, az aggregacios viselkedés befolyasolja az antioxidans
hatast, ezért az ABTS-TEAC méréseket kétféle kdzegben, etanolban és foszfat-pufferben is
elvégeztiik. Mig etanolban aggregacioval nem kell szamolnunk, foszfat-pufferben nagy méreti
(200-1000 nm-es) aggregatumok képzddnek. A 165-169 szukcinat-észterek és a nativ kurkumin
etanolban hasonldo TEAC-értékeket mutattak, fliggetleniil a kurkumin-egységek szamatol. Ezek
a konjugatumok a zeaxantin kivételével, valamint a hemikurkumin hibridek (159-164)
oldoszertdl fiiggetleniil hatékonyabb antioxidansnak bizonyultak, mint a kiindulasi
karotinoidok. A hemikurkumin hibridek esetében megallapitottuk, hogy oldoszert6l fiiggetleniil
a fenolos rész hozzajarulasa az antioxidans hatashoz sokkal jelent6sebb, mint a konjugalt

kettoskotések szama, az antioxidans hatds aranyos a hemikurkumin egységek szamaval.

3.2.8. Karotinoidok szupramolekularis szervezédésének és antioxidans hatasanak

komplex vizsgalata

Ahogyan korabban lathattuk, a karotinoidok, hasonléan egyéb lipofil molekulakhoz
hajlamosak aggregalodni vizes kozegben. Az aggregacid megvaltoztatja az egyes
karotinoidmolekulak fizikai ¢és kémiai tulajdonsagait, példaul a fényelnyelést, a
reakcidképességet, az effektiv méretet és az oldhatdésagot. A karotinoidok antioxidans
tulajdonsagainak becsléséhez igen gyakran hasznaljak az ABTS™ reagenssel méghatarozott
trolox-ekvivalens antioxidans kapacitast (TEAC), ahogy mi is tettiikk sok szarmazék esetén.
Mivel ez a reagens ionvegyiilet, tobbnyire vizes oldatokban alkalmazzak, amelyekhez szerves
oldoszerben adjdk hozzd a karotinoidokat. Az egyes karotinoidok oldhatosagatol fiiggden
kiilonféle szerves segédolddszereket haszndlnak, nincs egységes eljards a TEAC értékek
meghatarozasara, igy a kiilonboz6 irodalmi TEAC értékek Osszehasonlitdsa meglehetdsen
nehézkes. Szisztematikus vizsgalatot végeztiink nyolc természetes karotinoid TEAC mérésének
oldészerfiiggésével kapcsolatban, tanulmanyoztuk az aggregacid és a TEAC értékek

kapcsolatat, valamint a segédolddszer hatasat az aggregaciora (3.49. abra).'3!
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Az ABTS"-t etanolban, vizben és izotonias foszfatpufferben (PBS, pH = 7,4)
reagaltattuk a THF vagy DMSO segédolddszerben felvett karotinoidokkal. A reakcio-
elegyekben keletkezd karotinoid aggregatumokat UV-lathat6, ECD- és dinamikus fényszoras
fotometriaval, valamint pasztazo elektronmikroszkopiaval vizsgaltuk.

Etanolos kdzegben nem tapasztaltunk aggregaciot, a mért TEAC értékek a kiilonb6zo
segédoldoszerekben hasonldak voltak. Ezzel szemben vizes kozegben a karotinoidok
jellegzetes aggregacios viselkedést produkaltak, amely szignifikans hatassal volt az antioxidans

viselkedésre is (3.50. abra).

(@) THF torzsoldatbol (b) DMSO torzsoldatbdl
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3.49. abra. TEAC-értékek fiiggése a segédolddszertél. "Nem hatarozhatd meg.

Az UV-vis ¢s ECD spektrumaik alapjan a DMSO t6rzsoldatbdl szarmazé karotinoidok
jellemzden H-tipusu aggregatumokat eredményeztek, mig a THF torzsoldatbol kiindulva mind
H-, mind J-, ill. kevert tipusi aggregatumok is kimutathatok voltak. Az aggregatumok
hidrodinamikai atmérdjét vizsgalva (3.50. abra) a PBS-ben a képzddott részecskék mérete
legalabb kétszerese, egyes esetekben még nagyobb is volt, mint a vizben képzddotteke,
fliggetleniil a segédoldoszertdl. A karotinoidok altalaban kisebb méretli aggregatumokat és
magasabb TEAC-értékeket adtak a THF/PBS oldoszerekben, mint a DMSO/PBS-ben (3.49. és
3.50. abra). Az aggregacio tipusa (J/H) lathatdlag kevésbé volt hatdssal az antioxidans
viselkedésre, mint az aggregatumok mérete.

Erdekes modon a vizes rendszerekben kapott TEAC értékek a legtdbb vegyiilet esetén
magasabbak voltak, mint etanolban, kiilonésen a 3-hidroxi-pB-végcsoporttal rendelkezd
molekulak adtak kiugréoan magas TEAC értéket THF torzsoldatbol tiszta vizben. Ebben a
rendszerben viszonylag egységes, kis méretli (< 50 nm) aggregatumok keletkeztek. Bar az
aggregalodott karotinoidok nyilvanvaldan kevésbé hozzaférhetéek az ABTS szdmara, a

kisérleteink azt mutatjdk, hogy bizonyos mértékli aggregacio mégis eldsegitheti a reakciot.
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Ennek hatterében az allhat, hogy a kozeli karotinoidmolekulak k6zott hatékony elektronatadas
valosulhat meg, a Kar"/(Kar), rendszer oxidacids potencialja alacsony n értékeknél joval
magasabb lehet, mint a Kar™/Kar rendszeré. A 10-20 nm-es méretti, 5-7 molekulat tartalmazo

részecskék tlinnek optimalisnak a magas oxidacios potencial és a fokozott antioxidans aktivitas

szempontjabol.
(a) Vizben DMSO-bol (b) Vizben THF-bé!
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3.50. abra. Aggregatumok hidrodinamikai atméréjének meghatarozasa DLS-sel kiillonb6z6
koncentracioknal (a) DMSO térzsoldatbol vizben, (b) THF torzsoldatbol vizben, (¢) DMSO
torzsoldatbol PBS-ben, (d) THF torzsoldatbol PBS-ben. Szinek: p-karotin, ,

8’-apo-p-karotinal, lutein, zeaxantin, asztaxantin, cantaxantin,

A vizes kozegben mért TEAC értékek tehat nem az egyes molekulakat, hanem az
azokbol kialakuld kolloid rendszereket jellemzik, amelyek szerkezete (részecskemérete) erésen
fiigg az eldallitds modjatol. A kiilonbozé segédolddszerek még azonos fooldoszerekben is
befolyasoljak az aggregacid folyamatat.

Az ABTS-TEAC mérések egységesitése érdekében néhany ajanlast s
megfogalmaztunk a fentiek alapjan. Ha az egyedi molekulédk antioxidans viselkedésére

vagyunk kivancsiak, etanolban célszeri mérni, ekkor a segédoldoszer érdemben nem
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befolyasolja az eredményeket. Bar a DMSO/PBS rendszer tiinik leginkabb bioldgiailag
relevansnak, a karotinoidok egy részénél (altalaban a keto-szarmazékoknal) nem hasznalhatd
ez az oldoszerkombinacid, mert a PBS-es higitaskor kicsapodnak, vagy nem reprodkalhatod
eredményeket adnak. THF segédoldoszert hasznalva nincs ilyen probléma (THF/PBS rendszer)
¢és az aggregatumok mérete sok esetben hasonld, mint a DMSO/PBS rendszer esetén. Mivel a
valddi biologiai rendszerekben sok egyéb anyag jelenléte tovabbi hatassal lehet a karotinoidok
az in vivo antioxidans viselkedés jellemzésére. Mindazonaltal, kontrollalt mintakészitéssel az
ABTS-moddszer vizes kozegben alkalmas lehet karotinoid nanorészecskék antioxidans

tulajdonsagainak vizsgalatara.

3.2.9. Sejtvonalakon végzett in vitro antioxidans vizsgalatok

A Kkarotinoidok gyokfogd hatasa jol vizsgalhatd a RAW264.7 egér makrofag
sejtvonalon, amely gyors proliferacidja és konnyl kezelhetésége miatt nagyon népszeri, és
gyakran hasznaljak gyulladasos modellként. A reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) termelése a
gyulladasos makrofagok indukcidjanak egyik legfontosabb jele, ezért a ROS szintjét bakterialis
lipopoliszacharid (LPS)-indukalt és karotinoiddal kezelt makrofag sejtekben mértiik. Bar egy-
egy karotinoid ROS gatlasat korabban is leirtak, akarcsak az ABTS-TEAC esetében, ebben
sincs egységes protokoll, ezért 6sszehasonlito vizsgalatot végeztiink a természetes karotinoidok
valamint a szintetikus szarmazékok hatasairol.

A kezelés soran egyik szarmazék sem fejtett ki citotoxikus hatast a sejtekre. Valamennyi
felhasznalt karotinoid igéretes ROS-szint csokkenést mutatott, de a ROS-koncentracio
csokkenése erdsen fiiggott a karotinoid koncentraciojatol. A karotinoidokat 10 puM
koncentracidban Osszehasonlitva az asztaxantin csokkentette a leghatékonyabban a ROS
szintet, koriilbeliil 30 %-kal. A zeaxantinnal, kapszantinnal, illetve 8’-apo-B-karotinnal kezelt,
LPS-aktivalt makrofag sejtekben koriilbeliil 20 %-0s ROS-koncentracié csokkenést figyeltiink
meg, mig a lutein és a P-kriptoxantin csak koriilbeliil 10 %-os csokkenést mutatott. A
szukcinatok koziil 10 uM koncentracidban a kapszantin-biszszukcinat kiemelkedd, 37 %-0s
ROS-szint csokkenést mutatott, mig az asztaxantin-biszszukcinat csak a masodik legjobb
gyokfogo volt 30 % koriili ROS-cs6kkenéssel. A zeaxantin-biszszukcinat és a B-kriptoxantin-
szukcinat koriilbeliil azonos, 20 %-os csokkenést eredményezett, mig a 8’-apo-f-karotin-

szukcinat €és a lutein-biszszukcinat bizonyult a leggyengébb gyokfogonak az LPS-sel kezelt
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makrofagsejtekben. A szukcinilezés a vartnak megfeleléen szignifikansan novelte a gydkfogo
képességet, leginkabb a kapszantin-biszszukcinat esetében.

A karotinoidok gyulladascsokkentd hatasat tovabb vizsgaltuk az NF-xB gatlas és a
gyulladasos citokinek csokkentése tekintetében. Ezekhez a kisérletekhez a luteint, a lutein-
biszszukcinatot, a kapszantint és a kapszantin-biszszukcinatot valasztottunk, mint legjobb
ROS-inaktivatorokat. Azonban eddigi eredményeink alapjan egyik alkalmazott karotinoid sem
tudta géatolni az NF-«B aktivaciot és csokkenteni a gyulladdsos citokinek mennyiségét a
makrofagok aktivalasakor. Ez az eredmény azt sugallja, hogy a karotinoidok elsésorban mint

primer gyokfogok toltenek be hatékony véddfunciot.
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4. Osszefoglalas és az eredmények hasznositisa

A dolgozatomban az elmlt 20 évben a PTE AOK Karotinoidkémiai Kutatocsoportban
végzett projektekrdl adtam szamot. A nagy hagyomanyokkal rendelkezd csoport 0j lendiiletet
kapott, amikor néhany fiatal kutato csatlakozott hozza 2005 koriil. A hagyomanyos, elsésorban
izolalassal kapcsolatos munkat tobben elsajatitottuk és tovabb is fejlesztettiik, valamint a sajat
eloképzettségiinknek megfelelden a szerves szintézist is eldtérbe helyeztiik és eleinte kevesebb,
késdbb tobb sikerrel alkalmaztuk karotinoidszarmazékok eléallitasara.

A karotinoidokkal kapcsolatos szertedgazd vizsgalodasaink soran az alabbi

eredményeket értiik el:

1. Meghataroztuk a mamey (Poutiera sapote) karotinoid-osszetételét, a HPLC-n megkiilonboz-
tetheté csaknem 50 komponens nagy részét azonositottuk. A cstcsok tobbsége kappa

végcsoporttal rendelkezd karotinoidokhoz tartozott.

2. A rendkivill Osszetett mamey extraktumot tobblépéses kromatografiaval alkotérészeire
bontottunk, szamos addig ismeretlen, dezoxi-kappa végcsoportot tartalmazd karotinoidot
(szapotexantin, dezoxi-kapszorubin, didezoxi-kapszorubin, 3’-dezoXi-kapszantin) izolaltunk,

illetve azok epoxidjait, cisz-izomereit irtuk le és jellemeztiik spektroszkopiai modszerekkel.

3. A mamey Kkarotinoid-osszetétele és az eléforduld karotinoidok koncentracidja alapjan
kiegészitettiik a karotinoidok bioszintetikus sémajat és elhelyeztiik abban az Gjonnan felfedezett

dezoxi k-karotinoidokat.

4. Magas kapszorubintartalmu tropusi novényeket talaltunk, amelyek koziil a Carludovica
palmata-nak és a Zamia dressleri-nek a karotinoid-osszetételét is meghataroztuk. Ez utobbi
zamia faj levelei barnan bujnak eld €s csak tobb honap alatt valnak zdlddé. Ezt az érdekes

jelenséget is leirtuk és megmagyaraztuk.

5. Vizsgaltuk kiilonbo6z6 citrusfélék — kiilondsen a kumquat — héjanak és hiisanak karotinoid-
Osszetételét, ami élelmiszeripari szempontbdl is fontosnak bizonyult €s a hivatkozasok szerint

egy referenciamunkanak tekinthetd ezen a teriileten.

6. Az epoxi-karotinoidok elvalaszasara a kereskedelmi forgalomban 1évonél olcsobb, enyhén
lugos szilikagélt fejlesztettiink ki (Silica-9), amit azota is hasznalunk nagyobb mennyiségii

karotinoid-extraktumok tisztitasara.
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7. Szentesi sarga paradicsompaprikabol sikeriilt izolalnunk nagyobb mennyiségii (1-2 mg)
latoxantint, amely egy 3,5,6-trihidroxi-B-végcsoporttal is rendelkezé epoxi-karotinoid. Mas
trihidroxi-karotinoidokkal ~is  Osszehasonlitva meghataroztuk a  hidroxilcsoportok

konfiguraciojat €s magyarazatot adtunk ezen vegyiiletek természetes keletkezésére.

8. Meghataroztuk szamos gyogynovény teljes karotinoid-osszetételét. Ezek koziil a Telekia
speciosa kiilonosen érdekes volt, mert sok B-karotin-5,6-epoxidot és B-karotin-5,6,5,6'-
diepoxidot talaltunk benne, ami nagyon ritkdn fordul elé novényekben, altalaban

tovabbalakulnak.

9. A lutein a szem ¢és az agy egészséges milkodéséhez elengedhetetlen karotinoid.
Megvizsgaltuk 20 novény viraganak luteintartalmat. Ezek a viragok kiilondsen sok (92)-, (9'Z)-
¢és (132)-, (13'2)-lutein izomert tartalmaztak, néha szokatlan karotinoid-osszetétel mellett. A
cisz-izomerek altalaban jobban felszivodnak és antioxidans hatasuk is nagyobb lehet. A
Calendula officinalis-ban viszonylag sok 5,8-epoxi-karotinoidot talaltunk, amelyek

crer

irodalomban, igy ezt is javitottuk.

10. Vizsgaltuk a lutein, a 3’-epilutein és az oxolutein véddhatasat idegsejtekre a glutamat éltal
kivéltott oxidativ stresszben €s hatisukat a sejtek vas anyagcseréjére és a lipidperoxidaciora.

Mindegyik karotinoid kimutathato védéhatast mutatott, kiilondsen a 3’-epilutein.

11. Magyarorszagon is honos, kiilonb6zd taxonomiaju algafajok karotinoid-Osszetételét
vizsgaltuk. A Dunaliella salina, az Euglena sanguinea és a Nostoc sp. is nagy mennyiségii
karotinoidot tartalmazott, de nagyon kiilonbozdéeket: a Dunaliellaban lutein, az Euglendban a

ritka diatoxantin, a Nostoc-ban az echinenon volt a 6 karotinoid.

12. Egy tovabbi cianobaktérium, a Cylindrospermopsis raciborskii karotinoid-osszetételét is
megvizsgaltuk. Izolalast és szarmazékképzést kdvetden spektroszkopiai vizsgalatok alapjan
megallapitottuk, hogy a 2-hidroxi-(3R,2’S)-mixol-2’-a-L-fukozid a 6 Osszetevd, amelyet
korabban csak nagyon minor komponensként izolaltak egy termofil cianobaktériumbol.

13. Az antioxidans hatas ndvelésének céljabol karotinoid-dimer és trimer észtereket allitottunk
elé két- és haromértékii aromas ¢és alifas savakbol hidroxi-karotinoidok acilezésével. Két- és

haromértékii aromés alkoholokkal is sikeriilt karotinoid-észtereket képezni, ehhez karotinoid-

szukcinatokat hasznaltunk fel.

14. Elsoként kapcsoltunk kovalensen polietilén-glikolokat karotinoidokhoz. A karotinoid-

szukcinatok PEG-¢szterei sokkal jobban oldddtak vizben, mint a szukcinatok, a vizoldhatdsag
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a PEG-tartalommal nétt, am csak a két hosszabb PEG-lancot tartalmazé mPEGS550
szarmazékok mutattak valodi vizoldhatésadgot. Szerkezetileg legérdekesebbek azok a
“szélkerék”-trimerek, melyek a kordbban eldallitott karotinoid-trimerekre hasonlitanak, de egy

TEG v. OEG 0sszekot6 elem is talalhato bennik.

15. El6szor végeztiink azid-alkin klikk-reakciok karotinoidokkal. A fenti PEG-szarmazékhoz
hasonl6 triazolokat allitottunk elé PEG-azidbol és karotinoid-pentinoatokbol a kiindulasi
anyagok ¢és a reakciokoriilmények optimalasa utdn kozepes kitermeléssel. A karotinoid-

pentinoatokat a tovabbiakban is hasznaltuk klikk-reakciokban.

16. Hidrolitikusan stabil karotinoid-cisztein tioéter konjugatumot allitottunk el6 Ggy, hogy izo-
zeaxantinbol trifluor-ecetsavval dikationt képeztiink és azt N-acetil-ciszteinnel reagaltattuk,
ami elsésorban a nukleofilebb tiol-csoportjaval reagalt. Az igy kapott aminosav adduktum
emberi m4jsejttenyészten hidrogén-peroxiddal kivaltott oxidativ stresszben enyhe véddhatést

mutatott.

17. A karotinoidok savak hatdsara torténd jellegzetes kationképzését kihasznalva
tioglikozidokat allitottunk el izo-zeaxantinbdl és B-karotinbol kiindulva. Bar a véddcsoportok
eltavolitasa tobb modszerrel sem sikeriilt, a kidolgozott modszerrel megvaldsitottuk a
termoxantin-mimetikumok szintézisének kulcslépését, és nagyon hatékonyan, egy 1épésben

tudtuk a kdnnyen hozzaférheto kiindulési karotinoidokat glikozidda alakitani.

18. Karotinoid-glikozidok eldallitasara az irodalomban csak a kevéssé hatékony klasszikus
Konigs-Knorr reakcio volt ismert, ezért modernebbnek tekintheté mddszerek alkalmazasat is
megvizsgaltuk. Triklor-acetimidat donorral megfelelé katalizator hasznalataval azokat a
hidroxi-karotinoidokat  sikeriilt glikozilezni, amelyek nem allil- vagy homoallil
hidroxilcsoportot tartalmaztak, azok ugyanis a savkatalizator hatdsara bomlottak. Erdekes
modon a Ferrier-reakci6 klasszikus koriilményei k6zott (bor-trifluorid-éterattal) sikertilt bisz-
dezoxi-glikozidokat el6allitani kapszantinbdl és zeaxantinbol triacetil-glikallal. A

véddesoportok eltavolitasa itt sem jart sikerrel.

19. Mivel cukrokbdl rutinszerien készithetd glikozil-azid, kézenfekvd volt ezeket a mar
eléallitott karotinoid-pentinoatokkal reagéltatni klikk-reakcioban. Ebben az esetben az
egyszeri réz(I)-sok nem miikodtek, viszont bisz-trifenilfoszfano-réz(l)-butirat komplexszel
nagyon j6 kitermeléssel jatszodtak le a reakciok még védetlen cukrokkal is, igy akar egy
Iépésben is hidrofil karotinoid-monoszacharid konjugatumokat kaphattunk. A védetlen L-

aszkorbinsav 6-azidjat is eldallitottuk és reagaltattuk pentinoatokkal.
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20. Karotinoid-flavonoid konjugatumokat allitottunk el6 ugy, hogy a daizeint és a krizint egy
Osszekotd elemmel azido-csoporttal lattuk el és ezeket kapcsoltuk karotinoid-pentinoatokhoz.
Tanulmanyoztuk a termékek antioxidans hatdsat és az ezzel Osszefliggd aggregécios
viselkedésiiket. A zeaxantin és kapszantin konjugatumoknal nétt szignifikansan az antioxidans
hatas, de mig a zeaxantin szarmazékok kiilonb6zo aggregatumokat képeztek, a kapszantinnal

nem volt ilyen megfigyelhetd.

21. Teikoplaninbol, annak pszeudoaglikonjabol és a rokon risztocetin-aglikonbdl Gj lipofil
apokarotinoid-glikopeptid konjugatumokat készitettiink. A virusellenes hatast SARS-CoV-2
ellen teszteltiik Vero E6 sejtekben sejtéletképességi vizsgalattal, és virus-RNS kvantitativ PCR-
ral megerdsitve a virusreprodukcio elleni mikromolaris gatlo hatasukat. Erdekes modon a
kiindulasi apokarotinoidok koziil a bixin ¢és a 8'-B-apo-karotinsav Onmagéaban is
figyelemremélto SARS-CoV-2 elleni aktivitast fejtett ki. A glikopeptid konjugatumok gatoltak
az Osszes vizsgalt virus protedzt, mig az apokarotinoidok foként katepszin B és L affinitassal

rendelkeztek.

22. Az oOnmagaban is pleiotrop hatasi melatonin amidszarmazékaval karotinoid-
konjugatumokat allitottunk eld a szinergikus hatds reményében. Két modszerrel mértiink
antioxidans hatast (ABTS és FRAP): a lutein és a kapszantin-szukcinatjai, valamint melatonin-
konjugatumai is joval magasabb értéket mutattak, mint a kiinduldsi anyagok, a tobbi
vizes oldatban. A melatoninszarmazékok altalaban 10-200 nm kozotti aggregatumokbol allo
stabil kolloidokat képeznek.

23. A melatoninhoz hasonléan a kurkuminbdl is készitettilk konjugatumokat karotinoid-
szukcinatok felhasznalasaval. Kurkumin-karotinoid hibrideket is eléallitottunk apokarotinoid-
aldehidek és hemikurkumin aldol kondenzacidjaval. Ezen vegyiiletek egyik oldala
kurkuminszer(i, mig a masik karotinoid, igy igen hosszi konjugélt kettdskotés rendszerrel
rendelkeznek. Minden eléallitott vegyiilet antioxidans hatasat és aggregacios hajlamat is

megvizsgaltuk.

24. Mivel a karotinoidok ABTS mérésére az irodalomban nem talalhato sztenderd protokoll, és
a korabbi tapasztalataink alapjan sokszor torténik aggregacid karotinoidszarmazékok vizes
oldataban, szisztematikus vizsgalatot végeztiink 8 karotinoid TEAC mérésének oldoszer- és
koncentraciofiiggésére, megvizsgaltuk az aggregacio és a TEAC értékek kapcsolatat is. A
keletkez6 aggregatumok méretét nagyban befolyéasolja az alkalmazott oldoszerek mindsége és
a kiindulasi karotinoidkoncentracio. Méréseink alapjan bizonyos méretli (néhany molekulat
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tartalmazo) aggregatumok képzddése jelentdsen megndveli az antioxidans kapacitast, mig

annal nagyobbak esetében az értékek elvart csokkenése tapasztalhato.

25. A reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) termelése a gyulladasos makrofagok indukcidjanak
egyik legfontosabb jele, ezért a ROS szintjét LPS-indukalt és karotinoiddal kezelt makrofag
sejtekben mértiik. Bar tobb karotinoid ROS gatlasat is mérték korabban, a miénkhez hasonlito
Osszehasonlito vizsgalatot nem végeztek, illetve mi a karotinoid-szukcinatokat is bevontuk a

vizsgalatba. A lutein, a kapszantin és szukcinatjaik mutattak a legjobb védohatast.

26. A karotinoidok, ill. a karotinoid-szukcinatok vizoldhatosaga altalaban nem megfel6 orvosi
alkalmazasokhoz, viszont ciklodextrinbe (RAMEB) zarva mar in vivo is alkalmazhatonak tlinik
szemcseppként. Ezzel kapcsolatos — ex vivo felszivodasi — vizsgalatokat végeztiink a

Semmelweis Egyetemmel kooperacioban lutein- és zeaxanthin-biszszukcinattal.

Kutatasunk alapkutatas, igy az eredmények kozvetleniil nem hasznosithatok a legtobb
esetben. Az izolalt vegyiiletek vagy az altalunk hasznalt reakciok eredményeként kapott hidrofil
szarmazékok és mas konjugatumok tovabbi fejlesztés, formulalas utan alkalmasak lehetnek
¢lelmiszeripari (szinezék vagy biofortifikacio) vagy gyogyaszati felhasznalasra is, mint azt a
fenti szemcseppes példa is mutatja. A konjugatumok koziil egyes cukorszarmazékok a
természetben is eléfordulnak, de természetes forrasbol vald izolalasuk nem gazdasagos, igy a
szintetikus eldallitas teszi lehetdvé a tovabbi bioldgiai vizsgakatokat. Az altalunk kutatott (és
részben felfedezett) kappa-végcsoportot tartalmazo karotinoidok élettani hatasait eddig kevésbé
vizsgaltak, sok hatasuk erételjesebb lehet, mint a B-végcsoportot tartalmazo karotinoidokeé, igy
ezen a teriileten még elég nagy a potencial. Miutan felfedeztiik, hogy a vadon él6 mamey
nagyon jo A-provitamin forras, a jovOben e gyiimélcs fogyasztasa fontos lehet a jellemzden A-
vitamin hidnyos kozép-amerikai népességnél.

Kiilondsen érdekes megfigyelésiink, hogy a karotinoidok kis mértékii aggregacioja igen
jelentésen megndveli az egyelektron-dtmenetes mechanizmus szerinti antioxidans kapacitast.
Ezt a jelenséget az alkalmazott anyagtudoményi kutatasokban tovabb hasznosithatjak, és akar
a mesterséges fotoszintézisben, vagy egyéb nanotechnoldgiai alkalmazéisokban
felhasznalhatjak.

Bér sejttenyészet szinten mar mi is végeztlink vagy végeztettiink bioldgiai vizsgalatokat

sok 1j szarmazékkal, itt még tavol vagyunk a konkrét alkalmazasoktol.
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