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RESZLETES SZAKMAI ZAROJELENTES

Intézetiinkben a korabbi években a karotinoid kutatas két {6 iranyat miiveltiik:
a) természetes novényi forrasokbol 1) szerkezetii karotinoidokat izolaltunk
b) a természetben eléforduld karotinoidok mesterséges atalakitasaival foglalkoztunk.

A kutatocsoport hagyomanyos munka teriilete a karotinoidok izolalasa,
szerkezetazonositdsa, a novényi részek részletes karotinoid analizise nagy mennyiségii
oldoészert és adszorbenst igényel. Kordbban preparativ kromatografias allofazisként foként
kalcium-karbonatot hasznaltunk, amely igen hatékonyan valasztja el még a nagyon hasonld
szerkezetli karotinoidokat is. Hatranya, hogy igen kicsi a kapacitasa, kb. 10 mg karotinoid-
keverék elvalasztdsa tobb szdz gramm kalcium karbonétot €s jo néhany liter olddszert igényel.
Ezért modszert dolgoztunk ki a karotinoidok preparativ méretli elvélasztdsara szilikagél
oszlopon, flash-kromatografiat alkalmazva. Piros paprika epi- ¢és hipofazikus extraktumabol
ily médon B-karotint, B-kriptoxantint, kapszantint, zeaxantint, cucurbitaxantin A-t sikertilt
izolalnunk nagy tisztasaggal.

A kereskedelemben kaphatd nagy kapacitasu szilikagél allofazisok viszont enyhén
savas Kkarakterliek, a Kkarotinoid-kémidban nem hasznalhatéak, mert a Kkarotinoidok
atalakuldsat, bomlasat idézik eld. A kereskedelmi szilikagél lugos kezelésével olyan allofazist
allitottunk elé, amely megdrizte nagy kapacitdsat, viszont még az igen sav érzékeny
karotinoid-5,6-epoxidok 1is valtozatlanok maradnak rajta. Az allofazist ,,Silica-9”-nek
neveztiik el mivel, vizes oldatdban a pH 9-es. Jollehet az elvélasztds hatékonysaga nem
vethetd 0ssze a kalcium-karbonat allofaziséval, azonban a két toltet alkalmazasa jol kiegésziti
egymast. A lugos szilikagélen ugyanis nagy mennyiségii novényi extraktumot is egyszertien,
viszonylag kevés olddszer felhasznalasaval frakciokra valaszthatjuk, majd az igy kapott, joval
kisebb tomegli frakciokat kalcium-karbonaton tovabb tisztithatjuk. Igazoltuk, a ,,Silica-9”
fazison mind a kis (pl. neoxantin juharlevél extraktumbdl), mind a nagy mennyiségben (pl.
violaxantin sarga paprika extraktumbol) eléforduld karotinoid-epoxidok jo hozammal 80-
90%-o0s tisztasaggal elkiilonithetdk anélkiil, hogy furanoid atrendezddés jatszodna le [1]. Az
izolalt epoxidok tovabbi tisztitdsa a hagyomanyos modszerrel, kalcium-karbonaton tortént.

Hasonlé moédszerrel vékonyréteglap (TLC-9) is készithetd, mely kivaloan alkalmas a

karotinoid-epoxidok tisztitdsanak, illetve reakcidinak nyomon kovetésére.
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1. &bra. Juhar leveél extraktumanak kromatogramja. 2: (9Z2)-neoxantin (10,7%), 3: neoxantin (3,3%),

. 1 o
6: lutein (76%)
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2. abra. 4 Silica-9-n kapott frakciok kromatogramja
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3. abra. Sdrga paprika hipofaizikus extraktumadnak kromatogramja 1: latoxantin (0,05%),
2: violaxantin, 3: anteraxantin (13,1%), 5,6: mutatoxantin epimerek (3,7 és 4,4%), 7: lutein és

zeaxantin (35,3%)
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4. abra. A4 Silica-9-n kapott frakciok kromatogramja

A vizsgalatok soran sarga paradicsom paprika (Capsicum annuum  var.

lycopersiciforme flavum) hipofazikus extraktumabdl egy minor karotinoidot, latoxantint ((all-

E3S5,5R,6R,3’S,5’R,6°S)-5",6’-epoxi-5,6,5°,6’-tetrahidro-3,-karotin-3,5,6,3-tetrol)

crcr

izolal-

A 3,5,6-trihidroxi-végcsoport sztereokémidjanak tisztazdsa hozzajarult a trihidroxi-vegytiletek
kiilonb6zé ndévényekben kiilonbdzd modon torténd (enzimatikus, savkatalizalt) képzddési

mechanizmusanak feltarasdhoz.

OH
= o,
IR AN A XX A AN XX A Ny

HO 6

Latoxantin

Folytatva ndvény analitikai munkankat, megvizsgaltuk tobb, folia sadtorban termesztett
fiiszerpaprika karotinoid-Osszetételét. Ugyancsak ujra vizsgaltuk néhdny sargéara érd (soha
nem pirosodd) paprika fajta karotinoid-Osszetételét is. Két magyar fajtaban (sarga paradicsom
paprika és sarga kapos paprika), meglepetésiinkre likopint detektaltunk. A likopint 10 kg
sarga kupos paprika extraktumabol is izolaltuk, és szerkezetét NMR spektroszkopidval

igazoltuk.
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A karotinoidok ¢lelmiszerekben val6 el6fordulasanak vizsgalatat folytatva kiilonbozo,
az egészséges étrendben alkalmazott ndvényi csirak (btiza, brokkoli, retek, kukorica, hagyma,
fokhagyma, cékla, sz6ja) karotinoid-analizisét végeztiik el. F6 termék minden esetben a lutein
[3] és a B-karotin. Az el6zd palyazati periodusban elkezdett kiilonbozo citrusfélék karotinoid
Osszetétel vizsgalatat [4] folytatva analizaltuk a kiilonb6zd, szupermarketekben kaphat6 hazai
¢s kiilfoldi eredetii narancslevek karotinoid dsszetételét is. F6 komponensként B-kriptoxantint,
luteoxantint, luteint mutattunk ki a 100 és 50% (névleges) gylimolcstartalmat feltiintetd
termékekben. A 10%-os gyiimolcstartalma levekben az adalékanyag B-karotinon kiviil csak
nyomokban taldltunk mas karotinoidot. Itt emlitem meg, hogy a Solvo Biotechnologiai Zrt.-
vel egyiittmiikodve tobb, a taplalékokban nagyobb mennyiségben eléfordulo karotinoid (o- és
-karotin, likopin, B-kriptoxantin kapszantin, violaxantin, stb.) transzporter molekulaként vald
viselkedését tanulmanyoztuk [5].

Ujra vizsgaltuk kiilonbozé siitétok (Cucurbita maxima) fajtak karotinoid sszetételét,
¢s megvizsgaltuk hogyan valtozik a karotinoid-Osszetétel kiilonbozo f6zési eljardsok soran,
kiilonds tekintettel a lutein és a cucurbitaxantin A valtozasaira [6]. Megvizsgaltuk a bolti
forgalomban kaphato stitétok tartalmu bébiételeket is.

A természetben eléforduld karotinoidok viszgalata soran meghataroztuk harom gyogynovény,
az érdeslevelli napraforgo (Helianthus rigidus L.), a csicsoka (Helianthus tuberosus L.) és a
gilisztalizé varadics (Tanacetum vulgare L.) [7] virdgzatabol nyerhetd teljes extraktumok
Ossz-karotinoid-tartalmat és elvégeztiilk azok teljes karotinoid-analizisét. Mindhdrom virag
fokomponensként luteint és a lutein (Z)-izomerjeit tartalmazza. Ugyancsak vizsgaltuk a
piritogyokér (Tamus communis L.), a hlisos som (Cornus mas L.) [8] €és a tiszafa (Taxus
baccata) bogydjanak karotinoiddsszetételét. Elvégeztiik a kanadai aranyvesszofii (Solidago
canadensis L.) és a vérehull6 fecskefli (Chelidonium majus L.) 6ssz-karotinoid-tartalmanak és
teljes karotinoid-Osszetételének meghatarozasat. Preparativ méretben hipo- és epifazikus
fitoxantin-keverékeket kiilonitettiink el a kanadai aranyvessz6fiibol természetben ritkan
eléforduld cisz-karotinoidok izoléalasa céljabol [9-10]. Vizsgaltuk a soskaborbolya (Berberis
vulgaris L.) bogyotermésének 0ssz-karotinoid-tartalmat és karotinoid-0sszetételét is [11].

Folytatva az 1) szerkezetli karotinoidok keresését természetes forrasokban, egy panamai
kutatocsoporttal egyiittmiitkodve elvégeztik a ,,Mamey” (Pouteria sapota) nevii gyiimolcs
karotinoid analizisét. A kozel 50 komponenst tartalmazd extraktumbdl szdmos uj, -
végcsoportot tartalmazo karotinoidot tudtunk kimutatni HPLC-DAD ¢és HPLC-MS

vizsgalattal [12], melyek koziil a [,x-karotin-6’-on-t és a kriptokapszin-5,6-epoxidot
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kristalyos allapotban is izolaltuk, és szerkezetiiket NMR ¢és CD spektroszkdpiaval igazoltuk.
A kriptokapszin-5,6-epoxidot kriptokapszin epoxidalasaval is eldallitottuk [13].

'\\\\\\\\\_O

B,k-Karotin-6’-on
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Kriptokapszin-5,6-epoxid

Szemiszintetikus munkdink a korabbiakhoz képest véltoztak. A természetben el6fordulod
karotinoidok atalakitasai helyett a karotinoid-glikozidok ¢s a karotinoidok dimereinek,
dendrimereinek az eldallitasa kertilt el6térbe.

A természetben el6forduld karotinoid-glikozidok, Gn. termoxantinok kozos jellemzdje, hogy
karotinoid-alkoholok (kriptoxantin, zeaxantin, asztaxantin, stb.) O-glikozidos kotéssel
gliikézhoz kapcsolddnak, melynek 2. és/vagy 6. helyzetli hidroxil-csoportja zsirsavval
¢észteresitett. Ezek a molekuldk amfipatikus sajatsaguak ¢és megfeleld konformacioban
ugyanolyan hosszisdgiak, mint a sejtmembran vastagsdga. A termoxantinok képesek
beéplilni a sejtmembranba ¢és ezaltal modositjak annak tulajdonsagait. Mivel a karotinoidok jo
antioxidansok, feltehetden szerepet jatszhatnak a sejtet éré oxidativ stressz gatlasaban,
azonban a természetbdl izolalhatd termoxantinok igen kis mennyisége miatt ezt a hatast eddig
nem vizsgaltadk. Célul tliztiikk ki a termoxantinok és azok mimetikumainak karotinoidokbol
kiindul6 szintézisét.

Elsoként a karotinoidok alkoholos hidroxilcsoportjanak kozvetlen glikozilezését
kiséreltik meg. A  P-kriptoxantin Konigs-Knorr reakciojaban, tetra-O-acetil-f-D-
gliikkopiranozil-bromiddal és  eziist-triflit promotor alkalmazasaval egy komplex
reakcioelegyet kaptunk, amely kb. 8%-ban tartalmazta a célvegyiiletet. A termék izolalasa
igen bonyolult, igy ez a mddszer nem tlinik alkalmasnak karotinoid-glikozidok eldallitdsara
(5.4bra).

Egyéb, modern glikozilezési moddszerekkel is megprobalkoztunk. Kisérleteket

végeztiink karotinoid-glikozidok el6allitasara gliikozil-trikloracetimidaton keresztiil, de az
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alkalmazott promotorok (kloral, p-toluolszulfonsav, kémforszulfonsav, BF3) hatasara a

karotinoid alkoholok elbomlottak.

¢
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Karotinoid glikozidok eldallitasat megkiséreltiik enzimekkel is (B-galaktozidaz és -
gliikozidaz) kiilonbozd szerves olddszer-viz elegyekben. Sajnos az irodalomban leirt egyetlen
modszerrel sem értiink el eredményt sem kétfazist (pl. #-butil-metil-éter/viz) sem homogén
(pl. acetonitril/viz) olddszerelegyekkel. Kisérleteinkhez az ilyenkor szokasos védetlen B-fenil-
gliikozidot, ill. galaktozidot hasznaltuk, mint glikozil donort.

Régota ismeretes, hogy a karotinoidok savak hatdsara kationos szerkezeteket
képeznek. A B-karotin Lewis-savakkal (pl. BF3), az izo-zeaxantin Brensted-savakkal reagal,
mikdzben a megfeleld kationok képzddnek. E kationok +2 toltésiiek és nukleofilekkel 4 ill. 4’
helyzetben készségesen reagalnak

A karotinoid-kationokat  szénhidrat-szarmazékokkal — reagéltatva  glikozidok
keletkezhetnek. Bor trifluoriddal kezelt B-karotin oldatahoz tetra-O-benzoil-B-D-gliikozt adva
nem tapasztalhato atalakulds, a glikozidos hidroxil-csoport nem elég erds nukleofil. Az
erdsebb nukleofil tetra-O-benzoil-1-tio-B-D-gliilkéz azonban pozitiv reakcidt adott, és a
reakcioelegyben néhany perc utdin a kivant perbenzoilezett J3,3-karotin-4,4’-bisz-
tiogliikopiranozid keletkezett ~26%-0s hozammal. A reakci6idé nodvelése egy redukcios
mellékreakcionak kedvez, mely soran az adott koriilmények kozott a tiol a karotin polién-

lancanak egy részletét redukalja (6.4abra).
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[zo-zeaxantint trifluorecetsavval kezelve hasonld kationhoz jutunk, &m ekkor nem kell
redukcidval szdmolnunk. A tetra-O-benzoil-f-D-gliik6z tovabbra sem ad reakcidt, viszont
tetra-O-benzoil-1-tio-B-D-gliikdzzal kiilonféle diglikozidok keletkeztek jo hozammal. A
nyerstermékbdl a kovetkezd perbenzoilezett vegyiileteket izolaltunk: (4S,4°R)-P,B-karotin-
bisz-tiogliikopiranozid (51%), (4S,4’S)-B,B-karotin-bisz-tiogliikkopiranozid és (4R,4’R)-B,B-
karotin-bisz-tiogliilkopiranozid keveréke (18%) ¢és 3’,4’-dehydro-p,B-karotin-4-tiogliiko-
piranozid (6%) (7.4bra).

OBz
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s 1.CF;COOH
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8 10 15' .
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OBz OBz 5c: 4R 4R | 18%

n

3
\\\\\\\\\‘

BZO\©’S 6
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OBz

7.4bra

Az eldallitott vegyiiletek szerkezetét tomegspektrometriaval, UV-VIS ¢és NMR-
spektroszkopiaval allapitottuk meg [14].

Megvalositottuk a karotinoid-glikozidok szintézisének kulcslépését: a karotin és a
szénhidrat egység kapcsolasat. A kapott vegyiiletek a természetes termoxantinok
mimetikumai, debenzoilezett szarmazékaik oxidativ stresszben mutatott hatasat human

majsejteken fogjuk megvizsgalni.
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Szemiszintetikus munkank masik része karotinoid-dimerek és dendrimerek eloallitasa.
Korabbi eldkisérletek alapjan karotinoid szukcinétok, elsdsorban retinol-szukcinat

felhasznalasaval karotinoid homo- és heterodimereket allitottunk elé DCC-s kapcsolassal,
miutan tobbféle masfajta észterképzés nem bizonyult hatékonynak. A kiilonb6z6 karotinoid

szukcinatok el6allitasara jo hozam, altalanos modszert dolgoztunk ki [15].

S

NN NN CH2OH

Retinol

15 10'
R\\\\\\\Q
10 15'

8. dabra A felhasznalt hidroxilcsoportot tartalmazo karotinoidok

(R=a,Q=b: f-kriptoxantin, R=Q=b: Zeaxantin, R=b,Q=d: Lutein, R=a,Q=CH,OH:
8- f-apokarotenol, R=Q=e: Izo-zeaxantin, R=b,Q=c: Kapszantin)

COCH

2 ekv. Ret-OH
9a
DCC / DMAP
COOH 25 %
7
(o]
3 ekv. DCC/

o oooH 3 ekv. DMAP NN
CH,Cl,
O

RO
Karotinoid 0.7 ekv.

8 9a R= Retinol, 60 % §
9b R= B-Kriptoxantin, 53 %
9¢ R=4'-OH-echinenon, 50 % o
B'IiiPt‘?i‘a%in 3 ekv. DCC/ °
szukcind
R :éflké'lDMAP A Y T T e U 20 Y0 T
2v12
B-Kriptoxantin 42 9% ©
11 NN Y °

12

9. abra. Homo- és hetero diszukcinat észterek
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Kiilonb6z6 mono- vagy dihidroxi-karotinoidokbdl kiindulva (melyeket izolaltunk,
illetve 1-2 1épésben szintetizaltunk) sokféle uj vegyiiletet kaphatunk, ahol a 2-3 karotinoid
rész aromas vagy nem aromas 0sszekotd elemekkel kapcsolodik ossze. Elvégeztiik aromas
magot tartalmaz6 dimerek és trimerek (1. generacids dendrimerek) szintézisét aromas
karbonsavakbol karotinoidokkal (14-17, 18-19), illetve fenolokbdl és benzil-alkoholokbdl
karotinoid-szukcinatokkal (23, 24) [16]. Ezek a vegyiiletek és az ilyen tipusu, nagy
molekulatomegili, tobb karotinoid egységet is tartalmazé molekuldk teljesen ismeretlenek

voltak az irodalomban.

COOH COOKar

14 Kar= Retinol (72%)
15 Kar= 8'-B-apokarotenol (45%)
Kar-OH 16 Kar= p-kriptoxantin (29%)

» , )
DCC / DMAP 17 Kar= 4'-OH-echinenon---

COOH COOKar

13
cooH COOKar
Kar-OH
DCC / DMAP
HOOC COOH KarOOC COOKar
18

19 Kar= Retinol
20 Kar=8'-B—apokarotenol

10. abra Dimerek és trimerek benzol di- illetve triecetsavval

Az antioxidans aktivitdst intézetliinkben sejtkultirdn rutinszerlien vizsgéljdk igy
rendelkezésre allnak tobb karotinra is Osszehasonlitd adatok. A szisztematikus vizsgalatok
befejezése utan oxidativ stressz gatlo hatéast vizsgaltunk az 0j vegyiiletekkel. Az 4j vegyiiletek
szinte mindegyikének antioxiddns hatasa joval meghaladta a referencia karotinoidok

aktivitasat.
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OH
Ret-O-szukcinat
— > 3 alacsony kitermelés
DCC/DMAP
OH
21
CH,OH CHzo—m—omr
© © 23: Kar= Retinol (45%)
Kar-O-szukcinat :
_— 24: Kar= 8'-B-apokaro-
DCC / DMAP tenol (32%)
o] o)
CH,OH CHZOU—OKar
22
11. abra

A karotinoidok hidrofob vegyliletek, €s a természetben altaldban észteresitett
formaban fordulnak eld. A terapids alkalmazds megkonnyitésére sziikség van olyan
szarmazékokra is, melyek bizonyos mértékben viz oldhatoak. Az irodalomban csak néhany
példa talalhat6 ilyen tipusu szarmazékokra. A terveknek megfelelden elkezdtiik karotinoidok
polietilén-glikol (PEG)- illetve szénhidrat észtereinek eldallitasat a korabban felsorolt hidroxi-
karotinoidokkal 1ill. szukcinatokkal. Ezen vegyiiletek eldallitasa és antioxidans hatdsdnak

vizsgélata jelenleg is folyik.

O
)
M R4, Ry = monoszacharid, PEG-szarmazeék

12. abra. Potencidlisan vizoldhato szarmazékok a zeaxantin példajan

A karotinoidok degradacios vizsgalataival kapcsolatban terveztiik a karotinoidok oxidécios
reakcidjanak vizsgalatat. A kutatasi tervben szerepld karotinoidok oxidéacios reakcioi koziil a
[B-karotin o-jodbenzoesavval vald oxidacids reakcidjat tanulmanyoztuk. A fétermék B-karotin
mono- ¢s diepoxidokon kiviil tobb minor komponens is keletkezett, melyek szerkezetét nem

tudtuk azonositani [17]. A kisérletek Rako Janos tavozasaval befejezddtek.
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A természetbél csoportunk altal izolalt vegyiiletek bioldgiai funkcioit, hatasait
munkacsoportunkkal kooperalva, tobb orszag kutatod vizsgaltdk. Amerikai kutatok az altalunk
izolalt anyagokon a karotinoidok fotoszintézisben betdltott szerepét vizsgaltak (a karotinoidok
fontos kofaktorai a II fotorendszer fénygyiijtd6 komplexének). A fényvédd hatas vizsgalata
soran kideriilt, hogy az elektronszallité folyamatok soran karotinoid-gyokdk és gyok-kationok
(Car-; Car+) képzddnek. SiO, — Al,O; keverékre adszorbealt zeaxantin és violaxantin
besugarzasa (A > 350 nm) révén eldallitottak a képzddd gyokoket, gyok-kationokat, majd
ENDOR- ¢s HYSCORE-spektroszkopiaval vizsgéltdk szilard fazison torténd stabilizéciojuk
mechanizmusat, mely a II fotorendszer reakciécentruman lejatsz6dd folyamathoz hasonlo.
ENDOR-spektroszkopiaval vizsgéltak a karotinoid-gyokok katalitikus hatasra, valamint
fotooxidacid révén torténé képzOdését lutein, likopin és 9’-cisz-neoxantin estében Cu®'-
tartalma molekularis sziir6k belsejében [18-20].
Japan kutatok a karotinoidok anti-Helicobacter pylory aktivitasat [21] és a rak sejtek

multidrug rezisztencidjat [22] vizsgaltak. Mindkét vizsgalatban szamos karotinoid-5,6-epoxid

szerepelt.

Eredményeinkbdl az OTKA tdmogatés feltiintetésével eddig 10 kdzlemény jelent meg
nemzetkozi folyodiratokban, kettdt kozlésre elfogadtak. Harom idézhetd absztrakt jelent meg
impakt faktorral rendelkezé nemzetkdzi folydiratban, tovabbi harom munkéank kiilfoldi
proceeding kiadvanyban, harom absztrakt pedig magyar folyoiratban. Az elvégzett munkat
nemzetko6zi konferencidkon 17 poszter, magyar tudomanyos forumokon 6 poszter és 2 eléadas
formajaban mutattuk be (a konferencia absztraktokat csak abban az esetben tiintettem fel a

publikacids listan, ha az azokbol késziilt kozlemény még nem jelent meg).

Tovabbi megjegyzések:

* A kutatdsi szerzOdésben vallalt feladatoktdl nem tértiink el, annak ellenére, hogy a
csoportban személyi valtozasok is torténtek.

* A témat a jovoben is folytatni szeretnénk, elvégezve a még be nem fejezett vizsgalatokat.
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