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Hidrofil karotinoidok
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1. Bevezetés

A természetben csak néhany hidrofil karotinoidszarmazek
talalhato (bixin, krocetin), am kozilik csak a krocetin
glikozidja, a krocin rendelkezik jé vizoldhatosaggal.

HOOC- ™ ™o S S ST Ty T
bixin
=

COOCH,

COOH
HOOCWM —

Hidrofil karotinoidokat altalaban két céllal allitanak el6:
a megvaltozott, ill. megnovekedett biologiai aktivitdsuk
miatt orvosi felhasznalasra, vagy az ¢lelmiszeriparban és
takarmanyozasban hasznalt karotinoidok kivaltasara. Az
elmult két évtizedben szamos maddszert kozoltek (altalaban
szabadalom forméjaban) a karotinoidok vizoldhatdsaganak
novelésére. Ezek a készitmények tobbnyire karotinok és
valamilyen szolubilizalé anyag egyszerii keverékei, példaul
polietilén-glikol (PEG) diszperzidk. Cikkiinkben csak a
kémiai mddositasokkal és komplexképzéssel kapott hidrofil
szarmazékokkal kapcsolatos eredményeket ismertetjiik.
Az 10j vegylletekkel kapcsolatosan a vizoldhatosagukon
kiviil a legfontosabb kérdések, hogy felilmuljak-¢ a
természetes karotinoidok antioxidans hatasat, ill. hogy
milyen toxikologiai ¢és farmakokinetikai paraméterekkel
rendelkeznek: ezek a kérdések a legtobb bemutatandd
vegyiilet esetében még valaszra varnak. Néhany hidrofil
karotinszarmazéknal jelentdsen megnovekedett antioxidans
hatast talaltak vizes oldatban a megfelel6 hidrofob kiindulasi
karotinhoz képest,' ami biztato eredmény a jovore nézve.

A legkézenfekvobb modszer a karotinoidok hidrofillé
tételére, ha toltéssel rendelkezd sdkat vagy nagyon polaros
szarmazékokat allitunk eld (a karboxilcsoportok miatt a
bixin vagy a krocetin kis mértékben olddédik vizben). Ilyen
tipusi szarmazékokat szintetizaltak az elmult években
elsésorban Lockwood és Sliwka kutatocsoportjai.

Az asztaxantin-diszukcinat dinatrium séja 2 (1.abra),>* mely
kismértékben oldodik vizben, az egyik els6ként eldallitott
hidrofil karotinoid, mely azdéta komoly karriert futott be
erOteljes antioxidans hatasa miatt: Cardax néven*® mint
szivvédd gyogyszer, vizsgalata jelenleg klinikai fazisban
van. Mas szarmazékok, mint az 1 difoszfat’® vagy a 3
dilizinat>!" hidrofilebb karakterrel rendelkeznek, hiszen
tobbszoros sot képeznek. Az 1 (vizoldhatdsaga 29,27 mg/
ml) és a 2 vegyiilet (2.85 mg/ml) is diszpergalhatd vizben,
mig a 3 s6 (181,6 mg/ml) az elsd szintetikusan eldallitott,
valdban vizoldhato karotinoid. A kozelmultban Sliwka és

mtsai olyan 0j kationos karotinoid lipideket allitottak eld,
ahol egy kvaterner ammoénium rész felelds a vegyiiletek
amfipatikus jellegéért.'>"

Sliwka és mtsai eldallitottak karotintartalmu foszfolipid
mimetikumokat (4) is,'*'¢ oxokarotinoidokbdl keto- és
aldoxim hidrokloridokat szintetizaltak,® tovabba egyes
természetes hidrofil karotinoidok, mint a krocin (a krocetin
glikozil észtere) és a bixin, részletes fizikai-kémiai vizsgalatat
is elvégezték.'™° Ezen soszerli vegyiiletek antioxidans
hatasat és néhany esetben az aggregacids sajatsagait is
részletesen feltérképezték a fent emlitett cikkekben.!
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1. Abra. Hidrofil karotinoid sok.

Kutatdcsoportunkban az elmult évtizedekben elsésorban
a karotinoidok izolalasara és szerkezetmeghatarozasara
koncentraltunk. Néhany éve 11j kutatési iranyként megkezdtiik
a karotinoidok szisztematikus derivatizalasat, atalakitasat.
Ezzel kapcsolatosan egyik f6 célunk éppen a hidrofil
karotinoid-szarmazékok eldallitasa volt, a bevezetésben
emlitett példakhoz képest mds megkozelitésben. Az
alabbiakban bemutatjuk a harom f6 csoportra oszthatd
ujonnan eloallitott szarmazékokat.

2. Ciklodextrin-komplexek

A ciklodextrinek (CD) kozismert, csonka gula alaku,
biokompatibilis oligoszacharidok, melyeket széleskoriien
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alkalmaznak a kromatografidban, a kornyezeti kémiaban,
tovabba mint élelmiszeradalékot és komplexképzd agenst.
2000-ig nem jelent meg olyan kdzlemény, amely fényt deritett
volna a CD-ek és karotinoidok k6zotti kolcsonhatasra. A CD-
eket egyszerGien karotinokkal Osszekeverve szolubilizald
szerként hasznaltak.?>>> Késdbb azt talaltak, hogy gylirls
végcsoportot nem tartalmazo karotinoidok (pl. likopin,
bixin) 1:1 ardnyu zarvanykomplexet képeznek a CD-el,
¢s az igy komplexalt karotinoidok kevésbé bomlékonyak,
mint az eredeti karotinok.?**! Kutatasaink szerint a gytr(is
végcesoport nem fér be a CD-ck apolaris tiregébe, de 3-4
CD molekula korbeveszi a végesoportot és oda masodlagos
kolcsonhatasokkal — kotddik.  Szamos  CD-karotinoid
kombinaciot kiprobalva a legjobb vizoldhatdsagot és
stabilitast a véletlenszerli eloszlasban metilezett B-CD
(RAMEB) komplexekkel értiik el kapszantin, kapszorubin
vagy lutein felhasznalasaval.’? A CD-komplexek vizes oldatai
hosszu idén at stabilak maradnak, tehat nincs aggregacio,
és a komplexképzés nem pH-fiiggd. A RAMEB-lutein
komplexszel végzett élettani vizsgalatok szerint a komplex
eldsegiti a lutein beépiilését az idegsejtekbe.’® Ezeknek a
nanokapszulazott karotinoidoknak az a legnagyobb hatranya,
hogy csak magas (95%) CD koncentracidé mellett tarthatok
komplexben és tehetdk vizoldhatova a karotinoidok.

3. Glikozidok

A karotinoid-glikozidok a természetben — tobbek kozott
— hétiré baktériumok sejtmembranjaban talalhatok meg.
Ezeket a vegyiileteket termoxantinoknak (2.4bra) is hivjak,
¢s bar csak kevéssé hidrofilek, mivel amfifil jellegiik miatt
képesek beépiilni a sejtmembranba, fokozott érdeklddésre
tarthatnak szdmot. Ez a kiilonleges tulajdonsaguk részben
felel6s lehet a Thermus fajok hotiird sajatsagaért.>

R;=0H,n=6
R;=0H,n=8
Rz=0H,n=10
Ry;=Ry,n=6¢és6
R;=Ry,n=6¢és8
Ra=Ry, n=8¢és 8

R

2. Abra. Termoxantinok.

Karotinoid-glikozidok kémiai szintézisére csak néhany
proébalkozas tortént: karotinoid-alkoholok direkt
glikozilezése®3*¢ és egy 3-hidroxi-B-jononbdl kiinduld
totalszintézis.’’*® Asztaxantin-glikozidokat bioszintetikus
uton is eldallitottak.>

Kutatdécsoportunkban -karotinbdl vagy izo-zeaxantinbdl
generalt dikationt a megfeleld cukor nukleofillel reagaltatva
mono- ¢és ditioglikozidokhoz jutottunk (3.4bra).*® A
védocsoportok eltavolitasaval az 5 ¢és 6 molekulakbdl
hidrofil termoxantin mimetikumokat allitottunk eld. Ezzel a
mddszerrel a jovoben CD-eket is kivanunk karotinoidokhoz
kovalensen kapcsolni.

izo-zeaxantin

1.CF3COOH
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3. Abra. Termoxantin mimetikumok eléallitasa (Bz=benzoil).

4. Abra. Karotinoidok cisztein konjugatumai.

Hasonl6 modon kéntartalmi aminosavak is kapcsolhatok
karotinoidokhoz  jo  kitermeléssel. — N-acetil-ciszteint
hasznalva  nukleofilként  olyan  karotinoid-cisztein
konjugatumot allitottunk eld, ahol az aminosav a kénatomon
keresztiil kapcsolddik a karotinoidhoz (7, 4. abra).
Dezacetilezés utan eldall a kivant, hidrolitikusan stabil
vizoldhato szarmazék 8.4!

4. Pegilalt karotinoidok

Szdmos biomolekulanak (elsdsorban peptidnek)
allitottak mar elo polietilén-glikollal (PEG) képzett
szarmazékat,*>* azonban kovalensen koétott PEG-karotinoid
konjugatumokat korabban nem szintetizaltak. A hidrofil
PEG-konjugatumoknak  rendszerint  kedvezébbek a
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farmakokinetikai jellemzo6i €s hatékonyan alkalmazhatdak a
hatéanyagok célba juttatdsaban. Az irodalomban talalhatunk
leirast karotinoid-PEG diszperziok készitésére, melyek a
pigmentek bioldgiai hozzaférhet6ségét hivatottak javitani.**
A kovalens PEG-konjugatumok kétségtelen eldnye, hogy
kevésbé valtoztatjak meg az ozmotikus homeosztazist, mint
az ionos vegyiiletek (pl. a bevezetésben emlitettek), tovabba
a PEG-konjugatumok vizoldhatésaga nem pH-fiiggd. Ha
a PEG rész fizioldgias koriilmények kozott viszonylag
konnyen hidrolizahato kotéssel kapesolodik a karotinoidhoz,
akkor a PEG egyszertien a karotinoid rész indifferens,
polaros célbajuttatd egységeként funkcionalhat.

Karotinoid-szukcinatokbol PEG észtereket és diésztereket
allitottunk el6* kiil6nbdz6 hosszisagh polietilén-glikolokkal
[tetraetilén-glikol (TEG), oktaetilénglikol (OEG), PEG-550
monometil-éter (MPEG-550), 5.4bra]. Ha a reakciokban
a karotinoid-szukcinatot alkalmaztuk feleslegben, akkor
dimerekhez jutottunk, ahol a két karotin rész kozott egy
PEG 06sszekotd elem taldlhatd.*® Hasonld modon, tébb
Iépésben olyan dendritikus jellegli karotinoid trimereket
allitottunk el6, melyek TEG vagy OEG elemeken keresztiil
kapcsolodnak a kézponti egységhez (6.abra).’

o Lo}

KarD 25ekv. TEG /OEG  KarO 9 n=4, Kar: 8"[i-apokarotinol (53%])
) 1.5 ekv. DMAP ] 10 n=8, Kar: 8'-Jl-apokarotinol {36%)
1.5 ekv. DCC
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11 n=4, Kar: lutein (39%)
12 n=4, Kar: zeaxantin (38%)
13 n=8, Kar: lutein (32%)
14 n=8, Kar zeaxantin (29%)

5. Abra. TEG- és OEG-konjugatumok mono- és diszukcinatokbol (Kar =
Karotinoid).

A termékek vizoldhatosaga — a varakozassal megegyezden —
aranyos voltakonjugatumok PEG tartalmaval. Baraz észteres
konjugacio miatt a vegyliletek in vivo érzékenyek lehetnek
hidrolizisre, az a tény, hogy a karotinoid regeneralddik
fiziologias korilmények kozott, akar elényds is lehet.
Az eldzetes eredmények szerint néhany PEG-karotinoid

cocl 9
0.
OJJ\/\H/ \_/\D
0
cloc COC!

1. HO-TEG-OTMS Py
Gk { 2. HCl
COO-TEG-OH  retinok-szukcinat
DCC, DMAP
SE
48%
goc COO-TEG-OH
TEG-OH 15

6. Abra. Trimerek TEG 6sszekoté elemmel.

(8'-f-a pokarotinol-szukcind ttak 17, 37%)

konjugatum (5. abra) jo antioxidans aktivitadst mutatott
hidrogén-peroxiddal kivaltott oxidativ stresszben.

A kozelmultban uj mddszert dolgoztunk ki PEG-karotinoid
konjugatumok  kialakitasara:  elsoként  alkamaztuk
az azid-alkin click-reakcidot a karotinoidkémiaban. A
reakciokortilmények optimalasa utan sikeresen kapcsoltunk
PEG-azidokat karotinoid-pentinoatokhoz.** A modszer
valészintileg mas, bioaktiv  molekuldkkal képzett
konjugatumok eléallitasara is felhasznalhato lesz a jovoben,
ugyanis a reakciok enyhe koriilmények kozott és megfeleld
kitermeléssel jatszodnak le (7. abra).

o]
o]
mPEG550-Ny Kar0 8 Kar: 8-f-apokarotinol (41 %)
KarQ (2 ekv./harmas kotés) 9 Kar: fi-kriptoxantin (47%)
Cul, DMF, 40 °C M 10 Kar: zeaxantin (44%)
% N,::, 11 Kar: izozeaxantin (33%)
A 12 Kar: kapszantin (33%)
/N 13 Kar: 4-hidroxi-e chinenon (<3%)
PEG

7. Abra. Karotinoid-PEG konjugatumok elé4llitasa click-reakciéval.

6. Osszefoglalas

A hidrofil karotinoidok eldallitasaval kapcsolatos intenziv
kutatas kevesebb, mint 15 éve kezdddott. Az elmult években
kutatocsoportunkban  tobbféle vizoldhatd szarmazékot
allitottunk elé. Amint azt a Cardax® példaja is mutatja, a
vizoldhato karotinoidok igen hatékony antioxidans hatassal
rendelkezhetnek ¢és mas, a moddositatlan karotinoidoktol
eltérd tulajdonsagokat is felvehetnek. Bar néhany esetben
térténtek mar in vivo fiziologiai és antioxidans vizsgalatok
az ujonnan eldallitott vegyiiletekkel, mégis elmondhatjuk,
hogy még hosszu ut all eléttiink, hogy a hidrofil karotinoidok
viselkedését (6sszehasonlitva a természetes karotinoidokkal
is) teljes mértékben megértsiik.
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because of their size, but 3-4 CD molecules surround each end-
group and bound there through secondary interactions. A lot of
CD derivatives were tested with various carotenoids and the most
successful formulations were the RAMEB (randomly methylated
B-CD) complexes of capsanthin, capsorubin and lutein. The major
drawback of these nanocapsulated carotenoids is that they contain
a relatively high percentage (95%) of CD which is required to
maintain their complexation ability and the water solubility of the
complexes. The aqueous solution of these complexes are stable over
months, no aggregation can be observed, and the complexation is
not pH dependent. The RAMEB-Lutein complex has been recently
found to facilitate the incorporation of lutein in neurons.

Carotenoid glycosides occur in Nature as constituents of cell
membranes of certain heat-resistant microorganisms. These
compounds, also called thermoxanthins, are slightly more
hydrophilic than simple carotenoids, however, their amphiphilic
structure is noteworthy. The length of the thermoxanthins is equal
to the width of the phospholipid bilayer, and they are incorporated
into the cell membrane modifying its properties. This particular
behaviour of thermoxanthins is believed to be partially responsible
for the heat resistance of the Thermus species (Fig. 2.).
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For the chemical synthesis of carotenoid glycosides only a few
methods have been published: direct glycosylation of carotenoid
alcohols using the classical Konigs-Knorr procedure and total
synthesis starting from 3-hydroxy-p-ionone. Glycosides of
astaxanthin were also prepared by a biosynthetic process.

Mimetics of natural thermoxanthins were prepared by the
generation of dications from B-carotene or isozeaxanthin, which
were treated with appropriate sugar derivatives as nucleophiles to
produce mono- and dithioglycosides. The most successful reaction,
to synthesize a thioglycoside in this case, can be seen on Figure 3.
After deprotection partially water-soluble thermoxanthin mimetics
could be obtained. With this method CDs could be also coupled to
carotenoids in the future.

In a similar way sulphur containing amino acids can be coupled to
carotenoids in good yields. With N-acetylcysteine as a nucleophile
the products obtained are carotenoid-cysteine conjugates in which
the amino acid moiety binds to the carotenoid via sulphur. The
water dispersibility of the products can be increased by deprotection
of the amino group to obtain 8 (Fig. 4.).

Polyethyleneglycol (PEG) conjugates of a wide range of
biomolecules are known (especially peptides), however, no
covalently-bound  PEG-carotenoid conjugates have been
synthesized before. The hydrophilic PEG conjugates usually
have better pharmacokinetic behaviour and, in general, are more
efficient in drug targeting. There are examples of carotenoid-PEG
dispersions in the literature which enhance the bioavailability of
carotenoids. PEG conjugates change the osmotic homeostasis

much less than ionic compounds. Furthermore, the water solubility
of PEG conjugates is independent of pH. If the PEG moiety is
connected to the carotenoid through a relatively labile bond, which
can be cleaved under physiological conditions, the PEG will serve
solely as an indifferent, polar carrier for carotenoids.

Carotenoid-PEG esters and diesters were synthesized from several
carotenoid succinates with polyethyleneglycols of different chain
length (tetraecthyleneglycol (TEG), octaethyleneglycol (OEQG),
PEG-550 monomethyl ether (mPEG-550)) (Fig. 5.). The same way
carotenoid dimers and trimers were synthetized, which have a PEG
spacer between the carotenoids, with good yields (Fig. 6.).

The water dispersibility of the products was compared and found,
as expected, to be proportional with the PEG content of the
conjugates. Although the conjugation via ester bond makes these
compounds susceptible to hydrolysis (eg. by pancreatic secretions),
it might as well be an advantage that they are regenerated to the
parent hydroxy-carotenoids under physiological conditions.

Preliminary studies showed elevated antioxidant activity of some
PEG-carotenoid ester conjugates in H,0, induced oxidative stress
assays.

Recently, we introduced azide-alkyne click chemistry to the field of
carotenoid synthesis. After optimization of the reaction conditions,
PEG azides could be coupled to carotenoid derivatives bearing an
alkyne moiety. This method seems to work well with carotenoids
(Fig. 7.), so it could be used in the future to synthesize not only
carotenoid-PEG conjugates, but conjugates with other bioactive
molecules.
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