RESZLETES SZAKMAI ZAROJELENTES

Munkank soran a korabbi évekhez hasonldan a karotinoid kutatas két f6 iranyat muveltik:
a) természetes ndvenyi forrasokbdl (j szerkezetii karotinoidokat izolaltunk
b) a természetben eléforduld karotinoidok mesterséges atalakitasaival foglalkoztunk.
Kooperécidban vizsgaltuk a természetes és a felszintetikus vegyuletek bioldgiai hatésat is.

1zolalés, szerkezetazonositas

Folytatva a Kkorabbi, «-végcsoportot tartalmazo karotinoidokkal kapcsolatos
kutatdsainkat, Prof. Dr. Enrique Murillo panamai kutatocsoportjaval kozosen elvégeztiik tébb
kdzép-amerikai novény termésének (mamey (Pouteria sapota), jipi-japa (Carludovica
palmata), maracuja chino (Cionosicyos macranthus)) karotinoid analizisét. Az HPLC
analizisek alapjan mindegyik novényi forras tartalmazott kisebb-nagyobb mértékben és
mennyiségben «-végcsoportd karotinoidokat (kapszantin, kapszorubin, kriptokapszin).
Legigéretesebbnek a kozel 50 komponenst tartalmaz6 mamey extraktum tint [1,3], melyben
szamos, kordbban nem izolalt Kkarotinoidot talaltunk. Igy el8szér mamey extraktumbol
szapotexantint  [4], kriptokapszin-5,6-epoxidot,  3'-dezoxikapszantin-5,6-epoxidot  és
kriptokapszin-5,8-epoxidok keverékét [5,6] izolaltuk kristalyos allapotban. Szerkezetiiket UV-
VIS, NMR és CD spektroszkdpiaval, valamint témegspektrometriaval hataroztuk meg.
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1. &bra. Mameybdl izolalt karotinoidok

A kriptokapszin-5,6-epoxid teljes szerkezetazonositasahoz kriptokapszin epoxidalasaval
eléallitottuk a félszintetikus kriptokapszin-5,6-epoxidokat is. A keletkezett sziin- és anti-
sztereoizomereket Kiralis all6fazison HPLC-CD technikéval valasztottuk szét és azonositottuk.
A félszintetikus kriptokapszin-epoxid savas kezelésével négy kriptokapszin-5,8-epoxid
keverékét kaptuk, melyeket ugyancsak kiralis alléfazison HPLC-CD technikaval valasztottunk
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szét és azonositottunk [6]. Mamey extraktumbdl tovabbi harom olyan karotinoidot, 3’-
dezoxikapszorubint, 3,3’-didezoxikapszorubint [7,8] és 3’-dezoxikapszantint [9] izolaltunk,
melyek kappa végcsoportja nem tartalmaz hidroxilcsoportot. Szerkezetilket UV-VIS, NMR és
CD spektroszkopiaval, ill. tomegspektrometriaval hataroztuk meg.

OH

';,,.--\\\\\\\\\'—::':
E)O\)\/\/‘\/\/\’/\/Y\AO

(5S,6R)-Kriptokapszin-5,6-epoxid
OH

3’-Dezoxikapszorubin

~N= N A V2 A A N L= @
NO H © < Ov\/‘\/\/‘\/\w =

(5S,8R)-Kriptokapszin-5,8-epoxid :

3,3’-Didezoxikapszorubin

N P NN
(6]
HO

(5S,85)-Kriptokapszin-5,8-epoxid 3’-Dezoxikapszantin

2. abra. Félszintetikus epoxidok és a mameybdl izolalt tovabbi vegyiiletek

A tovabbiakban a kappa-vegcsoportu karotinoidok prekurzorjainak eléfordulasat
vizsgaltuk a mameyben. Igy B-karotin-5,6- és 5,8-epoxidokat [10,11], B-kriptoxantin-5,6-
epoxidot és B-kriptoxantin-5°,6’-epoxidot [9], B-kriptoxantin-5,6,5",6’-diepoxidot valamint -
kriptoxantin-5,8-epoxidot és -5°,8°,5,6- ill. 5,8,5’8’-diepoxidokat izolaltunk. A vegyiletek
szerkezetét UV-VIS, H-NMR és CD-spektroszképiaval, valamint tomegspektrometriaval
azonositottuk. A szerkezetazonositas megkonnyitésére eldallitottuk a félszintetikus szin- és
anti-p-karotin-5,6-epoxidot és a beldliik sav hatasara keletkez6 5,8-epoxidokat melyeket kiralis
HPLC oszlopon valasztottunk szét és HPLC-CD mddszerrel azonositottunk. Az (5R,6S)-p-
karotin-5,6-epoxidot kimutattuk mas névényi forrasbol is (édesburgonya, Nostoc sp. alga) [12,
13].
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3. abra. Mameybdl izolalt bioszintetikus prekurzorok

Ugyancsak eléallitottuk B-kriptoxantin epoxidalasaval az anti-sziin-p-kriptoxantin-5°,6’-
epoxid part, valamint az anti,anti-anti,sziin- és a sziin,sziin-szln,anti-B-kriptoxantin-5,6,5",6’-
diepoxid parokat, melyeket szintén kiralis oszlopon valasztottunk el és HPLC-CD médszerrel
azonositottunk [11]. Ezekkel a vizsgalatokkal korrigéalni tudtuk egy kozel 20 éve elvégzett
munkankat (Molnar, P., Deli, J., Matus, Z., Toth, G., Steck, A., Pfander, H.: Helv. Chim. Acta
80, 221-229 (1997)), melynek soran még ezeket a sztereoizomereket nem tudtuk szétvalasztani.
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4. abra. B-kriptoxantin epoxidalasaval nyert epoxidok

Az analizis adatok igazoltak, hogy a termeszetben mindig az (5R,6S)-konfiguracioju 5,6-
epoxidok fordulnak el6, és az el6z6ekben emlitett vegyiiletek lehetnek az izolalt k-végcsoportot
tartalmazo karotinoidok prekurzorai, amint az alabbi bioszintetikus abra is mutatja:
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5. dbra. Karotinoidok bioszintézise

A mamey extraktumbdl tobb, mar ismert karotinoid (kapszantin-5,6-epoxid, kapszantin,
neoxantin, violaxantin, lutein, stb) mellett kapszoneoxantint is sikeriilt izolalnunk, melyet
kordbban eddig csak igen kis mennyiségben az Asparagus falcatus bogyodjaban sikerilt
kimutatni (Deli, J., Molnar P., Osz E., Toth, G.: Tetrahedron Lett. 41, 8153-8155 (2000)), és a
neoxantinhoz hasonléan allén végcsoportot tartalmaz. A vegyilet teljes szerkezetazonositasa
(*H- és 1*C-NMR, CD) folyamatban van.
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6. abra. Kapszoneoxantin

5,6-Epoxi-karotinoidok reakcidja tomény savakkal

A karotinoid-5,6-epoxidok er6s savakkal valé reakcidjanak tanulmanyozasa soran
elvégeztik B-karotin 5,6-epoxid, B-karotin-5,6,5",6’-diepoxid, violaxantin, anteraxantin savval
torténd reakciojat. Vizes cc. sdsav, cc. ecetsav és cc. triklor-ecetsav alkalmazésa esetén a HPLC
vizsgalatok alapjan sok komponensii elegyet kaptunk, az UV-VIS spektrumok alapjan azonban



a vart hemiketdlok nem keletkeztek. Etanolba vezetett HCl gazt alkalmazva, jelentésebb
mennyiségli hemiketalt kaptunk, azonban a reakcidelegy oszlopkromatografaldsa soran a
hemiket&l minden esetben elbomlott, igy nem tudtuk a remélt szerkezetazonositast elvégezni.

Karotinoidok reakcioja peroxi-nitrittel
Bar az irodalomban leirtak, tobbszori kisérlet eredményeként sem sikerilt reprodukalhatd
modon peroxi-nitritet keszitentnk, igy a karotinoidok peroxi-nitrittel valo reakcidjanak

tanulmanyozasarol egyenldre lemondtunk.

Vizoldhaté karotinoid-cisztein konjugatum készitése

Izo-zeaxantint savval kezelve kationos intermedierek keletkeznek, amelyek L-ciszteinnel
val6 reakcidit vizsgaltuk. A cisztein mindharom funkcids csoportja nukleofilként viselkedhet a
karotin-kationnal szemben, azonban az amino-csoport bazikus jellege utat nyit nem kivant
mellékreakcioknak is (deprotonalddas, Gjabb kettéskotések keletkezése). Emiatt az amino-
csoport védése szikséges. N-acetil-ciszteinnel a reakcido egy f6 termék képzOdését
eredményezi, melyben a cisztein a kénatomon keresztil 4-es helyzetben kapcsolodik a
karotinhoz. A védGcsoport eltavolitasa (metanolban ekvivalens mennyiségii natrium-metilattal)
vizben j6l oldhatd karotin-aminosav szarmazékot eredményez. A kapott vegylletek
védbhatasat human majsejteken, hidrogén-peroxiddal indukalt oxidativ stresszben vizsgaltuk
meg. Az eldzetes vizsgalatok alapjan az eldallitott vegyiiletek a modellben csekély védOhatast
mutattak, viszont egyaltalan nem toxikusak [14,15].
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7. &bra. Karotinoid-cisztein konjugatum szintézise



Karotinoid-glikozidok szintézise

A zsirsavakkal észteresitett cukorszarmazékokkal eléallitandd termoxantin analogonok
szintézisérol egyeldre letettiink, az aldbbiakban részletezett igéretesebb glikozilezési és
kapcsolasi reakciok megvalositasara koncentraltunk.

Karotinoid-glikozidokat allitottunk el6é kétféle glikozilezési maodszerrel: triklor-
acetimidat (8. abra) ill. triacetil-glikal donorokkal (9. &bra). A reakciokorulmények és
elsésorban a katalizatorok (Bronsted- €s Lewis-savak) hangolasaval probaltunk megfeleld
kitermelést elérni, ez elsésorban a két nem konjugalt hidroxilcsoportot tartalmazo6 zeaxantinnal
¢s kapszantinnal sikeriilt, allil helyzetli hidroxilcsoportok (lutein, izozeaxantin, 8'-B-
apokarotenol) esetén féleg bomlast tapasztaltunk. A triklor-acetimidat donorral végzett
reakciénal a p-toluol-szulfonsav, a Ferrier-reakcidban pedig a "klasszikus" bor-trifluorid-éterat
katalizator bizonyult a legjobbnak. Elsoként allitottuk elé kapszantin-glikozidokat ezzel a
modszerrel, ezek a természetben sem ismertek. Kisérleteket végeztiink a termékek
dezacetilezésére is, elsésorban Zemplén-modszerrel, de a kitermelések szerények egyeldre, igy
méas modszereket kell keresniink a tovabbiakban, hogy j6 hozammal megkaphassuk a
biologiailag is érdekes védetlen szarmazékokat [16,17].
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8. abra. Karotinoid-alkohol kdzvrtlen glikozilezése triklor-acetimidat donorral
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A Karotinoid-glikozidok egyik kedvezd tulajdonsdga lehet a megnOvekedett
vizoldhat6sag, ill. hidrofilicitdés [18-20], ami javithatja farmakologiai tulajdonséagaikat.
Kordbban polietilén-glikolok (PEG) kovalens kapcsolasaval allitottunk elé vizoldhatd
karotinoid szarmazékokat [20], melyek részletes biokémiai vizsgalatat jelenleg vegezzik.

Az elmult években megvizsgaltuk Ujabb tipusu kapcsolasi mddszerek alkalmazhatdsagat
karotinoidszarmazékok korében. JO kitermeléssel, jol kristdlyosodd karotinoid-pentionatokat
allitottunk el6 tobbféle hidroxi-karotinoidbol és azid-alkin click-reakcioval PEG-azid
szdrmazékokhoz kapcsoltunk sikeresen és a korabbiakban mar eldallitott hidrofil szairmazékok
[21] analogonjait kaptuk. Ezek a reakciok bizonyitottak, hogy az alkin-azid click-reakcioban a

megfeleld katalizatorral karotinoidok is reagalhatnak megfelelé hozammal [21-23].
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10. dbra. Azid-alkin click-reakcié karotinoid-alkoholokkal

Ugy tiinik a click-reakcié jol hasznilhaté karotinoid konjugitumok eléallitasara a
megfeleld koriilmények megtalalasa utan, ezért tervezziik a pentinoatok glikozil-azidokhoz, 6-
azido-6-dezoxi-aszkorbinsavhoz és mas biomolekulakhoz torténd kapcsolasat is. Az eddig

elvégzett elokisérletek biztatdak, igy ez egy érdekes kutatési irany lehet a jovében.

Karotinoid-flavonoid-konjugatumok eldallitasara tett kisérletek

A tervezett, karotinoidot és flavonoid egységeket tartalmaz6 molekuldk eldéllitasa soran fontos
szempont volt, hogy az érzékeny karotinoidot tartalmazd épitéelem minél kevesebb
reakcidlépésben vegyen részt, csokkentve a nemkivanatos mellékreakciok lehetoségét. A
kutatécsoportunkban karotinoidokra kifejlesztett alkin-azid click-reakcion alapuld hatékony és
kiméld kapcsolasi modszer alkalmazasahoz célszerlibb a karotinoidon az alkin funkcids csoport
Iétesitése, ezt a hidroxi-karotinoidok 4-pentinsavval, Steglich modszere szerinti észteresitésével
értik el (11. abra).
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11. &bra. Karotinoid funkcionalizalasa. a) 4-pentinsav, DCC, DMAP, CH,Cl..

A 11. dbran a 8’-apokarotenol reakcidjat tiintettik fel, hasonldo modon készitett egyéb karotin-
észterekkel (B-Kriptoxantin-pentinoat, zeaxantin-dipentinoat) tervezziik a reakcio végrehajtasat.

A flavonoid-épit6kére a megfeleld spaceren talalhato azid-funkcio felvitele a termeszetes
eredetli, antioxidans hatasu flavonoidok (18: kvercetin, 23: krizin, 28: daidzein) esetén
véddcsoportok alkalmazasat tette sziikségessé. A spacer-azid (6-azido-1-hexanol, 12. a. bra,
17) molekularész eldallitasat a bifunkcionalis 1,6-hexandiol monotozilezésével (a), majd a
tozilcsoport azid-funkciora valo cseréjével (b) végeztik.
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12. a. 4bra. Spacer eléallitasa. a) p-tozil-klorid, piridin, RT. b) NaNs;, DMF, RT.

A Kkiindulasi, a természetben is megtalalhaté flavonoidok kozil a kvercetin (18)
kereskedelmi forgalomban kaphatd. A krizint (23) (Panda A. K. et al, IJRAP, 2010, 1 (1), 225-
233), illetve daidzeint (28) (J. Chem. Soc. Perkin, 1991, 3005-3008) irodalombdl ismert ismert
modszerrel allitottuk eld. A szintézis tovabbi 1épései megegyeztek a harom anyagnal, azaz a
piridinben végzett peracetilezést (c) kovetdéen diklormetanban, imidazol reagenssel a
flavonoidok karbonil-csoportjahoz képest para helyzeti hidroxilcsoport regioszelektiven
dezacetilezhet6 volt (d). Ezen fenolos hidroxilcsoport Mitsunobu szerint (e) trifenil-foszfin és
diizopropil-acetilén-dikarboxilat felhasznalasaval a preformalt azid-linker az alkoholos
hidroxil-csoportjaval éteresithetd volt (e). (A 12. b. abran a szaggatott nyilak a tervezett
reakciolépéseket jelzik). Az intermedierek acetil védGcsoportjait Zemplén szerinti
dezacetilezéssel (f) eltavolitva kapjuk a click-reakciohoz kozvetlendl hasznalhato flavonoid-
azidokat (22, 27, 32).
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12. b. &bra. Természetes flavonoidokbol késziilt azidok szintézise: c) ecetsavanhidrid, piridin, RT, 16
h. d) imidazol (2 ekv.), CH.Cl,. €) 17, DIAD, PPhs, THF. f) MeOH,MeONa.

A Iépések ismét nagyon hasonldak a kromanon- és a tetralon-szarmazékok esetében (13.
abra): el6szor a fenolos OH alkilezését végeztiik 1,6-dibromhexannal (a), melynek nagy
feleslege biztositotta a tulnyomdrészt monoszubsztitudlt termék keletkezését. Mind
benzaldehiddel, mind a 4-hidroxi-benzaldehid védett formajaval llgos kdzegben végzett
kondenzacio (b, d) alakitotta ki a benziliden-molekularészt. A tetrahidropiranil-védett
szarmazékoknal ezutan Kkertlt sor a védbcsoport eltavolitasara (e), a gyiris acetal
saverzékenységet kihasznalva, ecetsav segitségével. A szekvencia utolso lépése a brom-azid
csere (c) volt.
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13. &bra. A szintetikus flavonoid-azidok el6allitasa (kromanon és tetralon alapvazon): a) 1,6-dibrém-
hexén, K,COs, DMF, RT, 48 6ra. b) benzaldehid, NaOH, EtOH, RT. c) NaN3 (10 ekv.), DMF, RT, 48
ora. d) 4-tetrahidropiraniloxi-benzaldehid, NaOH, EtOH, RT. ) CH3;COOH-THF-H20 (4:2:1), RT.

Az 14. abran lathato a tetralon- (36) ill. kromanon-szarmazékkal (33) végzett proba-kapcsolasi
reakcio eredménye a click-reakcid korulmenyei kozott (Cu(l)-katalizis). A képz6édott
termékeket vastagrétegkromatografiat kovetden H-NMR és MS-mérésekkel azonositottuk
[24]. Az ebbdl a témabol késziild folydiratcikk jelenleg elokészités alatt all.
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14. dbra. Karotinoid-pentinot észter click-reakcidja flavonoid-aziddal.

Izolalas, bioldgiai vizsgalatok

A fentebb emlitett reakcidok elvégzéséhez tobb forrasbol prébaltunk karotinoidokat
izolalni, lutein 5,6-epoxidot vérehull6 fecskefii (Chelidonium majus L.) viragabol [25], illetve
zeaxantint, B-kriptoxantint vadrozsa (Rosa canina L.) bogydjabol [26,27], ezért elvégeztik e
novények karotinoid analiziseét.

A természetb6l altalunk izolalt vegyiletek biologiai funkcidit, hatasait nemzetkozi
egyiittmiitkddésben viszgaljuk.

A Szegedi Tudoményegyetemmel egyiittmiikodben vizsgaltuk a kappa-végcsoportot
tartalmaz6 karotinoidok (kapszantin, kapszorubin) és a C-vitamin kdlcsonhatasa révén képz6dé
vélelmezett szupramolekularis komplexek multidrogrezisztencia-gatld hatasat rakos sejtekben
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[28,29]. A vizsgalatokat Kkiterjesztjik a mameyben el6forduld egyéb kappa-végcsoportot
tartalmazo karotinoidokra is.

A PTE AOK FarmakolGgiai és Farmakoterapiai Intézetének munkatarsai vizsgaltak
harom karotinoid (lutein, likopin és B-karotin) neurogén gyulladas folyamataban betdltott
szerepét. Az eredmények azt mutatjak, hogy a lutein szelektiven gatolhatja a TRPA1-receptor
aktivacidjat és igy szerepe lehet a neurogén gyulladas folyamataban [30]. A fentebb emlitett
reakciokban eléallitott vizoldhato lutein-polietilén-glikol konjugatumok [20] gyulladasgatlo
hatasénak vizsgélata folyamatban van.

Eredményeinkb6l az OTKA tadmogatas feltlintetésével eddig 1 konyvfejezet,
nemzetkozi folydiratokban 10, magyar folyoiratban 1 kdzlemény jelent meg, kettt kozlésre
elékészitettiink. Nyolc idézhet6 absztrakt jelent meg impakt faktorral rendelkezd, ketté impakt
faktor nélkuli nemzetkdzi folyoiratban, tovabbi kett6 munkank nemzetkdzi konferencia
proceeding kiadvanyaban. Az elvégzett munkat nemzetk6zi konferenciakon 4 eléadas (ebbdl
egy meghivott plenaris, illetve egy meghivott szekcid plenaris) és 11 poszter, formajaban
mutattuk be.

Tovéabbi megjegyzések:
* A kutatasi szerz6désben vallalt feladatoktol nem tértink el
* A témat a jov6ben is folytatni szeretnénk, elvégezve a még be nem fejezett vizsgalatokat.
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