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Shrnuti

Tato diplomova prace se zabyva studiem voltamethokchovani a stanovenim
dopaminu a 3-methoxytyraminu jako potencialnichikatbri posmrtného intervalu. @b
latky spolu s jejich metabolity (3,4-dihydroxyfengtovd a homovanilova kyselina) byly
studovany metodami cyklické (CV) a difetes pulzni voltametrie (DPV) s elektrodou
ze skelného uhliku. Byla vypracovana DPV metoda pstanoveni dopaminu
a 3-methoxytyraminu viftomnosti jejich metabolit Pro minimalizaci interferujiciho vlivu
metaboliti byly testovany tzné modifikace povrchu uhlikové elektrody. Jakolapsi se

jevilo pokryti nafionem. Metoda byla aplikovanaarelyzu realného vzorku mozkové tkan

Summary

The aim of my work was to study voltammetric babawv of dopamine and
3-methoxytyramine as potential indicators of postem interval. Cyclic (CV) and
differential pulse voltammetry (DPV) on glassy aarbelectrode were used to study
dopamine and 3-methoxytyramine together with thestabolites (3,4-dihydroxyphenylacetic
acid and homovanillic acid). DPV method was depetbfor determination of dopamine and
3-methoxytyramine in the presence of their metabsli Different modification of the
electrode surface was tested to eliminate theferiag influence of the metabolites. The best
results were obtained with nafion modified elec&o@ihe developed method was applied for
determination of dopamine and 3-methoxytyraminlerain tissue.
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2 Uvod

Stanoveni doby smrti patv soudnim lékstvi k zakladnim otazkam oboru. Krém
dukazni hodnoty wizeni trestnim macasto velky vyznam v oblasti sénskopravni

(nag-. pri sporech o &dictvi), ale i medicinskopravni (transplafrtaproblematika) >

Pokud z hlediska medicinskopravniho nenfespe definovan okamzik smrti,
nap. prikazem smrti mozku, vychazi soudni [€k& uréeni doby smrti obvykle z pozndik
které zjisti na zemelém, a pofipact je doplni laboratornim vySenim a porovna je

i s dalSimi zji&nymi okolnostmt.



3 Cil prace

Cilem této prace bylo navrhnout a optimalizovatamletricou metodu pro stanoveni
slowenin dopaminu a 3-methoxytyraminu jako potencidniclikiatofi posmrtného intervalu
vedle jejich interfererit 3,4-dihydroxyfenyloctové a homovanilové kyseliny nasleds

metodu aplikovat na realny vzorek mozkové tkan



4 Teoreticka ¢ast

4.1 Smrt (excitus)

Definice smrti byla Siklem formulovana jako nezwat zastava celovztazného
uspdadani organismu. Smiovéka je totoZzna s nezvratnou zastavou dychani a Krevn
obshu, co? je zahy néasledovano zastavmnosti centralniho nervového systému (CNS)
Jednotlivé tkaé a organy postugnodumiraji oddch nejcitliwjSich na kyslik (mozek, micha)

po ty nejméx citlivé (vazivo, Kize.

4.2 Priznaky smrti a posmrtné procesy vyuzitelné k ukeni PMI

Znamky smrti dlime na nejisté, kam patrazna stadia klinické smrti, jako zastava
srdeéni ¢innosti, dychani, vyhasnuti zornicovych a rohovkadvyeflexi. Jisté zndmky smrti

délime na fyzikalni a chemické.

Pro potvrzeni, zda je osoba mrtva, se provadi &althazarova zkouska, kdy
vstiikneme 1 ml éteru (obarveného eosinem) pind. Pokud je osoba Ziva, ether sefgbf,
pokud jeclovek mrtev, po vytaZeni jehly vytryskne étegitp

Tonelliho iznak je pozitivni jiz po &kolika minutach po smrti, proto se také vyuziva
k jeji diagnoze. Vyskytuje se, pokud ptisku d¥ma prsty je zornice ovalna & gtisku temi

prsty trojhrann&

U muai miaze rekdy k ueni doby smrti fispst délka vous, které rostou fiblizné
rychlosti 0,021 mm/hod (cit)

Vychodiskem pro stanoveni doby smrti dasgji byvaji: supravitalni reakce, posmrtné
a hnilobné zrany, pitevni a laboratorni nalez, eventwdldalsi poznatky z mista nalezu
zentelé osoby. V kratké dob po smrti, kdy jiZ neni zachovagmnost zakladnich Zivotnich
systénii, mohou jed&t po uckitou dobu petrvavat gkteré funkce organ a tkani, které
biologicky odumiraji postugfl. K nefasgji uvadsnym supravitalnim reakcim [t
mechanickd drézdivost kosternich svgpo Uderu do svalu je pozorovancity reflex;
do 8 hodin po smrti), elektricka drazdivost (vychaalrdzéni svah elektrickym proudem



s pouzitim jehlovych elektrod; pozitivni reakci g@ah svalu, nebo jeho fibrilarni zaskuby;
do 5 hodin po smrti), pupilarni reakce (vyuzivdkmazornic na farmakologicky podh
pii podani miotika nebo mydriatika, tedy latek vywagcich zGZeni nebo rozéni zornic;
aplikace se provadi vkapnutim do spojivkového valaid hodin po smrti), transpirace potu
(subkutanni injeéni podani hydrochloridu acetylcholinu vede k traresp potu do 8 hodin
po smrti), test vitality spermatozoi a leukacybuiky pifi postupném odumirani po smrti
prijimaji barvivo; odkr se provadi z nadvarlete a krve ze srddey delSi dobu po smrti,

tim vice buik je obarvend)

V Zaludku Ize mnohdy identifikovat potravu poZitpied smrti. ProtoZze se po smrti
trdveni zastavuje, dovoluje mnozZstvi a druh potradaludkuéi strewé odhadovat i dobu
posledniho jidla. Tento postup vSakiza byt zkreslen dalSimi okolnostmi (psychické vjemy

Urazové zminy & poskozeni mozkd)

S vyhasnutim metabolickénnosti dochazi k posmrtnému chladnétat@lgor mortis.
Té&lo se ochlazuje na okolni tepl8tu V posledni dob se pondrng GspEsns vyuziva k uteni
smrti rektalni ndfeni teploty. Naslednzaznamenana data jsou nastegouzita pro vypeet
dle matematickych rovnici k odesteni doby imrti z Henssgeho grafického nomogfamu
Lékar potom s ohledem na teplotu okoli a dalSi informageodnoti dobu smrti sipsnosti
+ 1 hodiny. Tato metoda je natolik spolehliva, Eeuznana jako kriminalistickd metoda
pii uréovani PMI (posmrtného intervaftd Teplota &la se nejastji mek na mist cinu, jest
pied gevozem do marnice a druh&ieni by ntlo probihat asi o hodinu pogdod prvniho
meteni.

Hruby vypaiet stanoveni doby Gmfti

Normalni télesna teplota — nanifena teplota €la / 1,5 = pd&et hodin od smrti

Samotny vztah meziasem a rychlosti chladnutild je relativié¢ objasin, vyskytuji se
ale praktické problémy. Lidskeltd pii pokojové teplat chladne Bhem prvnich 6 hodin
0 1,5 °C za hodinu, poté se rychlost chladriéi zpomalujé’. Po uplynuti 24 hodin od Gmrti
se teplotadia srovna s okolni teplotou vzduchu.

Jiny pibéh nastava, pokud zesnuly zeshnag. na nedostatek kysliku, nebo doslo
k vyronu krve do mozku, pak pateni tlesna teplota iize byt dokonce vyssi, nez jézné.
Télo pondené ve vod chladne rychleji nezko na sousi aéto obletené chladne pomaleji
nez tlo nahé.



Pri ohledani mrtvéhoéta se sleduje také posmrtna bledost, kdyle §iz neni krev
popohagna srdcem, kapilary se stahnou a krev stéka do méftize poloZenych,
kde nasled& vznikaji posmrtné skvrnyligor mortis). Posmrtné skvrny nazyvané téz
hypostaze, majéervenofialové az modré zbarveni. Po dvouiazh hodinach po smrti se
spojuji do ¥tsich ploch. Tento jev nazyvame lividitouObdobny jev nastava i na mitch
organech. V &kterych gipadech, nap pii otraw CO, je Kize celéhoda zbarvenaerverg
a mrtvolné skvrny nejsou vytveny">. Z posmrtnych skvrn neni moZnésitrpiesnou dobu
smrti. Pouze v raném stadiu (1-6 hod. od smrtiy, jed€ kiZze se skvrnou pod tlakem &,
Ize podle nich fiblizné odhadnout orientai ¢as smrti pi nalezeni mrtvéhoéta. Posmrtné
skvrny jsou dlezité z kriminalistického hlediskaigdevSim k posouzeni, zda bylocken

po smrti manipulovarlo

Rigor mortisneboli posmrtné tuhnutéla (svalova ztuhlost) nastava asi za 2 hodiny
po smrti. Tuhnuti sval postupuje od hlavy strem k dolnim kotetinan?®. Je zfisobeno
nahromadnim soli ve svalovych vlidknethPosmrtna ztuhlost odeznivd po 3-4 dnech
ve stejném pi@di jako nastala. Ztohotoudbdu neni tento Zfsob giliS spolehlivy
ke stanoveni doby smifi®>. Presto seigor mortis vyuZiva k gibliznému zjistni doby amrti.
Pouziva se ktomu f{stroj nazyvany myotonometr, pro kriminalistick&ely forenzni
myotonometr. Tento #tici pristroj dokaze zrftit ztuhlost sval, svalovy tonus apod. Princip
myotonometru je zaloZen na pouZiti sondy (myotonknamu reakce periferniho kosterniho
svalstva na mechanické posSkozeni. Vyhodnoceni myskasignal je prova@no za pomoci
pacitace. Sonda fisobi na biologickou tkakratkym impulzem, ktery Zisobi nasledné rychle
uvolreéni svalu. Sila impulzu musi byt zvolena tak, abgpisobila v biologické tkani zemy.
Mechanické oscilace, které jsouigpbeny impulzem, jsouetelrs viditelné’.

V krvi ptitomné latky podléhaji téz zZmam, nap. hladina kyseliny miéné 50 az 75krat
narostla oproti hladhpied smrti v rozmezi 12 az 24 h; mnoZzstvi kreatitusjku v iznych
forméch (neproteinovy, dusik obsaZzeny v aminokgsel, amoniak), nt@vé kyseliny,
bilirubinu, rekterych hormon (kortizol), soli (sodik) a &tSiny enzyni se po smrti rénilo
pouze nepatth Jediné enzymy, které by bylo mozné vyuzit ke stani PMI, jsou
laktatdehydrogenaza a glutamin transaminaza, peojejich naiéist byl s¢asem (prvnich
60 h) linearr. Komponenta (protein) C3 se sklada z dvou polyidep§ch fetzci (alfa
a betaietézce) spojenych disulfidickou vazbou. Komponenta $83po smrti $pi a pra¢



podle procentualniho zastoupeni fragmigatmozné ufit PMI £8 h (prav@podobnost 95 %)
podle rovnice PMI (hodiny) = 1,64 + 1,56 korel&nim koeficientent = 0,832 (cit?).

| podle zngny koncentrace drasliku ve sklivci pozname dobutisi8itnice po smrti
praska a z jejich viaseic se draslik uvaluje do sklivce. Dale nastava zakaleni zrakilikv
vysychani a krystalizaci struktury rohovkyMetoda zaloZend na koncentraci drasliku je
nejspolehliwjsi biochemicky ukazatel ipd hnilobod®. Jeho spolehlivost je vdak pouze
kratkodoba (skolik hodin po umrtd’. Stanovenim doby smrti z koncentrace drasliku
ve sklivci se zabyvali v prad kde bylo zkoumano 201 vzarkkteré byly odebrany sklerélni
punkci v blizkosti vijSiho koutku injekni stikackou, v rozgti PMI 1 az 40,45 h. Za pouZiti
linearni regrese byly ziskany rovnice K= 5,35 + 0,22 PMI, coz odpovida
PM =2,58[K] - 9,30. U gipadi nasilné ¢i traumatické smrti bylo [K] = 5.60 + 0.17 PMI
a tudiz PMI = 3.92[K] - 19.04. Pomociéthto vztali se zna&ng zlepsily vysledky posuzovani

mimonemocninich umrtt?.

Je Zejmé, Ze existuje vyznamny vliv teploty na hladirasliku ve sklivci v dobsmrti.
U uhadelych osob byla hladina vyssi, nez u osobiedyoh jinak. Ri odkéru sklivce z obou
o¢i ve stejnou dobu a zpracovani ¢ldthou analyzou, byly hladiny drasliku v obotiai
srovnatelné. Byl pozorovan ridt hladiny drasliku az do 104 hodin. Bylo takétjis, Ze
dalSi parametry jako jesk, pohlavi, teplota a vihkost nemaji na hladinustikai vliv. Draslik
byl stanovovan metodou plamenové fotométrténebo kapilarni zénovou elektroforéZdu

Ve sklivci je mozné kromdrasliku stanovit i hypoxantin (Hx) a volné amigsé&liny,
které jsou téZ pouzitelné pro stanoveni PMI. Hxdnylyzovan metodou HPLC s UV detekci
(limit detekce viadu pmol-t s linearnim koreknim koeficientemr? = 0,757). Metodou
sekverini injekéni analyzy bylo mozné ve sklivci stanovit jak Haktk™ vedle sebe. Limity
detekce byly 1,02 pmoltpro Hx a 5 - 18 mmol L pro draselné ionty. Hx &hale lepsi
korelasni koeficient (?=0,998) ne? draslik. Kombinace vyslédichto dvou stanoveni vede
k ptesrgjSimu uteni PMI nez u samostatnych latek. Jediny problémgeryvinutd metodika
je vhodna vzdy pouze prodilou matrici, tzn., Ze se stejna metoda neda pquaitrizné
matrice jako fluidum, séru moc. Z forenzniho pohleduipkazdém stanoveni PMI je nutné
vzit v ivahu gkolik faktord souvisejicich si¢inou smrti: podminky Zivotniho prasdi,
teplota €la, Wk zesnulého, chronicka onemeain a konzumace alkoholu. Kombinace vSech

téchto faktofi poskytuje doplujici informace k pesnému uteni PMI. Analyza aminokyselin
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obsaZenych jak ve sklivci i v mozkomisnim moku bplavedena iontovou kapalinovou
chromatografii. Bylo nalezeno 27 aminokyselin, &tewykazuji linearni zavislost s PMI, i
kdyZ s rozdilnymi rychlostmi. #8d analyzou bylo zap@bi aminokyseliny derivatizovat
opthalaldehydem. Vztah mezi koncentracemi vybrargmtinokyselin ve sklivci a PMI byl
charakterizovan koretaimi koeficienty (0,319% r < 0,4508) (cit™®.

Posmrtny rozklad je dalSim stadiem, kdy dochazitklgze a hnilob. U autolyzy
dochazi k samonatraveni vlastnimi enzymy, zvlddm, kde jsou ve velké koncentraci
proteolytické enzymy, nd@pnatraveni a zgknuti tkani Zaludku jssobenim Zaludmi Eavy.
Hniloba je rozklad bilkovin zjsobeny hnilobnymi mikroby, které pronikajiestni s¢nou
do okoli. V této fazi nejlépe &ime, kdy smrt nastald Vnitini organy se &sinou rozkladaji

V ursitém pdadi, coZ niZe slouZit jako ukazatel doby Gnirti

Spolen¢ s rozklademda dochéazi i k posmrtné difuzi tekutin a piyrDifuzi tekutin
doprovazi prosaknuti tkani, které se mohou roztoltento stav nazyvame maceraci.
U posmrtné difaze plyin dochdzi k uvoléni sirovodiku, ktery reaguje s hemoglobinem
za vzniku verdohemoglobinu. Tentgobuje zelenoSedé zbarveni na organech dutispib
a hisni seny**°

Na rozdil od enzyrn (jako jsou kysela fosfataza, alkalickd fosfatazmylasa,
transaminazalaktatdehydrogenazaapod.), celkova krevni cholinesterasestava stabilni
po delSi dobu po smrti. To m& velky vyznam pro sdudhatologii, kterd nize prokézat
piitomnost organickych fosforovych jiednag. organofosforénych insekticid) poklesem

hodnot cholinestera2y

Produkce malych organickych molekul, jako js@kavé mastné kyseliny s kratkym
fetsizcem (G-Cs) mize byt vyuZita ke stanoveni PMI v péigich stadiich rozkladu Bylo
prokazano, zeckavé mastneé kyseliny (kyselina propionova, maselaterova, iso-butyrova
a iso-valerova) produkované mikrobialnim rozkladgsou dlouhodod stabilni v @dnich
roztocich. Byl vyvinut dostateé¢ citlivy a reprodukovatelny postup pro analyzuésm
termicky stabilnich d&avych mastnych kyselin  metodou plynové chromatigra
s plamenovou ionizmi detekci. Vass identifikoval a kvantifikovalkavé mastné kyseliny
z lidskych ostatik. S vyuzitim specifického pa¥ru v koncentracich kyseliny propionove,
maselné a valerovéébem rozkladu byly wovany PMI s pesnosti +2 dny. DalSi studie
rozkladnych tekutin z prasieh ostatk bez gitomnosti mdni matrice vyuzivaly metody
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kapilarni plynovou chromatografii s detekci hmotnospektrometrii. Byly identifikovany
hlavré kyseliny s dlouhymitetézci, nag. fenyloctova kyselina, fenylpropionova kyselina,
2-piperidon a iso-kapronova kyselina, kterélyrpotenciélni forenzni vyznath GC/MS byla
pouzita také k analyze aminokyselin, neurotranginite rozkladnych produkt (kadaverin
a putrescin) jako dalSi metoda Kemi PMI po tetim tydnu od smrti. #prava vzorku
vyZaduje dva sepatai derivatiz&ni postupy (jeden pro aminokyseliny a druhy progkestin
a putrescin, stefntak dva teplotni programy). Kadaverin ani putreseeni mozné pouzit
k urceni PMI, ale vztah mezitdvelovou kyselinou, gama amino maselonou kyselinou,
prolinem a methioninem, fenylanalinem, tyrosinemoleucinem, histidinem a PMI byl
linearnt>.

S postupengasu a s pokkalejSim rozkladem fitahuje €lo razné druhy hmyzu. Hmyz
se miZe mizre stidat a na zakladtoho, ktery hmyz je na mrtvole, je mozné€iudobu umrti.
Jako prvni jsou uéta mouchy #@znych druli nag. moucha bztivka (druh Calliphora

17 & masaka (druhCynomia cadaverind®, a podle stadia jejich larev jsme schopni

Vicina)
zodpowdét na otazku, kdy smrt nastala, jiz po prvni hédismrti. Ktomuto vSak
potiebujeme zkuSeného entomologa s grax¥ pripads celkové skeletizace nebdigpbeni
jinych faktorti na rozklad dla (jako polibeni, nizka teplota, zabréi pristupu hmyzu kau

a pitomnost drog), uZ ale nenideni touto metodou mozié

Plisre se po¥tSinou objevuji po 2 #sicich po smrti. Nejdve se plisg objevi
na nepokrytychtastech dla, pozdji pak pod odvem. V piabéhu prvniho roku se né&st;ji
vyskytuje Aspergillus glaucusiebo Penicillium digitatum Ve druhém az desatém roce se
nachazi na zbyvajicich &kkych tkanich Aspergillius candidus, Oospora sulphurea,
Ctenomyces serratugest po 10 letech je mozné na kostech i ve zbytcicmdifo nalézt

plisei Trichoderma lignorurh

Skeletalizace je procesgmeny téla na kostru. Ve gdnim podnebném pasmu trva
2 roky, v tropech k ni dojde za 3 tydny¥esnost metody stanoveni PMI pomoci mastnych
kyselin v dols, kdy ®lo jeS& nebylo skeletalizovano, byla =2 dny. Jakmile bytto
skeletalizovano, koncentrace anorganickych tiofK*, C&£*, Mg®* apod.), které migruji
do pidy z buréné slozky nebo kosterniho materialu, byla pouzita ptanoveni PMI.

Piesnost této metody stanoveni PMI je + 2 tydny'{it.
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DalSimi procesy, ke kterym i#e dojit, je mumifikace, ip niZz je €lo konzervovano
vysuSenim v teplych podminkach, a ktera znem@ provést pitvu, nebo adiporcire
(zmydelreéni). NaSedla voskova struktura jeispbena hydrolyzou tuik Adiporcire postupuje

z povrchu &la do hloubky. Zmydekné obrysydla zistanou zachovany po |&ta

4.3 Vyuziti metabolismu dopaminu k uréeni PMI

Chemicka metoda pro stanoveni PMI vyuZivédvidatelného hromadi nebo
vymizeni dopaminergniho metabolitu 3-methoxytyramideho hladina byla porovnavana
s hladinou koncentrace *Kze sklivce. B dikladném porovnani bylo zji&to, Zze metoda
stanoveni pomoci 3-MT je stgjrpiesna, ne-li pesrgjsi, nez v pipad drasliku, &koliv
hladina 3-MT niiZe byt ovliviena @ic¢inou smrti nebo fitomnosti drog atiznych I&€iv v téle

v dohs smrtitt,

Tato metoda je zaloZena na posmrtné kumulaci 3-MJutamenu. Obsah 3-MT
vV putamenu, fevazrt jako posmrtny metabolit dopaminu, klesa s rostouPMI v gipack,
kde @ic¢inou smrti bylo organické onemaani srdce (organic heart disease — OHD), ve vSech

ostatnich fipadech byla akumulace 3-MTimo Gn¥rna PMI™.

Vzorek putamenu fjblizné 20 mg byl sonifikovan v 0,1 mol*lkyselins chloristé,
centrifugovan po dobu 10 min (51 000 g) a supentakyl nastiknut do kapalinového
chromatografu. PMI byl stanoven jako doba od unpti okamzik smichani vzorku
s kyselinou chloristou. Vysledky byly vyhodnocentatsticky pomoci regresni analyzy.
Zavislost PMI a 3-MT obsazeného v dorzalnim putambyla ovlivrena gitomnosti drog
¢i jinych latek s farmakologickymdinkem. V gipact umrti na organické onemaani srdce,
bez dalSiho vlivu latek Usobici na organismus, byla korelace negativni,
PMI = 62,7 - 18,4¢c(3-MT), korelani koeficientr = -0,83 pro 95% pra¥gpodobnost,
presnost byla +18,2 h. Prdipady umrti z jinéhoi’odu nez na organické onemennsrdce
byla linearni korelace pozitivni, PMI = 2,22 + 7&88-MT), r= 0,83 pro 95%
pravdspodobnost, fesnost byla +7,5 h (cit?).

Abnormalre vysoké hladiny 3-MT byly zjighy v pgiipadech umrti § detegovani
amfetaminu, kokainu, kofeinu nebo jinych ogiat krvi nebo v mei. Na druhou stranu
v pripadt pritomnosti barbiturdit v krvi, nebo v pipad Uumrti otravou oxidem uhelnatym,

byly stanoveny abnormaimizké hladiny 3-MT (cit™).
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Parova analyza obsahu 3-MT & K uritém PMI vedla ke konstrukci nomogram
pro zakladni skupiny subjek{OHD a non-OHD). Odhadované hodnoty produkovanéto
nomogramy jsou pro 95% praymbdobnost, fesnost byla £11,3 h wipac OHD skupiny
a £8,0 h v pipac¢ non-OHD skupiny. Tyto Udaje jsou vztazeny kmpérnym hodnotam
3-MT a K. Z téchto Udaj je Z'ejmé, s vyjimkou uiitych pripadi toxikologicky pozitivnich
pro specifickéifdy Iéka, Ze 3-MT i K mohou predikovat PMI a ze stanoveni obou parametr

je mozné dosfi k slusnému odhadu doby nedédgené smrti.

MozkomiSni mok obsahuje glukézu a kyselinu ¢nt&u (ani jedna nefize byt pouzita
k uréeni PMI), dusikaté sl@eniny (m@&ovina, neproteinovy dusik, kreatin, aminokyseliny,
amoniak, kyselina mmv4a, xantin), ostatni organické steminy (bilirubin, urobilinogen) a;.
U vSech &chto latek byla v minulosti snaha dokazat zavistoBMI, ale Zzadna z nich nebyla
spolehlivym ukazatelem. Lze z nich ale stanovitpaiuonemocgni pred smrti, nebo
samotnou f¢inu smrti (nap. z posmrtné mimviny a kreatinu stugeonemocsni ledvin,
nebo urémie jako fina smrti, snizené hodnoty sodiku a chlaribyly prokazany

u nskterych kojend, ktei zenteli na syndrom nahlého amrti novorozé)ic

4.3.1 Pomeér obsahu dopaminu a 3-MT v putamenu

V lidském putamenu byl analyzovdn dopamin a jehdabwit 3-methoxytyramin.
VétSina mnozstvi 3-MT byla vytwena po smrti. Bylo zjig§ho, Ze hladina DA a suma
(DA + 3-MT), ale ne 3-MT, poklesly v intervalu megmrti a pitvou, stefhtak s &kem.
MnoZstvi dopaminu v mozku po smrti klesa - probilekidativni deaminace
monoaminooxidasou a methylace ketechol-O-methyfeaasou. Zavislost sumy
DA + 3-MT na \¥ku a intervalu mezi umrtim a pitvou byla vyiédna vicenasobnou regresi,
z=1,92573 - 0,004664- 0,003205y, kde x odpovida ¥ku v letech,y odpovida intervalu
mezi smrti a pitvou v hodinachza= log (DA + 3-MT) v putamenu [mol/g tk&h Koeficient
vicenasobné korelace hyk -0,7177 (cit™).

Ve vSech zkoumanych Egich sitnicich byl ftomen DA v koncentraci
3,00 £ 0,54 ng/mg proteinu. Vetgine pripadi byly picitomny i metabolity DOPAC a 3-MT,
u poloviny gipadi byla gitomna HVA. Tyto metabolity ale ani v jednontipact nebyly
piitomny v obou sitnicich od jedné dky. DOPAC se vSak vyskytoval v mnohem mensSi
koncentraci (1,07 + 0,21 ng/mg proteinu), nez zloya@ metabolity (3-MT 3,44 + 0,97 ng/mg
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proteinu, HVA 4,54 + 1,05 ng/mg proteinu). Je takézné, Zze metabolity 3-MT a DOPAC
mohou byt transportovany ze sitnice do krvegjggeéd metabolismem na HVA, to by mohl

byt divod, pra se HVA vyskytuje méacasto nez zbylé dva metabofity

V lidskych sitnicich byl obsah latek nasledujiciA Dozmezi 0,30 do 4,85 ng/mg
proteinu, DOPAC 0,18 do 7,48 ng/mg proteinu a HVAS0do 6,08 ng/mg proteifit

4.4 Dopamin, jeho vlastnosti

e

Dopamin (DA) je chemickd latka, kter&inpzere vznika v mozku. Je to nejtbzitejSi
katecholamin, ktery je zapojeny do neurotransmisémci centralniho a periferniho
nervoveého systému a aktivuje dopaminové recepteupguje také jako neurohormon a jako
takovy je vytvden v hypotalamtt. Jeho vyldovani je ovladano acetycholiném Hraje
dulezitou roli ve funkci lidského metabolismu, kard&skularniho, ledvinového
a hormonalniho systému a také motorickych funkaiwbzku. U zdravéhaslovéka bylo
v mozku nalezeno fjblizn& 50 nmol-g a v extracelularni tekutin 0,01-1 pmolt
dopamin@®. U Zivého z\fete byla hladina mezi 50 aZz 100 nmiblblez jakékoliv stimulacé
Abnormalni hladina DA je spojovana s Parkinsondvétr>  Alzheimerovou
a Huntingtonovou  nemdti?® hyperkinetickou poruchou fife ozn&ovano jako lehka
mozkova dysfunkce) a schizofrefliiDal$i onemoaimi spojena s dysfunkci dopaminergniho
systému jsou epilepsie’® HIV infekce, onemoani sitnicé’ a Tourethv syndron?®. Také
se podili na regulaci naladygeni, spanku, pozornosti odmény®®. Je mozné, 7e DA

s dal$imi neurotransmitery se mohou podilet naeppiké aktivie®™.

Garris a Wightman zjistili, Ze v oblasti bazolatefho amygdalového jadra se dopamin

tvori 10krat mén neZ v oblasti kaudalniho putaméhu

3-methoxytyramin je fitomny v synaptické &tbiné ve velmi nizké koncentraci.
Studi€® ukazala, Ze se 3-MT chova jako antagonista nonatirevého systému, hraje také
dulezitou fyziologickou roli jako inhibitor regulujickatecholaminergntinnost ve striatu

potkana pi nadmérné stimulaci psychostimularify

Dopamin a jeho metabolity jsouigaboratornich podminkach nestabilni. Degradaci
vzorku zmisobuje rozpughy kyslik, denni sitlo a teplota. Rychle oxiduji zejména v siln

alkalickém prosedi. Mohou byt velmi pomalu oxidovany i v neutrénprostedi. Testy

15



stability byly provadny ve vodném progtdi a v roztoku methanolu fip 25 °C.
Za standardnich laboratornich podminek byly staliira dny. Pro dlouhodeéf$i uchovani
bylo zapotebi vzorky zamrazit na -80 °C a zamezitspupu s¥tla®. Po fidavku kyseliny

chlorovodikové bylo dosaZeno lepsi stability v padiejich hydrochloridové forn?=*3¢

DalSi charakteristiky dopaminu a jeho metalfigéobu uvedeny v tabulce 1.
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Tab.| Charakteristika zkoumanych 14t8R"3°
Systematicky . Teplota
nazev (IUPAC) Strukturni vzorec tani (°C) Mr pK Rozpustnost
HO NH, PK1=8.9 v methanolu,
Dopamin 128 153,18 pK,=10,4 60 g/100 ml
HO pKs = 13,1 vody
3- o N, 167,21 | PKi=95
2 ’ 50 g/ml vody
HO
HO OH
3,4-hydroxy- pK, = 4,2 v methanolu,
fenyloctova o 127 168,15 dohkie rozpustna
kyselina HO pK2=9,8 ve vods
ova | He”” " hanol
Homovanilova | Hs :I:::r/\ﬂf' 142 182,19 pK=4,3 v methanolu
HO

kyselina

Odbouravani dopaminu probihd nejprve enzymovou ytath hydroxyskupiny

4.4.1 Metabolismus DA

17

e

enzymem COMT (katechol-O-methyltransferasd}®**! ktery genasi methylovy zbytek

v poloze 3 benzenového jadra za vzniku 3-methoaytymu. Tato reakce je katalyzovana

z donoru S-adenosylmethionfiuAntemortemtato ffemsna probiha spise okrajgvhlavni
prenénou je deaminace DA monoaminooxidasou (MAO) na DOPAL Vzniklé aldehydy
se pak oxiduji aZ ke koteému produktu — kyselinhomovanilovd** (schéma 1). Ov&em

posmrtg vznikd 3-MT jako hlavni produkt. Posmrtnou akuncul&-MT v putamenu



ovlivauji tfi faktory: 1. zachovani aktivity COMT; 2. dost&t@ koncentrace a dostupnost
DA; 3. pokles parcidlniho tlaku kysliku ve tkanida nizSi hladiny. Tentordti faktor
zpusobeny selhanim kardioresgingho systému zabiiaje oxidativni deaminaci jak DA, tak
i 3-MT monoaminooxidasou, ktera vyzaduje kyslik.to).
HO NH,
HOU\/
DOPAMIN

COMT
MAO \
CH

3

| D/\/
HO Q HO
DOPAC 3-MT

OH
COMT MAO

OMe

OH
HVA

Schema’. 1 Enzymova katalyza metabolickémeny dopamint?.

Posmrtna akumulace 3-MT byla sledovana u Rniédyz byly krysi mozky uloZenin
situ pii 37 °C v faiznych intervalech po usmrceni, ztrdta DA bytSi neZz néist hladiny
3-MT a rozpor byl zvlast vyrazny v prvnich 10 min. ProtoZze byl podobny mzgiz
zaznamenan u zwdt I&enych inhibitorem monoaminooxidasou, lze tvrdit, B&hem
pocateini faze se DAcasténé odbourdva oxidativni deaminactast&éné O-methylaci.
Pozdji, kdyZz v tkanich poklesne pQCprakticky na nulu, druhd reakcéeplada. Rychlost
akumulace 3-MT neustéle klesalkghbm skladovani mozkpii 37 °C po dobu 2 h. Bylo tedy
zjisténo, Ze ztraty DA v krysim striatu pokiavaly, kdyz byly uloZeny in situip+ 4 °C
po48 h od setnuti. Hladina homovanilové kyselinylabbéhem této doby iblizn¢
konstantrif’.
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U zvitat se zvySenymi hladinami DA, které byly igpbeny lébou inhibitorem
monoaminooxidasy, byla pateni rychlost posmrtné akumulace 3-MT vyS§i nez u
nel&enych zvfat, coz naznaije, Ze substrat, ktery je k dispozici, je limitayarychlostnim
faktorem (rate-limiting factor). Tento rozdil vSakké miZze vzniknout ztratou 3-MT

oxidativni deaminaci, ke kteréitre dochazet pouze u n&béych zviat™.

V lidskych bazélnich gangliich byl 3-MT detegovare wysSich koncentracich

nez u zviat™.

Po injekci s pargylinem hladina 3-MT stoupla ve clsetudovanycltastech krysiho
mozku rontalni kortex, cerebellum, hippocampasstriatun). 3-MT se z#&al kumulovat
ve frontélnim kortexuttikrat rychleji, nez erebelluma hippocampu Frakni rychlostni
konstanta pro 3-MT vdrontalnim kortexubyla asi dvakrat vysSi nez v jinych oblastech

mozku.

4.4.2 Elektrochemické chovani katecholamiii a jejich metabolita

V praci®® bylo studovano elektrochemické chovanzmych katecholamin metodou
cyklické volatmetrie v zavislosti na pH. Adrenalprostedi 1M HSO, vykazoval pik (1)
v prvnim anodickém skenuigotencialu +0,7 V vs. SCE, ktery odpovidal oxidadrenalinu
na o-chinon. Ri zpétném skenu v katodické oblasti byl pozorovan taden pik (2), ktery

odpovidal zptné redukcib-chinonu na adrenalin. Tento systém se choval keegizibilre.

Pii pH 3,0 byl cyklicky votlamogramu adrenalinu Zn& odliSny od cyklického
voltamogramu v proggdi 1M HSO,. V prvnim anodickém skenu byl pik (1) odpovidajici
oxidaci adrenalinu na-chinon posunut k potencialu +0,6 V. Veéapgm skenu byla také
pozorovana zina redukce chinonu, ale pik (2) byl &no polovinu mensi a byl nasledovan
dalSim katodickym pikem (3). V bezpriedre nasledujicim anodickém skenu se objevily dva
nové anodické piky (4, 5). Cyklicky voltamogram hpterpretovan podle mechanismu
Harley-Masona (schéma 2).

Pti nizSich pH je produkt oxidace adrenalinu, adrerwhinon, protonizovan
(pKa = 8,88), coz zabraje cyklizaci jeho postrannihtetzce. Ri pH 3 je jiz gitomno
dostaténé mnoZstvi deprotonizovaného chinonu, kteryZencyklizovat. Pik 3 odpovidal
redukci cyklického produktu adrenochromu na leukeadchrom a pik 4 2né oxidaci

leukoadrenochromu na adrenochrom. Adrenochrom/Eddemochromovy redoxni par byl
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prokdzan porovnanim s cyklickym voltamogramem daidkého vzorku adrenochromu.
RovnéZ cervené zbarveni povrchu elektrodii pxidaci adrenalinu sdcilo o piitomnosti
vznikajiciho adrenochromu. Ostatni meziprodukty ybyidentifikovany elektronovou
paramagnetickou resonanci. Pik 5 bifspuzen oxidaci 5,6-dihydroxy-N-metylindolu, ktery
vznikl dehydrataci leukoadrenochromu. ProtoZze ladkenochrom je snagjin oxidovatelny

nez sam adrenalin, je oxidovan adrenalinchinonemefaa 2).

HO \
OH OH
HO@ g © + 2H 4 2¢

+ +
H2N\ H2N\
CHz CHs

adrenalinchinon

=7
-y

H3C

adrenalin

HO o HO
OH o
HO rychle O HO
_ +
N

\
H3C 3 H3C CH3
adrenochrom

l

Schema”. 2 Mechanismus Harley-Masonovy redRce

Mechanismus oxidace katechaavisi na stavu elektrodového povrchu. Je znamegeZz
katecholy adsorbuji na povrch uhlikovych i kovovyelektrod®. V pifpads cisté platinové
elektrody dochazi k ireverzibilni adsorpci katec¢hoé jejim povrchu. Tato chemisorbovana

vrstva nepodléha reverzibilnimu 3@enosu na odpovidajici chinon. AvSak na ireverzéiln
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adsorbované organické vrstbyl pozorovan chemicky reverzibilni elektronovyepo$®.
Na iridiovém povrchu vrstva oxidinhibovala hydrochinon/chinonovy elektronovyepos,

ale inhibice byla odstr&na malym mnoZstvim chemisorbovaného jodidu nely8®sir

4.4.3 Elektrochemické chovani dopaminu

Mechanismus elektrochemické oxidace DA je podolap ju adrenalinu. Dopamin se

nejprve oxiduje naipslusny chinon (schéma 3).

HO O
= NH;
NH, o

HO

Dopamin Dopamin-chinon

Schema’. 3 Mechanismus reverzibilni elektrochemické océddopamind’.

Po paateni oxidaci, ktera je zavisla na pH,u#e probihat 1,4-adice, kter4 vede
k cyklizaci na produkt zvany leukochrom. V nizkychodnotach pH je o-chinon
v protonizované forry ktera zabréuje jeho cyklizaci. B vy3Sich hodnotach pH, kdy je
piitomno dostaié mnoZstvi neprotonovaného chinonu, dochazi Kk jety&lizaci
na leukochrom. Vznik leukochromu v blizkosti elektového povrchu je mozné sledovat

jako redukni vinu @i potencialech negati¢sich nez je vina redukce necyklického chinonu

0§ NH; < HO
—f> + H+
A
¢ HO N
H

leukochrom

(schema 4, cit?).

Schema'. 4 Mechanismus cyklizace dopamin-chinonu na I,

Mechanismus a kinetika elektrochemické oxidace DdaBich katechélve vodnych
roztocich s neutralnim pH byla studovana v pfadBylo zjistno, e pi pH 7 probiha
jednoelektronova oxidace aniontu DA nasledovanadawii radikalaniontu. Rychlosti
jednoelektronovych procégsou pomalejSi na uhlikovych elektrodach neaktargieh nez
aktivovanych (tepeth nebo elektrochemicKy) a na elektrodach kovovyeit? Zrychleni
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elektrodové reakce a tedy i zvySeni proudové oddamylze dosahnout také modifikaci
uhlikové elektrody nap uhlikovymi nanotrulikami* & nanovlakny SiV,0; (cit.>).

4.4.4 Elektrochemické chovani 3,4-dihydroxyfenyloctové kgeliny

Elektrochemicka oxidace 3,4-dihydroxyfenyloctovésélny zahrnuje f&nos dvou
elektroni a dvou protofi v roztoku o pH < 8 (rovnice 1) a v roztocich o pH p‘enos dvou

elektroni a jednoho protonu (rovnice 2).
DOPAGCx(aq) + 2e + H(aq)«— DOPAC (aq) (1)
DOPAGC(aq) + 2e + 2Haq) «— DOPAC(aq) (2)

Formalni redoxni potencidlyE> obou reakci byly spgtany podle nasledujici

rovnice (3),

. 23mRT
E”= EgHO T

pH (3

kde E” je standardni redoxni potenci®; T a F jsou molarni plynova konstanta, teplota

a Faradayova konstanta. Ziskané hodrBty métené na pracovni zlaté elekttogou 0,585

a 0,357 V proti nasycené kalomelové elek#dd

S rostoucim pH se séasrE zwtSuje potencialovy rozdil mezi anodickym a katogiok
pikem DOPAC (tab. 2). Ve slabalkalickém prosedi bylo pozorovano kvazireverzibilni
chovani a v alkalickém (pH > 10) bylo chovani ineveilni (obr. 1). Z toho bylo usouzeno,
Ze po oxidaci DOPAC néasleduje ireverzibilni cherdickeakce, zejména v alkalickém

prostedr”.

Tab. Il Anodické a katodicke potentcialy pit€ya a ) DOPAC v riznych hodnotach pH
zakladniho elektrolytd.

pH
51 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0
EpalV 0,314 0,255 0,200 0,149 0,126 0,098
Eoc/V 0,249 0,187 0,128 0,057 0,014 -0,014
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<<
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E/mV vs. SCE
(B) 360
y=-60.133x + 584.9
R?=0.9995
3]
o) 2404
@
>
b
=
= 120- y=-31.812x+ 357.52
W R?=0.9989
0

pH=pK,> (phenolic group)

Obr. ¢. 1 (A) Cyclické voltamogramyeiené Au elektrodou v 0.1 mdifiosfatovém
pufru o riznych hodnotéach pH sidavkem 0,2 mmotIDOPAC. Skeny 1-6 odpovidaji pH
5,1; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 a 10,0. Rychlost skenu &0%s". (B) Zavislost formalniho redoxniho

potencialuE® DOPAC na pH (cit™.

Obrazek (2) ukazuje cyklické voltamogramy DOPAC ztaté elektrod pii raznych
rychlostech skenu v prastdi 0,1 mol- fosfatového pufru (pH 7) s obsahem 1,8 mnfol-|
DOPAC. Na obr. 2B jsou zobrazeny proudy anodickgdtatodickych pik proti odmocnig
z rychlosti skenu. Proud anodického a katodickéiko poste linearé, coz ukazuje nagl

fizeny difazi.
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Obr.¢. 2 (A) Cyklické voltamogramyefiené Au elektrodou 0,1 mo!4osfatovém
pufru (pH 7,0) s pidavkem 1,8 mM DOPAG g iiznych rychlostech skenuritky 1—6
odpovidaji rychlostem 10, 25, 50, 100, 200 a 300 §t- (B) Zavislost proudu piku
na odmocni# z rychlosti skenu. (C) Zavislost pémn katodickeho a anodického pikydlipa)
na rychlosti skenu zaznamenanych v 1,8 mmbBI@PAC (kivka a) a 0,2 mmoliDOPAC
(krivka c). Kivka b ukazuje zavislost normalizovaného proudu fjfvi1,2) na rychlosti
skenu ziskanou Zilky a (cit.>.

Déle byla studovana zavislost proudu piku DOPACkaacentraci. Obr. 3A ukazuje
cyklické voltamogramy v progdi 0,1 mol-f fosfatového pufru siznymi koncentracemi
DOPAC. Pondr prouch katodického a anodického pikiebr. 3B) s rostouci koncentraci
DOPAC kles&".

Prenos elektronu mezi redoxnim centrem molekuly DOP&A@ovrchem elektrody

muze slouzit jako modelovy systém k pochopeni meacmani Fenosu elektronu
v biologickém systéntd.
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Obr.¢. 3 (A) Cyklické voltamogramyerené Au elektrodou v praedi
0,1 M fosfatového pufru (pH 7,0) obsahujiciliané koncentrace DOPAGipychlosti skenu
50mV/s. Kivky 1-5 odpovidaji koncentraci DOPAC (0,25; 0,5M0; 1,50 a 2,00 mmof).
(B) Zavislost porru katodického a anodického prouduipfia koncentraci DOPAC (cit?).

Elektrochemicka oxidace DOPAC byla pro¢ad na mikroelektrodach z uhlikovych
vlaken a ze skelného uhliku v roztoku ledové kyselbctové za pouziti voltametrickych
technik. Voltamogramy ukazaly jeden velmi deldefinovany pik. NavrZzeny mechanismus
anodické oxidace DOPAC (schéma 5) se skladal ze ghastupnych jedno-elektronovych
a jedno-protonovych krdk Ztrata prvniho elektronu probiha ireverzibila u€uje celkovou
rychlost elektrodového procesu. Tento krok je de@ren generovanim nestabilniho
fenoxyradikalu v pozici 4 na aromatickém kruhu.dfahém kroku elektrodové reakce vznika
substituovanyo-chinon jako finalni produkf, poté niize dojit k jeho dimeraci. Rychlost
dimerizani reakce byla sgftana na 2,10 - f@nm’mol*s™ (cit.*).
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Schéma’. 5 Navrzeny mechanismus oxidace DOPAC?®it.

Na holé GC elektratlvykazuje DOPAC ireverzibilni chovani, rozdil meztencialem
v anodické oblasti (&) a katodické oblasti () byl 259 mV gi rychlosti skenu 0,1 V&
Na SWNT modifikované elektrédbyl ziskanAE, = 49 mV, tudiz se reverzibilita zlepSila.
To vede k zagru, Ze SWNTs mohou byt pouzity jako promotory keySani rychlosti
elektrodové reakce a sniZetiepsti DOPAC na SWNT modifikované elektrs.

Oxidativni proces DOPAC (schéma 6) by mohl probitéiedova:

JOT 7@N‘ -
”WW@ @i o

Schema’. 6 Mechanismus oxidaiho procesu DOPAC (cit).

V prostedi 0,1 mol-f HAc-NaAc pufru (pH 4,4) ukazovala elektroda SWNy&&i
elektrokatalytickou aktivitu vedouci k oxidaci DOBRABYI ziskan dofe definovany redoxni
par. Proud piku rostl line&trs koncentraci DOPAC v rozmezi 1,0 °101,2 - 1¢ mol-I™.
Detekeni limit byl 4,0 - 10 mol-I*. Na SWNT- modifikované elektrédbyla mtiena
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i kyselina homovanilova (HVA), u které byly takézmamenany lepSi vysledky neZ na
samotné elektradze skelného uhlika.

V neutralnich  hodnotach pH byl u katedhol pozorovan elektrochemicky
kvazireverzibilni proces. DOPAC je vice ireverzdil nez 3,4-dihydroxybenzylamin

na neaktivované elektrége skelného uhlika.

4.5 Metody analyzy DA, 3-MT, 3,4-dihydroxyfenyloctové ahomovanilové
kyseliny

Pfi stanoveni dopaminu mohou interferovatdona a askorbova kyselina, které maji
podobny oxidani potencial. Askorbova kyselina je v biologickybtékutinach v nadbytku
oproti DA (cit. *°). Pokud je proud piku ovlivm z +5 %, je to povaZovano za interferenci.
Pti stanoveni 2,0 - T0mol-I* dopaminu, mdova kyselina nerusi fpads dvojnasobného

nadbytku a askorbova kyselina ¥gads desetindsobného nadbytku

Dopamin byl stanoven jak né&sté elektrod ze skelného uhliku, tak na elektrodach
z pyrolytickych vlaken, které byly elektrochemiclipraven&’ > Byly testovany takétzns
modifikované elektrody, ndp zlatad elektroda modifikovana #si oxidu india a cimj,
elektroda ze skelného uhliku pokryta vrstvou naftgnelektrody modifikované uhlikovymi

nanotrubtkamf®.

DalSim vhodnym modifikatorem skelného uhliku jsownovidkna SiV,0;,
ktera zlepSila fenos elektronu mezi DA a elektrodou a umoznilaksietes detegovat DA
v piftomnosti kyseliny askorbové. Detak limit DA byl stanoven na 1 - 70mol-I* (cit. *9).

Na elektrod modifikované filmem indium-cin oxidu (ITO) srovr&yv selektivni
oxidaci dopaminu a 3,4-dihydroxyfenyloctové kysglirRedoxni proces DA byl mén
reverzibilni, neZ na kovovych elektrodach a eleddich ze skelného uhliku, coZz znamena,
7e redukce chinonu na katechol bylasténs potlatena na ITO elektrad Ze studié®
vyplyva, Ze adsorpce fosfatu podporuje adsorpci (P, 8,87) a inhibuje adsorpci zapérn
nabitého DOPAC (obr. 4).
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Obr. ¢. 4 Cyklicky voltamogram 1 mmai-DA a 1 mmol+ DOPAC ve 2 mol
fosfatovém pufru pH 7,4 na ITO-elekteoRychlost skenu 0,1 V/s (ci).

Elektrochemicka studfé stanovovala DA elektrodou ze skelného uhlikuZj@dvrch
byl pred nerenim elektrochemicky aktivovan oxidadi f,75 V po dobu 300 s, a poté redukci
pfi -1,75 V po 300 s v 0,1 mol*fosfatovém pufru pH 7 metodou cyklické voltametiiakto
aktivovana elektroda davala 100kr&t3f proud odpovidajici DA oproti neupravené elediro
ze skelného uhliku. V prasdi fosfatového pufru pH=7 byl zaznadmenan &sjvproud piku.
Kalibrasni zavislosti byly linearni voblasti 1-1@% 9,0-18 mol-I* a1,2- 10
az 8,0 - 18 mol-I's korel&nimi koeficienty 0,9973 a 0,9980, mez detekce tstEnoven
na 3,0-10-8 moll

Elektroda z pyrolytickych uhlikovych viaken (tlalk& 8 pm a délka 0.5 mm), ktera
byla elektrochemicky (za &tych podminek®) upravena, zlepsila vysledkyéeniin vivo
metabolismu dopaminu v mozkové tkani. Tato upravele&itroda v kombinaci s difer&m
pulzni voltametrii byla schopna separovat kyselaskorbovou od katechiola rekteré
katecholy byla schopna rozeznat svysokou citlivosTitlivost meifeni elektrodou
s uhlikovymi vlakny byla 10krat vyssi pro DOPAC netd kyselinu askorbovou a 100krat
vySSi pro DA nez pro DOPAC. Neupravené elektrodyhikovych viaken davaly Spatn
definované piky p +550 mV pro DOPAC a +600 mV pro AA. Citlivosichto elektrod byla
témei stejna pro AA a DOPAC. Stané roztoky AA a DOPAC déavaly pouze jeden pik.
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S pouzitim upravené elektrody byly viditelné dvabigo oddlené piky (AA @ -80 mV
a DOPAC pi +70 mV). Linearni rozsah elektrody z pyrolytickyo/laken pro DA byl
50 nmol-1* aZ 0.5 pmolt (cit. *9).

Mez detekce specialnupravené mikroelektrody z uhlikovych viaken (flarehing
enhance) byl pro DA 50 nmof:|(cit. %)
nanotrubikami (CNTP) 0,5 pmol (cit. ).

a pro elektrody modifikované uhlikovymi

Metodou cyklické voltametrie s pouzitim mikroelady z uhlikovych viaken Ize
stanovit DA ve srési s askorbatem i vifpadt, Ze askorbat je 200krat v nadbytku proti DA.
Ve smisi DA s DOPAC Ize DA stanovit v 20nasobném nadbyPAC (cit.®?).

Elektrochemické Zdzeni na bazi papiru modifikovaného SDS poloZemghohlikovou
tiSttnou elektrodu bylo vyvinuto pro stanoveni DA v kméplazné. Metodou square-wave
voltametrie umoffovalo neiit v linearnim rozsahu 1 - 100 umét-DA s mezi detekce 0,37

pumol-I* a mezi stanovitelnosti 1,22 pmdi(tit. 2.

Dopamin byl selektivéh detegovan také redéki cestou po enzymatické oxidaci
laccasou. Mechanismus byl zaloZzen na chemické iredigtic DA zahrnujici oxidaci (1),
deprotonaci (2), intermolekularni cyklizaci (3) iatoporciona&ni reakce (4). Finalni produkt
oxidace byl 5,6-dihydroxyindolin-chinon (obr. 5AJeho detekce byla zalozena na dvou
elektronové a dvouprotonoveé redukéi potencialu -0,3 V na elektrédze skelného uhliku.
Systém byl stabilni, reprodukovatelny a bez interiei DOPAC, m&ové a askorbové
kyseliny. Tento zfisob by tedy mohl slouzit k fibéZnému zaznamenavani DA v CNS
(obr. 5BY®.

(0]
1/NH3+ O’Y o
OH

: Ik
NH, - on
. {Ix
(ﬁ H OH
‘;iv:’ o o- 4

Obr.¢. 5 Mechanismus enzymové oxidace DA na 5,6-difiydiadinchinor?®.
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Cyklické voltamogramy srychlym ni#stem potencidlu (FSCV) byly d&eny
mikroelektrodou z uhlikovych vidken (délka 50 az010m) implantovanou do mozkové
tkans. Rychlost skenu byla 400 V*sklidovy potencial -0,4 V proti Ag/AgCl, anodicKimit
1,3 V a sken byl opakovan kazdych 100 ms. Limitke¢ dopaminu byl 8 + 3 nmot-|
FSCV s uvedenou mikroelektrodou umaje mefeni extracelularnich hladiny dopaminu v
mozku s vynikajicim prostorovym rozliSenim. Tatoheika byla dive pouZzita pro sledovani
extracelularnino DA v putamenoucleus accumberes medialni prefrontalni mozkovéiile.

Detegované mnoZstvi DA&enéin vivo bylo 100 pmol-f (cit. *3).

3-MT byl me¢ten iin vivo v souvislosti s uzivanim drodigobici na katecholovy nebo
5-hydroxyindolovy metabolismus. V prétipouZili elektrodu s uhlikovymi viakny ve spojeni
s diferen¢é pulzni voltametrii pro sledovani metabdlamini ve specifické oblasti krysiho
mozku. Stimto biosenzorem bylo mozné monitorovaikasre oxidaci extracelularni
kyseliny askorbové (Ep = -50 mV), 3,4-dihydroxyfeagtové kyseliny (Ep = +100 mV)
asmési 70% 5-hydroxyindoloctové Kkyseliny/30% towé kyseliny v krysim striatu
(Ep = +300 mV), vzniklyctvrty pik gi Ep = +400 mV proti refereémi elektrog¢ Ag/AgCl
odpovidal oxidaci HVA a 3-MT. Biosenzor byl takéhepny detegovat HVA (50 pmot)
a 3-MT (10pmol-T) rozpustny v PBS. OB latky se oxidovaly p +400 mV, ale pro 3-MT
byl senzor 3krat citligjsi (i v pritomnosti AA 0,5 mmol1, DOPAC 70 pmolt nez k HVA.
Pfidavek pargylinu zabit@je deaminaci DA a m& za néasledek zéanik extracelila
DOPAC. Za &chto podminek pik odpovidajici oxitdmu potencialu +100 mV odpovida
oxidaci DA.

Vliv na hladiny DA i 3-MT n#la lokalni infaze KCI (2 pl, 0,1 mol?). M&tenimin vivo
vzrostly oba piky odpovidajici DA a 3-MT. Po aplikanfuze bylo moZzné detegovat DA
v pifpadech, kdy signal DA detegovatelny néhyl

DOPAC byl stanovovan na zlaté elekttothodifikované vrstvou 1,6-hexandithiolu
(cit. °%), biosenzorem zaloZenym na konjugaci chitosanumosineni®®* nebo na elektrad
ze skelného uhliku modifikovaného jedrimstymi uhlikovymi nanotrutskami (SWNTSs>.

DA a jeho metabolity byly stanoveny HPLC s elekiramickym detektoreff}0:28:5566
s pracovni elektrodou ze skelného uhliku (ofmirgootencial 800 mV proti referéni
elektrod& Ag'/AgCl). Byla pouZita kolona se sorbentem C18. Mobifaze se skladala
ze 70 mmol-t chloroctové kyseliny o pH 3, 300mg-: kthylendinitro-tetraocové kyseliny,
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520 mg-T octylsufonatu sodného a 7% acetonitriluiitBk mobilni faze byl 0,8 ml/minip
tlaku 1000 psi. Zagthto podminek byly reténi casy: DOPAC 8,7 min, DA 17,0min, HVA
19,6 min a 3-MT 40,8 min (cit?).

Kromé¢ kapalinové chromatografie byly k detekci DA powyzidalSi instrumentalni
techniky, nap. kapilarni elektroforéza, spektrofluorometrie, kileforéza na mikréipech,
povrchova plasmonova resonance, chemiluminiscé&iru@otnostni spektrometfie

Kapalinova chromatografie s floures¢andetekci byla pouzita ke studiu metabolismu
DA v krysim ledvinovém mikrodialyzatu. DA a jeho tabolity bylo mozné stanovit i v niid
krys. Z dialyzétu bylo mozné detegovat DOPAC v lenmicaci 150 fmol a HVA na 300 fmol
(cit. 9.

Kapalinova chromatografie v kombinaci s tandemovamotnostni spektrometrii
s ionizaci elektrosprejem (LC-ESI-MS/MS) pro staswiv DA, 3-MT, DOPAC a HVA
potencial® rozSiuje diagnostické/lebné moznosti, pokud se jednad o neuropsychiatrické
a neurologické poruchy, kde jsou koncentrace hiaddA a jeho metabolit zmenéné
ve srovnani s normalni fyziologickou urovni. Metoddze p@ispét k lepSimu pochopeni
patofyziologie a patogenezady neuropsychiatrickych poruch a farmaceutickéjzkamu

novych 1éki k &b neurologickych onemoeni®®,

3-MT byl stanovovani metodou GC/MS.tdel analyzou bylo zap@bi latku
derivatizovat. V jednom ifpads byla latka acetylovald v jiném gipad byl 3-MT

deuterovan.

Dopamin, katechol a kyselina askorbova byly analgpy metodou CE
s elektrochemickou detekci veridlektrodovém zapojeni (pracovni borem-dopovana
diamantova elektroda, referentni Ag/AgCl elektrodd}ieni bylo provagno v 10 mmol-f
fosfatovém pufru pH 6 v 30 cm dlouhéeknenné kalip@ (pfimér 75 pm) o sepataim
napsti 8 kV. Roztok byl nastknut na kolonu elektrokineticky (3 s, 8 kV). Prand potencial
byl v rozmezi -0,6 az +1,4 V vs. Ag/AgCIl. Mez datelbyla vypegitana na 1,7 fmol pro DA
a 2,6 fmol pro katech8l

Kyselina homovanilova je jednim z biochemickych keak, které jsou neny v mai
raznymi metodami (TLC, HPLC, GC/MS, ELISA) kvygeni mozné diagnozy
neuroblastomu a jinych pevnych tumorStanoveni HVA hraje téZ rolifpbiochemické
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diagnéze vrozenych vad metabolismu serotoninu @ckataminu. V praét byla snaha
vyvinout metodu LC-MS/MS, které by nahradila stésiaHPLC (i vySeteni HVA v ma:i.
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzité pristroje

Polarograf ECO-TRIBO (Polaro-Sensors, Prahd)elaktrodovém zapojeni s pracovni
elektrodou ze skelného uhliku (GCE MF-2012, Biowtiedl Systems, USA), referentni
nasycenou kalomelovou elektrodou (Monokrystaly, nbu) a platinovym dratkem jako
pomocnou elektrodou (MW-4130, Bioanalytical SysterkSA) byl pouzit pro ré‘eni
cyklickou (CV) a diferedni pulzni voltametrii (DPV). Neni a vyhodnocovani

voltamograni bylo provadno v programu Polar Pro, verze 4.

Hodnoty pH byly néfteny na pH-metru Inolab WTW (Weilheim, ¢hecko)
s kombinovanou skleénou elektrodou SenTix 21§Btroj byl kalibrovan na vodné standardni
pufry WTW pH =4,01; 7,00 a 10,0Xi25 °C.

5.2 Chemikalie a roztoky

Standardy 3-methoxytyraminu (3-MT), dopaminu (DAJ,4-dihydroxyfenyloctova
kyselina (DOPAC) a homovanilova kyselina (HVA) bysgizeny od firmy Sigma-Aldrich.
Byly skladovany v temnuip4 °C, 3-MT a HVA v atmosfi& dusiku.

Nastaveni pH wrtenych vzork bylo realizovano Britton-Robinsonovymi pufry
s iontovou silou korigovanou pomoci NaGl@.a., Fluka). Dale byl pouzit fosfatovy pufr
opH 2; 6,5; 7 a 7,4fpraveny z 0,1M HPO, a 0,2M NaOH. Pro ffipravu vSech vodnych
roztoki bylo pouZito ultraisté vody (0,055pS cm?) ziskané ze soustavy ELGA.
K modifikaci uhlikové elektrody byl pouzit 5% roxtd\Nafionu (Sigma Aldrich) ve s#si
alifatickych alkohol a vody (alkoholy: 2-propanol obsah 25-50 %, n-prag 25-50 %).
Dale byly pouzity: methanol (p.a., Penta), Cheldibrip.a., Lachema, Praha), pyrtigitan
sodny (p.a., Lachema, Brno), ufilan draselny bezvody (p.a., Lachema, Brno), doidetfat
sodny (SDS, p.a., Sigma-Aldrich).

33



5.3 Pracovni postupy

Zasobni roztoky DA, 3-MT, DOPAC, HVA a AA koncentea 1 - 10 mol-I* byly
piipraveny navazenim p@bného mnozstvi pevné latky a jeho rozgnish v methanolu nebo

v destilované voél Roztoky byly kratkodobskladovany (nejdéle tyden) v temniti {20 °C.

5.3.1 Modifikace roztokem SDS

Zasobni roztok SDS byl fjpraven v koncentraci 0,01 mot1 v destilované
vods. Metodou DPV s GC elektrodou byly pratany vechny latky v prasdi 0,1 molt
PBS pufru v pH 2 a 7. Zakladni elektrolyt se skl&ia ml 0,1 mol-f PBS o pislusném pH,
3 ml vody a 1 ml 10 mM SDS v destilované ¥od tomuto roztoku se fmaval 1 mi

1-10° mol-I* zasobniho roztoku analytu.

5.3.2 Pokryvani elektrody vrstvou nafionu

Roztok nafionu (2.5% wi/v) bylipraveniedénim 5% w/v Nafionu 1:1 s methanolem.
Na elektrodu byly nanaSeny 3 fddiného nafionu pomoci mikropipetyiiRokryvani bylo
s elektrodou ot&eno (cca 60 ot&ek/min) a sotiasré na jeji povrch foukan teply vzduch
po dobu jedné minuty (cit’). Vliv rotace elektrody i pokryvani nél zasadni vliv na kvalitu

meiené proudove odezvy.

5.4 Voltametrické méreni

5.4.1 Zavislosti na pH

Voltamogramy vSech studovanych latek v Britton-Rabhovych pufrech v rozsahu pH
2 — 12 jsem m¥ila metodami DPV a CV. K gfeni jsem pouzila jako pracoveistou
elektrodu ze skelného uhliku, referentni nasycetadamelovou elektrodu a jako pomocnou
platinovy dratek. Pouzila jsem nadobku préfemi v malych objemech 0,2 — 2 ml (MF-1084
a MF-2031, Bioanalytical Systems, USA). Zakladrgkélolyt byl sloZzen ze 100 pl Britton-
Robinsonova pufru oizném pH a 80 pl destilované vody. Enmu bylo gidano 20 ul latky
(DA, 3-MT, DOPAC, HVA) o koncentraci 1-T0mol-I*. Vysledna koncentrace analytu
v nadobce byla 1-10 mol-I*. V piipadt msteni CV byly pouZity parametry: rozsah
potencial -400 az 1300 mV, rychlost polarizace elektrody &dd's. Ri métreni DPV byly
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parametry: rozsah potenaiat400 aZz 1200 mV, rychlost polarizace elektrodyn?@'s,
modul&ni amplituda 50 mV a #da pulzu 100 ms s &enim proudu v poslednich 20 ms.

V alkalickych prostedich bylo nutné snizovat kairey potencial.

5.4.2 Optimalizace parametra DPV

Pt optimalizaci metody DPV bylo giieni provadno v PBS pufru pH 7. Elektrolyt byl
slozen z 5 ml 0,1 mol*I PBS pufru, 4 ml destilované vody a d& jsem davkovala 1 ml
zasobniho roztoku analytu o koncentraci T 16nhol-I*. Parametry w¥eni: rozsah
potencial -400 az 1200 mV, rychlost polarizace jsennita v rozmezi 5, 10 a 20 mV/s
a modul&ni amplitudu v rozsahu 10, 25 a 50 mVik&ipulzu byla vzdy 100 ms, proud byl

meien v poslednich 20 ms.

5.4.3 Kalibra éni zavislosti

Kalibracni roztoky pro DPV réeni byly gipravovany z 5 ml fosfatovéeho pufru o pH
6,5 a 5 ml destilované vody. Do roztoku zakladnéhektrolytu jsem davkovalarjgavky
zésobnich vodnych roztdékednotlivych latek (DA, 3-MT, DOPAC a HVA). Roztdkyl vzdy
pied nEfenim 5 min probublan dusikem. Rozsah koncentradibrkénich roztok
jednotlivych analyi byl 1-10° mol-I* az 1-1d mol-I* pti meieni nagisté uhlikové elektradl

a 1-10' mol-I* aZ 1-10 mol-I* pii meteni na uhlikové elektradpokryté nafionem.

Kalibracni roztoky smisi DA a 3-MT obsahovaly konstantni koncentraci DA-MT
byl piidavan postuph Pro néfeni nacisté elektrod roztok obsahoval 5 ml PBS pH = 6,5;
4 ml destilované vody a 1 ml 1 - 1énol-I* (vysledna koncentrace DA byla 1 -“1ol- ).
Pro neieni s elektrodou modifikovanou nafionem obsahowatak 5 ml PBS pH = 6,5; 4 ml
destilované vody a 1 ml 1 - tanol-I* (vysledn& koncentrace DA byla 1 - lénol- ).
K témto roztokim jsem pidavala 3-MT tak, aby jeho koncentrace v celkovédmemu byla
od 1-1¢ do 1-10 mol-I* (istd elektroda) a 1 70mol-* az 1- 10 mol-I*
(modifikovana elektroda). Diferéni pulzni voltamogramy byly zaznamenany v rozmezi
potenciah 0 az -1200 mV s polarizai rychlosti 20 mV/s, gkou pulzu 100 ms a modutai
amplitudou 50 mV.

35



5.5 Odbér a zpracovani mozkové tkari

Realné vzorky byly odebrany z mozku prasete donsacMozek byl zakoupen
v feznictvi Josef Filak (Olomouc-Hodolany). Kazdy jedeorek byl naskraban, navazen po
2 az 3 g do polyethylenovych uzaviratelnychtk§a nekteré vzorky byly obohaceny
injektovanim 164 pul 5 - 10mol-I* DA a 150 pl 5 - 10 mol-I* 3-MT. V8echny vzorky tk&h
byly pak zamrazeny na -80 °C na 12 hodin (.

Dal$i postup UGpravy a zpracovani vzorku bgvzat z literaturdf. Zmrazeny vzorek
tkadreé (2 aZz 3 g) byl homogenizovan 10 minrgdi misce fedem zchlazené na teplotu -20 °C
s pidavkem 10 ml extraiiho roztoku (0,4 mol kyselina chloristd s0,2 % EDTA
a 0,05 % digic¢itanu sodného), zcentrifugovan (4400 rpm; 10 mafijirovan gres filtrani
papir €ervena paska) argd gecisttnim na kolonce bylo pH upraveno na hodnotu 2 pomoci
2,5 mol- 1" K,COs.

5.6 SPE extrakce

Extralkeni postup byl nejprve testovan s modelovym vzorkktary obsahoval 260 pl
5.10" mol-I* DA, 240 pl 5-13 mol-I* 3-MT v10 ml extrakniho roztoku
(0,4 mol-1* HCIO, s 0,2 % EDTA a 0,05 % disitanu sodného).#ed nanesenim na kolonku
bylo pH roztoku upraveno na hodnotu 2 pomoci 2,5MC®. Postup byl pevzat

z literatury™.
Byly testovany dva typy separsich kolonek:

1. AG® 50W-X8.Resin, 100 — 200 mesh’-Byklus, 0,8 x 4 cm (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA);

2. AccuBOND SPE kolonka, 500 mg SCX s objemem 3J&W Scientific, Folsom, USA).

S ok¥my typy jsem pracovala st&nNejprve jsem kolonky promyla 5 ml 0,1 mdi-PBS
pufru o pH 6,5 s 0,1% EDTA, poté 5 ml destilovar@y. Timto byly kolonky fipraveny
k pouziti.

Na kolonky jsem nanesla 10 ml modelového vzorkdyaiha extrakénim roztoku nebo
10 ml extraktu z vefmvého mozku (jejich pH bylo upraveno na 2,5MCKs), a nechala
protéct kolonkami. Na promyti kolonek jsem pouzil@ ml HO, 10 ml 0,1 mol:t PBS pH
6,5 s 0,1 % EDTA, dalSich 10 mh8. Nasledovala eluce roztokem 1M HCI s EtOH (50%).
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Modelovy vzorek standa@idDA a 3-MT byl eluovan 7krat po 3,5 ml. Extrakt onku byl
eluovan 10 ml ekniho roztoku a naslednbyl obsah EtOH ve s#si odfoukan dusikem
pro zakoncentrovani eluatu. VSechny frakce jsenalgndlo vialek, aciditu upravilatiplizné
na pH 2 pomoci 2,5M ¥CO;, smichala s PBS pH 7,4 (1:1) do definovaného objendala
zamrazit na -20 °C. Frakce byly rozmraZegnt pred analyzof!. Jako slepy pokus byl
meéten roztok sloZzeny z 5 ml extrakiho roztoku (0,4 HCIQs 2% obsahem EDTA a 0,05%
NaS,0s), jeho? acidita byla upravena na pH 4 pomoci 2/8M0; a 5 ml mol-T PBS
(pH =7,4).

Analyza byla provedena metodou DPV (rozmezi po&ineB00 az 900 mV, rychlost
skenu 20 mV/s, doba akumulace 0 s, mothilamplituda 50 mV a 8¢a pulzu 100 ms) s GC

elektrodou modifikovanou nafionem.
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6 Vysledky a diskuse

6.1 Voltametrické chovani dopaminu a jeho metaboli

Cilem prace bylo studovat hlavwoltametrické chovani 3-methoxytyraminu (3-MT),
ktery vznik4 jako hlavni metabolit dopaminu (DA)mozku po smrti, kdy je zachovana
funkce katechol-O-methyltransferazy. $asrt s DA a 3-MT bylo sledovano takeé
voltametrické chovani 3,4-dihydroxyfenyloctové kysg (DOPAC) a homovanilové
kyseliny (HVA), které jako dalSi metabolity DA aM8T byvaji také pitomny v mozkové
tkani. Vzhledem k podobné strukéuvsechityr latek je teba uvazovat moznost interference
DOPAC a HVA gi voltametrickém stanoveni DA a 3-MT. Proto byludovano také

voltametrické chovani @&t¢hto dvou potencialnich interferént

6.1.1 3-Methoxytyramin

Na cyklickych voltamogramech 3-MT (obr. 6) v zawesi na pH B-R pufru je vid
v anodickém srru polarizace jeden déd vyvinuty pik (A) a pi vySSim potencialu Spatn
vyvinuty pik (E). V katodickém s#nu jsou Zetelné dva piky (B a C). Z P proudovych
pika Ize usoudit, Ze elektrooxidace 3-MT probiha veuwpostupnych krocich a vznikaijfip
ni dva elektroaktivni produkty. S rostoucim pHps#encialy pik v anodické i katodické
oblasti posouvaly k nizSim hodnotam a proudy kiesdlalkalickem pH byly katodické piky

témei nezetelné v dsledku rostouci ireverzibility elektrodovychjd.

10000
7000 -
e
4000 - —PpH2,78
— ——pH 4,35
< 1000 | pH 6,09
= pH 8,36
-2000 —pH 11,4
-5000 +— . : :
-500 0 500 1000

E [mV]

Obr. ¢. 6 Cyklické voltamogramy 3-MT (c = 1*1fhol-I*) v zavislosti na pH v Britton-
Robinsonovych pufrech. Rychlost skenu 100 mV/s.
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Podobs jako u cyklickych voltamografn3-MT je pozorovan i na diferéné pulznich
voltamogramech (obr. 7) posun potentigiki smérem k niz8im hodnotam s rostoucim pH.
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M’M" " | —pH114

500
O i i i
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Obr.¢. 7 Difererné pulzni voltamogramy 3-MT (c = 1-4@nol-I*) v z4vislosti na pH
v Britton-Robinsonovych pufrech. Rychlost skenm¥2(s.

Grafické znazorni zavislosti potenciél CV-pika 3-MT (obr. 8) na rostouci hodriot
pH Britton-Robinsonoveého pufru ma klesajici tendewmanodickém i katodickém siru
polarizace. ProloZzenim zavislosti édva regresnimi ioimkami se srrnicemi -53 mV/pH
a -24 mV/pH byl ziskan pseiik piimek odpovidajici pH 9,6. Podobako u CV-piku
i v ptipact DPV-piki byla zavislostE, na pH prolozena dwna linearnimi Useky se
smernicemi -52 a -24 mV/pH s fpsetikem @i pH 9,6 (obr. 9). Oba nalezenéupg&iky
odpovidaji hodn@tpKai = 9,5 publikované v literate®*Chyba! Nenalezen zdroj odka.
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Obr. ¢. 8 ZAvislost potencidlpiki 3-MT (c = 1-10" mol-I*) v Britton-Robinsonovém pufru
o ruznych hodnotach pH&rené metodou CV. Pracovni potencial -400 mV az 1200
rychlost scanu 100 mV/s.
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Obr.¢. 9 ZAvislost potencidlpiki 3-MT (c = 1-10" mol-I*) v Britton-Robinsonovém
pufru o riznych hodnotach pHdirené metodou DPV. Pracovni potencial 0 mV az 1000 mV
rychlost skenu 20 mV/s; modtitd amplituda 50 mV.

Intenzita proudu vSech CV-pikK3-MT byla WtSi v kyselé oblasti pH (obr. 10). Od pH
6 vySe proudy klesaly a v alkalickém piesti byl proud katodickych pikB a C jen obtiz&
vyhodnotitelny. Proud anodického DPV-piku sénihs rostoucim pH podoknjako proud
CV-piku A (obr. 11).
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Obr. ¢ 10 ZAvislost proudu pik3-MT (c = 1-10" mol-I*) v Britton-Robinsonovém pufru
o riiznych hodnotach pHdirené metodou CV. Pracovni potencial -400 mV az 1200
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Obr.¢. 11  Zavislost proutipiki 3-MT (¢ = 1-1¢ mol-*) v Britton-Robinsonovém pufru
o ruznych hodnotach pHdiené metodou DPV. Pracovni potencial 0 mV az 1000 mV
rychlost scanu 20 mV/s; moddid amplituda 50 mV.

6.1.1 Dopamin

Na cyklickych voltamogramech DA v zavislosti na B4R pufru (obr. 12) je vi&
v anodickém siru polarizace v kyselém prasti jeden pik (A), ktery pra¥godobr

odpovida dvouelektronové oxidaci DA n&égtusnyo-chinon. S rostoucim pH se posouval
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potencial piku A knizSim hodnotam. i P vySSich potencidlech se objevoval
na voltamogramech anodicky proudovy pik (E), mé&kteiny v kyselém pro&tdi, ale dote
vyvinuty v neutralnim a alkalickém présdi. V neutralnim a alkalickém présdi byl

na voltamogramechtetelny dalSi anodicky pik (D) s potencidlem mekypA a E. Proudové
odezvy D a E mohou nalezet oxidaci produktu, ktemyika z chinonu naslednou chemickou
reakct’. V katodickém srru polarizace se v kyselém pristi objevoval jeden dob
vyvinuty pik (B), jehoz potencial se srostoucim pbbsouval k nizSim hodnotam.
V neutralnim a alkalickém prasdi byl pik B malo #etelny. Zato ale se v rozmezi pH 5,7 az

8 objevil novy katodicky pik (F) v oblasti negatiech potencidl.
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Obr.¢. 12 Cyklické voltamogramy DA (c = 1:4fol-I') v zavislosti na pH v Britton-
Robinsonovych pufrech. Rychlost skenu 100 mV/s.

Chovani DA v zavislosti na pH bylo sledovano také&adou DPV v anodickém smu
polarizace. Na voltamogramech (obr. 13) byl pozarovjeden doie vyvinuty pik,
ktery odpovidal piku A na cyklickych voltamogramethneutralnim a alkalickém prdstdi
bylo mozné sledovat dalSi pikipry$Sim potencialu kolem 580 mV, odpovidajici piRu

na cyklickych voltamogramech ve stejném piedt.
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Obr. ¢. 13 Difererné pulzni voltamogramy DA (c = 1-f0nol-I*) v zavislosti na pH
v Britton-Robinsonovych pufrech. Rychlost skenm®2@s, moduléni amplituda 50 mV.

Na obr. 14 a 15 jsou grafické zavislosti potericiaV- a DPV-piki DA na pH v celém
studovaném aciditnim rozsahu. Potencidly vSechi pikatodické i anodické oblasti se
s rostoucim pH pufru posouvaly k nizSim hodnotawteRcial piku A se #nil linearre se
smeérnici -61 mV na jednotku pH (pro CV) a -66 mV/pH¢DPV) az do alkalickych hodnot
kolem pH 8. V slig alkalickych roztocich byly s#émnice -27 mV/pH (CV) a -28 mV/pH
(DPV). Hodnoty smarnic blizké teoretické hodno69 mV/pH ukazuji, Zze v kyselé a neutralni
oblasti pH se oxidace DAcastni stejny piet protori a elektroi. Polovieni hodnoty srérnic
zjisténé pro alkalickou oblast naznhgi Ucast polovéniho p@tu protori proti elektrorim.
Prisiky obou linearnich Usékpti pH 8,4 pro CV resp. 7,9 pro DPV koresponduji

s hodnotou prvni disoaiai konstanty DA a1 = 8,9 publikovanou v literatg®’ 839
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Obr. ¢.14 Zavislost potenciélpiki DA (c = 1-1¢" mol-I*) v Britton-Robinsonovém pufru
o riuznych hodnotach pHdiené metodou CV. Pracovni potencial -400 mV az 1200
rychlost skenu 100 mV/s.

600
500 - .
400
300 -

200 -

2100 -

y = -65,696x + 568,43 y =-28,357x + 272,46

-100 A
'200 T T T T T

Obr. ¢. 15 ZAvislost potencidlpiki DA (c = 1-10* mol-I*) v Britton-Robinsonovém
pufru o riznych hodnotach pHdirené metodou DPV. Pracovni potencial -300 mV az 800
mV; rychlost skenu 20 mV/s; modéndaamplituda 50 mV.

Zavislost proud CV-pika na hodnat pH (obr. 16) ukazuje, Ze piky A a B maji vyssi
intenzitu v kyselém proidi nez v alkalickém. Metodou DPV byla zaznamendejayssi

intenzita piku A v slabkyselé a neutralni oblasti pH (obr. 17).
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Obr. ¢. 16 ZAvislost prouilpiki DA (c = 1-10¢" mol-I*) v Britton-Robinsonovém pufru
o riiznych hodnotach pHdirené metodou CV. Pracovni potencial -400 mV az 1200
rychlost skenu100 mV/s.
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Obr. ¢. 17 Zavislost prouilpiki DA (¢ = 1-1¢* mol-I*) v Britton-Robinsonovém pufru
o riuznych hodnotach pHdiené metodou DPV. Pracovni potencial -300 mV azn@@p
20 mV/s; moduléni amplituda 50 mV.

6.1.1 3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina (DOPAC)

Na cyklickém voltamogramu DOPAC (obr. 18) byl v ditkém smdru polarizace
pozorovan v kyselém a neutralnim ptedi pouze jeden pik (A), ktery se s rostoucim pH

v rozmezi 2 — 7 posouval k nizSim hodnotam potéicM zasaditém progdi se objevil
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novy anodicky pik (D) P vy3S§im potenciadlu. V oblasti okolo 1000 mV byl
na voltamogramech pozorovan malo intenzivni pik yEelém studovaném rozsahu pH.
Tento pik rostl se zvysSujicim se pH a jeho potdns& posouval k niz§im hodnotam.
V katodické oblasti byl registrovan jediny deldefinovany pik (B), doprovazeny proudovou
predvinou s vySSim potencidlem. S rostoucim pH senwidl piku B posouval k nizSim
hodnotdm. U vysSich pH se rozdil potencig@iki A a B zwtSoval v disledku rostouci

ireverzibility elektrodoveho ge.
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Obr. ¢. 18 Cyklické voltamogramy DOPAC (c = 1*1ol-I*) v zavislosti na pH v Britton-
Robinsonovych pufrech. Rychlost skenu 100 mV/s.

Z diferertné pulzniho votamogramu DOPAC (obr. 19) je patrnészesoucim pH se
anodicky pik posouval strem k niz§im hodnotam potencialu a &mre¢ klesal. V roztocich

o0 pH= 8 byl jiZ velmi malo zetelny.
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Obr. ¢. 19 Diferewné pulzni voltamogramy DOPAC (c = 1:4énol-I*) v zavislosti
na pH v Britton-Robinsonovych pufrech. Rychloshsk& mV/s; modutai amplituda
50 mV.

Obr. 20 ukazuje grafickou zavislost potentidlV-piki DOPAC na pH Britton-
Robinsonovych puir. Potencial piku A s rostoucim pH lineatkdesal o -53 mV/pH az do pH
kolem 3,5, kde byla pozorovana &ma trendu. V oblasti pH 3,5 — 5,5 klesal potenpi&lu
pouze nepatfho -12 mV/pH a v oblasti pH 5,5 — 6,1 klesalébgtrmeji o -54 mV/pH.
Pri vysSich pH pufru byl jiz potencial piku praktickyonstantni (380 mV). Z popsané
zavislosti lze usoudit, Ze v kyselych roztocich pld 3,5 se DOPAC oxiduje zacasti
stejného p&u elektror a protori. Zména v trendu &ejmé souvisi s deprotonizaci DOPAC
(pKa= 4,2; cit.*"). Pro anodicky DPV pik je fibéh zavislostiE, na pH podobny (obr. 21).
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Obr. ¢. 20 Zavislost potenciélpiki DOPAC (c = 1-1d mol-I*) v Britton-
Robinsonovém pufru @iznych hodnotach pHd&ené metodou CV. Pracovni
potencial -400 mV az 1200 mV; rychlost skenu 10GmV
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Obr. ¢. 21 Zavislost potenciélpiki DOPAC (c = 1-13 mol-I*) v Britton-
Robinsonovém pufru @iznych hodnotach pH&®ené metodu DPV. Pracovni potencial -
200 mV az 800 mV; rychlost skenu 20 mV/s; madiamplituda 50 mV.

Intenzita proud CV-piki (A a B) DOPAC s rostouci hodnotou pH Britton-
Robinsonova pufru v anodickém &m polarizace klesa (obr. 22). Intenzita anodickpha
D, ktery se objevujeippH = 8, je nizkd a netmi se piliS s hodnotou pH. Klesajici trend

vySky anodického piky byl zaznamenén také metodeu [obr. 23).
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Obr. ¢. 22 Zavislost prouilpiki DOPAC (¢ = 1-1¢ mol-I*) v Britton-Robinsonovém
pufru o riznych hodnotach pHdrené metodou CV. Pracovni potencial -400 mV az

1200 mV; rychlost skenu 100 mV/s.
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Obr. ¢. 23 Zavislost proudu anodického DPV-piku DOPAE {c10* mol-I%)

3 4 5 6 7
pH

v Britton-Robinsonovém pufru éanych hodnotach pHdrené metodou DPV. Pracovni
rozsah potencidl-200 mV az 800 mV; rychlost skenu 20 mV/s; ma@dukmplituda 50 mV.

6.1.2 Homovanilova kyselina (HVA)

Cyklické voltamogramy HVA

jsou velmi

podobné voltagramim 3-MT.

V anodickém sréru polarizace byly pozorovany dva piky, delaefinovany pik (A) s nizSim
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potencialem a mélo intenzivni pik (Bj pySSim potencialu kolem 1 V (obr. 24). S rostouci
pH se potencialy obou anodickych pikosouvaly sirem k niz§im hodnotam. \fipack
piku A se proud s rostoucim pH snizoval az do thnéymizeni v alkalickych roztocich. Pik
E byl nejvySsi v miré kyselém pH. V katodickém siru polarizace byly pozorovany dva
piky (B a C), picemz pik B pedchazi hie definovana proudova vina (D). Potencialy
i proudy vSech katodickych piks rostoucim pH klesaly.
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Obr. ¢. 24 Cyklické voltamogramy HVA (c = 1-1fol-I*) v zAvislosti na pH v Britton-
Robinsonovych pufrech. Rychlost skenu 100 mV/s.

Diferentn¢ pulzni voltamogramy HVA (obr. 25) zaznamenané sekych roztocich
ukazuji dobe vyvinuty anodicky pik doprovazeny maélo intenzianpikem i nizSim
potencialu. S rostoucim pH proud pozi#jgiho anodického piku klesal, az zmizel @pln
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Obr. ¢. 25 Difererné pulzni voltamogramy HVA (c = 1-4#@nol-I") v zavislosti na pH
v Britton-Robinsonovych pufrech. Rychlost skenm®20s; modulani amplituda 50 mV.

Zavislost potenci@ CV-pika HVA (obr. 26) na rostouci hodriotpH Britton-
Robinsonova pufru ma pro vSechny piky v anodické&atadickém sréru polarizace klesajici
charakter. Potencial piku A klesal o -61 mV/pH Vasti pH < 4. V tomto progtdi tedy
HVA pii elektrodové reakci odevzdava stejnyceb elektrom jako protori. Fi vysSich
hodnotach pH byl pokles potencialu piku A maéirmy, tedy @i oxidaci pd@et elektror
pievySoval pdet protorii. Stejny trend $etné hodnot smirnic ukazuje i zavislost potencialu
hlavniho anodického DPV-piku na pH (obr. 27)ade¥iky linearnich usek pii pH 3,9 (CV)

resp. pH 4,0 (DPV) odpovidaji hodiiqiK, = 4,3 uvadné v literatiie®®.
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Obr. ¢. 26 ZAvislost potenci@lCV-piki HVA (c = 1-1¢ mol-I*) v Britton-
Robinsonovém pufru @iznych hodnotach pH. Pracovni potencial -400 mV280ImV;
rychlost skenul00 mV/s.
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Obr. ¢. 27 Zavislost potencialu DPV-piku HVA (c = I*18ol-1*) v Britton-Robinsonovém
pufru o riznych hodnotach pH. Pracovni rozsah poterictdnV az 1000 mV; rychlost skenu
20 mV/s; moduléni amplituda 50 mV.

Z grafickych zavislosti proudpiki na pH namfenych metodami CV (obr. 28) a DPV
(obr. 29) je patrné, Ze negpéi intenzitu mé pik A v kyselém prastli a s rostoucim pH proud
praibézré klesa. Proudy ostatnich CV-fikisou velmi malé a té& konstantni v celé

sledované oblasti pH, proto z hlediska analytickéyioti nemaji zasadni vyznam.
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Obr. ¢. 28 Zavislost proulCV-piki HVA (c = 1-1¢ mol-*) v Britton-Robinsonovém pufru
o riiznych hodnotach pH. Pracovni potencial -400 mvZ80ImV; rychlost skenu 100 mV/s.
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Obr. ¢. 29 Zavislost proudu DPV-piku HVA (c = 1*1@ol-I*) v Britton-Robinsonovém
pufru o riznych hodnotach pH. Pracovni potencidl 0 mV az 10U0Qrychlost polarizace
20 mV/s; moduléni amplituda 50 mV.

6.2 Optimalizace parametni metody DPV

Z vysledki studia voltametrického chovani 3-MT, DA, DOPAC &Adv prostedich

o rizném pH Ize usoudit, Ze pro stanoveni 3-MTfNgmnosti dalSich it strukturrg
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podobnych slotenin bude mit neptSi vyznam jejich anodicky proudovy pik ozeay
jako pik A. Tento pik je nejvice intenzivni na DBltamogramech. Protoze DPV je obé&cn
citlivéjSi metoda nez CV, byla DPV zvolena jako metoda giemoveni studovanych latek.
V této kapitole jsou popsany vysledky hledani ne@igjSich parametr metody DPV. Byla
zkouména zavislost potendidalproudi a polosfek piki na modulani amplitug a rychlosti

polarizace.

S rostouci rychlosti polarizace roste i proudap(iii zrychleni z 5 na 20 mV/s nist
asi 0 37 %) pro &Sinu studovanych latek vyjma DA, jehoZ proud raiktesl| (@i zrychleni
z5 na 20 mV/s pokles o 6 %). Zas&8n vliv na zvySeni proudu pikméla rostouci
modula&ni amplituda. ZvySenim amplitudy z 10 mV na 50 n&/ostl proud asi o 400 % pro
DA, 300 % pro 3-MT a 340 % pro DOPAC a HVA .

Rychlost polarizace #ta pouze nepatrny vliv na zZmu potencialu pik u vSech
studovanych latek. NejtSi posun byl zaznamenan u DOPAC (asi o 40 mV ditipo¢jSich
potencial). Zména moduléni amplitudy z 10 mV na 50 mV #pobila posun potenciébpiki
k niz§im hodnotam (pro 3-MT a DA zhruba o 20 m\§ pOPAC a HVA asi 0 10 mV).

Vliv rychlosti polarizace i modutai amplitudy na pologku piki byl nevyznamny.
S rostouci rychlosti polarizace se pothdu piki zmenSovala. # rychlosti 20 mV/s byly
tedy ziskany nejuzsi piky. S rostouci modnlaamplitudou polo$ka piki zistavala tér
konstantni u vSech latek s vyjimkou HVA, kde potk&ipiki rostla.

Rychlost skenu #a zasadni vliv na proud piku vSech studovanych latek (obr. 30).
Pro DA a 3-MT byl naist proudu vyraz§Si nez pro zbylé dvlatky. Rostouci modutai
amplituda tento vliv jestpodpdila (obr. 31).
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Obr. ¢. 30 ZAvislost proudu DPV-piltatek DA, 3-MT, DOPAC a HVA (c = 1-4@nol-I%)
v 0,1 mol -t fosfatovém pufru pH 7 na modcitd amplitud. Pracovni potencil -400 mV
az 1200 mV; rychlost skenu 5 mV/s.
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Obr. ¢. 31 ZAvislost proutlDPV-piki latek DA, 3-MT, DOPAC a HVA (c = 1-1@nol-1)
v 0,1 mol -t fosfatovém pufru pH 7 na modcitd amplitud. Pracovni potencidl -400 mV
az 1200 mV; rychlost skenu 20 mV/s.

Pfi porovnani narrenych zavislosti byly vybrany jako nejlepSi podnyinmychlost
20 mV/s a modukni amplituda 50 mV, protoZze z&chto podminek byly zaznamenany

nejvyssi proudy pikaniz by se §lis zvétSila polosika piki.
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6.3 Chovani latek ve snési

DalSi experimenty byly provédy s cilem najit takové podminky DPV analyzy,
pii kterych by bylo mozné stanovit selekt&i3-MT a DA v gitomnosti DOPAC, HVA
a askorbové kyseliny jako interferéntle znamo, Ze askorbova kyselina (AA) se vyskytuje
v mozkové tkani ve vysokych koncentracich aizem byt vyznamnym interferentem

pii stanoveni 3-MT a DA v této matrici.

6.3.1 Cista elektroda ze skelného uhliku

Nejprve byly porovnavany DP-voltamogramy jednottiylatek ve stejné koncentraci
1-10* mol-I* nacisté elektrod ze skelného uhliku, a to ve fosfatovych pufrecBSPo pH 2
a pH 7. Jak je vig na obr. 32, v kyselém roztoku o pH 2 poskytuji RAPOPAC piky
pii stejném potencialu 500 mVyipemz pik DOPAC je o vice neetinu vysSi nez pik DA.
Podobr potencidly pik 3-MT a HVA jsou stejné (680 mV) a vySka piku HVA |
dvojnasobna proti vysce 3-MT. Askorbova kyselinapsejevila malo intenzivnim pikem
pii 430 mV, ktery je velmi blizko potencialu @loA a DOPAC. Z porovnani signakSech
péti latek vyplyva, Ze kyselé prasdi o pH 2 neni vhodné pro selektivni analyzu D&M T
v pritomnosti DOPAC, HVA a AA.
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Obr. ¢. 32 Difererné pulzni voltamogramy DA, 3-MT, DOPAC, HVA a AA (t-20* mol-I

) v postedi 0,1 molt PBS pH 2 za poutzitisté GC elektrody; rychlost skenu 20 mV/s;
modula’ni amplituda 50 mV.
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V prostedi PBS pH 7 (obr. 33) se signaly jednotlivychekatgekryvaly més.
Hodnoty proud pika odpovidajicich latkam DA a 3-MT byly vySSi v por@ni s progedim
o pH 2. Pik DA byl ¥tSi oproti pikim ostatnich latek a jeho potencial byl posunut
do potencialu okolo 105 mV. Naikce DA byl pozorovan dalsi pik okolo 810 mV. Pik
odpovidajici 3-MT byl sicea&tSi oproti pikim DOPAC a HVA ve stejné koncentraci, ale jeho
potencial E, = 366 mV nebyl dostate¢ vzdalen od potencialu piku DOPAC (312 mV)
a HVA (450 mV), aby doSlo k rozliSeni gilkéchto ti latek v jejich smisi. Navic by mohla

v tomto prostedi interferovat i AA s potencialem piku 260 mV.
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Obr. ¢. 33 Difererne pulzni voltamogramy DA, 3-MT, DOPAC, HVA a AA
(c = 1-10* mol-*) v prostedi 0,1 mol:t PBS pH 7 za pouZitisté GC elektrody; 20 mV/s.

Pii méreni DPV jsem téZz zkouSela vliv akumulace DA a 3-MTkoncentraci
2-10° mol-I* nacisté elektrod ze skelného uhliku. Porovnavala jsem DP-voltammogrBA
bez a s akumulaci 10, 20 az 80 i @ mV s naslednou polarizaci elektrody v rozsahu
0 az 700 mV a podoln voltamogramy 3-MT bez a s akumulaci 10, 20 az &8 200 mV
a naslednou polarizaci od 200 do 800 mV. Ani u ¢edobou latek nebyl pozorovan tstr
proudu piku po akumulaci,ckoliv v literatuie®® je popisovana adsorpce katecholaimin
na elektrodovém povrchu. ZkouSela jsem také vinmalllace na proudovy signal oxiaach
produkti DA a 3-MT, kdy jsem porovnala volatmogramy bezakgmulaci 90 sip 700 mV
(DA) a 800 mV (3-MT) s naslednou polarizaci k 0Ahi v tomto gipad® nevedla akumulace
ke zvySeni proudovych odezetigiusnych oxidanich produki.
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6.3.2 Elektroda modifikovana SDS

Pro zvySeni selektivity jsem zkouSela do roztokwdsvanych latek ipdat
dodecylsulfat sodny (SDS) v koncentraci 52¥0mol- I}, tedy niZz$i neZ je kriticka micelarni
koncentrace SDScinc = 0,0082 molt pri 25 °C, cit®)). Podobg jako v gredchozich
experimentech &stou elektrodou jsem zaznamenala voltamogramy BAMT, DOPAC,
HVA a AA v roztocich PBS o pH 2 a pH 7. Jak ukaznlpe. 34, v pitomnosti SDS v kyselém
pufru se proudy pik DA a 3-MT zvysily a piky interfereftsnizily. Potencialy pik DA
a 3-MT se posunuly 0 53 mV k niz8im hodnotdm, zetimpotencidly pik DOPAC, HVA
a AA zistaly beze ziny. i pH 7 (obr. 35) byly voltamogramy gi@aené v roztocich s SDS
velmi podobné voltamograim roztoki bez surfaktantu né&sté elektrod (obr. 33), avsak je
patrny naifist intenzity piku 3-MT proti pikn DOPAC, HVA a AA. Z uvedeného pozorovani
vyplyva, Z2e SDS zesiluje proudovou odezvu katechold patrré v dasledku
elektrostatickych interakci mezi zapornym nébojerarfaktantu a kladh nabitou
aminoskupinou DA a 3-MT. AvSakfipdelSim ngfeni s elektrodou ze skelného uhliku
v prostedi SDS se objevil problém s rostoucim Sirokym k#pam proudovym maximem
pii 170 mV, které zn&n¢ zt€Zovalo hodnoceni voltamogr@mToto proudové maximum
zpisobila Zejmé adsorpce SDS na hrany disku uhlikové elektrodgrakiji takto trvale
modifikovala. Ri ¢iSténi bylo nutné elektrodu brousit jemnym brusnym papia pak teprve
suspenzi aluminy. i@sto se nepodido obnovit pivodni kvalitu povrchu a zbytkovy proud
elektrody byly trvale vy3Si. Navic SDS kontaminostthy nddobky i vSech dalSich elektrod

v ¢lanku a bylo nutné vSe prata zdlouhav gistit.
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Obr. ¢. 34 Difererne pulzni voltamogramy DA, 3-MT, DOPAC, HVA a AA
(c =1-10" mol- ") v prostedi 0,1 mol PBS pH 2 v fitomnosti SDS (¢ 5-10° mol-I*);
rychlost skenu 20 mV/s; modutd amplituda 50 mV.

5000
4000 -
3000 —2ze
_ —DA
< 2000 ] 3-MT
— DOPAC
1000 \___/ —HVA
—AA
0

-350 -100 150 400 650 900 1150
E [mV]
Obr. ¢. 35 Difererne pulzni voltamogramy DA, 3-MT, DOPAC, HVA a AA

(c =1-10" mol- ") v prostedi 0,1 mol PBS pH 7 v fitomnosti SDS (¢ 5-10° mol-I*);
rychlost skenu 20 mV/s; modutd amplituda 50 mV.

6.3.3 Elektroda modifikovana nafionem

V dalSim pokusu zvysit selektivitu stanoveni 3-MDA vedle DOPAC a HVA jsem

modifikovala elektrodu ze skelného uhliku nafionéyafion je sulfonovany polymer na bazi
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tetrafluoroethylenu s inkorporovanymi tetrafluondietherovymi skupinami,

vlastnosti iontorsnice. M& schopnost akumulovat kationty jako je DA .(¢f) Tato

ktery mé

modifikace se ukazala jako nejvh@gii, neb@ m¢la srovnatelny vliv na rozliSeni a zesileni

proudovych pilk 3-MT a DA jako gitomnost SDS v roztoku, ale nézgmbovala problémy

s kontaminaci elektrochemickékitinku. Navic vrstva nafionu se velmi snadno obnal@v

a nezfiisobila trvalé poSkozeni elektrody jako SDS.

V tabulce 1l jsou pro porovnani uvedeny hodnotytegpeiati piki a proud pika
jednotlivych latek o koncentraci 5-imol-I* v roztoku PBS o pH 6,6 a pH 7,4 nisté
ze odezva DA a 3-MT
nékolikanasoby vysSi na nafionové elektréaez nadisté. Posun potencialu f@ll3-MT o 50

a nafionem modifikované elektréd Je z nich patrné,

mV k niz§im hodnotam na modifikované eleki&¥ozhamena, Ze pik 3-MT je dostéte

vzdalen od piku HVA (zejménaipH 7,4), ktera tak nebudédistanoveni 3-MT interferovat.

Ackoliv se potencidl 3-MT na modifikované elektéogribliZil potencialu piku DOPAC,

je

proud piku DOPAC odpovida pouze 6 % proudu piku B-pii stejné koncentraci, takze

DOPAC nemusi it stanoveni 3-MT vyznan#ninterferovat.

Tab. Ill Srovnani jednotlivych latek (c= 5-2@nol-I*) ve fosfatovém pufru o pH 6,5 a 7,4
nacisté a nafionem modifikované elekt¢ark skelného uhliku.

pH=6,5 pH=7,4
latka typ elektrody | E, [mV] I [NA] E, [mV] I [NA]
DA s nafionem 174 593 118 459
cista 191 160 122 313
3-MT |s nafionem 392 210 344 199
Cista 343 99 405 102
DOPAC| s nafionem 348 13 326 11
Cista 356 11 321 11
HVA s nafionem 462 74 427 39
Cista 456 79 430 44

Opakovatelnost gfeni s nafionem modifikovanou elektrodou byla &am horSi nez

scistou elektrodou, avsak relativni Sradatna odchylka proudu pikdimsmi opakovanych

métenich téhoZ roztoku 3-MT o koncentracich 22 bol-I* a 5-1F mol-I* neffeséahla 10 %.

Pro ilustraci je na obr. 36 ukazan DP-voltamogramMT3v dvojnasobném nadbytku DA.
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Obr. ¢. 36 DP-voltamogram s#si DA (c = 9,0-10 mol-1*) a 3-MT (¢ = 4,5-18 mol-I*)
na nafionem modifikované elekteod prostedi fosfatového pufru pH 7,4. Rychlost skenu
20 mV/s, modutaich amplituda 50 mV.

6.4 Kalibra éni zavislosti

Pro vSechny studované latky byly metodou DPV &amy kalibr&ni zavislosti
v prostedi PBS o pH 6,5 jak nd&sté, tak na nafionem modifikované uhlikové eletitro
Kalibrasni zavislosti 3-MT byla linearni v rozsahu 1187 6-10 mol-I* nacisté elektrod a
5-10" aZ 6-1F mol-I* na modifikované (obr. 37), pro DA 1-1@Z 2-1C mol-I* nagisté
elektrod a 1-10 az 4-1¢ mol-I* na modifikované (obr. 38), pro DOPAC 1@z
1-10% mol-I* nacisté elektrod a 2-1¢° az 8-1F mol-I* na modifikované (obr. 39) a pro
HVA 2.10° az 610 mol-I* nacisté elektrod a 2-1¢ aZ 2-10 mol-I* na modifikované
(obr. 40). UZSi linearni rozsah kalibrace u 3-MDA s nafionem modifikovanou elektrodou
je zpisoben adsorpci amima povrchu elektrody, ktera se projevila zahnutatibratnich
kiivek pri vySSich koncentracich. Mnohenit§i strmost kalibrénich gimek 3-MT a DA na
modifikované elektro#l v porovnani s nemodifikovanou odraiitsi citlivost modifikované
elektrody. U HVA byla srrnice kalibr&ni primky prakticky stejnd na obou elektrodach a u
DOPAC byl nafist snérnice még vyrazny nez u DA.
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Obr. & 37 Kalibra®ni zavislost 3-MT ndisté a nafionem modifikované elekt¢od
merené v 0,1 moli PBS pH 6,5; metodou DPV.
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Obr. ¢. 38 Kalibra®ni zavislost DA ndisté a nafionem modifikované elekt¢adsiené
v 0,1 mol PBS pH 6,5; metodou DPV.
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Obr. ¢. 39 Kalibra®ni zavislost DOPAC néisté a nafionem modifikované elekt#od
merené v 0,1 molYi PBS pH 6,5; metodou DPV.
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Obr. & 40 kalibrani zavislost HVA naisté a nafionem modifikované elektéaderené
v 0,1 mol-! PBS pH 6,5; metodou DPV.

Parametry kalibrenich regresnich ffmek, meze detekce a meze stanovitelnosti

vypotitané v programu QC-Expert metodotinpe metody signalu, IUPAC jsou uvedeny

v tabulce V. Snarnice kalibr&nich gimek u nafionem modifikované elektrody byly vySSi u
DA a 3-MT anaopak niz§i u DOPAC a HVA v porovnaniistou elektrodou. Z toho
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vyplyva, Ze modifikovana elektroda je ci@jgi na katecholaminy a naopak ma mensi citlivost
na potencialni interferenty. Tato vlastnost nafranenodifikované elektrody se odrazi
i v hodnotach mezi detekce a stanovitelnosti, kigoé nizSi u DA a 3-MT a naopak vysSi

u DOPAC a HVA v porovnani s nemodifikovanou ele#tra.

Vzhledem k zamysSlenému vyuZziti DPV metody pro stamd 3-MT a DA v mozkové
tkani byly také sledovany kalibtai zavislosti 3-MT v pitomnosti nadbytku DA, nelo
v realnych vzorcich lze ¢ekavat nadbytek DA, ktery je prekurzorem 3-MT. Abeglka
uvedenych vtabulce IV je Wt Ze 3-MT je detegovatelny aie byt stanoven jeSt

v pritomnosti stonasobného nadbytku DA.
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Tab. IV Srovnani chovani latek v PBS pH 6,5¢tsd€ uhlikové elektrada na uhlikové
elektrod pokryté nafionem

Pouzita Mez Mez Odhad Odhad Korelatni
elektroda| detekce | stanovitelnosti absolutniho smrnice koeficient
[mol- ] [mol- ] &lenu [NA-1-mol’]
[nA]
DA gista 2,96-16 | 4,32.1C0 51,062 2,4-10 0,977
s 1,61-10 2,38-10 4,659 1,3-1% 0,997
nafionem
3-MT gista 2,81-10 | 4,18-10 -18,932 2,3-10 0,999
s 5,22-10 7,61-10 -18,931 5,7-10 0978
nafionem
3-MT gista 8,15-16 | 1,22-1¢ -340 2,05-10 0,999
s 10°M DA
s 7,35-10 1,06-1¢F -15,445 4,5-10 0,991
nafionem
DOPAC gista 7,52-18 1,1-10 -29,915 8,1-10 0,990
s 1,37-10 1,97-10F -31,507 6,4-10 0,912
nafionem
HVA Gista 2,43-10 3,6-10° -1,402 1,7-10 0,997
s 2,62-1C 3,73-10 -2,392 1,5-10 0,985
nafionem
6.5 Aplikace

Pouziti voltametrické metody ke stanoveni 3-MT a Aak slozité matrici, jakou je
mozkova tk#é, predpoklada pouziti vhodné separatechniky k odstraimi interferujicich
vysokomolekularnich latek, jako jsou proteiny, zimeca vzorku a ideakh také
zakoncentrovani analytu. K tomutdelu byly testovany dva typy SPE kolonek s katexovou
stacionarni fazi: kolonky s iont@micovou pryskyici AG 50W-X8 a kolonky AccuBOND

s benzensulfonovou kyselinou vazanou na povidstic oxidu kemiitého.

Testovani obou typ kolonek bylo provedeno nejprve s vodnym roztokdendard
DA (c = 1,3- 10 mol-I") a 3-MT € = 1,2 - 1¢ mol-I*) v objemu 10 ml. V tabulce V jsou
uvedeny vysledky ze sledovandiinosti obou tyff SPE kolonek. Obsah DA a 3-MT byl

kontrolovan metodou DPV s nafionem modifikovanoekéiodou jednak v roztoku proslem
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kolonkou f¥i nanaseni vzorku, dale v roztocich pouzitych kpyth kolonky ged eluci

a nakonec v kazdém podilu &hi snesi (1 M HCI s50% ethanolu), kterd se nanaSela
na kolonku postuphv objemech 3,5 ml. Eluce DA a 3-MT z kolonky AGVBEX8 prokehla

az po promyti 14 ml etini snesi. Vytéznost DA byla okolo 52% a 3-MT pouze 8%. Zbytek
nanesenych latek se prapddobré zadrzel na kolonce a nebyl eluovan. Kolonka
Accu BOND byla pro tuto eluci vhodj$i. Oba analyty se Zaly eluovat uz v prvnim podilu
elueni snesi, tudiz je rejmé, Ze se vyueluovaly v maxilalnim mozném mndzatytéznost
byla téz vyssi, pro DA byla 65 % a pro 3-MT 57 %.

Tab. V Srovnani dvou SPE kolonek AG0W-X8.Resin a AccuBOND po haneseni
standardnich roztak

Kolonka AG Kolonka AccuBOND

Obsah DA Obsah 3-MT Obsah DA Obsah 3-MT

mmol-[* mmol-I* mmol-[* mmol-[*
Naneseni vzorky - - - -
10 ml O - - - -
pufr - - - -
10 ml O - - - -
3,5 ml HCI - - 4,21-10 5,08-10
3,5 ml HCI - - 2,51-16 1,52-10
3,5 ml HCI - - - -
3,5 ml HCI - - - -
3,5 ml HCI 3,9-18 - - -
3,5 ml HCI 1,77-10 9,44.10 - -
3,5 ml HCI 4,72-10 - - -

Proces pisténi na SPE kolonce AccuBOND byl pouZit nisgisteni redlného vzorku
extraktu mozkové tkan obohaceného o DA a 3-MT. Nasleédprobshla detekce latek
metodou DPV na nafionem modifikované elektrodNebylo dosaZzeno uspokojujicich
vysledki precisteni. Vytéznost DA byla 1 % a 3-MT 38%, kdy toto mnozstvidgtanoveno
v roztoku, ktery protekl kolonkou fp nanaSeni vzorku, tj. nezadrZzelo se na kolonce.
V eluatech nebyl DA ani 3-MT detegovan. ZbyvajimhoZstvi #stalo pravédpodobré

zadrzeno na kolonce spolu s molekulami bilkovirepatdilo se je vyeluovat.
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7 Zavér

Voltametrické chovani dopaminu, 3-methoxytyramidu-dihydrofenyloctové kyseliny
a kyseliny homovanilové bylo studovano metodamilickk voltametrie (CV) a diferaémé
pulsni voltametrie (DPV) 8istou elektrodou ze skelného uhliku a modifikovaisiS nebo

filmem nafionu.

Cyklické i diferertn¢ pulzni voltamogramy vSech latek zaznamenané&sié elektrod
ukazovaly vyrazny proudovy pik v anodickém & polarizace, ktery pra¥godobré
odpovida oxidaci substituovaného benzenového jadradpovidajici chinon. Tento pik byl
s vyjimkou HVA vyrazny v celém sledovaném aciditmiozsahu pH 2 — 12. U kyseliny HVA
nebyl tento pik v alkalickém prdsti dolle definovany. Na cyklickych voltamogramech
vSech studovanych latek bylo mozné pozorovat jdatSi proudové piky, jeden anodicky a
dva az ii katodickeé v zavislosti na pH. Tygmeé odpovidaly dalSi oxidaci chinonu (anodicky

pik) a redukci oxidénich produki vznikajicich na elektrad(katodicke piky).

Diferentné puzni voltametrii byly sledovan anodicky pik, jéhmotencial se posouval
k niz§im hodnotam s rostoucim pH. Potencial tohbtavniho® piku lezel u DA a DOPAC
ve stejné potencialové oblasti, a také u 3-MT a HM# tento pik téndi stejny potencial.
Kviuli zamysSlené aplikaci metody pro stanoveni 3-MT A Dmozkové tkani byly hledany
podminky, pi kterych by bylo mozné selektignstanovit oba katecholaminy ¥ifpmnosti
jejich metabolit (DOPAC a HVA). Proto byly testovanyizné zmsoby modifikace
elektrody.

Pridavek SDS do steného roztoku s#si analyti zpasobil posun potenciél3-MT a
DA k niz§im hodnotdm a nést jejich piki, coZ vedlo k jejich lepSimu rozliSeni od ik
DOPAC a HVA, jejichz proudy SDS naopak poéilaProblém pouziti SDS sgival v nafstu
Sirokého piku kapacitniho proudu v blizkosti potaticpika analyfi a v nevratné adsorpci na
povrch elektrody. Podobny efekt na vySky a potdyc@giki méla modifikace elektrody
vrstvou nafionu, kterd neffa vySe uvedené nevyhody SDS. Proto byla nafionem
modifikovana elektroda pouzita proc¢teni kalibr&nich zavislosti a stanoveni 3-MT a DA

v realném vzorku.

Vhodnym prostedim pro stanoveni 3-MT a DA vipmnosti DOPAC a HVA byly
fosfatové pufry o pH 6,5 az 7,4triRéchto pH poskytovaly oba aminy intenzivni piky, koez
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piky interfereni byly nizké. Dale byly také optimalizovany paramgetereni metodou DPV:
rychlost polarizace a modulai amplituda. Jako nejlepSi byly vybrany rychloStraVv/s a
modula&ni amplituda 50 mV, protoZze z&chto podminek byly zaznamenany nejvyssi proudy
pika aniz by se §liS zwtSila polosika piki.

Za nalezenych vhodnych podminek bylyéeny kalibr&ni zavislosti vSeclityt latek
scistou a nafionem modifikovanou elektrodou. Tyto iglbsti byly linearni v rozsahu
koncentraci pro 3-MT 1-10aZ 6-1F mol-I* nacisté elektrod a 5-10 aZ 6-1F mol-I* na
modifikované, pro DA 1-1BaZ 2-16¢ mol-I* nacisté elektrod a 1-10 aZ 4-16 mol-I* na
modifikované, pro DOPAC 1-10az 1-1d mol-I* nacisté elektrod a 2-1¢ az 8- 16 mol-I*
na modifikované a pro HVA 2-Maz 6-10 mol-I* na cisté elektrod a 2-1F az
2-10° mol-I* na modifikované, meze detekce a meze stanovitiélngy u DA a 3-MT niz&i

s modifikovanou elektrodou neZistou. Byla néfena i 3-MT v nadbytku DA.

Vypracovanid DPV metoda byla pouZita pro stanoveNT3a DA v mozkové tkani
prasete domaciho. Pro fepisteni vzorku byly testovdny dva typy sepéarah
iontomeni¢ovych kolonek. Winnost zjiséna pomoci modelové sisi standard 3-MT a DA
byla pongrn¢ nizka (pro DA 65 % a pro 3-MT 57 %). Analyza vzbriknozkové tkas
obohacené o 3-MT a DA nebyla @Spa. Ri pieciSténi na koloncecast 3-MT nebyla
zadrZzena. A v eluatech nebyl detegovan 3-MT ani IBAmMozné, Ze analytyigtaly zadrzeny
na kolonce spolu s bilkovinou sloZzkouii Biipadné aplikaci této metody bude nutné

optimalizovat zjisob izolace analygtz matrice.
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