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Obr. 35. Zména polarizacni rezistance pokrytého PC membranového v ¢ase. Oba prostory
mérné cely byly naplnény fosfatovym pufrem (PH = 6,5). ...ccoovviriiiiiiiiecee 54
Obr. 36. Zména kapacity pokryt¢tho PC membranového filtru v ¢ase. Jedna strana filtru byla
vystavena fosfatovému pufru (pH = 6,5), druha strana roztoku dopaminu
(c = 1-10™ mol/l) v PBS o pH 6,5. Pied m&fenim byl filtr ponechan 120 min v prostfedi
fosTAtoVENO PUTU (PH = 6,5). .eeeieee e 55

Obr. 37. Zména polarizacni rezistance pokrytého PC membranového filtru v Case. Jedna
strana filtru byla vystavena fosfatovému pufru (pH = 6,5), druha strana roztoku dopaminu
(c = 1-10™ mol/l). Pfed méfenim byl filtr ponechan 120 min v prostiedi fosfatového pufru
(L I 1<) TSRS P ORISR 56

Obr. 38. Square wave voltamogramy roztokti odebranych z obou vialek mémé cely — z
prostoru se zakladnim elektrolytem (modra kiivka) a z prostoru s roztokem dopaminu
(Cervena kiivka). Méfeni bylo provedeno po 20 hod difuizi dopaminu pfes PC membranovy

Obr. 39. Diftize dopaminu pfies Cisty a pokryty PC membranovy filtr. Data byla ziskdna SWV
méfenim roztokl z obou naddobek mérné cely — v jedné nadobce byl ZE (fostatovy pufr o pH
6,5) a ve druhé roztok dopaminu (¢ = 1-10™ mol/l) v PBS o pH 6,5. Byla vyhodnocena vyska
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oxidacniho piku dopaminu. Jednotlivé body odpovidaji méfenim po 1; 2; 3;
4,58 20 NOU. ..o 58

Obr. 40. AFM snimek povrchu lesklé strany PC membranového filtru. Vyskovy profil v fezu
vyznaceném bilou ¢arou je NA ODI. 43, ......c.coviiiiieiece e 59

Obr. 41. AFM snimek matné strany PC membranoveého filtru. ........ccccooeviiiiniiiniic e 59

Obr. 42. AFM snimek povrchu lesklé strany PC membranového filtru pokryté vrstvou
fosfolipidl. Vyskovy profil v fezu vyznaceném bilou Carou je na obr. 43. ........cccoevvveiiveennne 60

Obr. 43. Vyskovy profil odpovidajici lesklé strané Cistého a pokrytého PC membranového
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Obr. 44. Cyklické voltamogramy 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny naméfené s Cistou a
modifikovanou GCE. Méteni bylo provedeno v roztoku DOPAC o koncentraci 1 mmol/l a
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Obr. 45. Square wave voltamogramy z méfeni akumulace DOPAC na disté uhlikové
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Obr. 52. Cyklické voltamogramy DOPAC. M¢éteni bylo provedeno s Cistou GCE, ktera byla
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1. Uvod

Katecholaminy jsou latky pisobici v organismu jako neurotransmitery a hormony. V této
praci je konkrétn¢ veénovana pozornost dopaminu a jeho metabolitu, kyseliné
3,4-dihydroxyfenyloctové. Jestlize je hladina dopaminu v organismu vychylena z rovnovazné
hodnoty, dochazi k rozvoji fady chorobnych stavii. Jedna se predevsim o neurodegenerativni
onemocnéni, napt. Parkinsonovu chorobu, ADHD (hyperaktivita), schizofrenii, Tourettetv
syndrom a tadu dalSich. Z toho vyplyva dulezitost vhodné metodiky pro citlivé a selektivni

stanoveni dopaminu v krvi nebo mozkomisnim moku nasledované diagnostikou onemocnéni.

Strukturni zéklad katecholaminii tvoii dihydroxyfenylové jadro, které je snadno
oxidovatelné na O-chinon. Nabizi se aplikace elektrochemickych metod. Problémem jsou
interferenty obsazené v biologické matrici, které snizuji selektivitu a citlivost stanoveni.
V praxi je proto vyuzivana elektrochemicka detekce po predchozi separaci vysokoucinnou

kapalinovou chromatografii.

Selektivitu a citlivost stanoveni dopaminu pomoci elektrochemickych metod zvySuje
pouziti modifikovanych elektrod. V této praci je testovana modifikace elektrody ze skelné¢ho
uhliku (GCE) fosfolipidovou dvojvrstvou. Dvojna vrstva lipidi na povrchu elektrody
simuluje biologickou membranu. Veskeré experimenty byly provadény s ¢istou GCE a
modifikovanou GCE. Elektrochemické metody pouzité v této studii jsou cyklicka voltametrie,
square wave voltametrie a elektrochemicka impedancéni spektroskopie. Cilem prace je popsat
elektrochemické chovani dopaminu a 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny a sledovat jejich

interakce s fosfolipidovou membranou.
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2. Teoreticka cast

2.1. Biologické membrany

Biologické membrany patii mezi zakladni stavebni prvky kazdé bunky. Vné&jsi obal
buniky oznacujeme jako plazmatickou membranu. Jedna se o velice tenkou vrstvu tukll o
tloust’ce piiblizné 5 nm. Plazmatickd membrana ma tadu dilezitych funkci — slouzi jako
ochranna bariéra buiiky, zajist'uje transport zivin a odpadnich latek do bunky, respektive ven
z buiiky, obsahuje zakotvené receptory, které reaguji na zmény chemického slozeni v okoli

bunky.

U jednoduchych bakterii je plazmatickd membrana jedinou biologickou membranou.
Komplexni eukaryotni buiiky na rozdil od bakterii obsahuji i vnitini membrany, které odd¢lu;ji
jednotlivé bunééné organely — Golgiho aparat, endoplazmatické retikulum, mitochondrie,
jadro a dalsi (obr. 1). Diky vnitinim membranam je udrZzovano rozdilné chemické sloZzeni
Vv jednotlivych oddilech a jsou tedy zajiStény specifické funkce danych organel. Vnitini
membrany neslouzi pouze jako selektivni piepazky, ale také hraji kli¢ovou roli v celé fadé
procest, napt. pii oxidativni fosforylaci, kterd probihd na vnitini mitochondridlni membrang
[1].

jadro peroxisom

endoplasmatické \ lyzosom
retikulum

Golgiho

4 aparat
vacek

plasmaticka
membrana

mitochondrie

Obr. 1. Biologické membrany v eukaryotni burice [1].
Biologické membrany jsou tvofeny proteiny (55 %), fosfolipidy (25 %), cholesterolem
(13 %), ostatnimi lipidy (4 %) a sacharidy (3 %). Proteiny jsou v membrané obsazeny ve
velkém mnoZstvi a pfispivaji k utvareni jeji celkové struktury (transmembranové proteinoveé
komplexy slouzici k transportu latek — pory, kanaly). Nejhojnéji zastoupenymi lipidy

v biologickych membranach jsou fosfolipidy (pfedevS§im fosfatidylcholin, dale
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fosfatidylethanolamin, fosfatidylinositol a fosfatidylserin). Molekuly fosfolipidd jsou tzv.
amfipatické — maji hydrofilni a hydrofobni c¢ast. Tato vlastnost je zdsadni pii usporadani
fosfolipidi do dvojnych vrstev, kdy hlavni hnaci silou jsou hydrofobni interakce (obr. 2).
Hydrofilni hlavicky obsahuji zaporné¢ nabitou fosfatovou skupinu, pifipadné dal§i polarni
skupiny (napf. ethanolamin, cholin), a ochotné interaguji s molekulami vody. Hydrofobni
konce fosfolipidi se skladaji z uhlovodikovych fetézcti mastnych kyselin, které obvykle
obsahuji sudy pocet atomu uhliku, Casto kyselina palmitova s 16 uhliky nebo kyselina
stearova s 18 uhliky. Energeticky nejvyhodnéjsi usporadani amfipatickych molekul je takové,
kdy hydrofilni ¢asti smétuji do vodného roztoku, zatimco hydrofobni konce sméfuji do

vnitiniho prostoru membrany [1, 2].

Fosfolipidova dvojvrstva ma dvé zdkladni funkce. Za prvé, je nepropustnd pro

hydrofilni molekuly. Nekteré polarni latky a ionty mohou byt pies membranu pieneseny

¢
a) . b) HH
g 08888208880, —
:8 0:0‘;“0
:.zz. | dvojné
::f;Z'Obni .. . . ::2’:
Sedl\NgeY ..
0, 0°

Obr. 2. @) schéma typického membrdanového lipidu, b) samouspordddni dvojné vrstvy ve vodném
prostredi [1].

specifickymi transportnimi proteiny, které jsou ve dvojvrstvé zakotveny. Druhou dilezitou
vlastnosti membran je jejich neobycejna stabilita. Uspotadani do dvojné vrstvy je udrzovano
hydrofobnimi a van der Waalsovymi interakcemi mezi lipidovymi fetézci. Diky tomu dokaze

membrana dobfe odolavat zméndm iontové sily nebo pH vnéjSiho prostfedi a zachovat svou

strukturu [3].

Jak uvnitt bunky, tak v jejim okoli je vodné prostiedi, coz zabranuje lipidiim opustit
dvojnou vrstvu. V membrané vSak mize dochazet k tomu, ze si molekuly lipidi navzajem
vyménuji sva mista a dochazi tak k pohybu v ramci dvojvrstvy. Lze fici, Ze membrany maji
polotekuty charakter. Stupenn tekutosti zavisi na konkrétnim slozeni dané biologické

membrany. Fluidita je dana pfedevs§im vlastnostmi uhlovodikovych fetézct — jejich délkou a
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stupném nasyceni. Pravidelngjsi a tésné&jsi usporadani fetézcti znamena vyssi viskozitu, a tedy
niz§i tekutost vrstvy. Cim je stupefi tekutosti vy$i, tim je pohyb uvnitf membrany jednodussi.
Fluidita je snizovana pfitomnosti cholesterolu, ktery se vyskytuje v zivocisSnych bunkéch.
V membran¢ vypliiuje cholesterol mezery mezi nepravidelnymi molekulami fosfolipida.
Dusledkem je zpevnéni membrany, snizeni jeji tekutosti, a tedy nizs$i permeabilita. Fluidita
membrany muze byt zasadnim faktorem pti nckterych procesech. Naptiklad pro bunécnou
signalizaci je velice dulezita rychla difaze proteinti v dvojvrstv€é, aby mohlo dojit k jejich

vzajemné interakci [1].

2.2. Modelové fosfolipidové membrany

Modelové fosfolipidové membrany (PLBs) simuluji realné biologické membrany a
napomahaji pochopit jejich vlastnosti a funkce v in vitro podminkach. V nejjednodussim
ptipadé je dvojvrstva tvofena pouze jednim typem fosfolipidu nebo se mize jednat o jejich
smési. Piikladem smési ptirodnich fosfolipidl je asolectin, ktery se ziskava ze s6jovych bobli
a obsahuje jako hlavni slozky fosfatidylcholin (~25 %), fosfatidylethanolamin a
fosfatidylinositol. Jednoduché modelové membrany na rozdil od bunéfnych membran
neobsahuji iontové kanaly, transportni proteiny a mnoho dalSich dulezitych komponent.
Nicméné existuji studie, které popisuji ptipravu lipidovych membran s inkorporovanymi
proteiny, a dokonce i iontovymi kanaly. Rozdilnymi zptsoby pfipravy je mozné ziskat rizné
typy modelovych membran — planarni fosfolipidové dvojvrstvy (p-PLB), stabilizované

fosfolipidové dvojvrstvy (s-PLB) a ukotvené lipidové dvojvrstvy (t-BLM) [2, 4].

Modelové membrany jsou hojné vyuzivany k experimentdlnim ucelim. Testuji se
napft. struktura membran, transport molekul a iontd pfes membrany, interakce membranovych
lipidt s integrovanymi proteiny, elektrochemické vlastnosti membran a zajimavé je vyuziti
lipidovych membran ke konstrukci biosensort. Ptikladem takového zafizeni pro selektivni a
citlivou detekci analytu jsou biosenzory na bazi liposomi. Do kavity liposomu se uzavie
signalni molekula, napt. barvivo nebo enzym. Tato molekula specificky interaguje s analytem,
ktery pronikne ptes lipidovou vrstvu do nitra liposomu. VétSinou je podstatou liposomovych
biosenzori imunochemickd reakce. Nizkych limitl detekce bylo dosazeno pro analyty
zahrnujici hormony, viry, bakterie, fragmenty DNA a RNA, pesticidy, nddorové markery,

proteiny, protilatky a néktera 1é¢iva. Velkou nevyhodou je mala stabilita membran [5].
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Kucelim testovani modelovych membran se pouzivaji ruzné metody. Povrch
membrany, defekty, pfipadné tloustku vrstvy je mozné sledovat pomoci mikroskopu
atomarnich sil (AFM). Tato metoda se Casto pouziva pouze jako technika doplitkova, napf.
v kombinaci s fluorescenéni mikroskopii, protoze AFM neni schopna charakterizovat
strukturu membrany, ani interakce uvnitf membrany — S membranovymi proteiny apod. [6, 7].
Pro popis struktury se pouziva rentgenova difrakce. U této metody je vyzadovan vzorek
Vv krystalické formé [8]. Je znamo i pouziti nuklearni magnetické rezonance (NMR) a to
v riiznych variantach, napt. *C-NMR, *!P-NMR [9] a H-NMR [10]. Dale jsou vyuZivany
elektrochemické metody, napf. voltametrie a elektrochemickd impedanc¢ni spektroskopie
[11-13].

2.2.1. Planarni fosfolipidové dvojvrstvy

Planarni fosfolipidové dvojvrstvy (p-PLB) byvaji také né€kdy oznacovany jako Cerné
lipidové membrany (BLM = black lipid membrane). Diivodem tohoto oznaceni je skute¢nost,
ze se planarni fosfolipidové membrany jevi tmavé v odrazeném svétle prochéazejicim
mikroskopem. Jedna se o nejjednodussi typ modelové membrany, jejiz tloustka dosahuje
fadové néckolika nanometrt. Hlavni uplatnéni maji pifi charakterizaci iontovych kandlii a

proteinovych pori, které zajiStuji transport latek ptes membranu.

K vytvofeni BLM se dnes vyuzivaji hlavné dvé metody. Prvni metoda se objevila jiz
v 60. letech 20. stoleti a zavedl ji Mueller [14]. Principem je spojeni dvou monovrstev
ve dvojvrstvu. Postup je nasledujici. Desticka vyrobena z hydrofobniho materidlu (napf.
z teflonu) se pomalu zasouva skrze hladinu, na které je nanesena fosfolipidova monovrstva.
Tato se zachycuje na sténach desticky a ve stfedu desticky, kde je otvor o priméru nékolika
desitek az stovek mikrometril, dochédzi ke spojeni monovrstev a vzniku dvojvrstvy. Ptiprava
membrany podle Muellera je schematicky zndzornéna na obr. 3. Nevyhodou Muellerovy
metody mize byt pfitomnost kontaminantli v rozpoustédlech a velké napéti dvojné vrstvy na
okrajich otvoru desticky. Naopak vyhodou je, Ze lze roztok na obou stranich membrany

jednoduse vymeénit.
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rozpoustédlo

dvojvrstva ———

teflonova cast
Obr. 3. Tvorba BLM metodou podle Muellera [2].

Druhé metoda, kterd se pouziva k tvorbé BLM, je metoda Langmuira a Blodgettové
[15]. V prvnim kroku se na vodni hladinu, pfesnéji feCeno na rozhrani fazi voda/vzduch,
nanese fosfolipid. V disledku interakce hydrofilnich hlavic¢ek fosfolipidd s vodou vznikne
tzv. Langmuirova monovrstva. Tato monovrstva je nasledné stlacovana pomoci pohyblivych
pfepazek, které jsou umistény na krajich nddobky. Timto zplsobem vznikd tésnéjsi
uspotradani fosfolipidii (zanikaji mezery mezi jednotlivymi molekulami). Mezi rozhrani
voda/vzduch se zasune substrat, na kterém se zachyti monovrstva [2]. Obr. 4 zobrazuje

postup pfti ptipraveé dvojné vrstvy podle Langmuira a Blodgettové.

Langmuirav film Depozice dle Langmuira a Blodgettové

monovrstva vzduch monovrstva vzduch
— \ Pra— — e == Pr—
ALLLLORERRERLLALELLLLLLELLLALEURLLLLL I AT
bariéra bariéra
kapalina kapalina ke substrat

Obr. 4. Technika podle Langmuira a Blodgettové pro pripravu BLM [2].
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2.2.2. Stabilizované fosfolipidové dvojvrstvy

Stabilizované fosfolipidové membrany (s-PLB) jsou bézné pouzivanym typem
modelovych membran. Jejich pfipravu poprvé popsal McConnell [16]. Membrana je v tomto
piipadé nanesena na pevném nosi¢i (napt. SiOy), pficemZ mezi nosi¢em a membranou je
nepatrna vrstvicka vody. Druhd strana dvojvrstvy je vystavena vodnému roztoku. Uspotadani
s-PLB je znazornéno na obr. 5. Tento typ modelovych membran nasel Siroké uplatnéni.
Pouziva se napf. pro studium fyzikalné-chemickych vlastnosti membran, pro vyvoj
biosenzord, pro studium rtznych interakci membran in vitro nebo jako modelovy systém pro

ptenos 1é¢iv. Velkou vyhodou téchto membran je jejich stabilita [2].

-

substrat

Obr. 5. Schéma stabilizované fosfolipidové dvojvrstvy [2].

v

Pro pfipravu s-PLB se pouziva nékolik metod. Nejéastéjsi jsou technika splynuti
vacku, tzv. ,self-spreading” technika [17], a spojeni metod Langmuir-Blodgett a
Langmuir-Schaefer. V prvni fazi se metodou Langmuira a Blodgettové nanese fosfolipidova
monovrstva na pevny nosi¢ a nasledné se technikou Langmuir-Schaefer ptipoji druhd vrstva
fosfolipidii za vzniku dvojvrstvy. Metoda Langmuir-Schaefer spociva v tom, Zze se pevny
nosi¢ s monovrstvou V horizontalni poloze vystavi celou plochou rozhrani fazi voda/vzduch,
kde se nachazi druha fosfolipidovd monovrstva. Spojenim obou monovrstev — na pevném

nosiéi a na rozhrani fazi voda/vzduch — vznikne fosfolipidova dvojvrstva [18].

20



2.2.3. Ukotvené fosfolipidové dvojvrstvy

Ukotvené fosfolipidové membrany (t-BLM) byly navrzeny Langem a jeho
spolupracovniky [19]. Tento typ modelovych membran piedstavuje dvojvrstvy, které jsou
imobilizovany na pevném nosi¢i. Kovalentni vazbu fosfolipidové dvojvrstvy na nosi¢
zprostiedkovava tzv. spacer skupina (vétSinou kratky oligomer a kotevni lipid). Zpocatku se
pro ptipravu téchto vrstev pouzivala technika dle Langmuira a Blodgettové. Dnes se vyuzivaji
pfevazné metody zalozené na samouspotradani dvojvrstvy (obr. 6). Mezi fosfolipidovou
vrstvou a pevnym nosicem vznikd maly volny prostor, ktery umoziiuje zabudovani

membranovych proteind pro transport riznych latek ptes membranu [2].

pridavek lipidu

a pufru
ukotvené lipidy na spontanni tvorba
zlatém substratu dvojvrstev

Obr. 6. Schéma pripravy ukotvené fosfolipidové dvojvrstvy [2].

Ukotvené fosfolipidové membrany byly pouzity jako model biologické membrany pro
fadu biofyzikalnich experimentd. Piikladem aplikaci t-BLM mohou byt nasledujici studie:
interakce oligomeru s membranou [20], interakce proteinu s membranou [21], prichod latek
lipidovou vrstvou [22], transport iontd pifes membranu [23], charakterizace
transmembranovych oxidoreduktas [24], studium receptor zakotvenych v membranach [25],

interakce antigenu s protilatkou na povrchu membrany [26].

2.2.4. Liposomy

Liposomy jsou vacky slozené z lipidové dvojvrstvy (Casto fosfolipidové). Ve vodném
roztoku vytvareji amfifilni molekuly fosfolipidii koloidni vezikuly, Vv nichZ je zapouzdieno
malé mnozstvi vodného roztoku. Klasicka ptiprava liposomt spoc¢iva v odpateni organického
rozpoustédla z roztoku fosfolipidu, kdy se na sténé¢ nadoby utvofi tenky fosfolipidovy film.
Nasleduje odstranéni zbytku rozpoustédla pomoci vakua a pfidani vody do nadobky

s fosfolipidovou vrstvou. Dojde k samovolnému utvofeni multilamelarnich liposomt (MUV),
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které obsahuji 5 az 20 fosfolipidovych dvojvrstev. Jiny zplsob ptipravy MUV spociva
v pridavku vodného pufru do roztoku fosfolipidu v organickém rozpoustédle. Rozpoustédlo se
odpaii a piida se vodna faze, ¢imz dojde ke vzniku micel. Postupnou pfeménou micel dochazi
K utvafeni dvojné vrstvy a vznikaji liposomy. Multilamelarni vezikuly lze opakovanym
chlazenim v kapalném dusiku a zahfivanim pfevést na malé unilamelarni vezikuly (SUV)
s jedinou fosfolipidovou dvojvrstvou. SUV lze pripravit také injekéni technikou, kdy se
pomoci injek¢ni stiikacky davkuje velmi pomalu alkoholicky roztok fosfolipidu do michané

vodné faze [2].

Dalsi metoda, ktera byla vyvinuta pro piipravu liposomu, je metoda spontanni
revezikulace. Pti ptipravé liposomt klasickou metodou mohou liposomy obsahovat stopy
organickych rozpoustédel, coz je nezadouci pfi jejich vyuziti v analytické chemii. Metoda
spontanni revezikulace tento nezadouci efekt eliminuje. Spontanni revezikulace je zaloZena na
postupnych pridavcich koncentrovaného vodného roztoku fosfolipidu do ¢isté vody nebo
vodného roztoku pufru. Velikost liposomi zavisi na celkové koncentraci fosfolipidu v roztoku

[27].

Standardizace metody pro ptipravu liposomil je nezbytna a odviji se od zamysleného
pouziti liposomt. Dilezitymi vlastnostmi liposomil jsou jejich velikost, pocet fosfolipidovych
dvojvrstev, typ fosfolipidi a jejich koncentrace, povrchovy naboj, stabilita liposomd,
propustnost a dalS$i. Vyznamnou charakteristikou je povrchovy naboj vezikull, jelikoz
ovlivituje interakci liposomi navzajem a interakce liposom1 s jinymi molekulami. Povrchovy
naboj je dany strukturou hydrofilni hlavicky fosfolipidu a sloZzenim vodné faze (pH, iontova

sila).

Liposomy jsou schopné transportovat pouze hydrofilni latky. Naproti tomu, micely,
které jsou tvofeny pouze monovrstvou fosfolipidl, transportuji latky hydrofobni povahy.
Z obr. 7 jsou patrné rozdily mezi liposomem a micelou. Vyuziti liposomu je Siroké. Pouzivaji
se jak v oblasti vyzkumu, tak pro terapeutické tcely jako nosice 1éCiv (kancerostatika,
hormony, enzymy a jiné). Dalsi vyuziti maji napt. jako nosice barviv V textilnim pramyslu,
nosice pesticidid nebo enzymi [2]. V posledni dobé roste vyuziti liposomt pro konstruovani
biosenzorll a dalsi bioanalytické aplikace, které vyuzivaji moznosti zapouzdieni polarnich

latek [5].
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liposom micela

Obr. 7. llustrativni model liposomu a micely [2].

2.3. Studované latky — katecholaminy

Katecholaminy oznacuji skupinu biogennich amind, které¢ v lidském organismu plni
funkci neurotransmiterti a hormont. Jedna se o aminy, které maji spole¢ny strukturni zéklad,

vSechny obsahuji dihydroxyfenylovy skelet.

Biosyntéza katecholamini probiha v dieni nadledvin a v nervovych buiikach centralni
a periferni nervové soustavy. Syntéza vychazi z aminokyseliny tyrosinu. Hydroxylaci
aromatického jadra vznika 3,4-dihydroxyfenylalanin (DOPA) a jeho dekarboxylaci vznika
dopamin. V dopaminergnich neuronech je dopamin konecnym produktem biosyntézy.
V nadledvinach a (nor)adrenergnich neuronech bézi syntéza dale az na noradrenalin a
adrenalin. Syntéza katecholaminl je schematicky znazornéna na obr. 8. Dopamin pusobi
Vv CNS jako neurotransmiter a je nezbytny pro regulaci a fizeni fady procesi. Adrenalin a

noradrenalin maji funkci jak neurotransmiterti, tak hormont [28].

dehydro- S-adencsyl- S-adenosyl-
askorbat askorbat methionin  homocystein

coo" coo” (O, CH

+ - + | +
H;N—CH THE | HN—CH H3N—CHa HaN—CH, HaN=CHy
CH, CH, CH, 3 HO—CH HO — CH
o] H,0 o] H,0
2 2 OH oH : Of @OH
OH OH

OH OH OH
tyrozin dopa dopamin noradrenalin adrenalin

1 tyrozin-3-monooxygenaza (Fe2+, THB) 3 dopamin-p-monooxygenaza (Cu)

2 aromatické-L-aminokyselina-dekarboxylaza (dopadekarboxyldza, PLP) 4 fenyletanolamin-N-metyltransferaza

Obr. 8. Schéma biosyntézy katecholaminii [28].
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2.3.1. Dopamin

Dopamin (DA) hraje dileZitou tlohu v centralni nervové soustavé savcil. Ridi fadu
dalezitych procesti, napt. lokomoc¢ni aktivitu, emocni citéni, pfijem potravy a reguluje
endokrinni systém. Dopamin se vyskytuje rovnéz mimo CNS, kde ovliviluje cinnost
kardiovaskularniho systému, uvolfiovani katecholaminti, sekreci hormont, svalovy tonus,

funkci ledvin a gastrointestinalniho traktu.

NaruSeni rovnovahy v dopaminergnich drahéch je spojovéno s tadou patologickych
stavii, napf. S Parkinsonovou chorobou, schizofrenii, Touretteovym syndromem a
hyperprolaktinémii. Antagonisté dopaminu jsou zakladem 1éku, které se podavaji pacientim
trpicim schizofrenii k potlaceni halucinaci. Naproti tomu agonisté dopaminu se aplikuji u

pacientt s Parkinsonovou chorobou ke zmirnéni typické pohybové chudosti [29].

Metabolickou degradaci dopaminu v lidském téle katalyzuji dva enzymy -
monoaminooxidasa (MAO) a katechol-O-methyltransferasa (COMT). Kone¢nym produktem

degrada¢ni drahy dopaminu v organismu je Kkyselina homovanilova [30]. Schéma

monoaminaoxidasa (MAQ) HO katechal -O-methyltransferaga (COMT)
aldehyddehydrogenasa DA

HO 0 0 MNH
|/ HSC/ 2
OH
HO HO
DOPAC I-MT

katechok O-methyltransferasa (COMT) monoaminooxidasa (MAD)
aldehyddehydrogenasa
o 0
HaC ™ |f/"
OH
HO

HVA

metabolismu DA znazortiuje obr. 9.

Obr. 9. Metabolismus dopaminu.
DA - dopamin, DOPAC - 3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina,
3-MT - 3-methoxythyramin, HVA - homovanilova kyselina (podle [30]).
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U dopaminu a obecné¢ u vSech katecholaminii se nabizi elektrochemicka detekce,
protoze dihydroxyfenylovy skelet je snadno oxidovatelny na piislusny o-chinon. Problémem
muze byt slozitd matrice biologickych vzorkt, a proto se v praxi pro stanoveni katecholamin
pouziva separace pomoci HPLC s naslednou elektrochemickou detekci. Oxidaci dopaminu
v prvnim kroku vznikd dopamin-0-chinon. V zavislosti na pH mutze dojit k 1,4-adici za
vzniku cyklického produktu — leukodopaminochromu. Cyklizace probiha pii pH > 5, kdy je
dostatek aminoskupin Vv neprotonizované formé. Naopak pii nizkém pH k cyklizaci
nedochazi, protoze vétSina aminoskupin je protonizovana. Schéma oxidace dopaminu je na
obr. 10 [31], [32]. Na cyklickém voltamogramu dopaminu v zavislosti na pH pozorujeme
jeden nebo dva piky odpovidajici oxidacnim produktim dopamin-o-chinonu a

leukodopaminochromu.

HO MH
:© - DM +2H +2e”
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dopamin dopamin-o-chinon

B — | +H
0 & HO = H

leukodopaminochram

0
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| P — +IHT 426
\- T
HO N HO N

dopaminochrom

|

Obr. 10. Schéma oxidace dopaminu (podle [31] a [32]).

Pro selektivni stanoveni dopaminu byla mimo jiné publikovéna studie, ktera se zabyva

sestavenim biosenzoru s lipidovou membranou. Hlavni nevyhoda spociva v tom, ze lipidové
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membrany nejsou piili§ stabilni, z ¢ehoz vyplyva jejich omezena ,,doba zivotnosti“ a nutnost
uchovavani senzoru s membranou Vv roztoku elektrolytu. Zminovana studie navrhuje zptsob,
jak zvysit stabilitu lipidové vrstvy. Konkrétné jde o zabudovani resorcin[4]arenového
receptoru do membrany. Takovato modifikovana lipidova dvojvrstva zistava stabilni az po
dobu jednoho mésice a neni nezbytné jeji skladovani v roztoku elektrolytu, protoze na

vzduchu nedochazi k degradaci membrany [33, 34].

K popisu interakce dopaminu s lipidovou membranou byla vyuzita napi. nuklearni
magnetickd rezonance (1H-NMR). Konkrétné se jednalo o studium afinity dopaminu
K riznym typtim fosfolipidd. Bylo zjisténo, ze interakce dopaminu s riznymi lipidy se 1isi. A
zZ toho lze usoudit, ze mnozstvi dopaminu uvolnovaného v mozku do jisté miry souvisi praveé

se zastoupenim jednotlivych lipidi v bunéénych membranach neuront [35].

Z dalSich metod lze zminit napf. izotermickou titracni kalorimetrii a diferencni
skenovaci kalorimetrii. Tyto metody byly vyuzity k popisu interakce kladné nabitého
dopaminu (pii fyziologickém pH je vétSina molekul dopaminu protonizovand) a zaporné
nabitého fosfolipidu. Aktivnim mistem lipidu, které interaguje s dopaminem, je hydrofilni
hlavicka. Celkova interakce lipidové membrany s dopaminem je dana strukturou a ndbojem
hydrofilni hlavi¢ky lipidu. Z experimentl vyplyva, ze dopamin nepronika do dvojvrstvy,
nybrz interakce lipidové membrany s dopaminem je pouze povrchova a je realizovana

elektrostatickymi silami [36].

Zajimavé jsou vypocetni studie, které se zabyvaji simulaci modelli vystihujicich
interakci raznych latek s bunéénymi membranami. Prikladem je prace, ktera se zabyva
molekuldrné dynamickou simulaci interakci tfinacti nepeptidickych neurotransmiterii se tfemi
typy fosfolipidovych membran. Autofi poukazuji na to, ze neurotransmitery neprochazeji
lipidovou dvojvrstvou, ale dochédzi pouze k jejich reverzibilnimu zaclenéni do dvojvrstvy.
V této studii jsou rozliSeny dvé skupiny neurotransmiterti na zdkladé toho, jestli reverzibilné
pronikaji do membrany anebo zlstavaji ve vodném roztoku vné membrany. Prvni skupinu
tvofi neurotransmitery, které se vazi na membranu, jelikoz jejich receptory jsou zanotfeny
Vv membrané. Do této skupiny je fazen mimo jiné dopamin, jehoZ vazba na membranu je velmi
silnd. Naproti tomu druhou skupinu tvofi neurotransmitery, jejichz receptory vycnivaji vné
membrany, a proto zistavaji ve vodném roztoku obklopujicim buiiku. Sem patii nabité
molekuly, napt. histamin [37]. Jind prace se zabyva simulacemi modelovych membran

tvofenych DOPC (fosfatidylcholin) a jejich interakcemi s nizkomolekularnimi latkami. Autor
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zmifluje vyznam membranového dipolového potencidlu. Membranovy dipdlovy potencidl
vznikd jako dusledek toho, Ze se na povrchu membrany stiidaji do sebe pronikajici vrstvy
zapornych a kladnych naboji a dipdli. Hodnota dipolového potencidlu pro lipidové
membrany se pohybuje v rozmezi +200 az +500 mV a zavisi na sloZeni membrany, napi. na
pfitomnosti cholesterolu. Jelikoz je hodnota membranového dipdlového potencidlu kladna,

budou membranou 1épe prochdzet zaporné nabité latky [38].

2.3.2. 3,4-dihydroxyfenyloctova Kkyselina

Kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova (DOPAC) je jednim z metaboliti dopaminu.
Deaminaci dopaminu katalyzuje enzym aldehyddehydrogenasa. Vznika aldehyd, ktery je
oxidovan za pfitomnosti monoaminooxidasy na DOPAC. Koncentrace kyseliny
3,4-dihydroxyfenyloctové v plazmé nebo mozkomiSnim moku napomdha diagnostikovat
nékteré choroby [39]. Napiiklad u pacientd trpicich Parkinsonovou chorobou je hladina
3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny v mozkomi$Snim moku vyznamné niz§i oproti normalni
hodnoté¢ [40]. Hladina DOPAC v krvi souvisi s pfijmem potravy. Je znamo, ze po jidle je
koncentrace 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny v krvi nékolikanasobné vyssi [41]. Jako

normalni koncentrace DOPAC v plazmé se uvadi 8,9 nmol/1 [39].

Koncentrace 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny v krvi byva velice nizka, proto byla
studovéana fada metod pro citlivé stanoveni této latky. Casto se jednalo o separaci pomoci
HPLC ve spojeni s riznymi detektory, napi. S fluorimetrickym [42] nebo coulometrickym
detektorem [43]. Elektrochemické metody byly rovnéz testovany. Nevyhodou vsak je, Ze v
biologické matrici je pfitomna fada interferentt, konkrétné kyselina askorbova a mocova,
které se oxiduji pti obdobném potencialu jako DOPAC a jejich koncentrace v matrici je
mnohonasobné vys§i nez koncentrace analytu [44]. ReSenim je pouziti modifikovanych
elektrod, které zvysi selektivitu a citlivost stanoveni — napt. modifikace GCE tenkym

polymernim filmem 5-amino-1,3,4-thiazol-2-thiolu [45].

HO ﬁO 0 5:;:':' . )
| —_— | +2H +2e
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HO 0

DOPAC DOPAC-o-chinon

Obr. 11. Schéma oxidace 3,4-dihydrofenyloctové kyseliny (podle [46]).
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Na cyklickém voltamogramu 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny je patrny pouze jeden
anodicky pik, ktery odpovida oxidaci na ptislusny o-chinon (obr. 11). Proud katodického piku
byva nizsi nez proud anodického piku, coz poukazuje na to, ze oxidac¢ni produkty DOPAC
nejsou stabilni [46]. Proces oxidace a reverzibilita déje silné zavisi na pH roztoku. V silné
alkalickém prosttedi (pH > 10) je reakce prakticky ireverzibilni. Na obr. 12 jsou zobrazeny

cyklické voltamogramy naméiené pfi riiznych hodnotach pH [47].

(A) 3.1

1/ uA

-100 100 300 500
E/mV vs. SCE

Obr. 12. Cyklické voltamogramy DOPAC (c = 0,2 mmol/l) namérené pomoci Au elektrody v
0,1 mol/l fosfatovém pufiru. Voltamogramy 1-6 odpovidaji mérenim pri riiznych hodnotdch pH: 5,1;
6,0; 7,0; 8,0; 9,0 a 10,0 [47].

2.4. Pouzité elektrochemické metody

2.4.1. Cyklicka voltametrie

Cyklické voltametrie (CV) je §iroce pouzivanou elektrochemickou metodou. Casto se
voli jako prvni experiment v elektroanalytickych studiich, jelikoZz dokaZe rychle poskytnout
informaci o redoxnich potencidlech elektroaktivnich latek a z pribéhu polarizacnich kiivek

1ze posoudit mechanismus elektrodové reakce (napft. reverzibilitu reakce).

Na stacionarni pracovni elektrodu v nemichaném roztoku se vklada potencial, ktery
ma triangularni prabéh (obr. 13a). Méfeni se mize provést v jednom nebo vice cyklech.
Vysledny voltamogram zaznamenava zménu proudu v zdvislosti na vlozeném potencialu.
Charakteristické piky na voltamogramu (obr. 13b) odpovidaji oxidaci sledované latky a
zpétné redukci vzniklych oxidacnich produkt. Velikost proudu pikd zavisi mimo jiné na
rychlosti polarizace elektrody a rychlosti difuze elektroaktivnich latek. Diflize je pomérné
pomaly transportni déj. Pokud je rychlost polarizace dostatecné vysoka, produkty elektrodové
reakce nestac¢i oddifundovat od elektrodového povrchu a pii vkladani potencialu v opacném

sméru je mozné tyto produkty detegovat [48, 49].
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Obr. 13. a) trojuihelnikovy priibéh potencidlu pri CV, b) cyklicky voltamogram — pik a odpovida
oxidaci elektroaktivni latky, pik b odpovida redukci vzniklého produktu. E, — pocdtecni potencidl,
E, — koncovy potencidl, E, . — potencial anodického piku, E,y — potencial katodického piku,
Ip.a — proud anodického piku, I,y — proud katodického piku [48].

2.4.2. Square wave voltametrie

Pti square wave voltametrii (SWV) se na pracovni elektrodu vklada potenciél linedrné
se ménici s Casem, ktery je navic modulovéan stfidavym napétim pravouhlého tvaru o malé
amplitudé¢ (ptiblizné 10 mV) a frekvenci cca 100 Hz (obr. 14). Proud je méteny vzdy na konci
pravouhlého napétového pulzu. Vyhodou SWV je velka rychlost analyzy a vyssi citlivost
oproti cyklické voltametrii jako disledek potlaceni vlivu nezadouciho nabijeciho proudu pfi

pravouhlych napétovych pulzech.

h

méfeni

potencial

Gt

Obr. 14. Potencidlovy program vkladany na pracovni elektrodu pri square wave voltametrii [48].

Vysledkem méfeni je square wave voltamogram. V tomto zaznamu jsou

vyhodnocovany piky, které jsou symetrické podle ptilvinného potencidlu a proud piku je

umérny koncentraci elektroaktivni latky v roztoku [48, 49].
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2.4.3. Elektrochemicka impedanc¢ni spektroskopie

Elektrochemickou impedanc¢ni spektroskopii (EIS) lze aplikovat ve dvou variantach.
Klasické je méfeni pomoci potenciostatické EIS, galvanostatickd varianta je vyuzivana méng¢.
Pii potenciostatické EIS se na pracovni elektrodu vklada konstantni potencial se
superponovanym stfidavym napétim o malé amplitudé (obvykle 5-10 mV) a méfi se stiidava
slozka proudové odezvy. Hodnotu vkladaného potencidlu lze libovolné nastavit anebo se
pouzivd méieni pii potencialu nezatizeného obvodu (OCP — open circuit potential), ktery
odpovidd potencialu nezatizené (nezapojené) elektrody. Béhem méfeni se s Casem méni
frekvence stiidavého napéti, a to od vyssich frekvenci k niz§im. Toto uspotadani je vyhodné
predevsim pro systémy s omezenou stabilitou, protoze pti vysokych frekvencich probiha
meéfeni pomérné rychle. Rozsah frekvenci se obvykle pohybuje v rozmezi 1 MHz — 0,1 mHz.
Vkladéani frekvenci lze provést bud’ ,single-sine” technikou, kdy jsou frekvence vkladany

postupné, nebo ,,multi-sine* technikou, ktera spociva v superpozici n¢kolika frekvenci.

Pti galvanostatické elektroimpedancni spektroskopii je na pracovni elektrodu vkladan
konstantni stejnosmérny proud se superponovanym stiidavym proudem a méfi se stiidava

slozka napéti vybuzeného prichodem proudu.

Elektrochemicka impedanéni spektroskopie komplexné charakterizuje zkoumany
systétm z hlediska jeho elektrochemickych vlastnosti. Problémy mohou byt s interpretaci
naméfenych dat, kterd spociva v sestaveni tzv. ekvivalentniho obvodu. Veskeré prvky tohoto
obvodu musi mit fyzikalni opodstatnéni. Ekvivalentni obvod vznika kombinaci sériové a
paralelné zapojenych prvki, z nichz nékteré jsou prevzaty z bézné elektrotechnické praxe
(napf. rezistor vyjadfujici odpor R, kondenzator pro kapacitu elektrické dvojvrstvy C), jiné
jsou typické pouze pro elektrochemii (napt. Warburgova impedance). Ekvivalentni obvod je
modelem méfeného systému a naméfena data jsou proloZena kiivkou popsanou rovnici, ktera
odpovida danému obvodu. Nejjednodussi priklad ekvivalentniho obvodu je Randlestiv obvod
(obr. 15).

Ret

Obr. 15. Randlesiiv obvod. Rs je odpor roztoku, R je odpor proti prenosu naboje a Cqy je kapacita
elektrické dvojvrstvy [13].
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Vysledkem méteni je proudova odezva a z Ohmova zakona vyplyva, Ze jde o méfeni
odporu soustavy. V metod¢ elektroimpedancni spektroskopie se pracuje se stiidavym
napétim, proto se odpor soustavy oznacuje jako impedance. Impedance zavisi na frekvenci a
vyjadiuje se komplexnimi ¢isly — ma dvé slozky, redlnou a imaginarni. Graficky znézornuje
zavislost frekvence, fdzového posunu a impedance nekolik typi graft, avSak nejpouzivané;si
jsou grafy Nyquistiv a Bodeho. V Nyquistové grafu je vynesena zavislost imaginarni slozky
impedance na realné slozce impedance (obr. 16). Bodeho graf zobrazuje zavislost absolutni

hodnoty impedance na frekvenci, ptipadné zavislost fazového posunu na frekvenci [13].
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Obr. 16. Nyquistiv graf pro Randlesitv obvod [13].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pristrojové vybaveni

Veskera elektrochemickda méfeni byla provadéna pomoci pfistroje Autolab
PGSTAT128N (Metrohm Autolab, Utrecht, Nizozemsko) a pro vétSinu méfeni bylo pouzito
tiielektrodové zapojeni. Jako pracovni elektroda byla pouzivana elektroda ze skelného uhliku
(GCE), referentni elektrodou byla argentchloridova elektroda a pomocnou elektrodou byl
platinovy pliSek. Nastaveni parametri metody a nasledné vyhodnocovani vysledki bylo
provadéno prostiednictvim softwaru NOVA 1.10 (Metrohm Autolab, Utrecht, Nizozemsko).
Jiné typy elektrod byly pouzity pii méfeni square wave voltametrie v malych objemech. Jako
pracovni elektroda ziistala zachovana GCE, referentni elektrodou byla nasycena kalomelova
elektroda (SCE) a pomocnou elektrodou byl platinovy dratek o priméru 0,3 mm. M¢éfeni
elektrochemické impedan¢ni spektroskopie ve specialni dvoukomorové elektrochemické cele

bylo provadéno v ctyfelektrodovém zapojeni (Ctyfi platinové dratky s primérem 0,5 mm).

Pro skenovéni povrchu polykarbonatovych membranovych filtri pfed a po naneseni
fosfolipidii byl pouzit mikroskop atomarnich sil Dimension Icon (Bruker, USA). Pro méteni
byl pouzit hrot z nitridu kiemiku (ScanAsyst-Air). Ziskané snimky byly zpracovany a
upraveny pomoci softwaru Nano Scope Analysis 1.5 (Bruker, USA).

Pti ¢isténi GCE byla vyuzivana ultrazvukova lazen Sonorex Digitec (Bandelin, Berlin,
Némecko). Pro méfeni pH pfi piipravé fosfatového pufru se uplatnil pH metr InoLab 720
(WTW, Weilheim, Némecko) s kombinovanou sklenénou elektrodou SenTix 41-3 (WTW,
Weilheim, Némecko).

3.2. Chemikalie

Asolectin (fosfatidylcholin ~25 %) pouzity pro tvorbu modelové fosfolipidové
membrany byl ziskan od firmy Fluka (Buchs, Svycarsko). Standardy dopaminu hydrochloridu
a 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny (DOPAC) byly potizeny od firmy Sigma-Aldrich
(Steinheim, Némecko). Zminéné tii latky — asolectin, dopamin i DOPAC — byly skladovany

Vv temnu pfi teploté 4 °C, DOPAC navic v atmosféte dusiku.

Dalsi pouzité chemikélie: ferrokyanid draselny trihydrat (Lachema, Brno, Ceska

republika), KCI (Utedné& autorisovany vyzkumny a zkusebni ustav Spolku pro chemickou a
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hutni vyrobu, narodni podnik Pardubice — Rybitvi), NaCl (Lachema, Brno, Ceska republika),
n-hexan (Park Scientific Limited, Northampton, Velka Britanie), ortho-fosfore¢na kyselina
85 % (Fluka, Buchs, Svycarsko), methylalkohol (Penta, Chrudim, Ceska republika), NaOH
(Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika). Viechny pouzité chemikalie byly &istoty p.a.

3.3. Metodicka ¢ast

3.3.1. Cisténi nepokryté elektrody

Pred kazdym méfenim, pfi kterém byla pouzita nemodifikovana elektroda ze skelného
uhliku, byla elektroda ptecisténa ndsledujicim postupem. Elektroda byla oplachnuta
destilovanou vodou a mechanicky vylesténa pomoci lestici tkaniny (Buehler, Lake Bluff,
USA), na kterou bylo pipetou naneseno malé mnozstvi suspenze aluminy (Al,O3, <50 nm,
Sigma-Aldrich, Viden, Rakousko) v destilované vod¢. Po lesténi byla elektroda oplachnuta
destilovanou vodou a sonifikovana Vv destilované vodé po dobu 1 minuty. Takto vyc¢isténa

elektroda byla pouzita pro elektroanalyticka méteni.

3.3.2. Modifikace GCE fosfolipidovou membranou

Elektroda ze skelného uhliku (GCE) byla nejprve vylesténa na leStici tkaniné
s aluminou. Nasledovala elektrochemickd uprava povrchu elektrody. Do mémé cely byl
umistén roztok NaCl (9 g/l) a na pracovni elektrodu (GCE) byl vkladan potencial 1,5 V
po dobu 3 minut. Elektroda byla oplachnuta destilovanou vodou a vysusena Vv proudu dusiku.
Po vysuSeni bylo na teréik ze skelného uhliku naneseno 5 pl roztoku asolectinu v hexanu
(3 mg/ml) a elektroda byla ihned vlozena do zkumavky s vodnym roztokem NaCl (9 g/l).
Elektroda byla vtomto roztoku ponechana po dobu 30 minut, béhem které doslo
k samousporadani dvojné vrstvy fosfolipidii na povrchu elektrody [50]. S modifikovanou
elektrodou bylo nutné zachazet opatrné, aby nedoslo k naruseni fosfolipidové dvojvrstvy.

Elektroda nebyla oplachovéna sttickou, ale pouze ponotfenim do destilované vody v kadince.

3.3.3. Testovani kompaktnosti fosfolipidové membrany

Pfed pouzitim modifikované GCE pro elektroanalyticka méteni byla vzdy testovana
kvalita pokryti elektrodového povrchu fosfolipidy. Konkrétn¢ se jednalo 0 méteni cyklické

voltametrie v roztoku ferrokyanidu draselného (¢ = 1 mmol/l), zakladnim elektrolytem byl
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roztok KCI (c = 0,1 mol/l). Jestlize nebyl na voltamogramu patrny zadny pik, byla dvojvrstva
povazovana za dostatecné kompaktni a modifikovana elektroda byla pouzita pro
elektroanalytickd méteni. Parametry metody pro méfeni CV ferrokyanidu:

o pocatecni potencial: 0V

o rozsah potenciali:  -400 mV az +700mV

o rychlost skenu: 50 mV/s

3.3.4. Ci§téni elektrody od fosfolipidi

V prvnim kroku byly odstranény fosfolipidy mechanicky na lestici tkanin¢ s aluminou.
Elektroda byla oplachnuta destilovanou vodou a sonifikovana v destilované vodé po dobu
1 minuty. Elektroda byla vysusena v proudu dusiku. Nasledn¢ byla elektroda sonifikovana ve
tiech riznych rozpoustédlech s rostouci polaritou — v hexanu, methanolu a v destilované vodg.

V kazdém rozpoustédle byla elektroda sonifikovana po dobu 15 minut.

3.3.5. Pokryvani PC membranového filtru fosfolipidy

Pro experimenty byl pouzit polykarbonatovy membranovy filtr Nuclepore,
Track-Etched Membrane (Whatman, New Jersey, USA) s velikosti pora 0,05 upm.
K pokryvani polykarbonatového filtru byl pouzit roztok asolectinu v hexanu o koncentraci
10 mg/ml. Ob¢ strany PC filtru nejsou totozné. Jedna strana filtru je leskla a vyrobce
doporucuje pouzivat pii aplikaci filtru pravé tuto stranu. Objem 25 ul roztoku asolectinu byl
nanasSen na lesklou stranu filtru pomoci automatické pipety. Po chvilce (pfiblizné 30 s), kdy se
¢ast hexanu odpafila, byl filtr s nanesenymi fosfolipidy ponofen do roztoku NaCl (9 g/l) na
dobu 30 min, béhem které doslo k samouspotadani dvojné vrstvy fosfolipidi v porech filtru.
Filtr byl oplachnut ponofenim do destilované vody v kadince a umistén mezi dvé nadobky
mérné cely tak, ze leskla strana filtru sméfovala do roztoku dopaminu. S filtrem bylo
manipulovano pouze pomoci pinzety a vzdy byl filtr uchycen jen za okraj, aby nedoslo k

jeho poskozeni, respektive k naruseni fosfolipidové dvojvrstvy.

3.3.6. Cyklicka voltametrie

Veskera méfeni byla provadéna v tiielektrodovém systému. Pracovni elektrodou byla

elektroda ze skelného uhliku (GCE), referentni elektrodou byla argentchloridova elektroda
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(Ag/AgCl) a jako pomocna elektroda byl pouzivan platinovy plisek. Zakladnim elektrolytem
pro vSechna méteni s dopaminem a kyselinou 3,4-dihydroxyfenyloctovou byl fosfatovy pufr o
pH 6,5 (¢ = 0,1 mol/l). Pfed mé&fenim bylo nutné roztok v mérné cele 5 min probublavat

dusikem.

Cyklicka voltametrie dopaminu s ¢istou a modifikovanou elektrodou byla méfena
vroztoku o koncentraci 5:10° mol/l. Pro mé&feni CV dopaminu byly nastaveny tyto
parametry:

o pocate¢ni potencial: 0V
o rozsah potencidli:  -400 mV az +700 mV

o rychlost skenu: 50 mV/s

Pro 3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinu byly zméteny cyklické voltamogramy
v roztoku o koncentraci 1-:10° mol/l s&istou i modifikovanou GCE. Metoda cyklické
voltametrie 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny méla tyto parametry:
o pocatecni potencidl: 0V
o rozsah potenciala:  -500 mV az +1 V

o rychlost skenu: 50 mV/s

3.3.7. Akumulace

Akumulace analytu na povrchu elektrody, respektive ve fosfolipidové membrang, byla
métena metodou square wave voltametrie. Méteni bylo provadéno v tfielektrodovém zapojeni
(WE — GCE, RE — Ag/AgCI, CE — Pt plisek). Metoda byla nastavena tak, ze square wave
voltamogram byl zaznamenan ihned po ponofeni pracovni elektrody do roztoku, aby byla
adsorpce analytu na povrchu elektrody, respektive ve fosfolipidové dvojvrstvé, minimalni.
Nasledovalo pétiminutové michani, béhem né€hoz zlstala pracovni elektroda ponofena
v roztoku analytu, a po skonc¢eni michani byl znovu zaznamenan square wave voltamogram.
Celkova doba méteni akumulace byla 120 min, pficemz kazdych 5 min byl zaznamenan
square wave voltamogram. Celkem metoda zahrnovala 25 voltametrickych méfeni. U
dopaminu byla akumulace na ¢isté a modifikované elektrodé métrena v roztoku o koncentraci
1-10" mol/l. Zakladnim elektrolytem byl fosfatovy pufr (pH = 6,5). Parametry SWV méfeni
byly nastaveny nasledovné:

o rozsah potencial:  -400 mV az +700 mV

o potencidlovy krok: 2 mV
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o amplituda: 40 mV
o frekvence: 10 Hz
o rychlost skenu: 20 mV/s

M¢feni akumulace dopaminu bylo doplnéno o dal$i experimenty, které pomohly
identifikovat piky na square wave voltamogramech. Konkrétné se jednalo o méfeni CV a
SWV v prostiedi fosfatového pufru o pH 3,5 a 9,5. Pro méfeni byla pouzita jako pracovni
elektroda cista GCE. Parametry cyklické voltametrie pro méfeni v roztoku
0 pH 3,5 byly zminény diive v kapitole Cyklicka voltametrie, méfeni CV v prostiedi
0 pH 9,5 se lisilo pouze rozsahem potenciald vkladanych na pracovni elektrodu
(-600 mV az +1 V). SWV méfeni piedchazelo pétiminutové michani, béhem kterého se
dopamin naakumuloval na povrchu elektrody. SWV méfeni bylo zopakovano dvakrat po sobé
bez ¢isténi elektrody se stejnymi parametry, které byly nastaveny nasledovné:

o rozsah potencial:  -400 mV az +700 mV

o potencidlovy krok: 2 mV

o amplituda: 40 mV
o frekvence: 10 Hz
o rychlost skenu: 20 mV/s

Pro 3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinu bylo méfeni akumulace na Cisté a
modifikované GCE provadéno v roztoku o koncentraci 5-10* mol/l. Jako zékladni elektrolyt
byl pouzit PBS (pH = 6,5). Parametry metody byly nastaveny takto:

o rozsah potencidli: 0V az +800 mV

o potencidlovy krok: 2 mV

o amplituda: 40 mV
o frekvence: 10 Hz
o rychlost skenu: 20 mV/s

3.3.8. Kalibracni zavislosti

Kalibra¢ni zavislosti byly méteny metodou square wave voltametrie v tiielektrodovém
zapojeni (WE — GCE, RE — Ag/AgCI, CE — Pt plisek). K roztoku v mérné cele byly postupné
pfidavany malé objemy roztoku analytu. Po kazdém piidavku byl roztok michan po dobu
30 s a nasledovalo SWV méieni. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit PBS (pH = 6,5). Kazda

kalibra¢ni fada byla méfena ve tfech sériich. U dopaminu byla promeétena kalibra¢ni fada 0
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koncentracich: 5-107 az 1-10” mol/l. Zminéna kalibragni fada byla mé&fena pomoci &isté i
modifikované GCE. Parametry square wave voltametrie pro dopamin byly nasledujici:
o rozsah potencidli:  -100 mV az +500 mV

o potencialovy krok: 2 mV

o amplituda: 40 mV
o frekvence: 10 Hz
o rychlost skenu: 20 mV/s

Pomoci ¢isté GCE byla zmétena kalibra¢ni fada kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové
v koncentra¢nim rozsahu 5-10° az 5:10* mol/l. Modifikovana GCE byla pouZita k m&feni
kalibraéni fady v rozmezi koncentraci 1-10° az 110 mol/Il. Parametry SWV pro mé&feni
kalibraéni zavislosti 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny byly nastaveny takto:
o rozsah potenciali: 0V az +800 mV

o potencidlovy krok: 2 mV

o amplituda: 40 mV
o frekvence: 10 Hz
o rychlost skenu: 20 mV/s

3.3.9. Elektrochemicka impedan¢ni spektroskopie

K méfeni elektrochemické impedanéni spektroskopie byla pouZivana potenciostaticka
varianta. Méfeni bylo realizovano v tiielektrodovém systému (WE — GCE, RE — Ag/AgCl,
CE — Pt plisek). Pracovni elektroda byla pfed métenim ponoiena na definovanou dobu do
zkumavky s roztokem analytu. Impedanéni méteni odpovidaji 1, 2, 3, 5, 10, 30 a 60 min
kontaktu GCE s analytem. Jak u dopaminu, tak u kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové byly
promé&ieny dvé koncentrace, konkrétng 1-10° a 1-:10™ mol/l. Pro kazdou koncentraci bylo
meéfeni zopakovano dvakrat, a to jak s Cistou, tak s modifikovanou GCE. Vlastni méfeni
probihalo Vv roztoku obsahujicim jako redoxni znacku ferrokyanid draselny (¢ = 1 mmol/l),
zakladnim elektrolytem byl roztok KCI (c = 0,1 mol/l). Nastaveni parametrt EIS méteni pro
dopamin a 3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinu:

o potencial: +220 mV
o rozsah frekvenci (méfeni na Cisté elektrod¢€): 50 000 az 0,1 Hz
o rozsah frekvenci (méfeni na modifikované elektrod¢): 100 000 az 0,1 Hz

o amplituda: 10 mV
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o technika ,,single-sine*

Data ziskana EIS méfenim byla doplnéna o méfeni cyklické voltametrie ve stejnych
Casovych intervalech. Pfed méfenim byla elektroda ponofena do roztoku analytu na
definovanou dobu a méfeni CV odpovida interakci elektrody s analytem po dobu 1, 2, 3, 5,
10, 30 a 60 min. Samotné voltametrické méfeni probihalo v zékladnim elektrolytu, kterym byl
fosfatovy pufr (pH = 6,5). Pro dopamin byly proméfeny koncentrace 1-10° a 1-10™* mol/l. U
kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové bylo provedeno méfeni pouze pro vyssi koncentraci,
méfeni s nizS§i koncentraci nebylo vyhodnotitelné z divodu nizké proudové odezvy.
Parametry CV méfeni pro dopamin 1 DOPAC byly zminény diive v podkapitole Cyklicka

voltametrie.

Metoda elektrochemické impedanéni spektroskopie byla pouZita i pro méfeni se
specialné zkonstruovanou dvoukomorovou celou. Tato cela se sklada ze dvou oddélitelnych
sklenénych nadobek (vialek), mezi které lze umistit polykarbonatovy membranovy filtr a
v kazdé nadobce muZe byt jiny roztok, napt. v jedné nadobce zakladni elektrolyt a ve druhé
roztok analytu. V kazdé nadobce jsou dva otvory pro vlozeni elektrod. Méteni EIS bylo
realizovano online pifimo v nadobkach v ¢tytrelektrodovém zapojeni (Ctyfi platinové dratky o

praméru 0,5 mm). Mérna cela je zachycena na obr. 17.

Obr. 17. Dvoukomorova elektrochemicka cela pro méreni EIS v ctyrelektrodovém
zapojeni. Jako elektrody byly pouzity ctyri platinové dratky s priomérem 0,5 mm.
EIS méteni bylo provedeno pro ptipad, kdy byl v obou nadobkach zakladni elektrolyt
(PBS o pH 6,5) a byla sledovana zména kapacity a polarizacni rezistance v ¢ase. Méfeni bylo
realizovano s Cistym PC filtrem a s PC filtrem pokrytym vrstvou fosfolipidi. Obdobna méfeni
byla provedena v systému, kde v jedné z nadobek byl roztok dopaminu (c = 1-10 mol/l)
v prostiedi PBS o pH 6,5 a ve druhé nadobce byl isty elektrolyt (PBS o pH 6,5). Pro
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experimenty s elektrochemickou celou byl pouzit pouze dopamin, tato meéfeni nebyla

provedena s DOPAC. Parametry méfeni byly nasledujici:

o potencial: -100 mV
o rozsah frekvenci: 50 000 az 0,1 Hz
o amplituda: 10 mV

o technika ,,single-sine*

Potencial -100 mV byl zvolen ztoho divodu, Ze tato hodnota pfiiblizné odpovida

membranovému potencialu v realnych biologickych systémech [51].

3.3.10. Sledovani difize dopaminu pres PC filtr

Mezi nadobky elektrochemické cely byl umistén polykarbonatovy membranovy filtr.
Metodou square wave voltametrie v tfielektrodovém zapojeni (WE — GCE, RE — SCE,
CE — Pt dratek s primérem 0,3 mm) byla sledovana difize dopaminu ptes ¢isty PC filtr a ptes
PC filtr pokryty vrstvou fosfolipidi. Nejprve byly obé nadobky naplnény fosfatovym pufrem
0 pH 6,5 z divodu hydratace filtru a ustaleni podminek na filtru. Po dvou hodinach byl PBS
Z jedné nadobky odebran stifkatkou a nahrazen roztokem dopaminu (¢ = 1-10* moll/l)
v prostiedi PBS o pH 6,5. SWV méfeni bylo provadéno offline — roztoky z obou ¢asti cely
byly odebrany stiikackou a vlastni méteni probihalo v nadobce s vycorovou fritou pro méfeni
v malych objemech. Méfeni technikou SWV bylo provedeno v téchto ¢asovych intervalech: 1;
2; 3; 4,5 a 20 hod. Square wave voltamogramy byly zaznamenany pro roztoky z obou vialek a
sledovala se zména koncentrace dopaminu v obou prostorech. SWV meéteni bylo u kazdého
vzorku zopakovano dvakrat, pfi¢emz pracovni elektroda ze skelného uhliku byla mezi
jednotlivymi méfenimi mechanicky vy¢isténa na lestici tkaniné s aluminou. Parametry SWV
méfeni byly nastaveny takto:

o rozsah potenciali:  -100 mV az +800 mV

o potencidlovy krok: 3 mV

o amplituda: 80 mV
o frekvence: 40 Hz
o rychlost skenu: 120 mV/s
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3.3.11. Skenovani povrchu PC filtru pomoci AFM

Pomoci mikroskopu atomérnich sil (AFM) bylo provedeno skenovani povrchu
polykarbonatového membranového filtru. PC filtr byl uchycen na laboratornim sklicku a bylo
provedeno méfeni z lesklé i matné strany. Cilem bylo porovnat ¢isty PC filtr a PC filtr po
naneseni vrstvy fosfolipidl, pfedevSim Slo o zaznamenani zmén V oblasti pori. Pokryty PC
filtr byl pfipraven postupem popsanym v kapitole Pokryvani PC membranového filtru
fosfolipidy. Po procesu samouspoiadani dvojné vrstvy fosfolipida v roztoku NaCl (9 g/l) byl
pokryty PC filtr oplachnut ponofenim do destilované vody a vysuSen V atmosféie dusiku
(doba suseni byla zhruba 24 hodin). Pro vSechna méfeni byl pouzit hrot z nitridu kiemiku
(ScanAsyst-Air) s nominalni hodnotou rezonan¢ni frekvence 70 kHz a nominalni silovou
konstantou 0,4 N-m™. Viechny snimky byly mé&feny v PeakForce Tapping modu s rychlosti
zaznamu 0,3 nebo 0,5 Hz a zaznamenany s rozlisenim 512 pixeld. Ptipadny naklon vzorku byl

softwarové vyrovnan.

3.4. Vysledky

3.4.1. Dopamin

3.4.1.1. Cyklicka voltametrie

Na cyklickém voltamogramu dopaminu v prostfedi fosfatového pufru o pH 6,5
(obr. 18) jsou patrné dva pary redoxnich pikd. Cyklicky voltamogram pro méfeni s Cistou
GCE ukazuje anodicky pik s maximem pii 280 mV, ktery odpovida dvouelektronové oxidaci
dopaminu na pfislusny o-chinon, katodicky pik pii 160 mV pak odpovida redukci o-chinonu
na dopamin. Rozdil potencialti katodického a anodického piku je ptiblizné 120 mV a je vétsi
neZ teoretickd hodnota 29,5 mV pro dvouelektronovy dé¢j pii 25 °C, coZ znamena, Ze oxidace
dopaminu na o-chinon neni pIn¢ reverzibilni d&j. Skute¢nost, ze oxidace dopaminu je
kvazi-reverzibilni dé&j, potvrzuje i hodnota podilu vysek katodického a anodického piku, ktera
je mensi nez jedna. Dalsi katodicky pik pfi negativnim potencialu -220 mV nalezi redukci
cyklického dopaminochromu na leukodopaminochrom. Cyklicky chinon (dopaminochrom)
vznikl z o-chinonu po oxidaci dopaminu. Cyklizace o-chinonu probiha pii pH > 5. Anodicky
pik s maximem -150 mV odpovida oxidaci leukodopaminochromu na dopaminochrom
(oxida¢ni schéma dopaminu je uvedeno na obr. 10). Na cyklickém voltamogramu dopaminu

méfeném pomoci modifikované GCE je patrny maly posun pikdl ve srovnani s cyklickym
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voltamogramem naméienym pomoci ¢isté GCE. Tuto skutecnost 1ze vysvétlit tak, ze vrstva
fosfolipidit na povrchu elektrody ptsobi jako bariéra pro dopamin, ktery neni schopen
difundovat k elektrodovému povrchu tak rychle jako v piipadé, kdy byla k méfeni pouzita
¢ista uhlikova elektroda. Dalsi dasledek zpomaleni transportu dopaminu k elektrodovému
povrchu pies fosfolipidovou membranu je patrny z niz$i proudové odezvy namétené pomoci

modifikované elektrody ve srovnani s Cistou GCE.
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Obr. 18. Cyklické voltamogramy dopaminu (c = 5-10°° mol/l) naméiené pomoci cisté a modifikované
uhlikové elektrody. Zakladnim elektrolytem byl fosfatovy pufr (pH = 6,5)

3.4.1.2. Akumulace

Cilem méfeni bylo zjistit, zda se dopamin zadrzuje na povrchu elektrody, ptipadné ve
fosfolipidové vrstvé. Na obr. 19 a 20 jsou zobrazeny square wave voltamogramy naméfené za
pouziti Cisté a modifikované GCE v rtiznych ¢asovych intervalech, béhem nichz probihala
akumulace dopaminu. Na voltamogramech jsou patrné dva az tfi piky. Hlavni pik (pik C)
nalezi oxidaci dopaminu na O-chinon. Pfifazeni tohoto piku bylo provedeno na zakladé¢
srovnani potencialu piku na square wave voltamogramu s potencialem piku na cyklickém
voltamogramu. Piky A a B by mohly odpovidat oxidaci cyklického leukodopaminochromu na

dopaminochrom a oxidaci adsorbované formy DOPAC. Aby bylo mozné piky A a B
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jednoznacné identifikovat, byly provedeny dopliujici experimenty. Konkrétné byly zméfeny
CV a SWV dopaminu v prostedi fosfatového pufru o pH 3,5a9,5.

Cista GCE
:E‘ 3,0 o
S
3 pik C e Omin
g 2,5 ,\ ¢ 30 min
i ¢ 60 min
204 ‘g 90 mir?
| * 120 min
1,5 1
1,0 H X
0,5
0,0

T : . . . . : T : . |
-400 -200 0 200 400 600 800
potencial vs. Ag/AgCl (mV)

Obr. 19. Square wave voltamogramy z mereni akumulace dopaminu na cisté GCE.
Koncentrace dopaminu v roztoku byla 1-10® mol/l a jako zdkladni elektrolyt byl pouzit
Sfosfatovy pufr (pH = 6,5). Voltamogramy byly zméreny v nasledujicich casovych intervalech:
0, 30, 60, 90 a 120 min.

Modifikova GCE
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Obr. 20. Square wave voltamogramy z méreni akumulace dopaminu na modifikované GCE.
Koncentrace dopaminu byla 1-10° mol/I a jako zdkladni elektrolyt byl pouzit PBS o pH 6,5.
Voltamogramy byly zméreny v ndsledujicich ¢asovych intervalech: 0, 30, 60, 90 a 120 min.
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V prostiedi o pH 3,5 byla potlacena cyklizace o-chinonu, o ¢emz svédci absence
dvojice redoxnich pikil na cyklickém voltamogramu na obr. 21. Na cyklickém voltamogramu
naméfeném pii pH 3,5 je zfejmy posun redox potencialu vici méteni pii pH 6,5 0 +175 mV,
ktery pfiblizné odpovida teoretickému posunu o 59 mV/pH pro dvouelektronovou reakci

S vyménou dvou protontl.
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Obr. 21. Cyklické voltamogramy dopaminu (¢ = 1-10 mol/l). Zdkladnim elektrolytem byl fosfitovy
pufr o dvou riznych hodnotiach pH (pH = 3,5 a 6,5). K méreni CV byla pouzita cista GCE.

Pfi méfeni SWV v prostiedi o pH 3,5 byl vyrazny pik C odpovidajici oxidaci
dopaminu na o-chinon. Dale byl na voltamogramu pozorovatelny malo vyrazny pik B a pik A
zcela chybi (obr. 22). Ptifazeni jednotlivych pikii jsem provedla na zaklad¢é srovnani se
»Zakladnim®™ square wave voltamogramem naméfenym pii pH 6,5. Posun vSech pikd na
voltamogramu zméfeném v roztoku o pH 3,5 je cca +150 mV oproti pikiim na voltamogramu
z méfeni v prostiedi 0 pH 6,5. Je znamo, Ze v prostfedi o pH < 5 nedochazi k cyklizaci
o-chinonu [32]. Z uvedeného lze ptedpokladat, ze pik A nalezi oxidaci leukodopaminochromu

na dopaminochrom.

43



pH=3.,5

< %7
=
=
S 5-
2
4 4 « 1. SWV méfeni
2. SWV méfeni
3 4
2 -]
14
04 .
T T T T T T T g T T T " !

-400 -200 0 200 400 600 800
potencial vs. Ag/AgCl (mV)

Obr. 22. Square wave voltamogramy dopaminu (¢ = 1-10™ mol/l) na cisté GCE. Jako zékladni
elektrolyt byl pouzit fosfatovy pufr (pH = 3,5). SWV méreni bylo provedeno dvakrat za sebou za
stejnych parametrii a GCE nebyla mezi mérenimi cisténa.

V prostiedi o pH 9,5 je velka ¢ast molekul dopaminu neprotonizovana (pKa = 8,9 pro
aminoskupinu, pKs = 10,6 pro fenolovou skupinu [52]) a ochotné probiha cyklizace
o-chinonu na leukodopaminochrom. Na cyklickém voltamogramu naméfeném pii pH 9,5 jsou
patrné dve¢ dvojice piki, z nichz jedna dvojice odpovida redoxni reakci dopamin — 0-chinon a
druha dvojice charakterizuje redoxni d¢j leukodopaminochrom — dopaminochrom. Z obr. 23
je patny posun redox potencidlu vici cyklickému voltamogramu ziskanému v prostiedi o
pH 6,5. Rozdil ¢ini priblizné -145 mV, coz se blizi teoretickému posunu redox potencialii o

59 mV/pH pro reakci, kdy dochazi k vyméné dvou elektront a dvou protond.
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Obr. 23. Cyklické voltamogramy dopaminu (c = 1-10™ mol/l). Jako zdkladni elektrolyt byl pouzit

PBS o dvou riznych hodnotich pH (pH = 6,5 a 9,5). K méreni CV byla pouZita cista GCE.
Square wave voltamogram naméfeny pii pH 9,5 (obr. 24) potvrzuje, Ze pik A
odpovida oxidaci leukodopaminochromu na dopaminochrom, protoze v zasaditém prostredi je
podpotena cyklizace 0-chinonu. Pik B pravdépodobné nalezi kapacitnimu proudu. Ten vznika
v disledku adsorpce oxida¢niho produktu na povrchu elektrody a odpovida oxidaci
adsorbované formy. To, Ze na povrchu elektrody vznika adsorbovana vrstva, potvrzuje i fakt,
ze pik C pfi druhém SWV meéfeni je niz§i oproti prvnimu meéfeni. Dlvodem je, Ze

adsorbovana vrstva ztézuje difuzi molekul dopaminu z roztoku k elektrodovému povrchu.
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Obr. 24. Square wave voltamogramy dopaminu (¢ = 1-10”* mol/l) namérené cistou GCE. Jako
zakladni elektrolyt byl pouzit fosfatovy pufr (pH = 9,5). SWV mérent bylo provedeno dvakrat za
sebou se stejnymi parametry a pracovni uhlikova elektroda nebyla mezi mérenimi cisténa.
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Na obr. 25 je zobrazen souhrnny graf, ktery charakterizuje adsorpci dopaminu na
povrchu Cist¢ GCE a ve fosfolipidové vrstvé. U Cisté elektrody vSechny tfi piky s Casem
nartstaly. Nasyceni povrchu elektrody molekulami dopaminu probéhlo pomérné rychle,
zhruba po 25 minutach uz nedochézelo k vyraznym zménam. U modifikované elektrody piky
A a B s ¢asem nartstaly, naopak pik C se zmensoval. Nasvédcuje to tomu, ze ve fosfolipidové
vrstvé se hromadil oxidacni produkt (0-chinon a jeho cyklicky produkt) a difuze dalSich

molekul dopaminu z roztoku byla ztizena.
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Obr. 25. Souhrnny graf popisujici akumulaci dopaminu na povrchu cisté GCE a ve fosfolipidové
vrstvé. Méfeni bylo provedeno v roztoku dopaminu o koncentraci 1-10° mol/l a zdkladnim
elektrolytem byl fosfatovy pufr (pH = 6,5). Pouzitou voltametrickou technikou byla SWV.

3.4.1.3. Kalibraéni zavislosti

Z vysledkll méteni cyklické voltametrie bylo patrné, Ze modifikovand GCE dava nizsi
odezvu pro dopamin nez ¢ista GCE (obr. 18). Z kalibra¢niho grafu (obr. 26) je vSak ziejma
vyssi odezva pfi méfeni pomoci modifikované elektrody nez pti méfeni s Cistou elektrodou.
Duvod je ten, ze se uplatnila akumulace dopaminu ve fosfolipidové vrstvé béhem
30 s michani, které¢ ptfedchazelo SWV meéteni. Kalibrace naméfena Cistou GCE je linedrni
v celém rozsahu méfenych koncentraci (5-107 az 1-10° mol/l). Kalibraéni zavislost byla
prométena celkem tfikrat a z parametrti regresni ptimky byla dopocitana mez detekce, jejiz

hodnota ¢ini 0,6 umol/l. Nicméné signal pro dopamin byl méfitelny uz pii koncentraci
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0,5 umol/l. Kalibra¢ni zavislost naméfena s modifikovanou GCE je nelinearni a ma esovity

charakter.
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Obr. 26. Kalibracni zavislost dopaminu mérend na cisté a modifikované GCE metodou SWV.
Zakladnim elektrolytem byl fosfatovy pufr o pH 6,5.

3.4.1.4. Elektrochemicka impedanc¢ni spektroskopie

K vyhodnocovani dat naméfenych elektrochemickou impedanéni spektroskopii byl
jako ekvivalentni obvod zvolen Randlestiv obvod (obr. 15), ktery kombinuje dva rezistory a
jeden kondenzator. U ¢isté elektrody predstavuji rezistory odpor roztoku a polariza¢ni odpor
uhlikové elektrody, kondenzator odpovida kapacité vrstvy na povrchu elektrody, kterd vznika
v disledku pasivace elektrodového povrchu. U modifikované elektrody se predstava lisi tim,
7e kondenzator ptedstavuje kapacitu fosfolipidové vrstvy na povrchu elektrody. Vsechna
méfeni byla provadéna v roztoku ferrokyanidu draselného (¢ = 1 mmol/l) v 0,1 mol/l KCI,
proto se odpor roztoku u jednotlivych EIS méfeni vyraznéji neliSit. Na obr. 27 a 28 jsou
uvedeny Nyquistovy diagramy ziskané EIS méfenim s ¢istou a modifikovanou elektrodou. U
¢isté GCE se hodnoty impedance na ose y (imaginarni slozka impedance) pohybuji mirné nad
1 kQ, kdezto u modifikované elektrody jsou hodnoty imaginarni slozky impedance piiblizné
stokrat vyssi a dosahuji hodnot vice nez 100 kQ. Stejné tak lze porovnat hodnoty realné
sloZky impedance na ose x, které u Cisté GCE dosahuji hodnoty pfiblizné 3 k€, naproti tomu

u modifikované GCE je tato hodnota vyssi nez 20 k€.
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Obr. 27. Nyquistitv diagram ziskany EIS mérenim s cistou GCE. MéFeni bylo provedeno v roztoku
ferrokyanidu draselného (c = 1 mmol/l) a zdakladnim elektrolytem byl roztok KCI (¢ = 0,1 mol/l).
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Obr. 28. Nyquistiiv diagram ziskany EIS mérenim s pokrytou GCE v roztoku ferrokyanidu draselného
(c = 1 mmol/l). Jako zdkladni elektrolyt byl pouzit roztok KCI (c = 0,1 mol/l).
Z naméfenych frekvencénich charakteristik (Nyquistovych diagramt) vyhodnocenych pomoci
Randlesova obvodu byly vypocitany hodnoty kapacitni slozky a obou odporovych slozek. Pro
popis chovani systéma s Cistou elektrodou a elektrodou pokrytou fosfolipidovou vrstvou byly

pouzity vypoc¢tené hodnoty kapacitni slozky a hodnoty polariza¢ni rezistance.
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Ze vztahu pro kapacitu deskového kondenzatoru (rovnice 1) vyplyva piima umérnost
mezi kapacitou C a relativni permitivitou dielektrika &, a nepfima imérnost mezi kapacitou C
a tloust'’kou vrstvy na povrchu elektrody d.
S
C = g5, 3, )

kde C je kapacita kondenzatoru, & je permitivita vakua, & je relativni permitivita dielektrika

mezi deskami kondenzatoru, Sje plocha desek kondenzatoru a d je vzdalenost desek

kondenzéatoru.
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Obr. 29. Zavisiost kapacity na case. Data byla ziskdana EIS mérenim s uhlikovou elektrodou, kterda
byla definovanou dobu ponofena do roztoku dopaminu o koncentraci 1-10° a 1-10™* mol/I
Vv prostiedi PBS (pH = 6,5). Viastni EIS méreni bylo provedeno v roztoku ferrokyanidu draselného
(c = 1 mmol/l) a zakladnim elektrolytem byl roztok KCI (c = 0,1 mol/l).

Na obr. 29 je graficky vyjadfena zména kapacity Vv Case, po ktery byla elektroda
vystavena roztoku dopaminu. U C¢isté elektrody kapacita v prvnich deseti minutach klesala.
Pokles kapacity miize byt zplisoben nartastem tloustky vrstvy na povrchu elektrody, coz lze u
Cisté elektrody vysvétlit adsorpci latky z roztoku na elektrodovém povrchu. Po deseti
minutach byl elektrodovy povrch nasycen molekulami analytu a kapacita se vyrazné
neménila. U modifikované elektrody je trend opacny. Ze zacatku kapacita nartstala a po
deseti az tficeti minutach se jeji hodnota ustdlila. To znamena, Ze u modifikované GCE
dochdzelo ke zménam ve sloZeni, pfipadné i tloust’ce fosfolipidové vrstvy. Kladné nabity
dopamin se akumuloval ve vrstvé, pravdépodobné v disledku elektrostatickych interakci

protonizované aminoskupiny s fosfatovou skupinou v molekule fosfolipidd. Zvysena
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koncentrace polarizovatelnych castic ve vrstvé zplsobila narist relativni permitivity a tim 1

kapacity dvojvrstvy pozorovany v impedancnich spektrech. Coulombické sily piisobici mezi

nabitymi Casticemi ve vrstvé mohly rovnéz prispet ke stlaceni a tim k z(zeni a zkompaktnéni

fosfolipidové vrstvy, coz se mohlo také projevit nartistem kapacity v impedancnich spektrech.

Dalsi parametr, ktery charakterizuje zmény na elektrod¢, je polarizacni rezistance. Jeji

zavislost na Case je znazornéna na obr. 30. Trend zavislosti je pro Cistou i modifikovanou

elektrodu stejny — rezistance s ¢asem narustala. U cisté elektrody hodnota rezistance rostla cca

do tficeti minut, poté se jiz vyrazné¢ nemenila. Nariist odporu naznacuje narist adsorbované

vrstvy dopaminu na povrchu, ktera brani pienosu naboje mezi roztokem a povrchem

elektrody. V ptipadé modifikované elektrody narust odporu svédéi o zkompaktnéni

fosfolipidové vrstvy v diisledku akumulace dopaminu.
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Obr. 30. Zavislost polarizacni rezistance na case. Data byla namérena metodou EIS pomoci GCE,
kterd byla definovanou dobu ponorena do roztoku dopaminu o koncentraci 1-10° a 1-10* mol/l
Vv prostiedi PBS (pH = 6,5). Viastni EIS méreni bylo provedeno v roztoku ferrokyanidu draselného

(¢ = 1 mmol/l) a zakladnim elektrolytem byl roztok KCI (c = 0,1 mol/l).

Pro doplnéni dat ziskanych EIS métenim bylo provedeno méfeni cyklické voltametrie

ve stejnych casovych intervalech jako EIS. Na obr. 31 je graf, ktery charakterizuje vysledky

CV méfeni. Byla vyhodnocovana vyska piku odpovidajiciho oxidaci dopaminu na o-chinon.

Kiivky popisuji adsorpci dopaminu na povrchu elektrody, ptipadné jeho akumulaci ve

50



fosfolipidové vrstvé. Data pln€ koreluji s vysledky z EIS méfeni. Mnozstvi dopaminu
adsorbovaného na povrchu ¢isté elektrody s ¢asem rostlo. To odpovida poklesu kapacity (tedy
zvétSeni tloustky vrstvy) a narustu rezistance. U pokryté elektrody ma kiivka rovnéz
vzestupny charakter. Nartst vysky piku je vSak pomalej$i nez u ¢isté elektrody. To souhlasi s
predstavou, ze ackoliv celkova koncentrace dopaminu ve vrstvé s ¢asem narustd, jeho
mnozstvi, které se dostane k elektrodovému povrchu a zoxiduje se je mensi neZ u nepokryté
elektrody. Muze to byt zpiisobeno tim, ze akumulace dopaminu zplisobuje zkompaktnéni
vrstvy a tim zhorSeni jeji propustnosti pro dopamin, ktery tak zlstdva vazan v povrchové
vrstvé fosfolipidové membrany. Jingym vysvétlenim by mohlo byt, ze produkty oxidace
dopaminu zustavaji u elektrodového povrchu, blokuji ho a brani tak v ptistupu a v oxidaci

dalsim molekuldm dopaminu.
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Obr. 31. Zavislost vysky voltametrického piku na case. K méreni byla pouZita uhlikova elektroda,
kterd byla pied mérenim ponofena na definovanou dobu do roztoku dopaminu o koncentraci 1107
a 1-10™* mol/l v prostiedi PBS (pH = 6,5). Viastni CV méfeni bylo provedeno V cistém elektrolytu
(PBS 0 pH 6,5).

3.4.1.5. EIS méreni s PC membranovym filtrem

Prvni experiment s elektrochemickou celou, kdy byl mezi vialky umistén Cisty
polykarbonatovy membranovy filtr, bylo méfeni elektrochemické impedancni spektroskopie a

sledovani zmén kapacity a rezistance PC filtru s casem. Pro pfipad méfeni s ¢istym PC filtrem
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byl pouzit k vyhodnoceni namétenych dat jako ekvivalentni obvod Randlestiv obvod (obr.
15). Na obr. 32 je znazornén graf, ktery vyjadiuje zménu kapacity PC filtru v ¢ase. Jednotlivé
body v grafu odpovidaji méfeni v ¢asech 0, 5, 10, 15, 20, 60, 65, 70, 120, 125 a 130 min. Pfi
prvnim meéieni v ¢ase 0 min byla zjiSténa kapacita vyssi nez 1 000 puF. Uz po 5 min doslo
K vyraznému snizeni kapacity na hodnotu kolem 10 pF. Snizeni kapacity PC filtru béhem
prvnich péti minut je zpsobeno nasdknutim roztoku elektrolytu (fosfatového pufru o pH 6,5)
do poru filtru a zvétSenim jeho tloustky bobtnanim. Mirny narast kapacity béhem dvou hodin
muze souviset S polarizaci PC filtru béhem méfeni. Po 120 min jiz nebyly zmény kapacity
pfili§ vyrazné.
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Obr. 32. Zmeéna kapacity cistého PC membranového filtru v case. Oba prostory elektrochemické cely
byly naplnény fosfatovym pufrem (pH = 6,5).

Na obr. 33 je znazornéna zména rezistance PC membranového filtru v ¢ase. Odpor
filtru po 5 min vyrazné klesl, ale pfi méfenich opakovanych bezprostiedné po sobé mirné
narustal. Po 120 min se hodnota rezistance ustalila a dale uz se vyrazn¢ neménila. Z divodu
toho, Ze se hodnoty kapacity a rezistance po stodvacetiminutovém intervalu ustalily, byla tato
doba zvolena jako doba potiebna pro bobtnani PC membranového filtru a ustaleni podminek
na filtru v prostiedi fosfatového pufru (pH = 6,5) pfed naplnénim jedné cely roztokem

analytu.
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Obr. 33. Zména polarizacni rezistance cistého PC membranového filtru v ¢ase. V obou prostorech
merné cely byl umistén fosfatovy pufr (pH = 6,5).

Dalsi postup spocival ve sledovani zmén kapacity a rezistance PC membranového
filtru pokrytého vrstvou fosfolipidd, ktery byl vlozen mezi dvé komory elektrochemické cely.
K vyhodnocovani naméfenych dat byl vyuzit Randlestiv ekvivalentni obvod (obr. 15). Péry
filtru tvoti pouze zlomek z celkové plochy filtru a vétSina interakci fosfolipidi s dopaminem
se odehravala mimo pory. Z tohoto diivodu byl pti vyhodnocovani zanedban ptispévek port a

ziskané hodnoty kapacity a rezistance charakterizuji filtr pokryty vrstvou fosfolipida.

Na obr. 34 je znazornéna zména kapacity pokrytého PC filtru v ¢ase. EIS méfeni byla
provedena v ¢asovych intervalech 0, 10, 20, 60, 70, 120, 130 a 1 200 min. Hodnoty kapacity
se u pokrytého PC filtru pohybuji v fadu nF, kdeZto u Cistého PC filtru byly hodnoty v fadu
uF. Vyrazné nizsi kapacita u pokrytého PC filtru poukazuje na to, Zze doSlo K vyznamné
zméné dielektrika — vodny roztok iontd byl nahrazen mnohem méné vodivou vrstvou
fosfolipidii. Nartst tloustky filtru v disledku naneseni fosfolipidt se také promitne do snizeni
kapacity u pokrytého filtru, tento vliv je vSak oproti zméné dielektrika zanedbatelny. Z grafu
je patrny pokles kapacity pokrytého filtru v ¢ase, coz pravdépodobné souvisi s interakci
nabitych ¢astic ve fosfolipidové membrané€ s volnymi ionty ve fosfatovém pufru (pH = 6,5) a
s tvorbou mezifazi u povrchu membrany. Nejvétsi zmény kapacity se odehraly béhem prvnich
120 minut.
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Obr. 34. Zmeéna kapacity pokrytého PC filtru v ¢ase. Oba prostory elektro(chel)nické cely byly
naplnény PBS o pH 6,5.

Zména rezistance pokrytého PC filtru v Case je graficky znazornéna na obr. 35.
Hodnoty odporu pokrytého PC filtru jsou ve srovnani s hodnotami rezistance pro Cisty filtr
mnohem vyssi. U pokrytého PC filtru odpor s ¢asem nartstal a po 20 hod (1 200 min) byl
zaznamenan jeho pokles. Ten miize souviset s naruSenim fosfolipidové vrstvy na povrchu
filtru, protoze fosfolipidova membrana ma omezenou stabilitu a ,,dobu zivotnosti“. Po 20 hod
kontaktu pokryté membrany s PBS (pH = 6,5) lze uvazovat, ze fosfolipidovd membrana jiz

nebyla dostate¢né stabilni a mohlo dojit k vymyvani fosfolipidi a k ¢astecnému naruseni
dvojvrstvy.

o0

(=3

S
J

3 m
750 3 o

700 3 ‘
650 3
600 3

550 P ‘

polarizacni rezistance (Q)

s00d \\
450 3
400 3
350 3

300

R e e I B e e o e s e i 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 1200 1205

¢as (min)
Obr. 35. Zména polarizacni rezistance pokrytého PC membranového v case. Oba prostory mérné cely
byly naplnény fosfatovym pufrem (pH = 6,5).
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Po uvodnich experimentech, kdy byla elektrochemicka cela naplnéna fosfatovym
pufrem (pH = 6,5), nasledovala EIS méteni, pii kterych byl PBS v jedné z vialek vyménén za
roztok dopaminu (c = 1-10™* mol/l) v prostiedi PBS o pH 6,5. Elektrochemicka cela byla
naplnéna fosfatovym pufrem o pH 6,5 po dobu 120 min. Tato doba byla na zaklad¢ vysledka
zjisténych predchozimi méfenimi stanovena jako optimalni doba pro bobtndni a ustaleni
podminek na PC filtru. Po uplynuti 120 min byl PBS v jedné vialce vyménén za roztok
obsahujici dopamin. Koncentrace dopaminu byla 1000x nizs$i nez koncentrace fosfatového
pufru (c = 0,1 mol/l). Zmény impedan¢nich charakteristik byly v porovnani s ¢istym

elektrolytem nepatrné.

Na obr. 36 je graf znazornujici zménu kapacity v ¢ase u PC membranového filtru
pokrytého vrstvou fosfolipidi. EIS meéfeni byla provedena v nésledujicich casovych
intervalech: 0, 15, 30, 45, 60, 120 a 1 200 min. Trend je stejny jako u méfeni, kdy byl v obou
vialkach cely fosfatovy pufr o pH 6,5 (obr. 34). Koncentrace dopaminu (c = 1-10™ mol/l) byla
1000x nizsi nez koncentrace PBS (¢ = 0,1 mol/l) a vliv dopaminu na kapacitu pokrytého filtru
je zanedbatelny. Rozdil se projevil az po 20 hod (1 200 min), kdy kapacita dale klesla, coz

mohlo byt disledkem inkorporace dopaminu do fosfolipidové membrany.
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Obr. 36. Zmeéna kapacity pokrytého PC membrdnového filtru v ¢ase. Jedna strana filtru byla

vystavena fosfitovému pufru (pH = 6,5), druhd strana roztoku dopaminu (c = 1-10™* mol/l) v PBS o
pH 6,5. Pred mérenim byl filtr ponechdan 120 min v prostredi fosfatového pufru (pH = 6,5).
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Na obr. 37 je znazornéna zména odporu pokrytého PC membranového filtru v case.
Rezistance s ¢asem nartstala. Prvnich 120 min nebyl narGst pfili§ vyrazny, ale po 20 hod
(1200 min) rezistence narostla o témér 4 kQ. Narast odporu s velkou pravdépodobnosti
souvisi se zaclenénim dopaminu do fosfolipidové membrany a se zménami v kompaktnosti

vrstvy vyvolanymi jeho inkorporaci.
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Obr. 37. Zména polarizacni rezistance pokrytého PC membrdnového filtru v case. Jedna strana filtru
byla vystavena fosfatovému pufiu (pH = 6,5), druhd strana roztoku dopaminu (c = 1-10™ mol/l). Pred
merenim byl filtr ponechan 120 min v prostiedi fosfatoveho pufru (pH = 6,5).

3.4.1.6. Sledovani difuze pres PC filtr

Diftze dopaminu pifes PC membranovy filtr byla sledovana tak, Ze po urcitych
casovych intervalech byly odebrany roztoky zobou nadobek — z prostoru zékladniho
elektrolytu a z prostoru sroztokem dopaminu — a bylo provedeno SWV méfeni. Na
voltamogramech byl sledovan pik odpovidajici oxidaci dopaminu na o-chinon. Nejprve byla
sledovana difuze dopaminu do prostoru zakladniho elektrolytu (PBS o pH 6,5) ptes nepokryty
PC filtr, kdy koncentrace roztoku dopaminu v jedné z vialek byla 1-10° mol/l. V prostoru
zakladniho elektrolytu nebyl po 1; 2; 3 ani 4,5 hodinach patrny pik dopaminu. Roztoky byly
Vv cele ponechany ptes noc a po 20 hod bylo provedeno SWV méfeni. Koncentrace dopaminu
Vv prostoru s roztokem dopaminu a v prostoru se zakladnim elektrolytem se téméf vyrovnaly

(obr. 38). Difuze ale byla pfili§ pomala, proto byl proveden stejny experiment s roztokem
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dopaminu o vyssi koncentraci (¢ = 1:10™ mol/l), aby bylo dosaZeno vé&tsiho koncentraéniho

gradientu, ktery by mél urychlit difizi dopaminu pies PC membranovy filtr.
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Obr. 38. Square wave voltamogramy roztokii odebranych z obou vialek mérné cely — z prostoru se
zdkladnim elektrolytem (modrd krivka) a z prostoru s roztokem dopaminu (cervend krivka). Méreni
bylo provedeno po 20 hod difuzi dopaminu pres PC membranovy filtr

Diftze byla v piipadé pouZiti roztoku dopaminu o koncentraci 1-10™* mol/l skute¢né
rychlejsi. Jiz po jedné hodin€ byl v roztoku odebraném z prostoru se zékladnim elektrolytem
patrny pik dopaminu. Na obr. 39 je zndzornéno, jak se v ¢ase ménila odezva dopaminu
v prostoru se zakladnim elektrolytem a v prostoru s roztokem dopaminu. Graf znazornuje
diftzi dopaminu pies Cisty a pokryty PC membranovy filtr. V pfipad¢ €istého filtru byl signal
dopaminu v prostoru zakladniho elektrolytu méfitelny jiz po 1 hod a dale s Casem nartstal.
Pik DA v prostoru s roztokem dopaminu nejprve klesal, ale po 20 hod je patrny nartst vysSky
piku. V pfipadé, kdy byl mezi vialky mémé cely vloZen pokryty PC filtr, nebyl pik DA
Vv prostoru ZE patrny ani po 4,5 hod. Naproti tomu vyska piku DA v prostoru s roztokem
dopaminu ze zacatku klesala. Tyto informace svédc¢i o tom, Ze se dopamin zadrzel na PC filtru
pokrytém fosfolipidy. Po 20 hodinach byl v prostoru ZE méfitelny pik dopaminu a pik
v prostoru s DA se zvétsil. Mohlo dojit k nasyceni fosfolipidové membrany dopaminem a
k jeho prichodu pfes membranu. Dal§i moznost, ktera by pfipadala v Gvahu je, ze doslo
k naruseni fosfolipidové membrany. Toto vysvétleni je v rozporu s informacemi ziskanymi
EIS. Kdyby doslo k naruseni membrany, rezistance by klesla, nebyl by pozorovan jeji narist
(obr. 37).
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Obr. 39. Difiize dopaminu pres cisty a pokryty PC membrdanovy filtr. Data byla ziskana SWV mérenim
roztokii z obou nadobek mérné cely — v jedné nadobce byl ZE (fosfatovy pufi o pH 6,5) a ve druhé
roztok dopaminu (¢ = 1-10* mol/l) v PBS o pH 6,5. Byla vyhodnocena vyska oxidacniho piku
dopaminu. Jednotlivé body odpovidaji mérenim po 1; 2; 3; 4,5 a 20 hod.

3.4.1.7. Skenovani povrchu PC filtru pomoci AFM

Pomoci mikroskopu atomarnich sil byl skenovan povrch polykarbonatového
membranového filtru. Jak bylo zminéno dfive, leskld a matna strana PC filtru se 1i8i. Na obr.
40 je snimek lesklé strany PC filtru. Tmavs$i mista na snimku odpovidaji oblastem s vétsi
hloubkou. Povrch filtru je pomérn€ hladky. Tmavé pory jsou velmi dobfe patrné, maji na
filtru nepravidelné rozmisténi a dobfe definovany primér. Nejsvétlej$i mista na snimku jsou
mista s nejveétsi vySkou a odpovidaji necistotam na povrchu filtru. Na obr. 41 je AFM snimek
matné strany PC membranového filtru. Povrch z matné strany neni zdaleka tak hladky jako na
lesklé strané a nejsou zde ani patrné pory. Z tohoto divodu byla zvolena pro pokryvani

fosfolipidy leskl4 strana filtru.
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400.0 nm
Obr. 40. AFM snimek povrchu lesklé strany PC membranového filtru. Vyskovy profil v Fezu
vyznaceném bilou carou je na obr. 43.

400.0

Obr. 41. AFM snimek matné strany PC membrdnového filtru.

Na obr. 42 je snimek lesklé strany PC membranového filtru, kterd byla pokryta
vrstvou fosfolipidt. Je patrny vyrazny rozdil mezi lesklou stranou Cistého a pokrytého filtru.
Pory jsou na snimku jen téZko identifikovatelné a cely povrch ma jiny charakter nez povrch
Cistého filtru. Rozdily mezi lesklou stranou ¢istého a pokrytého filtru jsou dobie patrné i
z vySkového profilu na obr. 43. Profilovy fez je vyznacen na odpovidajicich snimcich (obr. 40
a 42) bilou carou V jejich dolni ¢asti. Kiivku vySkového profilu Cistého filtru charakterizuji

ostré nerovnosti na povrchu filtru, kdezto u pokrytého filtru jsou tyto nerovnosti ,,vyhlazeny*
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nanesenou vrstvou fosfolipidi. Oblasti kiivek, které zasahuji do negativnich hodnot vysky

kolem -10 az -15 nm odpovidaji pérum filtru.

400.0 nm

Obr. 42. AFM snimek povrchu lesklé strany PC membrdnového filtru pokryté vrstvou fosfolipidii.
Vyskovy profil v Fezu vyznaceném bilou carou je na obr. 43.

cisty filtr
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Obr. 43. Vyskovy profil odpovidajici leskié strané cistého a pokrytého PC membranového filtru.
Skenovani povrchu filtru bylo provedeno pomoci AFM.
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3.4.2. 3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina

3.4.2.1. Cyklicka voltametrie

Na cyklickém voltamogramu 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny (obr. 44) je patrny
pouze jeden par redoxnich pikd. Anodicky pik s maximem pii potencialu +650 mV odpovida
oxidaci 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny na o-chinon. Katodicky pik s maximem pii
potencialu -120 mV nalezi zpétné redukci 0-chinonu na DOPAC. Na prvni pohled je ziejmé,
ze katodické piky nejsou stejné velké jako piky anodické a vzdalenost potenciala piki je vétsi
nez teoreticka hodnota 29,5 mV (pro dvouelektronovy déj pii 25 °C). To znamena, Ze redoxni
déj neni reverzibilni. Na cyklickém voltamogramu naméfeném pomoci modifikované
uhlikové elektrody je zfejmd niz$i odezva v porovnani s cyklickym voltamogramem

naméfenym s Cistou GCE.

20 —

« zakladni elektrolyt
154 « Cistd GCE
modifikovana GCE

proud (nA)

10

-5

-10 4

r—+~ 1 ‘+ T+ T ‘* T * T ‘*+ T * T * T * 1
-600 -400 -200 0 200 400 600 800 1000 1200

potencial vs. Ag/AgCl (mV)
Obr. 44. Cyklické voltamogramy 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny namérené s Cistou a

modifikovanou GCE. Méreni bylo provedeno v roztoku DOPAC o koncentraci 1 mmol/l a
zakladnim elektrolytem byl fosfatovy pufr o pH 6,5.
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3.4.2.2. Akumulace

Na square wave voltamogramech 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny namétenych s
¢istou a modifikovanou GCE (obr. 45 a 46) v riznych Casech stani elektrody v méfeném
roztoku bez obnovy jejiho povrchu jsou patrné dva piky. Vyjimkou jsou voltamogramy
naméfené v ¢ase 0 min, tedy ihned po ponofeni elektrody do roztoku obsahujiciho analyt, na
kterych pik A chybi. Z toho lze usuzovat, ze pik A pii potencialu +250 mV odpovida
adsorbovanému oxidacnimu produktu vytvorenému pii prvnim SWYV skenu. Hlavni pik (pik
B), ktery mad maximum mezi +500 az +650 mV, pak odpovida oxidaci volné DOPAC
z roztoku. Posun potencialu piku B je zplsoben pasivaci elektrody. Na povrchu elektrody
dochazelo K utvateni vrstvy v disledku adsorpce oxidaéniho produktu, a proto byla ztizena
difuze dalsi 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny z roztoku k elektrodovému povrchu. Stejny
trend jako u akumula¢nich méfeni s ¢istou uhlikovou elektrodou je patrny i na square wave
voltamogramech namétenych s modifikovanou GCE (obr. 46). Zde je zietelna vyssi intenzita

piku A v dasledku zadrzeni oxida¢niho produktu u elektrodového povrchu lipidovou vrstvou.

Cista GCE
Z
> pik B
=
=
=
8. 5
| ¢+ (O min y
*+ 30 min [
4 5 *+ 60 min
| 90 min
120 min
3
2 -
| pik A
L \,O
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0 200 400 600 800

potencial vs. Ag/AgCl (mV)

Obr. 45. Square wave voltamogramy z méreni akumulace DOPAC na cisté uhlikové elektrodé. Byl
pouzit roztok 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny o koncentraci 5-10™ mol/l a zdkladnim
elektrolytem byl fosfatovy pufi o pH 6,5. Jednotlivé voltamogramy odpovidaji 0, 30, 60, 90 a 120
minutove akumulaci DOPAC na elektrodovém povrchu.
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Obr. 46. Square wave voltamogramy charakterizujici akumulaci DOPAC ve fosfolipidové vrstve,
kterou byla modifikovana uhlikova elektroda. K méreni byl pouzit roztok DOPAC o koncentraci
5-10* mol/l. Zikladnim elektrolytem byl PBS (pH = 6,5). Voltamogramy byly naméreny
Vv nasledujicich casovych intervalech po ponoreni GCE do roztoku 3,4-dihydroxyfenyloctové
kyseliny: 0, 30, 60, 90 a 120 min.

Z divodu prokazani toho, ze pik A pfi potencidlu +250 mV nalezi skutecné
oxida¢nimu produktu 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny, byl proveden dopliujici
experiment. Na &istou elektrodu ponofenou v roztoku DOPAC (¢ = 5-10™ mol/l) byl po dobu
péti minut vkladan konstantni potencial +500 mV. Béhem této doby probihala oxidace
DOPAC na o-chinon a jeho akumulace na elektrodovém povrchu. Nasledné byl roztok
v mérné cele vymeénén za Cisty elektrolyt (PBS o pH 6,5) a byl zméfen SWV. Potencial piku
na square wave voltamogramu ziskaného po oxidaci (obr. 47) odpovida potencialu piku
oxida¢niho produktu, ktery se adsorboval na elektrodovém povrchu, jak je patrné z porovnani

s voltamogramem na obr. 45.
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Obr. 47. Square wave voltamogram pro adsorbovany oxidacni produkt DOPAC naméreny s Cistou
GCE. Na elektrodu byl po dobu 5 min vkladan potencidal +500 mV v roztoku DOPAC
(c = 5:10™ mol/l) se zdkladnim elektrolytem PBS o pH 6,5. Po oxidaci byla elektroda ponoiena do
cistého elektrolytu a bylo provedeno SWV méreni.

Na obr. 48 je graf shrnujici vysledky méfeni akumulace DOPAC na Cdisté i
modifikované elektrodé ze skelného uhliku. Trendy jsou u obou typu elektrod obdobné.
Velikost piku A, ktery odpovida adsorbovanému oxida¢nimu produktu, ze zacatku s Casem
narlsta, ale po 30 aZ 50 minutich se jeho vySka jiZ vyrazné neméni. To znamend, Ze
elektrodovy povrch, respektive fosfolipidova dvojvrstva, jsou pomérné rychle nasyceny
molekulami o-chinonu. Pik B, ktery odpovida oxidaci DOPAC z roztoku, s casem klesa.
Nejvétsi zmény se odehraly béhem prvnich 30 minut. Z prub&hu kiivek v grafu je patrné, ze
s Casem se na elektrodovém povrchu, ptipadné fosfolipidové membrang, utvofila vrstva

adsorbovaného oxida¢niho produktu, ktera branila difazi molekul DOPAC z roztoku
K elektrod¢.
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Obr. 48. Graf shrnujici vysledky akumulacnich méreni s cistou a modifikovanou GCE. Méreni bylo
provedeno technikou SWV. Koncentrace roztoku DOPAC byla 5-10* mol/I a jako zdkladni
elektrolyt byl pouzit fosfitovy pufi o pH 6,5.

3.4.2.3. Kalibracni zavislosti

Metodou SWV byly méteny kalibra¢ni roztoky 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny o
koncentracich 5-10° az 5-10™ mol/l (s ¢istou GCE) a 1-10® az 1-10™ mol/l (s modifikovanou
GCE). U kalibra¢nich roztok s nejniz§imi koncentracemi nebyly na square wave
voltamogramech patrné piky, takze pro méteni s ¢istou GCE byly vyhodnocovany piky az od
koncentrace 2-10” mol/l a pro méfeni s modifikovanou GCE byly piky patrné az v roztoku
s trojnasobnou koncentraci, tedy 6-10° mol/l. Kalibratni zavislosti jsou nelinearni v celém
svém rozsahu (obr. 49). Primérné hodnoty ziskané ze tii opakovanych méfeni kalibraéni
zavislosti s modifikovanou GCE maji vysokou smérodatnou odchylku. Je to z toho divodu,
ze fosfolipidova vrstva nanesend na povrch elektrody je pokazdé jedine¢na. Variabilni je napf.
jeji tloust’ka a sloZeni, protoZe asolectin je smési fosfolipidii a dalSich latek. Tato smés je sice
smési homogenni, ale nelze zarucit, Ze bude tato homogenita dodrzena v modelové membrané
na povrchu elektrody. Nicméné trendy kalibracnich zévislosti byly ve vSech sériich méfeni
stejné, jak je vidét na obr. 50. Esovity prubéh kalibra¢nich kiivek lze vysvétlit na zakladé
Frumkinovy izotermy [53]. Podstatou je, Ze pii nizkych koncentracich je v roztoku malé

mnozstvi Castic analytu, které neinteraguji s elektrodou, respektive s fosfolipidy. S rostouci
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koncentraci se zvySuje mira interakce a dochazi k adsorpci Castic analytu na elektrodovém
povrchu, respektive na fosfolipidové dvojvrstvé. V oblasti nejvysSich koncentraci probiha

adsorpce do dalsi vrstvy. Tyto tfi procesy charakterizuji jednotlivé oblasti esovitych kiivek.
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Obr. 49. Kalibracni zavislosti pro DOPAC naméiené s cistou a modifikovanou GCE
metodou SWV. Zdkladnim elektrolytem byl PBS o pH 6,5.
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Obr. 50. Kalibracni zavislosti pro DOPAC naméiené metodou SWV pomoci
modifikované GCE. Jako zdkladni elektrolyt byl pouZit fosfatovy pufir o pH 6,5. Kiivky
odpovidaji trem opakovanim méreni stejné kalibracni Fady (vZdy s nové pokrytou
uhlikovou elektrodou).
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3.4.2.4. Elektrochemicka impedan¢ni spektroskopie

Zpusob vyhodnocovani dat namétenych elektrochemickou impedanéni spektroskopii
pro DOPAC byl stejny jako u méfeni s dopaminem. Podobné jako u dopaminu kapacita Cisté
elektrody klesala s casem, po ktery byla GCE v kontaktu s DOPAC. Pokles kapacity miize byt
vysvétlen naristem tlouStky adsorbované vrstvy na povrchu elektrody. U modifikované GCE
kapacita v ¢ase nardstala. TO znamena, ze anion 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny podobné
jako dopamin ovlivnil uspofadani fosfolipidové dvojvrstvy.
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Obr. 51. Zavislost polarizacni rezistance na ¢ase. Hodnoty byly ziskany EIS mérenim s uhlikovou
elektrodou, kterd byla definovanou dobu ponovena do roztoku DOPAC o koncentraci 1-10° a 1-10™
mol/l v prostredi PBS o pH 6,5. Samotné EIS méreni probihalo v roztoku ferrokyanidu draselného
(c = 1 mmol/l) a zakladnim elektrolytem byl roztok KCI (¢ = 0,1 mol/l).

Na obr. 51 jsou zobrazeny zmény polarizaéniho odporu Vv ¢ase pii méfeni s Cistou a
modifikovanou uhlikovou elektrodou. U ¢isté elektrody odpor s ¢asem nartstal, coz koreluje
s piedchozimi poznatky, ze se DOPAC adsorbovala na elektrodovém povrchu a blokovala ho
pro pienos naboje. U méfeni s fosfolipidy modifikovanou elektrodou, kdy byl pouzit roztok
DOPAC o koncentraci 1-10® mol/l, rezistance v ¢ase klesala, coZ naznaduje, 7e piisobenim
DOPAC dochazelo ke zvyseni vodivosti fosfolipidové dvojvrstvy. To by mohlo byt
zpusobeno napf. zvySenim koncentrace nabitych ¢astic na povrchu fosfolipidové vrstvy.
Anionty DOPAC, které jsou v roztoku o pH 6,5 ptevladajici formou (pKa = 4,42 [54]),

mohou interagovat s kladnym nabojem nekterych funkénich skupin polarni ¢asti fosfolipida
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(napt. cholinu). Komplikovangjsi prubéh rezistance v case byl pozorovan pii vyssi
koncentraci DOPAC 1-10“ mol/l. Rezistance bshem prvnich pé&ti minut klesla, po 10
minutach ale narostla a dale se pfili§ neménila. K nartstu odporu mohlo dojit v dasledku
zvyseni koncentrace iontd na povrchu fosfolipidové vrstvy — anionti DOPAC a kationtt
sodnych kompenzujicich naboj karboxylatu. Lokalné¢ zvySena koncentrace iontd U povrchu
fosfolipidové vrstvy mohla zpUsobit jeji stlaceni, ¢imz se zvysila kompaktnost vrstvy, a to se

projevilo nartistem rezistance.

Vysledky ziskané EIS métfenim byly dale doplnény o méieni cyklické voltametrie ve
stejnych Casovych intervalech. Na obr. 52 jsou znazornény cyklické voltamogramy naméiené
s ¢istou GCE po 1 a 60 min. Po uvedenou dobu byla elektroda v kontaktu s analytem, poté
byla z roztoku DOPAC vyjmuta, oplachnuta, vlozena do Cistého elektrolytu a byl zaznamenan
cyklicky voltamogram. Na voltamogramech jsou vyrazné Spicaté kapacitni piky, jejichz vyska
prvnich 10 min nartistala a poté zlstala konstantni (obr. 53). Znamena to, ze DOPAC se
spontann¢ adsorbuje na povrchu elektrody, pfi€emz po 10 min je elektrodovy povrch plné
obsazen a proud kapacitniho piku dal neroste. Tvar kapacitnich proudovych maxim by se dal
vysvétlit zménou orientace spontanné adsorbovanych iontt DOPAC (otoceni nebo pieklopeni

iontu na elektrodovém povrchu), které se nasledné oxiduji pii potencialu +400 mV.
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Obr. 52. Cyklické voltamogramy DOPAC. Méreni bylo provedeno s cistou GCE, kterd byla
definovanou dobu ponoiena do roztoku DOPAC o koncentraci 1-10™* mol/l v prostiedi PBS o pH 6,5.

Samotné meéreni CV probihalo v roztoku ferrokyanidu draselného (c = 1 mmol/l) a zakladnim
elektrolytem byl roztok KCI (¢ = 0,1 mol/l).
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Na obr. 53 je graficky zndzornéna Casova zavislost vysky piku méfena s Cistou GCE a
s fosfolipidy modifikovanou elektrodou. Na voltamogramech potizenych s modifikovanou
elektrodou nebyla kapacitni maxima pozorovana, nebot byla potlacena piitomnosti
fosfolipidové vrstvy (ionty DOPAC se nemohou ve vrstvé tak snadno reorientovat). Proto
jsou v grafu vyneseny mnohem nizsi proudy odpovidajici piku oxidace DOPAC akumulované
ve vrstvé. Proud piku se v 10. minuté snizil a s dal§im ¢asem jiz nerostl. To je v souladu s
pozorovanim narustu rezistance a s predstavou, ze od urcité koncentrace dojde ke stlaceni a
zkompaktnéni vrstvy, ¢imz se stane hlfe propustnou pro pfenos naboje, a to se projevi

poklesem proudu oxidace adsorbované DOPAC.
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Obr. 53. Zavislost vysky piku z cyklického voltamogramu na case. Cistd a modifikovand GCE byly

pred méFenim ponoreny na definovanou dobu do roztoku DOPAC o koncentraci 1-10™* mol/l v
prostredi fosfatového pufiu (pH = 6,5). Viastni CV méreni bylo provedeno v PBS.
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4. 7.aveér

Zamérem diplomové prace bylo sledovat elektrochemické chovani dopaminu a
3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny vybranymi metodami. Konkrétné byla pouzita cyklicka
voltametrie, square wave voltametrie a elektrochemicka impedanc¢ni spektroskopie. Méfeni
bylo realizovano s pracovni elektrodou ze skelného uhliku, ktera byla pouzita jak v nativnim
stavu, tak modifikovana vrstvou fosfolipidi. Acidita prostfedi byla nastavena fosfatovym
pufrem na pH 6,5. Za téchto podminek je dopamin pfitomen v roztoku jako kation a DOPAC
je ve form¢ aniontu. Byla testovana interakce zkoumanych iont s fosfolipidy a také vliv

modifikace elektrody na citlivost odezvy analyta.

Cyklickou voltametrii byla zaznamenana niz$i proudova odezva dopaminu i
3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny na modifikované elektrod¢ oproti ¢isté GCE. Vzhledem
Kk tomu, ze se dopamin siln¢ akumuloval ve fosfolipidové membrang, vykazovaly kalibra¢ni
zavislosti vy$$i hodnotu smérnice, a tedy vyssi citlivost na modifikované elektrodé¢, coz by
mohlo byt vyuzito k analytickym tc¢eliim. Nicméné modifikace uhlikové elektrody fosfolipidy
ma fadu nevyhod a omezeni. Proces pfipravy fosfolipidové dvojvrstvy na elektrodovém
povrchu je pomérné zdlouhavy a nikdy nelze pripravit iplné¢ stejné membrany s definovanymi
vlastnostmi, kazdd nova fosfolipidovd membrana je svym zpiisobem jedinecnd. Pro kazdé
méfeni je potieba pfipravit novou fosfolipidovou dvojvrstvu, ¢emuz predchazi pomérné
dlouhy proces c¢isténi elektrody od fosfolipidi. A dalsi nevyhodou je omezend stabilita
membrany, kterd se pohybuje v fadu nékolika hodin, pfi¢emz je nutné membranu uchovavat

v roztoku.

Interakce fosfolipidi s analyty byla studovana také metodou elektrochemické
impedancni spektroskopie. Byla sledovana zména kapacity a rezistance fosfolipidové
dvojvrstvy v disledku interakce s analyty. Dopamin zptsobil narust kapacity fosfolipidové
membrany v ¢ase, coz muze souviset Sjeho inkorporaci do povrchové ¢asti vrstvy a se
snizenim tloustky membrany. Obdobny trend byl zjistén i pro DOPAC. K naristu kapacity
pravdépodobné doslo v dasledku vzniku tésnéjsiho usporadani fosfolipidové membrany kvuli
interakci s analyty. Ob¢é latky — dopamin i DOPAC — mohly podpofit zkompaktnéni
fosfolipidové dvojvrstvy. U dopaminu toto tvrzeni potvrzuje fakt, ze rezistance s ¢asem rostla
— zvySoval se odpor proti pfenosu naboje mezi roztokem a elektrodovym povrchem. Pro

kyselinu 3,4-dihydroxyfenyloctovou byl trend ponékud odlisny: v zavislosti na jeji
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koncentraci rezistance nejprve s casem klesala a pak vzrostla. Rozdilné chovani je

pravdépodobné zplisobeno opacnymi naboji ¢astic analytl v pouzitém prostiedi.

Pro dopamin byly dale provedeny experimenty se specialné zkonstruovanou
elektrochemickou celou, ktera umoznila vlozit mezi dvé nadobky cely polykarbonatovy
membranovy filtr a odd¢lit tak dva prostory s riznymi roztoky. Pro méfeni s celou bylo
aplikovano EIS méfeni ve Ctyfelektrodovém zapojeni, pomoci kterého byla sledovana zména
kapacity a rezistance polykarbonatového filtru. Dale byla vyuzita metoda square wave
voltametrie pro sledovani difaze dopaminu pfes Cisty PC filtr a pies PC filtr pokryty vrstvou
fosfolipidi. Na zadklad¢ vysledki téchto experimentii se da piedpokladat, ze dopamin
fosfolipidovou membranou neprochazi, ale zabudovava se do ni. Koncentrace dopaminu
v prostoru s roztokem dopaminu s ¢asem klesala, ale ve druhé nadobce s Cistym elektrolytem

koncentrace dopaminu nenarustala, jak by se dalo o¢ekavat.

Experimenty se specialni celou byly prvotni studii, ktera méla prokazat principialni
funkénost systému. Pro dal$i méfeni s celou bude zcela nezbytna dikladna optimalizace
zahrnujici volbu materialu a prostorového usporadani elektrod, zajisténi konstantni plochy
vSech elektrod, volbu koncentrace zakladniho elektrolytu, vzdalenost elektrod od PC filtru a
mnoho dal§ich parametrt. Experimenty s elektrochemickou celou umoznujici oddélit dva
roztoky PC filtrem pokrytym fosfolipidy a sledovat tak difuzi latek skrze modelovou
fosfolipidovou membranu jsou zajimavym vyhledem do budoucna. Jak bylo zminéno, méfeni
s celou popisované v této diplomové praci bylo pouze pilotnim experimentem a ziskané
vysledky jsou na trovni hypotéz. Pro jejich potvrzeni by bylo nutné diikladné optimalizovat
méfeni s celou, coz by umoznilo mimo jiné lépe interpretovat data ziskand méfenim

elektrochemickou impedancni spektroskopii.
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