Dopamin és norepinefrin oxidacioja peroxomonoszulfat-ionnal

Tudomanyos Didkkori dolgozat

Lovei Alida Kricsfalusi Nikoletta
Vegyész MSc L. Kémia BSc IlI.

Témavezeto:

Dr. Lente Gabor
egyetemi docens

Debreceni Egyetem, Természettudomanyi és Technoldgiai Kar,
Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszék
2012.



Lovei Alida Dopamin és norepinefrin oxiddcidja_peroxomonoszulfat-ionnal Kricsfalusi Nikoletta

Tartalomjegyzék

1. Bevezetés 3
2. Irodalmi attekintés 5
2.1. A peroxomonoszulfiat-ion altalanos jellemzése 5
2.2. A dopamin reakciéja Fe**-ionnal 6
2.3. Dopamin oxidaciéja peroxomonoszulfat-ionnal, vas(l11) katalizator jelenlétében 7
2.4. A dopamin hidroxilgyokkel valé oxidacidja 9
2.5. Néhany kate cholamin perjédsavval torténé oxidacioja 10
2.6. A norepinefrin oxidacidja 11

3. Célkitiizések 14
4. Alkalmazott kisérleti modszerek 15
4.1. Felhasznalt vegyszerek 15
4.1.1. Az oxon tisztasaganak meghatarozasa 15

4.1.2. Dopamin torzsoldat készitése 15

4.1.3. Norepinefrin torzsoldat készitése 15

4.1.4. Foszfat alapu pufferoldat készitése 16

4.2. A mérésekhez hasznalt miiszerek és szamitogépes programok 16

5. Eredmények és értelmezésiik 17
5.1. Elokisérletek 17
5.2. A dopamin oxidicidja 20
5.2.1. A reakcio részletes Kinetikai vizsgalata 20

5.2.2. Tomegspektrometridas termékazonositas 30

5.2.3. 'H-NMR vizsgalatok 32

5.3. A norepinefrin oxidicidja 34
5.3.1. A reakci6 részletes kinetikai vizsgalata 34

5.3.2. Tomegspektrometridas termékazonositas 45

5.3.3. 'H-NMR vizsgalatok 46

6. Osszefoglalas 48
7. Koszonetnyilvanitas 49
8. Irodalomjegyzék 50



Lovei Alida Dopamin és norepinefrin oxiddcidja_peroxomonoszulfat-ionnal Kricsfalusi Nikoletta

1. Bevezetés

A katecholamin-csalad tagjaként a dopamin (kémiai képlete: CgH3(OH),-CH,-CH,-NH,) az
egylk legfontosabb, az ¢€l6 szervezetben termeldodd vegylilet, amely prekurzora két
neurotranszmitternek, az epinefrinnek (adrenalin), valamint a norepinefrinnek (noradrenalin).
A kozponti idegrendszerben fejti ki hatdsat és neurotranszmitteri szerepet tolt be, aktivalva a
dopamin-receptorokat (D1, D2, D3, D4 ¢és D5). Az agyban neurohormonként van jelen, s a
hipotalamusz termeli. Legfobb szerepe hormonként, hogy gatolja a prolaktin felszabadulasat a
hipofizis eliilsé lebenyéb6l. Mivel a hipotalamusz szoros kapcsolatban all a limbikus
rendszerrel, amely az érzelmi életért ¢és a valaszreakciokért felelds, a dopaminnak is fontos
szerepe van a motivaltsag és az érzelmek kialakitasdban. A dopamin egyfajta jutalmazisa az
agynak az egyed felé, amely akkor szabadul fel, ha valamilyen pozitiv hatas éri az €l6lényt.
Ekkor nyugalom- és elégedettségérzetet kelt. Ha gyakran, nagy mennyiségben termelddik,
fliggdség is kialakulhat. Fontos szerepet jatszk a mozgaskoordinacidban, ha tultermelddik a
szervezetben, nem kivant izomrangast okoz. Hasznilhaté mtravénds gyogyszerként, amely a
szimpatikus idegrendszerre fejti ki hatasat, emelve a pulzusszimot €és a vérnyomast. A
Parkinson-koros betegek szervezetében nem szabadul fel megfeleldé mennyiségli dopamin, igy
azok dopamin-szintjét gyogyszeresen kell novelni. A dopamin nem Iéphet at a vér-agy gaton,
igy a gyogyszer nem befolyasolja kozvetlenil a kozponti idegrendszert, ehhez ugyanis az
erekb6l a szinapszisba kellene jutnia, amire szerkezete miatt képtelen. A dopamin
mennyiségét az agyban L-DOPA-val novelik, ez a dopamin prekurzora, viszonylag konnyen
atjut a vér-agy gaton.

A dopamin bioszintézise foként az agyi ideghal6zatban és a mellékvesében torténik.
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1. abra. A dopamin bioszintézise
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A folyamat els6 és egyben sebességmeghatarozd Iépése az L-tirozin hidroxilezése tirozin-
hidroxildz enzim hatasara 3,4-dihidroxi-L-fenilalaninna, azaz L-DOPA-via. Ezt kovetfen az
L-DOPA dekarboxilez6dik (DOPA-dekarboxiliz enzim hatdsara), igy egy karboxilcsoport
eltavolitasaval dopamin képzodik. Egyes neuronokban a dopamin béta-hidroxildz enzim
segitségével tovabbalakulhat norepmefrinné. A dopamin és szarmazékainak metabolizmusa az
¢l6 szervezetben harom modon torténhet: transzporter hatds utjan, enzimatikus bomlassal
vagy diffizioval. Az enzimatikus bomlas egy oxidativ folyamat, ezért is érdekes a dopamin

oxid4ciojanak vizsgalata laboratoriumi koriimények kozott.!

A norepinefrin egy katecholamin-hormon ¢€s neurotranszmitter. A poztiv izgalmi allapotért
felelos, és fliggdséget is kivalthat. Stresszhormonként az agynak azt a részét érinti, amely a
figyelmet és a valaszreakciokat ellendrzi. Ha bizonyos agyteriileten a noradrenalin
funkcionalis elégtelensége észlelhetd, az depressziot valt ki, ezzel szemben a maniat a
tulmiikodés okozza. A noradrenalin az adrenalinnal sokkal erésebben szikiti az ereket,
kozvetlenill emeli a szivfrekvenciat, glikozt szabadit fel az energiaraktarakbol, és noveli az
izomtonust. Gyogyszerként a noradrenalin emeli a szisztolés és diasztolés vérnyomast, ez
kompenzalo vagusreflexet valt ki, amely semlegesiti a szivgyorsitd hatast.

Hormonként a  mellékvesében termelodik és omnan valasztdédik ki a  vérbe,
neurotranszmitterként a kozponti és a szimpatikus idegrendszerben is jelen van, ahol a
noradrenerg neuronok bocsatjak ki a szinaptikus ingeriiletatvitel soran.

A norepinefrin bioszintézise szintén az 1. dbra szerint megy végbe, a dopaminbol dopamin-B3-

hidroxilaz enzim segitségével alakul ki a norepinefrin.?
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A peroxomonoszulfat-ion altalanos jellemzése

A peroxomonoszulfat-ion a peroxo-monokénsav (H,SOs, Caro-sav) savmaradékionja. Erds,
egybazisu sav, melynek olvadaspontja 45 °C. A tiszta, vizmentes allapotban 1év6 sav szintelen
kristalyokat képez, €s mar szobahOmérsékleten is robbanékony, bomlasterméke a kénsav és az
oxigén. A peroxo-monokénsav Osszetett sdja az oxon (2KHSOs5'K2SO4-KHSO4), mely
laboratériumokban széles korben alkalmazott erélyes oxidaloszer. Oldatdban nem stabilis,
néhany napos felezési iddvel spontdn bomlik, azonban szilard allapotban évekig eltarthatd. A
~9, azaz 9-es pH-ig a HSOs™, e Bt pedig a kétszer deprotonalt SOs°~ forma dominal®

A reakciok aktivalasi entropidjanak felhaszndlasaval sikeriilt kiilonbséget tenni egyelektronos
(valoszinleg elektrontranszfer) és kételektronos (valdszinileg oxigéntranszfer) reakcioutak
kozott. A HSOs  reakcidoiban foleg a kételektronos Ut jellemzd (kiilonosen a
halogenidionokkal torténé reakcid soran), mivel egyelektronos Ut esetén koztitermékként

nagy energiaju szulfitiongyok (SO4) keletkezik.*
HSOZ 4+ e~ > SO + OH~ (1)

A peroxomonoszulfat-ion alkalmazasa oxidaloszerként akkor ajanlott, ha a HyO,-dal nem
megy végbe a reakcid, vagy ha azt nagy feleslegben kell alkalmazni a H,O, diszproporcidja
miatt. A peroxomonoszulfit-ion alkalmazasa konnyli kezelhetdsége mellett kornyezetkémiai
szempontbdl is elonyds, mivel redukalt formija, a szulfition nem okoz jelentés kornyezeti
karokat. A HSOs™ halogenidionokkal, elsésorban kloridionnal vald6 reakcidja nagy
jelent6séggel bir a gyakorlatban. Természetes vizekben megfeleldé pH-n, natrium-Kloridos
oldatban vagy nagy NaCl tartalmi vizekben (tengervizben) oxon hatasara hipoklorition
keletkezik, amely képes elpusztitani a baktériumokat. Ebb6l adodoan az oxon jelentds
fertdtlenitészer, am az oxont alkalmazd vizkezelési eljdrasokban komoly veszilyt jelenthet a

kloridion elsé Iépésben torténd atalakulasa mérgezd klorgazza.

HSOZ +2X~ + 2H* > X, + HSO] + H,0 )
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2.2. A dopamin reakcioja Fe®*-ionnal®

Usama ElAyaan és Erwin Herlinger tanulminyoztdk a dopamin reakciojat Fe'-ionnal savas
oldatokban, anaerob koriimények kozott. Az eredményeik Osszefoglaldsa a kovetkezd abran

lathato.
H @)
. abs X
Fe¥*  + k1 Fei
H MH+"

(o NH"
Dopamin Fe(lllkomplex
k2nns - Fe?*
o]
Q
D\/\ -i—+Fesr
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Leukodopaminokram Dopaminokrdm
2.4bra. A dopamin és Fe®* kozotti reakeio kinetikai sémaja

Megfigyelték, hogy a Fe®* (amely jelentés részben Fe(OH)** formaban van jelen) gyors,
reverzibilis reakcioban reagdl a dopaminnal, amelynek soran z0ld szinti vas(III)-komplex
képzodik. A reakciot stopped-flow technikaval kovették.1,8-as pH felett a komplex-képzodési
reakcid Fe®*-ra és dopaminra is elsérendii kinetikat mutatott, de kisebb pH-n dopaminra nézve
mar nem elsérendli. A kjops-t dbrdzolva az alkalmazott pH fliggvényében, a kapott gorbe
minimumot mutat pH = 1,5 koriil. Nagyobb pH-értékeknél (> 1,5) a reakcid sebességének
meredek novekedése tapasztalhatd, ami azzal magyarazhatd, hogy a kevésbé savas kozegben

a sokkal reaktivabb Fe(OH)?" forma egyre novekvé mennyiségben van jelen.
Fe(OH)**+ HY 5 Fei* (3)

Fe(OH)?* + H,LHT S Fe(LH)** + H* vagy [Fe(HLH)"] 4)
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A miasodik Kpésben lassii belsGszféras elektrontranszferrel szemikinongyok és Fe?* képzodik,
ez a sebességmeghatarozd Ipés, amely annyira lassu, hogy klasszikus kinetikai moédszerekkel
is kovethetd. Mivel a kpops €rtéke nd a pH-val, feltételezhetd, hogy igen reakcioképes protonalt
komplexrél van szo, amelyben a dopamin monodentat ligandumként szerepel. A szemikinon

gyok képzddése felirhatdé a kovetkezOképpen:

72

k2
Fe(OH)**+ H,LH" 5 Fe(LH)**+ H*  Fe Il + szemikinon (5)

A komplex kialakulasat és szemikinon gyokké valdo bomlasat 700 nm-en kovettek. Mivel a
képzddott szemikinongyok nem stabilis, gyorsan tovabboxidalodik orto-kinonna. A reakciot
oxidaloszer-feleslegben végezve azt tapasztaltdk, hogy a kovetkezd Iépésben — a katecholamin
kinon formajara jellemzoen — spontan bels6 Michael-addicios reakcioval —gytiriizarodas
torténik. Mivel a gylriizarddas egyk feltétele az aminocsoport deprotonalodasa, ez egy lassu
Iépés lesz, ugyanis az aminocsoporthoz tartozd protonalodasi allandd nagy, tehat a
deprotonalodasi  1épés viszonylag lassi. Az orto-kinon képzOdését ¢és atalakulasat
leukodopaminokrémma 380 nm-en kovették. A gylirizarodas soran képzodott leukodopamin

tovabboxidalodik rézsaszin dopammokromma.
2.3. Dopamin oxid4ciéja peroxomonoszulfat-ionnal, vas(III) katalizitor jelenlétében®

Simon Adrienn diplomamunkajaban foglalta 6ssze a dopamin peroxomonoszulfit-ionnal, Fe3*
katalizitor jelenlétében torténd oxidacidjanak vizsgalatdval kapcsolatos eredményeit. Azt
tapasztalta, hogy a peroxomonoszulfait-ion savas kozegben kozvetlenil nem oxidala a
dopamint. Mivel a vas(Ill) oxidal, és a peroxomonoszulfit-ion oxiddlja a Fe®*-t, felmeriilt a
lehetéség, hogy a Fe>'katalizdlia a dopamin és peroxomonoszulfit-ion reakciojat. Méréseit a
termék elnyelésének hullimhosszan, 390 nm-en végezte, a Fe*-iont katalitikus mennyiségben
alkalmazta, asav pedig nagy feleslegben volt jelen.

Ebben a munkdban megvizsgaltdk a reakcidsebesség dopamin-koncentracio fliggését is. Az
igy kapott kinetikai gorbén lathatd, hogy a DA-koncentraciot novelve ndvekszik a reakcid
sebessége is. A kinetikai gorbét a kezdeti sebességek modszerével kiértékelve, a kezdeti
sebességeket a DA-koncentracid fliggvényében &brazolva nulla tengelymetszetli egyenest
kapott, azaz a reakcid6 dopaminra nézve elsOrendii. Az oxonkoncentracio-fliggés vizsgalata
hosszabb reakcidid6hoz tartozd abszorbancia csokken, eszerint a kezdeti szakaszban képz6dd
termék  tovabboxidalodik. Az oxonkoncentracid fliggvényében dbrazolva a kezdeti

7
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sebességeket egyenest kapott (tehdt oxonra nézve elsérendii a reakcid), amelynek
tengelymetszete nem nulla. Ez arra utal, hogy a peroxomonoszulfat-ion tavollétében is
torténik oxidaci6 a Fe®'-ionnal A Katalizator rendiiségét vizsgalva azt tapasztalta, hogy a

+ . , .7 oo r rr
Fe**-jonra nézve a reakcid kevert elsé-és masodrendii.

A mérési eredményekkel Osszhangban a kovetkezd kinetikai modellt javasolta a reakciora:

Fe™ + DA ' FeDA™ (6)

FeDA* + Feit s 2Fe’ + DQ (7)

H* + 2Fe™ + HSO,~ = 2Fe + S0,%” + H,0 ®8)
FeDA* + HSOg~ : Fe®* + DQ + HSO,.~ 9)

A wvas(Ill) a dopaminnal az elsd, egyensulyi IEpésben komplexet képez. A reakcid
sebességmeghatarozd 1épése a komplex oxidalasa, ami peroxomonoszulfat-ion vagy vas(lIl)
hatasara kovetkezik be. Az oxidacioban keletkezett Fe®'-t a peroxomonoszulfat-ion gyors

r r . c 171 + . ,
Iépésben visszaoxidalja Fe®*-ionna.

A modell alapjan levezetett sebességi egyenlet:

FeDAI* =K, Fe®* DA (10)
v =k, Fe®* FeDA™ +k, FeDA™" HSO.~ (11)
v =k,K, Fe®* 2 DA + k,K, Fe* DA HSO.~ (12)
v=K, k, Fe®" 2+ k, Fe3* HSO.~ [DA] (13)

A sebességi egyenlet alapjan a reakcid elsdrendii peroxomonoszulfat-ionra €s dopaminra

, + - ’ 1" , y, " . 1 7
nézve, Fe**-ionra nézve kevert elsé- és masodrend(i kinetikat mutat.®
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2.4. A dopamin hidroxilgyokkel valé oxidaciéja’

Helen W. Richter ¢és Walter H. Waddell a dopamin hidroxilgydkkel valé oxidaciojat
vizsgaltdk  vizes  kOzegben  impulzusradiolizis  technikéval,  fotometrids  detektalassal.

Eredményeik Osszefoglaldsa a kovetkezd é&bran lathato.

L — I@/\ R ey
@/\NHB 2,-2) HD)‘(\;J.D - Ny
2

¢ HOHp ( H'@Hp0H ) ( H*QHp0H3")

Ha0 B
(8, -8) (8 DN
Ha0" | BH ?
HD:@/\ HO HO
*NH @/\*NH mH

S Ho0 QS
(HOHD o OO 2 ( H*OH)

) b‘HL’I' 0" ()
G,-5 0N
o 82 o

0 H:J*
 HOH) He s ¢ HEY

HO:

HO™

3.abra. A dopamin hidroxilgyokkel valo reakcidja

Az oxidaci6 folyamatanak vart sorrendje: 1. az OHe addici6ja az aromas gyriire, hidroxi-
ciklohexadienil gyokot képezve, 2. bazs vagy savkatalizilt viz elimindcid, szemikinon-gyok
képzodésével, 3. egyensuly a szemikinongyok és szemikinon-gyokanion ko6zott. Mivel az
OHe addici6hoz, vizelimmnacidhoz és a biomolekuldris bomlashoz jellemz6 abszorbancia-
valtozasok tartoznak, a reakcid részlépései egyértelmiien nyomon kovethetéek. A reakcio 0
sajatsagai, részlépései: 1. OHe addicioja az aromas gyiirlire, hidroxi-ciklohexadienil gydk
képzodik (1), 2. OHe reakcidja deprotonalt dopaminnal, belsé szféras elektrontranszferrel
szemikinon-gyok (H'QHe) képzddik (9), 3. sav-bazs katalizalt viz-eliminici6 soran a
H'QH,OHe formabol szemikinon-gyok keletkezik, amelynek sebessége minimumot mutat 4-
5-0s pH értékeknél, 4. ¢és utolsd Ipésként szemikinon-gyok és szemikinon-gyok-anion
képzodik bimolekuléris reakcioban (5).

A dopamin és OHe reakcidjat 4,7-es pH-n tanulmanyoztak, ahol a vizeliminacid sebessége
minimalis, és ezen folyamatra masodrendii sebességi egyiitthatot allapitottak meg (k).
Kiilonbozo pH-értéken (4,7 €s 3,1) vizsgalva a spektralis valtozasokat azt tapasztaltdk, hogy a
4,7-es pH-n felvett spektrumon 338 nm és 314 nm-nél lathatdé két csucs kozil a 314 nm-nél

9
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jelentkez6 hipszokrom eltolodast szenved, ha a pH-t 3,1-re valtoztatjuk. Ez Osszhangban van
azzal a feltételezéssel, hogy a szemikinon-gydkanion atalakulasa szemikinon-gyokké akkor
lehetséges, ha a pH-t lecsokkentjiik, ilyenkor a Vvizelimindcioval jar6 atalakulas irdnyaba
tolodik el az egyensuly.

A savkatalizalt vizeliminacid elsé Ipése a hidroxi-ciklohexadienil gydk protonalodasa: a H' a
bazikusabb, az addici6 soran belépett OH-csoporthoz kapcsolodik (2). Ezt egy vizmolekula
gyors kilépése koveti, fenilgyokkation képzodése kozben (3). A keletkezd részecske nagyon
reakcioképes, amely proton leadasaval stabilizalodik, és szemikinon-gyok képzodik (4). A
hidroxi-ciklohexadienil gyok baziskatalizalt vizeliminacios reakcidja pH > 4,5 értékeknél
lehetséges, ahol az els6 Iépésben az egyik, savasabb fenolos OH-csoport deprotonalodasa
kovetkezik be bazis hatasara (6), majd az igy kialakult deprotonalt adduktum hidroxidion
kilépésével stabilizalédik, szemikinongydk képzodése kdzben (7).

2.5. Néhany katecholamin perjédsavval torténo oxidz'lci()ja8

Ezio Pelizzetti, Edoardo Mentasti ¢s Edmondo Pramauro harom, biologiailag nagyon jelentds
vegylilet — az adrenalin, L-dopa, dopamin — perjodsavval torténé oxidaciojanak kinetikajat és
mechanizmusdt tanulmanyoztdk. A dopamin teljes oxidacios reakciojara a kovetkezo

mechanizmust ajanlottak:

HO, 0X ° ciklizdcié HO
HO wm Tan T ho
N H 0O NH 2 |

2
(@)

Per
8 u.H“ " Tlvﬂ‘ FTL. ésivagy
v a
'".':'i"-'
HO NH; (it o NH; HO N

4, dbra. A dopamin és a perjodsav reakcidjanak mechanizmusa

Az o0-benzokinon kialakulasat 0-7 pH-tartomanyban ¢és kiilonbdzo hémérséklet-értékeken
vizsgaltdk: az L-dopa és dopamin oxidaciojat 25 °C-on, az adrenalinét pedig 15 °C-on. A pH
beallitasahoz acetat- (pH = 4-6) és foszfat-puffert (pH > 6) alkalmaztak, a reakciot 390 nm-en
kovettek. A mérési eredményekbdl arra kovetkeztettek, hogy a reakcidé masodrendi, és a

kovetkezO sebességi egyenlethez jutottak:

10
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d[Cat
- [df']z ko[Cat],[Per],

(14)

Azt tapasztaltak, hogy mindharom katecholamin esetében az els¢ oxidacios lépés erds pH-
fliggést mutat. A mérés soran perjodsaviclesleget alkalmazva pH > 4 esetén azt tapasztaltak,
hogy a Kialakult o0-benzokinon egy lass, gyliriizarasi reakcidban tovabbalakul
leukoaminokromma, amely gyorsan tovabboxidalodik aminokromma. A reakciét 480 nm-en
kovettek. Mivel a gylirizarodds végbemenetelehez elengedhetetlen az aminocsoport
deprotonalodésa (amely a nagy protonalddasi allandd miatt lassu folyamat), a reakcio
sebessége erdsen fligg az alkalmazott pH-tol. A pH = 4-8 tartomanyban az o-benzokinon
oxidaciojahoz tartozd sebességi egyiitthatd:
koK,
(K, +[H+]) (15)

obs

(ahol a K’; az aminocsoport savi disszociacids allanddjanak felel meg). pH> 9 esetén viszont
azt tapasztaltdk, hogy a gylirizdras sebessége kozel fliggetlen a pH-tol. A vizsgalt vegyiiletek

esetén a gylirlizarddas sebessége a kovetkezOképpen alakul:
adrenalin > L-dopa > dopamin.

2.6. A norepinefrin oxidaciéja®

Wu Xinguo ¢és Cai Ruxiu a norepinefrin oxidaciojat vizsgaltdk kiilonb6z6 oxidaloszerekkel,
¢s arra a megallapitasra jutottak, hogy a koztitermékek, a végtermékek és a reakcidutak
jelentésen fliggnek az oxidéaloszertdl

Elszor [Fe(phen)s®*]-nel vizsgaltak a folyamatot: ekkor gyengén savas kozegben vords sznil
ferroin, vagyis [Fe(phen)s*"] komplex keletkezik. A reakci6 meglehetdsen gyors, igy stopped-
flow technikaval kovették nyomon. Kiilonb6z6 pH-értékeken vizsgaltdk a reakcidt, lathato
volt, hogy a pH novekedésével nemcsak a sebességek, hanem az abszorbanciaértékek is
nottek. A kinetikai gorbéket két szakaszra lehet osztani: a kezdeti szakaszban gyors reakcio
jatszodik le, a végén pedig egy lassabb folyamat. Ez egymas utan lejatszodd reakciokra utal,
azaz a koztitermék ¢és a végtermék elektronvesztésben vagy a ferrommolekuldk szaméban
kiilonbozik. Azt gondoltdk, hogy haromfeleképpen mehet a reakcio: (1) a koztitermék 3, 5

vagy 7 elektronvesztéssel keletkezik, (2) eldszor 4 e -t veszt, ebbdl keletkezik az Gsszesen 6

11
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e vesztéses termek, (3) a végsd termék Osszesen 8§ e vesztésével keletkezik. Ezzel szemben

mas viselkedést tapasztaltak:

pH =12
HO ~ HgN 26 O H.N
o4, O
oo 2 OH

pH =20

HO, HEN 3o 0 Hzﬁ e a HzN

o O, X, O
— OH —/  OH —/  OH

pH = 3,86

HO HoN 0 o .

de 4o /.
o), o oX Do e ST o~ TULS
OH N O N A=)

H H O

pH = 4,25
3e de iy
oH OH N
H
pH = 4,6
HO HaM O 0
2 i,: %_x\\
HO - = D‘<=;“/—|—DH —= O J=0
OH ~N- ~N
H H

5.4bra A norepinefrin oxidalasa [Fe(phen)s;®*]-tal, kiilsnbozé pH-értékeken

Kovetkezonek oldott Oj-nel vizsgaltdk ligos kozegben a reakciot, amely megfeleld
redukaloszer jelenlétében megy végbe mint pl. az aszkorbinsav. Fluoreszcens trihidroxiindol
keletkezik, amely nem stabil, igy tovabb oxidalodik valamilyen nem fluoreszcens anyagga. A

végsO termék szerkezete ismeretlen, de valdsziniileg oxoaminokrém, ami a 6. abran lathato.

12
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HUITTUH 0 S0
. i |
H H
trihidroximdol oxoaminokrom

6. abra Norepinefrin O-nel val6 oxidalasanak lehetséges termékei

Hexacianoferrattal [Fe(CN)s®] gyengén savas kozegben vizsgaltdk az oxidaciot, ahol egy
piros terméket kaptak. Kiilonboz6 pH-értékeken is vizsgaltdk a reakciot. Kisebb pH-értékeken
a kinetikai gorbén latszik, hogy az oxidacid kezdeti fazisat megtartja, mig nagyobb pH-n a
kezdeti periodus csokken és a kinetikai gorbe alapjan egyszerii elsérendii reakcio jatszodik le,
amely nem megy el aminokrom allapotig. Ez jelents kiilonbség a ligos kdzegben végbemend
reakciohoz képest, ott ugyanis trihidroxiindol allapotig megy a reakci6, ami atrendezodik

aminokrémma, majd tovabbi oxidacioval nem fluoreszcens termék keletkezik.

13
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3. Célkitiuzések

Kisérleti munkank célla a dopamin ¢€s norepinefiin peroxomonoszulfat-ion hatisara torténd
oxidaciojanak részletes kinetikai vizsgalata, a lejatsz6d6 mechanizmus megismerése. A
kinetikai sajatsagok feltdrasa alapjan kinetikkai modellt kivanunk felallitani a reakciok soran

tett megfigyelések ¢s mérések értelmezésére.
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4. Kisérleti korilmények

4.1. Felhasznalt vegyszerek

A kisérletek soran a  dopamintérzsoldat készitéséhez szilard dopamin-hidrokloridot
(CgH12NO2-HCI, Sigma-Aldrich) hasznaltunk. A norepinefrin-térzsoldat készitéséhez szilard
norepinefrin-L-bitartaratot hasznaltunk (CgH11NO3-C4HgOg, Sigma-Aldrich). A
peroxomonoszulfat-ion oldatat Osszetett kaliumsojabol (2KHSOs5-K2SO4-KHSO4) készitettiik,
mely a kereskedelemben Oxone® néven kaphato. A pH beallitasdhoz foszfat puffert
(NazHPO4-2H,0, NaH,PO4-2H,0, Reanal) és ecetsav/matrium-acetat puffert hasznaltunk. Az
oldatokat haromszor ioncserélt és ultrasziirt (MILLI-Q RG tisztitrendszer) vizb6l készitettiik.

4.1.1. Az oxon tisztasaganak meghatarozasa

Kutatécsoportunkban meghataroztak az oxon tisztasagat jodometrias titraladssal. A jod a (14)
egyenletnek megfelelden keletkezik. A keletkezd jod koncentracidjat natrium-tioszulfat
segitségével hatdroztdk meg.

HSOs + 21" + 2H" — 1, + HSO4 + H,0 (15)

l, + 25,032 — 21"+ S406% (16)
A mérések szerint a KHSOs-tartalom kb. 90%-a a bemérés alapjan szamolhato értéknek.

Tovabbi kisérleteink soran mindig figyelembe vettik ezt a tényezot, és ez alapjan szamoltuk

ki a peroxomonoszulfat-ion oldatbeli koncentraciojat.

4.1.2. Dopamintorzsoldat készitése

A dopamintérzsoldatot szilard hidrokloridjabol bemérés alapjan allitottuk el6, a szlard
anyagot haromszor ioncserélt vizben oldottuk fel. A tdrzsoldatokat hiitdben taroltuk, egy
torzsoldatot maximum két napig hasznaltunk.

4.1.3. Norepinefrin-torzsoldat készitése

A norepinefrin-torzsoldatokat szilard formajabol bemérés alapjan allitottuk eld, haromszor

ioncserélt desztillalt vizben feloldva. A norepinefiin-oldat stabilitasat spektrofotometridsan
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ellendriztiik, azt tapasztaltuk, hogy a felhaszndlas soran szdmottevd valtozds nem torténik. A

torzsoldatokat hiitdben taroltuk, maximum 2 napig hasznaltuk fel.

4.1.4. Foszfatalapu pufferoldat készitése

A reakcioelegy pH-janak bedllitdsara foszfatpuffert alkalmaztunk. A tdrzsoldatot szilard
NayHPO42H,0, illetve NaH,PO4-2H,O bemérésével készilt, azonos koncentracioji oldatok

1:1 aranya elegyébdl allitottuk eld, pH~7 beallitasdhoz.

4.2. A mérésekhez hasznalt miiszerek és szamitogépes programok

A spektrofotometrias vizsgalatokat PERKIN ELMER UV/VIS LAMBDA 25 pasztazo
spektrofotométerrel és HP-8453 diddasoros spektrofotométerrel végeztik kvarckiivettakban.
A 25.0 £ 0.1 °C-0s homérséklet allandosagit HETO CBN 18-30 termosztattal és cirkulalo
vilirdével biztositottuk. Az eredmények kiértékelése a spektrofotométer sajat szoftverével,
MicromathScientist és Microsoft Excel szamitdgépes programokkal tortént. A jodometrids
titralasokhoz Metrohm 785 DMP Titrino automata titratort hasznaltunk, melyhez 6.0420.100
szamu Pt-elekrodot csatlakoztattunk.

A pszeduo-elsérendii sebességi allandok meghatarozasa ugy tortént, hogy a kinetikai
gorbek alkalmas szakaszat exponencidlis gorbével illesztettiik. Ehhez gyakran az elsé néhany
pont és a gorbe végének figyelmen kivill hagyasara is szikség volt. Az illeszkedés ilyen
koriimények kozott megfeleld volt, de maguk a gbrbék minden esetben tobb egymas utani
Iépést tiikroztek, s ezekbdl altaldban az elsdt vizsgaltuk a pszeudo-elsérendli sebességi allandod
koncentracio fliggésének tanulmanyozasaval.

Az NMR-spektroszkopias vizsgalatot egy Bruker 360 MHz-es készilekkel végeztiik.
Az eredmények kiértékelése WinNMR ¢és Mestrec szoftverrel tortént, a ppm skalat a deuteralt
oldészer maradékjelére kalibraltuk.

A tomegspektrometrids vizsgalathoz BrukerMicrOTOF-Q berendezést hasznaltunk. A

mérés elektrospray ionizacids modszerrel tortént, mely soran poztiv ionokat detektaltunk.
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5. Eredmények és értelmezésiik

5.1. Elokisérletek

Elokisérleteink soran spektrofotometridsan ellendriztik az dopamin oldatdnak stabilitasat.
Felvettik egy torzsoldat spektrumat néhany perccel az elkészitése utan, majd 3 napos
varakozas utan megismételtik a mérést. A spektrumokat a 7. dbra mutatja be, lathat6, hogy 3
nap alatt szamottevd valtozds tOrtént, az abszorbancia észrevehetéen csokkent. Ezért a

kisérleti munkaban ugyanazt a dopamin torzsoldatot 2 napnal tovabb nem hasznaltuk.

1,5
1 4
——3nap
<
— 0 nap
0,5 A
0 ; \
200 250 300 350

A (Nm)

7.abra A dopamin-oldat stabilitasanak ellenérzése

[DA]znap = 0,54 mM, [DA]gnap = 0,57 mM

A norepinefrin-oldat stabilitasat hasonloképpen vizsgaltuk. A 8. abran jol lathatd, hogy a
spektrum jellege 3 nap utan egy kiss€ megvaltozott, bar a csucson mért abszorbancia
lényegében nem valtozott. fgy a késobbickben 2 napnal tovabb nem hasznaltunk egy

norepinefrin-oldatot.
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8. abra A norepinefrin-oldat stabilitasanak ellendrzése

[norepinefrin]Onap = 1,3 mM, [norepinefrin]3nap = 1,2 mM

A dopamin és a peroxomonoszulfait-ion kozotti reakcid kovetése folyaman észlelt spektralis
valtozasok a 9. &bran lathatok. A reakciokorilményeket Ugy valasztottuk meg, hogy a
dopamin és a peroxomonoszulfat-ion kozel 1:1 aranyban legyen jelen, valamint a pH-t 7-re
allitottuk be foszfatpuffer segitségével. Az oxidaciot 24 oran keresztiil kovettik, &l oranként
vettiink fel egy spektrumot. Az 9. abran bemutatott spektralis valtozasok azt tiikkrozik, hogy a
dopamin jOl azonosithatd, kb. 280 nm-nél jelentkezd -elnyelési maximuma az oxidacios
reakcio soran eltlinkk, és 24 oOra alatt olyan, végsonek tekinthetd spektrum alakul ki, amely
jellegzetes ugyan, de cslcsok nincsenek benne. A folyamat elsd részében a spektrumok
metszéspontjait akar izobesztikus pontoknak is lehetne nevezni, de ezek a reakcio
elorehaladtaval eltolodnak, vagyis a teljes, 24 oOrds idétartamban mar semmiképp nem lehet
olyan hullimhosszt talalni, ahol az abszorbancia allandé lenne. Ezek a megfigyelések elég
egyértelmiien tobblépéses folyamatra utalnak, amely nem meglepd, hiszen a dopaminbdl tobb
kiilonb6z6 oxidaciés termék is keletkezhet. A kinetikai erdfeszitéseinket arra iranyitottuk,
hogy ezen folyamatok kozil egyet (lehetleg az elsét) elkiilonitve tanulmanyozzuk a tobbitdl
Tovabbi méréseinket az elnyelési maximumon, A = 279 nm-en, foszfatpufferes kdzegben

végeztiik.
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9. dbra Spektralis valtozas a dopamin és peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcid soran

[HSOs] = 210 mol/dm®, [DA] = 210" mol/dm?, [foszfat puffer] =0,1 M, pH=7

Az elokisérletek soran észlelt, a norepinefiin és az oxidaloszer kozotti reakcid soran
tapasztalhatd spektralis valtozast tanulmanyoztuk, ez a 10. &bran lathato. A kezdetben
megjelend izobesztikus pontok idébeli eltolodasai tobblépéses folyamatra utalnak. A tovabbi
részletes kinetikai méréseinket mindig a kinduldsi anyag elnyelésének egy jol kovethetd
hullimhosszan, szintén A =279 nm-en végeztiik, foszfatpufferes kozegben.

1 -

0,5 1

210 260 310 360
A (nm)

10. dbra Spektralis valtozas a norepinefrin és oxon kdzotti reakcioban.
Az oxidaciot 24 oran keresztiil kovettiik, 30 percenként vettiink fel egy spektrumot.

[norepinefrin] = 0,23 mM, [HSO5-] =0,20 mM, [foszfat-puffer] =0,1 M
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5.2. A dopamin oxidaciéja

5.2.1. A reakcio részletes kinetikai vizsgalata

Megvizsgaltuk a reakcidsebesség dopaminkoncentracio-fliggését 7-es pH-n ugy, hogy a
peroxomonoszulfat-ion koncentracigjat (0,0115 M) éallando értéken tartottuk. A reakciot 4

oran keresztiill, A = 279 nm-en kovettik. A kapott kinetikai gérbéket a 11. dbran mutatjuk be.

Léthatd, hogy a dopamin koncentracidjanak novelésével a reakcidsebesség is no.

2
5
c
2 1
) a
< b
C
d
€
0 . . +
0 5000 10000

t (s)

11. abra. A dopamin és peroxomonoszulfat-ion kdzotti reakcidoban mért kinetikai gorbék
[HSOs] =0,0115 M, [DA] = 0,594 mM (a), 0,495 mM (b), 0,35 mM (c), 0,2 mM (d),
0,1 mM (e), 0,05 mM (f), [foszfatpuffer] =0,1 M,pH =7

A gorbéket a kezdeti sebességek modszerével értékeltik ki A dopamin-koncentracio
fliggvényében abrazolva a kezdeti sebességeket azt tapasztaltuk, hogy a kapott pontok telitési
jellegii gorbét kovetnek, nagy dopaminkoncentracid esetében a sebesség mar fliggetlen volt a
koncentraciotol (12. abra). Ennek ellenére az elsd, mintegy 5%-os konverziot jelentd szakasz
levagasa utan a kisérleti gorbéket exponencidlis gorbével elfogadhatoan lehetett illeszteni A
nemlinearis illesztéssel Kkapott, kiilonboz6 dopaminkoncentraciokhoz tartozd kops értékeket
abrazolva a kapott pontok csokkend tendenciat mutatnak (13. dbra). Ezt a jelenséget a munka
jelenlegi allapotdban nem tudjuk értelmezni, a jovoben mindenképpen tovabbi erdfeszitéseket

kell tenni.
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12. abra. A kezdeti sebesség dopamin-koncentraciofiiggése a dopamin és peroxomonoszulfat-ion kdzotti

reakcioban, [HSOs| = 0,0115 M, [foszfatpuffer] = 0,1 M, pH = 7,0
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13. abra. A pszeudo-elsérendii sebességialland6é dopamin-koncentraciofiiggése a dopamin és

peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcidoban,

[HSOs] = 0,0115 M, [foszfatpuffer] =0,1 M, pH = 7,0

21



Lovei Alida Dopamin és norepinefrin oxiddcidja_peroxomonoszulfat-ionnal Kricsfalusi Nikoletta

Tanulmanyoztuk a reakciosebesség fliggését a peroxomonoszulfat-ion koncentraciojatol is.
Ekkor a dopamin koncentraciojat (0,2 mM) allandé értéken hagytuk, a peroxomonoszulfat-
iont nagy feleslegekben alkalmaztuk (~5, ~10, ~20, ~50, ~80 és ~120-szoros felesleg). A
reakciot 4 oran keresztiil kovettik A=279 nm-en. A kapott kinetikai gérbék az 14. abran

lathatdak.
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14. abra A dopamin és peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcioban mért kinetikai gérbék
[DA] =0,22 mM, [HSOsT = 1,2 mM (a), 2,3mM (b), 4,60 mM (c),
9,40 mM (d), 16,2 mM (e), 23,2 mM (f) [foszfatpuffer] = 0,1 M, pH=7,0

crer

felfelé hajlo gorbét kaptunk (15. abra). A kapott pontokra egy masodfokt polinom illeszthetd,
amelynek tengelymetszete nulla. Az oxonra nézve tehat kevert elsd- és masodrendii kinetikai

sajatsagot tapasztaltunk. A gorbék exponencidlis illesztésével kapott kops €rtékeket abrazolva a

mutatott: a kapott pontokra nulla tengelymetszetli, masodfoku polinom illeszthetd (16. abra).
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15. abra A kezdeti reakcidosebesség fliggése a peroxomonoszulfat-ion koncentraciojatol a dopamin és

peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcidban, [DA] = 0,22 mM, [foszfatpuffer] = 0,1 M, pH= 7,0
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16. abra A pszeudo-els6rendii sebességi allando fliggése a peroxomonoszulfat-ion koncentraciojatol a dopamin

és peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcioban, [DA] = 0,22 mM, [foszfatpuffer] = 0,1, pH = 7,0
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A reakciosebesség fliggését a peroxomonoszulfit-ion koncentracidjatol megvizsgaltuk mas
fosztatpuffer Osszetétel mellett is, savasabb pH-n. Az a, b, c, d, e, f gorbék esetén, melyeknél
az oxidaloszer-felesleg megegyezik az el6zd, 7-es pH-ju koézegben vald mérések soran
alkalmazott feleslegekkel, a reakciot 4 oran keresztiil kovettik. A kisebb peroxomonoszulfat-
ion koncentraciokhoz tartozd gorbék esetében lathatd, hogy a reakcid még nem ment végbe
teljesen, ezért végeztink egy hosszabb, 9 6rds mérést is két megegyezo, illetve két koztes
koncentracié-értéknél is (~15, ~20, ~30, ~50-szeres felesleg). A kapott kinetikai gérbék a 17.
abran lathatoak.
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17.abra A dopamin és peroxomonoszulfat-ion kdzotti reakcioban mért kinetikai gorbék
[DA] = 0,20 mM, [HSOs] =1,2 mM (a), 2,3mM (b), 4,60 mM (c), 9,40 mM (d), 16,2 mM (e), 23,2 mM (f),
3,5mM (1), 4,6 mM (2), 7,0 mM (3), 9,4 mM (4) [foszfatpuffer] = 0,07 M, pH =6,2

A gorbék kiértékelése a kezdeti sebességek moddszerével tortént. Lathatd, hogy a
pontokra ismét masodfokt polinominalis gorbe illeszthetd, azaz a peroxomonoszulfat-ionra
savasabb kozegben is kevert els6- és masodrendli kinetikai sajatsdg tapasztalhatd (18. é&bra).
Az illesztett Kops értékeket is abrazoltuk a peroxomonoszulfat-ion koncentracidjanak

fiiggvényében. A kapott pontokra szmtén masodrendii polinomot tudtunk illeszteni (19. abra).
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18. abra. A kezdeti reakcidsebesség fliggése a peroxomonoszulfat-ion koncentraciojatél a dopamin és

peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcidban, [DA] = 0,20 mM, [foszfatpuffer] = 0,07 M, pH = 6,2
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19. abra. A pszeudo-elsérendii sebességiallando fiiggése a peroxomonoszulfat-ion koncentracidjatoél a dopamin

és peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcioban, [DA] = 0,20 mM, [foszfatpuffer] = 0,07 M, pH =6,2
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174

A tovabbiakban arrdl gy(jtottink informaciot, hogyan valtozk a reakcidsebesség a
A pH-t rendre 5,2, 4,7, és 4,0 értékekre allitottuk ecetsav/natrium-acetat puffer segitségével,
¢s pszeudoelsérendii koriilményeket alkalmaztunk. A reakciot 12 o6ran keresztil kovettiik,
szintén 279 nm-en. A kapott Kinetikai gorbék a kovetkez6 abrakon lathatok (20. abra. 21.
abra, 22. abra).
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20. abra. A dopamin és peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcid soran kapott kinetikai gorbék
[DA] = 0,24 mM, [HSOs] =1,2 mM (a), 2,3 mM (b), 46 mM (c), 7,0 mM (d), 9,3 mM (e), 11,6 mM (f),
16,2 mM (g), 23,2 mM (h), [puffer] = 0,502 M, pH = 5,2
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21. abra. A dopamin és peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcio soran kapott kinetikai gorbék
[DA] = 0,22 mM, [HSOs] =12 mM (a), 2,3 mM (b), 47 mM (c), 7,0 mM (d), 9,3 mM (e), 11,7 mM (f),
16,4 mM (g), 23,4 mM (h), [puffer] = 0,171 M, pH =47
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22. abra. A dopamin és peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcio soran kapott kinetikai gorbék

[DA] = 0,22 mM, [HSOs] =12 mM (a), 2,3 mM (b), 47 mM (c), 7,0 mM (d), 9,4 mM (e), 11,7 mM (f), 16,4
mM (g), 19,9 mM (h), 23,4 (i), [puffer] = 0,299 M, pH=4,0

A kinetikai gorbék exponencidlis illesztésével kapott pszeudo-elsérendii sebességi allandokat

abrazoltuk az alkalmazott peroxomonoszulfat-ionkoncentracio fliggvényében. Az igy kapott

gorbéket a 23. abran mutatjuk be. Lathatd, hogy mindharom pH esetén a reakcid a

peroxomonoszulfat-ionra telitési kinetikdt mutat, tehat a tobb Iépésben lejatszodd oxidacios

folyamat masodik Iépésében nagy peroxomonoszulfat-ion koncentracioknal az oxidaloszer

mar nem befolyasolja a reakciésebességet.

Kops (51) X104

L 4
L 4
L 4
. . = - m PH=47
m
m = = = m m pH=572
' 0,03

O,IOl [HSOS_] (M) 0,02

23. abra. A pszeudo-elsérendi sebességi allando fiiggése a peroxomonoszulfat-ion koncentraciojatol a dopamin

¢és peroxomonoszulfat-ion kdzotti reakcioban

[DA] = 0,24 mM, [puffer] = 0,502 M (pH =5,2), [puffer] = 0,171 M ( pH=4,7), [puffer] = 0,299 M (pH= 4,0)
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4,0-es pH-ju kozegben, 250 nm-en is tanulmanyoztuk a reakcido soran észlelhetd spektralis
valtozasokat. A reakciot ~2 Oran keresztil kovettik, 2 masodpercenként vettink fel egy-egy
pontot. A kinetikai gorbéket és a gorbék elejére torténd exponencialis illesztéssel kapott
pszeudoelsérendli sebességi allandok abrazolasat a peroxomonoszulfat-ion koncentraciojanak
fliggvényében a kovetkezé két abran mutatjuk be (24. abra, 25. abra). A kapott pontokra egy
origbhn atmend egyenest tudtunk illeszteni, tehdt a reakcidé kezdeti szakasza a

peroxomonoszulfat-ionra nézve elsérendii kinetikat mutat.
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24, abra. A dopamin és peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcio soran észlelheté valtozasok, 250 nm-en
[DA] =0,22 mM, [HSOs] =12 mM (a), 2,3 mM (b), 47 mM (c), 7,0 mM (d), 9,4 mM (e), 11,7 mM (f), 16,4
mM (g), 19,9 mM (h), 23,4 (i), [puffer] = 0,299 M, pH=4,0
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25. abra. A pszeudo-els6rendii sebességiallando fiiggése a peroxomonoszulfat-ion koncentraciojatol a dopamin
és peroxomonoszulfat-ion kdzotti reakcioban

[DA] = 0,22 mM, [puffer] = 0,299, pH = 4,0
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Megvizsgaltuk, végbemegy-e az oxidacid 1,5-6s pH-ju kozegben (26. abra). Az esetleges
reakciot 1 ordn keresztiil kovettik 279 nm-en, a pH bedllitisdhoz kénsavat hasznaltunk. Az

abran is lathatd, hogy a mérés ideje alatt szamottevd valtozas nem tortént.
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26. abra. A dopamin és peroxomonoszulfat-ion kozotti reakcio 1,5-6s pH-n, 279 nm-en

[DA] = 0,22 mM, [HSOs7 = 23,4 mM, [H,SO,] = 0,01 M
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5.2.2. Tomegspektrometrias termékazonositas
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27.abra A dopamin tomegspektruma [DA] = 8,3 mM
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28. abra 150 perccel a reakcio elinditasa utan felvett tomegspektrum, [DA] = 8,3 mM, [HSOs] = 26 mM

30



Lovei Alida Dopamin és norepinefrin oxiddcidja_peroxomonoszulfat-ionnal Kricsfalusi Nikoletta

A  dopammn tomegspektruman (27. abra) konnyen beazonosithatt a protonalt
dopaminhoz tartozd molekula-ion cstics 154 m/z értéknél. Egy szintén nagy intenzitasi csucs
talalhatd 137 m/z-nél, amely valdszinileg OH-vesztésbol ered. A 150 perccel a reakcio
elinditasa utan felvett tomegspektrumon (28. abra) 151 m/z-nél megjelent egy kisebb
mtenzitdsu jel, tehat a reakcidelegy mar tartalmaz valamilyen koztiterméket, ami valdsziniileg
a dopamin o-kinon formajabol képzddo kationhoz rendelhetd. Ez a feltevés Osszhangban all
azzal, hogy a reakcioelegy spektruman a 137 m/z értéknél lathatd csics jelentdsen kisebb
intenzitassal jelenik meg, azaz kevesebb OH-vesztés torténik. A 170-es m/z értéknél lathatod
csucs a 154-nél tapasztalhatdé molekulaionhoz képest egy oxigénatommal tobbet tartalmazo
molekuldhoz tartozhat. Erre kézenfekvo feltételezés lehet a dopaminbdl keletkezé N-oxid,
mar csak azért is, mert a peroxomonoszulfit-ion tobbnyire Iényegesen aktivabb
oxigéntranszfer reakcidkban, mint kozvetlen elektrontranszferben. A legnagyobb 1j csucs a
kinduldsi elegy tomegspektrumihoz képest 175-0s m/z ardnynal tapasztalhatd. Errdl
elképzelheté hogy a 137-nél a dopamin tomegspektrumaban is megjelend molekula egy olyan
valtozata, amelyben a poztiv toltés protonalddas helyett egy kaliumionnal valo asszociacio
okozza (-H + K), tehat ez is a dopaminhoz (kiindulasi anyag) tartozik. Ez azért lehetséges,
mert az oxidaloszerként haszndlt oxonban kéalum az ellenion. Ugyanakkor a kiindulasi

spektrumban ennek megjelenése nem varhat6, mert ott az oldat még nem tartalmaz

kaliumiont.
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5.2.3. 'H-NMR vizsgalatok

29. abra. A dopamin *H-NMR spektruma, [DA] = 10 mM
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30. dbra. 2 héttel a reakci6 elinditasa utan felvett "H-NMR spektrum
[DA] = 10 mM, [HSOs] = 60 mM
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A dopamint tartalmazd oldat *H-NMR spektrumén (29. dbra) a kicsi kémiai
eltolodasnal  (2,9-3,2 ppm) lathato triplettek az alifais lanc  metilén-csoportjainak
hidrogénjeihez rendelhetdk, a nagyobb eltolodasnal (6,7-6,9 ppm) lathato két dublett és egy
szinglett pedig az aromas hidrogénekhez. A két héttel a reakcio elinditisa utan felvett *H-
NMR spektrumon (30. abra) jelentds szami tGjabb csucs figyelheté meg, amelyeket nem
sikeriilt egyértelmiien beazonositanunk, mindenekel6tt az igen csekély intenzitds miatt. Azt
tapasztaltuk, hogy az alkalmazott oxidaloszer-felesleg nem volt elegendd ahhoz, hogy a
reakcio teljesen végbemenjen, azonban az alifis hidrogénekhez rendelhetd cstucsok nagy
mtegralértéke alapjan elmondhatd, hogy a reakcidelegy a dopaminon kiviil tobb kiilonb6zo
oxidaciés terméket is tartalmaz. Az aromas tartomannyal vald Osszevetés alapjan az is
valoszinlisithetd, hogy a kinduldsi dopaminban 1év6 aromas hidrogének nagyobb

valoszintisé ggel oxidalodtak, mint az oldallincban 1€vd alifasok.
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5.3. Norepinefrin oxidacioja
5.3.1. A reakcié részetes Kinetikai vizsgalata

A reakciosebesség koncentraciofliggését a kezdeti sebességek moddszerével tanulmanyoztuk.
Az oxonkoncentracio-fliggés vizsglatakor foszfatpufferes kozegben végeztik a méréseket,
igy a pH~7 maradt, a norepinefiin oldat koncentraciot allando, ¢ = 0,23 mmoldm® értéken

tartottuk. A méréseket 279 nm-en végeztiik.
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31. abra Kinetikai gorbék kiilonb6z6 oxidalészer koncentracioknal a norepinefrin és oxon kozotti reakcioban,
[norepinefrin] = 0,23 mM, [foszfatpuffer] = 0,10 M, oxon koncentraciok (fentr6l lefelé): 0 mM, 1,2 mM, 2,3
mM, 4,6 mM, 16,2 mM

A kapott kinetikai gorbéket a 31. dbra mutatja be, ezeket a kezdeti sebességek modszerével

értékeltiik ki, amely a 32. abran lathato.
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32. abra. A norepinefrin és oxon kozotti reakcié reakcidsebességének valtozasa

[norepinefrin] = 0,23 mM, [foszfatpuffer] = 0,1 M

0,009
[oxon] (M)

0,018

Lathatd, hogy az oxon koncentraciot ndvelve a reakcidsebesség is nd. A kapott pontokra egy

masodrendli polinom illeszthetd, amely kevert els6- és masodrendre utal
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33. dabra. Pszeudo-elsérendii sebességi allandok az oxon-koncentracié figgvényében a norepinefrin és oxon

reakciojaban

[norepinefrin] = 0,23 mM, [foszfatpuffer] = 0,1 M

A pszeudo-elsérendii sebességi allandok az oxon koncentraciok fliggvényében abrazolva (33.

abra) origbn atmend parabolat adnak. Ez azt jelenti, hogy oxonra nézve a reakcid6 mehet elsd-

lletve masodrendii tton is.
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Kiilbnb6z6  koncentracidju  oxonoldatok  reakciojat  norepinefrinnel — diddasoros

spektrofotométerrel is kovettik egy oran keresztil, a spektrilis valtozdsok a 34. abran
lathatok.
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34. abra. Kiilonb6z6 hulliamhosszakon lathato spektralis valtozasok a norepinefrin és oxon reakcidjakor

[norepinefrin] = 0,23 mM, [foszfatpuffer] = 0,1 M, a: 0,0175 M oxon, b: 0,035 M oxon

Oxonra nézve a koncentraciofliggést megvizsgaltuk més foszfatpuffer Osszetétel mellett is,

savasabb pH-n (pH=6,2). A 35. abran lathatd kinetikai gorbéket kaptuk.
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35.dabra A norepinefrin és oxon kozotti reakcid kinetikai gorbéinek [oxon] fliggése
[norepinefrin] = 0,23 mM, [foszfatpuffer] = 0,07 M (pH = 6,25),
oxon koncentraciok : 1,2 mM (a), 2,3 mM (b), 4,7 mM (c), 5,8 mM (d), 8,2 mM (e), 9,3 mM (f), 9,4 mM (g),
12,8 mM (h), 16,4 mM (i), 23,4 mM (j)
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36. abra A norepinefrin és az oxon kdzotti reakcid kezdeti sebességének valtozasa az[oxon] valtozasat nézve

[norepinefrin]=0,23 mM, [foszfatpuffer[=0,07 M

A reakcidsebességet az oxonkoncentracid fliggvényében abrazolva savasabb pH-n szintén
masodfokt polinom illeszthetd a pontokra. (36. dbra)
A pszeudo-elsérendii sebességi allandokat az oxonkoncentracio fliggvényében abrazolva a

pontokra szntén origdbn atmend parabola illeszthetd (37. abra). A parabola alakjabol latszk,

hogy ebben az esetben az elsérendii reakcié van nagyobb sulyban.

0,0000 0,0060 0,0120 0,0180
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37.4bra A pszeudoelsdrendi sebességi allando oxonkoncentracio-fliggése a norepineftin és a
peroxomonoszulfat-ion reakcidjaban

[norepinefrin] = 0,23 mM, [foszfatpuffer] = 0,07 M, pH=6,25
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Az oxonkoncentracid fliggését mas pufferrendszerrel, ecetsav-natrium-acetat elegyével, a pH-

t fokozatosan csokkentve (5,2; 4,7; 4,0) is vizsgaltuk a reakciot. 12 illetve 9 oran keresztiil
végeztik méréseinket A = 279 nm-en, szintén pszeudoelsérendii koriimények kozott. A
kinetikai valtozasok a 38., 39. ¢és 40. abran lathatoak.
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38. abra 5,2 pH-n kovetett kinetikai valtozasok norepinefrin és oxon reakcidjakor
[norepinefrin] = 0,24 mM, [oxon] =1,2 mM (a), 2,3 mM (b), 4,7 mM (c), 7,0 mM (d), 9,3 mM (e), 11,7 mM (),
16,4 mM (g), 23,4 mM (h), [acetat puffer] = 0,50 M pH =5,2
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39. abra Norepinefrin és oxon reakcidjaban bekovetkez6 kinetikai valtozisok
[norepinefrin] = 0,24 mM, [oxon] = 1,2 mM (a), 2,3mM (b), 4,7 mM (c), 7,0 mM (d), 9,4 mM (e), 11,7 mM (f),
16,4 mM (g), 234 mM (h), [acetat puffer] = 0,17 M, pH = 4,7
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40. abra Kinetikai valtozasok norepinefrin és oxon reakciojakor
[norepinefrin] = 0,23 mM, [oxon] =0 mM (a), 1,2 mM (b), 23 mM (c), 4,7 mM (d), 9,4 mM (e), 11,8 mM (),
16,5 mM (g), 20,1 mM (h), 23,6 mM (i), [acetat puffer] = 0,30 M, pH=4,0

52-es ¢és 4,7-es pH esetén a kinetikai gorbékre exponencidlis illesztéssel a sebességi

egylitthatokat meghataroztuk, majd ezeket az oxon koncentraciok fliggvényében abrazoltuk.
(41. abra, 42. 4bra)
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41. abra Pszeudo-els6rendi sebességi allandok valtozasa az oxonkoncentraciok fiiggvényében

[norepinefrin] = 0,24 mM, [acetat puffer] = 0,50 M, pH =5,2
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42. abra Pszeudoelsérendii sebességi dllandok az oxonkoncentraciok fliggvényében

[norepiefrin] = 0,24 mM, [acetat puffer] = 0,17 M, pH = 4,7

40 pH-n a kapott kinetkai gorbékre 2 exponencidlis fliggvényeket illesztve a kapott
pszeudoelsérendli  sebességi  allandokat az oxonkoncentracid fliggvényében dabrazolva egy
telitési gorbe illeszthetd a pontokra. Ugyanezt az eredményt kaptuk, ha a kinetikai gorbék
kezdeti emelkedd szakaszat levagva illesztettink exponencialis fliggvényt. (43. abra) A
telitési gorbe arra utal, hogy a masodik folyamatban nagy oxonkoncentracional a
peroxomonoszulfit-ion a sebességmeghatarozd IEpést nem befolyasolja.

Ezutan az el6zdleg levagott kezdeti emelkedd szakaszokra illesztettink exponencialis
fliggvényt. A Kkapott pszeudo-elsérendii  sebességi allandokat az oxonkoncentracio
fliggvényében abrazolva a pontokra egy egyenes illeszthetd (44. abra). Ez azt jelenti, hogy

ilyen koriilmények kozott oxonra nézve elsérendii a reakcio.

40



Lovei Alida Dopamin és norepinefrin oxiddcidja_peroxomonoszulfat-ionnal Kricsfalusi Nikoletta

9 . . , . . , . .
[ |
- |
[ ]
o 6 .
o
—
X |
o
2
\-dw -
Q
~
3{ ® -
0 . , : ; , .
0.000 0.008 0.017 0.025
[oxon] (M)

43. abra Pszeudo-els6rendii sebességi allandok az oxonkoncentraciok fliggvényében

[norepinefrin] = 0,23mM, [acetat puffer] = 0,30 M, pH=4
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44, abra Pszeudo-els6rendii sebességi allandok az oxonkoncentraciok fliggvényében

[norepinefrin] = 0,23mM, [acetat puffer] = 0,30 M, pH =4

4,0 pH-n a kinetikai vizsgalatokat egy masik hullimhosszon, A = 250 nm-en is elvégeztik.
Ebben az esetben csak a reakcid kezdeti szakaszat vizsgaltuk, igy a méréseket kozel 2 oOraig

végeztik 2 masodpercenként felvéve a pontokat. A 45. abran lathatoak a kinetikai gorbék.
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45, abra A norepinefrin és oxon reakcidjanak kinetikai vizsgalata A=250 nm-en
[norepinefrin] = 0,24 mM, [oxon] = 1,2 mM (a), 2,3 mM (b), 47 mM (c), 7,0 mM (d), 9,4 mM (e), 11,7 mM (f),
16,4 mM (g), 19,9 mM (h), 23,4 mM (i), [acetat puffer] = 0,36 M, pH=4,0

Az exponencidlis illesztéssel kapott pszeudoelsdrendii sebességi allandok peroxomonoszulfat-
ion koncentraci6 fliggvényében torténd abrazolasat a kovetkezé abran mutatjuk be.
A pontokra egy origbn atmend egyenes illeszthetd, ami arra utal, hogy pH = 4,0-en a

norepinefrin és az oxon kozott lejatszodd reakcio kezdeti szakasza elsdrendli oxonra nézve.
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46. abra Pszeudo-els6rendli sebességi allandok valtozasa az oxonkoncentracio novelésével

[norepinefrin] = 0,24 mM, [acetat puffer] = 0,36 M, pH =4,0
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1,5 pH-n is vizsgaltuk a norepinefrin és oxon kozotti esetleges reakciot. Ebben az esetben
kénsavat hasznaltunk a pH beallitasahoz, a reakciot 1 oran keresztil kovettik. Amint az a 47.

abran is lathatdé nem jatszodott le reakcio.
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47. abra Oxon ¢és norepinefrin reakcidjanak vizsgalata 1,5-6s pH-n

[norepinefrin] = 0,24 mM, [oxon] = 23,5 mM [kénsav] = 0,01 M

Megvizsgaltuk a  koncentraciofliggést  norepinefrinre  nézve i pszeudo-nulladrendii
koriilmények  kozott, a tobbi reaktians koncentracidjat allandd  értéken tartottuk.
Tapasztalatainkat a 48. abra mutatja be.
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48. abra Kinetikai gorbék a norepinefrin oxonnal vald oxidacidéjaban, [HSOs] = 0,01 M [foszfatpuffer] = 0,1 M
Norepinefrin-koncentraciok (fentrél lefelé)= 0,44 mM, 0,37 mM, 0,3 mM, 0,22 mM, 0,11 mM, 0,04 mM
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A norepinefrin-koncentracié fliggvényében abrazolva a kezdeti sebességeket azt tapasztaltuk,

hogy az elején a norepinefrin koncentracid ndvelésével ndtt a reakcidosebesség, majd telitési

gorbe jelleget vett fel (49. abra).
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49, abra A kezdeti sebesség valtozasa a norepinefrin koncentracié fliggvényében a norepinefrin és azoxon
reakciojaban

[HSOs] = 0,01 M, [foszfatpuffer] = 0,1 M

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
[norepinefrin] (mM)

50. abra A pszeudoels6rendil sebességi allando norepinefrinkoncentracio -fliggése a norepinefrin és a
peroxomonoszulfat-ion reakcidjaban

[HSOs] = 0,01 M, [foszfatpuffer] = 0,1 M

A 50. abran a nemlinedris illesztéssel kapott, kiilonbdz6 norepinefrin-koncentraciokhoz

tartozd kops értékek fliggvényében abrazolva kapott pontok csokkend tendenciat mutatnak.
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5.3.2. Tomegspektrometrias termékazonositas
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51. abra A norepinefrin-oldat tomegspektruma lathaté. [norepinefrin] = 15,8 mM
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52.4bra A norepineftin és az oxon kozotti reakcié tomegspektruma, a reakcié elinditdsa utan 2,5 6raval

[norepinefrin] = 6,65 mM, [HSOs] = 20,24 mM

A norepinefrin tomegspektruman (51. abra) 170-nél lithatdo a molekulaioncstics, ami a

norepinefrin protondlt formija. A reakcidelegy tomegspektruman (52. abra) megjelend 1

csics 168-nal valoszinileg a norepinefrinb6l két elektron vesztésével keletkezé orto-Kinon

forma. A tobbi csucs egyértelmii azonositasara még tovabbi erdfeszitések szikségesek.
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5.3.3. 'H-NMR vizsgalatok
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53. 4bra A norepinefrin *H-NMR spektruma

[norepinefrin] = 9,93 mM

A norepinefrin *H-NMR spektruman sikeriilt beazonositani a csucsokat, ami az 53. &bran
lathatd. A ~4,5 ppm kémiai eltolodasnal lathatd csucs nem a norepimefrinhez tartozik, hanem

a tartarationhoz (mivel a torzsoldatokat norepinefrin-L-bitartaratb6l készitettiik).

4 3
5 (ppm)

54, abra 'H-NMR spektrum a reakcid elinditdsa utan 2 héttel
[norepinefrin] = 9,93 mM, [HSOs] = 50,4 mM
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A reakcid 'H-NMR vizsgalatakor valdszniileg nem volt elég az oxidaloszer-felesleg, hogy a
terméket lathassuk, a norepinefiin kis mennyiségben megmaradt, ez a két spektrumot
Osszehasonlitva lathatd. A tartarat jele beleolvadt a vizielbe, mivel az oxon hozzaaddsa miatt
megvaltozott a pH, hatdssal van a kémiai eltolodasra is. Megjelentek 1 cstcsok is, de ezek

alapjan még nem lehet beazonositani a terméket.
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6. Osszefoglalas

Jelen munkdban a norepinefrin  és a dopamin oxidacijat  tanulmanyoztuk
peroxomonoszulfat-ion  jelenlétében, elsdsorban UV-vis  spektrofotometrias  detektalasi
modszerrel.

Az elOkisérleteink soran rogzitett spektralis valtozasok alapjan megallapitottuk, hogy a
vizsgalt reakciok  tobblépéses folyamatok, illetve kivalasztottunk egy jol kovethetd
hullimhosszt, melyen tovabbi méréseinket végezhetjiik (279 nm).

A reakciok sztochiometridjat elektrospray tomegspektrometrias és H-NMR modszerrel is
megkiséreltik tanulminyozni. Vizsgalataink sordn egyértelmii kovetkeztetést nem tudtunk
levonni, az eredmények azonban azt valoszinGsitk, hogy a tobblépéses reakcio elsé oxidacios
koztiterméke mindkét katecholamin esetében a kételektronos oxidacioval keletkezé o-kinon
forma, s emellett, a dopamin esetén dopamin-N-oxid képzddésére utald jelek is
tapasztalhatok.

A  dopamin ¢és peroxomonoszulfit-ion kozotti reakcid kinetikai  vizsgalatakor
tapasztaltak arra utaltak, hogy a reakcid6 dopaminra nézve telitési, mig peroxomonoszulfat-
ionra nézve kevert els6- és masodrendii kinetikat mutat (pH = 7,0; 6,2; 5,2; 4,7). A 4-es pH-n
végzett vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a tobb Ipésben lejatszodd oxidacios
folyamat elsd IEpésében a peroxomonoszulfait-ionra nézve elsérendii a reakcid, mig a
kovetkezd Iépésben nagy peroxomonoszulfat-ion koncentracioknil az oxidalészer mar nem
befolyasolja a reakciosebességet. Megallapitottuk, hogy er6sen savas kozegben (pH = 1,5)
szamottevd valtozds mar nem torténik.

A norepinefiin és a peroxomonoszulfat-ion kozott lejatszodd reakcid esetén a kezdeti
reakciosebesség koncentraciofliggésének vizsgalatakor tapasztaltak arra utaltak, hogy oxonra
nézve kevert elsd- és masodrendii, mig norepinefrinre nézve elsérendii kinetikat mutat (pH =
7,0; 6,2; 52; 4,7). A 4-es pH-n mért kinetikai gorbék jelentdsen eltértek az addig
tapasztaltaktol. Az oxonra nézve elsérendli kinetika allapithatd meg az eldszor lejatszodo
reakciora, azonban a masodik folyamat telitési kinetikat mutat, a reakcidosebességet nagy
oxonkoncentracioknal a peroxomonoszulfit-ion nem befolyasolja. Erdsen savas kdzegben
(pH = 1,5) nem megy végbe a reakcio.

Megalapozott kinetikai modellek felallitdsa azonban, elsdsorban az oxidéacios folyamatok igen

Osszetett jellege miatt, még tovabbi kisérleti munkat igényel.
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