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Cilem prace bylo v teoretické Casti podat prehled soucasného stavu fotodynamické
terapie a to zejména pozivanych zdrojd svétla, senzitizatorl a metod pouZzitelnych ke
stanoveni reaktivnich oxidacnich ¢astic.

V experimentalni Casti prace bylo cilem ovéfit, zda se pfi ozafovani ftalocyanind
prechodnych i nepfechodnych kovl ve vodnych roztocich s rozpusténym kyslikem mohou
tvofit kromé singletového kysliku téZ hydroxylové radikély. K tomuto ovéfeni byla vybréna

spektrofotometricka metoda stanoveni hydroxylovych radikal(l erioglaucinem.
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2.1. Fotosenzitizované oxygenace

Fotochemické reakce jsou vSechny reakce zahdjené absorpci zafeni (Wayne 2005a).
Mezi fotochemické reakce patfi i reakce fotosenzitizované (Wayne 2005b). Ve
fotosyntetizovanych reakcich vystupuje tzv. senzitizator, to je latka, kterd je schopna energii
ziskanou absorpci fotonu predat dalsi latce.

Jednotlivé energetické stavy, kterymi senzitizator v prlibéhu excitace a deexcitace

prochazi, jsou zndzornény na obrézku 1 v tzv. Jablonského diagramu (Grossweiner 2008).
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Obr. 1: Jablonského diagram pro optickou excitaci fotosenzitizujicich molekul.

Po ozafeni senzitizatoru v zakladnim singletovém stavu S, dojde k jeho excitaci do
nékterého z vyssich excitovanych singletovych stavli (S, Sy,...). Procesem interni konverze
(ic) se elektron dostane do prvniho excitovaného stavu S;. Z tohoto stavu u vétSiny molekul
dochazi k deexcitaci zpét do zakladniho stavu So. Senzitizatory jsou ale Iatky, které procesem
nazvanym mezisystémovy prechod (intersystem crossin — isc) mohou populovat tripletovy
stav T;. Pfechod ze stavu T, do zakladniho stavu Sy je takzvané spinové zakazany, proto je
doba Zivota molekuly v T, stavu pomérné dlouha (ms) a energie excitace mize byt pfenesena

na jinou molekulu, napf. na molekulu O».
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eakcemi jsou senzitizované oxidace. Je-li oxidacnim

senzitizovanych oxygenaci (Gollnick 1968).

Typ |, kdy aktivovany senzitizator reaguje pfimo s jinym organickym substratem za
pfenosu vodiku nebo elektronu a vznika radikal, ktery dale reaguje s kyslikem za vzniku
oxidované formy substratu. Prlbéh senzitizované oxygenace typu | ukazuji schematicky

rovnice 1 a 2.

%*+R - S-+R* (1)
S-+0; - S+0y". )

Typ Il, kdy senzitizator v tripletovém stavu nejprve reaguje s kyslikem, nejcastéji za
pfenosu energie, ¢imZ vznika jeho excitovana forma kysliku nazyvana singlovy kyslik. Ten
mlze dale reagovat s chemickym substratem v singletovém stavu, vysledkem je oxidovana

forma substratu. Schéma reakéniho mechanismu tupu Il je zndzornéno rovnicemi 3 a 4.

3s* +30, o, S+10, 3)
'10,+R - R7+0, 4)

V reakcich typu |, tedy excitovana forma senzitizitoru reaguje se substratem za vzniku
radikall substratu. Reakce typu Il produkuje singletovy kyslik, ktery je asi 1000x reaktivnéjsi

nez zakladni tripletovy stav molekuly O,.

Vyznamnou vlastnosti barviv se sensitizacnimi Gc€inky je jejich fluorescence.
Excitovany stav S;, ktery se uplatiiuje pfi fluorescenci, nemé pro fotodynamicky aCinek
vyznam z ddvodu kratké doby Zivota (10”° s). Fotodynamicky aktivni jsou slougeniny, jez
mohou tvofit excitované stavy s dlouhou dobou Zivota (10 s) tzv. tripletové stavy, vznikajici
vnitfnim prechodem ze svych excitovanych singletovych stavil (Dougherty et al., 1998,
Ackroyd et al., 2001, Daniell 1991).
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(PDT)

terapie

V souCasné dobé jsou intenzivné studovany nové moZznosti fotochemoterapie
nadorovych onemocnéni. Fotodynamicka terapie (Photodynamic therapy, PDT) je vedle
chirurgie, chemoterapie, radioterapie a imunoterapie dalSi moZnosti léCby nadorového
onemocnéni. Jednd se o fotochemoterapii, ktera predstavuje kombinované pouZiti
fotodynamicky aktivni latky (fotosensitizatoru) a svétla za pFitomnosti kysliku. Princip &by
nadorU je zaloZen na vnitfnim podani senzitizatoru s naslednym ozarenim UV-A (tab. 1) nebo
viditelnym svétlem. Fotosensitizujici latka se po urcité dobé selektivné kumuluje v nadoru a
poté nésleduje ozafeni svétlem o vhodnych vinovych délkach shodnych s absorpnim
maximem fotosensitizatoru. Po absorpci svétla dochazi ve fotosensitiztoru ke vzniku
excitovanych stavll a k pfenosu energie na kyslik za vzniku singletového kysliku, ktery mlze
reagovat s membranovymi lipidy a proteiny za vzniku oxidovanych produktl, coZ se
projevuje cytolyzou a destrukci nadoru. (Juzeniene et al., 2007). Excitovand forma
fotosensitizatoru mliZe téZ reagovat pfimo se substratem za vzniku volnych radikall substratu.
Volné radikaly, pfedevsim radikaly lipidickych sloZzek bunéEnych membrén, jsou pak pficinou
destrukce nadoru. Predpoklada se, Ze oba mechanizmy mohou probihat pfi PDT soucasné,
avsak jejich relativni podil na destrukci nadoru zavisi na typu a koncentraci fotosensitizatoru,
na koncentraci kysliku v nadoru a na vazbé fotosensitizatoru na substrat. Vyslednym

terapeutickym efektem je nekr6za, soucasné s apopt6zou nadorovych bunék.

oblast UV zéfeni | vinova délka (hm)
UV-A 315 - 400
UVv-B 280 - 315
UV-C 100 — 280

Tab. I.: Rozdéleni UV zéreni.
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ké terapie lze najit napf. v Ackroyd 2001, Dougherty

198. Néazev "Fotodynamicky efekt" byl zaveden na pocatku 20. stoleti O. Raabem (Raab
0.,1900), ktery provadél pokusy na kulturach paramecii v kombinaci s barvivem akridinem a
pozoroval zmény pfi ozafeni svétlem. H. von Tappeiner prokazal zavislost téchto procesl na
kysliku a jiz v r. 1903 publikoval prvni klinické zkuSenosti s uZitim eosinu a svétla v 1écbé
koZnich nadord, lupus vulgaris. Ve Gtyficatych letech Blum navrhl, Ze definice PDT by méla
byt aplikovana jen na fotochemické reakce, ve kterych byl kyslik spotfebovan. Tyto reakce

jsou podle povahy prvnich krokl také nazyvany fotosenzitizované procesy typu | a typu I1.

DalSi obdobi PDT zaCalo studii Lipsona a Baldese (Lipson a Baldes, 1961) na Mayo
Clinic vroce 1960, kde pozorovali po predchozim podéani hematoporfyrinu zviditelnéné
neoplastické léze bé&hem operace. Schwarz a Cohen (Schwarz et al., 1966) upravili
hematoporfyrin kyselinou octovou a sirovou. Ziskal porfyrinovou smés, kterou oznac€il jako

hematoporfyrinové derivaty (HpD), jeZ pak byly pouZity pro detekci tumoru.

Vyznamnym meznikem ve fotodynamické terapii byla polovina 70. let, kdy Dougherty
se spolupracovniky podal zpravu o GspéSném vyléCeni tumoru pomoci hematoporfyrinu a
svétla u mysi a zaroven byly provedeny prvni studie na lidskych pacientech. (Kelly et al.,
1975).

V roce 1978 uz Dougherty popsal Uspésnou Iébu u velké série 113 pacientd.

Dalsi vyvoj se pak ubiral smérem k vyvoji a testovani novych typll senzitizator(

vv s

s vhodngjsimi vlastnostmi pro fotodynamickou terapii, ftalocyaninl a chlorind — viz obr. 2.
V 90. letech se pak zaCala uZivat endogenni senzitizace, ktera je zaloZena na podani

5-aminolevulové kyseliny (ALA), jez je pfirozenym meziproduktem biosyntézy
protoporfyrinu IX. (Kennedy et al., 1992), coZ je télu vlastni sloucenina s fotosenzitizacnimi
ucinky.

Vyuziti fotodynamické terapie se rozSifuje na dalSi a dalSi nemoci, mezi typické
aplikace patfi léze kliZze, adenokarcinom prsu, bradavice na rukach a chodidlech, akné, tumory
Zluniku a nékteré tumory v plicni tkani, tumor hlasivek a dokonce glioblastomy.
(Ackroyd, 2001).
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Obr. 2: Obecné vzorce: a) hematoporfyrinu, b) ftalocyaninu, c) chlorinu.

2.2.3. Senzitizatory pro fotodynamickou terapii
Fotosenzitizator pro PDT musi spliiovat ndsledujici poZadavky:

e nesmi byt toxicky
e musi byt dostate¢né ve vodé rozpustny

e musi silné absorbovat v Cervené oblasti viditelného spektra (zafeni téchto vinovych

délek pronika hluboko do Zivocisné tkané)
e musi byt rychle odstrafiovan ze zdravé tkané

Prvni generace fotozenzitizatord (HpD, Photofrin), které se pouZzivaly v Klinické praxi,
mély z hlediska uvedenych podminek mnoho nevyhod. NeSlo o jednoznalné definované
slouceniny, ale smés monomert a oligomer( proménlivého sloZeni. Uvedené slouceniny maji
maximum absorbance u 630 nm, kde penetrace do tkéni je omezena na maximalné nékolik
milimetr(. Molarni absorpéni koeficient je nizky. Vylu€ovani z organismu je pomalé, takze

fotocitlivost klize pretrvava po dobu 6 — 8 tydn0.

Druhé generace fotosenzitizatord je tvofena zejména ftalocyaniny a chloriny (obr.2), ale
zkouSely se i slouceniny patfici k dalSim skupindm napf. porphyceny, pheophorbidy,
benzoporphyriny, purpuriny, texaphyriny, bakteriochloriny. Tyto latky lze ziskat jako
chemicky Cista individua. Jejich absorp¢ni maxima leZi v oblasti od 650 do 850nm. Jsou
relativné rychle vyluCovany ¢i odbourdvany, takze fotocitlivost trvd kratkou dobu (dny).
V neposledni  fadé jsou mnohé velmi efektivnimi producenty singletového kysliku.

Senzitizatory prvni a druhé generace pro klinické pouZiti jsou uvedeny v tabulce I1.
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mluvi o tfeti generaci fotosenzitizatord. Jsou to vlastng

jsou ale vé&z&né na specialni nosiCe pro selektivni

akumulaci v tumoru (Juzeniene et al. 2007, Chang 2005, Ackroyd et al. 2001).

Ftalocyaniny — senzitizatory, s nimiz byly provadény experimenty v této praci - jsou
slouceniny, které maji strukturu podobnou hematoporfyrinim (HpD), ale misto Ctyf
pyrolovych jednotek vazanych navzajem methinovymi mastky, jsou v nich ¢tyfi isoindolové
jednotky vazané pres atomy dusiku. (obr. 2). Ftalocyaniny jsou barevné slouceniny, které
nasly Siroké vyuZiti v medicinské praxi. Tyto slouceniny absorbuji zafeni delSich vinovych
délek neZ porfyriny (jejich absorpéni maxima leZi v oblasti kolem 680 nm), coZ je vyhodné
pro pouZiti ve fotodynamicke terapii, protoZe zareni delSich vinovych délek v Cervene oblasti
spektra pronika hloubgji do ZivoCiSnych tkani a tim je mozZné oz&fit podpovrchové tumory ve
vétsi hloubce ¢i Vétsi velikosti. Vyhodou vétsiny ftalocyanind je také jejich relativné velka
stabilita pfi ozafovani. Ftalocyaniny spliuji i dalSi poZadavky na senzitizatory pro PDT
kladené, tedy nejsou toxické a jsou pomérné dobre rozpustné ve vodé. VycCet senzitizatord,

které jiz byly schvéleny pro klinické pouZiti ve fotodynamicke terapii, je v tabulce 1.

Chemikalie Obchodni ndzev Indikace

HpD, porfimer sodny Photofrin mocovy méchyF, Zaludek, jicen,
plice a prudusky

monoacid A, verteporfirin Visudyne na véku zavisla skvrnita degenerace

m-THPC, temoporfin Foscan nadory krku a hlavy

5-Aminolevulinonova kyselina .

(ALA) Levulan keratéza

Methyl aminolevulinat (MAL) Metvix karcinom

Hexil aminolevulinat (HAL) Hexvix mocovy méchyr

Tab. 11.: Schvalené 1éky pro klinické pouZiti v PDT.

10
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- iné ve fotodynamickeé terapii
Avisla na optickych vlastnostech tkangé a davkach svétla.

Proto Je stanovena opticka penetracni hloubka (OPD), které je definované jako hloubka, pi
které je intenzita svétla sniZzena pfiblizné na 37% jeho pocatecni hodnoty. Na pfiklad OPD
mozkové tkané pfi 635 nm je 800 pum, zatimco u moCového méchyre je 4 mm. Podle typu
tk&né svétlo v oblasti 600 — 700 nm spektra ma o 50 — 200% vétsi optickou penetracni
hloubku nez svétlo v oblasti 400 — 500 nm (Brancaleon et al., 2002).

V PDT jsou pouzivany dva druhy zdrojl svétla: lasery a nekoherentni zdroje. Lasery
produkuji vysoce intenzivni, koherentni a monochromatické svétlo. Typy laser(i pouZivanych
pfi PDT jsou uvedeny v tab. Ill. Toto svétlo miZe byt vedeno pes opticka vlakna a pfimo
osvicuje cilovou tkan. Lasery emituji svétlo spojitou vinou nebo pulsem, kdy je puls veden
nékolik fs. To pfedpokladd, Ze vysoce-intenzivni puls svétla by mohl penetrovat do tkané
hloubé&ji nez spojita vina, zplsobujici pfechodné snizeni absorpce chromoforu v tkani.

Vyhodou pouZiti laserl a optickych vlaken je, Ze mohou byt pouZita pro jinak nepfistupna

mista jako je moCovy méchyf, plice anebo travici soustavu (Brancaleon et al., 2002).

vinova délka | vinovy rozsah intenzita . e .
Typ laseru vy A davka zafeni pulsni doba
(nm) (nm) ozareni
argonovy laser 488 a 514,5 monochromatické 0.5-1 W/cm2 primo ngbo Kontinudlni zareni
optickym vlidknem
barvivovy laser
pumpovany _500-750 5-10 10 — 200 mW/cm2 prmo nebo Kontinualni zafeni
argonovym (zavislé na barvé) optickym vldknem
laserem
laser s parami w neboVV|d|teIne monochromatické nad 10 W/cm2 primo ngbo 10-50ns
kovil svétlo optickym vlidknem
Barvivovy laser
pumpovany _500-750 5-10 10 — 500 mW/cm2 primo nebo 10- 50 ns
laserem s parami (zavislé na barvé) optickym vldknem
kovdl
Nd:Yag 1064,532,355,266 monochromatické nad 10 W/cm2 prlmo ngbo 10 ps-30ns
optickym vldknem
Barvivovy laser . -
pumpovany . 400 750 o 5-10 10 — 500 mW/cm2 primo ngbo 10 ps-30ns
laserem Nd:Yag (zavislé na barveé) optickym vldknem
opticka pevna
faz(_e . 250 - 2000 monochromatické nad 1 W/cm2 primo ngbo 10 ps-30ns
parametrického optickym vldknem
oscilatoru
polovadicové 600 - 950 monochromatické | nad 700 mW/cm2 optické viakno Kontinudlni zareni

diodové lasery

Tab. I11.: Typy laserd dostupné pro klinickou PDT.

Nelaserové zdroje (lampy) jsou nejvice pouzivané v dermatologii. Maji Vveétsi

osvétlovaci plochu, nizsi cenu, malou velikost a jednoduchou konstrukci. Typy lamp

vr w7z

pouZzivanych pfi PDT jsou uvedeny v tabulce IV. Nevyhodou lamp je, Ze v&tSi Cast energie se

11
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spektrum se obtiznéji kvantifikuje pomoci dozimetrie

Typ zdrojl vinové délka (nm) vinovy rozsah (nm) intenzita ozareni
s ) 10 - 100 v zavislosti na typické nad
wolframove viakno 400 - 1100 pouZitém fitru 1.8 mW/cm2/nm
P ) 10 - 100 v zavislosti na typické nad
xenonova vybojka 300 - 1200 pouzitém fitru 3 mW/cm2/nm
L 10 - 100 v z4vislosti na typické
halogenidova vybojka 250-730 pouzitém fitru 1.2 mW/cm2/nm
sodikova vybojka 590 - 670 10 - 80 v zavislosti na nad 100 mW/cm?2
pouzitém fitru
fluorescenéni Zarovka 400 - 450 pfiblizné 30 nad 10 mW/cm2
Laser s prac. latkou v pevné . i ) 1 W v pfibliZném objemu
. infraCervené monochromatické 3
fazi pro dva fotony 5-10 pm
viditeIného a infracerveného )
LED ; 5-10 nad 150 mW/cm
svétla

Tab. IV.: Typy zdroji svétla dostupné pro klinickou PDT.

Obrazek 3 ukazuje provedeni terapie pro omezené podkoZzni loZisko s vyuZitim halogenidové
vybojky Waldmann PDT 1200 (Brancaleon L., et al., 2002).

Obr. 3: Halogenidova vybojka (Waldmann PDT 1200).

12
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ealni pro kazdou moZnou indikaci pro PDT, ani stim

fotosenzitizatoru, na typu onemocnéni. PoZadavky, které jsou kladeny na zdroje svétla pro
PDT zahrnuji kromé spektrélnich vlastnosti téZ spolehlivost, jednoduchou udrzbu, velikost a
cenu (Brancaleon et al., 2002, Ackroyd et al., 2001).

2.3. Reaktivni formy kysliku

Termin "reaktivni formy kysliku™ (reactive oxygen species - ROS) oznaCuje pomérné
Sirokou skupinu €astic, z nichz nékteré vznikaji v lidském téle, jiné nikoli, vSechny se ale
vyznaCuji silnymi oxidacnimi G¢inky a tim druhotné i €asto velmi neZadoucimi Gc€inky na Zivé
organismy.

Mnohé reaktivni formy kysliku jsou radikaly, napf. superoxidovy anion — superoxid
O,", hydroxylovy radikdl HO’, peroxylové radikdly ROO’, alkoxy radikaly RO,
hydroperoxylovy radikal HO,'. K reaktivnim formam kysliku, které nemaji povahu radikal,
patfi peroxid vodiku H,0,, kyselina chlornéa HCIO, 0zén O3 a singletovy kyslik 'O, (Zima et
al. 1996).

Pfijetim jednoho elektronu se molekula kysliku (dikyslik, dioxygen) se redukuje na
monoradikalni superoxid:
O2+e - Oy (5)

Dalsi elektron redukuje superoxid na peroxid vodiku:
O, +e - H,0O, (6)

Jsou-li k dispozici dalsi 2 elektrony, dvouatomovéa molekula peroxidu vodiku se rozpada na

vodu (v rovnici je uvedena jeji disociovana forma, tedy hydroxidovy ion OH) a hydroxylovy
radikdl HO' (ten m& o jeden elektron méné nez hydroxidovy ion OH):

H,0, - 2 HO' ()

2HO +2¢e - 20H (8)

Popsana ctyrelektronova redukce molekuly atmosférického kysliku na dvé molekuly vody je

nezbytnou reakci pro aerobni zplisob Zivota. Probihd v dychacim Fetézci mitochondri,
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bichemické procesy organismu. Ani nejaktivnéjsi forma kysliku (hydroxylovy radikal HO")
neni ve vazbé senzymem Skodliva. Volna Céstice je vysoce reaktivni latkou, ve tkani
interaguje téméF s jakoukoli sousedni molekulou nebo z ni vytrhne elektron a aktivuje ji.
(Stipek S. et al., 2000).

Hlavnim zdrojem HO' radikald v organismu je reakce peroxidu a superoxidu
v pfritomnosti Zeleza, ktera probihd ve dvou krocich. Nejdfive superoxid zredukuje Zelezité

ionty na Zeleznaté a ty pak redukuje peroxid.

O +H" +Fe® - O +Fe”" +H" 9)
H.0; + Fe** - HO + OH + Fe** (10)

Posledni reakce se oznacCuje jako Zelezem katalyzovand Haberova-Weissova nebo spiSe jako
Fentonova reakce.

Singletovy kyslik je excitovany stav molekularniho kysliku O,, oznadujeme jej *O..
Jak ukazuje obr. 4, molekuldrni kyslik v zdkladnim stavu ma dva elektrony v *2p orbitalech
s paralelnimi spiny, kdeZto singletovy kyslik mé tyto dva elektrony spinové spérovane, tj.
s antiparalelnimi spiny. Singletovy kyslik vznika reakci pfi niZ byl tripletovy kyslik vystaven
z&feni nebo vySel zchemické reakce a ziskal pfitom energii, kter4 excitovala jeden

z nesparovanych elektron( tak, Ze doslo ke zméné jeho spinu.
0, - '0; (11)

Singletovy kyslik miZe existovat ve dvou formach lisicich se navzajem excitaéni energii: bud
je dvojice elektrond v jednom orbitalu m*2p a druhy orbital je prazdny nebo je kazdy
z elektron v samotném orbitalu m*2p. Singletovy kyslik je velice reaktivni, ve chvilce po
kterou existuje, se sluCuje napfiklad s nenasycenymi mastnymi kyselinami na lipidove
peroxidy. V lidském téle singletovy kyslik vznika po absorpci svétla nékterymi pigmenty
(fotosenzitizace porfyrin() nebo pfi spontanni neenzymové dismutaci superoxidu.

Reaktivni oxidacni Castice vytvorené v organismu zpdsobuji oxidativni poskozeni
biomolekul jako DNA, proteind, lipidd, toto poskozeni miZze iniciovat kardiovaskularni

onemocnéni, nadory, aj.
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Obr. 4: RozloZeni elektrond v molekulach orbitalu m*2p u dvouatomovych kyslikovych ¢astic
(upraveno podle Stipek S. et al., 2000).

2.4. Metody stanoveni reaktivnich forem kysliku

Pro detekci a stanoveni oxidacnich ¢astic jsou pouzivany chemické metody zaloZené
na reakcich jednotlivych oxidaCnich Castic se selektivnimi lapaCi. Prehled nékterych
pouZivanych metod lze najit v praci Klementové a Wagnerové 1990 nebo v praci Molota et al.
2003.

Tak napf. pro stanoveni singletového kysliku se pouZivaji jako specifické lapace
dimethylfuran nebo furfurylalkohol, pro hydroxylové radikély byly pouZity jako lapace
kumen, benzen, butylchlorid, erioglaucin.

Vsechny tyto metody jsou zaloZzeny na méfeni bud Ubytku lapacd ¢i mnoZstvi
kone¢nych oxidacnich produktd biomolekul s vyuZitim technik jako napf. vysokouginné
kapalinové chromatografie (HPLC), plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
jako detektorem (GC-MC), spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti (UV, VIS) a
biochemickych nebo chemickych analyz (Wenli Y., 2005).

Pro detekci 'O, v biologickych vzorcich pfi PDT se v poslednich nékolika letech
testuje méFeni vlastni luminiscence 'O, pfi 1270 nm (Niedre et al. 2003 a Niedre et al. 2005).
Schéma aparatury ukazuje obrazek 5 prevzaty z prace Niedre et al. (2003). Tato metoda
detekce 'O, patfi k tzv. "pFimé dozimetrii" v PDT umoZziiujici méFit mnozstvi ‘O, v priib&hu

zékroku.
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Obr. 5: Schéma experimentalniho zafizeni pouzité pro méfeni luminiscence 'O in vitro
(Niedre et al. 2003).

PFi méfeni vyuZivajiciho luminiscence singletového kysliku je vzorek (Sample)
ozafovan laserem vhodné vinové délky (z hlediska senzitizované tvorby '0,) — v tomto
pfipadé laserem z krystalu fluoridu yttria a lantanu dopovaného ionty neodymu (Laser).
V misté vzorku je kolmo k prochézejicimu laserovému paprsku umisténa soustava k filtraci a
fokusaci luminiscencniho z&feni (Silicon LP Filter, Bi-convex Lenses). Jako detektor je pouZit
fotondsobi¢ (PMT = proton multiplying tube) se zesilovatem (Pre-Amp) a multikanalovy

pocitatem fotond (Multi Chanel Photon Counter).
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3.1. Materidly a metody

Bylo pouZito pét senzitizator(, a to ftalocyanin disulfochlorohlinity (AICIPcS,),
ftalocyanin trisulfozineCnaty (ZnPcS3), ftalocyanin tetrasulfokobaltnaty (TSPCo),
ftalocyanin tetrasulfoZelezity (TSPFe), ftalocyanin tetrasulfonikelnaty (TSPNi), vSechny latky
byly poskytnuty Ustavem anorganické chemie AV CR, Praha. Erioglaucin byl zakoupen od
firmy Sigma-Aldrich.

K pripravé roztokl byla pouZita ultracista voda, kterd byla vyrobena v zafizeni Milli-
Q, Millipore Waters .

Pro piipravu zasobnich roztokd ftalocyanini o koncentraci cca 10 mol.dm™ byly
navazeny jednotlivé vzorky na analytickych vahach v rozmezi 0,0029 - 0,0038 g, dale byly
navazky nafedény 3 mlultralisté vody. Z&sobni roztoky byly uchovavany ve tmé pfi
pokojové teploté. Zasobni roztok erioglaucinu byl pfipraven rozpusténim 10,5 mg v1litru
vody o koncentraci ¢ = 1,26.107 .

Absorpéni a diferenéni spektra ftalocyaninl byla méfena na dvoupaprskovém
spektrofotometru Shimadzu UV-1601 fizené pocitatem pomoci softwaru UV-Probe.

Ozafovani bylo provadéno ve fotochemickém reaktoru s nizkotlakou sodikovou
vybojkou jako zdrojem zéfeni dichromatického svétla o vinovych délkach (A =589 nm,

A\ =589,6 nm). Prlifez aparaturou a usporadani pfi ozafovani ukazuje obrazek 6.
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Obr.6: Schéma fotochemického reaktoru: a) — pohled shora-horizontalni priifez aparaturou

b) — pohled z boku-vertikalni prdifez aparaturou.
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Obr.7: Schéma usporadani vzorkUl v kyvetach pri méreni diferencnich spekter.

V kyvetach umisténych jako referencni (slepy) vzorek, byl erioglaucin a ftalocyanin
v oddélenych kyvetach, takZe svétlo pohlcovaly na sobé nezavisle. V kyvetdch umisténych
jako méreny vzorek byl erioglaucin pFidan k roztoku ftalocyaninu , takze v pfipadé interakce
a z ni vyplivajici zmény ve spektru by se signal méfeného vzorku liil od signalu vzorku
referencniho. Kyveta s vodou je zafazena pro dosazeni stejného poctu optickych rozhranich a
stejné optické vrstvy rozpoustédla.
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délek 200 — 900 nm a pro erioglaucin v oblasti 250 — 850 nm. V8echny grafy jsou zndzornény

na obrazku 8.

TSPCo TSPNi
16 16
14 1,4
1,2 12
@ @
s 1 2 1
3 3
é 0,8 5 08
@
2 06 8 06
0,4 0,4
0,2 0,2
0 0 T 1
200 300 400 500 600 700 800 900 200 300 400 500 600 700 800 900
vInov & délka (nm) vinov a délka (nm)
TSPFe ZnPcS3
14 1,27
12 1
1 4
< 0,8 e
2 3 06
o
0,6 =
2 2 04
04 8
0,2
0,2
0 0
200 300 400 500 600 700 800 900 70122’ 0 300 400 500 600 700 800 900
vInov & délka (nm) vInov & délka (nm)
AICIPcS2 erioglaucin
2,5 127
2 1
@ 08
S 15 g
s <
2 € o6
s 2
o 1 2
< © 041
0,5
0.2
0 T T T T T T ] 0
200 300 400 500 600 700 800 900 250 250 450 550 650 750 850
vlInov & délka (nm) vinova délka (nm)

Obr. 8: Absorpéni spektra jednotlivych ftalocyaninl a erioglaucinu o koncentracich
TSPCo -0,95.10° molll, TSPNi - 127.10° molll, TSPFe - 1,01.10° molll,
ZnPcS; — 1,13.10° mol/l, AICIPcS; - 1,03.10° mol/l, erioglaucin — 1,26.10° mol/.
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vinovych délek 300 — 350 nm a jednak ve viditelné oblasti u vinovych délek v rozmezi
600 - 700 nm. Erioglaucin m4 dvé nevyraznd maxima v UV oblasti (A = 308 nm, A = 409 nm)

a vyrazné maximum ve viditelné oblasti 630 nm.

Pro kazdy ftalocyanin bylo zméfeno diferencni spektrum dle uspofadani v obrazku 7.
Obrézek 9 ukazuje naméfena diferencni spektra pro jednotlive ftalocyaniny. Ve v3ech
pfipadech bylo ziskdno nenulové diferencni spektrum, které svédCi o tom, Ze jednotlivé

ftalocyaniny interaguji s erioglaucinem, pokud jsou spole¢né v jednom roztoku.
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ferencni spektrum jiz pfed ozafenim negativni maximum

pfi 630 nm. Tento typ diferencniho spektra vznikne pfi

posunu maxima absorpce ke kratS$im vinovym délkam v dlsledku interakce molekul
pfitomnych v roztoku (tj. ftalocyanin + eriglaucin).

TSPNi mé v diferencnim spektru pfed ozéafenim negativni maximum pfi 668 nm a
pozitivni maximum pfi 630 nm. | tento typ diferencniho spektra vznikne pfi posunu maxima
absorpce ke kratsim vinovym délkdm v dlsledku interakce molekul pFitomnych v roztoku
(tj. ftalocyanin + eriglaucin).

TSPFe vykazuje v diferenénim spektru pfed oz&fenim negativni maximum pfi 666 nm
a pozitivni maximum pfi 628 nm. Toto diferencni spektrum vznikne pfi posunu maxima
absorpce ke kratsim vinovym délkdm v dlsledku interakce molekul pFitomnych v roztoku
(tj. ftalocyanin + eriglaucin).

ZnPcS; mé v diferencnim spektru pfed ozafenim negativni maximum v 696,5 nm a
prvni pozitivni maximum v 668 nm. (Tento typ diferencniho spektra vznikne pfi posunu
maxima absorpce ke kratSim vinovym délkam v dlsledku interakce molekul pritomnych
v roztoku) a druhé pozitivni maximum v 620 nm, které vzniklo zvy3enim maxima absorpce.

AICIPcS; vykazuje v diferencnim spektru pfed ozafenim prvni pozitivni maximum pfi
785 nm, druhé pozitivni maximum pFi 680 nm a tfeti pozitivni maximum pfi 630 nm. Tento
typ diferencniho spektra vznikne pfi zvyseni maxim absorpce v dlsledku interakce molekul

pfitomnych v roztoku.

Ozéreni vzorku TSPCo mélo za nasledek vzrlst absorbance v negativnim maximu,
k ¢emuz dojde, jestlize v prdbéhu v pribéhu ozafovani vznikl produkt s vy$sim molarnim
absorpcnim koeficientem. U 630 nm (v maximu erioglaucinu) doSlo k nepatrnému poklesu
absorbance.

Ozéfeni vzorku TSPNi zpdsobilo vzrlst absorbance v negativnim maximu, k éemuz
dojde, jestlize v prdbéhu v pribéhu ozafovani vznikl produkt s vy$§im molarnim absorpénim
koeficientem. U 630 nm (v maximu erioglaucinu) doSlo k nepatrnému poklesu absorbance.

Ozéreni vzorku TSPFe mélo za nasledek vzrlist absorbance v negativnim maximu,
k ¢emuz dojde, jestlize v prdbéhu v pribéhu ozafovani vznikl produkt s vy$sim molarnim
absorpcnim koeficientem. U 630 nm (v maximu erioglaucinu) doslo k nepatrnému zvy3eni

absorbance.
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loSlo k nepatrnému zvy3eni absorbance.

Po ozéfeni AICIPcS; se objevi negativni maximum pfi 740 nm a intenzivni pozitivni

maximum pfi 679 nm . Maximum pfi 630 nm z(stava nezménéno.

3.3. Diskuze

Erioglaucin (podle Molota) je vyzkousenym c¢inidlem ke stanoveni ‘OH radikall
spektrometrickou metodou — v pFitomnosti ‘OH radikal( dochazi k odbouravani eriglaucinu a
tim ke sniZzovani absorbance v absorpénim maximu erioglaucinu u 630 nm. Jde tedy o
extrémné vyhodnou jednoduchou metodu. Tato metoda byla zatim pouZita pro detekci vzniku
'OH radikall v prirodnich vodach a k hodnoceni extracelularni tvorby ‘OH radikald v kulture
fasovych bunék (Molot et al., 2003).

ProtoZe u ftalocyaninl se mluvi prakticky vyluéné o fotosenzitizované produkci
singletového kysliku, nicméné v pracich o fotodynamickém efektu se uvadi, Ze na destrukéni
fotoiniciované oxidace se pravdépodobné Gcastni i dalsi reaktivni kyslikové Castice. Rozhodl
jsem se vyzkouset, zda ve vodném roztoku s rozpusténym kyslikem bude mozné pomoci
erioglaucinu detekovat vznik ‘OH radikalu.

Oproti plvodnimu ocekavani, Ze diferencni spektrum pfed ozafenim bude nulové, se
ukdzalo, Ze viechny ftalocyaniny interaguji v roztoku s eriglaucinem (pravdépodobné tvofi
addukt v disledku hydrofobnich interakci).

Vlivem ozéreni doslo ve vSech pfipadech ke zméné diferenéniho spektra, coZ znaci, Ze
v systému probéhly jesté jiné fotoiniciované reakce neZ jen fotodegradace ftalocyaninu
(ozafovan byl nejen roztok ftalocyaninu s erioglaucinem, ale vzdy po stejnou dobu soucasné
za tychZ podminek i roztok samotného ftalocyaninu, aby vlastni degradace ftalocyaninu byla
v diferen¢nim spektru kompenzovéna.

V pfipadé ftalocyaninu tetrasulfonikelnatého a ftalocyaninu tertasulfokobaltnatého
doslo ke zméné v diferennim spektru, ktera miZe byt interpretovana jako pokles koncentrace
erioglaucinu v roztoku — vzrlist pozitivniho maxima u 630 nm. Interpretace ale neni
jednoznacnd, nebot’ stejné diferencni spektrum by vzniklo v pfipadé fotoiniciovaného vzniku
produktu, ktery by mél vyrazné vy3Si molarni absorpcni koeficient a k vy3sim vinovym

délkam posunuté absorp&ni maximum.
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Ozafovanim ftalocyaninu disulfochlorohlinitého, ftalocyaninu trisulfozine€natého,
ftalocyaninu tetrasulfoZelezitého se v roztocich ‘OH radikély netvofi.
Ozafovani ftalocyaninu tetrasulfonikelnatého a ftalocyaninu tetrasulfokobaltnatého se

projevuje zménou v diferenénim spektru, ktera mliZe byt zplsobena vznikem ‘OH radikald.
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