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Uvod

Castice radikilové povahy nebo &astice v elektronicky excitovaném stavu jsou znamy
vice nez 100 let, ale ten opravdovy zajem o studium téchto reaktivni forem vzbudila nejspise
az hypotéza o jejich zhoubnych ucincich na biomolekuly. To, ze se v organismech nachézi
volné radikaly a dal$i vysoce reaktivni kyslikové metabolity je znamo, ale stale je velmi
obtizné tyto Castice v organismech detekovat nebo kvantifikovat. Bylo ale také zjisténo, ze v
organismech existuje obranny systém, ktery tyto ¢astice pomahé odstrafiovat.

Tato prace se zabyva reaktivnimi formami kysliku, jejich vlastnostmi ¢i podminkami
jejich vzniku. V teoretické Casti je velka pozornost vénovand singletnimu kysliku, ktery
vznika pfi fotodynamickém jevu, kdy dochazi primarné k absorpci zareni fotoaktivnimi
barvivy. Na to navazuje dals§i ¢ast prace v€novand praveé latkdm absorbujicim dopadajici
svétlo, fotoaktivnim barviviim — fotosenzitizériim. Fotosenzitizéry nalézaji Siroké uplatnéni
v riiznych aplikacich, velky vyznam maji pro klinické vyuZiti, zejména pii 1écbé nadorovych
onemocnenti.

Experimentalni ¢ast je vénovana hlavné méfeni intenzit luminiscence. Zam¢eiim se na tfi
hlavni faktory, které ji ovlivilyji: druh fotosenzitizéru, koncentrace fotosenzitizéru,
koncentrace vybraného luminiscen¢niho €inidla. Dale bude sledovan vliv pfitomnosti a vliv
koncentrace specifického zhasece singletniho kysliku — azidu sodného. Méfeni budou

provedena na luminometru Sirius (Berthold).



Teoreticka cast



1. Kyslik

Kyslik je prvek periodické tabulky, nachazi se v 6. A skupiné ve 2. periodé, ma symbol
O a atomové Cislo 8. Je druhym nejrozsifenéj$Sim prvkem na Zemi. Je také biogenni prvek a
jeho existence je nezbytna pro veSkerou existenci zivych organismu na této planeté. Nachazi
se nejCastéji ve slouCeninach sjinymi prvky a mlze mit razné vazebné vlastnosti.
Molekularni kyslik O, se na Zemi objevil v obdobi pied 1,6 az 2,5 miliardami let. Poprvé se
jim zacal zabyvat Leonardo da Vinci (1492-1519), ktery sledoval vlastnosti vzduchu a
urcoval jeho slozku podporujici hoteni. Kyslik objevil az roku 1774 anglicky chemik Joseph
Priestley a jeho vyznam pro hoteni potvrdil pozdé€ji francouzsky chemik Antoine Lavoisier.
Dalsi objev ucinil v roce 1781 Henry Cavendish zjist€énim, Ze voda je sloucenina kysliku a
vodiku. Tiiatomovou molekulu kysliku — ozon, objevil roku 1840 Christian Schonbein a
nedavno byl dokonce objeven alotrop kysliku, tetraoxygen O4, tmavé Cervena pevna latka;
ucinnéjsi oxidant nez O, nebo Os. Jeho vlastnosti jsou studovany pro vyuziti v raketovych
palivech a podobnych aplikacich.

Kyslik se nejcastéji vyrabi frakéni destilaci zkapalnéného vzduchu a uchovava se ve
specialnich nddobach s divodu jeho vysoké reaktivity zejména s latkami organického ptivodu.

Dalsi metody ptipravy jsou:

Tepelny rozklad oxidi

2PbO, — 2PbO + 0, (1)
Rozklad peroxida

5H,0; + 2KMnOy4 + 3H,SO4 —» 50, + K»SO4+ 2MnSO4+ 8H,0 (2)
Tepelny rozklad kyselin soli

2KCIOs —» 2KCI+ 0O, 3)
Elektrolyza

40H — 2H;0 +0;+4e (anoda) (4)

Kyslik je plyn, za standardni teploty a tlaku se vyskytuje jako dvouatomova molekula
stavu ma molekula kysliku v nejvysSim antivazebném orbitalu dva neparové elektrony
s paralelnimi spiny a tedy multiplicitu spinu 3 (triplet) (obr. 1). Naproti tomu je u vétSiny
biogennich molekul zdkladnim stavem pravé stav singletni; vyjimkou jsou nckteré volné

radikaly a molekuly obsahujici ptechodné kovy, ale hlavn¢ vySe zminény molekularni kyslik.


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Christian_Sch%C3%B6nbein&action=edit&redlink=1
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Obr. 1: Molekularni diagram orbitalti dikysliku (triplet)

Vsechny reakce kysliku v zdkladnim stavu (triplet) s jinymi molekulami v zdkladnim
stavu (singlet) jsou vysoce energeticky naro¢né a probihaji pouze tehdy, podafi-li se vytvorit
podminky pro obejiti spinového zdkazu. Pojem spinovy zékaz znamend, ze elektrony
s rtiznym spinem nemohou volné piechdzet mezi jednotlivymi energetickymi stavy. Zména
spinu — ,pteklopeni je povoleny proces, ke kterému miize dojit napiiklad interakci
s fotonem, na jehoz magnetickou slozku reaguje prave dipol elektronu. Zména multiplicity je
néco jin¢ho. Prechod singlet — triplet je zakdzan. Jde o zménu nikoliv slozky, ale celkového
spinu soustavy. Omezeni, dand pozadavkem zachovani multiplicity spinu, jsou pii¢inou
relativné malé reaktivity molekuldrniho, tripletniho kysliku ve srovnani s kyslikem
singletnim, jehoZ reaktivita je asi tisicinasobné vétsi. V pripadé, kdyby tento spinovy zékaz
neexistoval, byla by veskera organicka hmota zoxidovéana v pfitomnosti vzduSného kysliku na
oxid uhli¢ity a vodu. AvSak termodynamicky jsou tyto reakce mozné; maji zaporné hodnoty
Gibbsovy energie a jsou silné exotermni [1]. Piekonani spinového zdkazu se nazyva aktivace
molekularniho kysliku a je mozné nékolika zptsoby:

1) katalyzou iontl ptechodnych kovl

2)  vytvofenim podminek pro radikalovy pribéh reakce

3) ptfevedenim dikysliku z tripletniho stavu do singletniho

4)  prevedenim substratu ze singletniho do tripletniho stavu



Nejbéznéjsi zpisob, jak obejit spinovy zakaz, je katalyza ionty piechodnych kovi a
jejich komplexy. Dojde-li k piekryti molekularnich orbitala dikysliku a kovovych ionti, nelze
jiz hovofit o neparovych elektronech na kysliku a na kovovém iontu, ale pouze o neparovych
elektronech komplexu. Reaguje-li tento komplex se singletni molekulou za vzniku molekuly
v singletnim stavu a neméni-li se pfitom pocet neparovych elektronli komplexu, je tento
proces spinové dovoleny. Reaguje-li tripletni molekula se singletni molekulou za vzniku dvou
volnych radikald, tj. ¢astic s jednim neparovym elektronem a tedy v dubletovém stavu,
neméni se pocet neparovych elektronil a je to dovoleny proces. Spinovy zakaz lze déale obejit
prevedenim kysliku z tripletniho do singletniho stavu. Reakce singletni molekuly se singletni
molekulou neni zakdzana. Obdobné je mozné prevést substrat ze singletniho stavu do

tripletniho, naptiklad fotochemicky.

2. Reaktivni formy kysliku

V poslednich letech je védecky vyzkum hodné€ zamétfen na reaktivni formy kysliku
(ROS — Reactive Oxygen Species), jelikoZ jsou nedilnou soucasti lidského organismu, ve
kterém maji znac¢ny fyziologicky i1 patogeneticky vyznam. Velice dobie reaguji s riiznymi
biologickymi latkami, jakymi jsou aminokyseliny a proteiny, nukleové kyseliny, mastné
kyseliny a lipidy, také skoenzymy a jinymi soucastmi zivého organismu. Za urcitych
okolnosti piisobi jako toxické latky a dezinformuji organismus (napf. zpisobuji peroxidaci
lipidit), ¢imz ho poskozuji a mohou ho dokonce usmrtit. Na druhou stranu slouzi jako faktory
imunitni ochrany, staly se vyznamnymi prostfedniky pienosu energie, a také signalnimi
molekulami bunééné regulace [2]. Jsou fyziologicky produkovéany v procesech jako je
Alzheimerova choroba, apopt6oza nebo fagocytdza.

Mezi ROS zahrnujeme castice dvojiho typu. Jedny maji radikdlovy charakter, to
znamena, ze ve svych elektronovych orbitalech maji jeden nebo vice nepéarovych elektroni,
napiiklad hydroxylovy radikal ("OH), superoxidovy anion — radikal (O,"), hydroperoxylovy
radikal (*OOH). Z davodu elektronového deficitu se snazi ziskat dalsi elektron a doplnit si
tak par do stabilni konfigurace (jde o elektronovy piesun). Z toho prameni jejich velka
reaktivita a omezend doba existence [3]. Dal§imi pfeménami volnych radikali mohou vznikat
jiné reaktivni latky (druhy typ), které ovSem jiz nemaji radikalovy charakter, jsou to singletni

kyslik (‘0,), peroxid vodiku (H,0,), kyselina chlorna (HCIO), ozon (O3).



Ptiklady reakci, kdy vznikaji neradikalové ROS z radikalovych:

Dismutace radikalu

0,"+2H — H,0, + O, (35)
Redukce radikala
H02'+ H+ + ¢ — H,O, (6)

Rekombinace radikalu

2HO.—> H202 (7)

2.1 Singletni Kyslik 'O,

V dnesni dobé¢ je singletni kyslik jednou z nejstudovanéjSich reaktivnich forem kysliku
vubec, jelikoz neni jen Skodlivy, jak se ptivodné predpokladalo, ale zaroven velice dulezity pii
1€¢bé nadorovych onemocnéni metodou fotodynamické terapie.

Elektronovou excitaci, v pfitomnosti molekularniho kysliku pomoci ultrafialového (UV)
nebo viditelného (VIS) zafeni, dochdzi ke zménam rozloZeni elektronti v protivazebnych
orbitalech molekuly fotosensitizéru a tak dochéazi k takzvané fotoexcitaci fotosensitizéru,
ktery poté preda svou energii kysliku v zakladnim stavu. Doba zivota excitovaného stavu
fotosensitizéru musi byt dostatecné dlouhd, aby zhaseni kyslikem bylo hlavnim deaktiva¢nim
procesem, a uvolnéna energie pii zhaseni fotosensitizéru musi byt dostatecna pro excitace
kysliku. Fotoensitizéry s absorpénim maximem ve viditelné a blizké ultrafialové oblasti
podporuji vznik lzg stavu kysliku, zatimco barviva s absorpci v dlouhovinné oblasti poskytuji
pievazné 'A,stav. Stav, ktery se znadi 'A, mé excitatni energii E, = 22,6 kcal/mol. Prvni stav
je oznacovan jako 1Zg a ma excitaéni energii E, = 37 kcal/mol®. lﬂg je latka diamagneticka,
nebot’ dodanim excitacni energie kysliku v zakladnim stavu dochazi ke sparovani valencnich

elektrontl. lzg stav ma dva neparové elektrony opac¢ného spinu v odlisnych orbitalech. Jejich

doba zivota je v plynné fazi 3000 sekund pro lﬂg stav a 7 — 12 sekund pro 1Zg. Ve vodé¢ se

doba Zivota obou stavi lisi, je nizsi. Prodlouzit ji 1ze zamé&nou vodiku za deuterium, eliminaci
OH skupin v rozpoustédle nebo pfidanim surfaktantu do roztoku. Doba zivota singletniho

kysliku se zvysuje také v pfitomnosti detergentu.
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Obr. 2: Molekulovy orbital singletniho kysliku, vpravo: Molekulovy orbital singletniho

kysliku s vySsi energii.

Podstatou vysoké reaktivity 'O, (Obr. 2) je skuteGnost, Ze jeho reakce s vétSinou
chemickych latek jsou spinové dovolené. Singletni kyslik vznikd tadou fyzikalnich,
chemickych, fotochemickych, nebo biologickych reakci. Piikladem vzniku 'O, fyzikalnim
procesem je mikrovinny vyboj v kyslikové atmosfére. Chemickou cestou je napiiklad klasicka
reakce chlornanu s peroxidem vodiku (8), reakci superoxidového aniont radikalu
s hydroxylovym radikalem (9), reakci peroxonitritu s peroxidem vodiku (10), tepelny rozklad
endoperoxidii [4], reakce ozonu a ozonidl s riiznymi latkami [5] a rozklad peroxochromanu
nebo peroxomolybdenanu, piipadné¢ dosud diskutovana dismutace superoxidu na kyslik a
peroxid vodiku (11). V biologickych systémech produkuji 'O, n&které peroxidasy. K piimym
fotochemickym reakcim patii fotolyza ozonu, probihajici zejména ve vySSich vrstvach

atmosféry, fotolyza komplexil s pfenosem ndboje kyslik-organicka molekula.

H,0,+ NaClO — '0, + H,0 + NaCl (®)
0,"+ OH' —» '0, + OH 9)
ONOO +H,0, — 'O, + H,O + NO, - (10)

11



02.74- 02.7 + 2H+ —> 102 + H,0, (1 1)

Mimotadny vyznam pro tvorbu 'O, maji fotosenzitizované reakce. Utinky reakei
generujicich '0,, oznadované souhrnné historickym terminem fotodynamicky efekt, nalézaji
siroké uplatnéni ve fotobiologii, ve fotomedicin¢ pfi 1éCeni rakoviny (fotodynamicka terapie,
PDT) nebo aterosklerosy, pti inaktivaci bakterii a virti a v novych insekticidech a herbicidech

[6].
2.2 Superoxidovy anion radikal O,"~

Superoxid (resp. Jeho konjugovana kyselina hydroperoxylovy radikal, HO,") je

vvvvvv

reakcei je schopnost redukovat ionty Zeleza a médi podle nésledujici reakce:

0, +Fe’" - 0, + Fe*' (12)

Mista vniku superoxidu jsou endoplazmatické retikulum, mitochondrie a rizné
specializované bunky (leukocyty, makrofagy). Nejvétsim zdrojem intracelularni tvorby
superoxidu jsou mitochondrie a dal$im dtlezitym zdrojem je enzym xanthinoxidaza
nachazejici se v endoteliich cév a v tenkém stifevé. Superoxid katalyzuje peroxidaci lipidi,
¢imz se spousti fetézova peroxidacni reakce. Produkty lipidové peroxidace jsou
hydroperoxidy a nenasycené aldehydy [7]. Superoxidovy radikal je specificky deaktivovan
intracelularnim enzymem superoxiddismutdzou a to tak, Ze tento enzym katalyzuje dismutace

dvou superoxidii na peroxid vodiku a molekulu kysliku [8].
2.3 Peroxid vodiku H,0,
20, + 2 H - H0, + O, (13)
Jelikoz je peroxid vodiku pouze vysledkem dismutace superoxidu (13), jsou mista
vzniku a zdroje pro superoxid stejna i pro peroxid vodiku. Neni sice radikdlem, jeho reakce

s biomolekulami jsou pomérné pomalé, avSak v pfitomnosti tranzitnich kovl (dvojmocné

7elezo Fe*" nebo jednomocna méd’ Cu”) se peroxid vodiku pohotové redukuje:
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H,0,+ Fe’* — OH® + OH + Fe** (14)

Tato rovnice (14) je zndma pod nazvem Fentonova reakce, pfi niz vznikd vysoce

toxicky hydroxylovy radikal OH".

2.4 Hydroxylovy radikal OH'

Ptiblizn¢€ v poloviné minulého stoleti byl pozorovan netradi¢ni d¢j, pii kterém se d¢lila
molekula vody. Pokud byla vystavena urCitému typu zareni, napiiklad rentgenovému nebo
gama zafeni, doSlo k netradicnimu rozpadu vazby mezi kyslikem a vodikem tak, ze jeden
elektron zlstal navazan na atomu vodiku a druhy na atomu kysliku. Tento proces vedl tedy ke
vzniku dvou volnych radikalt, vtomto pfipadé radikdlu hydrogenového a radikalu
hydroxylového. Oba tyto radikaly vykazuji velkou reaktivitu [9].

Hydroxylovy radikal je slabym oxidac¢nim c¢inidlem, ale je schopen inaktivovat nékteré
enzymy piimo oxidaci jejich thiolovych (-SH) skupin. Pasobi na baktérie, fibroblasty a
epitelové buiiky. Je schopny prochazet bunécnou membranou.

Disproporcionaci se superoxidem nebo Fentonovou reakci (14) vznikd hydroxylovy
radikal a disproporcionaci superoxidu s peroxidem mohou vznikat i1 dal§i produkty

metabolismu kysliku, napfiklad singletovy kyslik:
0, + H,0, + H > HO + OH+ 'O, (15)

Reakce (15) se nazyva Haber-Weissova a také pti ni vznikda hydroxylovy radikal. Ve
fyziologickych podminkach se vSak tato reakce uskuteciiuje velmi pomalu a nevytvaii se tak
dostatecné velké mnozZstvi tohoto radikalu na to, aby mohl svymi oxidacnimi schopnostmi
poskozovat organismus.

3. Fotodynamicky jev

Obecné lze tento jev definovat jako schopnost foto-aktivnich latek, predevsim

organickych barviv, vyvoldvat za pfitomnosti svételného zafeni oxidaci nejriznéjSich latek.
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Tento ucinek se prevdzné studuje na biologickych soustavach, které se posSkozuji
senzibilizovanou fotooxidaci.

Vyznamnou vlastnosti barviv, kterd vykazuji fotodynamicky efekt, je jejich
fluorescence, coz dokazuje, ze barviva maji elektronovou strukturu. Excitovany stav — prvni
singletovy, ktery se uplatiiuje pii fluorescenci, nema pro fotodynamicky ucinek vyznam
z ditvodu kratké doby Zivota (10™ s). Fotodynamicky aktivni jsou slou¢eniny, které mohou
tvofit excitované stavy s dlouhou dobou Zivota (10° s) tzv. tripletové stavy, vznikajici
vnitinim pfechodem ze svych excitovanych singletovych stavil, témto latkdm se fika také

fotosensibilizatory nebo fotosensitizéry.
3.1 Fotochemické vlastnosti fotosensitizéru

Fotosensitizér se absorpci svételného kvanta dostava do excitovaného singletového
spontann€ deaktivuje wvnitini konverzi (ic), vyzafenim piebytecné energie ve formé
fluorescence nebo mezisystémovym piechodem (isc) do tripletového stavu T; (Obr. 3.). Vznik
T nastava nejCastéji béhem 0,1 az 10 ns. Deaktivace tripletového stavu mezisystémovym
pfechodem nebo fosforescenci jsou zakdzané ptechody, a proto maji tripletové stavy
fotosensitizéri pomérné dlouhou dobu Zivota a mohou se zucastiiovat fady bimolekularnich
interakci.

Reak¢énim mechanismem I. dochézi k elektronovému nebo protonovému transportu.
Interakce tripletniho stavu fotosensitizéru se zakladnim stavem okolnich akceptorovych
molekul vede ke generovani fady radikald. VétSina téchto radikalt reaguje s molekularnim
kyslikem za vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS), mezi které patii radikaly OH®, HO®,,
0," a H,0, [10].

Reak¢ni mechanismus II. vede k deaktivaci tripletového stavu fotosensitizéru pfenosem
energiec na jakykoliv substrat, jehoz energie tripletového stavu je niz§i nez energie
tripletového stavu fotosensitizéru. AvSak mnoho slozek bunééné hmoty ma energii
tripletového stavu pomérné vysoko a k ptenosu energie, deaktivaci fotosensitizéru nedochézi.
Velmi t¢innym ,,pfenasecem™ se ukdzal byt kyslik (v zdkladnim tripletnim stavu, energeticka
hodnota singletniho stavu je 94,3 kJ/mol). ZhaSeni probiha pfenosem energie z excitovaného
fotosensitizéru na kyslik a vede ke vzniku ;0 ve dvou singletovych stavech oznadovanych

jako Oa('Ag) a 0x('Zy) (obr. 2, cit. 6).
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isC
e hv: ic — T,

hv, isC
0,

Obr. 3: Mechanismus fotosenzitizované produkce 102; ic. Interni konverze, isc .

mezisystémovy pfechod, hv; — fluorescence, hv, — fosforescence

Mechanismus I (pFenos elektronu)

Fs+Sub — Fs* + Sub*" (16)
Fs*+0, —» Fs+ 0, (17)

Mechanismus II (pienos energie)

Fs + 0, — Fs +'0, (18)
'0,+ Sub — Sub® "+ 0" (19)
Rovnice 16 — 19: Schéma reak¢nich mechanismii deaktivace tripletniho stavu

fotosensitizéru, “Fs — fotosenzitizér v tripletnim stavu; Fs — fotosensitizér (singlet); Sub —
substrat (singlet); Sub™, Fs" " - &astice radikalového typu, >0, — kyslik v tripletnim stavu; 'O,

— singletni kyslik; O, ™ - superoxidovy radikal.

Singletni kyslik v roztoku zanika tfemi cestami: fosforescenci, srazkami s molekulami
rozpoustédla nebo zhaSenim. ZhaSeni znamena interakci s okolnimi molekulami a nemusi
vzdy vést k chemické zmeéné. MlzZe nastavat prenosem energie na molekulu zhasece, ktera ji
nasledné rozptyluje do okolniho rozpoustédla. Tento mechanismus se oznacuje jako fyzikalni
zhdSeni. ZhaSeni muize probihat také chemickou reakci — oxidaci reaktantu (chemické

zhageni) [10].
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Shrneme-li poznatky do néckolika vét, fotodynamicky jev je zalozen na schopnosti
fotosensitizérl (organickych barviv) generovat po absorpci svételného kvanta za pfitomnosti
molekularniho kysliku jeho reaktivni formy (pfedevsim singletovy kyslik a superoxidovy
radikal). Dochazi-li k tomuto jevu v biologickém materidlu, vysledkem je pak destrukce
buniky. Fotodynamicka terapie je zalozena na vyuziti dal$i vlastnosti fotosensitizérii, a to

jejich schopnosti retence v buiikéch s odlisSnym metabolismem.

4. Luminiscence

Poprvé byla luminiscence popsana a formulovana az v roce 1888 némeckym fyzikem
Eilhardtem Wiedemannem. Wiedemann klasifikoval rtizné typy luminiscence piedponou
podle zdroje excitacni energie pro svételné zareni, napt. fotoluminiscence, sonoluminiscence,
termoluminiscence, chemiluminiscence. Obecné je to jev, pfi kterém molekula absorbuje
energii (napf. ve formé fotonu), ptejde do vyssi elektronové hladiny a pii navratu do zékladni
hladiny energii vyzafi ve formé svétla. Aby byla zahajena fotochemické reakce, musi nejdiive
dojit k absorpci svétla a to o takové vinové délce, kterd je charakteristicka pro dany typ
reakce. Nejvice je vyuzivano svétlo o vinové délce 180 az 800 nm, tedy v ultrafialové a

viditelné oblasti spektra.

4.1 Elektronovy pohled na vznik luminiscence-chemiluminiscence

Na poslednim molekulovém orbitalu (viz obr. 1) (tzv. HOMO orbital — nejvyssi
obsazeny orbital, z anglického the Highest Occupied Molecular Orbital), kterym je zde n*2p
orbital, jsou dva elektrony, které nejsou sparované, takze multiplicita ,,normalni* molekuly
kysliku je tripletova. Pokud by se vSak tyto dva elektrony sparovaly (,,pfeskocily* oba do
orbitalu o*2p), ziskdme kyslik singletovy (excitovany stav oproti kysliku ve vzduchu).
Energie vazby v téchto molekulach je nizs§i oproti vazbé v normalni tripletové molekule, a
proto je singletovy kyslik mnohem reaktivngj$i. Sdm proto opét pfechdzi do zakladniho stavu,
pficemz svou nadbytecnou energii vyzari v podobé¢ viditelného svétla[11].

U ostatnich luminiscencnich latek je situace podobnd, jenom se uz vétSinou jedna o
V zékladnim stavu ma latka dva elektrony v HOMO orbitalu. Po dodani energie jeden z nich
uvolni do tzv. LUMO orbitalu (nejnizsi neobsazeny molekulovy orbital — anglického the

Lowest Unoccupied Molecular Orbital). Takto vznikly stav je velmi nestabilni a zaroven
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bohaty na energii. Dochdzi proto k navratu elektronu z orbitalu LUMO do orbitalu HOMO a

zaroven k vyzareni chemiluminiscence.

LUMO -~ -- —L—- ----

energie vyzafreni energie AE = hv
- .
excitace relaxace uvelnéni
fotonu
Homo 1} _j__ 1l |
zakladni excitovany zakladni
stav stav stav

Obr. 4: Zakladni schéma fotoexcitace elektronu v zakladnim stavu a nasledné uvolnéni

fotonu.

5. Fotodynamicka terapie

Intenzivni studium novych moznosti vyuziti fotochemoterapie pti 1é¢bé nadorovych
onemocnéni, uvadi fotodynamickou terapii, jako jednu z dalSich moznosti 1€cby vedle
chemoterapie, radioterapie a imunoterapie. PDT piredstavuje kombinované pouziti
fotodynamicky aktivni latky (fotosensitizéru) a svétla za pfitomnosti kysliku. Princip 1écby
nadort je zaloZen na celkovém nebo zevnim podani fotodynamicky aktivni latky s naslednym
ozafenim UVA nebo viditelnym zafenim (svétlem). Fotosensitizéry vpraveny do organismu
intravendzni injekci jsou nejprve ,,vychytany* vétSinou normalnich tkani i nddorovych bunék,
ale po 24 h zlstavaji selektivné zadrZzovany v tumoro6zni tkédni, kizi a v parenchymatdznich
organech. Po vystaveni patologického loZiska zafenim o piislusné vinové délce svétla, shodné
s absorpénim maximem fotosensitizéru, a nasledné absorpci tohoto zatfeni, postihuje
fotodynamicka reakce nejen vlastni nadorové buniky, ale i cévni slozku tumoru, coz vede k
ischemické nekroze, dojde k intravitdlnimu odumfeni tkdné€, rozpadu organel a jadernych
membran [12]. U fotosensitizéru dochédzi ke vzniku excitovanych stavii a k piesunu
transformované energie na kyslik se vznikem singletového kysliku, coz vede k oxidaci
membranovych lipidi a proteind, coz se projevuje cytolyzou a tumordzni destrukei. Dale
mize excitovana forma fotosensitizéru reagovat piimo se substratem za vzniku volnych

radikald substratu. Pfi¢inou destrukce nadoru jsou pak volné radikaly, predev§im radikély
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lipidickych slozek bunécnych membran [13]. Na prub¢h a efektivnost fotodynamické terapie
ma vliv fada faktorti, kterymi jsou: absorp¢ni spektrum fotosensitizéru, vinova délka
aktivacniho svétla, hloubka tkanové penetrace svétla, biologickd odpoveéd’ tkané na singletovy
kyslik. Videdlnim piipadé¢ by pouzita vlnovd délka excitacniho svétla méla odpovidat
jednomu z absorpcnich maxim fotosensitizéru. Tkanova penetrace zavisi na vinové délce, ta
musi byt vybrana tak, aby dostatecné mnozstvi fotoni dosadhlo ur¢ené¢ho mista zasahu. Ve
viditelné oblasti spektra se vzrlstajici vlnovou délkou roste i hloubka penetrace zafeni do
tkani.

Uspésnost fotodynamické terapie je zavisla nejen na fotosensitizéru a hlading kysliku v
nadorové buiice, ale také na pouzitém svételném zdroji. K absorpci zareni, které odpovida
excitacni energii, dochazi v oblasti 200 — 700 nm, tedy v ultrafialové nebo viditelné oblasti.
Zdroji ultrafialového zafeni jsou rtutové vybojky. Jako dal§i zdroje svétla se pro tuto
lécebnou metodu mohou pouzivat Sirokospektralni zdroje doplnéné barevnymi a tepelnymi
filtry z ditvodu odstranéni nezadoucich slozek zateni. Vzhledem k tomu, Ze je tieba zajistit co
nejkratSi ozafovaci Casy a tedy velkou intenzitu zafeni na relativné malych plochéch,
vyhovuje nejlépe jako zdroj zateni prave laser[7].

V praxi se v soucasnosti vyuziva fotodynamickd terapie k 1é¢bé karcinomtt mocového
méchyte, koZnich a mozkovych nddort, primarniho stddia karcinomu plic, Zaludku, tumory
genitalii 1 nadorG d€lozniho hrdla. Ve srovnani s ostatnimi terapeutickymi metodami v 1é¢be
onkologickych onemocnéni ma tato metoda nesrovnatelnou vyhodu v tom, Ze u ni nebyly

prokédzany karcinogenni ani mutagenni u¢inky.

5.1 Typy fotosensitizéri

Fotosensitizéry, fotochemicky aktivni latky, mizeme podle vzniku rozdélit do dvou
zékladnich skupin:

a) prirodni: porfyriny (hematoporfyrin), chlorofyl, bilirubin, chinony, laviny, hypericin,
hypocrelin

b) syntetické: fluorescein, eosin B, Y; methylénova modi bengalska Cerven, akridinova

oranz, ftalocyaniny, rhodaminy, ...

Jiné dé€leni porovnava fotosensitizéry podle druhu vznikajicich ROS. Obecné plati, ze
fotosensitizéry oznacené jako (n, m*), kde excitovany elektron pochdzi z nevazebného

orbitalu, poskytuji prevazné O>. Typickym piikladem je antrachinon a jeho derivaty.
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Fotosensibilizatory typu (m, ©*), kde excitovany elektron pochazi z m orbitalu, poskytuji 'O,.
K tomuto typu nalezi barviva jako eosin, akridin, bengalska Cerveni, methylenovd modr,

anthracen, porfyriny, ftalocyaniny [10].

Pro fotodynamickou aplikaci by mély tyto latky spliiovat n¢kolik kritérii:
1)  Vhodna absorpce fotosensitizéru.

2)  Dostatecné selektivni retence fotosensitizéru

3)  Nizka toxicita fotosensitizéru za neptfitomnosti zaieni

4)  Fotostabilita fotosensitizéru po dobu ozafovani tkané

5)  Dostatetné vysoky kvantovy vytézek 'O,

6) Polarita fotosensitizéru.

Prvni generaci fotosensitizérti predstavuji derivaty hematoporfyrinu (HPD). Jedna se o
smési obohacené o dimérni a oligomerni sloZky a jsou pouzivany pii lé€bé ranych a pozdnich
stadii rakoviny plic, zaludku, kiize a dalSich. Nevyhodou fotosensitizéri prvni generace je, ze
tyto latky nejsou pfesné definované a po intravenodzni aplikaci vyvolavaji po interakci se
slunecnim zatenim kozni fotosensitivitu a dal$i vedlejsi Gcinky. Ty byvaji eliminovany
fotosensitizéry druhé generace, patii mezi né verteporfin (derivat benzoporfyrinu) zndmy pod
nazvem Visudyn. V soucasné dob¢ jsou HPD pouzivany v klinickych studiich pod firemnimi
nazvy — Photofrin (USA), Photocarcinorin (Cina), Photosan (N&mecko). Princip
fotodynamické terapie je odvozen od zjisténi, zZe nadory obsahuji porfyriny (Obr. 5)
v mnohem vy3si koncentraci nez normalni tkan. Fe*" komplex porfyritu je zikladem krevniho
barviva — heminu. Tyto porfyriny jsou nesSkodné za normalnich podminek, ale jsou velmi
toxické, jsou-li excitovany uréitym svétlem (laserem). Timto zplisobem je mozné zlikvidovat
maligni tkan, ktera tyto porfyriny po urcité aplikaci obsahuje. Zatimco dfive se jako barvivo
pro tyto ucely pouzival eosin, dnes se pouzivaji CiSténé frakce hematoporfyrinu, napf.

Photofrin II (Quadra Logic Technologies, Inc., Kanada) (Obr. 7)

Obr. 5: Porfin
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Porfyriny vyzaduji excitaci Cervenym svétlem vinové délky 630 nm, protoze v této

oblasti se nachézi jejich absorpéni maximum. Z hlediska fotochemického Ize proces popsat

nasledujicimi rovnicemi (20 — 24):
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Obr. 6: piiklad absorpéniho spektra
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Obr. 7: SloZeni Photofrinu 11

Mechanismus usmrceni rakovinovych bunék neni zcela jasny. Z analogie
fotodynamickych reakci se véti, ze rozhodujici je tvorba singletového kysliku. Singletovy
kyslik se mize produkovat pouze tehdy, pokud vinova délka zaifeni neptesahne 800 nm.
Kvantovy vytézek singletového kysliku je tim vétsi, ¢im lepsi je ISC (Obr. 3) a doba zivota
tripletového stavu barviva delsi. Minimalni pozadavek je, aby kvantovy vytézek singletového
kysliku byl 0,2. Kvantovy vytézek je v podstaté podil pravdépodobnosti zativého prechodu
k souctu pravdépodobnosti zatfivé i nezaiivé desaktivace (resp. podil emitovanych kvant

k poctu kvant absorbovanych) [14]:

Q= Nemit. / Nabs..
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V poslednich 20ti letech byly vyvinuty fotosensitizéry druhé generace, které jsou jiz
dobie definovanymi chemickymi individui. VétSinou jde o slouceniny (Obr. 9, 10) odvozené
od porfyrinového makrocyklu: 5,10,15,20-tetrakis(3-hydroxyfenyl)chlorin (Foscan) 2, S (IV)-
etiopurpurin (Purlytin) 3, derivat benzoporfyrinu (Visudyne) 4, Pd(II)-bakteriofeoforbid
(TOOKAD) 5, [15].

Tyto barviva absorbuji svételné zaieni a pres sviyj tripletovy stav produkuji singletovy
kyslik. Jejich komplexy s diamagnetickymi kovy (AI’*, Zn*") vykazuji jests vétsi fototerapeut,
¢ili fototerapeutickou uc¢innost. Naopak komplexy s paramagnetickymi kovy maji doby Zivota
tripletového stavu kratké a jsou proto malo uc¢inné.

Oseroff vroce 1986 zjistil, Ze rakovinové builkky diky svym mitochondriim maji
selektivni afinitu ke kationickym barvivim. Odtud pak plati, Ze mnohd modra kationicka

barviva (Obr. 8) mohou slouZit a jsou testovana v dynamické terapii.

J@O@

Hy methylénova modf

Obr. 8: Ptiklad kationického barviva

3 D

Obr. 9: razné fotosensitizéry pouzivané ve fotodynamické terapii k 1é€be

tumorové tkané
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CaoH

Obr. 10: riizné fotosensitizéry pouzivané ve fotodynamickeé terapii k 16€bé

tumorové tkané

5.2 Vyuziti fotosenzitizéri

Fotoaktivni latky, vSak nejsou omezeny pouze pro medicinské aplikace. Vyuziti téchto
barviv je mozné nalézt i v jinych oblastech, jako naptiklad uprava a ¢isténi vody, desinfekce
¢1 produkce pesticidit nezatézujicich zivotni prostiedi.

Jako fotodynamické pesticidy se pouzivaji barviva (floxin B, bengalska ¢erven, uranin),
furokumariny (obr. 10) a porfyriny. Tyto pesticidy mohou zarovein ptsobit jako detoxifikacni
¢inidla pfi odstrafiovani zamoteni chemickymi pesticidy. Za pfirodni fotodynamické pesticidy
1ze oznacit nekteré slouCeniny izolované z vysSich rostlin (napi. a-terthienyl, furokumarin,
chinoidni slou€eniny) slouzici jako pfirozend ochrana proti Skiidcim, rostlinnym patogeniim a
konkurujicim druhtim rostlin — plevelim [15].

Fotodynamické insekticidy byly intenzivn€é zkoumdny beéhem 90. Let, zejména
v souvislosti s hmyzem napadajicim citrusové a olivovnikové plantaze. Fotoinsekticidni
aktivitu vykazuji fenothiazinova, akridinova barviva, furokumariny, porfyriny a nékteré dalsi
latky. Dobré vysledky byly ziskany s halogenovanym barvivem floxin B, které¢ bylo prvnim
polnim fotoinsekticidem schvalenym v USA. Narozdil od vétSiny pouzivanych fotosensitizéra
je floxin B mirné toxicky [16]. Pouziti porfyrinii jako fotodynamickych insekticidi je
vyhodné pro jejich piibuznost s biologicky aktivnimi latkami, pro kterou jsou dobfie piijimany
organismy, vysoké kvantové vytézky '0, a absorpci svétla v Sirokém pasmu.

Fotodynamickd inaktivace bakterii, virG, kvasinek a prvokil (photodynamic
antimicrobial chemotherapy, PACT) je zaloZena na stejném principu jako PDT [17]. Tato
schopnost, inaktivace, fotosensitizérii se nazyva fototoxicita. Celkovy fototoxicky efekt je

zpravidla zptisoben 'O,, ale mohou k ndmu piispivat superoxidovy anion-radikal O, -,
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hydroxylové radikaly OH®, piipadné dalsi radikaly fotosensitizéru nebo jinych ptitomnych
molekul. Zatimco pii PDT se pouzivaji témét vyhradné porfyrinoidni fotosensitizéry, pro
fotodynamickou dezinfekci se pouzivaji i fenothiazinova barviva (methylenovd modf),
aminoakridinova barviva a xanthenova barviva (bengalska Cervei) (Obr. 11). Fenothiazinova
a akridinova barviva nabizeji vyhodu dvojiho G¢inku — jako konvenéni dezinfek¢ni €inidla a
jako fotodynamické senzitizéry se Sirokym spektrem antibakterialni a antivirové aktivity [15].

Pro velké objemy CiSténé vody jsou zduavodu snadnéj$i regenerace vyhodnéjsi
imobilizované fotosensitizéry zakotvené na tuhém nosici. K detoxifikaci (také od chemickych
pesticidll) a k dezinfekci vody byly pouzity porfyrinové fotosensitizéry zakotvené na

polymethylmetakrylatu [18].

,/ -
0 070
OCH,

furokumarin

R'=1.R*=Cl bengalska éerven
R'=Br,R2=CI floxin B

Obr. 1 I fotodynamicke pesticidy

H
=
“ﬁxwgi;;:ﬂ:::ﬂi::laszw
| AHB

CH3

methylenova modf

bengalska cervefi

Obr. 12 fotodynamicka dezinfekeéni cinidla
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Hlavnim ukolem experimentalni ¢asti je méfit intenzitu luminiscencniho zéfeni, které
v jednotlivych systémech vznikd v disledku fotodynamického jevu. Jako prvni budu
prométfovat, zda vybrana fotoaktivni barviva sama o sobé vykazuji luminiscencni emisi.
V nésledujicim kroku porovnam intenzity luminiscence jednotlivych barviv v zavislosti na
koncentraci ptfidané chemiluminiscencni latky Cypridiny luciferin - CLA, kdy vznika excitovana
Castice, ktera vyzafuje piebyteCnou energii jako luminiscenéni zafeni. CLA budu v dalsi fazi
experimentu proméfovat v Sirsi Skale koncentraci pouze s jedinym barvivem, presvédéim se tak o tom,
zda nedochazi u nékteré z dalSich koncentraci k vyrazné velkému nartstu luminiscen¢ni emise.

U vybranych barviv, poté co absorbuji foton, dochazi k excitaci a nasledné pfenosu energie na
30, a nasledné& vzniku 'O,. Inhibice sledované reakce pridavkem zhasece — NaN; by méla svédcit o

ptitomnosti 'O,.

7. Chemikalie

Eosin Y — (2,4,5,7 - tetrabromoderivat fluoresceinu), je fluorescen¢ni cervené barvivo a
pouziva se velmi €asto k obarvovani bunéénych organel histologii

Eosin B — Byl zkouman v koncentracich od 10 do 107 mol/I [19]. V produkci ROS
prevazuje singletni kyslik 'O,.

Fluorescein — fluorescence byla pozorovana pro koncentrace od 1% do 0,000001%
(hm.) ve vod¢ [20]. Produkuje hlavné singletni kyslik.

AISPc - aluminum sulfonated phthalocyanine, byl aplikovan pifi 1é¢bé nddorovych bunék
v mnozstvi 2.0 - 2.5 mg/kg, tato davka byla nasledn¢ zredukovand na mnozstvi 0.5 - 0.8 mg/kg
z diivodu fytotoxicity [21]. V jinych testech byl aplikovan v koncentracich od 5 pg do 100 pg ml™
[22].

Chloro-aluminum sulfonated phthalocyanine, byl testovan na zvifatech (kockach, psech,
hadech) v mnozstvi 1 mg na kilogram t&lesné hmotnosti [23]. Ftalocyaniny vytvafeji prevazné 'O,
[24].

Hypocrellin A — pouzitd koncentrace byla 1uM [25]. Hlavnim ROS je singletni kyslik.

Methylenova modf — vyuziva se velmi casto v akvaristice k dezinfekci a hubeni Skudct,
konkrétn€ v mnozstvi 1g na 50-100 litrt vody, oxida¢né redukéni vlastnosti methylenové modie byly
zkoumany u 0,01 mol/l roztoku. Ve velké mite produkuje singletni kyslik.

Erythrosin — byl pouzit v koncentraci 0,1% w/v [26]. Produkuje singletni kyslik.

Rhodamin 6G - Méfenim jejich IR fosforescence byla dokazédna tvorba singletniho kysliku.
Rhodamin 630 ma dvakrat mensi kvantovy vytézek pro tvorbu tripletniho stavu nez ma rhodamin 6G,
a tudiz ma i mensi vytézky 'O, [27]. Byl pozorovan rhodamin (¢ = 5 . 10” mol/l) 6G v metanolu a

rhodamin (¢ = 5.10”° mol/l) ve vods [28].
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Cypridina luciferin - Z dostupnych materialti [7] jsem zjistila intenzity chemiluminiscence pfi
uréitych podminkach (teplota, koncentrace) a specifitu jednotlivych chemiluminiscencnich cinidel.
Luminol je nespecificky, reaguje s vétSinou ROS. Nejvétsi intenzity chemiluminiscence bylo dosazeno
pii koncentraci 10 mol/l pii teplotach 25°C a 37°C. CLA a MCLA jsou specificka ¢inidla, ktera
reaguji pouze se superoxidovym anion radikalem a singletnim kyslikem. CLA mél nejvetsi
chemiluminiscenéni u¢innost pii koncentraci 10™ mol/l (teplota 25°C) a 10 mol/l (37°C). Optimélni
koncentrace pro MCLA byla 10 mol/I pii obou teplotach.

Pfi nadmémé produkci reaktivnich kyslikovych forem v organismu dochéazi k poruSeni
rovnovahy mezi jejich vznikem a odbourdvanim, vznik4 oxidac¢ni stres. Organismus se s takovymi
podminkami dokdze vyrovnat riznymi zpusoby, jednim z nich je zachyt a odstranéni ROS.

Singletni kyslik — k desaktivaci pfenosem energie dochazi reakcemi s latkami jimiz mohou byt
bilirubin, fenoly, karotenoidy, tokoferoly, komplexy niklu a azidové ionty. Vlastnosti anorganickych
azidi velmi silné ovliviluje kation vazany na skupinu Nj. Jednou z nejcastéjSich metod je prave
inhibice pomoci NaNj.

Superoxid anion radikal - Superoxidovy radikal je specificky deaktivovan intracelularnim
enzymem superoxiddismutazou a to tak, Ze tento enzym katalyzuje dismutaci dvou superoxidi na
peroxid vodiku a molekulu kysliku [29].

Peroxid vodiku — jeho rozklad (deaktivaci) zpisobuji enzymy katalaza a peroxidasa.

Hydroxylovy radikal - Specifickym scavangerem hydroxylového radikalu je manitol, ze kterého
se stava manitol-radikal. Tento radikal pfednostné reaguje s dal§$im manitol-radikdlem a vznika
stabilni, jiz dale nereagujici dimér. Druhym specifickym scavangerem hydroxylového radikalu je

dimethy! sulfoxid (DMSO) [30].

7.1 Pouzity material

Pro experimentalni ¢ast jsem vybrala zdostupnych fotosenzitizéri (obr. 1):
methylenovou modf (C;¢H;sCIN3S, Mr = 319,9; Sigma ), thodamin B (C,3H3;CIN,O3, Mr =
479,02; Spofa), eosin B (CyHe¢Br,N;Na,Oy9, Mr = 624,08, Lachema), eosin Y
(CoHgBrgNa,Os, Mr = 691,88; Sigma ), NiPc — nickel(I)phthalocyanine
(C32H 2NgNagNiO1,S4, Mr = 979,38; Fluka-chemika). Jako chemiluminiscen¢ni ¢inidlo (Obr.
2.) jsem pouzila CLA - Cypridina luciferin, C;3H;;N;O, Mr = 225,25; Fluka-chemika). Pro zhaseci
efekt jsem zvolila azid sodny (NaN;, Mr = 65,01; Sigma) Zasobni roztoky byly skladovany
v lednici a jejich vzorky o dané koncentraci byly ziedény fosfatovym pufrem pH 7,4 vzdy

tésné pred mefenim.

-27 -



7.2 Pristroj

Luminometr Sirius (Berthold) v zékladni konfiguraci navic se dvéma zabudovanymi
injektory reagencii o objemu 20 -300 pl v krocich po 10 pl, pfesnosti na jednu sérii 20 pl:
10%, 100 pl: mén€ nez 0,5%, 300 pl: méné nez 0,1%. Soucasti piistroje je detektor, pocitac
fotond se spektralnim rozsahem 370 — 630 nm. Jednotlivé vzorky se vkladaji do méfici
komory, kterd obsahuje vyménitelné interferencni filtry, které potlacuji urcité bary ve spektru

dopadajiciho svétla. Naméfena data se je mozné zpracovavat pomoci PC softwaru.

Sertiyolcy

Obr. 13. Pozice filtra v méfici komorte

250,000
200,000 "-"‘1

5 { '._

2 150,000 \

E |

g \

LF)

S 100,000 —

i W

g ° PN
0,000 — .\st- T

450 500 550 600 650 700 750

Vinowva délka (nm)

Obr. 14. Spektrum barevnych filtrti
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8. Méreni luminiscence
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Jako prvni jsem meéfila luminiscencni intenzitu samotnych fotosenzitizéri. Hodnoty
intenzit se vSak téméf shodovaly s hodnotami pozadi, protoze za danych podminek nebyla

luminiscenéni emise dostateéné méfitelna.

8.1 Fotosenzitizér + CLA

V dalsi fazi experimentu jsem méfila chemiluminiscenéni intenzitu v roztoku po pfidani
CLA. V grafech 1 — 5 je vyjadfena zdvislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci
fotodynamickych barviv a na koncentraci pfidavaného luminiscen¢niho ¢inidla CLA

(cypridiny luciferin).

methylenova modr

90000 A
80000 A
70000 A
60000 A
50000 A
40000 A
30000 A B CLA, c=2,2E-6 mol/l
20000 A
10000 -

B CLA, c=2,2E-5 mol/l

CLA, c = 2,2E-7 mol/I

intenzita luminiscence (RLU)

1E-05 0,0001 0,001 0,005

methylenova modi {mol/l)

Graf ¢. 1: zavislost maximalnich intenzit luminiscence na koncentracich fotosenzitizéru
. .. v o7 , , . -5 _4 _3
a chemiluminiscencni latky, v systému methylenova modr (c = 1.107, 1.107, 1.107,

5.10°mol/l) chemiluminiscencni latka CLA (c = 2,2.107; 2,2.10°% 2,2.107 mol/l).
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rhodaminB

90000 A
80000 A
70000 A
60000 A
50000 A
40000 A
30000 A B CLA, c=2,2E-6 mol/l
20000 A
10000 -

B CLA, c=2,2E-5 mol/l

CLA, c = 2,2E-7 mol/I

intenzita luminiscence (RLU)

0,00001 0,0001 0,001 0,005

rhodamin B {mol/I)

Graf ¢. 2: zavislost maximdlnich intenzit luminiscence na koncentracich fotosenzitizéru
a chemiluminiscencni latky, v systému rhodamin B (¢ = 1.10°, 1.107 1.10°, 5.10°
Smol/l) chemiluminiscencni latka CLA (c = 2,2.107; 2,2.10°%; 2,2.107 mol/l).

eosin B

70000 A
60000 A
50000 A
40000 A
30000 A

20000 A
10000 - W CLA, c=2,2E-7 molfl

B CLA, c=2,2E-5 mol/l
B CLA, c=2,2E-6 mol/l

intenzita luminiscence (RLU)

0,00001 0,0001 0,001 0,005

eosin B {mol/l)

Graf ¢. 3: zavislost maximalnich intenzit luminiscence na koncentracich fotosenzitizéru
a chemiluminiscencni latky, v systému eosin B (¢ = 1.107, 1.107 1.107, 5.10°mol/l)
chemiluminiscencni latka CLA (c = 2,2.]0‘5; 2,2.1 0°: 2,2.1 0’ mol/l).
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eosinY

90000 A
80000 A
70000 A
60000 A
50000 A
40000 A
30000 A M CLA, c=2,2E-6 mol/l
20000 A
10000 -

B CLA, c=2,2E-5 mol/l

CLA, ¢ = 2,2E-7 mol/I

intenzita luminiscence (RLU)

0,00001  0,0001 0,001 0,005

eosin Y {mol/l)

Graf ¢. 4: zavislost maximdlnich intenzit luminiscence na koncentracich fotosenzitizéru
a chemiluminiscencni ldtky, v systému eosin Y (¢ = 1.107, 1.10% 1.107, 5.10”mol/l)
chemiluminiscencni latka CLA (¢ = 2,2.107; 2,2.10°; 2,2.107 mol/l).

NiPc

90000 ~
80000 A
70000 A
60000 A
50000 A
40000 A
30000 A W CLA, ¢ = 2,2E-6 mol/I
20000 A
10000 -

B CLA, c=2,2E-5 mol/l

CLA, c=2,2E-7 mol/I

intenzita luminiscence (RLU)

1E-06 0,00001 0,0001 0,0005

NiPc {mol/l)

Graf ¢. 5: zavislost maximalnich intenzit luminiscence na koncentracich fotosenzitizéru
a chemiluminiscencni latky, v systému NiPc (¢ = 1.10° 1.10°, 1.107, 5.107mol/l)
chemiluminiscencni latka CLA (¢ = 2,2.107; 2,2.10°%; 2,2.107 mol/l).

Témét u vSech systému platilo, Ze se zvySujici se koncentraci barviva a sniZujici se

koncentraci CLA dochézi ke snizovani intenzity luminiscence. Nejvetsi nartst
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chemiluminiscen¢ni intenzity pro vSechny barviva jsem pozorovala u koncentrace CLA =

2,2.10° mol/l. U jednotlivych grafii byla pozorovana u vyssich koncentraci barviv odchylka

od trendu, neZ jaky byl u barviv o nizsi koncentraci, v disledku produkce singletniho kysliku.

NiPc ¢ = 10, 10 mol/l v kombinaci s CLA ¢ = 2,2.10"° mol/l a NiP¢ ¢ = 10 mol/l, CLA ¢ =

2,2.10” mol/l zase vykazuji mnohem v&t§i intenzitu luminiscence neZ ostatni barviva, ktera

byla v tomto experimentu proméfena pouze do koncentrace ¢ = 10” mol/l.

8.2 Eosin

B

V dalsi casti experimentu jsem se zaméfila pouze na jediné barvivo eosin B (mél jako

samotné barvivo relativné nejvyssi hodnoty intenzity luminiscence), zvolila jsem tfi jeho

koncentrace, pro které jsem provedla méfeni v koncentraénim rozmezi CLA ¢ = 2,2.107 -

2,2.107" mol/l, abych v tomto koncentraénim rozmezi ovétila intenzitu luminiscence.

16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

intenzita luminiscence (RLU)

W

eosin B

K K X KKK
N \39 P AT R RDAD P P AD

o MUAY Y oY A AP AP A A

koncentrace CLA (mol/l)

M eosin B, ¢ = 0,001 mol/I

Graf ¢ 6. a: zavislost intenzity luminiscence na koncentraci CLA a eosinu B.

Reakci eosinu B (¢ = 1.107° mol/l) jsem odstartovala pridavkem 50 ul CLA (dané

koncentrace).
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30000 ~
25000
20000
15000
10000 A
5000

intenzita luminiscence (RLU)

N‘ f'L

eosin B

M eosin B, ¢ = 0,0001 mol/I

L PP LSS PP

&
I»Q

&
v N

& & & & X
O LY QY QY O H
RO KK

koncentrace CLA (mol/l)

Graf ¢ 6. b: Zavislost intenzity luminiscence na koncentraci CLA a eosinu B.

Reakci eosinu B (c

koncentrace).

1.10* mol/l) jsem odstartovala pridavkem 50 ul CLA (dané

intenzita luminiscence (RLU)

eosin B

W eosin B, ¢ = 0,00001

b o b H SH b
o Le L0000
,\9‘” §F ¥ F
"\,\ b by

$ S
S
%
ey W) Ay A MNAS

koncentrace CLA (mol/l)

Graf ¢ 6. c: Zavislost intenzity luminiscence na koncentraci CLA a eosinu B.

Reakci eosinu B (¢ = 1.10° mol/l) jsem odstartovala pridavkem 50 ul CLA (dané

koncentrace).
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V grafech 6. a, b, ¢, pro uvedené koncentra¢ni rozmezi CLA ¢ = 2,2.10'5 - 2,2.10'7 mol/l

nedochézi k vyraznému narastu/poklesu intenzity

8.3 Inhibi¢ni efekt NaN;
Nasledujici grafy 7 - 11 porovnavaji intenzity luminiscence v zavislosti na ptidaném

azidu sodném, ktery je specifickym zhaSecem singletniho kysliku.

methylenova modr

90000 A
80000 A
70000 A
60000 A
50000 A

40000 A B MB c=10e-6 mol/l +CLA c=

30000 A 2,2e-6 mol/l
20000 A

10000 - B MB ¢=10e-6 mol/l + CLA ¢
0] =2,2e-6 mol/l + azid sodny

intenzita luminiscence (RLU)

S NI I R C
& & & & &

N < S < S

Hi Wy Gy an Oy

koncentrace NaN;{mol/l)

Graf ¢. 7: SniZeni luminiscence v zavislosti na koncentraci azidu sodného. Systéem (V =
1 ml) obsahuje: methylenova modr (c = 1.1 0% mol/l), CLA (¢ = 2,2.10° mol/l), azid

sodny (dle koncentrace).
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rhodaminB

80000 -
2 70000 -
&
< 60000 -
e
o 50000 -
2 W rhodaminB ¢ = 10e-6 mol/l +
< 40000 A
‘e CLAc=2,2e-6 mol/l
= 30000 -
Bt
& 20000 4 rhodamin B ¢ = 10e-6 mol/l +
£ 10000 - CLA c=2,2e-6 mol/l + azid
- sodny
0 y
Q) & & & N
& & & & &
Q ) £e) Q
C)\ ’\V‘ (c)\ f» 6)\

koncentrace NaN;{mol/l)

Graf ¢. 8: SniZeni luminiscence v zavislosti na koncentraci azidu sodného. System (V =
1 ml) obsahuje: rhodamin B (c = 1.1 0 mol/l), CLA (c = 2,2.10° mol/l), azid sodny (dle

koncentrace).

90000 A

80000 A

70000 A

60000 A

50000 A

40000 M eosinB ¢=10e-6 mol/l + CLA ¢
30000 - =2,2e-6 mol/l

20000 A W eosinB ¢=10e-6 mol/l + CLA ¢
10000 - =2,2e-6 mol/l + azid sodny

koncentrace NaN;{mol/l)

intenzita luminiscence (RLU)

Graf ¢. 9: SniZeni luminiscence v zavislosti na koncentraci azidu sodného. System (V =
1 ml) obsahuje: eosin B (¢ = 1.10° mol/l), CLA (¢ = 2,2.10° mol/l), azid sodny (dle

koncentrace).
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eosinY

90000 -
80000 -
70000 -
60000 -
50000 -

40000 - WeosinY ¢=10e-6 mol/l + CLA ¢
30000 - =2,2e-6 mol/l

20000 -
10000 - eosinY ¢=10e-6 mol/l+ CLA ¢

0 =2,2e-6 mol/l + azid sodny

intenzita luminiscence (RLU)

koncentrace NaN;{mol/l)

Graf ¢. 10: SniZeni luminiscence v zavislosti na koncentraci azidu sodného. Systéem (V =
1 ml) obsahuje: methylenova modr (c = 1.1 0 mol/l), CLA (¢ = 2,2.10° mol/l), azid

sodny (dle koncentrace)

nikl(ll)phthalocyanin

90000 A
80000 -
70000 -
60000 -
50000 -
40000 A H NiPc ¢=10e-6 mol/l+CLAc=
30000 - 2,2e-6 mol/I

20000 -

M NiPc ¢=10e-6 mol/l+CLAc=
10000 -

2,2e-6 mol/l + azid sodny

intenzita luminiscence (RLU)

A o o \e] $H
QQ'SD 0(09 0<<’9 QQ’D (§<’D
) ) S £2) S
G A Lol a5 %X

koncentrace NaN;{mol/l)

Graf ¢. 11: Snizeni luminiscence v zavislosti na koncentraci azidu sodného. Systéem (V =
1 ml) obsahuje: methylenova modr (c = 1.1 0% mol/l), CLA (¢ = 2,2.10° mol/l), azid

sodny (dle koncentrace).

-37-



Témet u vSech barviv jsem zaznamenala nejvetsi pokles zafeni pfi nastfiku azidu o
koncentraci 5.107 mol/l, vyjimkou byl zde NiPc, u kterého se nejvice projevil inhibi¢ni efekt
azidu ¢ = 5.10” mol/l.

V dal$im kroku, jsem méfila luminiscencni intenzitu vzorkt, které obsahovaly CLA o

koncentraci 2,2.107 mol/l.

bez filtru
‘é" 25000 A
3 B methylenové modF
9 20000 A .
< W rhodamin B
@ 15000 A
Z M cosin B
§ 10000 - m cosin Y
(1]
= -
S 5000 - H NiPc
3
c
- 0

Graf ¢. 12: intenzity luminiscenci jednotlivych barviv bez filtru. Fotosensitizér (¢ =

1.10°° mol/l), CLA (V =50 ul, ¢ = 2,2.10”7 mol/l)

s filtrem
— 500 -~
=
e B methylenova modf
= 400 -
§ ® rhodamin B
o 300 A
E W cosin B
§ 200 - eosin Y
S NiP
T 100 - e
s
c
- 0

Graf ¢. 13: intenzity luminiscenci jednotlivych barviv s pouzitim filtru. Fotosensitizér (c

= 1.10° mol/l), CLA (V= 50 ul, ¢ = 2,2.10” mol/l)

Nasledujici série grafii 14 — 18 jiz zobrazuje snizeni intenzity chemiluminiscencni emise

po pifidani azidu sodného vyjadieny v procentech. Jednotlivé systémy jsem proméiila
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nékolika zplsoby v zavislosti na pofadi pfidaného luminiscencniho c¢inidla a azidu ¢i

pritomnosti filtru a vysledné hodnoty uvedla pro jedno barvivo vzdy do jednoho grafu.

1) Barvivo (¢ = 10° mol/l) + CLA (¢ = 2,2.10"mol/l) + NaNj (dané koncentrace), bez filtru
2) Barvivo (¢ = 10° mol/l) + CLA (¢ = 2,2.10"mol/l) + NaN3 (dané koncentrace), s filtrem
3) Barvivo (c = 10 mol/l) + NaN3 (dané koncentrace) + CLA (¢ = 2,2.10"mol/l), bez filtru
4) Barvivo (c = 10 mol/l) + NaN; (dané koncentrace) + CLA (¢ = 2,2.10"mol/l), s filtrem

methylenova modr
80 -
70 -
¥ 60 1
M)
e
o 50 A
Z m 1.CLA, 2.AZID, bez filtru
€ 40 -
3 1.CLA, 2.AZID, s filtrem
g 307 ® 1.AZID, 2.CLA, bez filtru
a1
| 20 4 1.AZID, 2.CLA, s filtrem
10 -
0 — >
5,00E-07 2,50E-06 5,00E-06 2,50E-05 5,00E-05
koncentrace NaN; {mol/l)
Graf ¢ 14: zhaSeni Iluminiscencniho zareni u methylenové modre vyjadrené

v procentech v zavislosti na koncentraci a poradi pridaného azidu. Methylenova modr

(¢ = 10° mol/l) + CLA (c = 2,2.10"mol/l) + NaNj (dle grafu).
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rhodamin B

80 -

70 -

60 -
3
¢ 50 -
S B 1.CLA, 2.AZID, bez filtru
9 40 -
£ 30 4 1.CLA, 2.AZID, s filtrem
£
E 20 - m 1.AZID, 2.CLA, bez filtru
c
B 10 - 1.AZID, 2.CLA, s filtrem
“C
=
c -

0
10 - 5,00E-07 E06 500E 06 2,50E-05 5,00E-05
-20
koncentrace NaN; {mol/l)

Graf ¢. 15: zhaSeni luminiscencniho zareni u rhodaminu B vyjadiené v procentech
v zavislosti na koncentraci a poradi pridaného azidu. Rhodamin B (¢ = 10° mol/l) +

CLA (c = 2,2.10"mol/l) + NaN; (dle grafu).

eosin B

80 -

70 -
o 607
1]
2 50 -
o H1.CLA, 2.AZID, bez filtru
2 40 - )
E 1.CLA, 2.AZID, s filtrem
2 30 1 m 1.AZID, 2.CLA, bez filtru
c
3 20 - 1.AZID, 2.CLA, s filtrem
=
~N

10

. |

10 \E00E07 250606 5,00E-062,50E-055,00E-05

koncentrace NaN; {mol/l)

Graf ¢. 16: zhdSeni luminiscencniho zareni u eosinu B vyjadiené v procentech
v zdvislosti na koncentraci a poradi pridaného azidu. Eosin B (¢ = 10° mol/l) + CLA (c

= 2,2.10"mol/l) + NaN; (dle grafu).
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eosinY

80
70 o
60 - -

50 A
B 1.CLA, 2.AZID, bez filtru

1.CLA, 2.AZID, s filtrem

luminiscence %

30 1 1.AZID, 2.CLA, bez filtru

aseni

20 A i 1.AZID, 2.CLA, s filtrem

10 A I
0 I . - a

-10 - - -

zh

koncentrace NaN; {mol/l)

Graf ¢. 17: zhaSeni luminiscencniho zareni u eosinu Y vyjadrené v procentech
v zavislosti na koncentraci a poradi pridaného azidu. Eosin Y (¢ = 10° mol/l) + CLA (c

= 2,2.10"mol/l) + NaN; (dle grafu).

20 7 ‘I -I .‘ W 1.CLA, 2.AZID, bez filtru
10 1 I a 1.CLA, 2.AZID, s filtrem
0 -
—5,0' 1.AZID, 2.CLA, bez filtru
"O0E-07 E-06 0E-06 2,50E-05 5,00E-05

1.AZID, 2.CLA, s filtrem

luminiscence %

aseni
'
[y
=]
1

zh
1

(3]

o
1

4

koncentrace NaN; {mol/l)

Graf ¢. 18: zhaseni luminiscencniho zareni u NiPc vyjadrené v procentech v zavislosti
na koncentraci a poradi pridaného azidu. NiPc (c = 1 0° mol/l) + CLA (¢ = 2,2.100
"mol/l) + NaNj (dle grafu).
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Z grafti 14 — 18 je patrné, ze narust/pokles intenzit ma pro kazdy ze Ctyt testovanych
postuptl ur€ity trend. To znamena, Ze intenzity zavisi i na potadi ptfidavanych slozek. Zhaseni
luminiscence probéhlo u vétSiny fotosenzitizérii nejefektivngji v systému 1. AZID, 2. CLA. U
nékterych vzorkil ale nastalo paradoxné zesileni luminiscen¢ni intenzity, které vyjadiuji
zaporné¢ hodnoty zhaSeni luminiscence. Tento jev je nazyvan podle literatury [31] jako
»azidovy paradox“. Dochdzi k nému za urcitych podminek, kdy je pfedpoklddan vznik
azidového radikalu N;°, ktery se pro zménu stdva pfenaSeem elektronu mezi singletnim
kyslikem a dal$im substratem a mize byt prave pficinou opa¢ného efektu zhaseni — zesilovani
luminiscen¢ni emise. Takové zesileni luminiscenéniho signdlu je nejlépe pozorovatelné
v grafu ¢. 18 u systému, kdy bylo potadi pfidavanych slozek 1. CLA, 2. AZID s filtrem 1 bez
filtru u NiPc.

50 A
40 -
30 A
20 A u VB
H rhodamin B

Heosin B

2,50E-05  5,00E-05 Heosin'Y
m NiPc

-10 A

zhaseni luminiscence %

20 A

-30 A

A0 A

-50
koncentrace NaN; {mol/l)

Graf ¢. 19: zhdSeni luminiscence v % v zavislosti na koncentraci azidu, poradi
pridavanych slozek: 1.CLA, 2.AZID, méreno bez filtru. Jednotlivé vzorky obsahuji barvivo (c
= 1.10° mol/l), CLA (¢ = 2,2.107 mol/l), azid sodny (dle koncentraci v grafu).

Graf ¢. 19 porovnavd procenta zhdSeni luminiscence u fotosenzitizéria v potadi

pridavanych slozek: 1.CLA, 2.AZID.

Zaveér

-42 -



Cilem experimentalni ¢asti bakalarské prace bylo seznamit se s problematikou vzniku
chemiluminiscencniho zéteni v disledku fotodynamického jevu a experimentalné ovéfit
moznost chemiluminiscen¢ni detekce pritomnosti singletniho kysliku produkovaného
fotodynamickymi barvivy.

V prvni fazi experimentu jsem meéfila intenzity luminiscence u vybranych barviv —
methylenova modf, rthodamin B, eosin B, eosin Y a NiPc (nikl(II)phthalocyanin). Zjisténé
hodnoty vesmés odpovidaly hodnotdm naméfenym pro pozadi (voda, pufr). Fotosenzitizéry
po absorpci zafeni tedy nevykazovaly luminiscencni emisi, ktera by byla za danych podminek
zméfitelna.

V dal$im kroku jsem k jednotlivym barviviim ptidavala chemiluminiscen¢ni €inidlo
CLA. Piipravila jsem vzdy &tyfi vzorky jednoho barviva o koncentracich ¢ = 1.107, 1.10™,
1.107, 5.107 mol/l, pro NiPc ¢ = 1.10°, 1.107°, 1.10*, 5.10*mol/l a postupné proméiovala
intenzity chemiluminiscence v jednotlivych systémech v zavislosti na koncentraci ptidané
CLA ¢ = 2,2.107; 2,2.10% 2,2.107 mol/l. U kazdého barviva dochazelo k tomu, Ze se
sniZzujici koncentraci, vzristala intenzita chemiluminiscence. Naopak u chemiluminiscen¢niho
&inidla pii koncentraci CLA ¢ = 2,2.10° mol/l nastal zv1a§té u methylenové modii pomérné
velky narist intenzity luminiscence, ale pii piidavku CLA ¢ = 2,2.10” mol/I byly hodnoty
intenzit nejmensi. U vétSiny systémii: barvivo + CLA, vykazovaly intenzity luminiscence
uréity trend pro koncentrace barviva 1.107, 1.10* mol/l a jiny trend pro koncentrace 1.107,
5.10” mol/l.

V nasledujici fazi experimentu jsem sledovala zmény intenzity chemiluminiscence
v rozmezi koncentraci CLA 2,2.107 - 2,2.10” mol/l. Pro tento test jsem vybrala fotosenzitizér
eosin B, pfipravila ho ve tfech sadach o koncentracich ¢ = 1.107; 1.10™% 1.10”° mol/l a poté,
pro kazdou sadu s pfidavkem CLA o dané koncentraci, proméfila intenzity luminiscenci.
Nejvétsi intenzity byly pozorovéany pro eosin B, ¢ = 1.10™*; 1.10” mol/l v kombinaci s CLA ¢
=2,2.10° mol/l.

Dalsim cilem, bylo ovéfit, ze pfi fotosenzitizovanych reakcich u vybranych barviv
dochazi zejména k produkci jedné reaktivni formy kysliku a to singletniho kysliku a tato
produkce je zméfitelnd pomoci chemiluminiscenéni detekce. K tomuto ovéfeni jsem opét
vyuzila méfeni a porovnani intenzit luminiscence, ale tentokrat byl ke vzorku ptidavéan azid
sodny, specificky zhaSe¢ singletniho kysliku, o¢ekéavala jsem snizeni intenzity luminiscence.
Tento inhibi¢ni efekt byl nakonec nejlépe pozorovatelny u methylenové modii (¢ = 1.10°

mol/l) + CLA (¢ = 2,2.10° mol/l) + azid sodny (¢ = 5.10” mol/l).
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Poté jsem také ovérovala, zda ma vliv na zhaSeni potadi ptidavanych CLA a azidu a
nejvetsi hodnoty zhéseni luminiscence v procentech jsem zaznamenala ve vétSing€ piipadl u
kombinace 1. AZID, 2.CLA.

Také jsem se pokusila vysvétlit zvlastni jev, kdy misto zhaseni 'Os, a tedy zeslabeni
intenzity luminiscence, dojde k jejimu zesileni. Jedna se o tzv. azidovy paradox. Tento jev byl
nejlépe pozorovatelny u systému NiPc (¢ = 10° mol/l) + CLA (¢ = 2,2.107 mol/l) + azid

sodny (c = 5.107; 2,5.10'6; 5.10°° mol/l), mén¢ uz u rhodaminu B, eosinu B a eosinu Y.

U fotosenzitizér po absorpci fotont nedochéazelo k emisi energie v podobé viditelného
svétla, emise nastala az pii reakci vzniklych ROS s luminiscencni latkou (CLA). Intenzita
luminiscence se ukédzala byt zavisla na druhu fotosenzitizéru, jeho koncentraci a koncentraci
CLA, na koncentraci a druhu fotosenzitizéru zavisela tim padem i celkova populace 'O,. Diky
méfeni intenzity chemiluminiscence, byl také prokazan efekt specifického zhasece singletniho
kysliku, kterym je azid sodny. Ptredpoklada se totiz, Ze se singletnim kyslikem reaguje
prednostné a to se projevuje pravé snizenim intenzity chemiluminiscence. Zvlastni piipad
nastal pfi nizkych koncentracich barviv, konkrétn€é u rhodaminu B, eosinu Y a NiPc (1.10°
mol/l) s CLA (2,2.107 mol/l), kdy byl po p¥idani zhage¢e pozorovan nariist intenzity, tim byl

prokazan ,,azidovy paradox.

Summary

The aim of the bachelor thesis is the chemiluminescent detection of reactive oxygen
species (ROS) produced by the photodynamic effect.

ROS include radical species, such as superoxide, nitric oxide, hydroxyl radical, into
non-radical species belog hydrogen peroxide, hypochlorous acid, singlet oxygen. This work is
focused on singlet oxygen only. Generation of 'O, is often involved in photodynamic
reactions. The absorption of light by the photosensitizer leads to an excited singlet state of the
photosensitizer than it follows the energy transfer to ground-state molecular oxygen (CO»),
producing singlet oxygen ('O,). Photosensitizers can find really wide use in many branches,
for example, they are important for medical use. Therapeutic method, which deals with
applications of photosensitizers is called photodynamic therapy, is a revolutionary treatment
aimed at detecting cancers and treating them without surgery or chemotherapy.

The aim of the experimental part is to detect singlet oxygen produced by the

photodynamic effect. CLA was selected as a chemiluminescent compound.
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At first, the chemiluminescent intensity of photosensitizers was measured. Selected dyes
were: methylen blue, thodamin B, eosin B, eosin Y and nickel(Il)phthalocyanine. The
chemiluminescent intensities of the photosensitizers were very low, it was not possible to
measure them.

In the next part the chemiluminescent compound CLA was added to the solution of the
individual dyes. The concentration range of dyes was: ¢ = 1x107, 1x10™, 1x107, 5x10~ mol/l
and NiPc ¢ = 1x10'6, 1x107, 1x10'4, 5x10™*mol/l. Chemiluminescent intensities were measured
successively in the different systems depending on the concentration of CLA (¢ = 2.2x107;
2.2x10%; 2.2x107 mol/l). The decrease the concentration of dye is to increase the intensity of
luminiscence. The concentration dependence of CLA was different. The concentration CLA ¢
= 2.2x10° mol/l, there was a large increase in the intensity of luminescence, but the
concentration CLA ¢ = 2.2x10” mol/l intensity values were the lowest. Luminescence
intensity showed a trend for dye concentration 1x107, 1x10™ mol/l and different trend for dye
concentration 1x107, 5x10~ mol/l.

In the next part the chemiluminescent intensities were measured for the
concentration range 2.2x10” — 2.2x10”7 mol/l of CLA. Eosin B was chosen for this test and it
was prepared in three concentration ¢ = 1x107; 1x10™; 1x10™ mol/l, then chemiluminiscent
intensities were measured for each concentration of eosin B with dependence
chemiluminescent compound CLA. The highest intensity was observed for the eosin B ¢ =
1x10%; 1x10”° mol/l with CLA ¢ =2.2x10™ mol/!.

The next task was to prove that the singlet oxygen is produced by the selected dyes. It
has been demonstrated by reaction with sodium azide, which is a specific quenching of singlet
oxygen. The decrease of the chemiluminescent was observed. The largest decrease was for
system: methylene blue (¢ = 1x10° mol/l) + CLA (¢ = 2.2x10™® mol/l) + sodium azide (¢ =
5x107 mol/l).

The influence of the order of added CLA and azide was studied also. The greatest
values of chemiluminescent quenching was achieved in most cases in order 1. AZID, 2. CLA.

In the next part the chemiluminescent intensities were measured for dye concentration ¢
= 1x10™ mol/l, CLA (c = 2.2x10” mol/l) and sodium azide and a special event called azide
paradox was observed, which increases chemiluminiscent intensity and depends on
concentration. This phenomenon was observed at NiPc (c = 1x10 mol/l) + CLA (c = 2.2x10”
mol/l) + sodium azide (¢ = 5x107; 2.5x10®; 5x10°® mol/l) and for rhodamin B, eosin B, eosin

Y.
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Photosensitizers after absorbing a photon did not show of visible light emission. The
emission was observed after the reaction resulting 102 with chemiluminescent substance
CLA. The chemiluminescent intensity has proved to be dependent on the type of
photosensitizer, its concentration and the concentration of CLA. It was studied also influence
of specific quenching sodium azide on singlet oxygen and this effect was fully demonstrated.
At low concentrations of certain dyes and CLA place to increase the luminiscence intensity

due to the addition of azide, such a phenomenon is called the azide paradox.

Seznam zKkratek

CLA Cypridina luciferin

HOMO highest occupied molecular orbital
HPD derivat hematoporfyrinu

LUMO lowest unoccupied molecular orbital
NiPc nikl(IT)phthalocyanin

PDT fotodynamick4 terepie

ROS reactive oxygen species
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