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1. Uvod

Extrak¢ni voltametrie je elektrochemickd metoda, pfi které se pomér signal/Sum zlepSuje
prekoncentraci analytu na elektrodé¢ pfed samotnym méfenim. Oproti obvyklé adsorpéni
rozpoustéci voltametrii zde dochazi k adsorpci/extrakci analytu bez vyuziti vnéjsiho
potencialu. K tomu je potieba elektrody z vhodného materialu, do kterého se dana latka
bude snadno extrahovat. Vhodnad je uhlikova pastova elektroda, tvofend uhlikovym
praskem a parafinovym ¢i silikonovym olejem. Pfi stanoveni biologicky aktivnich latek je
také mozné extrahovat latky modifikaci elektrody (napt. GCE) fosfolipidovou membranou,

ktera simuluje realnou biologickou membranu.

Z dtvodu slozité struktury biologickych membran jsou pro vyzkum vyuzivané
modelové fosfolipidové dvojvrstvy, které jsou sice ve srovnani s redlnou biologickou
membranou velmi zjednodusSené, ale maji stejné fyzikalni vlastnosti, coz umoZziuje
studovat tyto vlastnosti. Tyto modelové membrany se skladaji z molekul fosfolipidu, které
maji amfifilni charakter. Obsahuji tedy jak polarni ¢ast (tzv. hlavu), tak nepolarni
¢ast - uhlovodikovy fetézec (tzv. ocas). Tyto amfifilni ¢asti molekuly maji zasadni roli pfi
uspotadani fosfolipidi ve vodném prostiedi do dvojnych vrstev, kdy hydrofilni hlavy jsou
orientovany smérem do vodného prostiedi, zatimco hydrofobni konce fosfolipidli smétuji
do vnitini Casti membrany. Toto uspotfadani je energeticky nejvyhodnéjsi a vyhovuje
tak vSem castem molekuly. Modelové membrany jsou vyuzivany pro fadu dilezitych
aktivnimi latkami. Mezi biologicky aktivni latky patii naptiklad antimuskarinika. Tato
skupina 1éCiv slouzi pfedevSim k 1é¢bé urgentni inkontinence pacientli a 1é¢bé nykturie.
Antimuskarinikum blokuje muskarinové receptory a dochédzi tak k uvolnéni svaloviny
mocového méchyte a zadrZzeni vétsitho mnozstvi moci. V této bakalatské praci je pozornost

vénovana konkrétné tolterodinu a fesoterodinu.

Cilem této bakalatské prace je sledovani interakci vybranych antimuskarinovych
1é¢iv s modelovou biologickou membranou pfipravenou ze smesi ptirodnich fosfolipidii
na povrchu elektrody ze skelného uhliku. Asolectin pouzity k tvorbé vrstvy je smés
fosfolipidl izolovana ze sdjovych bobl a dokaze tak Iépe napodobit pfirozené vlastnosti
realnych biomembran. Fosfolipidovd membrana je v této praci pouzita pro extrakci
lipofilnich 1éC¢iv a jejich prekoncentraci na povrchu elektrody s perspektivou vyuZit tento

postup pro voltametrické stanoveni 1é¢iv v biologickych vzorcich.



2. Teoreticka cast

2.1. Charakterizace biologickych membran
Kazda ziva buiika je samoreprodukcni soustava tvofena cytoplazmou uzavienou uvniti
membrana. ZjednoduSené jde o velmi tenkou (pfiblizn€ 5 nm) a prasvitnou vrstvu

lipidovych molekul

vvvvvv

okolim. V tomto pfipadé slouzi membréna jako bariéra, kterd zabrafiuje Gniku obsahu
buiiky a jeho nadslednému smichani s okolnim médiem. Dalsi dtlezZitou funkci je transport
zivin z vn¢jSiho prostfedi buniky do vnitintho a zéaroven transport odpadnich latek
z vnitinitho prosttedi do wvnéj$iho. Tyto transportni procesy jsou zabezpeCovany
selektivnimi kandly a pumpami, které jsou tvofeny molekulami proteini. Membrdna ma
také vyborné mechanické vlastnosti. V ptipadé ristu nebo zmény tvaru buiiky dochézi také

zaroven k rustu ¢i deformaci membrany samotné, a to bez sebemensiho poskozeni [1, 2].

Bunéénd membrana je tvofena pfedevsim z proteint (piiblizn€ 55 %) a fosfolipida
(asi 25 %). Dale pak obsahuje cholesterol (13 %), malé mnozstvi ostatnich lipida
a sacharidi. Velké mnozstvi membranovych proteinli ptispiva zejména k tvorbé celkové
struktury membrany. Dulezité jsou zde predevSim jiz zminéné pory a kanaly, které

zprostifedkovavaji transport Zivin [1].

Zakladni stavebni slozkou kazdé biologické membrany jsou dvojné vrstvy
tzv. fosfolipidové dvojvrstvy (Obr. 1). Molekuly fosfolipidi jsou v téchto dvojvrstvach
amfipatické, coz znamend, Ze obsahuji jak polarni, tak nepolarni ¢éast. Polarni c¢asti
je u fosfolipida hydrofilni skupina tzv. hlava. Ta obsahuje jak zdporn€ nabitou fosfatovou
skupinu, tak ijiné polarni skupiny jako napft. cholin nebo ethanolamin, které umoziuji
tvorbu vazeb nebo vodikovych mustkll s molekulami vody [2, 3]. Nepolarni ¢asti je zde
hydrofobni uhlovodikovy fetézec tzv. ocas, ktery se skladd z uhlovodikovych fetézct
mastnych kyselin [1]. Tyto fetézce obsahuji obvykle sudy pocet atomii uhlika (nejcastéji
16 nebo 18) [3]. Amfifilni ¢asti molekuly maji zasadni roli pfi uspotadani fosfolipidi ve
vodném prostiedi do dvojnych vrstev, kdy hydrofilni hlavy jsou orientovany smérem do
vodného prostfedi, zatimco hydrofobni konce fosfolipidi sméfuji do vnitini Casti

membrany. Takovéto usporadani je energeticky nejvyhodnéjsi. [2, 4]



dvojna vrstva
lipidd (5 nm)

molekula
lipidu

molekula proteinu

Obr. 1 - Schématicky popis bunécné membrany [2]

Vodné prostiedi uvnité 1 vné bunky udrzuje lipidy ve dvojvrstvé. Ty se mohou
v ramci dvojvrstvy pohybovat a vyménovat si tak vzajemné sva mista. Z tohoto divodu
se membrana chova jako dvourozmérna tekutina a lze tak fici, Ze ma polotekuty charakter.
Mira tekutosti (fluidity) je dana pfedevSim délkou a stupném nenasycenosti
uhlovodikovych fetézcl. Plati, ze ¢im tésnéji a pravidelnéji se mize fetézec sbalit, tim
méné tekutd bude membrana [2]. Na fluiditu membrany ma vliv také cholesterol, ktery
je obsazen v mezerach mezi sousednimi fosfolipidy a omezuje tak jejich pohyb.
Tim dochazi ke snizeni fluidity a ke zpevnéni membrany, ktera je pak méné propustna [5].
Dale muze byt tekutost membrany ovlivnéna naptiklad teplotou, iontovou silou, tlakem

a typem mastnych kyselin [6].

2.2. Modely fosfolipidovych membran
Z davodu slozité struktury biologickych membran jsou v soucasné dob¢ pro vyzkum velice
Casto vyuzivané modelové fosfolipidové membrany. Ackoli jde o velmi zjednoduSenou
formu redlnych bunéénych membran, maji modelové lipidové dvojvrstvy stejné fyzikalni
vlastnosti, coz umoznuje studium téchto jejich vlastnosti a funkci, a to 1 pfes absenci
transportnich proteind, iontovych kanalki a dalSich struktur, které redlné membrany
obsahuji. Nejjednoduseji tvofend modelova dvojvrstva miize obsahovat pouze jeden typ
uméle vyrobeného fosfolipidu nebo smés umeéle pfipravenych a ptirodnich lipida [4, 1].
Smési takovychto piirodnich lipidii je naptiklad asolectin extrahovany ze so6jovych bobii,

jehoz nejpodstatnéjsi slozkou je fosfatidylcholin [7].

Modelové membrany se vyznacuji fadou vyhod a ptiznivych vlastnosti pfi studiich.

Mezi tyto vyhody patii naptiklad moZnost obméiiovat obsah lipidi v dané membrang.
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Tato skutecnost umoziuje studium vlivu razného slozeni lipidii na funkci membrany.
DalSimi vyhodami je moznost zaclenit do vezikul membranové proteiny nebo enzymy,
fidit a ménit prostfedi danych systéma, ale pfedevSim schopnost pii tvorbé liposomt
zaClenit do jejich vnitini struktury naptiklad 1écivo nebo izolované geny. Takto lze dané
1é¢ivo dopravit pomoci liposomti do pifesné cilenych tkdni nebo nadorti, kde dojde

k uvolnéni ucinné latky [3, 8].

V zévislosti na typu studia vlastnosti membran Ize rtiznymi technikami pfipravit
rozdilné typy modelovych dvojvrstev — planarni a stabilizované fosfolipidové dvojvrstvy,
ukotvené lipidové dvojvrstvy a liposomy. Kuptikladu planarni fosfolipidové dvojvrstvy
se vyuzivaji pfedevsim pro studium slozeni a permeability membrany, kdezto stabilizované

fosfolipidové dvojvrstvy se vyuZzivaji zejména pro testovani mechanickych vlastnosti [1].

Metod vyuzivanych pro studium membran je mnoho a lze je rozd¢lit do nékolika
skupin. Hojné vyuZzivand je skupina spektralnich metod, kterd zahrnuje napiiklad
infra¢ervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci (FTIR), Ramanovu spektroskopii
[9], NMR [10] nebo UV/VIS spektroskopii [11]. VyuZivané jsou také elektrochemické
metody, zejména pak elektrochemicka impedanéni spektroskopie a razné druhy
voltametrie [12]. Nejvyznamnéj$imi metodami pro vyzkum membran jsou vSak predevSim
mikroskopie atomarnich sil (AFM) a fluorescencni mikroskopie [13].

Modelové membrany maji také velkou Skéalu vyuzZiti. NejvyznamnéjSim
citlivych biosenzorti. Nemén¢ dilezité je jejich vyuziti pii sledovani vzajemného piisobeni
1éCivych latek a bunéénych membran, které je velice dilezité pii vyvoji novych 1éCiv.
VyuZzivané jsou také pro studium kinetického chovani iontovych kanalki a v neurovédach

pfi sledovani tvorby funkénich synapsi [14].

2.2.1. Planarni fosfolipidové dvojvrstvy
Planarni fosfolipidova dvojvrstva je jednim znejjednodusSich, a zaroven nejvice
uzitecnych modelii bunééné membrany. ProtoZe tento model umoziuje ptistup k roztoku
a soucasn¢ elektrickou kontrolu obou stran dvojvrstvy, ¢imz napodobuje skutecné
fyziologické podminky, je tento modelovy systém velmi podobny redlné bunécné
membrang. Planarni fosfolipidové dvojvrstvy jsou také cCasto oznaCovany jako cerné
lipidové membrany (z angl. black lipid membranes = BLM‘s). Pfi¢inou tohoto oznaceni

je optické chovani téchto dvojvrstev pii jejich formovani, kdy se pod mikroskopem jevi
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nanometrt. Planarni fosfolipidové dvojvrstvy jako prvni vyvinul a popsal Mueller v druhé

poloving 20. stoleti. [15, 16]

Existuje nékolik zptsobii ptipravy toho typu modelovych membran. Prvni z téchto
metod je metoda natiraci (z angl. ,,painting®) vyvinutd Muellerem, Rudinem, Tienem
a Wescottem. Zaroven jde také o nejstarSi techniku ptipravy BLM‘s [17]. Principem
metody je naneseni malého mnozstvi lipidového roztoku, rozpusténého obvykle
v organickém rozpoustédle, kterym je napiiklad dekan, do velmi malého otvoru v ptepazce
(priblizné 50-500 um), kterd oddéluje dvé nadoby s vodnymi roztoky. Takovato piepazka
je vyrobena nejcast¢ji z hydrofobniho materialu, teflonu, a naneseni lze provést obycejnym
Stétcem [18, 19]. Po pfechodu roztoku lipidi ptes otvor v pfepazce dojde k odvedeni
vétsSiny rozpoustédla a nasledné ke spontanni tvorbé lipidové dvojvrstvy ve stiedu tohoto
otvoru. Nevyhodou metody je usazeni molekul rozpoustédla na okraji otvoru. Tyto
molekuly zasadné ovliviiuji vlastnosti vzniklé membrany. V misté vyskytu molekuly
rozpoustédla také nedochdzi k tvorbé lipidové dvojvrstvy, protoZze monovrstvy zde nemaji

mozZnost splynout. Schéma piipravy BLM’s natiraci metodou znazornuje obr. 2. [18, 20]

Teflonovy film

Obr. 2 - Znazorneni pripravy BLM's natiraci metodou
Druhou technikou pfipravy modelovych plandrnich membréan je skladaci metoda
(z angl. ,.folding*), ktera byla plivodné¢ popsana Takagim a poté upravena Montalem
a Muellerem [21]. Tato technika byla vyvinuta za G¢elem odstranit nedostatky natiraci

metody, a to pfedevsim odstranit z nové vzniklych membran molekuly rozpoustédla.
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Hlavni myslenkou Montala a Muellera bylo, Ze planarni lipidové dvojvrstvy jsou
vlastné slozenim lipidovych monovrstev, které mohou byt snadno vytvofeny na rozhrani
vzduch-voda a zkoumany naptiklad na tenkych foliich. Pti skladaci metod¢ se tedy opét
vyuzivaji dv€é nadoby s vodnym roztokem, mezi kterymi je umisténa tenka folie,
opét nejcastéji vyrobend z teflonu. V teflonové prepazce je, stejn¢ jako pfi natiraci metode¢,
otvor, ktery ale vtomto ptipadé¢ neni ve styku s vodnymi roztoky. Monovrstvy lipidi
na obou hladinach jsou vytvofeny nanaSenim roztoku lipidu. Pfi tomto kroku je dilezité
pouzit vysoce tékava rozpoustédla, jako napfiklad pentan nebo hexan, aby doslo
k rychlému odpafeni andslednému snizeni obsahu rozpoustédla v lipidové fazi.
Po odpateni rozpoustédla, které obvykle trva 5-15 minut, se opatrné zvednou hladiny
v nddobach a dojde tak ke spojeni obou monovrstev pfes otvor mechanismem podobnym

zipu [22]. Schéma ptipravy BLM’s sklddaci metodou znazorfuje obr. 3.

l Smér posunu

.‘T/eflanaﬂ' film
Otvor Vzduch

L—

Lipidova monovrstva

Obr. 3 - Znazorneni pripravy BLM's skladaci metodou [23]

Dalsi metodou piipravy BLM’s je technika podle Langmuira a Blodgettové. Opét
jde o metodu vytvareni modelovych membran, které neobsahuji molekuly rozpoustédla.
Nejdrive je na hladin€ vody vytvofena monovrstva nanesenim roztoku danych fosfolipida.
Tato vrstva je poté stlatovana pohyblivou bariérou, umisténou na strané¢ nadoby.
Tim dochazi k eliminaci mezer mezi jednotlivymi molekulami fosfolipidl. Do stfedu vodni
hladiny je poté vsunut substrat, na ktery se nasledné navaze ptipravend monovrstva lipidi.
Takto dochazi k tvorbé ultratenkého lipidového filmu, jenz mé jednotnou tloustku
aurcitou strukturu [1]. Schéma ptipravy BLM’s metodou Langmuira a Blodgettové

znazoriuje obr. 4.
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Obr. 4 - Schéematické znazornéni pripravy BLM's metodou Langmuira a Blodgettové [1]

2.2.2. Stabilizované fosfolipidové dvojvrstvy
Stabilizované fosfolipidové dvojvrstvy (z angl. supported phospholipid bilayers = s-PLB)
(Obr. 5) patii mezi hojné vyuzivané modelové membrany, jez poprvé popsal McConnell
vroce 1985 [24]. Tento typ modelové dvojvrstvy je realizovan nanesenim planarni
struktury membrany na pevny nosi¢ (substrat). Tu vSak od substratu oddéluje velmi tenké
vrstva vody, kterd rovnéz udrzuje tekutost dané membrany. Vrchni ¢ast membrany
je vystavena roztoku. Jako nejlepsi a zaroven nejbéznéjsi materidly pro pfipravu s-PLB
jsou vyuzivany predevsim slida, oxid kfemicity a borosilikatové sklo. Pfi pouziti téchto
substratl, které se vyznacuji vlastnostmi jako hydrofilita, hladkost a cistota povrchu,

dochazi k tvorbé velice kvalitnich membran [1, 25].

Lipidova dvojvrstva

Substrat

Tenka vrstvicka vody

Obr. 5 - Stabilizovana fosfolipidova dvojvrstva [1]

Existuje hned né€kolik metod pro pfipravu s-PLB. Mezi nejvyznamnégj$i a zaroven
nejvice pouzivané techniky piipravy patii metoda splynuti vacki a metoda
Langmuir-Blodgett/Langmuir-Schaefer (LB/LS) (Obr. 6). Principem LB/LS metody
je spojeni dvou Langmuierovych filmii neboli monovrstev lipidi. Jedna z monovrstev

je vytvofena nanesenim roztoku lipidii na pevny substrat a druha je k ni poté pfipojena
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bud’ vertikdlné¢ metodou Langmuir-Blodgett nebo vodorovné metodou Langmuir-Schaefer,
za vzniku lipidové dvojvrstvy na tomto substratu. Vyhodou metody LB/LS je predevsim
schopnost kontroly pevnosti vrstev a moznost tvorby membran, skladajicich se ze dvou

odlisnych lipidovych monovrstev [4, 26].

Langmuir-Schaeffer Langmuir-Blodgett
metoda metoda
+

+

PR | "|Mu,¥,w|*
=

Obr. 6 - Priprava s-PLB metodou LB/LS [26]

Druhou jiz zminénou technikou je metoda splynuti vackt. Pii této metodé
je zapotiebi vytvofit velmi malé, unilamelarni vezikuly s velikosti mezi 30 a 50 nm,
atobud extruzi pies porézni filtr nebo sonikaci. Ve vodném prostiedi poté dochazi
k samovolné adsorpci téchto vezikul na povrch substratu, kde se nésledné¢ akumuluji,
propojuji a deformuji, dokud nedojde k jejich prasknuti a naslednému srovnani do roviny,

¢imz vznikd rovinna lipidova dvojvrstva [26].

Stabilizované fosfolipidové dvojvrstvy maji velké mnozZstvi vyhod. Jejich nejvétsi
vyhodou je pifedevSim jejich stabilita, a to 1 v0i¢i vibracim a velkym pritokovym
rychlostem. Dals$i neméné¢ dilezitou vyhodou je moznost charakterizace pomoci riznych
nastroji, zejména diky jejich pfistupnému povrchu. Nevyhodou je poté nezadouci

interakce se substratem, kdy zasadni roli hraje jeho hydrofilnost [1].

2.2.3. Ukotvené fosfolipidové dvojvrstvy
Ukotvené lipidové dvojvrstvy (z angl. tethered bilayer lipid membranes = t-BLM‘s)
(Obr. 7), jenz byly vyvinuty Langmuirem, jsou zalozeny na ukotveni planarni struktury
fosfolipidové dvojvrstvy na pevném substratu (nosi¢i). Vnitini strana fosfolipidové
dvojvrstvy je s nosi¢em spojend kovalentni vazbou pomoci tzv. ,,spacer skupiny*“. Touto
skupinou je vétSinou kratky oligomer a kotevni lipid, jenZ mlZe vazat substrat chemickou
vazbou. Spacer skupina obsahuje ve svém povrchu drobné nedokonalosti, které¢ umoznuji
ukladani vody a iont pod membranou. Jako nosi¢ se nejCastéji vyuziva zejména zlato
pro jeho stabilitu, ale je také mozné vyuzit napiiklad oxid hlinity, oxid kiemicity nebo rtut’

[27,28].
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Obr. 7 - Struktura t-BLM's [27]

Pivodné vyuzivand metoda Langmuira a Blodgettové pro piipravu t-BLM‘s
je v soucasné dob¢ jiz nahrazena metodami, pii kterych dochazi k samousporadani vrstev
lipidd, a to zejména pro jejich vysokou reprodukovatelnost a technickou jednoduchost [1].
Mezi substratem a fosfolipidovou dvojvrstvou se vyskytuje velmi maly prazdny prostor,
ktery poskytuje misto pro uloZeni transmembranovych proteind, iontd a drobnych molekul

[29].

t-BLM*s jsou velice Casto vyuzivané kvili vysoké stabilité, snadné pfiipravé,
apredevSim kviali moznosti jejich charakterizace velkym mnoZstvim analytickych
spektroskopickych a elektrochemickych metod jako jsou naptiklad elipsometrie,
infracervena spektroskopie, elektrochemickd impedanéni spektroskopie nebo cyklicka
voltametrie. Ukotvené modelové membrany hraji velice dulezitou roli naptiklad pfi
farmaceutickych studiich Alzheimerovy nemoci, HIV, ucinkli oxida¢niho poskozeni
bunéné¢ membrany atd. Tyto membrany mohou také napodobit strukturu vnéj$i membrany
bakterii, jez mohou zplsobit velice nebezpecnou infekci odolnou vii€i vétSimu mnozstvi

16ki [27].

2.2.4. Liposomy
Liposomy jsou uméle ptipravené sférické vezikuly, jinymi slovy téz vacky, jejichz velikost
je pifiblizné 20 nm aZ nékolik mm. Tyto vezikuly vznikaji shlukovanim amfifilnich
molekul fosfolipidi do dvojvrstev v disledku zvySovani koncentrace téchto molekul
ve vodném prostiedi [30, 31]. Schéma tvorby liposomu lze vidét na obr. 8. Lipidy jsou
ve dvojnych vrstvach liposomil usporddany tak, aby hydrofilni polarni hlavy smétovaly
do vnitini dutiny liposomu a do jeho extravezikuldrniho prostfedi. Hydrofobni
uhlovodikové fetézce neboli ocasy smétuji smérem k sobé [1]. Vnitini dutinu lze také
nazvat centralnim jadrem, které je tvofené vodnou fazi a lze sem zaclenit také dalsi

hydrofilni latky, cozZ ma obrovsky vyznam zejména v oblasti farmacie a mediciny [31, 32].
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Obr. 8 - Schématické zobrazeni tvorby liposomu [32]

Liposomy se nejcastéji deli podle velikosti a poctu fosfolipidovych dvojvrstev
neboli lamel, které¢ je tvofi. Nejjednodussi a nejcastéji vyuzivané liposomy tvofené pouze
jednou fosfolipidovou membranou se nazyvaji unilamelarni vezikuly. Lze je d€lit na malé
unilamelarni vezikuly (SUV) s velikosti od 20 do 100 nm, velké unilamelarni vezikuly
(LUV) s velikosti od 100 do 1 000 nm a obfii unilamelarni vezikuly (GUV). Dale jsou
znamé oligolamelarni vezikuly (OUV) obsahujici vétSinou 2-5 fosfolipidovych dvojvrstev,
multilamelarni vezikuly (MUYV) s velikosti nad 100 nm a pfiblizn¢ 5-20 fosfolipidovymi
vrstvami a multivezikularni vezikuly (MVV). MVV jsou liposomy obsahujici mnoho

malych vezikul enkapsulovanych v jedné velké, hlavni vezikule [1, 31].

V zavislosti na pozadovanych vlastnostech liposoml existuje hned nékolik metod
jejich pripravy. Kazdou takovouto ptipravu lze rozdélit do tii krokd. Prvnim krokem
je vSeobecné piiprava vodného a fosfolipidového roztoku. Vodnou fazi je vétSinou voda,
pufr nebo obecné roztok, jenzZ ma byt uzavien ve stiedu liposomu. Fosfolipidovy roztok
tvoii fosfolipidy rozpusSténé v organickém rozpoustédle nebo smési téchto rozpoustédel.
Vybér rozpoustédla zavisi predevsim na typu pozadovanych liposomil a na metod¢ pouzité
pro jejich charakterizaci. Nasledn¢ dojde k vysuSeni fosfolipidové vrstvy naptiklad
odpafenim nebo vymraZzenim. Vysledkem je tenky film fosfolipidové vrstvy na sténdch

nadoby.

Druhym krokem jsou tzv. priméarni procesy, které lze realizovat hned nékolika
metodami. Patfi sem naptiklad metoda, jeZ vyuziva detergentt, elektroformacni metoda,
metoda vstiikovani fosfolipidli v organickém rozpoustédle do vodné faze. Dalsi a zaroveil
nejzékladnéjsi metodou primérnich procesi je metoda, pii niz dochéazi k hydrataci
vysusen¢ho fosfolipidového filmu. Hydratace je realizovana vodnym roztokem (napft. pufr
nebo voda). Po jeho pridani se roztok urcitou dobu prottepava (v fadu minuty az hodiny).

Diivodem je dokonalé promichani a distribuce fosfolipidovych vrstev do vodného roztoku
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anasledny vznik liposomi. Touto metodou lze pfipravit smes liposomi o ridznych
velikostech [1, 6, 31]. Dal§i moznou metodou primarnich procest je metoda odpateni
reversni faze. V tomto piipad¢ je suchy fosfolipidovy film ptipraveny prvnim krokem
rozpustén v organickém rozpoustédle, jez je nemisitelné svodou. Takovymto
rozpoustédlem je naptiklad Casto vyuzivany isopropylether a diethylether. Po smichani
lipidového filmu a organického rozpoustédla vznikd roztok reverznich liposomu.
K roztoku je nésledné pfiddna vodné faze a po sonikaci tohoto roztoku dojde k vytvoteni
stabilni emulze, zkteré senasledné odpaii rozpoustédlo a dojde tak k tvorbe
unilamelarnich liposomtl, jez ve svém centru obsahuji velké mnozstvi pouzitého
rozpoustédla [31]. Opakem této techniky tvorby Iliposomii je metoda spontanni
reversikulace, kterd se provadi titraci vodného koncentrovaného roztoku fosfolipidi

do vodné faze. Vysledkem jsou liposomy bez obsahu organického rozpoustédla [30].

Tretim a zaroven poslednim krokem jsou tzv. sekundarni procesy. Sekundarni
procesy slouzi pfedev§Sim pro upravu multilamelarnich liposomii na unilamelarni
nebo mensi liposomy. Do sekundarnich procest lze zaclenit metody sonikace,

mikrofluidace, extruze, vymrazovani a metodu dehydratace-rehydratace [6].

Liposomy maji Sirokou Skalu uplatnéni. VyuZivaji se predev§im v mediciné
a farmakologii jako nosice, do kterych lze zaclenit 1é¢ivo nebo jako modely pro studium
bunéénych interakci, dale jako nosi¢e barviv do textilu, pesticidi do rostlin a nemalé
vyuziti maji v oblasti kosmetiky. Jejich pomoci lze také studovat rozdélovaci koeficienty

mezi roztokem analytu a membranou [1, 31].

2.3. Studované latky
2.3.1. Tolterodin
Tolterodin (TOL) (Obr. 9a), jehoz chemicky vzorec je sumarné CooH31NO, je latka, ktera
se se svymi ucinky fadi mezi antimuskarinova lé¢iva. Tato skupina 1éCiv slouzi k 1écbé
urgentni inkontinence pacientd, kdy antimuskarinikum blokuje muskarinové receptory

a dochézi tak k uvolnéni svaloviny mocového méchyte a zadrzeni vétsiho mnoZstvi moci

[33, 34].

Tolterodin se vyskytuje ve dvou enantiomernich formach, (R) a (S). U¢inky obou
téchto enantiomernich forem jsou ale mirné¢ odlisné. Zatimco (R)-TOL, jenz vykazuje

anticholinergni  aktivitu, umoziiuje 1é¢bu hyperaktivniho mocového méchyrte,
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enantiomer (S)-TOL je vyuzivan zejména pro 1éCbu stfevnich poruch a urgentni
inkontinence, kdy diky absenci anticholinergniho efektu je vhodny zejména pro pacienty,
u kterych tento efekt, jenz vykazuje (R)-TOL, miize zplUsobovat nejriznéjsi nezadouci
vedlejsi ucinky jako je sucho v ustech, tachykardie atd. U (S)-TOL enantiomeru byl také

prokézan slaby sedativni Gc¢inek [35].

Pro sviij vétsi 1€Civy ucinek je vSak Castéji vyuzivan (R)-TOL, a to ve form¢ tartratu
(Obr. 9b), pro vyrobu IéCiv jako Detrusitol nebo Detrol, piedepisovanych pro 1écbu

hyperaktivniho mocového méchyie.

Tolterodin tartrét je bily krystalicky prasek, dobie rozpustny ve vodé a metanolu,
mirné rozpustny v etanolu a prakticky nerozpustny v toluenu [36]. Jeho disociacni
konstanta je pK, = 9,87 a molarni hmotnost je M;= 475,582 g/mol [37]. Molarni hmotnost
samotné¢ho tolterodinu (baze) je M = 325,496 g/mol [38]. Hodnota logaritmu
rozdélovaciho koeficientu pro tolterodin je dle chemicko-biologického softwaru

ChemAxon logP = 5,12. Dle programu ALOGPS je logP = 5,39 [39].

Obr. 9 - Chemicka struktura tolterodinu (a) a (R)-tolterodinu tartratu (b) [37, 38]

Oxida¢né-redukéni  vlastnosti  tolterodinu  byly  studovdny  pomoci
elektrochemickych metod: cyklické voltametrie (CV), diferencni pulzni voltametrie (DPV)
a square-wave voltametrie (SWV). Cyklicky voltamogram zaznamenany pii pH 7,4
ukazuje dva signadly odpovidajici ireverzibilni oxidaci TOL (Obr. 10). Prvni pik (A)
se vyskytuje pfi potencidlu 480 mV a druhy (B) pfi potencidlu 680 mV. Na anodickou
odezvu tolterodinu ma zasadni vliv nastavena rychlost skenu, kdy pomoci experimenti
bylo dokazano, ze ¢im vyssi je rychlost polarizace, tim vétsi je vyska obou pika TOL.
S vys$§i hodnotou rychlosti skenu také dochazi k posunu potencidlu k pozitivnéj$im

hodnotam [36, 40].

19



L L e i B
0 200 400 600 800 1000 1200

E (mV)

Obr. 10 - Cyklicky voltamogram TOL (c = 0,1 mmol.I"') a zakladniho elektrolytu [40]

Oxidace tolterodinu zavisi na hodnoté pH. Pfi nizSich hodnotach pH (do 5,5)
prevlada ve vysledném voltamogramu pik A (Obr. 11 -voltamogram 1). Pik B se
pfi niz§im pH jevi malou intenzitu. Naopak pii zvySovani hodnot pH dochazi k vyskytu
trettho piku C (Obr. 11 — voltamogram 2), jehoZ intenzita se spolecné s pikem
B s rostoucim pH zvySuje (Obr. 11 — voltamogram 3). Pfi pH > 9 poté dochazi ke splynuti
signalti B a C za vzniku velmi vyrazného piku ozna¢ovaného B+C, jak lze vidét na obr. 11,

voltamogramu 4 [36, 40].

A BsC
p A
3
0 500 1000

E (mV)

Obr. 11 - Diferencni pulzni voltamogramy TOL (c = 0,1 mmol.I"') pri pH < 5,5 (1), pH = 6,5 (2),
pH=82(3)apH=>9 (4) [36]
Na zakladé vysledki voltametrick¢ analyzy a elektrolyzy s kontrolovanym

potencidlem kombinované s HPLC/MS analyzou byl navrhnut nasledujici mechanismus

oxidace tolterodinu (Obr. 12). V prvnim kroku muize jednoelektronovd oxidace vést
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k tvorbé benzylového radikdlu (1). Ten muze byt dale oxidovan na benzylovy kation
a hydrolyzovan za vzniku 5-HMT (OP1). Dal§i mozné rezonané¢ni struktury benzylového
radikdlu (2, 3) mohou byt oxidovany na produkty OP2 a OP3. Soucfasn¢ muze
jednoelektronova oxidace tolterodinu vést ke vzniku fenolového radikalu (4). Tento
fenolovy radikdl mize déale dimerizovat za vzniku produkti OP5 a OP6. Deprotonace
hydroxylové skupiny na aromatickém jadie usnadiiuje tvorbu fenolového radikalu a tvorbu

dimerti [36].

V druhém reakénim kroku je OP1 oxidovan na odpovidajici aldehyd (OP4). Tato
reakce je dobfe detekovatelna v kyselych roztocich. V neutrdlnich a zasaditych roztocich
podporuje deprotonace hydroxy derivatd, vytvorenych v prvnim kroku, tvorbu fenolovych
radikalf, které spole¢né tvofi dimery. Jejich naslednd oxidace mulze vést ke vzniku
oligomerti nebo chinonovych struktur (OP7). Adsorpce dimerti/oligomert a chinonovych
produktii, ktera byla prokdzana voltametrickym experimentem, zneciStuje elektrodu

a komplikuje elektrodové reakce [36].
O _e H ﬂ ﬁ e-, _H+ HO OH
e —_—

R +H0 +H,0 R

OH OP2
OP3 \ /!
OH & OH g onr OH
’ i ’@ ’ HO\/Q: ’ O\/C[
"'/H, H,C" R +H,0 R X R
OP1 OP4

2 i Uﬁm

OP5 OP7

Obr. 12 - Schéma oxidace tolterodinu [36]
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Tolterodin a jeho metabolity Ize stanovit i mnoha dalSimi analytickymi metodami.
Mezi nejvice vyuzivané metody stanoveni tolterodinu a jeho metaboliti v lidské plazmé
patii vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostn¢ spektrometrickou detekci
(HPLC-MS) a ionizaci elektrosprejem [41, 42, 43]. Mezi dalsi metody lze zaradit naptiklad
kapilarni elektroforézu [44], potenciometrii [45] a také spektrofotometrické metody jako
napiiklad spektrofluorimetrii, kterou lze aplikovat jak pfi stanoveni latky v plasmé, tak

v tabletach [46].

2.3.2. Fesoterodin
Fesoterodin (FES), jehoz sumarni chemicky vzorec je CasH37NOs, je prolécivo, které
se stejné jako tolterodin, ze kterého byl vyvinut, fadi mezi antimuskarinova 1é¢iva k 1é¢b¢
akutni inkontinence pacientli [47, 48]. Mnoh¢ studie také poukazuji na vyznamnou roli
fesoterodinu pfti 16cbé nykturie, coz je velmi Casty zdravotni problém ptedevsim u starsi
populace pacientli. Projevem tohoto nezadouciho zdravotniho stavu je casté probouzeni
pacienta béhem noci pocitem potieby moceni, kterému musi akutné vyhovét. Nykturie tak
muze zpusobit iumrti pacienta, zplisobené naptiklad ndhodnymi pady pii probuzeni.
Studie prokazaly, ze pii 1é€bé fesoterodinem dochdzi u pacientli ke sniZeni poctu no€nich

epizod, coZ vede ke zvySeni kvality jejich Zivota [49].

Aktivnim metabolitem fesoterodinu zodpovédnym za veSkerou antimuskarinovou
aktivu je 5-hydroxymetyltolterodin (5-HMT), ktery vznikd rychlou a extenzivni
hydrolyzou v téle pomoci nespecifickych esteraz. Pfi této pfimé preméné fesoterodinu
na metabolit dochazi k vynechani drahy jaterniho enzymatického systému CYP, coz miize

vést k rozdilné aktivité oproti tolterodinu [50].

Velice podstatné jsou také mnohé vyhody fesoterodinu. Jako jediny
antimuskarinovy piipravek byl spolecnosti LUTS-FORTA 2014 klasifikovan jako
B (,,Beneficial ), coZz znamena, ze jde o piipravek s prokdzanou tc¢innosti u starSich osob,
ale jen s omezenymi vedlej$imi uc¢inky a obavami o bezpec¢nost pacienti. K nezadoucim
ucinkim fesoterodinu patii predevSim sucho vustech a zacpa [47, 51]. Ostatni
antimuskarinové pfipravky jsou klasifikovany jako C (,,Careful®), coZ znamena, ze maji
spornou ucinnost a bezpe€nost pii 1€Cbé starSich pacienti a nelze je tak naptiklad
kombinovat s dals$imi 1éky. Mohou tak zplsobit vznik rdznych, velice zavaznych,

nezadoucich uc¢inkd. Dal$i neméné podstatnou vyhodou fesoterodinu je jeho polocas

22



rozpadu, ktery ¢ini 7 az 9 hodin. Tato skutecnost umozituje dlouhodobé uvoliiovani 1é¢iva,

¢imz dochazi k omezeni rizika preddvkovani a vzniku dal$ich vedlejsich ucinkt [47].

Obr. 13 - Chemicka struktura fesoterodinu fumardtu [52]

Stejné jako tolterodin se fesoterodin vyskytuje ve dvou enantiomernich forméach,
(R)a(S). Pro lécbu akutni inkontinence se vyuziva piedevSim (R)-fesoterodin,
a to ve form¢ fumaratu (Obr. 13), jehoz suméarni chemicky vzorec je C30H41NO7. Jde o bily
krystalicky prasek rozpustny ve vodé€. Jeho molarni hmotnost je M; = 527,658 g/mol.
Moléarni hmotnost samotného fesoterodinu (baze) je M;= 411,586 g/mol [52, 53]. Hodnota
logaritmu rozdélovaciho koeficientu fesoterodinu je dle softwaru ChemAxon logP = 5,7.

Dle programu ALOGPS je logP = 5,45 [54]. V porovnani s TOL je tedy FES lipofiln&jsi.

Elektrochemicky lze fesoterodin stanovit obdobné jako tolterodin pomoci
voltametrickych metod (CV, DPV, SWV). Cyklicky voltamogram zaznamenany pii pH 7,4
poskytuje pouze jeden anodicky oxidaéni pik, a to pfi signalu 740 mV (Obr. 140br. 14).
Pfi testovani stability fesoterodinu pii pH 7, 9,5 a 12, bylo dokdzéno, Ze v neutrdlnim
prostiedi se jak v ¢ase 0 min, tak po 24 hodinach stani vyskytuje pouze jeden, stejny
anodicky pik. Signal tohoto piku se vSak s pfibyvajicim ¢asem sniZzuje vlivem adsorpce
fesoterodinu na pracovni elektrodu. Naopak pfi testovani stability fesoterodinu
v alkalickém prosttedi (pH 9.5) se jiZ po dob¢ stdni 10 min ve vysledném voltamogramu
objevuje druhy pik (480 mV). S dobou stani dochézi k nariistani intenzity signalu toho
piku. Pii pH 12 se opét, krom¢ piku fesoterodinu, vyskytuje druhy pik s hodnotou
potencidlu 370 mV, jehoZ intenzita opét roste s piibyvajici dobou stani. Pfi porovnani
tohoto signélu s prvnim pikem 5-HMT, lze fici, Ze jde o tentyz pik. Fesoterodin se tedy
v alkalickém prostfedi hydrolyzuje na 5-HMT. Tento proces lze voltametricky sledovat

[40].
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Obr. 14 - Cyklicky voltamogram FES (c = 0,1 mmol.I"') a zdkladniho elektrolytu [40]

Na anodickou odezvu fesoterodinu mad, stejné¢ jako u tolterodinu, zasadni vliv
nastavena rychlost skenu. Cim vysi je rychlost polarizace, tim vétsi je vyska piku FES.
S vys§i hodnotou rychlosti skenu také dochazi k posunu potencidlu k pozitivnéjSim
hodnotdm, coz je typické pro ireverzibilni elektrodové reakce. Analogicky jako
u tolterodinu zévisi 1 oxidace fesoterodinu na hodnoté pH. Pfi pH do hodnoty 5 dochazi
k oxidaci jen velmi obtizné. Pfi této hodnot¢ pH nedochazi k zaznamenani zadného
signalu. AZ pfi dosazeni hodnoty pH = 5 dochazi k vyskytu oxida¢niho piku fesoterodinu,
jehoz intenzita roste aZ do dosaZeni pH = 7,5. V rozmezi pH 7,5 — 9 nebyl zaznamenan
zadny konkrétni trend piku fesoterodinu. Pii dosazeni hodnoty pH = 9 dochazi k vyskytu
piku, jez odpovida prvnimu oxida¢nimu signdlu 5-HMT. Intenzita toho piku se s rostoucim

pH dale zvétsuje [40].

Voltametrickymi experimenty bylo zjiSténo, Ze oxidace FES probihd v jednom
ireverzibilnim kroku v kyselém a neutradlnim prostfedi, s vyuZzitim dvou elektronii a dvou
protonti. Bylo zji§téno, ze 5-formylfesoterodin (OP1) je hlavnim oxidacnim produktem
celkové elektrolyzy roztoku fesoterodinu. Tato skute¢nost potvrzuje, ze benzylalkoholova
skupina je oxidovatelnou skupinou FES (Obr. 15) [55]. Oxidace substituovanych
benzylalkoholll v acetonitrilu poskytuje odpovidajici benzaldehyd prostiednictvim ECEC
mechanismu. Oxidaéni mechanismus zahrnuje reverzibilni jednoelektronovy pienos,
ve kterém je vytvoren radikdlovy kation, ktery je néasledné deprotonovan. Mechanismus
oxidace 5-hydroxymethylové skupiny mize byt podobny. Vyssi pH urychluje uvolnéni
protonu z kationtového radikalu. To lze sledovat jako zvySeni voltametrického proudu

v neutrdlnim a alkalickém prostiedi. Je znamo, Ze benzylalkohol a anisylalkohol oxidované
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v acetonitrilu poskytuji vysoce reaktivni radikdlové kationty, které tvofi polymery.
Narozdil od téchto aromatickych alkoholi nebyla pozorovéna tvorba dimernich
¢i oligomernich produktii pii oxidaci FES. 5-formylfesoterodin miize byt podroben
nasledné hydroxylaci za podminek dlouhodobé celkové elektrolyzy ve vodnych médiich

s dostate¢né vysokym potencialem [55].

Jako dalsi oxidac¢ni reakce FES byla pozorovana anodicka N-dealkylace. Anodicka
oxidace tercidarnich amini byla studovana v nevodném prostiedi, smésném
acetonitril/vodném a vodném alkalickém prostiedi. = Tato reakce probihda ECE
mechanismem zahrnujicim jeden elektron pieneseny z dusikového atomu a naslednou
ztratu  protonu  ze sousedniho alkylu vedouci ktvorb€ neutrdlniho radikalu.
Disproporcionace nebo néasledna oxidace tohoto radikalu a jeho reakce s vodou poskytuje
N-dealkylovany sekundarni amin a aldehyd, které jsou findlnimi produkty. Oxidacni

N-dealkylace fesoterodinu mize probihat také v kyselém prostiedi [55].

Celkovy  dvou-elektronovy  proces, nalezeny  jak  coulometrickou,
tak voltametrickou konvolu¢ni analyzou a soucasn¢ tvorba obou produkti OP1 a OP2
naznacuji, ze oxidace FES tedy probiha bud’ na benzylalkoholové nebo alkyl aminoskupiné

(Obr. 15) [55].

Obr. 15 - Schéma oxidace FES [55]
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Mezi dalsi analytické metody vyuzivané pro stanoveni fesoterodinu patii naptiklad
metoda LC-ESI-MS/MS pro stanoveni ve vzorku lidské plazmy [56], kapilarni
elektroforéza pro stanoveni FES v tablet¢ léciva [57] nebo UV-spektrofotometricka
metoda, jejiz vysledky jsou srovnatelné s metodami LC, CE a LC/MS-MS, jez jsou

pro stanoveni validovany [58].

2.4. Pouzité elektrochemické metody
2.4.1. Voltametrie

Voltametrie je obecné metoda, pii niz se sleduje zavislost proudu, jenz prochazi pracovni
elektrodou ponofenou v analyzovaném roztoku, na potencialu, ktery se na tuto pracovni
elektrodu vklada zwvnéjsiho zdroje. Vysledkem této zavislosti proudu na potencialu

je tzv. polarizacni kiivka.

Elektrochemickym c¢lankem pro voltametrickd méfeni je tzv. voltametrickd cela.
Ta krom¢ pracovni elektrody (mize byt rtutovd nebo ztuhych materidlll), ponofené
do analyzovaného vzorku, obsahuje taktéZz elektrodu referentni, které je spojend
s analyzovanym vzorkem solnym mustkem. Referentni elektrody byvaji elektrody
II. druhu, pfedevSim kalomelova, argentchloridova nebo merkurosulfatova. Voltametricka
cela obsahuje pfipadné jesté tieti, a to pomocnou elektrodu. Tyto pomocné elektrody
se vyrabi z inertniho materidlu jako napfiklad platina nebo uhlik a jsou ve tvaru plisku,
dratku ¢i ty¢inky. Od analyzovaného roztoku mohou byt oddélovany piepazkou, kterd

brani mozné kontaminaci analyzovaného roztoku [59].

2.4.1.1. Extrakéni voltametrie
Extrakéni voltametrie je metoda podobnd adsorpéni rozpoustéci voltametrii.
Pti rozpoustéci voltametrii dochéazi ke zlepSeni poméru signal/Sum prekoncentraci analytu
na elektrod¢é pred samotnym méfenim. Analyt se v tomto piipadé adsorbuje na povrchu
elektrody pii uréitém potencidlu, a poté je stanovovan jeho rozpousténim oxidaci
¢i redukci. Tato metoda se da vyuzit, i pokud analyt neni elektroaktivni, protoze se pfi
dosazeni urcitého potencidlu muze zacCit desorbovat z elektrody a muze tak dochazet
ke zmén¢ kapacitniho proudu. Tato metoda je vhodna ke stanoveni i stopového mnozstvi

analytu [59].

Rozdilem v extrakéni voltametrii je neelektrolyticka adsorpce/extrakce analytu,
tedy bez vyuziti vnéjSitho potencidlu. Toho lze docilit napiiklad pouzitim uhlikovych

pastovych elektrod, které se pfipravuji smichdnim uhlikového prasku s pojivem. Jako
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pojivo se nejcastéji vyuziva napt. parafinovy nebo silikonovy olej. Do téchto elektrod se da
extrahovat nepolarni latka (vyuziti obecného Liebigova pravidla ,,Podobné se rozpousti
v podobném* — | Similia similibus solventur*), dojde k jeji prekoncentraci, a poté ji lze
voltametricky stanovit [60, 61]. Diky této technice Ize stanovovat nejriznéjsi biologicky
aktivni organické latky. Vyhodou vyuziti extrakce je také to, Ze neni potifeba slozité
upravovat vzorek, napt. moc, ale diky vysoké selektivité 1ze extrahovat pouze sledovanou
latku. Ta se poté da stanovit bud’ pfimo v roztoku vzorku, nebo se elektroda po extrakci
muze prenést do Cistého roztoku elektrolytu a latka se tak mulze stanovit bez pfitomnosti
interferentli obsazenych v matrici vzorku, tzv. metodou vymény roztokt ¢i transferovou

technikou. Limity detekce se pak pohybuji od 10 do 10712 mol/dm? [62, 63].

Ke zlepSeni analyzy lze vyuzit také modifikaci elektrod, nejcastéji lipidy,
se kterymi biologicky aktivni latky v organismu interaguji. Lipidova vrstva na elektrodé
tak simuluje realnou biologickou membranu a zlepSuje extrakci latek do elektrody.
Ptikladem mulze byt stanoveni léciva promethazinu s vyuzitim lipidy modifikované
uhlikové pastové elektrody, kdy pétiminutova prekoncentrace vedla ke Ctyficetindsobnému

zvySeni signdlu v porovnani s experimentem bez akumulace [64].

Prikladem aplikace extrak¢ni voltametrie mize byt studie Khodariho, ktery testoval
vliv modifikace uhlikové pastové elektrody mastnymi kyselinami s rizné dlouhymi fetézci
na stanoveni l1é¢iva trimipraminu. Pro analyzu byla vyuZzivana metoda vymény roztok,
kdy lécivo bylo extrahovano do elektrody ze vzorku moci, a poté méfeno v roztoku
elektrolytu tvofeném fosfitovym pufrem (pH = 9). U modifikovanych elektrod byl
zaznamenan narust sledovanych prouda oproti Cisté elektrodé, ovSem velikost proudoveé
odezvy byla nepfimo imérna délce uhlikového fetézce danych mastnych kyselin. Nejvyssi
odezvu tak davala elektroda modifikovana kyselinou laurovou (Ci2), niZ8i byla u kyseliny

stearové (Cig) a nejnizsi u kyseliny lignocerové (Ca4) [65].

2.4.1.2. Cyklicka voltametrie
Cyklicka voltametrie (CV) patfi mezi elektrochemické dynamické metody. Podstatou této
metody je vloZeni pocatecniho potencidlu z vnéjsitho zdroje na pracovni elektrodu,
ponofenou do nemichaného roztoku. CV se skladd ze dvou casti. Prvni ¢asti
je tzv. dopfedny  sken, piikterém  se pocateCni  potencidl linearné  zvysuje
az k tzv. pfepinacimu potencialu. Pii dosazeni této hodnoty se potencial zacne opét

snizovat k pocateni hodnoté. V tomto piipad¢ se jedna o tzv. zpétny sken. Tyto dvé Casti
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tvoti celkové jeden cyklus cyklické voltametrie. Méfeni je mozné provadét jak v jednom,

tak v n€kolika cyklech [60, 67, 68].

Potencial trojuhelnikového pribéhu na pracovni elektrod€ je znazornén na obr. 16.
Vysledkem je zavislost proudu na vlozeném napéti, tzv. cyklicky voltamogram. Poloha
(potencial) piku na tomto voltamogramu charakterizuje latku kvalitativné a vyska (proud)
tohoto piku latku charakterizuje kvantitativné [4, 69]. Hlavni vyznam CV spociva ve studiu
elektrodovych reakci, kdy zpribéhu katodickych a anodickych kiivek lze wurcit

mechanismus dané elektrodové reakce, napf. jeji reverzibilitu [59].
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Obr. 16 - a) prubéeh trojuhelnikoveho vkladaného potencialu CV b) cyklicky voltamogram [59]

2.4.1.3. Diferencni pulsni voltametrie
Diferencni pulsni voltametrie (DPV) je elektrochemickd metoda, pii které je pracovni
elektroda polarizovdna potencidlem, jenz se linearné meéni s Casem (tzv. potencidlova
rampa). Na tuto rampu se vkladaji napétové pulsy o amplitudé 10-100 mV. Pulsy se
na stejnosmérnou potencidlovou slozku vkladaji v ur¢itych c¢asovych intervalech,
ato v dobé trvani fddoveé desitek milisekund. Pfi méfeni se zaznamenéava rozdil proudi
zmétenych tésné pied vloZenim pulsu a poté na jeho konci. Méfeni (vzorkovéni) proudu
probihd vifadu jednotek aZz desitek ms. Zavislost rozdilu téchto naméfenych proudi
na potencidlu zndzornuje graf ve tvaru piku (Obr. 17), jehoZ poloha na potencidlové ose

urcuje analyt kvalitativné a vyska tohoto piku zavisi na koncentraci analytu [4, 59].
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Obr. 17 - Vkladany potencial a proudova odezva pri diferencni pulsni voltametrii [59]

2.4.2. Elektrochemicka impedanéni spektroskopie
Elektrochemickd impedancni spektroskopie (EIS) je velmi vyznamnou technikou
predevsim v oblasti fyzikalni elektrochemie [71]. Jde o metodu vyzkumu objemovych
a mezifazovych elektrickych vlastnosti riznych druhti materiali. Tyto materialy mohou
byt jak pevné, takikapalné, spojené s vhodnym elektrochemickym ptevodnikem.
Principem EIS je vkladani konstantniho potencidlu modulovaného stfidavym napétim
sinusového pribéhu o amplitudé v rozsahu nejcastéji 5-10 mV na pracovni elektrodu,
pricemz se méfi stifidava slozka proudové odezvy. Potencial mize byt bud’to vlozen
na elektrodu, nebo lze méfeni provést pii potencidlu nezapojené elektrody. Frekvence
stiidavého napéti je pii méfeni zavisla na Case, se kterym se méni vétSinou od vysSich
hodnot frekvence k niz§im, a to pfedevSim kvuli stabilité nékterych systémitl. Rozsah

frekvence je pfiblizné 1 MHz az 0,1 mHz [72].

K nejvice pouzivanym grafickym vystuplim EIS patii Bodetv a Nyquistiv graf.
Bodetv graf mlize zobrazovat zavislost absolutni hodnoty impedance nebo fazovy posun
oproti frekvenci. V§e muze byt zaznamenano bud’ do jednoho grafu, ktery pak obsahuje
dvé osy y, nebo lze kazdou zavislost vynést samostatné do dvou grafl. V piipade
Nyquistova grafu je vynasena zavislost imaginarni slozky na realné sloZce impedance [72].
Nejjednodussim modelem pro rozhrani elektroda-roztok je tzv. Randlesova cela neboli
také Randlesiiv obvod (Obr. 18), ktery je zakladnim modelem pro modely sloZzitéjsi.
Randlestiv ekvivalentni obvod se sklada ze sériové zapojeného odporu elektrolytu (Rs)
a paralelni kombinace odporu proti pienosu naboje (Rc) a kapacity elektrické dvojvrstvy

(Ca) [73]. Na obr. 19 lze vidét Nyquisttiv graf pro Randlesovu celu.
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EIS se vyuzivd pro Siroké spektrum technologii a aplikaci jako napftiklad
pii kontrole a vyrobé palivovych c¢lankd, polovodicii, solarnich ¢lankd a senzort,
pii zkoumani elektroodpadu, nebo pfi elektro-organické syntéze [71, 75]. Velice vyznamné

je také studium koroze kovovych materidlii [76] a vyuZiti této metody pro charakterizaci

Ret

Cdl

Obr. 18 - Schéma Randlesova obvodu [74]

pokryti povrchu elektrod vrstvami modifikétord, napt. fosfolipida [77].
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Obr. 19 - Nyquistitv graf pro Randlesovu celu [72]
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3. Experimentalni Cast

3.1. Pristrojové vybaveni
Veskera elektrochemicka méteni byla realizovana pomoci pristroje Autolab PGSTAT128N
(Metrohm Autolab, Utrecht, Nizozemsko) s vyuzitim softwaru Nova (verze 1.11)
(Metrohm Autolab, Utrecht, Nizozemsko) a tiielektrodového zapojeni. Pracovni
elektrodou v tomto zapojeni byla elektroda ze skelného uhliku - GCE (MF-2012, pramér
disku 3 mm, BASi, USA). Jako referentni byla pouzita elektroda argentchloridova
(Ag/AgCl/1IM-KCIl) a pomocnou elektrodou byla elektroda platinova.

Pro ¢isténi povrchu pracovni elektrody byla vyuzita ultrazvukova ¢isticka Sonorex
Digitec (Bandelin, Berlin, Némecko). K navadzeni latek vyuzitych pro ptipravu roztokt
byly pouzity vahy Kern ALS 220-4 (KERN, Balingen, Némecko) a vahy XSE205
Dual Range (Mettler Toledo, Columbus, Ohio, USA). Pti pripravé fosfatového pufru
a ovétovani jeho hodnoty pH byl vyuzit pH metr inoLab 720 s elektrodou SenTix 41
(WTW, Weilheim, Némecko). Pro michani roztok byla pouzita magnetickd michacka
MR Hei-Standard (Heidolph, Schwabach, Némecko). Pro pfipravu roztokd byla pouZita
ultracista voda (18 MQ) z purifika¢niho systému Direct-Q 3 UV (Merck Millipore).

3.2. Chemikalie
Pro modifikaci GCE, a tedy 1 tvorbu modelovych membran, byl pouZit asolectin izolovany
ze sojovych bobu (obsah fosfatidylcholinu zhruba 25 %) (Fluka, Buchs, Svycarsko).
K jednotlivym stanovenim byly vyuzity zdsobni roztoky studovanych antimuskarinik
pfipravené rozpuSténim daného mnozstvi (R)-fesoterodinu fumaratu (99+%, Chemos CZ,

Citov, Ceska Republika) a tolterodinu tartratu (Zentiva, Praha, Ceska Republika) ve vodg.

Dale byly pouzity tyto chemikalie:

e ferrikyanid draselny (p.a., Lachema, Brno, Ceska republika)
e ferrokyanid draselny (p.a., Lachema, Brno, Ceska republika)
e hexan (p.a., Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)
e hydroxid draselny (p.a., Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)
e chlorid sodny (p.a., Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika)
e metanol (p.a., Penta, Chrudim, Ceska republika)

e kyselina o-fosfore¢na 85%  (p.a., Penta, Chrudim, Ceska republika)
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3.3. Priprava roztoki
Pro experimenty byly vyuzity dva roztoky asolectinu. Prvni o koncentraci 3 mg/ml byl
pfipraven rozpusSténim daného mnozstvi této fosfolipidové smési v hexanu. Druhy roztok

o koncentraci 8 g/l byl pfipraven rozpusténim daného mnozstvi asolectinu ve vodé.

Pfi méfeni byly pouzity roztoky stanovovanych antimuskarinovych [éCiv
tolterodinu a fesoterodinu v koncentracich 1 mmol/l a 2 mmol/l. Roztoky byly pfipraveny
rozpu$ténim vypocitaného mnozstvi téchto latek v destilované vodé. Fosfatovy pufr
opH 7,4 byl pfipraven titraci kyseliny trihydrogenfosforecné (0,1 mol/l) hydroxidem
sodnym (2 mol/l). Roztok chloridu sodného (9 g/1) a roztok ekvimolarni smési ferrikyanidu
a ferrokyanidu draselné¢ho (1 mmol/l kazdy) v NaCl (9 g/1) byly pfipraveny navazenim

vypocitaného mnozstvi latek a rozpusténim ve vodeé.

Roztoky pro akumulaci analytu byly pfipraveny zfedénim zasobniho roztoku jak
TOL, tak FES (oba 1 mmol/l) fosfatovym pufrem o pH 7,4 a vodou v objemovém poméru
2:5:3. Vysledna koncentrace takto pfipravenych roztokd byla u TOL i FES 2-10™* mol/l.

Dale byl pfipraven roztok vzorku moci, a to nafedim 200 pl moci zakladnim
elektrolytem v poméru 1:4. Zakladni elektrolyt byl vtomto pfipadé¢ tvoren 500 pl
fosfatového pufru o pH 7,4 a 300 pul vody.

3.4. Pouzité pracovni postupy
3.4.1. Ci§téni nepokryté elektrody
Pfed kazdym voltametrickym méfenim s nemodifikovanou elektrodou byla potieba
dikladné vycistit povrch pracovni elektrody ze skelného uhliku od necistot. Nejprve byla
elektroda oplachnuta destilovanou vodou. Poté byla vyleSténa na lestici tkanin¢, na kterou
bylo pomoci automatické pipety naneseno malé mnoZstvi aluminové suspenze
v destilované vodé€é. Po tomto mechanickém vylesténi byla elektroda opét oplachnuta
destilovanou vodou, sonikovana 1 minutu v destilované vodé a poté znovu oplachnuta.

Takto ocisténa elektroda byla pfipravena k méfeni.

3.4.2. Modifikace pracovni elektrody vrstvou fosfolipidi
Pted samotnym pokryvanim elektrody ze skelného uhliku bylo potieba elektrodu dokonale
oCistit od necistot vylesténim na leStici tkanin¢ navlhéenou aluminovou suspenzi.
Po oplachnuti a sonikaci v destilované vodé po dobu 2 minut bylo potieba elektrodu

aktivovat. Aktivace byla provedena v tiielektrodovém zapojeni pomoci roztoku
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NaCl (9 g/l) pti potencidlu 1,5 V, ktery byl na pracovni elektrodu vkladan po dobu
3 minut. Poté byla elektroda opét oplachnuta destilovanou vodou a vysuSena proudem

dusiku po dobu 30 minut.

Na disk takto ptipravené, vysusené CGE, bylo naneseno 5 pl ¢erstvé pfipraveného
roztoku asolectinu v hexanu (3 mg/ml). Thned po naneseni roztoku asolectinu byla
elektroda ponofena do roztoku NaCl (9 g/l1) na dobu 30 minut, kdy na elektrodé doslo
k samouspoiadani fosfolipidi do dvojné vrstvy. Po uplynuti dané doby byla elektroda
zroztoku vyjmuta a opatrné opladchnuta destilovanou vodou. S takto pfipravenou
elektrodou byly méfeny jednotlivé experimenty. Pii jakékoli dal§i manipulaci
s modifikovanou elektrodou bylo velice dulezit¢ velmi opatrné zachazeni, aby neslo

k poSkozeni vzniklé fosfolipidové dvojvrstvy.

3.4.3. Cisténi GCE od vrstvy fosfolipidi

Cisténi elektrody od fosfolipidové dvojvrstvy a obnoveni povrchu GCE bylo provedeno
nasledujicim postupem. Nejprve byla elektroda vylesténa na lestici tkanin¢ navlhcené
aluminovou suspenzi. Poté byla oplachnuta proudem destilované vody a sonikovédna
ve tfech rozpoustédlech v nasledujicim potadi — v hexanu, metanolu a v destilované vodé.
V kazdém z téchto rozpoustédel byla elektroda sonikovana po dobu 10 minut. Pii potiebé
jesté dukladnéjsiho precisténi bylo k tomuto postupu pfidano precisténi v roztoku

NaOH (0,1 mmol/l).

3.4.4. Kontrola ¢istoty GCE a celistvosti modelové membrany
Pro testovani cistoty nepokryt¢é GCE, ale také pro testovani celistvosti vytvofené
fosfolipidové dvojvrstvy na povrchu GCE byly vyuzity metody CV a EIS. Pii metodé¢ CV
byl vZdy pro porovnani srovnavan vysledny cyklicky voltamogram ptfed pokrytim
elektrody s cyklickym voltamogramem ziskanym po pokryti elektrody. Stejny postup

nasledoval i v pfipadé metody EIS pfi zaznamenavani Nyquistovych diagramu.

Méfeni pomoci obou metod, s pokrytou 1 nepokrytou elektrodou, probihalo
v roztoku ferrikyanidu draselného (1 mmol/l) a ferrokyanidu draselného (1 mmol/l) v NaCl
(9 g/l) v tiielektrodovém zapojeni. Pracovni elektrodou zde byla GCE, jako referentni byla
pouzita elektroda argentchloridovd a pomocnou elektrodou byla elektroda platinova.

Pti metod¢ CV pro vSechna tato stanoveni byly vzdy nastaveny nasledujici parametry:
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e Pocatecni potencial: ov

e Konec¢ny potencial: ov

e Potencialovy rozsah: -0,4az0,7V
e Rychlost skenovani: 0,05 V/s

e Pocet cykli: 2

Pii metod¢ EIS byly pii kazdém experimentu nastaveny nasledujici parametry:

e Konstantni potencial: 0,250 V
e Pocet frekvenci: 60
e Rozsah frekvenci: 10 kHz - 0,05 Hz

3.4.5. Stabilita modelové membrany
Metody CV i EIS byly vyuzity také pro zjisténi stability vrstvy asolectinu na GCE jednak
ve vodé¢, jednak v roztoku FES. Pii méfeni stability vrstvy asolectinu na GCE ve vodé¢ byla
pokryta elektroda vzdy na dany Cas (rozsah 0,5 aZ 5 min) ponofena do redestilované vody.
V piipad¢ stability vaci ptisobeni FES byla pokryta elektroda ponofena na dany cas
(0,5az5 min) do roztoku FES o koncentraci 10* mol/l. Po vyjmuti zroztoku byla
elektroda opatrné oplachnuta. Poté byl zaznamenan voltamogram a Nyquistiv diagram.
Pomoci CV a EIS byla taktéZz sledovéana stabilita fosfolipidové dvojvrstvy pii ponechédni
GCE s vrstvou asolectinu v roztoku NaCl (9 g/l) po dobu tfi dnli. VSechna tato méfeni
probihala v roztoku ferrikyanidu draselného (1 mmol/l) a ferrokyanidu draselného
(1 mmol/l) v NaCl (9 g/l) v tiielektrodovém zapojeni. Pii metodé¢ CV pro vSechna tato

stanoveni byly nastaveny shodné parametry jako v kapitole 3.4.4.

3.4.6. Akumulace analytu

Akumulace analytu byla méfena metodou diferencni pulsni voltametrie. Byla meéfena
akumulace jak na povrchu ¢isté, nepokryté elektrody, tak akumulace analytu ve vytvorené,

fosfolipidové dvojvrstveé na povrchu GCE.

Me¢éteni probihalo néasledovné. Nejprve byl vzdy pfipraven 1 ml roztoku daného
antimuskarinika, ve kterém adsorpce probihala. Pfi méfeni na Cisté elektrodé byla potieba
GCE mezi kazdym méfenim dikladné vylestit na leStici tkaniné navlhéené suspenzi
aluminy a oplachnout destilovanou vodou. Po tomto oc€isténi byla elektroda sonikovéna
po dobu 1 minuty v destilované vode¢, kterou byla GCE jesté jednou dikladné oplachnuta.
Poté nasledovalo ponoteni elektrody do pfipraveného roztoku antimuskarinika na dany cas.
Pfi méfeni adsorpce na povrch nepokryt¢ GCE byly u obou antimuskarinik doby

akumulace 30 s, 1 min, 2 min, 3 min, 4 min a 5 min. Po naakumulovéni analytu na povrch
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GCE byla elektroda opét opatrné¢ oplachnuta destilovanou vodou a byl zaznamendn
voltamogram. Poté byla elektroda opét oCiSténa a pfipravena k dal§imu méteni. Zakladnim
elektrolytem pro vSechna méfeni akumulace na povrch ¢isté GCE byl roztok fosfatového

pufru o pH 7.4 a redestilované vody v poméru 1:1.

Postup pfi sledovani extrakéni akumulace analytu do fosfolipidové vrstvy na GCE
byl v podstaté stejny. Stejn¢ jako u akumulace na nepokryté elektrodé byl nejdiive
pripraven 1 ml roztoku antimuskarinika. Poté byla elektroda s ptipravenou fosfolipidovou
vrstvou do toho roztoku ponofena na dany cas (0,5 az 5 min). Nakonec byla elektroda
opatrné oplachnuta destilovanou vodou, aby nedoslo k poskozeni dvojvrstvy a vlozena
do zakladniho elektrolytu, kterym byl opét roztok fosfatového pufru o pH 7,4 a vody
vpoméru 1:1. Po zaznamenani voltamogramu byla elektroda znovu velmi opatrné
oplachnuta destilovanou vodou a pfipravena k dalSimu méfeni. Timto zpisobem byla
akumulace analytu do fosfolipidové vrstvy prométena pouze u FES. Pfi této metod¢ byly

pro pokrytou, nepokrytou elektrodu, TOL 1 FES nastaveny nasledujici parametry:

e Pocatecni potencial: 0,0V

e Konecny potencial: 1,4V

e Amplituda: 0,05V
e Doba trvani pulsu: 0,5s

e Rychlost skenovani: 0,01 V/s

3.4.7. Interakce asolectinu a antimuskarinik

Interakce asolectinu a danych antimuskarinik byla métena metodou DPV. Pro méfeni byly
vyuzity roztoky TOL a FES o koncentraci 2 mmol/l a déale roztok TOL o koncentraci
1 mmol/l. Méfeni probihalo v tfielektrodovém zapojeni, kdy pracovni elektrodou byla
nepokryta GCE. Samotné méteni probihalo nasledovné. Nejprve byla elektroda dikladné
ocisténa od zbytkl necistot a vyleSténa. Poté bylo k zakladnimu elektrolytu v mérné cele,
kterym byl roztok fosfatového pufru o pH 7,4 a redestilované vody, bylo pfidano takové
mnozstvi antimuskarinika, 7e jeho vysledna koncentrace v roztoku byla 2-10° mol/l.
Nasledné byly do vysledného roztoku pfidavany malé objemy asolectinu. VSe bylo kratce
promichano proudem dusiku a byl zaznamenan voltamogram. Parametry nastavené pro
tato méfeni interakce asolectinu s TOL a FES metodou DPV byly shodné jako v kapitole
3.4.6.
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3.4.8. Kalibra¢ni zavislosti TOL a FES
Kalibracni zévislosti FES a TOL byly prométené jak na nepokryté, tak na pokryté

elektrodé. Pro vSechna tato meéfeni byla vyuZzita metoda diferencni pulsni voltametrie.
Zakladnim elektrolytem (ZE) byl v obou ptipadech roztok fosfatového pufru o pH 7,4
avody. Pro kalibracni zévislost tolterodinu i fesoterodinu na nepokryté elektrodé bylo
rozmezi koncentraci 1-10° az 2,5-10* mol/l. Pro méfeni kalibraéni zavislosti TOL a FES
na pokryté elektrodé byl zvolen rozsah koncentraci 1-107 az 2,5-10% mol/l. Kalibra¢ni
zavislosti danych latek s nepokrytou elektrodou byly méteny piimo v roztoku, v némz byla
metodou ptidavku zvySovana koncentrace studované latky (pfima metoda). V ptipadé
pokryté elektrody byla vyuzita extrakéni akumulace do vrstvy v roztoku latky o definované
koncentraci, poté nasledovalo méfeni metodou DPV v Cistém zakladnim elektrolytu
(transferovd metoda). Pfi meéfeni kalibracni zéavislosti TOL pfimou metodou byly

nastaveny tyto parametry:

e Pocatecni potencial: 0,0V

e Konecny potencial: 1,4V

e Amplituda pulsu: 0,05V
e Doba trvani pulsu: 0,05 s

e Rychlost skenu: 0,01 V/s

Pti méfeni kalibracni zavislosti FES byly nastaveny tyto parametry:

e Pocatecni potencial: 02V
e Konecny potencial: 1,0V
e Amplituda pulsu: 0,05V
e Doba trvani pulsu: 0,5s

e Rychlost skenu: 0,01 V

3.4.9. Stanoveni FES ve vzorku moci
FES ve vzorku moci byl stanoven pomoci metody DPV. Pred samotnym méfenim byla
pomoci CV a EIS ovétena celistvost vytvoiené fosfolipidové dvojvrstvy na povrchu GCE
postupem uvedenym v kapitole 3.4.4. Nejdiive byl s vyuzitim tfielektrodového zapojeni,
kde pracovni elektrodou byla pokrytd GCE, proméien Cisty zdkladni elektrolyt, kterym byl
op¢t roztok fosfatového pufru o pH 7,4 aredestilované vody v poméru 1:1. Poté byl
ptipraven ziedény vzorek moci, do kterého byla elektroda s vrstvou asolectinu na 5 minut
ponofena. Znovu byl zaznamenan voltamogram méfenim v zédkladnim elektrolytu
a elektroda byla opatrné¢ oplachnuta destilovanou vodou. Nasledné bylo do zfedéného
vzorku moci ptfidano 20 pl roztoku FES o koncentraci 1 mmol/l a opét byl zaznamenéan

voltamogram. Ptidavek roztoku FES se jesté¢ jednou opakoval.
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4. Vysledky

4.1. Kontrola Cistoty GCE a celistvosti modelové membrany
4.1.1. Cyklicka voltametrie

Pomoci cyklické voltametrie byla kontrolovana Ccistota nepokryté GCE a celistvost
fosfolipidové dvojvrstvy na povrchu GCE. Na obr. 20 jsou zobrazeny cyklické
voltamogramy jak elektrody nepokryté, tak elektrody pokryté vrstvou asolectinu
zaznamenané v roztoku ferrikyanidu draselného (1 mmol/l) a ferrokyanidu draselného
(1 mmol/l) v NaCl (9 g/1). Pfi méfeni s vyuzitim nemodifikované GCE lze na vysledném
voltamogramu vidét velice vyrazné piky. Ty odpovidaji oxidaci ferrokyanidu
(Epa=0,29V) a zpétné¢ redukci ferrikyanidu (Epx = 0,18 V) oxidace ferrokyanidu
andsledné¢ zpétné redukci ferrikyanidu. V pfipad€ voltamogramu ziskaného pomoci
modifikované GCE lze vidét vyrazné sniZeni velikosti téchto oxida¢né-redukcnich pikh
vlivem vytvofeni hydrofobni, nevodivé dvojvrstvy fosfolipidl, kterd zamezila ptistupu

iontli z roztoku k povrchu GCE.

20 -

Nepokryta GCE
15 o Pokryta GCE

I (uA)

-10 +

'20 T T T T T T T T T T T T
05 03  -01 0.1 03 0.5 0.7
E(V)

Obr. 20 - Cyklické voltamogramy elektrody nepokryté a pokryté

Na obr. 21 Ize vidét srovnani cyklického voltamogramu zaznamenaného v roztoku
ferrikyanidu draselného (1 mmol/l) a ferrokyanidu draselného (1 mmol/l) v NaCl (9 g/
tésn¢ po pokryti elektrody vrstvou asolectinu s cyklickym voltamogramem zaznamenanym
po sledovani extrakéni akumulace FES v zavislosti na ¢ase. Z tohoto srovnani je patrné,
ze opét dochazi k mirnému naristu pikt, nejspise vlivem inkorporace oxidacnich produktii

fesoterodinu do fosfolipidové dvojvrstvy, které mohou mirné narusit jeji celistvosti.
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Obr. 21 - Cyklickeé voltamogramy pokryté elektrody pred a po méreni

4.1.2. Elektrochemicka impedancni spektroskopie
Elektrochemickd impedancni spektroskopie (EIS) byla vyuzita jako dopliikova metoda
k CV pfi kontrole cistoty nepokryt¢é GCE a dale ke kontrole celistvosti fosfolipidové
dvojvrstvy na povrchu GCE. Cilem téchto experimentli bylo zjisténi diference naméteného
odporu mezi elektrodou modifikovanou vrstvou fosfolipidi a elektrodou cistou. Odpor
modifikované elektrody by pfi tomto experimentu mél byt vétsi, a to zejména z toho
davodu, ze vytvorena fosfolipidova vrstva na povrchu GCE je nevodiva, tudiz zamezuje

vedeni elektrického proudu mezi povrchem elektrody a roztokem.

Nyquistovy grafy zaznamenané s nemodifikovanou a modifikovanou GCE lze vidét
na obr. 22 a obr. 23. Naméfena data byla vyhodnocena pomoci Randlesova ekvivalentniho
obvodu (Obr. 18) a byly vypocteny hodnoty odporu proti pfenosu naboje Rc a kapacity
elektrické dvojvrstvy Cq. Pii porovnani hodnot R si lze vSimnout, Ze pii méfeni
s nemodifikovanou GCE dosahuje odpor proti pfenosu naboje ptiblizn€ 6 kQ, zatimco pfi
méfeni s modifikovanou GCE dosahuje odpor pfiblizné 33 kQ. Hodnoty R. namétené
s modifikovanou GCE jsou tedy zhruba pét a pil krat vy$Si nez hodnoty cisté GCE.
V ptipad¢ porovnani kapacity elektrické dvojvrstvy jsou hodnoty ziskané modifikovanou
GCE opét mnohem vys$i nez hodnoty ziskané elektrodou nemodifikovanou. Hodnota Cq
nemodifikované elektrody zde dosahuje pfiblizné 14 uF, zatimco hodnota Ca
modifikované elektrody se pfiblizuje 27 pF, coz je zhruba dvojnasobek. Z uvedenych
hodnot vyplyva, ze GCE byla pokryta elektricky velmi mélo vodivou fosfolipidovou
vrstvou s vlastnostmi dielektrika. Charakteristicky polokruznicovy priabéh impedanéniho

spektra modifikované elektrody bez linearni c¢asti pii nizkych frekvencich ukazuje, ze
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fosfolipidova vrstva je kompaktni, zcela pokryva uhlikovy substrdt a bréni
ferrokyanidovym a ferrikyanidovym iontim v piistupu k tomuto substratu a zamezuje tak

jejich elektrodové reakci.
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Obr. 22 - Nyquistuv graf ziskany s nemodifikovanou GCE mérenim v roztoku ferrikyanidu
draselného (1 mmol/l) a ferrokyanidu draselného (1 mmol/l) v NaCl (9 g/l).
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Obr. 23 - Nyquistuv graf ziskany s modifikovanou GCE mérenim v roztoku ferrikyanidu draselného
(1 mmol/l) a ferrokyanidu draselného (1 mmol/l) v NaCl (9 g/l).

4.2. Stabilita modelové membrany
Pro zjisténi stability vrstvy asolectinu na GCE ve vodé¢ v zavislosti na Case byly vyuzity
metody CV a EIS. Na vysledném grafu (Obr. 24), ktery zahrnuje cyklické voltamogramy
zaznamenan¢ v roztoku ferrikyanidu draselného a ferrokyanidu draselného po opakovaném
ponoteni modifikované elektrody na urcitou dobu (od 0,5 do 10 min) do vody, lze vidét, ze
pouze prvni sken se odliSuje svym priabéhem (proudovou odezvou) od dalSich skend,

cozukazuje, ze pifi ném dochdzi v dasledku vlozeného potencidlu ke zménadm
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modifikovaného povrchu elektrody. Po tomto prvnim skenu dojde k ustileni proudové

odezvy.
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Obr. 24 - Cyklicke voltamogramy pokryté elektrody pri testovani stability vrstvy asolectinu
v zavislosti na case. Méreno v roztoku ferrikyanidu draselného (1 mmol/l) a ferrokyanidu
draselného (1 mmol/l) v NaCl (9 g/l).

Stabilitu asolectinové vrstvy na povrchu GCE potvrzuji i experimenty provedené
metodou EIS méfenim v roztoku ferrikyanidu draselného (1 mmol/l) a ferrokyanidu
draseln¢ho (1 mmol/l) v NaCl (9 g/l). Na vysledném grafu (Obr. 25) hodnot ziskanych
z Nyquistovych diagramil lze vidét, ze kapacita vrstvy se pfi opakovaném namaceni

elektrody do vody na 0,5 az 10 min neménila.
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Obr. 25 — Graf zavislosti kapacity asolectinové vrstvy na dobé ponoreni elektrody ve vodé. Méreno
metodou ELIS v roztoku ferrikyanidu draselného (1 mmol/l) a ferrokyanidu draselného (1 mmol/l)
v NaCl (9 g/l).
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CV 1 EIS experimenty ukazaly, Ze fosfolipidovad vrstva na povrchu GCE je
dostatecné stabilni a nedochazi k jejimu poSkozeni (vymyvani fosfolipidi) pfi vyméné
roztoku a stani ve vodném prostifedi po dobu az 10 min. Doba delsi nez 10 min nebyla
testovana, nebot” pouzivani delSi doby extrakéni akumulace analytu z vodného roztoku

vzorku do asolectinové vrstvy se neptedpoklada.

Déle byla testovana stabilita fosfolipidové dvojvrstvy ponofenim v roztoku NaCl
(9 g/1) po dobu tii dnti. Tento experiment byl opét realizovan pomoci metody CV a metody
EIS méfenim v roztoku ferrikyanidu draselného (1 mmol/l) a ferrokyanidu draselného
(1 mmol/l) vNaCl (9 g/l). Postupné byly zaznamenany cyklické voltamogramy
a Nyquistovy grafy pro nepokrytou a pokrytou elektrodu, cyklicky voltamogram
a Nyquistiv graf ziskané po prvnim dni méfeni s vytvotrenou fosfolipidovou dvojvrstvou,
kdy bylo provedeno meéfeni tii sérii experimentl s roztokem FES. Dale byl zaznamenan

voltamogram a Nyquistiv graf po tfech dnech ponechani GCE v roztoku NaCl (9 g/l).

Na nasledujicich grafech pro metody CV (Obr. 26) a EIS (Obr. 27) lze vidét, ze
po pokryti elektrody doslo k poklesu oxida¢né-redukénich piki ferro-/ferrikyanidu
a zaroven narlstu odporu proti prenosu elektronli (polarizacni rezistance). Po prvnim dnu
pouzivani vrstvy k opakované extrakci a oxidaci FES poté doslo ke zvétSeni polarizacni
rezistance na pfiblizné dvojnasobnou hodnotu nejspise z diivodu inkorporace FES a/nebo
jeho oxidac¢nich produkti do vrstvy. Po tfech dnech ponechani GCE v roztoku NaCl (9 g/l)
doslo pouze k nepatrné zméné tvaru cyklického voltamogramu a zaroven ke snizeni hodnot
polariza¢ni rezistance. Lze tak z obou grafii vyc¢ist, Ze doSlo nejspiSe k mirnému vymyti
FES a produkti jeho oxidace z fosfolipidové vrstvy. Jeji celistvost zlstala zachovéana
1po 3 dnech. Hodnoty R a Ca ziskané vyhodnocenim EIS dat pomoci Randlesova

ekvivalentniho obvodu jsou uvedeny v Tab. 1.
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Obr. 26 - Cyklicke voltamogramy GCE pri testovani stability vrstvy asolectinu. Méreno v roztoku
ferrikyanidu draselného (1 mmol/l) a ferrokyanidu draselného (1 mmol/l) v NaCl (9 g/l).
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Obr. 27 - Nyquistovy grafy GCE pri méreni stability vrstvy asolectinu. Méreno v roztoku
Sferrikyanidu draselného (1 mmol/l) a ferrokyanidu draselného (1 mmol/l) v NaCl (9 g/l).

Tab. I — Namerené hodnoty R.: a Cq pri méreni stability vrstvy asolectinu

Méfeni Ret (kQ) Cal (UF)
Nepokrytd GCE 15,6 21
Pokryta GCE 47,2 31
Po prvnim dnu méfeni (3 série) 100,6 32
Po trechp;i:gilé\;eljiargl O gh 85.5 37
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4.3. Akumulace analytu
Akumulace analytu jak na povrchu Ccisté, nepokryté elektrody, tak ve vytvorené
fosfolipidové dvojvrstvé na povrchu GCE byla méfena metodou diferencni pulsni
voltametrie. Zamérem tohoto experimentu bylo zjistit, zda dochazi k adsorpci
antimuskarinik na povrch pracovni elektrody, eventualné k extrakci do pfipravené

fosfolipidové membrany.

4.3.1. Tolterodin

Akumulace tolterodinu v zavislosti na case byla méfena pouze na nepokryt¢é GCE
transferovou technikou. K experimentu byl vyuzit roztok tolterodinu o koncentraci
2-10* mol/l. Priib&h adsorpce TOL na nepokryté elektrodé lze vidét na obr. 28. Z grafu lze
vidét, ze az do tfeti minuty se s pfibyvajicim ¢asem akumulace zéaroven zvySovala
proudové odezva. Po dosazeni tohoto Casu doslo nejspiSe k nasyceni povrchu elektrody
analytem. Proudova odezva po tomto Case zlstala viceméné konstantni. Jednotlivé
vysledné voltamogramy pro adsorpci tolterodinu na nepokryté GCE lze vidét v grafu

v ptiloze 1. Experiment prokazal, Ze TOL je schopen adsorbovat se na povrch GCE.

1.0 +

0.6 -

I (nA)
@

0.4 -

0.0 T T T T T T T T T T

t (min)
Obr. 28 - Priibéh adsorpce TOL na nepokryté elektrode. Méreno metodou DPV.

4.3.2. Fesoterodin

Akumulace fesoterodinu v zavislosti na ¢ase byla métfena jak na nepokryté, tak na pokryté
GCE transferovou technikou. Pfi obou téchto experimentech byl vyuzit roztok fesoterodinu
o koncentraci 2-10* mmol/l. Priibéh adsorpce FES na nepokryté elektrodé lze vidét
naobr. 29. Celkem byly provedeny Cctyii série meéfeni, které jsou v tomto grafu

zaznamenany spole¢né s celkovym pramérem. Z prubéhu grafu lze vycist, Ze proudova
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odezva se linedrné zvySovala do druhé minuty experimentu. Poté doslo k odchyleni

od linearity.

0.50 - 1. série
2. série
0.45 1 ° 7 3. série
® I ® 4. série
0.40 8 ' ® Primér
0.35 - I
< |
5 0.30 - I
— I v
0.25 -
0.20 A I
0-15 T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5
t (min)

Obr. 29 - Priibéh adsorpce FES na nepokryté elektrode. Méreno metodou DPV.

Na obr. 30 lze vidét pribéh akumulace analytu FES na pokryté elektrodé. Celkem
byly provedeny dvé série méfeni, které¢ byly zprimérovany. Z prubéhu grafu lze vycist,
Ze srostouci dobou akumulace se linearné zvySovala proudovd odezva. Vyjimkou
je proudova odezva v Case 0,5 min. Tato hodnota odpovida prvnimu skenu, béhem kterého
nejspiSe doslo v disledku vlozeného potencidlu ke zméndm modifikovaného povrchu
elektrody. Tomu nasvédCuje 1 odliSny prabéh piislusné voltametrické kiivky.
Voltamogramy ziskané métenim adsorpce FES na pokryté elektrodé metodou DPV jsou

zobrazeny v ptiloze 2.
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0.34 ~
0.32 ~
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Obr. 30 - Priibéh adsorpce FES na pokryté elektrodé v zavislosti na case. Méreno metodou DPV.
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4.4. Interakce asolectinu a antimuskarinik
4.4.1. Tolterodin

Pti studovani interakce asolectinu a TOL byly pouzity roztoky tohoto antimuskarinika
o koncentraci 1 mmol/l a 2 mmol/l. Na vysledném grafu pro 1 mmol/l roztok TOL
(Obr. 31) lze vidét, ze pii zvySovani koncentrace asolectinu v roztoku v mérné cele
obsahujici ZE aroztok TOL o dané koncentraci, dochazelo k prudkému, nelinearnimu
snizovani proudové odezvy vlivem konkurencni adsorpce asolectinu na povrch elektrody,
ktery byl touto vznikajici vrstvou asolectinu blokovan. DalSim faktem je, ze asolectin
je schopny jiz pifi koncentraci 1 g/l vytvéret liposomy [31], které na elektrod¢ mohou
vytvaret film. TOL se do téchto vzniklych liposomii miiZze extrahovat a z tohoto divodu
muze byt jeho proudova odezva v roztoku obsahujicim liposomy nizka a prakticky se
neméni s dalSimi pridavky asolectinu. Na Obr. 32 Ize vidét, Ze pii experimentu s roztokem
TOL o koncentraci 2 mmol/l doSlo ke zméné zavislosti proudové odezvy na koncentraci
asolectinu. V tomto piipad¢ dochézelo k pomalejSimu poklesu proudové odezvy TOL, coz
potvrzuje konkuren¢ni adsorpci obou latek na elektrodovém povrchu pii koncentraci TOL
vys8i, nez je kritickd liposomalni koncentrace asolectinu (1 g/l odpovida zhruba
koncentraci sojového lecitinu 1,3 mmol/l). Voltamogramy ziskané méfenim interakce
asolectinu a roztoku TOL o koncentraci 2 mmol/l metodou DPV s vyuZitim nepokryté

elektrody jsou zobrazeny v piiloze 3.

0.40
S

0.35 ~
0.30 ~
025 4 ©
0.20 ~

0.15 A ®

I (nA)

0.10 ~

0.05 A )

0.00 T T T T T T T )

c(g/1)

Obr. 31 — Interakce asolectinu s roztokem TOL o koncentraci 1 mmol/l.
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Obr. 32 - Interakce asolectinu s roztokem TOL o koncentraci 2 mmol/l.

4.4.2. Fesoterodin

Pti studovani interakce asolectinu a FES byl pouzit 2 mmol/l roztok tohoto
antimuskarinika. Na obr. 33 Ize vidét vyslednou zavislost proudové odezvy FES
na koncentraci asolectinu. V porovnani se zavislosti ziskanou pii experimentu sledujicim
interakci asolectinu s roztokem TOL o koncentraci 2 mmol/l lze vidét, Ze v ptipadé roztoku
FES o stejné koncentraci dochazi k navyseni proudové odezvy. Ziskana zavislost se také
vice pfiblizuje linearnimu pribéhu, coZz mize svédcit o silnéjsi konkurenéni adsorpci FES
na elektrodovy povrch oproti TOL. Vétsi schopnost adsorpce FES je v souladu s jeho vétsi
lipofilitou, vét§i molarni hmotnosti a také vétSim moldrnim objemem v porovnani s TOL.
Detailni voltamogramy ziskané métfenim interakce asolectinu a roztoku FES o koncentraci

2 mmol/l metodou DPV s vyuzitim nepokryté elektrody jsou zobrazeny v ptiloze 4.

3.5 —L

]
3.0 A
]
2.5 A o
<
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Obr. 33 - Interakce asolectinu s roztokem FES o koncentraci 2 mmol/l.
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4.5. Kalibracni zavislosti
4.5.1. Tolterodin

Kalibracni fada tolterodinu s vyuzitim nepokryté elektrody byla métena zvlast pro nizsi
koncentrace, v rozmezi 1-10° az 1:10”° mol/l a zvIast pro koncentrace vyssi, v rozmezi

1,5:107 az 2,5-10"* mol/l. Viechna méfeni byla provedena metodou DPV.

Kalibra¢ni zavislost TOL s vyuzitim nepokryté elektrody pfi nizsich koncentracich
(Obr. 34) byla sestavena z praméru celkove péti sérii méfeni. Z vysledného grafu lze vidét,
ze pii téchto nizSich koncentracich je kalibracni zavislost TOL s vyuZitim nepokryté
elektrody linedrni v celém rozsahu. Hodnota koeficientu determinace u této zavislosti
dosahuje hodnoty 0,999. Lze si ale také povSimnout, Ze s rostouci koncentraci TOL

v roztoku pomalu nardsta smérodatna odchylka méteného proudového signalu.

Kalibra¢ni zavislost TOL s vyuzitim nepokryté elektrody pii vyssich koncentracich
(Obr. 35) byla sestavena z priméru celkem tii sérii méteni. Z vysledného grafu lze vidét,
ze pti vysSSich koncentracich TOL jiZ neni kalibracni zavislost s vyuzitim nepokryté GCE
linearni, ale dochazi k jejimu zakfiveni. To je pravdépodobné disledkem nasyceni

elektrodového povrchu adsorbovanymi molekulami TOL.

® Primér
0.30 -
® 1.série
0.25 A
® 2. série
0.20 A L.
3. série
0.15 - 4. série
<
2 0.10 - ® 5. série
- 1=0,0191c + 0,001
0.05 A R?=0,999
0.00 T T T T T T T T T T
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

¢ (umol/l)

Obr. 34 - Kalibracni zavislost TOL s vyuzitim nepokryté elektrody pro koncentrace
1-10° az 1-107 mol/l. MéFeno metodou DPYV.
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Obr. 35 - Kalibracni zavislost TOL s vyuzitim nepokryté elektrody pro koncentrace
1-107 az 2,5-107 mol/l. Méieno metodou DPV.

Kalibra¢ni zavislost TOL s vyuzitim modifikované GCE byla méfena metodou
DPV pro koncentrace v rozmezi 1107 az 2,5-10* mol/l transferovou technikou s dobou
akumulace 5 min. Pfi tomto experimentu vSak proud piku s rostouci koncentraci TOL
v roztoku misto nariistu klesal v disledku pasivace elektrody produkty oxidace fenolového
kruhu TOL za vzniku dimernich, resp. oligomernich produkti. Mechanismus tvorby téchto
produktli je zndzornén na obr. 12 v teoretické Casti této prace. Voltamogramy pro

kalibra¢ni zavislost TOL s vyuzitim modifikované GCE lze vidét v ptiloze 5.

4.5.2. Fesoterodin
Kalibraéni zavislost pro FES s vyuZzitim nepokryté elektrody byla taktéZz méfena zvIast’ pro
niz$i koncentrace, vrozmezi 1-10° az 1-10° mol/l a zvlast pro koncentrace vyssi,

v rozmezi 1,5-107 az 2,5-:10" mol/l. Viechna méfeni byla provedena metodou DPV.

Pfi prvnim pokusu o sestrojeni kalibracni zavislosti FES pii nizSich koncentracich
byly provedeny tfi série méfeni, které lze vidét na obr. 36. Z grafu je patrné, Ze pfii
koncentracich 1-10 mol/l a 2:10 mol/l se na vysledném voltamogramu nevyskytoval pik,
ktery by bylo mozné vyhodnotit. Z tohoto ditvodu bylo experimentalné zjiStovano, zda by
bylo moZné vyuzit k zesileni proudového signdlu pii nizkych koncentracich FES jeho
akumulace na elektrodovém povrchu. Proto byly hledany vhodné parametry — potencial
akumulace a doba akumulace. Vysledny graf pro zjisténi nejlepsi hodnoty nastaveného
potencidlu je zobrazen v piiloze 6. Graf byl sestrojen z priméru tfi sérii mefeni. Jako

nejvhodnéjsi hodnota potencialu byla vyhodnocena hodnota 450 mV. V piiloze 7 je poté
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zobrazen vysledny graf pro zjisténi nejlepsi doby akumulace. Tento graf byl sestrojen
z praméru Ctyf sérii méfeni. K tomuto experimentu byl vyuzit roztok FES o koncentraci

1.10 mol/l. Jako nejvhodné&jsi doba akumulace byl vyhodnocen ¢asovy interval 30 s.

Tyto experimentalné zjisténé parametry potencidlu a doby akumulace byly nasledné
vyuzity k novému méfteni kalibra¢ni zavislosti FES s vyuzitim nepokryté elektrody pro
niz$i koncentrace. Na vysledném grafu (Obr. 37) Ize vidét, ze zjisténé parametry pomohly
ke zvySeni citlivosti metody meéifeni (hodnota smérnice kalibracni pfimky se zvysila
70,0162 pA-1/umol na 0,0222 pA-1/umol) a byly zaznamenany i hodnoty proudové odezvy
pikdl pii koncentracich 1:10° mol/l a 2-10° mol/l. Kalibra¢ni zavislost byla sestrojena
zpraméru t¥i sérii, kdy kazd4 série zahrnovala dvé méfeni. Vyslednd zavislost méla

linearni priibéh s hodnotou koeficientu determinace R* = 0,9977.
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Obr. 36 - Kalibracni zavislost FES s vyuzitim nepokryté elektrody pro koncentrace
1-10° az 1-10° mol/l. MéFeno metodou DPV
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Obr. 37 - Kalibracni zavislost FES s vyuzitim nepokryté elektrody pro koncentrace 1-10° az
1-10-> mol/l pii nejlepsich zjisténych hodnotdch potencidlu akumulace 450 mV a doby akumulace
30 s. Méreno metodou DPYV.

Kalibra¢ni zavislost FES s vyuzitim nepokryt¢ GCE pro vys§i koncentrace
(Obr. 38) byla sestavena z pruméru tii sérii méfeni. Z vysledné zavislosti Ize vidét, ze pti
vysSich koncentracich FES dochdzi k mirnému zakfiveni kalibra¢ni kiivky z divodu

adsorpce FES na povrch GCE.

45 -+
i [ @ 1. série
4.0 @ 2. série
3.5 - 2 ® 3. série
® Primér
3.0 1 !
2.5 1
g 2.0 1 . i
- 1.5 ~ '
1.0 - ;
0.5 4 .
0.0 . T T T T T T T T T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

¢ (mmol/l)

Obr. 38 - Kalibracni zavislost FES s vyuzitim nepokryté elektrody pro koncentrace
1-107 az 2,5-10* mol/l. Méieno metodou DPYV.

Kalibrac¢ni zavislost FES s vyuzitim pokryté elektrody byla méfena metodou DPV
transferovou technikou s dobou extrakce v roztocich FES dané koncentrace po dobu 1 min
a 5 min. Obé meéfeni byla provedena metodou DPV pro rozsah koncentraci

1-107 az 2,5-10™* mol/l.
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Kalibra¢ni zavislost méfend transferovou metodou v roztocich dané koncentrace
po dobu 1 min (Obr. 39) byla sestrojena z priméru ¢tyf méfeni. VSechna tato méfeni byla
provadéna s vyuzitim téze piipravené fosfolipidové vrstvy na povrchu GCE. Vysledny
prabéh kalibra¢ni zdvislosti na pokryté elektrodé¢ pro dobu akumulace jedné minuty je

linearni pouze pro koncentrace 10—60 umol/l. Pro vyssi koncentrace je nelinearni.
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Obr. 39 — Kalibracni zavislost FES s vyuzitim asolectinovou vrstvou modifikované GCE mérena
metodou DPV transferovou technikou po extrakci z roztokit dané koncentrace po dobu I min.

Kalibra¢ni zavislost métend transferovou metodou po extrakci FES do asolectinové
vrstvy z roztokli dané koncentrace po dobu 5 min (Obr. 40) byla méfena béhem tfi dni.
Prvni den byla provedena jedna sérii méteni, druhy den byly provedeny tfi série méteni
atfeti den byla provedena opét jedna série méfeni. Mezi jednotlivymi dny experimentli
byla modifikovana elektroda ponechéana v roztoku NaCl (9 g/l). Ve vysledném grafu jsou
zaznamenany hodnoty proudové odezvy ziskané v jednotlivych dnech, hodnoty druhého
dne méteni jsou v této grafické zavislosti vyneseny jako primeér vSech tfi méfeni. Z grafu
je patrné, Ze pii akumulaci po dobu péti minut byla prvni den proudova odezva vyssi nez
pfi akumulaci po dobu jedné minuty. Zbylé dny méfeni doSlo k poklesu této proudové
odezvy nejspiSe z divodu inkorporace oxidacnich produktii FES do asolectinové vrstvy.
Vysledny celkovy prabéh kalibrac¢ni zavislosti pokryté elektrody pro dobu akumulace péti
minut ma stejné jako v pfedchozim ptipadé nelinearni charakter. Linedrni usek lze nalézt

pouze pro koncentra¢ni rozsah do 2-10~> mol/l.

51



0.30 -

® Prvni den méreni
0.25 4 ° ® Druhy den méreni
° _ vy
Tteti den méreni
°
0.20 A
o °
__ 015 - ° °
<< ® _
= .
— 0.10 - .
° o o
0.05 ¢
[ ] [
[
0.00 T T T T T T T T T T T )
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30
¢ (mmol/l)

Obr. 40 - Kalibracni zavislost FES s vyuzitim asolectinem modifikované GCE mérend transferovou
metodou DPV po extrakci z roztokit dané koncentrace po dobu 5 min behem tri dnii.

4.6. Stanoveni FES ve vzorku moci
Pro tento experiment byl vzorek moci pro tento experiment, ptedstavujici redlnou matrici,
poskytnut zdravou, mladou Zenou bez pifijmu jakychkoliv 1ékii vcetné¢ hormonalni
antikoncepce. Experiment byl proveden metodou standardniho ptidavku roztoku FES
o vysledné koncentraci 2:10° mol/l v mo¢&i. Pfi experimentu byla vyuzita asolectinem
modifikovand GCE. Jednotlivd méfeni byla provadéna transferovou metodou po extrakci
FES ze vzorku moci do fosfolipidové vrstvy na elektrodé po dobu 5 min. Vyslednou
zévislost, jez ma linearni charakter, sestrojenou z proudovych odezev modelového vzorku
a jednotlivych pfidavkd lze vidét na obr. 41. Po dosazeni hodnoty proudové odezvy
zfedéného vzorku moci s FES do rovnice pfimky zjisténé z této zavislosti byla vypocitana

koncentrace roztoku FES 2-107 mol/l, coZ predstavuje 100% vytézek analytu.
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Obr. 41 - Stanoveni FES ve vzorku moci metodou standardniho pridavku.
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5. Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo sledovéani interakci vybranych antimuskarinovych
1éCiv - tolterodinu a fesoterodinu — suméle piipravenou biologickou membranou
a testovani moznosti jejiho vyuziti pro stanoveni 1é¢iv metodou extrakéni voltametrie.
Modelova biomimetickd membrana byla pfipravena na povrchu elektrody ze skelného
uhliku ze smési fosfolipidii izolovanych ze so6jovych bobli - asolectinu. S vyuzitim
cyklické voltametrie a elektrochemické impedancni spektroskopie bylo dokézéano,
ze ptipravend fosfolipidovéd vrstva je celistvd, pifi vyméné roztoku nedochézi k jejimu
poskozeni a je dostateCné stabilni po dobu nejméné¢ 3 dni i pii opakovaném pouziti

pro extrakci a voltametrickou analyzu fesoterodinu.

Experimenty ukazaly, ze jak v pfipadé TOL, tak v ptfipadé FES, dochézelo
k adsorpci téchto antimuskarinik na povrch nepokryté elektrody. Pii méfenich s pokrytou
elektrodou se FES prekoncentroval a bylo mozné jej po extrakci stanovit v pfipravené
fosfolipidové vrstvé. Pfi experimentech FES poskytoval analyticky vyuZitelny signal pro
transferovou diferenc¢né pulsni voltametrickou techniku, kterda umoznuje selektivni izolaci
analytu 1 ze slozitéj$i matrice vzorku jako je napiiklad mo¢ a jeho stanoveni v Cistém

elektrolytu vhodného sloZeni bez ptitomnosti interferujicich slozek matrice.

TOL se pfi méfenich s pokrytou elektrodou stejné jako FES extrahoval
do ptipravené vrstvy, ale pii jeho elektrochemické oxidaci vznikaly produkty, které

pasivovaly povrch elektrody a znemoznovaly tak provedeni analyzy.
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6. Summary

The aim of this bachelor thesis was the observation of chosen antimuscarinic
drugs - tolterodine and fesoterodine - and their interactions with artificially prepared
biological membrane and the testing of its use for analysis of these drugs using
the extraction voltammetry method. The model biomimetic membrane was prepared
on the glassy carbon electrode surface using the asolectin phospholipid made from
soybeans. With the use of cyclic voltammetry and the electrochemical impedance
spectroscopy it was proven that the prepared phospholipid membrane is covering the whole
electrode surface, it is not damaged during solution exchange and it is stable in the course
of a least three days even after repeated use for extraction and voltammetric analysis

of fesoterodine.

The experiments have proven that both tolterodine and fesoterodine were also
adsorbed on the unmodified electrode surface. Using the modified electrode, it was
possible to preconcetrate and analyse the fesoterodine right in the phospholipid layer.
The fesoterodine has provided analytically useful signal for the transfer differential pulse
voltammetry method, which allows the selective isolation of the analyte from complex
sample matrix, for example urine, and its analysis in the clean electrolyte solution without

the interfering matrix components.

Tolterodine, just like the fesoterodine, was able to be extracted to the phospholipid
layer. However, his electrochemical oxidation led to products, which passivated

the electrode surface, disrupting the analysis.
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Priloha 2 — Voltamogramy adsorpce FES na pokryté elektrodeé v zavislosti na case. Meéreno
metodou DPV.
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Priloha 6 - Zjisteni nejlepsi hodnoty potencidlu pro nizsi koncentrace kalibracni zavislosti FES
s vyuzitim nepokryté elektrody.
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Priloha 7 - Zjisténi nejlepsi doby akumulace pro nizsi koncentrace kalibracni zavislosti FES

s vyuzitim nepokryté elektrody.



