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1.UvOD

1.1.PIMAVANSERIN

Pimavanserin je atipi¢an antipsihotik kojeg je razvila Acadia Pharmaceuticals pod zasticenim
nazivom Nuplazid. Odobren je 2016. godine od strane FDA-a (engl. Food and Drug
Administration) kao prvi antipsihotik s indikacijom za lijeCenje halucinacija i deluzija u

psihozama povezanih s Parkinsonovom boles¢u (www.fda.gov).

Gledano s fizikalno-kemijskog aspekta pimavanserin (1-[(4-fluorofenil)metil]-1-(1-
metilpiperidin-4-il)-3-[[4-(2-metilpropoksi)fenil]metil]urea) je krutina, bijele boje bez mirisa.
Molekulska formula spoja je CzsHzsFN3O2, a molekulska masa iznosi 427,55. Nuplazid
sadrzava pimavanserin u obliku soli, pimavanserin tartarta koji je dobro topljiv u vodi (Slika
1.). Molekulska formula soli je (C2sH3sFN30O2). ¢ CsHsOs, a molekulska masa 1005,20

(pubchem.nchi.nlm.nih.gov).

Slika 1. Kemijska struktura pimavanserin tartarata (preuzeto s pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, uz

dopustenje Pubchem-a)

Nuplazid je na trzistu dostupan u obliku kapsula koje sadrze 34 mg ili tableta s 10 mg
pimavanserina. Primjenjuje se oralno, a preporucena dnevna doza je 34 mg i nema titracije

doze. Moze se uzeti sa ili bez hrane (www.nuplazid.com). Pimavanserin pokazuje

farmakokinetiku proporcionalnu dozi nakon pojedinacnih oralnih doza od 17 do 255 mg. U

visokom postotku se veze za proteine plazme (~95%). Pimavanserin i njegov glavni aktivni N-


http://www.fda.gov/media/96755/download
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Pimavanserin-tartrate#section=Computed-Properties
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Pimavanserin-tartrate#section=2D-Structure
http://www.nuplazid.com/pdf/nuplazid-prescribing-information.pdf

demetilirani metabolit AC-279 maksimalnu koncentraciju u plazmi postizu za Sest sati, a
vrijeme poluzivota u plazmi iznosi ~57 sati za pimavanserin te ~200 sati za AC-279 (Cruz MP,
2017). Lijek se metabolizira pretezno citokromom P450, a najznacajniji su CYP3A4 i CYP3ADS.
Preporuc¢ena doza pimavanserina uz jake inhibitore CYP3A4 (npr. ketokonazol) je 10 mg, a
kod primjene s jakim induktorima CYP3A4 (npr. rifampicin) treba pratiti pacijenta zbog
moguceg smanjenja uc¢inkovitosti i prema potrebi povecati dozu. Ovaj lijek sadrzi black boxing
tzv. crnu kutiju koja upozorava da pimavanserin povecava rizik od smrtnosti kod starijih
bolesnika s psihozom povezanom s demencijom. Pimavanserin produljuje QT interval pa
njegovu primjenu treba izbjegavati u bolesnika kod kojih je prisutna prolongacija QT intervala
ili s drugim lijekovima koji produljuju QT interval (npr. amiodaron). Ucestale nuspojave, tj.
one s ucestalo§¢u ve¢om od 5% su periferni edem i konfuzija, a kao rjede nuspojave pojavljuju

se mucnina, halucinacije i poremecaji hoda (www.nuplazid.com).

Mehanizam djelovanja pimavanserina je kombinacija inverznog agonistickog i antagonistickog
djelovanja na seratoninske 2A receptore (5-HT2a), @ u manjoj mjeri i na 5-HT2c receptore.
Tijekom klinickih ispitivanja nije pokazao znacajan afinitet vezanja za dopaminske (ukljucujuci
D>), histaminske, muskarinske ili adrenergicke receptore (Cruz, 2017). Zbog takvog djelovanja
nema motori¢kih nuspojava, a ima dobar sigurnosni profil, sto zajedno s farmakoloskim
uc¢inkom daje veliki potencijal za lijeCenje psihoti¢nih simptoma u Parkinsonovoj bolesti
(Hacksell i sur., 2014).

Parkinsonova bolest je kroni¢na bolest koju karakteriziraju degenerativne promjene u podrucju
mozga poznatome kao crna tvar (substantia nigra) koja proizvodi dopamin. Zbog nedostatka
dopamina javljaju se simptomi kao $§to su tremor, bradikinezija, ukocenost

(www.plivamed.net). Uz motori¢ke nuspojave javljaju se i one nemotoricke. Cesto se javljaju

konfuzna i delirantna stanja, pani¢ne atake, psihoza uz paranoidne manifestacije, halucinacije,
poremecaji sna, no¢no mokrenje, seksualna disfunkcija itd. Drugi atipi¢ni antipsihotici poput
klozapina pokazali su ucinkovitost, ali je utvrdeno da pogorSavaju motoricke simptome

pacijenata pa nemaju odobrenje za ovu indikaciju (Friedman, 2014).


http://www.nuplazid.com/
http://www.plivamed.net/

1.2 ELEKTROANALITICKE METODE

Elektroanaliza je analiticka tehnika koja se sve vise koristi u farmaceutskoj industriji, ali i u
biomedicini, analitickoj kemiji tj. kontroli kvalitete industrijskih proizvoda. Koristi se kao
alternativna ili komplementarna tehnika spektrofotometrijskim ili separacijskim tehnikama
zbog svoje visoke osjetljivosti, brzine analize, smanjene potroSnje otapala 1 uzorka te nizih

cijena troSkova analiza u usporedbi s ostalim tehnikama (Ozkan i Uslu, 2011).

ElektroanalitiCke metode ¢ine skupinu analiti¢kih metoda koje daju podatke o koncentraciji,
aktivitetu ili nekom drugom termodinamickom svojstvu odredivane molekulske vrste u
ovisnosti o elektricnom naponu, struji ili naboju (Wang, 2000). Te tehnike uz visoku
osjetljivost, tocnost, preciznost, selektivnost, karakterizira i jednostavnost jer naj¢esée nije
potrebno provoditi postupke odjeljivanja. No, selektivnost ovisi 0 rasponu potencijala
elektroaktivnih tvari (Beheti¢ i Nigovi¢, 2007).

Ovisno o signalu pobude, koji uzrokuje elektrokemijsku reakciju na radnoj elektrodi i iz koje
se dobiva Zeljeni analiticki podatak o ispitivanom uzorku, dijele se na: potenciometriju,
voltametriju, kronoamperometriju, elektrogravimetriju, kronopotenciometriju, kulometriju i

konduktometriju.

U farmaciji su znacajne elektroanalitiC¢ke tehnike kojima se moZe razjasniti mehanizam
djelovanja i biotransformacija lijekova te interakcije lijekova s DNA, metalnim ionima ili
proteinima. Takoder, upotrebljavaju se u elektroorganskoj sintezi farmakoloski zanimljivih
molekula, u ispitivanju uc¢inka molekule korelacijom redoks potencijala i aktivnosti te za
identifikaciju i odredivanje ljekovitih tvari u ljekovitim oblicima i1 bioloskim teku¢inama
(Beheti¢ i Nigovi¢, 2007). Neke elektroanaliticke metode primjenjuju se i u Europskoj
farmakopeji. Primjerice, ¢isto¢a farmaceutske vode odreduje se konduktometrijski, mjerenjem
njezine vodljivosti (European Pharmacopoeia 10th ed., 2021). Neke elektrokemijske senzore
koristimo u rutinskim analizama, a najznacajniji je amperometrijski senzor glukoze kojeg
dijabeticari svakodnevno koriste kod odredivanja glukoze u krvi. Ovaj tip biosenzora na bazi
enzima, glukoza oksidaze, funkcionira tako da se glukoza enzimom prevodi u glukonsku
kiselinu uz nastajanje vodikovog peroksida, koji se zatim na anodi oksidira te se prati prijenos

elektrona koji je proporcionalan koli¢ini glukoze u krvi (Yoo i Lee, 2010).



1.2.1. VOLTAMETRUA

1922. godine, otkri¢em polarografije od strane ¢eSkog kemicara Jaroslava Heyrovskog, zapoceo
je razvoj voltametrije. Zajednicka karakteristika svih voltametrijskih tehnika je pracenje struje
radne elektrode nastale kontinuiranim mijenjanjem njezinog potencijala. Analiti¢cke prednosti
voltametrijskih metoda ukljuéuju vrlo dobru osjetljivost s velikim linearnim rasponom
koncentracija za anorganske i organske tvari u vodenim i nevodenim medijima (102 - 101 M).
Primjenjuju se u kvantitativnoj analizi tvari, odredivanju kinetike i mehanizma redoks reakcija
te detekciji eluiranih analita u tekucinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti (HPLC)
(Kounaves, 1997).

Osnovne komponente suvremenog voltametrijskog instrumenta su potenciostat, racunalo i
elektrokemijski ¢lanak (Slika 2.). Uloga potenciostata je nametanje potencijala te mjerenje
jakosti struje. Elektrokemijski ¢lanak sastoji se od uzorka otopljenog u otapalu, ionskog
elektrolita, koji povecava vodljivost otopine, I najcesce tri elektrode: referentne (engl.
reference), pomocne ili protuelektrode (engl. counter) te radne (engl. working) elektrode
(Kounaves, 1997).

potentiostat e, rotating mechanism

. reference
| electrode

g inlet and outlet
A \ auxilia: of nitrogen
olacuoz —_—
P R

T VA Compenacs L Methn

voltammetric
cell

E'\

workin =
electrode
analyzed
solution

Slika 2. VVoltametrijski instrument; Metrohm Model VA 797 (preuzeto iz rada Mohamed i sur.,

2019, uz dopustenje autora)

Potencijal se mjeri izmedu radne i referentne elektrode i tako se kontrolira signal pobude. Struja

se mjeri izmedu radne i protuelektrode, mjerenjem signala odziva sustava (Nigovi¢ i Behetic,



2007). Na radnoj elektrodi se odvija redoks reakcija, za reakcije redukcije najéesce se koristi
zivina elektroda, dok se za reakcije oksidacije upotrebljavaju cvrste elektrode, primjerice
platinska, zlatna ili staklasta ugljikova elektroda. Reproducibilnost mjerenja osigurava se
koristenjem elektroda konstante povrSine. Primjenom malih povrSina radne elektrode smanjuje
se razgradnja analita elektrolizom, a pospjesuje polarizacija (Nigovi¢ i Beheti¢, 2007).
Nedostatci ¢vrstih elektroda su lako onecis¢enje radne elektrode, no zbog manjeg prenapona
vodika na tim elektrodama mozemo ih, u vodenim otopinama, primijeniti do znatno nizeg

negativnoga potencijala nego zivine elektrode (Piljac, 2010).

1.2.1.1. CIKLICKA VOLTAMETRIA

Cikli¢ka voltametrija (engl. cyclic voltammetry, CV) koristi se za prouc¢avanje redoks procesa,
za razumijevanje meduprodukta reakcije i za dobivanje informacija o stabilnosti produkta
reakcija (Kounaves, 1997). Primjenjuje se u istrazivanju apsorpcijskih procesa i kemijskih
reakcija povezanih s prijenosom elektrona, no rijetko se koristi za kvantitativne analize
(Nigovi¢ i Beheti¢, 2007). Vrlo Eesto elektrokemijska studija zapocinje koristenjem cikli¢ke

voltametrije.

Cikli¢ka voltametrija koristi sustav s tri elektrode (radne, referentne 1 pomoc¢ne) uronjenih u
otopinu analita i elektrolita. Potenciostat se koristi za linearno mijenjanje potencijala izmedu
radne i referentne elektrode sve dok ne dosegne unaprijed odredenu vrijednost, u kojoj mijenja
smjer promjene potencijala. Pritom mjeri struju izmedu radne i pomoéne elektrode. Rezultat
analize je cikli¢ki voltamogram koji prikazuje ovisnost struje o potencijalu, a vazni parametri
ciklicke voltametrije su potencijali vrha redukcije (Epc) i oksidacije (Epa) te vrsne jakosti struje
(ipc i ipa) (Slika 3.). Mjerena jakost struje raste kako se potencijal priblizava redoks potencijalu
analita. Promjenom potencijala preko specifi¢nog potencijala analita nastaje strujni vrh zbog
promjene oksidacijskog stanja analita. Takoder pada 1 mjerena jakost struje zbog smanjene
koncentracije analita u blizini elektrode. Povratkom potencijala na pocetnu vrijednost dolazi do

oksidacije/redukcije produkata nastalih u prvoj polovici ciklusa (Elgrishi i sur., 2017).



p.a

Slika 3. Prikaz graficke obrade i odredivanje potencijala i vrs$nih jakosti struja na ciklickom
voltamogramu reverzibilnog redoks procesa (preuzeto iz rada Piljac, 2010., uz dopustenje

autora)

Ukoliko je proces prijenosa elektrona puno brzi od ostalih procesa u otopini, primjerice difuzije,
reakcija ¢e biti reverzibilna. Broj izmijenjenih elektrona se moze odrediti iz razlike potencijala
vrhova prema jednadzbi (1) (Kounaves, 1997). Potencijal vrha je karakteristicna vrijednost za

pojedini spoj, a korelira s njegovim afinitetom za primanjem ili davanjem elektrona.

RT
AEp = |Epq = Epc| = 2,303 (1)

AEp je razlika izmedu potencijala vrha oksidacije i redukcije, R opca plinska konstanta koja
iznosi 8,314 J Kt mol™, T apsolutna temperatura (u kelvinima), n broj izmijenjenih elektrona,
a F Faradayeva konstanta koja iznosi 96 485,34 Cmol™. Pri uvjetima od 25 °C za redoks

reakciju prijenosa n elektrona AEp iznosi 0,0592/ nV, odnosno 60 mV po jednom elektronu

(Nigovi¢ i Beheti¢, 2007).

Randles-Sevéikova jednadzba (2) stavlja u odnos koncentraciju i jakost struje, a iz nje slijedi
da je vrsna struja voltametrijskog vala (ip) izravno proporcionalna koncentraciji elektroaktivne

vrste u otopini. Isto vrijedi za struju u bilo kojoj tocki voltamograma.



3 1 1
ip=(2,99%10°) nzAc,Dzvz (2)

Ova jednadzba predstavlja temelj za primjenu voltametrije u kvantitativnoj elektrokemijskoj
analizi (Piljac, 2010). ip je vrSna jakost struje izraZena u amperima (A), A povrsina radne
elektrode u cm?, D difuzijski koeficijent cm?s?, ¢, koncentracija analita u molcm™=, v brzina

promjene u Vs, a n broj elektrona.

Kada je redoks proces ireverzibilan, na ciklickom voltamogramu nedostaje povratni pik, sporija
je izmjena elektrona, pikovi su razdvojeni i manji, a Ep se pomice prema negativnijim (proces
redukcije) ili pozitivnijim (proces oksidacije) vrijednostima s povecanjem brzine promjene

potencijala. Vrsna jakost struje definirana izrazom (3).

1 1 1
i, = (2,99 x 10°)n(any)zAcyDyzvz (3)

Svi parametri jednaki su kao i u Randles-Sevéikovoj jednadzbi osim: na broj elektrona u koraku
prijenosa naboja i o koeficijent prijelaza (Piljac, 2010). Iz jednadZbe se zakljucuje kako je vr$na
jakost struje i dalje proporcionalna koncentraciji.

Danas se ciklicka voltametrija primjenjuje za proucavanje interakcije derivata 5-fluorouracila i
DNA (Zahed i sur., 2018), in vivo detekciju dopamina (Jackson i sur., 1995), odredivanje
irinotekana (Nprouzi i sur., 2009) pa i za odredivanje polifenola, slobodnog sumporovog

dioksida u analizi vina (Kilmartin i Makhotkina, 2010), i drugo.

1.2.1.2. PRAVOKUTNOVALNA VOLTAMETRUIA

Pravokutnovalna voltametrija (engl. square wave voltammetry, SWV) je jedna od najbrzih i
onim kod kromatografskih i spektroskopskih tehnika (Simdes i Xavier, 2017). Frekvencije od
1 do 100 ciklusa u sekundi dopustaju koriStenje izrazito brzih promjena potencijala, stoga cijeli
voltamogram moze biti snimljen za samo nekoliko sekundi (Nigovi¢ i Beheti¢, 2007). U
pravokutnovalnoj tehnici primjenjuje se signal pobude koji se sastoji od osnovnog stepenastog

napona na koji se superponira izmjeni¢ni pravokutni puls (Slika 4.a). Struja se mjeri dva put



tijekom jednog ciklusa, pri kraju trajanja pozitivne (11) i negativne (I2) poluperiode izmjeni¢nog
pravokutnog pulsa. Jakost struje (4l) na voltamogramu prikazana je kao razlika struja negativne
I pozitivne poluperiode izmjeni¢noga pravokutnog signala pobude za svaki ciklus pobude
(Piljac, 2010). Potencijal maksimuma struje koristi se za potvrdu identiteta analita, a visina vrha

struje proporcionalna je koncentraciji ispitivanog analita (Kounaves, 1997), (Slika 4.b).

L_l
|

= "

(a)

~

A= I(1) = 1(2)

(b)

Slika 4. a) Signal pobude dobiven dodavanjem pravokutnovalnih pulseva na stepenicasti signal
potencijala (Esep=2 mV) b) Shematski pravokutnovalni voltamogram reverzibilnog redoks

procesa (preuzeto iz rada Brett i Brett, 1993., uz dopustenje autora)

Zbog granica detekcije reda veli¢ine od 10°1° M, prigodne su za odredivanje ljekovitih tvari u

farmaceutskim i bioloskim uzorcima (Simdes i Xavier, 2017).



1.2.2. KRUTE ELEKTRODE

Radne elektrode u voltametriji su razli¢ite geometrije i materijala (u rasponu od malih kapljica
zive do ravnih diskova platine) te male povrSine koja pospjeSuje polarizaciju i smanjuje
razgradnju analita elektrolizom. Nekada su u analitickoj praksi bile najkoriStenije zivine
elektrode, ponajvise Zzivina kap elektroda (Piljac, 2010). Unato¢ gotovo idealnoj
reproducibilnosti i obnovljivosti, ograni¢eni anodni raspon potencijala radne povrsine zivinih
elektroda smanjuje njihovu primjenjivost u analitici tvari koje oksidiraju. Danas je sve veci
interes za krute elektrode, koje se zbog svog prosirenog raspona potencijala rabe za proucavanje
oksidacijskih procesa. NajkoriStenije su elektrode od staklastog ugljika, dijamantna elektroda s
primjesama bora, ugljikova, platinska, zlatna (Nigovi¢ i Beheti¢, 2007). Dodatne pozitivne
strane krutih elektroda su njihova netoksi¢nost, stabilnost, moguénost koristenja kod visokih
temperatura i u velikom rasponu tlaka. No, nedostatci ¢vrstih elektroda su slaba reprodukcija
radne povrsine i lako onecis¢enje kod koristenja. Stoga, kako bi se zadovoljila reproducibilnost
i povecao voltametrijski odgovor analita potrebna je predobrada tj. poliranje elektrode.
Najcesce se za metalne elektrode koristi mehanicko poliranje, dok se za aktivaciju ugljikove
elektrode primjenjuju razni elektrokemijski, kemijski ili termalni postupci (Wang, 2000).

1.2.2.1. ELEKTRODA OD STAKLASTOG UGLJIKA

Ugljikovi materijali u elektrodama imaju osnovnu strukturu Sestero¢lanog aromatskog prstena
i sp? hibridizaciju, razlikuju se u relativnoj gusto¢i na svojim povrsinama, a kao posljedica toga
javlja se i razlika u kinetici prijenosa elektrona. Najpopularnije elektrode u primjeni sadrze
staklasti ugljik, ugljikovu pastu, ugljikova vlakna, grafit impregniran voskom i druge (Wang,
2000).

Elektroda od staklastog ugljika (engl. glassy carbon electrode, GCE) se Siroko Kkoristi u
biomedicini zbog odlicnih mehanickih i elektricnih svojstava, dobre provodljivosti, Sirokog
raspona potencijala, kemijske inertnosti i reproducibilnih rezultata mjerenja. Materijal se
priprema zagrijavanjem predmodelirane polimerne smole na visokim temperaturama u inertnoj

atmosferi (Wang, 2000). Dobivena struktura staklastog ugljika, tj. tanke i smotane trakice



poprecno povezanih slojeva grafita imaju visoku gustocu i nisku poroznost, Sto ¢ini povrSinu

elektrode glatkom nakon poliranja (Slika 5.).

Slika 5. Struktura staklastog ugljika (preuzeto iz rada Jenkins i Kawamura, 1971., uz dopustenje

autora)

Kemijski modificirane elektrode mogu se prirediti mehanizmom ireverzibilne adsorpcije,
kemijskim vezanjem povrSinskog monosloja ili prekrivanjem povrsine filmom polimernog
materijala. Polimeri koji su polielektroliti djeluju na povrsini elektrode mehanizmom ionske
izmjene. Najtipi¢niji primjeri polimera su Nafion, polistiren sulfonat i protonirani
poli(vinilpiridin) (Piljac, 2010).

Danas se u elektrokemiji sve vise rabi modifikacija povrsine elektroda s fino dispergiranim

tvarima (ugljik, metali, anorganski spojevi), tzv. nanocesticama.
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1.2.3. NANOMATERIJALI

Pod pojmom nanomaterijali smatraju se materijali ¢ije su strukturne komponente manje od 1
um u barem jednoj dimenziji (Madkour, 2019). Njihovom uporabom smanjuju se dimenzije
aktivnih povrsina voltametrijskih senzora, ¢ime se postize minijaturizacija mjernih naprava. U
mjerenjima dolazi do izraZaja velika povrSina nanocestica, njihova dobra elektri¢na vodljivost,
kataliticko djelovanje te utjecaj na prenapon elektrode. Tako se poboljSavaju parametri

analiticke metode poput osjetljivosti, reproducibilnosti i selektivnosti (Piljac, 2010).

Grafen je alotropska modifikacija ugljika koja se sastoji od ugljikovih atoma rasporedenih u
dvodimenzionalnu heksagonalnu strukturu. Vrlo je tanak, ali i iznimno ¢vrst materijal, 8 moze
podnijeti gustocu elektrine struje Sest redova velic¢ine ve¢u od bakra. Pokazuje veliku toplinsku
provodnost i nepropustan je za plinove (Geim, 2009). Proizvodi se u raznim oblicima, najces¢i
su mono-, dvo- i troslojevi grafena, dok je grafen oksid (monosloj grafena s visokim sadrzajem
kisika u obliku karboksilnih, hidroksilnih i epoksidnih skupina). Grafen nanoplocice sastoje se
od mnogo slojeva grafena debljine naj¢es¢e od 2 do 10 nm, a prikazane su na slici 6a. Ugljikove
nanocjevéice (Slika 6b) su koncentri¢ni valjci grafena promjera nekoliko nanometara
medusobno povezani Sesterokutnim prstenima ugljikovih atoma. Dijele se na SWNT, engl.
single-walled carbon nanotubes tj. jedan koncentri¢ni valjak i MWNT, engl. multiple-walled
carbon nanotubes, nekoliko koncentri¢nih valjaka) (Piljac, 2010). Jo$ jedan od oblika grafena
su ugljikova nanovlakna prikazana na slici 6¢. To su linearni, sp-hibridizirani diskontinuirani
filamenti u kojima se slojevi grafena gotovo nikad ne poklapaju s osi filamenta (Poveda i Gupta,
2016). Svakodnevno se osmisljanju novi oblici grafena kako bi rezultati analize bili §to to¢niji

I precizniji.

Za voltametrijska mjerenja grafen se naje$¢e suspendira u etanolnoj otopini Nafiona
(sulfoniranog kopolimera perfluoriranog vinileter komonomera i tetrafluoroetilena). Suspenzija
se nanosi na elektrodu gdje stajanjem na atmosferskom zraku etanol ispari, a ostaje tanak sloj
grafena i Nafiona.
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Slika 6. a) Struktura grafen nanoplocica b) Struktura ugljikovih nanocjev¢ica c) Struktura

ugljikovih nanovlakna (preuzeto iz rada Amini i sur., 2020., uz dopustenje autora)
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2. OBRAZLOZENIJE TEME

LijeCenje Parkinsonove bolesti usmjereno je na kontrolu motorickih i nemotoric¢kih simptoma
s ciljem poboljsanja kvalitete zivota bolesnika. Zlatni standard u lije¢enju bolesti je levodopa,
no nakon 5-10 godina kod vrlo velikog broja bolesnika dolazi do smanjenja uéinkovitosti lijeka,
razvoja motornih fluktuacija, diskinezija. Takoder progresijom bolesti nemotori¢ki simptomi
postaju sve izrazeniji, a halucinacije i psihoze koje se javljaju tijekom lijeCenja Parkinsonove

bolesti znac¢ajno umanjuju kvalitetu zivota bolesnika.

Pimavanserin je prvi antipsihotik s indikacijom za lijeCenje halucinacija i deluzija u psihozama
povezanih s Parkinsonovom bole$¢u. Novi je lijek pa joS uvijek nema Siroku primjenu, a ni
dostatan broj razvijenih analitickih metoda za njegovo odredivanje. HPLC je najcesce koriSten
kao analiticka tehnika za odredivanje pimavanserina (Babi¢ i sur., 2021) i njegove
farmakokinetike (Wang i sur., 2017).

Cilj ovog rada bio je postaviti osnovu za razvoj nove elektroanaliticke metode za odredivanje
pimavanserina  utvrdivanjem  njegovih  elektrokemijskih  svojstava  ciklickom i
pravokutnovalnom voltametrijom. Voltametrija kao tehnika, izabrana je zbog moguénosti
oksidacije dusika u piperidinskom prstenu i ureidnom djelu molekule pimavanserina. Uz to,
voltametrija ima brojne prednosti u usporedbi s ostalim analitiCkim tehnikama poput brzine
izvodenja, niske cijene analize te moguénost odredivanja niskih koncentracija analita,
primjerice u farmaceutskim oblicima i bioloskim uzorcima. Upotrebom elektrode od staklastog
ugljika, kao i njezine modificirane povrSine raznim nanomaterijalima, ispitivao se
voltametrijski odgovor pimavanserina na razli¢itim radnim povrSinama u puferima razli¢itih
pH vrijednosti kako bi se definirali optimalni parametri za razvoj metode. Dodatno, proucavala
se i adsorpcija lijeka na modificiranim povrSinama elektrode te moguénost simultane analize
pimavanserina s levodopom i ropinorolom usporeduju¢i vrijednosti njihovih potencijala

oksidacije.
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3. MATERNALI | METODE

3.1. KEMIKALIE

U izradi diplomskog rada koriStene su sljedec¢e kemikalije:
1. Borna kiselina, HsBOs (Sigma-Aldrich)
Dijamantni nanoprah (US Research Nanomaterials, Inc.)
Etanol 96 % (Kefo)
Fosforna kiselina, HsPO4 (Alkaloid Skoplje)
Grafen nanoplocice (US Research Nanomaterials, Inc.)
Grafen oksid (US Research Nanomaterials, Inc.)
Levodopa (Fluka)
Nafion 5% (Sigma-Aldrich)
Natrijev hidroksid, NaOH (Sigma-Aldrich)
. Ocetna kiselina, CH3COOH (Panreac)

. Pimavanserin (Pliva)

© ©° N o gk~ wDN
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. Ropinorol (Pliva)
. Sumporna kiselina, H2SO4 (VWR Chemicals)

. Ugljikova nanovlakna (US Research Nanomaterials, Inc.)

e
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. Ultracista voda
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. Viseslojne grafitizirane ugljikove nanocjevéice (US Research Nanomaterials, Inc.)



3.2. RADNI INSTRUMENTI

Voltametrijska mjerenja vrsena su na uredaju pAutolab potenciostat/galvanostat (Eco Chemie),
koji je spojen sa stolnim racunalom i upravljan programom GPES 4.9. Voltametrijski uredaj
povezan je s elektrokemijskim ¢lankom Kkoji se sastoji od radne, referentne i protuelektrode.
Kao radna elektroda koriStena je elektroda od staklastog ugljika te modificirane elektrode od
staklastog ugljika pripremljene nanosenjem suspenzija razli¢itih nanomaterijala u etanolnoj
otopini Nafiona. Preciznije, bile su nanoSene suspenzije: grafen oksida, grafen nanoplocica,
viSeslojnih grafitiziranih ugljikovih nanocjev¢€ica, ugljikovih nanovlakana te dijamantnog
nanopraha. Kao referentna elektroda koristena je srebro/srebrov klorid (Ag/AgCl) elektroda, a
kao protuelektroda platinska (Pt) zica.

Za vaganje uzorka koristena je analiticka vaga Mettler Toledo AB-204-S.

Ultrazvucna kupelj Elmasonic S 30H Elma upotrebljavala se ¢is¢enje povrsine elektrode prije

modifikacije povrSine te za homogenizaciju suspenzija nanomaterijala.

Kod izrade Britton-Robinson pufera, za mjerenje pH-vrijednosti, koristen je pH-metar s
kombiniranom staklenom elektrodom (Mettler Toledo) kalibriran uz standardne otopine pufera
pH;= 2,00 + 0,01, pH,= 4,00 + 0,01 te pHs= 7,00 + 0,01.
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3.3. PRIPREMA OTOPINA | SUSPENZIJA

3.3.1. MATICNA OTOPINA PIMAVANSERINA

Mati¢na otopina pimavanserina koncentracije 5x107 M priprema se u odmjernoj tikvici od 5,0
mL. Stehiometrijskim izra¢unom dobije se masa pimavanserina od 10,7 mg koja se vaze na
analiti¢koj vagi u pras§¢i¢ i kvantitativno prenosi u odmjernu tikvicu od 5,0 mL. 96%-tnim
etanolom ispere se sav pimavanserin s pras¢i¢a i nadopuni do otprilike polovice volumena
tikvice. Tikvica se blago promucka da se analit u potpunosti otopi te se onda nadopuni otapalom
(96%-tnim etanolom) do 5,0 mL i promucka. Mati¢na otopina ¢uva se zatvorena, u hladnjaku
pri 4 °C.

3.3.2. RADNE OTOPINE PIMAVANSERINA

Radne otopine pimavanserina u koncentraciji 1x10* M, 5x10° M i 1x10° M pripremaju se
neposredno prije voltametrijskog mjerenja. Otopine se pripreme tako da se odredeni volumen
mati¢ne otopine pipetira u odmjernu tikvicu od 20,0 mL te se tikvica nadopuni BR puferom
zeljenog pH ili 0,1 M otopinom H>SO4 do oznake. U tablici 1. navedene su koncentracije

mati¢ne i radnih otopina te volumeni mati¢ne otopine koji se pipetiraju.

Tablica 1. Izrada radnih otopina pimavanserina

KONCENTRACIJA OTOPINE | VOLUMEN MATICNE
OTOPINA
(mol/L) OTOPINE (uL)
Mati¢na otopina 1 5x107 /
Radna otopina 1 1x10™ 400
Radna otopina 2 5x10° 200
Radna otopina 3 1x10° 40
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3.3.3. OSNOVNI ELEKTROLIT

a) BRITTON-ROBINSON PUFER

Za pripremu Britton-Robinson (BR) pufera koriste se borna kiselina (H3BO3), fosforna kiselina
(H3POg), octena kiselina (CH3COOH) te natrijev hidroksid (NaOH). Pripreme se 0,5 M otopine

navedenih kiselina i to na sljede¢i nacin:

e 0,5 M fosforna kiselina priredi se pipetiranjem 3,37 mL 85%-tne fosforne kiseline u
odmjernu tikvicu od 100,0 mL te nadopuni do oznake ultra¢istom vodom

e« 0,5 M octena kiselina priredi se pipetiranjem 2,87 mL octene kiseline u odmjernu
tikvicu od 100,0 mL te nadopuni do oznake ultracistom vodom

e 0,5 M borna kiselina priredi se otapanjem 3,09 g borne kiseline u odmjernu tikvicu od

100,0 mL te nadopuni do oznake ultracistom vodom

Nadalje, pipetira se po 20,0 mL otopine svake kiseline u odmjernu tikvicu od 250,0 mL te
nadopuni ultragistom vodom do oznake ¢ime se dobiva pH pufera 1,9. Zeljene pH vrijednosti
(2, 3, 4, 5, 6, 8) puferskih otopina dobivaju se dodatkom odredene kolic¢ine 0,2 M otopine

NaOH, priredene na sljede¢i nacin:

e 0,2 M NaOH priredi se otapanjem 0,8 g natrijeva hidroksida u odmjernoj tikvici od

100,0 mL te nadopuni ultracistom vodom do oznake
b) 0,1 M OTOPINA SUMPORNE KISELINE (H2S04)

e 0,1 M otopina sumporne kiseline prireduje se pipetiranjem 50,0 mL 0,5 M sumporne

Kiseline u odmjernu tikvicu od 250,0 mL te nadopuni ultra¢istom vodom do oznake

3.3.4. PRIPREMA OTOPINA LEVODOPE | ROPINOROL HIDROKLORIDA

Pomocu stehiometrijskog izrauna, prirede se mati¢ne vodene otopine ropinorol hidroklorida i
levodope u koncentraciji od 1x10° M. Izvaze se 3,0 mg ropinorol hidroklorida i 2,0 mg
levodope u zasebne prascice, prenese u posebne odmjerne tikvice od 10,0 mL gdje se uzorci
prvo otope manjom koli¢inom ultradiste vode, a kasnije nadopune do oznake. Zatim se uzme

200 pL mati¢ne otopine ropinirol hidroklorida i prenese u tikvicu od 20,0 mL te nadopuni do
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oznake puferom (0,1 M H>SQO4). Tako se dobiva radna otopina ropinorol hidroklorida (c= 1x10"
®M) u 0,1 M H2SOs. Isti postupak ponovi se i za pripremu radne otopine levodope (c= 1x107
M). U te radne otopine doda se i mati¢na otopina pimavanserina kako bi njegova koncentracija
bila 1x10° M.

3.3.5. SUSPENZIJE NANOMATERIJALA

Na analitickoj vagi odvojeno se vaze 1 mg grafen oksida, 1 mg grafen nanoplocica, 1 mg
viseslojnih grafitiziranih ugljikovih nanocjev¢ica, 1 mg ugljikovih nanovlakana te 1 mg
dijamantnog nanopraha u odmjerne tikvice od 5,0 mL. U svaku tikvicu pipetira se 1,0 mL 0,3%-
tne otopine Nafiona u etanolu, koja se prireduje pipetiranjem 600 uL 5%-tnog Nafiona u
odmjernu tikvicu od 10,0 mL i nadopunjavanjem do oznake etanolom. Nadalje, tikvice se
stavljaju u ultrazvucnu kupelj kako bi se suspenzije homogenizirale. Kombinacija
nanomaterijala priredi se vaganjem 1 mg viseslojnih grafitiziranih ugljikovih nanocjev¢ica i 1
mg grafen nanoplocica u istu odmjernu tikvicu od 5,0 mL u koju se zatim pipetira 2,0 mL 0,3%-
tne otopine Nafiona u etanolu te se dobivena suspenzija homogenizira na ultrazvu¢noj kupelji.

Suspenzije nanomaterijala cuvaju se u hladnjaku pri 4 °C, zatvorene i zasticene od svjetlosti.

3.4. PRIPREMA ELEKTRODA

Nemodificiranu elektrodu od staklastog ugljika prije primjene potrebno je polirati na krpici
pomocu aluminijevog oksida (Al,O3) kao abrazivnog sredstva. Poliranje se vrsi kruznim
pokretima elektrode na krpici, a nakon toga elektroda se ispere destiliranom vodom te nakratko
uroni u ultrazvu¢nu kupelj da se osigura uklanjanje zaostalih ¢estica. Nakon toga elektroda se
ispere destiliranom vodom te ostavi na zraku da se u potpunosti osusi (postupak se moze ubrzati

koriStenjem susila za kosu).

Kod priredivanja modificiranih povrSina elektrode potrebno je provesti isti postupak poliranja
i ¢iScenja kako bi se osigurala jednoli¢na povrsina elektrode prije modifikacije suspenzijom
nanomaterijala. Nadalje, na osuSenu elektrodu nanosi se 5 pL suspenzije pojedinog ili
kombinacije nanomaterijala u 0,3%-tnoj etanolnoj otopini Nafiona. Ostavi se susiti, a kada je

povrsina elektrode u potpunosti suha moze se Koristiti za analize. Uvijek je potrebno
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neposredno prije nanosenja suspenzije nanomaterijala na elektrodu ponovno staviti suspenziju
u ultrazvu¢nu kupelj poradi homogenizacije. Nakon §to se naprave mjerenja na modificiranim
elektrodama, skidaju se slojevi nanomaterijala s povrSine elektrode poliranjem na krpici
pomoc¢u aluminijevog oksida, kratkim uranjanjem u ultrazvu¢nu kupelj te ispiranjem

destiliranom vodom.

Nakon modifikacije povrSine elektrode, a prije mjerenja otopina uzoraka, elektroda se uranja u
otopinu osnovnog elektrolita te se provedu dva skeniranja ciklickom voltametrijom u podrucju

potencijala od 0 V do 1,4 V kako bi ocitanja struje postala stabilna.

Nakon mjerenja u otopini uzorka potrebno je isprati elektrodu ultracistom vodom te provesti
nekoliko mjerenja u Cistom puferu (BR ili 0,1 M H2SO4) kako bi se regenerirala povrSina

elektrode te dobili reproducibilni rezultati.

3.5. UVJETI MJERENJA

Ciklicki voltamogrami snimani su na elektrodi od staklastog ugljika u 1x10* M otopini
pimavanserina u BR puferu razli¢itih pH vrijednosti od 2 do 8 te u 0,1 M HSO4. Ciklicki
voltamogrami snimljeni su u 5x10° M otopini pimavanserina u istim elektrolitima na elektrodi
od staklastog ugljika modificiranoj pojedina¢nim nanomaterijalima (grafen oksid, grafen
nanoplocice, ugljikova nanovlakna, dijamantni nanoprah, viseslojne grafitizirane ugljikove
nanocjevéice) ili kombinacijom nanomaterijala (grafen nanoplocice i viseslojne grafitizirane

ugljikove nanocjevcice, 1:1) suspendiranim u 0,3%-tnoj otopini Nafiona u etanolu.

Pravokutnovalnim voltamogramima odredeni su optimalni uvjeti analize Snimanjem na
elektrodi od staklastog ugljika u 1x10* M otopini pimavanserina u 0,1 M H,SO4 kao osnovnom
elektrolitu, u rasponu frekvencija od 10 do 100 Hz, amplituda od 10 do 40 mV te promjene
porasta potencijala od 2 do 8 mV. Dobiveni su sljede¢i optimalni parametri: frekvencija 75 Hz,
amplituda 20 mV i porast potencijala 4 mV. Koriste¢i pravokutnovalnu voltametriju,
promjenom vremena akumulacije od 0 do 240 s ispitivao se utjecaj akumulacije pimavanserina

na modificiranoj povrsini elektrode nanomaterijalima.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Svrha prvog mjerenja otopine analita ciklickom voltametrijom bila je odabir najprikladnijeg
osnovnog elektrolita, to jest utvrditi optimalni pH u kojem ¢e struja vrha vala oksidacije
pimavanserina biti najveca. IzvrSena su mjerenja radne otopine pimavanserina koncentracije
1x10* M koristenjem elektrode od staklastog ugljika (engl. glassy carbon electrode, dalje u
tekstu GCE) (Slika 7.). Promatraju¢i dobivene cikli¢ke voltamograme u BR puferu razli¢itih
pH vrijednosti, primje¢ujemo da je najbolje definiran pik u kiselom mediju (pH 2). Struja u
voltamogramu raste kako se potencijal priblizava potencijalu oksidacije analita, a smanjuje
nakon oksidacije. Na slici 7 zamje¢ujemo cijepanje voltametrijskog odaziva pri pH 6 i pH 8,
odnosno dva strujna vala, zbog pojave oksidacije na viSe dusikovih atoma u molekuli analita.
Naime, protoniranje dusika u molekuli lijeka ovisi 0 pH. Budu¢i da je pKa pimavanserina 8,6
bit ¢e u protoniranom obliku pri nizem pH, dok ¢e pri visim pH vrijednostima biti deprotoniran,

Sto utjece na oksidaciju dusika i posljedi¢no na visinu pika.
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Slika 7. Cikli¢ki voltamogrami pimavanserina (c=1x10*% M) u BR puferu razli¢itih pH
vrijednosti mjereni na GCE: a) pH 2, b) pH 4, ¢) pH 6 i d) pH 8 (crveno — voltamogram otopine

lijeka, plavo — voltamogram osnovnog elektrolita BR pufera)
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U analitickoj primjeni voltametrijske tehnike nije pozeljno cijepanje voltametrijskog odgovora
pa se proces oksidacije lijeka nastavlja istrazivati u Kiselom mediju. Stoga je izvrSeno mjerenje
u drugom kiselom osnovnom elektrolitu 0,1 M otopini H2SO4 (Slika 8.). 1z voltamograma je
vidljivo kako je strujni vrh najbolje definirani upravo u 0,1 M otopini H2SO4 pa je za daljnja

mjerenja primjenjivana kao osnovni elektrolit.
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Slika 8. Cikli¢ki voltamogram pimavanserina (c=1x10* M) mjeren na GCE u 0,1 M H2SOx4

(crveno) i sam osnovni elektrolit 0,1 M H2SO4 (plavo)

Tijekom razvoja voltametrijske metode analize potrebno je utvrditi optimalne parametre
metode kako bi se pouzdano detektirala i kvantificirala $to niza koncentracija analita te je
upravo iz tih razloga koristena pulsna tehnika, pravokutnovalna voltametrija. Ova vrsta
voltametrije je dovoljno osjetljiva (Nigovic i sur., 2014) te moze detektirati analite reda veli¢ine
10 M (Nigovi¢ i sur., 2019).

Pri definiranju optimalnih uvjeta ispitivalo se kako promjene frekvencije (Slika 9.), amplitude
(Slika 10.) i porasta potencija (Slika 11.) utjeCu na izgled pravokutnovalnog voltamograma

otopine pimavanserina koncentracije 1x10* M.
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Slika 9. Pravokutnovalni voltamogrami pimavanserina (c=1x10*M) u 0,1 M H2SO4 na GCE
zabiljezeni pri razli¢itim frekvencijama izmjene pulsa: 100 Hz (crveno), 75 Hz (tamno plavo),
50 Hz (narancasto), 40 Hz (plavo), 30 Hz (ljubicasto), 20 Hz (crno), 15 Hz (tirkizno), 10 Hz

(zeleno)
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Slika 10. Pravokutnovalni voltamogrami pimavanserina (c=1x10*M) u 0,1 M H2SO4na GCE
zabiljezeni pri razli¢itim amplitudama: 40 mV (crveno), 30 mV (tamno plavo), 25 mV
(ljubicasto), 20 mV (crno), 15 mV (tirkizno), 10 mV (zeleno)
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Slika 11. Pravokutnovalni voltamogrami pimavanserina (c=1x10“#M) u 0,1 M H,SO4 na GCE
zabiljezeni pri razli¢itim promjena porasta potencijala: 8 mV (crveno), 6 mV (tamno plavo), 4
mV (tirkizno), 2 mV (zeleno)

Iz prikazanih voltamograma vidljivo je kako je strujni vrh, odnosno oksidacijski pik
pimavanserina najbolje definiran na frekvenciji (f) od 75 Hz, amplitudi (E) 20 mV te promjeni
porasta potencijala (dE) od 4 mV. Iz voltamograma prikazanog na slici 12, mozemo vidjeti da
je jakost struje najveca na potencijalu oko 1,21 V, §to je posljedica oksidacije dusika u
piperidinskom prstena u molekuli analita. Navedeni optimalni voltametrijski parametri

koristeni su u daljnjim mjerenjima.
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Slika 12. Pravokutni voltamogram pimavanserina (c=1x10* M) u 0,1 M H2SOs na GCE
zabiljezen pri optimalnim uvjetima (f=75 Hz, dE=4 mV, E=20 mV)

Nadalje, provedena su ispitivanja ciklickom i pravokutnovalnom voltametrijom na GCE
modificiranoj nanomaterijalima: grafen oksidom (engl. graphene oxide, dalje u tekstu GRO),
grafen nanoploc¢icama (engl. graphene nanoplatelets, GRNP), viseslojne grafitizirane ugljikove
nanocjevc¢ice (engl. graphitized MWNTs, GRNT), ugljikova nanovlakana (engl. carbon
nanofibers, CNF) te dijamantnim nanoprahom (engl. diamond nanopowder, DNP) ili
kombinacijom nanomaterijala. Nanomaterijali su suspendirani u 0,3%-tnoj etanolnoj otopini
Nafiona. Nafion kao sulfonirani tetraetilen fluoropolimer omogucava dobro prianjanje
nanomaterijala na povrsini elektrode ¢ime osigurava stabilnost modificirane povrSine i
posljedi¢no reproducibilne rezultate voltametrijskih mjerenja. U poglavlju ,,Materijali i
metode®, to jest potpoglavlju ,,Priprema elektroda“ opisan je postupak modifikacije povrsine
elektrode. Snimljeni su ciklicki voltamogrami na GCE modificiranoj svakim od nanomaterijala
te su usporedivani s ciklickim voltamogramima dobivenim snimanjem na nemodificiranoj GCE
(Slikal3aib).
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Slika 13. Cikli¢ki voltamogrami pimavanserina u 0,1 M H2SO4 snimljeni na nemodificiranoj
GCE (c=1x10*M) a) i b) crveno i na GCE modificiranoj razli¢itim nanomaterijalima (c=5x10"

®M): GRO a) zeleno, GRNP a) plavo; DNP b) zeleno, CNF b) plavo i GRNT b) tirkizno

U voltametrijskim mjerenjima na modificiranoj GCE nanomaterijalima koriStena je otopina
pimavanserina koncentracije 5x10° M. lako je koncentracije dvostruko niza od koncentracije
pimavanserina (1x10 M) koristene u prethodno navedenim mjerenjima na nemodificiranoj
GCE uocavaju se povrsinom veéi 1 bolje izrazeni voltametrijski odgovori. Usporedujuci vr$ne
jakosti struje oksidacijskih pikova na dobivenim voltamogramima moZe se uociti da su vrsne
struje na GCE s modificiranim povr§inama viSe u odnosu na vr$ne struje na nemodificiranoj
GCE sto ukazuje da je modifikacija povrsine elektrode nanomaterijalima povecala osjetljivost

metode. Promatrajuc¢i vrijednosti potencijala na strujnim vrhovima modificiranih elektroda,
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primje¢ujemo kako su pomaknute prema manje pozitivnim vrijednostima u odnosu na
nemodificiranu GCE, $to ukazuje da nanomaterijali imaju elektrokataliticko djelovanje t;.
omogucavaju lakSu oksidaciju pimavanserina, odnosno Kataliziraju reakciju prijenosa
elektrona. Takoder, iz slike 13 zamjecujemo da najviSe strujne pikove i najmanje pozitivne
vrijednosti potencijala imaju elektrode modificirane GRNP i GRNT, stoga se ispitala
kombinacija ta dva nanomaterijala kako bi se postigla bolja osjetljivost metode. Ciklicki
voltamogrami na slici 14 prikazuju kombinaciju GRNP i GRNT (1:1) u razli¢itim puferima te
primje¢ujemo kako su najbolje definirani strujni vrhovi zabiljeZeni u otopini pimavanserina u
0,1 M H2SOq4 i BR pufera pH 2 kao osnovnim elektrolitima, ¢ime je potvrdeno da je kiseli medij

najpogodniji za pracenje oksidacije pimavanserina.
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Slika 14. Cikli¢ki voltamogrami pimavanserina (c=5x10° M) snimljeni na GCE modificiranoj
kombinacijom nanomaterijala GRNT i GRNP (1:1) u 0,3%-tnoj etanolnoj otopini Nafiona u
razli¢itim osnovnim elektrolitima: 0,1 M H2SOs (crveno), BR pH 2 (zeleno), BR pH 3
(tirkizno), BR pH 4 (crno) te ciklicki voltamogram snimljen na isto modificiranoj GCE u

samom osnovnom elektrolitu 0,1 M H2SO4 (plavo)

Ispitivanja su se nastavila s kombinacijom nanomaterijala GRNT i GRNP (1:1) u 0,1 M H2SOa.
Oksidacijski strujni vrh pimavanserina dobiven ciklickom voltametrijom najveci je na povrsini
elektrode modificiranoj kombinacijom GRNT i GRNP, a potencijal je pomaknut prema jo$
manje pozitivnim vrijednostima (Slika 15.) §to ukazuje na sinergisticki u¢inak nanomaterijala.

Naime GRNP i GRNT se nekolaventnim vezama vezu za povrsinski sloj polimera pa se tako
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ne mijenja njihova elektronska struktura, niti njihova elektri¢éna svojstva koja su posljedica
slobodnih elektrona na povrsini nanomaterijala oslobodenih u sp? hibridizaciji atomskih
orbitala ugljika. Nanomaterijali takoder znac¢ajno povecavaju aktivnu povrsinu elektrode na

kojoj se dogada oksidacija molekula lijeka.
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Slika 15. Cikli¢ki voltamogrami pimavanserina (c=5x10° M) u 0,1 M H,SO4 snimljeni na
nemodificiranoj GCE (crveno), GCE modificiranoj 0,3%-tnom etanolnom otopinom Nafiona
(plavo) i GCE modificiranoj kombinacijom nanomaterijala GRNT i GRNP (1:1) u 0,3%-tnoj

etanolnoj otopini Nafiona (zeleno)

Ispitan je i utjecaj Nafiona kao kationskog izmjenjivackog polimera na voltametrijski odgovor
pimavanserina. Iz prilozenog cikli¢nog voltamograma (Slika 15.) moze se zakljuciti da i sam
Nafion ima utjecaj na oksidaciju analita. Naime, dobivena je znacajno veca struja nego na samoj
GCE. Nafion osim $to je polimer pa omogucuje bolju homogenost suspenzija hidrofobnih
nanomaterijala uvelike utjeCe na adsorpciju analita na povrsinu elektrode. Nafion se svojim
hidrofobnim dijelom veze na povrsinu elektrode i stupa u interakciju s nanomaterijalima, dok
u kontaktu s otopinom ostaju slobodne sulfonske skupine (SO*). lonizacijom nastali negativni
naboji na sulfonskim skupinama elektrostatski sprjecavaju difuziju aniona do povrsine radne
elektrode. Budu¢i da je u kiselom mediju dusik u strukturi pimavanserina pozitivho nabijen
stvara se elektrostatska interakcija izmedu negativnih skupina u Nafionu i pozitivnih dusika u
molekulama pimavanserina. Time se povecava koncentracija molekula lijeka na povrsini

elektrode pa je posljedi¢no zabiljezena povecana struja na voltamogramu.
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Sljede¢i korak bio je ispitivanje utjecaja razlic¢ite brzine promjene potencijala u ciklickoj
voltametriji primijenjenoj u prethodno utvrdenim optimalnim uvjetima oksidacije
pimavanserina. Mjerenje je izvrSeno u 0,1 M H2SO4na GCE modificiranoj suspenzijom GRNT
i GRNP (1:1) u 0,3%-tnoj etanolnoj otopini Nafiona. Brzina promjene potencijala protezala se
od 20 do 300 mVs™. Dobiveni cikli¢ki voltamogrami prikazani su na slici 16, gdje najmanju
promjenu brzine potencijala prikazuje voltamogram s najnizom strujom, S trendom porasta
struje povec¢anjem promjene brzine potencijala. Naime, kako raste brzina promjene potencijala
dolazi do smanjenja velic¢ine difuzijskog sloja, a kao posljedica toga uocavaju se vece struje i
oksidacijski vrh se pomice se prema pozitivnijim vrijednostima potencijala. Kada je prijenos
elektrona na povrsini elektrode spor u usporedbi s transportom mase, proces se naziva
elektrokemijski nepovratan. Iz toga proizlazi kako je proces oksidacije pimavanserina

ireverzibilan proces.
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Slika 16. Ciklicki voltamogrami pimavanserina (c=5x10°M) u 0,1 M H2SO4 snimljeni na GCE
modificiranoj kombinacijom GRNT i GRNP (1:1) u 0,3%-tnoj etanolnoj otopini Nafiona uz
razli¢itu brzinu promjene potencijala: 20, 40, 60, 80, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 270 i
300 mvst

Nadalje, ukoliko se modificirana elektroda odmah nakon snimanja lijeka ispere te uroni u
otopinu samog osnovnog elektrolita i zabiljezi ciklicki voltamogram, uo¢ava se oksidacijski pik

pimavanserina (Slika 17.). Takoder se iz prilozenih ciklickih voltamograma uocava da se nakon
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snimanja u osnovnom elektrolitu pik zanemarivo smanjio sto ukazuje na postojanost analita na
modificiranoj povrsini elektrode. To se dogada zbog adsorpcije pimavanserina na povrsini
modificirane elektrode nanomaterijalom u polimernom matriksu Nafiona. Zaklju¢ujemo kako
je neophodno napraviti tzv. ¢is€enje elektrode u osnovnom elektrolitu izmedu ispitivanja
otopina analita razli¢itih koncentracija. Nuzno je napraviti dva snimanja u osnovnom elektrolitu
u rasponu potencijala od 0 do 1,4 V, tako da na dobivenom voltamogramu vise nema strujnih
vrhova koji odgovaraju oksidaciji pimavanserina, odnosno da se u potpunosti preklapa s
voltamogramom ¢istog elektrolita. Takvo ¢iS¢enje elektrode, odnosno uklanjanje adsorbiranih
molekula pimavanserina na modificiranoj povrsini znac¢ajno smanjuje mogucnost dobivanja
laznih rezultata koji bi pokazivali ve¢u koncentraciju analita u ispitivanoj otopini nego sto ona

uistinu jest.
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Slika 17. Cikli¢ki voltamogrami snimljeni na GCE modificiranoj suspenzijom GRNT i GRNP
(1:1) u otopini pimavanserina (c= 5x10° M) u 0,1 M H2SOx (crveno) te u osnovnom elektrolitu
(0,1 M H2S04) odmah nakon snimanja u otopini pimavanserina: prvo snimanje (zeleno) i drugo

snimanje (plavo)

Potom se ispitivala adsorpcija lijeka na GCE modificiranoj kombinacijom nanomaterijala
GRNT i GRNP (1:1) tako da se elektroda ostavila u otopini pimavanserina koncentracije 1x10°
> M neko odredeno vrijeme te potom snimio pravokutnovalni voltamogram i biljezila jakost

struje strujnog pika. Proucavajuéi utjecaj vremena akumulacije na vrsne struje, kao $to se i
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oc¢ekivalo, visina pika povecavala se s povecanjem vremena akumulacije molekula lijeka na

povrsini modificirane elektrode (Slika 18.).
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Slika 18. Pravokutnovalni voltamogrami pimavanserina (c=1x10° M) u 0,1 M H2SO4 na GCE
modificiranoj nanomaterijalima GRNT i GRNP (1:1) u 0,3%-tnoj etanolnoj otopini Nafiona pri
razli¢itim vremenima akumulacije: a) 0 s (zeleno), 30 s (tirkizno), 60 s (crno), 90 s (ljubicasto),
120 s (plavo), 150 s (crveno); b) 150 s (zeleno), 180 s (tirkizno), 240 s (plavo)

Podaci o izmjerenim strujama prikazani su u tablici 2, a graficka ovisnost jakosti struje (l,) 0

vremenu akumulacije (tak) prikazana je na grafu 1.
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Tablica 2. Izmjerene jakosti struje oksidacije pimavanserina za razlicita vremena akumulacije

tak/s o/ LA
0 0
30 18,8
60 30,0
90 39,4
120 45,7
150 47,7
180 45,9
240 48,3
50 4 -
-—

40—- /

30 4 o
20 4 /

10

Ip/uA

T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250

tak/s

Graf 1. Prikaz ovisnosti jakosti struje oksidacije pimavanserina o vremenu akumulacije lijeka

na modificiranoj povrsini elektrode

Na prikazu je vidljiva linearnost pravca otprilike do vremena akumulacije od 90 sekundi.
Naime, jakost struje ovisi 0 adsorbiranom analitu na povrsini elektrode pa se moze zakljuciti
kako se ravnoteza izmedu adsorpcije i desorpcije analita na GCE modificiranoj kombinacijom
GRNT 1 GRNP postize nakon 100 sekundi akumulacije. Kao $to je vidljivo iz grafa tada se
vrijednosti jakosti struje ustaljuju, a kao optimalno vrijeme akumulacije uzima se 60 sekundi,
kako bi se na povrsini elektrone izbjeglo zasi¢enje, odrzala linearnost povecanja struje i dobilo

kratko vrijeme analize.
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Koriste¢i vrijeme akumulacije od 60 sekundi ispituje se i potencijal akumulacije (Slika 19.).
Zakljucujemo da je veli¢ina analitickog signala gotovo neovisna o potencijalu akumulacije u

rasponu od -0,2 do +0,5 V. Nastavlja se koristiti potencijal akumulacije od 0 V.
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Slika 19. Pravokutnovalni voltamogrami pimavanserina (c= 1x10°M) u 0,1 M H2SO4 na GCE
modificiranoj kombinacijom GRNT i GRNP (1:1) u 0,3%-tnoj etanolnoj otopini Nafiona,

vrijeme akumulacije 60 s, potencijal akumulacije -0,2 V (crveno), 0 V (plavo), +0,5 V (zeleno)

Takoder, provedeno je ispitivanje selektivnosti voltametrijske metode za odredivanje
pimavanserina na GCE modificiranoj nanomaterijalom GRNT i GRNP (1:1). Obzirom da osobe
koje boluju od Parkinsonove bolesti u terapiji uzimaju i druge lijekove, vazno je ispitati njihovu
potencijalnu interferenciju s analizom pimavanserina. Levodopa, prekursor dopamina, zlatni je
standard u lijeCenju Parkinsonove bolesti, stoga je lako moguce zajedni¢ko koriStenje ovih
lijekova u terapiji kada su prisutni psihoticni simptomi u Prakinsonovoj bolesti.
Pravokutnovalnom voltametrijom ispitivane su otopine vrlo niske koncentracije oba analita
(1x10° M). lako se radilo o niskim koncentracijama na voltamogramima jasno vidimo
oksidacijske pikove oba lijeka (Slika 20.). Oksidacijski pik pimavanserina vidljiv je na
potencijalu 1,1 V, a levodope na 0,38 V. Zbog razlic¢itih vrijednosti potencijala strujnih vrhova,
uocavamo kako voltametrijski odgovor levodope ne utjece na oksidaciju pimavanserina. Dakle,

kombinacija levodope i pimavanserina bila bi dobar kandidat za simultanu analizu. Prema
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voltamogramu na slici 20 vidimo da se pik osnovnog elektrolita malo preklapa s oksidacijskim

pikom levodope, stoga bi u daljnjim ispitivanjima bilo dobro pokusati na¢i prikladniji pufer.
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Slika 20. Pravokutonovalni voltamogram smjese levodope i pimavanserina (c=1x10°M) u 0,1
M H2SOs snimljeni na GCE modificiranoj kombinacijom GRNT i GRNP (1:1) u 0,3%-tnoj

etanolnoj otopini Nafiona

Ispitivana je i moguénost simultane analize pimavanserina i ropinorol hidroklorida. Ropinirol
je agonist dopamina koji stimulira strijatalne dopaminske receptore te pomaze u smanjenju
simptoma Parkinsonove bolesti. Koristi se kao monoterapija u ranoj fazi bolesti, a u
uznapredovaloj fazi kao dodatak levodopi. Prema slici 21 vidimo da se pravokutnovalni
voltamogrami otopine ropinorol hidroklorida i pimavanserina te samog ropinorol hidroklorida
gotovo preklapaju, a oksidacijski pikovi su razvuceni. Zakljucujemo kako se oba analita
oksidiraju na jako bliskim vrijednostima potencijala pa nisu dobri kandidati za simultanu

analizu pravokutnovalnom voltametrijom.
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Slika 21. Pravokutnovalni voltamogram ropinorol hidroklorida (plavo) i njegovoj smjesi s
pimavanserinom (c=1x10"M) (crveno) u 0,1 M H2SO4 snimljeni na GCE modificiranoj GRNT
I GRNP (1:1) u 0,3%-tnoj etanolnoj otopini Nafiona
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5. ZAKLJUCCI

Elektroanaliticka svojstva pimavanserina istrazivana su ciklickom i pravokutnovalnom
voltametrijom na GCE i modificiranoj povrsini GCE razli¢itim nanomaterijalima. Ciklickom
voltametrijom utvrdena je ireverzibilna oksidacija pimavanserina. Najbolji voltametrijski
odgovor dobiven je analizom otopine pimavanserina na GCE elektrodi u 0,1 M H2SO4 kao
osnovnom elektrolitu. Nakon modifikacije GCE elektrode razli¢itim nanomaterijalima najbolji
voltametrijski odgovor pimavanserina dobiven je na povrsini GCE modificiranoj kombinacijom
nanomaterijala GRNT i GRNP (1:1) u 0,3%-tnoj etanolnoj otopini Nafiona. Nanomaterijali
imaju elektrokataliticki utjecaj na oksidaciju pimavanserina i dodatno znacajno povecavaju
aktivnu povrsinu elektrode na kojoj se dogada oksidacija molekula lijeka. Nafion kao kationski
izmjenjivac ostvaruje elektrostatske interakcije s pozitivno nabijenim dusikom u pimavanserinu
u kiselom mediju i omoguéava dobru adheziju nanomaterijala na povrsini elektrode ¢ime

osigurava stabilnost modificirane povrsine.

Definirani su optimalni parametri pravokutnovalne voltametrije: frekvencija 75 Hz, amplituda
20 mV te porast potencijala 4 mV. Potencijal oksidacije pimavanserina na GCE modificiranoj
kombinacijom nanomaterija GRNT i GRNP (1:1) u 0,3%-tnoj etanolnoj otopini Nafiona iznosi
1,21 V u 0,1 M H2SO4 kao osnovnom elektrolitu pri optimalnim uvjetima pravokutnovalne
voltametrije. Molekule pimavanserina adsorbiraju se na povrs$inu modificirane elektrode, a
optimalno vrijeme akumulacije lijeka iznosi 60 sekundi. Kako bi se osigurala reproducibilnost
rezultata modificiranu povrsinu elektrode izmedu mjerenja treba regenerirati primjenom dva

voltametrijska skena u otopini samog osnovnog elektrolita u rasponu potencijalaod 0 do 1,4 V.

Potencijal oksidacije pimavanserina ne interferira s potencijalom oksidacije levodope koja je
zlatni standard u lijeCenju Parkinosonove bolesti, §to ukazuje na mogucénost razvoja nove
voltametrijske metode za istovremeno odredivanje oba lijeka. Oksidacijski pikovi ropinorola i
pimavanserina se preklapaju pa modificirana povrSina kombinacijom nanomaterija GRNT i

GRNP nije kandidat za njihovu istovremenu analizu.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

A povrsina radne elektrode

AUC povrsina ispod krivulje (engl. Area Under Curve)

a koeficijent prijelaza elektrona

BR Britton-Robinson

CNF ugljikova nanovlakna (engl. carbon nanofibers)

CV ciklicka voltametrija (engl. cyclic voltammetry)

CYP citokrom P450

Co koncentracija analita

D difuzijski koeficijent

DNA deoksiribonukleinska kiselina

DNP dijamantni nanoprah (engl. diamond nanopowder)

Epc potencijal vrha redukcije analita na voltamogramu

Epa potencijal vrha oksidacije analita na voltamogramu

FDA Americka uprava za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)

GC staklasti ugljik (engl. glassy carbon)

GCE elektroda od staklastog ugljika (engl. glassy carbon electrode)
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GRO grafen oksid (engl. graphene oxide)

GRNP grafen nanoplocice (engl. graphene nanoplatelets)

GRNT viseslojne grafitizirane ugljikove nanocjevcice (engl. graphitized MWNTS)

HPLC tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high-performance liquid

chromatography)

Ip vrsna jakost struje voltametrijskog vala

ipc vrina jakost struje voltametrijskog vala na katodi

Ipa vrina jakost struje voltametrijskog vala na anodi

MAO-B monoaminooksidaza-B

na broj elektrona u koraku prijenosa naboja

pH negativni logaritam broj¢ane vrijednosti koncentracije (molL™) vodikovih iona

R op¢a plinska konstanta

SWYV pravokutnovalna voltametrija (engl. square-wave voltammetry)

T apsolutna temperatura

tak vrijeme akumulacije

5-HT 5-hidroksitriptamin (serotonin)
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8. SAZETAK/SUMMARY

8.1 SAZETAK

Parkinsonova bolest je kroni¢na neurodegenerativna bolest, a lijeCenje bolesti usmjereno je na
kontrolu motorickih i nemotoric¢kih simptoma. Pimavanserin je prvi antipsihotik s indikacijom

za lije¢enje halucinacija i deluzija u psihozama povezanih s Parkinsonovom boles¢u.

Svrha ovoga rada bila je pronalazenje osnove za razvoj nove elektroanaliticke metode za
odredivanje pimavanserina utvrdivanjem elektroanalitickih svojstava lijeka ciklickom i

pravokutnovalnom voltametrijom.

Snimanjem ciklickih voltamograma dokazana je ireverzibilna oksidacija pimavanserina, a
najbolji voltametrijski odgovor dobiven je analizom otopine pimavanserina na elektrodi od
staklastog ugljika (GCE) u 0,1 M H2SO4 kao osnovnom elektrolitu.

Modifikacijom GCE nanomaterijalima u 0,3%-tnoj etanolnoj otopini Nafiona dobiveni su jos$
bolji voltametrijski odgovori zbog povecanja aktivne povrsine elektrode i elektrokatalitiCkog
utjecaja nanomaterijala na oksidaciju lijeka. Kombinacija nanomaterijala grafitizranih
ugljikovih nanocjevcica i grafenovih nanoploc¢ica (1:1) u 0,3%-tnoj etanolnoj otopini Nafiona
dala je najbolje voltametrijske odgovore. Takoder, Nafion kao polimer pridonosi boljoj adheziji
nanomaterijala na povrsinu GCE, a kao kationsko izmjenjivacka smola ostvaruje elektrostatske
interakcije s pozitivno nabijenim skupinama pimavanserina u kiselom mediju. Potencijal
oksidacije pimavanserina na tako modificiranoj GCE iznosi 1,21 V u 0,1 M H2SOs kao
osnovnom elektrolitu pri definiranim optimalnim uvjetima pravokutnovalne voltametrije

(frekvencija 75 Hz, amplituda 20 mV te porast potencijala 4 mV).

Postoji moguénost razvoja nove elektroanaliticke metode za istovremeno odredivanje
pimavanserina i levodope jer njihovi potencijali oksidacije ne interferiraju, no kombinacija
pimavanserina i ropinorola nije dobar kandidat za istovremenu analizu zbog preklapanja

oksidacijskih pikova lijekova.
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8.2 SUMMARY

Parkinson's disease is a chronic neurodegenerative disease and its treatment is aimed at
controlling motor and nonmotor symptoms. Pimavanserin is the first antipsychotic with an
indication for treatment of hallucinations and delusions in psychoses associated with

Parkinson's disease.

The aim of this paper was to determine the basis for the development of a new electroanalytical
method for the determination of pimavanserin by determining the electroanalytical properties

of the drug by cyclic and square-wave voltammetry.

Irreversible oxidation of pimavanserin was demonstrated by scanning cyclic voltammograms.
The best voltammetric response was obtained by analysing pimavanserin solution on a glassy
carbon electrode (GCE) in 0.1 M H2SO4 as the background electrolyte.

Modification of GCE by nanomaterials in 0.3% Nafion ethanolic solution yielded even better
voltammetric responses due to the increase in the active surface of the electrode, and the
electrocatalytic effect of the nanomaterials on drug oxidation. The combination of
nanomaterials of graphitized carbon nanotubes and graphene nanoplatelets (1:1) in 0.3% Nafion
ethanolic solution gave the best voltammetric responses. Nafion as polymer contributes to better
adhesion of nanomaterials to the GCE surface. Also, as cation exchange membrane, it achieves
electrostatic interactions with protonated groups of pimavanserin in an acidic medium. The
oxidation potential of pimavanserin at such a modified GCE is 1.21 V in 0.1 M H2SO4 under
defined optimal conditions of square-wave voltammetry (75 Hz frequency, 20 mV amplitude
and 4 mV potential step).

There is a possibility of developing a new electroanalytical method for the simultaneous
determination of pimavanserin and levodopa as their oxidation potentials do not interfere.
However, the combination of pimavanserin and ropinorol is not a good candidate for

simultaneous analysis due to overlapping drug oxidation peaks.
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