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Absztrakt

Izoprenalin, adrenalin, levonordefrin, noradrenalin, dopamin, d-dopa és karbidopa redox
folyamatait vizsgaltuk ciklikus és négyszdghullam voltammetria segitségével. A szerves
vegyliletek oxidécids folyamatainak elektrokémiai vizsgalata segithetnek megérteni
ezen vegylletek metabolizmusat az ¢16 szervezetekben. A katekolaminok grafit
elektrédnal torténd redox reakcioi kvazi reverzibilis diffazié altal kontrolalt folyamatok.
Megallapithatjuk hogy az oxidacios potencial és az antioxidans hatékonysag forditottan
arényos; az oxidacids potencial csokkenése az antioxidans hatékonysag ndvekedését
idézi eld, a kovetkezd sorrendben: norepinefrin < levonordefrin < epinefrin <
izoprenalin vagy carbidopa < d-DOPA < dopamin. Mindkét sorozatot az —OH és —NH,

csoportok para — alkil szubsztituenseinek helye meghatarozo szerepet tolt be.
1. Bevezetes

A szabad gyokok igen reaktiv molekulak, amelyek a redox reakcidk altal jonnek
létre : élelmiszerekben, szerves anyagokban, valamint az szervezetekben is. Reaktiv
szabad gyokok és reaktiv oxigént tartalmazé gyokok (ROS) amelyek megtaldlhatdak a
biologiai szervezetekben kiilonb6z6 folyamatokban vehetnek részt: (i) oxidalhatjak a
nukleinsavakat, fehérjéket és lipideket, mint egy része a sejt normalis anyagcseréének
vagy (ii) befolyasolhatjak a szabad-gyok altalmedialt betegségeket, mint a
cukorbetegség, rak, reuma, veseelégtelenség, sziv- és érrendszeri, gyulladasok,
fertdzések és neurologiai betegségek [1].

A legfontosabb szabad gyokok csoportba sorolhatéak a a biologiailag
szempontbol jelentds tigynevezett reaktiv oxigént tartalmazo gyokok (ROS), amelyeket
az ¢l8 szervezet general (a szuperoxid aniont (O, * "), szinglett oxigént (O,"), hidrogén-
peroxidot (H,0,), hipoklérossavat (HOCI), hidroxil gyoksét (OH®), peroxinitritet
(ONOQ), peroxilt (ROO®) és alkoxilt (RO®)). Ezek a vegyiiletek az antioxidansokkal
valo kolcsonhatas kovetkeztében tavoznak az €16 szervezetekbol. Ebbdl kifolyolag az
antioxidansok jelentés mértékben késleltetik vagy megakadalyozzak a konnyen
oxidalhaté anyagok oxidaciojat.

Az antioxidansok két csoportra oszthatdak molekula témeguk flggvényében (i)
alacsony molekulatomegti vegyiiletek (példaul E- és C- vitamin, B- karotin, glutatoin,

htgysav, bilirubin, stb.) és (i1) a nagy molekulatomegl vegytiletek (pl. fehérje albumin,
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transzferrin, céruloplazmin, ferritin, szuperoxid-dizmutaz, glutation-peroxidaz, katalaz,
sth.)

A teljes antioxidans kapacitds (TAC) az antioxidans enzimek és az

antioxidansok kozotti teljes tevékenység kifejezése. Az antioxidans kapacitas
meghatarozasat mar széles korben vizsgaltak a hagyomanyos analitikai technikékkal,
mint példaul: spektrofotometridval, fluoreszcenszidval vagy kromatogréfiaval. Az
elmult években, az elektrokémiai mddszerek 1j lehetéségeket nyujtottak az antioxidans
kapacitas vizsgalatara.
A polifenol természetiiknek koszonhetden, a katekolaminok egy olyan vegytiletcsoport,
amelynagymértékii természetes antioxidans hatékonysaggal bir. A katekolaminok
gyorsan reagalnak a ROS-sel, csokkentve ezek toxikus hatast valamint
megakadalyozzak a szabad gyokok lancreakcidjanak a kialakulasat a szervezetben.
Antioxidans hatasuk a gyokfogo és fém-kelatképzé tulajdonsaguknak koszonhetd [2]. A
benzol gytrik és a hidroxilcsoportok egyiittes jelenléte lehet az oka az antioxidans
funkcio kialakulasanak, amelyet in vitro, vagy mint szabad rendszer elemekent jelenhet
meg mint peroxid aniont fogo rendszer, a peroxid-gyokok a lipidek és a szabad gyokok
stabilitasa a hidrogénezés révén végbemend oxidacios folyamatokban [3].

A dolgozat célja az, hogy kapcsolatot teremtsiink: a kémiai szerkezet, az
elektrokémiai paraméterek (formalis és standard potencial), valamint a katekolaminok
(izoprenalin, adrenalin, levonordefrin, levonordefrin, dopamin, d-dopa és karbidopa)
antioxidans aktivitdsa kozott, kiilonbozo elektrokémiai modszerek hasznalataval
(ciklikus voltammetria és négyszdghulldm voltammetria). A grafit elektrédon lezajlo
elektrokémiai folyamatok tanulmanyozasakor alkalmazott kisérleti paraméterek
(pasztazasi sebesség és frekvencia) lehetové tették a redox folyamatok kinetikajanak és

mechanizmusanak a megértéset.

2. Mérési madszerek és reagensek
2.1. Reagensek

Az alabbi, kiilonb6z6 szamt -OH és -NH, csoportokat tartalmazo vegyuleteket
alkalmaztuk:
e 4 -[1-hidroxi-2-(izopropilamino) etil] Benzen-1 ,2-diol (izoprenalin),

e (R) -4 - (1-hidroxi-2-(metilamino) etil) Benzen-1 ,2-diol (epinefrin),
o 4-[(1R, 25)-2-amino-1-hidroxi-propil]-benzol-1,2-diol (levonordefrin),



e 4 -[(1R)-2-amino-1-hidroxi-etil]-benzol-1,2-diol (norepinefrin),

e 4 - (2-aminoetil) Benzen-1 ,2-diol) (dopamin) és az

¢ (R)-2-Amino-3-(3,4-dihidroxi-fenil)-propansav-(d-DOPA)

e (2S) -3 - (3,4-dihidroxi-fenil)-2-hidrazino-2-metil-propionsav (karbidopa)

A fent lathaté anyagokbol (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim Németorszag) 10° M-
6s oldatokat allitottunk elé 0,1M-0s foszfat — puffer - oldattal (pH 7). A 0,1 M-0s
foszfat puffer oldat készitésére megfelel6 mennyiségii Na,HPO4, NaH,PO,, (Sigma-
Aldrich GmbH, Steinheim Németorszag) oldottunk desztillalt vizben. Az 6sszes oldat
elkészitéséhez desztillalt vizet hasznaltunk.

A vizsgalt vegyuletek szerkezetei az 1. abran lathatéak.
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2.2. Meérési modszerek

A vizsgalt vegylletek elektrokémiai viselkedésének a tanulményozasara ciklikus
voltammeriat (CV) valamint négyszdghullam voltammetriat (SWV) hasznéltunk. A
méréseket egy szamitogép-vezérelt potenciosztat — Autolab (PGStatl0, EcoChemie,
Hollandia) segitségével végeztik el. A standard elektrokémiai cella harom elektrodot
tartalmazott: grafit munkaelektrod (Ringsdorff, Németorszag) (0,3 cm atmérdji), Ag /



AgCl, KClyy referencia elektrod (Radiometer, Franciaorszag) és kiegészité vagy segéd
elektrodkent hasznalt Pt huzal. A munkaelektrodot aluminium porral tukor tisztara

csiszoltuk minden kisérletet megel6zéen

3. Kisérleti eredmények és megbeszélések

3.1. Ciklikus és négyszdghullam voltametria

A katekolaminok grafit elektrodon végbemend elektrokémiai redox reakcidit
ciklikus voltammetridval (CV) és négyszoghullam viltammetridval (SWV)
tanulmanyoztuk.

A 2.A és a 2.B abran lathat ciklikus voltmogrammokatl0™® M katekolaminos

puffer oldatban mértiik.
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2. Abra Grafit elektroddal végzett ciklikus voltamogrammok, A: izoprenalin 102 M, epinefrin,
levonordefrin, norepinefrin és B: dopamin, d-DOPA, carbidopa.

Kisérleti korulmények: elektrolit, 0,1 M foszfat-puffer-oldat (pH=7)(vékony folytonos vonal),
kiindul6 potencial -1 V vs. Ag/AgCI, KCly, , pasztazasi sebesség 50 mV/s.

A tanulmanyozott potencial intervallumon belil, amelyben a katekolaminok
redox viselkedését tanulmanyoztuk, az elektrolit oldat nem mutat jellegzetes redox
csticsokat, ugyanakkor megfigyelheté a jellegzetes kapacitiv aramon amely az
elektromos kettds réteg feltoltédésébol szarmazik (fefete vonal, a 2A. és 2B.)



A dopamin esetében a ciklikus voltamogrammokon megjelend két par redox
cstics két proton és két elektron redox reakciot képvisel (3. Abra), amely a dopamin

tipikus redox reakcioja. [4, 5]:

o NH, HO NH,
+OH +2e L :@/\/
0

HO

3. Abra A dopamin redox reakcitja

Erdemes megemliteni, hogy az elsé vagy a masodik anddos vagy katodos cstcs
intenzitasa sokkal kisebb, mint a tiikorképének az egyik megfeleléje, bizonyitva a
vizsgalt katekolaminos vegyiletek kvazi-reverzibilis redox viselkedését. A
négyszoghullam voltammetriat valasztottuk a katekolaminok tanulméanyozéasara, mivel a
legfejlettebb és a legkifinomultabb pulzus voltammetrias technikédk koze tartozik és
mivel jelent6s elényoket mutat a sebesség és az érzékenyseg terén [6]. A 4. abra foglalja

Ossze a kiilonbozo katekolaminok vizsgalatakor kapott (SW) voltamogrammokat.
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4.Abra. Grafit elektroddal végzett négyszéghullam voltamogrammok; (A) izoprenalin 10-3 M,
adrenalin, levonordefrin és (B) norepinefrin, dopamin, d-DOPA, karbidopa.

Kiséerleti kortlmények: elektrolit; 0,1 M foszfat-puffer-oldat (pH=7), idé intervallum 0,1 s;
kezdeti potencial -1 V vs. Ag/AgCI, KCly,; pasztazasi sebesség 0,00195 V; amplitad6 50 mV.



A CV és a SWV technikék altal tanulmanyozott katekolaminok elsé és masodik
anddos cslcsai, az oxidéacios potencialjuk (E,,) és a becsilt formélis potencialjuk (E”)
az 1. tablazatban 6sszehasonlitva vannak feltiintetve. A tablazat adatait tanulmanyozva
megallapithatjuk , hogy minden esetben, az anédos folyamatokat képviselo 1. vagy 11
csucsok potenciéljai . legaldabb 50 mV-al el vannak tolddva negativ potencial tartomany
iranyaba ez a jelenség megfigyelhaté a SWV valamint a CV esetében is.

Elmondhaté hogy minél alacsonyabb egy anyag vagy vegyilet oxidacids
potencialja annal nagyobb az antioxidans kapacitasa, ami azt jelenti hogy kdnnyebben
adoményoz elektront, Ugyanakkor fontos kihangsulyozni, hogy az termodinamikai
tulajdonsaganak koszonhetéen, az oxidacios potencial nem forgalmaz semmilyen
informéciot a reakcid sebességét illetden.

A katekolamin szarmazékok amelyek para-alkil szubsztituenseket tartalmaztak ,
elektron donor szerepet toltenek be, sokkal konnyebben oxidalhatoak . Az
oxidalhatésag nagymértékben fligg -OH és -NH2 csoportok a szétalld agban elfoglalt
helyzetét6l. Ugyanakkor a kettés kotés (= O) fontossagat bizonyitja a D-DOPA es
karbindopa esetében mért legalacsonyabb oxidacios potencial, ellentétben a kettes
kotést (= O) nem tartalmaz6 dopaminnal ahol az oxidacios potenciél nagyobb volt. [7].

1.Tablazat. A vizsgalt katekolaminok elektrokémiai parameéterei.
(Kisérleti kortlmeények: 1asd a 2. és 4. Abra)

o CV, v =50 mV/s SWV, f=10s"
Catechoamini
Peak la Peak lla Peak la | Peak Ila
c
Epa/ E”/ Epa/ E”/ Epa/ Epa/
compounds
VVS.ER | VVS.ER | VVS.ER | VVS.ER|VvVvs.ER | Vvs. ER
isoprenaline -0.150 -0.168 0.255 0.220 -0.201 0.184
epinephrine -0.146 -0.166 0.230 0.196 -0.159 0.212

levonordefrin -0.097 -0.119 0.289 0.255 -0.117 0.254

norepinephrine | -0.067 -0.107 0.343 0.285 -0.098 0.315

dopamina -0.141 -0.178 0.284 0.243 -0.171 0.266
d-DOPA -0.107 -0.161 0.313 0.260 -0.140 0.275
carbidopa 0.289 0.231 0.685 - -0.131 0.254

E” az anddos (Epa) illetve katodos (E,c) csucs potencialjainak a szamtani kozepe.



3.2. A pésztazasi sebesseg es a frekvencia hatasa

Annak érdekében, hogy megallapitsuk a vizsgalt redox reakcio tipusat ciklikus
voltamogrammokat vettliink fel kiillonb6z6 pasztazasi sebességnél.
Az 0sszes kiséletben az elektrolit oldat pH értéke 7 volt. A kiilonb6z6é katekolaminok
ciklikus voltammogrammjainak a vizsgalatdbol elmodhatjuk hogy a csucsaram
intenzitasa lineéaris a pasztazasi sebesség négyzetgyokével (5. &bra), ami varhaté volt
egy diffazio altal kontrollalt redox folyamat esetében.. Ez a jelenség a tanulmanyozott
katekolaminok gyors elektronleaddsnak koszonhetd. Amint a 5. abran lathato, az
anddod és katddos cstucs dram aranya allando kiillonbozd pasztazasi sebességeknél.
Ebbdl kifolydlag megallapithatd, hogy az adott kisérleti kdrulmények kozott a lezajld
kémiai reakcid sebessége nem nagyobb , mint az ezt kovetd elektron atadas. A
feltételezés alapja a kis méretli katekolaminok molekak, valamint az —OH csoportok
para helzzete [4].

Tovabba, az 6. Abran lathatd, a grafit elektrédon valé 10° M izoprenalin

FU2 gL 12 a nett csticsaramnak

oxidacioja Al fliggvénye. Megjegyzés képpen, a Al,
felel meg, valamint az ellenallas q paraméterének az FY2. Egy jol lathaté maximummal
tarsul a AL;f"? vs F? dependenciaja.

Az 5. abran bemutatott adatok érvényesitik az elméletileg megjésolt halo-
cstcsaram parabolikus fiiggéségét az ellenallas paraméteren egy reverzibilis elektrod

reakcio esetében vékonyrétegti voltammetridval [8].
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5. Abra. A pasztazasi sebesség hatésa a 6.Abra. Az SW frekvencia hatisa az SW
csucs aramerdsség 1 csucsara egy 10° M csicsaram és a frekvencia négyzetgzoke
izoprenalin (M) adrenalin (®) és hanyadoséara 107 M izopenalin
levonordefrin (A) esetében. oxidalasakor grafit elektrédon.

Kisérleti korulmények: 1asd a 2. 4brat.

4. Kovetkeztetések

A vizsgalt katekolaminok redox folyamatait ciklikus és négyszoghullam
voltammetria segitségével tanulmanyoztuk, , két eltéré modszer lehetdséget adott arra
hogy megallapitsuk a Kkutatott vegyiletek antioxidans kapacitasat, ugyanakkor a az —
OH és —NH, csoportok hatasat is kihangsulyozhattuk. EImondhaté hogy az oxidacids
potencial csokkenésével nd a katekolaminok antioxidans kapacitasa a kovetkezo
sorrendben: norepinefrin < levonordefrin < adrenalin < izoprenalin és carbidopa < d-
DOPA < dopamin.  Figyelembe véve az oxidacios potencial csokkenését a
katekolaminok antioxidans cselekvoképessége a kovetkezd sorrendben ndvekedik:
noradrenalin <levonordefrin <adrenalin <izoprenalin vagy carbidopa <d-DOPA
<dopamin és ez aranyos a I. csucs potencidl negativ iranyaba torténé eltolodasaval.

A koztes oxidacios termékek fontossaganak kdszonhetéen valamint annak hogy
elektrokémiai és mas szelektiv mddszerekkel iranyithatdak, analizalhatéak (pl.
potenciosztatikus kortlmények kozott), e vegyiletek tovabbi vizsgalata szikséges
ahhoz hogy elérjék a potencialis alkalmazhatosagukat mind az Oregedés és terapias

folyamatokban.
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