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1. Bevezetés

A karotinoidok a klorofill utan a legelterjedtebb lipofil pigmentek a természetben.
Tobb mint 750 karotinoid felel a ndvényekben, algakban, gombakban, és magasabb rendii
allatokban megfigyelhet6 kiilonb6z6 sarga, narancssarga és piros szinek létrehozasaért.
A novények, gombak, algdk ¢és néhany mikroorganizmus elé tudja allitani a
karotinoidokat mig az allatok és az ember képtelen megtermelni 6ket, igy taplalkozas
soran kell felvennie. Azonban érdekes példakat lathatunk a karotinoid-protein
kolesonhatasokra az allatvilagban.

A Kkarotinoidokat az antioxidansok kozé is soroljak. A ndvényekben és a
fotoautotr6f baktériumokban a fotoszintetikus apparatus részét képezd karotinoidok
elnyelik és energidva alakitjdk a napfényt a sejtek szamara. Ezenkiviil védelmet
nyuGjthatnak a foto-indukalt makromolekularis karosodasok ellen. A karotinoidokat az
¢lelmiszeriparban szinezékként hasznaljak a termékek szinének javitasara a tarolas soran.
Az élelmiszer- és gyogyszeriparban legszélesebb korben hasznalt karotinoidok a B-
karotin, zeaxantin, lutein, kapszantin, asztaxantin és kantaxantin.

A karotinoidok jotékony biologiai hatasai szorosan Osszefiiggnek antioxidans
tulajdonsagukkal és a konjugalt poliénlancukkal. Ugy tartjak, hogy képesek megvédeni a
sejteket az oxidativ stresszt6l, a lipid-peroxidaciotol, és hatékonyak lehetnek a daganatos,
a sziv- és érrendszeri betegségek és mas gyulladasos folyamatok megelézésében. 2004-
ben szintetizaltdk meg a dindtrium asztaxantin-diszukcinat szarmazékot (ZanthoSyn®),
amelynek kardioprotektiv és gyulladascsokkenté hatasat klinikai vizsgalatokban is
bizonyitottak.

A karotinoidok  hidrofobicitisa ~ meghatarozza  felszivodasukat  és
felhalmozddasukat. Ezenkiviil rendkiviil érzékeny vegyliletek, levegd, fény, ¢és
savnyomok hatasara konnyen izomerizalédnak vagy elbomlanak. Mindezek a
tulajdonsagok megnehezitik a veliik torténd munkat. Hidrofil csoportok vagy molekuldk
karotinoidokhoz kapcsolasa kedvezdbbé teheti antioxidans hatdsukat és a szarmazékok
stabilitasat. Ezaltal a gydgyaszatban antioxidansként, az élelmiszeriparban pedig
szinezékként hatékonyabban lehetne Oket hasznositani. Karotinoid-flavonoid
konjugatumok eldallitdsa soran tapasztaltuk meg eldszor a fent emlitett kedvezObb
antioxidans tulajdonsagot. Ezenkiviil kutatdécsoportunk kordbban tébb hidrofil

karotinoid-glikozidot és PEGilalt karotinoidot is szintetizalt.



A melatonint sokoldali molekulanak tartjdk. Nemcsak a cirkadidn ritmust
szabalyozza, hanem direkt és indirekt gyulladascsokkenté hatassal is rendelkezik a
proinflammatorikus faktorok expressziojanak csokkentése €s az antioxidans enzimek up-
regulacidja altal. Ezenkiviil hatékonyan koti meg a reaktiv oxigén-€s nitrogéngyokoket.
Ezek a tulajdonsagok arra 6sztondztek minket, hogy karotinoid-melatonin szarmazékokat

szintetizaljunk, ezaltal hatékonyabb antioxidansokat hozzunk létre.

2. Célkitiizések

e Karotinoid-szukcinatok ¢és karotinoid-melatonin konjugatumok szintézisének
optimalizdldsa, ezaltal vérhatoan kedvezObb antioxidans hatdst vegyiiletek
eléallitasa.

e Az Ujonnan szintetizalt karotinoid szarmazékok és a kiinduldsi karotinoidok
antioxidans kapacitasanak osszehasonlitasa kétféle antioxidans vizsgalattal.

e Az alkalmazott karotinoidok aggregaciés tulajdonsidgainak vizsgalata,
legféképpen a kiillonbozo polaris oldoszerek méretre, szerkezetre és antioxidans
kapacitasra gyakorolt hatasanak vizsgalata.

e A karotinoidok antioxidans ¢és gyulladascsokkentd hatasanak vizsgalata

RAW264.7 egér makrofag sejtvonalon.



3. Alkalmazott vizsgalati médszerek

A vegyiiletek olvadaspontjat Stuart SMP30 késziiléken mértiik, és nem
korrigaltuk. Az NMR spektrumokat Bruker Avance 111 Ascend 500 spektrométeren
(500/125 MHz or *H/*3C) vettiik fel. A molekulatdmegeket Bruker Daltonics Autoflex 11
MALDI berendezéssel hataroztuk meg. Az elemanalizis méréseket Fisons EA 1110
CHNS késziiléken végeztiik. Az UV-Vis spektrumokat Jasco V-730 UV/Vis tipusu
spektrofotométer (Jasco Corporation, Japan) segitségével vettilk fel. A vegyiiletek
elektronikus cirkularis dikroizmus (ECD) spektrumét szobahdmérsékleten készitettiik el
Jasco J-810 spektropolariméterrel (Jasco Corporation, Japan). A részecskeméret-
analizishez Malvern Zetasizer Nano S késziiléket, a zéta potencidl meghatarozasahoz
Malvern Zetasizer Nano Z miszert hasznaltunk (Malvern Panalytical Ltd., Great
Malvern, Worcestershire, UK). A vékonyréteg-kromatografiat Kieselgel 60 Foss-en
(Merck) végeztiik, és a lemezeket UV-fény alatt vizsgaltuk. Az oszlopkromatografidhoz
Kieselgel 60-at (VWR, részecskeméret 0,063-0,200 mm) hasznaltunk. A pasztazo
elektronmikroszkopos (SEM) képeket Jeol JISM-ITS00HR (Jeol, Tokio, Japan) miiszerrel
rogzitettiikk arany bevonat készitése utan (Jeol JFC-1300 auto fine coater, Jeol, Tokid,
Japén).

Kétféle antioxidans mérést  valasztottunk: ABTS  (2,2'-azino-bisz(3-
etilbenzotiazolin-6-szulfonsav) gyokkationnal szembeni moédszert és FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) vasredukaloképesség mérést. Mindkét esetben troloxot,
egy vizben o0ldodd E-vitamin analdgot hasznaltunk altalanos standard antioxidans
molekulaként, és minden vegyiiletre kiszamitottuk a TEAC (Trolox-ekvivalens
antioxidans kapacitas) értéket. Az ABTS gyokkation oldatat ABTS és kalium-perszulfat
reakcigjaval allitottuk eld desztillalt vizben. Ez a reakcié mély z6ld-kék szinii oldatot
eredményez, amelynek abszorpcios maximumai 417, 645, 734 és 815 nm-en mérhetdk.
Ezek kozil 734 nm a legalkalmasabb az antioxidans anyag és az ABTS gyokkation
kozotti reakeid spektrofotometrids monitorozasara. Az antioxidans kapacitas a 734 nm-
en tapasztalhato abszorpcio csokkenésével mérhetd. Az abszorbancia szazalékos gatlasat
734 nm-en a kovetkezdképpen szamitjuk ki: (Ao - Aantioxidans)/Ao, ahol Ao az ABTS™ oldat
kezdeti abszorbancidja, az Aantioxidans pedig a reakcidelegy abszorbancidja az inkubacid
utan, mindkettt az oldoszerrel korrigaltuk. A Kiszamitott gatlas szazalék értékeket az
antioxidansok koncentraciojanak fliggvényében abrazoljuk. A kapott gorbék

meredekségeit Osszehasonlitjuk a troloxéval, végiil a trolox-ekvivalens antioxidans



kapacitas (TEAC) értéket az antioxidans ¢és a trolox meredekségének hanyadosaként
szamitjuk ki. A FRAP médszer alapja, hogy az antioxidans savas kdzegben a Fe** ionokat
Fe?* jonokka redukélja, rozsaszinii vas-tripiridil-triazin komplexet képezve. A FRAP
reagens FeCls-bol, 2,4,6-trisz(2-piridil)-s-triazinbol (TPTZ) és pH 3,0 acetat pufferbol
all. A FRAP reagens és az antioxidans torzsoldatanak 6sszekeverése és inkubalasa utan
az abszorbanciat 600 nm-en mérjiik. A Fe3* ionok és az antioxiddnsok reakci6ja soran az
oldat abszorbancidja megnd. A mért abszorbancia értékeket a mintavegyiiletek és a trolox
hasonldéan szamitottuk ki, a karotinoid szarmazékok Kkoncentracio-abszorbancia
figgvényeinek meredekségét elosztottuk a troloxéval.

A sejtkultiras kisérletekben RAW264.7 egér makrofag sejtvonalat (ECACC,
Salisbury, UK; passzazs szam: 8-15) hasznaltunk. MTT ¢és MTS sejtéletképesseégi
vizsgalatokat végeztiink annak ellendrzésére, hogy az alkalmazott karotinoidok nem
fejtenek ki citotoxikus hatast a RAW264.7 sejtekre. A reaktiv oxigéngyokok
mennyiségének mérésére dihidrorodamin123 (DHR123) fluoreszcens festéket
hasznaltunk, a DHR123 fluoreszcens intenzitasat (gerjesztés 490 nm/emisszid 510-570

nm) pedig Glomax Multi Detection System rendszerrel mértiik.



4. Eredmények
4.1. A természetes karotinoidok antioxidans és aggregacios tulajdonsagai

A karotinoidok  antioxiddns  viselkedését  befolyasolo  aggregéciot
szisztematikusan vizsgaltuk. Nyolc karotinoidot valasztottunk ki: p-karotint, [-
kriptoxantint, luteint, zeaxantint, 8’-apo-B-karotenalt, asztaxanthint, kantaxantint és
kapszantint. A karotinoidok asszociacidjat UV-vis és cirkularis dikroizmus
spektroszkopiaval, valamint dinamikus fényszords spektroszkopidval és pasztazod
elektronmikroszkopidval vizsgaltuk.

Az ABTS vizsgalatot és a TEAC meghatarozast harom kiilonb6zd {6 olddszerben
végeztik: 96%-0s etanolban, desztillalt vizben és PBS-ben. A karotinoidok
torzsoldatainak  elkészitéséhez  két  segédolddszert  valasztottunk, = DMSO-t
(dimetilszulfoxid) és THF-et (tetrahidrofuran), amelyeket a f6 oldoszerrel tovabb
higitottunk. Etanolos oldatban a segédoldoszert6l fiiggetleniil az UV-vis spektrum nem
molekulékra jelemzéek. A vizes vagy PBS-es oldatokban azonban minden spektrum
hatarozott valtozast mutatott a szerves olddszerekhez képest, ami egyértelmiien jelzi a
karotinoid aggregatumok képzddését. Ezen vizes rendszerek TEAC értékei a
karotinoidokbdl képzddott kolloid rendszerekhez tartoznak, amelyek szerkezete (mérete)
erOsen fligg az eldallitas modjatol. Az ABTS mérés soran mért gatlas szazalékok és a
megfeleld TEAC-értékek elsdsorban a részecskemérettdl fliggnek, amelyet mind a segéd-
, mind a f6 oldoszer befolyasol. A kiilonb6z6 segédoldoszerek is erésen befolyasoljak az

aggregacio tipusat (H vagy J), még azonos f6 oldoszerekben is.



(a) TEAC értékek THF-es torzsoldatokbol
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1. abra: Karotinoidok TEAC-értékei (a) THF-es (b) DMSO-s torzsoldatokbdl,
etanollal, vizzel vagy PBS-sel higitva.

Erdekes modon annak ellenére, hogy minden vizes oldatban egyértelmiien
megfigyelhetd volt a karotinoid molekuldk aggregécioja, a TEAC értékek meglehetdsen
hasonloak voltak az etanolban mértekhez, s6t sok esetben még magasabb értékeket is
kaptunk.

Kilonésen a THF-es torzsoldatbol szarmazo  3-hidroxi-pB-végesoporttal
rendelkez6 karotinoidok (B-kriptoxantin, lutein, zeaxantin) mutattak Iényegesen
magasabb TEAC értékeket PBS-ben, mint etanolban, ¢s kiemelkedéen magas TEAC
értékeket mértlink vizben. (1. abra.)

Az aggregatumok hidrodinamikai atmérdjére vonatkoz6 DLS mérések soran
alacsony (jellemzden < 50 nm) és nagyon egyenletes szemcseméretet mértiink THF-es

torzsoldatbol szarmazo vizes oldatokban, mig PBS-ben vagy DMSO-s torzsoldatbol



kiindulva mindkét f& olddszerben Iényegesen nagyobbak voltak a képzodott
aggregatumok (> 100 nm).

A fentieket figyelembe véve az aggregacio két ellentétes hatasat figyeltiik meg:
min¢l nagyobb az aggregatum mérete, annal alacsonyabb a szdzalékos gatlas és a TEAC
érték, ennek ellenére az aggregatumok hasonlé TEAC értékeket mutattak, mint az egyes
molekuldk etanolos kozegben. Az aggregalddott karotinoidok nyilvanvaldéan kevésbé
hozzaférhetbk az ABTS™ reagens szdmara, mint az egyes molekuldk, de a fenti
eredmények arra utalnak, hogy az aggregacio bizonyos mértékig hatékonyabba teszi az
egyelektronos oxidaciot. Ezen megfigyelés alapjan tovabbi vizsgalatokra van sziikség,
hogy feltarjuk a szokatlan antioxidans viselkedés mogott meghtizodd pontos
mechanizmust, és lehetdséget adjunk a hasonlé méretli karotinoid nanorészecskék

gyakorlati alkalmazara.

4.2. Karotinoid-melatonin szarmazékok szintézise és antioxidans vizsgalata

A konjugatumok eléallitasahoz elészor a kiindulasi karotinoid-szukcinatokat
szintetizaltuk meg (2. abra), majd amino-melatoninnal kapcsoltuk &ssze 6ket amid
kotésen keresztiil. A kapott szukcinatok hidrofilebbek, mint a kiindulasi karotinoidok, és
kedvezo biologiai aktivitast is mutatnak. Ezenkiviil viszonylag konnyen szintetizalhatok

beldliik észterek vagy amidok.

2 eq. DMAP (0]
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2. abra: Karotinoid-szukcinatok el64llitdsa hidroxi-karotinoidokbol

Az Ujonnan szintetizalt karotinoid-szukcinatok vizben wvald diszpergalhatosagat
kisérletileg hataroztuk meg, 0-rél 1-2 mg/100 ml vizre emelkedett.

A kapcsolasi reakciohoz Steglich-modszer helyett EDC-t (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid)  valasztottunk NHS-sel ~ (N-hidroxi-szukcinimid)
kombinalva. DIPEA-t (diizopropil-etil-amin) hasznaltunk bazikus katalizatorként,
valamint az EDC és az amino-melatonin (12) felszabaditasara a megfelelé hidroklorid
soikbol (3. abra). Egy, illetve két melatonint tartalmazé zeaxantin konjugatumok

eloallitasa is szerepelt terveink kozott.
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3. abra: Karotinoid-melatonin konjugatumok szintézise

A szintézis célja a karotinoidok direkt és indirekt antioxidans hatasanak fokozasa,
illetve szemcseppben torténd felhasznalasa a makula degeneracioé megel6zésre. Azonban
az antioxidans kapacitas olddszerfiiggést mutatott az ABTS vizsgéalatokban.

Az intracellularis kozeghez hasonlitd foszfat puffer sdoldatban (PBS) a lutein, a
kapszantin és a 8'-apo-f-karotenol hidrofil szukcinatjai és hidrofob melatonin
konjugatumai meghaladtdk a kiindulasi karotinoidok TEAC-értékeit. Zeaxantin és -
kriptoxantin esetében a konjugatumok hasonld vagy alacsonyabb TEAC értéket adtak,

mint a nativ karotinoidok (4. abra).
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4. abra: Alapakarotinoidok, karotinoid-szukcinatok és karotinoid-melatonin
konjugatumok TEAC értékei ABTS modszerrel meghatarozva PBS-ben (p <
0,05).

Vizes kozegben a karotinoidok és szarmazékaik aggregalodhatnak. Mivel az
aggregacio befolyasolhatja az antioxidans viselkedést, UV-Vis spektroszkopiat és
dinamikus fényszoras fotometriat végeztiink a képzddott részecskék jellemzésére. Az
ABTS mérésekbél szarmazo karotinoid koncentraciokat alkalmazva az UV-Vis
spektrumok csokkent abszorbanciat és hipszokrém vagy batokrom eltolodasokat
mutattak, ami specialis aggregacidos formdkra wutal, mint példaul a H-tipust
(kartyacsomag-szer(i) vagy J-tipusu (fej-farok) aggregatumokra. Az aggregatumok
méretét dinamikus fényszoras spektroszkopiaval (DLS) mértiik meg. A szukcinat
aggregatumok hidrodinamikai 4&tmérdje jellemzden 10 és ~400 nm kozott valtozik, mig a
melatonin szarmazékok altalaban 10-200 nm kozotti aggregatumokat képeznek. A
részecskék mérete leginkabb a koncentraciotdl fiigg, és paradox modon egyes esetekben
kisebb koncentracioknal nagyobb aggregdtum méreteket is mértiink.

A FRAP mérés soran alacsonyabb pH-n a lutein és a kapszantin biszmelatonin
szarmazékai mutatkoztak a legjobb antioxiddnsnak (5. 4bra). Erdemes megemliteni a
lutein €és a zeaxantin, valamint konjugatumaik antioxiddns viselkedésében mutatkozd
jelentds kiilonbségeket is. A vizes kozegben bekovetkezd aggregacio nagy
valdszinliséggel befolydsolja az antioxiddns kapacitast. Az aggregacid -elkeriilése
érdekében és a meghatarozott fizikai-kémiai tulajdonsagok alapjan tovabbi vizsgalatok

sziikségesek a konjugdtumok szallitasara alkalmas modszerek kifejlesztéséhez. A
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kozelmultban a lutein-és zeaxantin- biszukcinatokat sikeresen alkalmaztak szemcsepp

modellekben RAMEB ciklodextrin komplexek forméjaban.
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5. abra: Alapkarotinoidok, karotinok szukcinatok és karotinoid-melatonin
konjugtumok FRAP értékei (p < 0.05).
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5. Sejtkultiras vizsgalatok eredményei

A karotinoidok gyokfogé tulajdonsagat RAW264.7 egér makrofag sejtvonalon
vizsgaltuk, amely gyors proliferacioja és konnyti kezelhetdsége miatt nagyon népszert,
emellett gyakran hasznaljak gyulladasos modellként. A reaktiv oxigéngyokok (ROS)
termelése a gyulladasos makrofagok aktivaciojanak egyik legfontosabb jele. Ezért a
reaktiv oxigéngyokok szintjét LPS-indukalt és karotinoiddal kezelt makrofagsejtekben
mértiik.

Elséként életképesség vizsgalatot (MTT) végeztiink, hogy megbizonyosodjunk
arrol, hogy az alkalmazott karotinoidoknak nincs citotoxikus hatdsa a makrofag sejtekre.
24 ¢éraval az LPS és karotinoid kezelés utan egyik karotinoid sem fejtett ki citotoxikus
hatast a makrofag sejtekre. Lutein esetében mas lila szint figyeltiink meg, ezért valamivel
kisebb abszorbanciat mértiink, ami sejthalalra utalna, bar a mikroszkopos ellenérzés ezt
nem erdsitette meg. Ezért MTS-t, egy masik, de hasonld sejtéletképességi vizsgalatot
valasztottunk a lutein tesztelésére. Ugyanezen kezelés utdn megbizonyosodtunk arrol,
hogy a luteinnek sincs citotoxikus hatasa a RAW264.7 makrofag sejtekre.

Az MTT és MTS vizsgalatok utdn megvizsgaltuk a karotinoidok ROS-csokkentd
képességét aktivalt makrofag sejteken. Valamennyi vizsgalt karotinoid igéretesnek
mutatkozott a ROS szint csokkentésében, de a hatas erdsen fligg a karotinoid
koncentraciojatol. Kiilonbozé koncentraciokban alkalmaztuk az alapkarotinoidokat és
karotinoid-szukcinatokat, valamint vizsgaltuk a kémiai modositas hatasat is. Magasabb
koncentracioban a kapszantin-diszukcinat ¢és a lutein-diszukcinat szignifikdnsan
hatékonyabbnak bizonyult a ROS-szint csokkentésében LPS-indukalt makrofag

sejtekben, mint a kiindulasi karotinoidok (6. abra).
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6. abra: A kapszantin, lutein és szukcinatjaik szazalékos ROS szint csokkentése
kiilonb6z6 koncentracidkban. Az adatok atlag + szoras formajaban lathatok az LPS-sel
kezelt csoport szazalékaban Kifejezve. A kiilonboz6 kisbetiik statisztikailag szignifikans

kiilonbséget jeleznek a csoportok kozott.
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Az asztaxantin, kapszantin és szukcinatjaik egymdéshoz képest 10 uM

koncentracioban csokkentették leghatékonyabban a ROS szintet (7. abra).
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7. abra: Az alapkarotinoidok és karotinoid-szukcinatok szazalékos ROS szint

ROS production
fluorescent intensity in % of LPS

ROS production
fluorescent intensity in % of LPS

csokkentése 10 uM koncentracioban. Az adatok atlag + szoras forméjaban lathatok az
LPS-sel kezelt csoport szazalékaban kifejezve. A kiilonboz6 kisbetiik statisztikailag
szignifikans kiilonbséget jeleznek a csoportok kozott.
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6. Osszefoglalas

A karotinoidok aggregacidja és az antioxidans kapacitasra gyakorolt hatisa egy
kevéssé vizsgalt teriilet. Sok elmélet azt sugallja, hogy a karotinoid aggregatumok
kevésbé hatékony antioxidansok, mint az egyes molekulak, azonban ezek a hipotézisek
nincsenek megfeleléen megerdsitve, és néha ellentmondasosak is. Mindazonaltal
meglehetdsen nehéz az aggregatumokat folyadék fazisban vizsgalni, hogy tobb
informaciot nyerjiink a fizikai-kémiai tulajdonsagaikrol és az asszociacio tipusarol.

Dolgozatomban karotinoid-melatonin szarmazékok szintetizalasat tiiztem ki célul,
valamint a természetes karotinoidok, Kkarotinoid-melatonin szarmazékok és
aggregatumaik antioxidans viselkedését vizsgaltam szerves és vizes rendszerekben.
Szerves segédoldoszerként THF-et és DMSO-t, f6 oldoszerként pedig 96%-0s etanolt,
desztillalt vizet és PBS-t hasznaltunk az ABTS antioxiddns mérések soran. Megfigyeltiik,
hogy mind a segéd-, mind a f6 olddészerek befolyasoltdk az asszociacio tipusat, az
aggregatumok méretét, és ezaltal az antioxidans kapacitast.

A szintézis célja a karotinoidok direkt és indirekt antioxidans hatasanak fokozasa
a karotinoid-szukcinatok amino-melatonin szarmazékkal torténd kapcsolasaval amid
kotésen keresztiil. A karotinoid-szukcinatok és karotinoid-melatonin szarmazékok trolox-
ekvivalens antioxidans kapacitasat (TEAC) ABTS gyokkationnal szemben PBS-ben
mértiik, segédoldoszerként THF-t és DMSO-t hasznaltunk. Harom esetben a karotinoid-
szukcinat és a melatonin konjugatum meghaladta a kiindulasi karotinoid TEAC értékét.
Megvizsgaltuk a karotinoid-melatonin szdrmazékok aggregacios tulajdonsagait vizes
kozegben UV-vis spektrofotometriaval, dinamikus fényszoras fotometridval és zéta
potencidl méréssel. A melatonin szarmazékok altalaban 10-200 nm méretii
aggregatumokat képeztek, azonban a részecskék mérete a koncentraciotol fiigg, egyes
esetekben kisebb koncentracioknal nagyobb aggregatumokat mértiink.

A természetes alapkarotinoidok és karotinoid-szukcinatok gyokfogd képessége a
sejtkezelések soran igéretesnek bizonyul, de tovabbi vizsgalatokra van sziikség. Az
aggregatumok méretének stabilizalasa, karotinoid nanorészecskék létrehozdsa és a
karotinoidok vér-agy vagy vér-retina gaton torténd transzportjanak vizsgalata lehet a

kutatocsoport jovobeli feladata.
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