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Souhrn

Podstata fotodynamického jevu je zaloZzena na principu excitace
fotosenzitivni latky svételnym zafenim za pritomnosti kysliku. Excitovana
fotosenzitivni latka pak predd svou energii kysliku, ktery pak miize piejit do
nekolika reaktivnich forem. Tyto formy se v organismu bézné nachazeji, avSak
jejich koncentrace je kontrolovana enzymy a jinymi antioxida¢nimi latkami. Pti
fotodynamickém jevu se vyprodukuje takové mnozstvi téchto reaktivnich forem,
znichZz je nejreaktivnéjsi singletni kyslik, Ze zplsobuje destrukci mnohych
bilkovin, lipidovych membran, DNA a celych bunécnych struktur. Tohoto jevu se
vyuziva v medicing k cilenému nic¢eni tumori nebo 1 méné zdvaznych nemoci.
V soucasnosti je b&znou praxi excitace fotosenzibilizatori lasery ¢i jinymi
externimi zdroji. Tato prace se tyka chemiluminiscencni excitace téchto
fotosenzibilizatord, ktera ma fadu vyhod, jako je tfeba lepsi dostupnost k hluboko
napadené tkani. Chemiluminiscence je chemicka reakce, pii které wurcitd
sloucenina ziska prebytek energie a tento pak vyzafi v podob¢ svétla. Pro tuto
praci byla chemiexcitace provedena pomoci luminolu a jeho katalytickych reakct,
které patii k z nejzndméjSim a nejpouzivangj$im sloucenindm. Chemiexcitacni
smési  luminolu  pak  byly vyuZity kexcitaci fotosenzibilizatort.
Chemiluminiscence  téchto  smési  vriznych kombinacich smési a
fotosenzibilizatort byla méfena na pfistroji Berthold Sirius 2C. Tento pfistroj je
schopen luminiscenci métit prostfednictvim tzv. relativni luminiscence. Vysledky
poukazaly na to, Ze chemiluminiscence byla v nékterych piipadech silné
ovlivnéna pfitomnosti fotosenzibilizatoru a katalyzatory mély vliv na zplsob
jakym reakce probihd. Jaké reaktivni formy vznikaji a zda bude mozZné
chemiluminscencni excitace vyuzit k destrukci zivych bunc¢k bude studovano

V navazujici praci.
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Abstract:

The principle of photodynamic effect is based on excitation of
photosensitizer by light in the presence of oxygen. Excited state of photosenzitizer
transfers its energy to oxygen. This act leads to forming oxygen reactive species.
These reactive forms generally occur in organism but its concentrations are under
the control of enzymes and antioxidants. Photodynamic effect produces
enormous concentration of ROS, singlet oxygen is the most reactive, which can
lead to destruction of protein, lipide membranes, DNA and cellular structures.
This effect is used for tumor a diseases treatment. Photosensitizers are generally
excited by lasers or other similar external sources of light. The aim of this work is
chemiluminescent excitation of photosensitizers which has a lot of advantages
like availibility to treat tumors located deeper in the human body.
Chemiluminescence is chemical reaction when certain compound acquire excess
energy which subsequently emit as a visible light. In this work was as a light
emitter used luminol and its oxidations which are the most known and most
widely used. Its chemiexcitation systems were used to excite photosensitizers.
Combined reaction systems were subsequently measured using Berthold Sirius 2C
luminometer. This instrument measures chemiluminescence in relative
luminescence using photon counting detector. Results refered that
chemiluminescence were in some cases induced by photosensitizers and type of
used catalyst induced reaction way. What reactive oxygen species forms and the
possibility of destructive effect on living organisms will be studied in

consequential work.
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Seznam zkratek

BL........ bioluminiscence

CL........ chemiluminiscence

DNA..... deoxyribonukleova kyselina

EY........ eosin yellowish, Zluty eosin

HRP...... horseradish peroxidase, kirenova peroxidasa
lumper... smés luminolu 5.10°M a peroxidu vodiku 0,1M
MB...... methylene blue, methylenova modf

Po........ fotosenzibilizator

PACT... photodynamic antimicrobial chemotherapy
PBS...... phosphate buffer saline, fosfatovy pufr pH 7,4
perlum... smés peroxidu vodiku 0,1M a luminolu 5.10°M
RB........ rose bengal, bengalska Cerven

ROS...... reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku
SOD...... superoxiddismutase, superoxiddismutasa
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1. Uvod

Luminiscence je samovolné svételné zareni, které na sebe poutalo
pozornost lidi odpradavna. Tento jev byl pozorovan jiz pied vice nez 2000 lety.
Ve vétsing pripadi se jednalo o bioluminiscenci, ¢ili luminiscenci pochazejici
ze zivych organismili. Postupem casu a vyvojem zkoumani byla luminiscence
rozdélena do nékolika kategorii podle zdroje, ktery ji zplsobuje - napftiklad
externi svételny zdroj, prichod elektrického proudu, tepelné zateni a dalsi. Dnes
jiz  tedy znadme napf. fotoluminiscenci, elektroluminiscenci, nebo
termoluminiscenci. Tato prace ale bude vénovdna chemiluminiscenci, coz je
emise svételného zareni, zpiisobend chemickou reakci. Je-li svétlo absorbovano
urCitymi latkami tzv. fotosenzibilizatory, za ptitomnosti kysliku dochézi
k fotodynamickému jevu. Pii tomto jevu dochazi k oxidaci nejriizn€jsich molekul
(v€etné biomolekul), coZz zplsobuji reaktivni formy kysliku, které pfi
fotosenzibilizované reakci vznikaji. Fotodynamicky jev naSel uplatnéni pfi
fotodynamické terapii, ktera je neinvazivni metodou lécby nadort, vcetné
nékterych druhti rakoviny. Tato prace bude zaméfena na studium vzniku svétla
chemickymi reakcemi a naslednou senzibilizaci nékterymi zndmymi organickymi
barvivy. Tato barviva jiz v praxi podobné uplatnéni nasla, avSak poprvé bude

provedena snaha o jejich excitaci chemiluminiscenci.
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1. Kyslik

Kyslik je nejrozsifenéjsim prvkem na Zemi. Nachazi se v hydrosfére,
litosfére, atmosfére a biosfére. V atmosféte se nachazi ve formé dvouatomovych a
ttiatomovych molekul O; respektive O3. Obé slouceniny jsou plynného skupenstvi,
zkapalnény kyslik ma svétle modrou barvu. Jeho pfitomnost je nezbytnd pro
existenci zivych organismu [1].

Kyslik jako chemicky prvek se nachéazi v VI. hlavni skupiné periodické
tabulky prvki, tzn. ma 6 valenénich elektronti. Elektronova konfigurace je 1s?, 2s%
2p*. Molekula dikysliku - slozka vzduchu, ktery dychame je fazen mezi volné
radikaly, protoZe méa dva neparové elektrony. Elektrony maji paralelni spin, kazdy
elektron se nachdzi v jiném protivazebném orbitalu. Celkové spinové C¢islo

molekuly je S=1 podle vztahu (1)
S=(m. (+1/2) +n. (+1/2)) (1)

+1/2 znaci spinova kvantova ¢isla, u obou znaménko +, protoZe se jedna o spiny
stejné orientace. Multiplicita (2S +1) = 3 - tzn. zakladni stav molekularniho
kysliku, ktery dychame je tripletni a je zodpovédny za to, Ze neshofime.
Konkrétn¢ se jednd o pravidlo zachovani spinu nebo také spinovy zékaz, ktery
fika, ze spinové¢ zakazané jsou vSechny reakce, pii nichz se méni celkovy pocet
neparovych elektront v systému. Podle termodynamiky mohou komplexni
organické slouceniny lidského téla ihned spalovat kyslik ze vzduchu. Avsak pokud
by mél kyslik oxidovat molekulu pfimo pfijetim jejiho elektronového paru, oba
tyto elektrony by musely mit spiny opac¢né ke spiniim neparovych elektron v
molekule kysliku, tak aby se hodily do volnych mist v orbitalech O, [2]. Oxidace
kyslikem se nazyva hoteni a kyslik samotny se ptimo sluc¢uje s vétSinou prvki za
vzniku oxidd. Kyslik je pfitomen v Siroké Skale slouenin mezi nimiz je
nejznamejsi voda, peroxid vodiku ¢i organické alkoholy. V laboratofi se kyslik

pripravuje tepelnym rozkladem anorganickych sloucenin nasledujicimi reakcemi

(2,3,4).

2HgO — 2Hg+ 0, ()
2Ba0; — 2BaO+ 0, 3)
2KCl0; — 2KCIl+ 30, 4)
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2. Reaktivni formy kysliku 7 pohledu Zivého organismu

Reaktivni formy kysliku (ROS) nds denné obklopuji, nachdzi se v nasem
organismu, aby plnily nékteré dilezité funkce. Mohou regulovat, urychlovat nebo
zpomalovat mechanismy v zivych organismech, mohou vSak také pisobit
destruktivng. Clovék se jim brani diky enzymiim a endogennim antioxidantfim,
existuji vsak také dalsi (vitaminy C, E, B-karoten, resveratrol, katechiny, bilkoviny
a chelatotvorné latky vazajici prechodné kovy, aj.). Poruseni rovnovahy mezi
ROS a antioxidanty se nazyva oxidativni stres, ktery je pfi¢inou mnoha nemoci
[3]. Reaktivni formy kysliku odvozujeme od reakce redukce kysliku na vodu
(Obr.1). V dychacim fetézci mitochondrii se kyslik u¢inkem cytochromoxidasy
preméni piijetim Ctyf elektronti a ¢tyf vodikovych protonti na dvé molekuly vody,
pokud vSak dojde pouze k castecné redukci kysliku (dostane mén¢ elektront),
vznikaji reaktivni formy kysliku s ndzvy superoxidovy anion radikal, peroxid
vodiku nebo hydroxylovy radikal. Tyto se mohou vytvaiet pii vSech reakcich
ptenosu elektronu na kyslik. Ptiblizné 1-3% kysliku spotfebovaného organismem
se nasledné pfeméni na reaktivni formy [4]. Reaktivni formy kysliku délime na
radikélové a neradikalové. Radikalové reaktivni formy pak mizeme definovat jako
jakékoli formy schopné samostatné existence majici jeden nebo vice neparovych

elektrontl [1]. Nékteré z reaktivnich forem jsou zobrazeny na obr. 2 [5].

e e e e
L
Oo,— O, — H,0,— OH —H,0

[N

—+

2H OH H'

Obr. 1 Postupna redukce kysliku na vodu
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Obr.2 Priklady nékterych reaktivnich forem kysliku a jejich elektronové konfigurace

2.1. Radikadlové reaktivni formy kysliku

Radikaly jsou reaktivni formy, které obsahuji jeden nebo vice neparovych
elektronti. Mezi jejich zastupce patéi superoxidovy anion radikal O,
hydroxylovy radikal OH’, peroxyl ROO", alkoxyl, RO" a hydroperoxyl, HO,", oxid
dusnaty NO*

2.1.1. Superoxidovy aniont radikal

Pijjetim jednoho elektronu kyslikem se vytvaii superoxidovy aniont
radikal, ktery ma jeden neparovy elektron. Jeho protonizovana forma se nazyva
hydroperoxylovy radikal HO,'. Je silnym oxida¢nim ¢inidlem, ale miize pusobit
také redukcéné za ztraty jednoho elektronu a vzniku molekularniho kysliku.
McCord a Fridovich objevili enzym, ktery se zda byt specifickym akceptorem
elektronti superoxidového radikdlu - superoxiddismutasa. To pak vedlo k

ptedpokladu, Zze superoxidovy radikal je hlavni faktor zodpovédny za toxicitu
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kysliku a Ze superoxiddismutasa je dilezitou antioxidac¢ni obranou [1], [6]. SOD
katalyzuje dismutaci O, = za vzniku molekularniho kysliku a peroxidu H,0O,, coz

zobrazuje rovnice (5).

20,7 + 2H — O, + H,0, (5)

Tato antioxidacni role superoxiddismutasy je podporovana Sirokou skalou

dikazii vcetné¢ vysledkti dosazenych za pouziti technik moderni molekularni
biologie. Superoxid se tvoii v téle né€kolika cestami [1], [6].
Hlavnim zdrojem O, je elektronovy transportni fetézec v mitochondriich a
endoplasmatickém retikulu. Nékteré elektrony z fetézce uniknou pfimo z nosice na
kyslik, a protoZze kyslik pfijima elektrony postupné po jednom, vznikd
superoxidovy radikal. Téchto elektronli unikne méné nez 5%, ale ¢islo roste pfi
zvysené koncentraci kysliku. Toxicita nadbytku kysliku tedy muaze byt pricinéna
zvySenou produkci superoxidového radikdlu. Superoxidovy radikal je produkovan
také fagocytujicimi bunikami a hraje dalezitou roli v mechanismu, ktery zabiji
nadbytecna mnozstvi bakterii [1], [2].

Nadmeérna aktivita fagocytujicich buné€k miize vést k nic¢eni radikalt za
ptitomnosti NADPH oxidasového komplexu, ktery katalyzuje reakce vzniku
superoxidového anionu. Z O, ™ se pak tvofi dalsi reaktivni formy, jako je peroxid
vodiku a z n¢j se ndsledné uvoliiuje za ptisobeni dalsiho enzymu kyselina chlorna,
singletni kyslik a hydroxylovy radikal, ktery napada vSechny biomolekuly vcetné
DNA. Pii téchto reakcich stoupa spotieba kysliku ve fagocytujici bunice a tomuto
procesu fikame oxidativni vzplanuti.

Duikazy podporujici superoxidovou teorii o toxicité¢ kysliku jsou znacné,
ale pfesny mechanismus, kterym by tidajnd zvySena produkce superoxidového
radikélu pfi nadbytku kysliku mohla vést k uplatnéni toxickych ucinka, neni
kompletné¢ znadm. Superoxidovy radikdl je také schopen inaktivace NADH
dehydrogenasového komplexu mitochondrialniho elektronového transportu in
vitro, ackoli in vivo jesté demonstrovana nebyla [1], [2]. Proto také pocet cild u
savéich bungk, které by byly citlivé na superoxidovy radikél je maly. Za urcitych
okolnosti je kontrolovand produkce superoxidového radikdlu uzite¢ny proces,
napiiklad ve dfive zminnovaném mechanismu zabijenim fagocytl. Je prokazano, ze

nekolik typa bunck jako fibroblasty, lymfocyty a vaskularni endotelové buiky
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produkuji a uvoliiuji mald mnozstvi superoxidového radikalu ve fyziologickych
reakcich. O, = tak patfi mezi tfi hlavni reaktivni formy spole¢né s peroxidem

vodiku a hydroxylovym radikalem [4].

2.1.2. Hydroxylovy radikdl
Hydroxylovy radikal vznikd pii reakci Zzeleznatych iontli s peroxidem

vodiku tzv. Fentonovou reakci (6):

H,O, +0,," - 'OH+OH +0», (6)

Hydroxylovy radikal ziejmé neni jedinym nic¢ivym radikalem, ktery se
touto reakci utvari, ackoli jeho vznik je dobfe popsany. Iniciujicim produktem je
ziejm¢ dalsi vysoce oxidujici forma ferryl, Zelezo-kyslikovy komplex, ktery se
nasledné rozklada a pak teprve vznika hydroxylovy radikal. S peroxidem také
reaguji méd’naté ionty, které formuji hydroxylovy radikal ‘OH. Ten reaguje
obrovskou rychlosti s téméf kazdou molekulou nachézejici se v Zivém organismu,
vcetné DNA, membranovych lipidi a uhlovodika. Toxické pisobeni na vétsinu,
ne-li na vSechny savéi bunky, se tyka i poSkozeni DNA. V zavislosti na typu
studované bunky mohou byt n¢kterd nebo vsechna z téchto poskozeni v DNA
nebo jeji blizkosti zprostfedkovana reakei peroxidu s zeleznatymi nebo
méd’natymi ionty za vzniku hydroxylového radikalu. Cytotoxicky ucinek OH’
spoc¢iva v jeho schopnosti odtrhnout vodik z biomolekul, nebo v jeho adici na
dvojné vazby. Primarnim mistem ataku jsou zejména aromatické kruhy
aminokyselin. Dalsi devastujici i¢inek ‘OH je pisobeni na membranové lipidy.
Mnoho reaktivnich forem, které vznikaji kombinaci superoxidového radikalu,

peroxidu a zeleznatych nebo médnatych iontl jsou schopné lipidové peroxidace

[4].
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2.2. Reaktivni formy kysliku neradikalove povahy

Neradikalovymi kyslikovymi formami, tedy molekulami bez volného
neparového elektronu, jsou peroxid vodiku H»O,, kyselina chlorna HCIO, ozon O3

a singletni kyslik 'O,

2.2.1. Peroxid vodiku

Peroxid vodiku vznikd dvouelektronovou redukei kysliku nebo
samovolnou dismutaci superoxidového aniontu. Peroxid vodiku je jeden
z hlavnich oxidantti v buiikach, tkanich a sekretech, ackoli ne nejreaktivnéjsi. Ma
mnohé biologické funkce, mistni koncentrace musi byt pozorn¢ kontrolovany, pro
umoznéni spravné funkce systémili, aby nedoSlo k nechténym poskozenim.
Kontrola hladiny peroxidu je komplexni proces, ktery zahrnuje syntézu jeho
prekurzoru — superoxidového radidlu. Superoxiddismutasa odstranuje
superoxidovy radikal redukci na peroxid vodiku, jak jiz bylo uvedeno vyse. V téle
se nachazi také n€kolik enzym, které produkuji peroxid vodiku. Peroxid muze
vystupovat jako oxida¢ni ¢inidlo. Na rozdil od superoxidového radikalu muze
H,0, dobte prochazet bunéénymi membranami. Peroxid vodiku neni klasifikovan

jako radikal, protoze nema neparové elektrony [7].

2.2.2. Singletni kyslik

Singletni kyslik se vyskytuje ve dvou excitovanych stavech 1Ag s nizsi
energii (Amax = 1268,7 nm) a lZg s vyssi energii (Amax = 762,1 nm). lAg je latka
diamagneticka, nebot dodanim excitacni energie kysliku v zdkladnim stavu
dochazi ke sparovani valencnich elektront. IZg ma dva neparové elektrony
opac¢ného spinu v odlisnych orbitalech [8].

Jejich doba zivota je v plynné fazi 3000 s u stavu lAg aasi 7— 12 su stavu
'S, Ve vodé asi 4 ps u stavu 'Ag 10 ps u stavu 'S, Doba Zivota stavu 'Z, ve
vodném roztoku je tak kratka, ze se prepoklada, ze chemickych reakci se ucastni
pouze stav lAg, ktery ihned vznikd ze stavu IZg. Pti ptechodu singletniho kysliku
do zakladniho stavu dochazi k chemiluminiscenci, a to bud’ chemiluminiscenci

bimolekuldrni emisi (7) a nebo mononuklearni emisi (8):
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0, ('Ap) +0:('Ag) — 20,(Zy + hv (7)
0:('Ay)  — 0;(Zy) + hv (8)

Jedna se o zakazané prechody, proto je doba Zivota excitovanych stavi
v plynné fazi, kde nedochazi ke srazkdm s dalSimi molekulami, dlouha.
Vroztocich je excitovany kyslik diky srdzkam s molekulami rozpoustédla
mnohem vice deaktivovan nezafivou cestou [6]. Piikladem vzniku 'O, fyzikalnim
procesem je mikrovinny vyboj v kyslikové atmosféte. Chemickou cestou je napf.
klasicka reakce chlornanu s peroxidem vodiku. V biologickych systémech
produkuji 'O, ndkteré peroxidasy . Mimofadny vyznam pro tvorbu 'O, maji
fotosenzitizované reakce, na néZ se v nasi praci soustfedime. Fotosenzibilizator P
(napf. ndmi pouzitd methylenova modt, bengalska Cerven, eosin Y, atd.) mize byt
excitovana ultrafialovym, viditelnym a nebo vysokoenergetickym zafenim a pak

preda svou energii kysliku v zakladnim stavu [9], rovnice (9),(10):

P+ %0, 5P+ 0, 9)
3P1 + 302 — 1P() + 102 (10)

Doba zivota excitovaného stavu fotosenzibilizdtoru musi byt dostatecné
dlouhd, aby zhaSeni kyslikem bylo hlavnim deaktivaénim procesem a uvolnéna
energie pii zhaseni fotosenzibilizatoru musi byt dostateCna pro excitaci kysliku.
Senzibilizatory s absorpénim maximem ve viditelné a blizké ultrafialové oblasti
podporuji vznik 12g stavu kysliku, zatimco barviva s absorpci v dlouhovinné
oblasti poskytuji pievazné 1Ag stav. Senzibilizatory jsou ucinné jiz pi1 velmi
nizkych koncentracich, protoze jedna molekula senzibilizatoru mize opakovanym

prenosem energie produkovat mnoho molekul 'O, [10].
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3. Fotodynamicky jev

Role jednotlivych reaktivnich forem v organismu byla popsana vyse.
K jejich cilenému vzniku dochazi pii fotodynamickém efektu, ktery probiha reakci
svétla a fotosenzibilizdtoru za pfitomnosti kysliku. Dé&e se tak excitaci
fotosenzibilizatoru. Fotosenzibilizator je excitovan svétlem a zpét do svého
zékladniho stavu se vraci dvéma moznymi zpisoby — mechanismy. Schéma tohoto

jevu je znadzornéno na obr. ¢.3 a dale je popsan.

hv / energie
up
TP
ip
typ | typ Il
3P + Sub— P +50b™T 3P +30,: 0P +102
SF' +3|:|2 — 0'2_
rozklad
302

02 HiO; pHo

Suh

sub oy

Obr. ¢. 3 Fotosenzibilizovana reakce

Jakmile fotosenzibilizator °P absorbuje energi nebo svétlo, prochazi
excitovanymi stavy 'P (singlet) a nasledné mezisystémovym kiizenim do nejniz§iho
tripletniho *P. Tento tripletni stav se nasledné mize deaktivovat nékolika cestami,
které si vzajemné konkuruji. Prvni z nich, typ I, je pienos elektronu z °P na substrat

s vhodnymi oxidoreduk¢nimi vlastnostmi. Produkuji se pak intermediaty
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fotosenzibilizatoru a substratu radikalového typu ( P a Sub™ na obr. 4), které
mohou reagovat s dalSimi pfitomnymi substraty nebo molekulami rozpoustédla a
kysliku. Reakci radikdlu fotosenzibilizatoru nebo substratu s kyslikem vznikaji
kone¢né oxidované produkty. Zvlastni piipad nastdva, pokud je akceptorem
elektronu kyslik. Ten poskytuje superoxidovy anion radikal O, ", ktery je schopen
reagovat s vétS§inou molekul v organismu, ale chova se pouze jako slaby antioxidant.
Reaguje vsak snékterymi enzymy, které zvysSuji hladinu Zeleza a dochazi tak
k Fentonové reakci (6), coz zvySuje oxidativni stres a dalsi poskozovani bunék. Ve
vodném prostfedi za vhodnych podminek navic muiZe superoxid pifechazet
v singletni kyslik, peroxid vodiku nebo hydroxylovy radikal, coz zvySuje oxidativni
ucinek této reakce, reakce typu I. [11], [12]..

Mechanismus typu II je povaZovdn za hlavni cestu zpisobujici
fotooxidativni poskozeni buiiky. Vyznaluje se pienosem energie z P na
jakykoliv substrat, jehoz energie tripletniho stavu lezi na nizsi hladin€ nez tripletni
stav reagujiciho senzibilizatoru. Mnoho slozek bunééné hmoty ma vsak energii
tripletniho stavu relativné vysokou a neni tudiz schopno °P zhaset. Jednou z
vyjimek je molekula kysliku. Ta excitovany tripletni stav fotosenzibilizatoru zhasi
velmi G¢inné, ¢imz prechazi do svého singletniho stavu, jehoz energeticka hladina
lezi pouze o 94,1 kJ nad jejim zakladnim tripletnim stavem. Singletni kyslik 'O,
vykazuje vysokou cytotoxicitu, ktera je zpisobena jeho dlouhou dobou zivota (3-4
us ve vodnych prostfedich a nékolik desitek mikrosekund v lipidech). Oxidacné
reaguje zejména s nenasycenymi biomolekulami a poskytuje tak jejich znacné
labilni peroxidy a hydroperoxidy. V obou mechanismech fotosenzibilizace dochazi
ke tvorbé elektrofilnich castic, coz ¢ini elektronové bohaté biomolekuly
pfednostnim centrem ataku. Reakce primarnich ROS (O, , HOO", H,0O, , 1Oz) S
biomolekulami vedou ke wvzniku velkého poctu typl sekundarnich radikali
zpusobujicich dal8i cytotoxické poSkozeni. Sekundarni radikaly skytaji pro

buiitku mnohem vétsi nebezpeci, nebot’ jsou iniciatory fetézovych reakei [11], [12].
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3.1. Chemiluminiscence

Chemiluminiscence patii mezi luminiscence a ma pivod v bioluminiscenci.
Svétlo svatojanskych musek a jiné bioluminiscen¢ni procesy v piirodé pritahovaly
lidstvo od davnych dob. Prvni psand zminka pochazi zrukou Aristotela, ktery
popisuje slabé svétlo vyzafované houbami a mrtvymi rybami. Boylova prace o
kysliku v8ak oteviela novy horizont ve vyzkumu bioluminiscence a
chemiluminiscence. =~ Wiedermann vroce 1888 jako prvni definoval
chemiluminiscenci jako emisi svétla zptisobenou chemickou reakci. Prvni védecka
prace byla predstavena Duboisem, ktery pfedstavil terminy luciferin a luciferaza
[13], [14].

Znacny vyzkum chemiluminiscence a bioluminiscence zacal na pocatku 20.
stoleti. Vroce 1905 publikoval Trautz prvni pifehled zndmych CL reakci a
prisuzoval je aktivnimu kysliku. Kautski popsal vroce 1922 emisi svétla jako
vysledek pisobeni silnych oxidanti na siloxany. Mallet, v roce 1927, poukazal na
excitaci fluorofori, jakymi jsou napt. eosin, fluorescein, anthracen a chinin,
ptenosem energie z reakce peroxidu vodiku s chlornanem. O rok pozdéi Albrecht
predstavil studium oxidace luminolu, ktery je stdle dominantou ve vyzkumu na
tomto poli. Casny vyzkum CL a BL byl zaméfen hlavné na pozorovéani a vyzkumu
mechanismi. Pozdé&ji se objevily také analytické aplikace v literatuie a to na

pocatku 60. let 19. stoleti [14].

3.2. Mechanismus chemiluminiscencnich reakci

Chemiluminiscence je definovdna jako emise elektromagnetického zateni
(obvykle viditelné svétlo nebo blizké IR) produkované chemickou reakci. Pokud
pochazi emise z zivého organismu nebo z chemického systému z néj odvozeného,
nazyva se tento jev bioluminiscence. Oba fenomény - luminiscencni procesy jsou
tradi¢né¢ vyznamné jak svou emisi svétla, tak energetickymi zdroji, které zptisobuji
tuto elektromagnetickou radiaci. Pfi chemiluminiscencni reakci zpravidla vznika
jeden z produktl v excitovaném stavu a ndsledné pak produkuje svétlo pii navratu

do stavu zadkladniho. Jako muZeme vidét na schématu Jablonského diagramu

19



(obr.4), proces svételné emise pifi chemiluminiscenci je stejny jako pfi
fotoluminiscenci, aZ na proces excitani. Pii fluorescenci a fosforescenci jsou
elektronové excitované stavy produkovany absorpci ultrafialového nebo
viditelného svételného zatfeni, vraci se do zékladniho stavu Sy znejnizsiho

singletniho excitovaného stavu S| nebo z tripletniho excitovaného stavu T; [14].

—~ Sz
FAF A
WE ilc
T4
n =
LI
)
Fatoexcitace I5C
nebo Fic
chemigxcitace I
I 77
— sa

Obr.4: Jablonského schéma. S, zdkladni singletni stav, S;,S, excitované singletni stavy, T
excitovany tripletni stav, F/C fluorescence/chemiluminiscence, P fosforescence, CD — kolizni
deaktivace, IC- (S-S, T-T)vnitini konverze, VR- vibra¢ni relaxace, ISC — mezisystémové kiizeni S

—T zména spinu

Chemiluminiscen¢ni reakce mtize byt uskutecnéna dvéma zdkladnimi
mechanismy. V piimé reakci, dva reagenty, obvykle substrat a oxidant
v pritomnosti n¢jakého kofaktoru, reaguje za vzniku produktu, piipadné
meziproduktu v pfitomnosti katalyzatoru. Ne¢ktera zlatek v procesu bude
v elektronové excitovaném stavu, ktery nasledné relaxuje do stavu zakladniho za
vyzéateni fotonti. Touto latkou je substrat, ktery je preveden do elektronové
excitovan¢ho stavu, zodpovédny za svételnou emisi nebo pifenos energie pri
nepiimé chemiluminiscenci. Katalyzatory, enzymy nebo kovové ionty, snizuji
aktivacni energii a poskytuji potfebné adekvatni prostiedi pro vysoky vytézek
chemiluminiscence. Kofaktory jsou nékdy nezbytné pro pievod jedné nebo vice
latek substrati do forem schopnych reagovat nebo interagovat s katalyzatorem,
nebo aby poskytly volnou skupinu, jestlize je pro vznik excitované¢ho emitéru
potieba  rozStépit  vazbu.  Naopak, nepfimd nebo  senzibilizovana
chemiluminiscence je zalozena na procesu pienosu energie z excitované latky na

fluorofor. Tento proces umoziuje molekuldm, které nemohou byt piimo zapojené
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do chemiluminiscen¢ni reakce, prenést jejich nadbytek energie na fluorofor, ktery

je postupné excitovan, relaxuje do zdkladniho stavu za uvolnéni fotont [14], [15]..

Luminofor + oxidant + (kofaktor)

katalyzator

p+ (meziprodukt, produkt)

_ senzibilizovana CL nebo CL s
pfima CL energetickym pfenosem
P+ hv P+F*
P+ hv

Obr. €. 5 Schéma obou mechanismu oxidace luminoforu

e Reakce musi byt exotermicka, aby produkovala dostatek energie [14]

e Reakéni cesta musi byt pfihodna pro utvoifeni elektronové excitovaného
stavu. 'V piipadé, ze se energie ztrati jako teplo, do vibrac¢nich a rotac¢nich
pochodii, reakce nebude chemiluminiscencni. [14]

e Emise fotoni musi byt pfiznivgym deaktivaénim procesem ke
kompetitivnim nezafivym procesim, které se mohou v malé mife také
vyskytovat. V piipad¢ senzitizované chemiluminiscence jsou oba vytézky
energetického prenosu ze zadkladnich latek na fluorofor a také nasledna

fluorescence dulezité. [14]
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3.3 Fotodynamicka terapie

PDT vyuziva fotosenzibilizatoru, ktery se akumuluje v tumoru a mize byt
aktivovan vhodnym svételnym zdrojem, obecné laserem (monochromaticky
zdroj). Lze tici, Zze lécba je limitovana potiebou svétlo dostat dovniti napiiklad
optickymi vlakny endoskopicky. Dalsi zdbranou je hloubka penetrace, ktera je
omezena optickymi vlastnostmi tumorové tkané€, obecné byva 2-5 mm. Dostat se
blize k objemnéjSim tumorim je také technickym problémem kvuli lokaci a
rozmérim. [16] Proto i tyto externi svételné zdroje Casto vypadavaji ze hry a je
nutno fesit problém jinak. Dostdvame se tak ke svétlu chemickému,
chemiluminiscenci konkrétné.

Fotodynamicka terapie (PDT) je zpisobem lécby lokalizovanych tumort,
napi. rakovina na hlavé a krku, rakovina jicnu a maligni nadory na kuzi. [17]
Principem je vpraveni fotosenzibilizatoru na pacientovo postizené misto a
nasledné osvétleni viditelnym svétlem (nejcastéji dlouhovinné Cervené svétlo), coz
vede v pfitomnosti kysliku ke generaci jeho reaktivnich cytotoxickych forem,
které pak ni¢i bunky a tkané¢. Bunky pak umiraji nebo podléhaji apoptoze,
naprogramované bunécné smrti. [18]

Dilezité vyhody fotodynamické terapie oproti jinym léCebnym metodam
jsou jisté¢ mala invazivita oproti operaci. PDT je precizné cilena diky selektivni
iluminaci a mize byt opakovana nékolikrat. Pro jeji uspésnou aplikaci je nutné
pouzit vhodny fotosenzibilizator. Idedlni fotosenzibilizator by mél byt minimalné
jedovaty pro organismus ve fazi, kdy na néj neptisobi svétlo, mél by se hromadit
v cilené tkani ve vysokych koncentracich a po ukonceni fotodynamické terapie by
m¢l, co nejdiive vyplaven zorganismu, aby nedoSlo k nezadoucim jevim
zptisobenym dennim svétlem. Mimo to by mél absorbovat vinové délky vyssi nez
600nm, aby byla zajisténa hluboka penetrace a v neposledni fad¢ je to vysoky

vytézek singletniho kysliku [14], [19].
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3.4. Fotosenzibilizatory a luminofory

Vétsina fotosenzitivnich latek pouzivanych jak v klinické praxi, tak
v laboratoii je odvozend od tetrapyrrolového aromatického jadra nalezeného
v mnoha v pfirodé bézn¢ se vyskytujicich pigmentech (hemovy chlorofyl a
bakteriochlorofyl.

Tetrapyrrolova barviva absorbuji v relativné velkém pasmu v rozmezi od
400nm tzv. Soretliv pas, pak jsou postupné mensi absorp¢ni pasy, az po cervené
vlnové délky, kterym se také fika Q- pasy.

Mezi tetrapyrrolova barviva dale patii porfyriny (absorbuji okolo 630nm),
chloriny (650-690nm, vysoké piky — zaddané pro PDT), bakteriochloriny
Dalsimi podrobné zkoumanymi fotosenzibilizatory je skupina ftalocyanini (popf.
mén¢ pouzivané naftalocyaniny). Jejich nejzazsi absorp¢ni pas je okolo 650nm se
slusnou vyskou piku. Nevyhoda je ve zhorSené rozpustnosti a kumulativnosti, coz
se fesi jejich dalsi upravou.

Treti skupina obsahuje Ccisté syntetické, v piirodé se nevyskytujici,
konjugované pyrrolové cyklické systémy. Spadaji sem struktury jako texafyriny,
porfyceny a sapfyriny.

Posledni skupinou jsou v piirodé¢ se vyskytujici barviva 1 barviva
synteticka, kterd nejsou derivaty tetrapyrrolu. Patii sem hypericin (tfezalka
teckovana, pfirodni), bengalskd cerven (barvivo syntetické odvozené od
fluoresceinu), methylenovd modf (fenothiazinovy derivat), eosin Y (barvivo
syntetické odvozené od fluoresceinu).

Mnoho zastupcii z téchto skupin, délenych podle struktury, jiz bylo, ¢i stale
je podrobovano testovani pro vyuziti v PDT — fotodynamickou terapii [16], [20].
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Luminoforem je latka, ktera po predchozim dodani energie piejde do
nestabilniho excitovaného stavu a pii navratu do stavu zdkladniho emituje svételné
zateni. Charakteristikou zatfeni jsou pak 4 parametry — barva, intenzita, rychlost

prubéhu a doba pritbé¢hu. Mezi luminofory patii sloucenin [14]:

e lofina jiné indoly

e luminol a piibuzné acylhydrazidy
e peroxyoxalaty

e lucigenin a jiné akridiny

e mnohé dalsi organické slouceniny
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4. Cil prace

Cilem prace je porovnat reakce chemiluminiscencnich  smési
s fotosenzibilizdtory a bez nich. Budeme porovnavat chemiluminiscenci luminolu
bez pouziti oxidantd, bez pouziti katalyzatori, chemiluminiscenci s oxidanty i
katalyzatory. Naméfené hodnoty intenzity chemiluminiscence porovnadme mezi
sebou a také s intenzitami, kdy smés reagovala se vSemi tfemi organickymi barvivy
eosinem, methylenovou modii nebo bengalskou Cerveni. Veskerda méreni budeme
provadét na luminometru Berthold Sirius 2C. Roztoky byly pfidavany do kyvet
v dodrzovaném potadi a doplihovany byly fosfatovym pufrem o pH 7,4 na objem
Iml. Chemiluminscen¢nim reagentem je luminol, jehoz oxidace je nejznaméjsi a
nejprozkoumanéjsi. Pouzita organicka barviva neboli fotosenzibilizatory, patii
rovnéZ ke znamym a naSla jiz uplatnéni v aplikacich jako dezinfekéni
fotosenzibilizatory, které pomoci PDT respektive jeji variant¢ PACT
(fotodynamicka antimikrobialni chemoterapie) dokazi ni¢it mikroorganismy. Zda-li
toto bude mozné po excitaci chemiluminiscen¢nim svétlem, je pfedmétem tématu.
Vzajemné reakce a vysledna chemiluminiscence bude porovnavéana. Prace je prvni

tohoto typu a také v prvni v fad¢€ praci, které by se timto tématem m¢ly zabyvat.

5. Material a metody
5.1 Chemikalie

e HRP- kienova peroxidaza typ II, 158 U/mg (Sigma Aldrich, USA),
e luminol sodna stl (Sigma, Aldrich, USA)

e Dbengalska Cerven (Sigma Aldrich, USA)

e methylenova modi 87% m/m (Sigma Aldrich, USA)

e cosin zluty (Lachema n.p. Brno, Czech Republic)

e tetrahydrat chloridu Zeleznatého (Fluka -Sigma Aldrich, Germany)
e pentahydrat siranu méd’natého (Sigma Aldrich, Germany)

e peroxid vodiku H>O; 3% (Sigma Aldrich, USA)

e NaCla KCI (Lachema, Chemapol Praha, Czech republic)

e NaHPOy . 12 H,O a KH,PO4 (Lach-Ner, Neratovice, Czech republic)
e ClyFe.4H,0 (Fluka -Sigma Aldrich, Germany)

e (CuSOq4. 5H;0 (Sigma Aldrich, Germany)
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Zasobni roztoky:

Fosfatovy pufr PBS - pH 7,4. Byl pfipraven pomoci chemikalii p.a Cistoty

V 800 ml destilované vody bylo rozpusténo:

8 g NaCl,

0,20 g KCI

3,63 g Na,HPO4 . 12 H,O

0,24 g KH,PO4 [21]

pH bylo zjisténo pH metrem IQ a ustavilo se na pozadované hodnot¢ 7,4. Roztok

byl doplnén do 1 litru a byl skladovan v lednici.

Zasobni roztoky barviv:
Piipraveny rozpusténim barviv v destilované vodé do 10 ml odmérné banky

v navazkach tak, aby pozadovana koncentrace byla vzdy 1.10~° M.

Zasobni roztok katalyzatori a luminolu:

HRP, Cu*", Fe*" a luminol

5.10° M zasobni roztok HRP

1.10™ M zasobni roztok Zeleznatych iontd o koncentraci
1.10™* M zasobni roztok mé&d’natych ionti

2.10” M zésobni roztok luminolu a pracovni roztok luminolu 2.10* M

5.2. Pristrojové vybaveni

e pH metr IQ 120 - P-Lab

e Juminometr Berthold Sirius 2C

Chemiluminiscence byla méfena luminometrem od firmy Berthold Sirius 2C

(obr.6). Specidlni detektor pokryva rozsah spektra od 370 do 630 nm.
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Obr. ¢. 6 Luminometr Berthold Sirius 2C

Pristroj citlivé detekuje flash i glow luminiscenci a je urcen k:
e  Gen reporter testovani (i dudlni testovani)
e ATP testovani
e testy aktivity minaz

e testovani bunécného déleni a cytotoxicity

kvantifikace nukleovych kyselin

e luminiscen¢ni imunotesty

Dynamicky rozsah piistroje je vice nez Sest dekdd beze zmény pfirtistku, coz
zarucuje linearitu pies cely rozsah. Naméfena data byla prevedena pomoci softwaru
s vystupem do tabulkového procesoru MS Excel, kde byla dale zpracovana. (Popis

pristroje dle vyrobce)

5.3. Pracovni postup

Luminol jako substrat pro chemiluminiscencni reakce patii k nejznamejSim
(obr.7). Oxidace luminolu peroxidem vodiku za piitomnosti katalyzatoru Fe*" a
Cu?", které katalyzuji rozklad peroxidu za vzniku kyslikovych radikala se nazyva
Fentonova reakce a byla zmifnlovana jiz difive. Dané katalyzatory byly pouzity,
protoze rozkladaji peroxid za vzniku reaktivnich kyslikovych forem a diky katalyze
pfechodnym kovem dovoluji také vznik singletniho kysliku. Stejné tak katalyzovana
reakce H,0O, sHRP-kienovou peroxidasou patii mezi nejjednodussi overené

systémy, pii nichZ vznika svételnd emise a kifenova peroxidasa zvySuje luminiscenci
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az 1000 krat [22]. V tabulce 1 jsou vyznaceny vSechny pouzivané oxidanty a k nim
prislusné katalyzatory. Témito systémy pak budou excitovany fotosenzibilizatory -
eosin Zluty (EY), bengalska Cervenn (RB) a methylenova modi (MB) (obr. 8,9,10).
Nasledné budou porovnavany vysledky méfeni.

Na pfistroji Berthold Sirius 2C byly zméfeny hodnoty relativni luminiscence
(také intenzita CL) — coZ je relativni pocet fotonid pfipadajici na interval vlnovych
délek za sekundu. Nasledné byla porovnana chemiluminiscence riznych systémd.
Kazdé méfeni bylo provadéno po dobu 1 minuty v intervalech 0,2 s. U fady roztokt
riznych koncentraci jsou zobrazeny hodnoty odeCtené ve 0,2 s tak, aby nebyl
vysledek ovlivnén pfipadnym okolnim svétlem po dovieni dvifek pristroje. Kazdé
méfeni bylo provedeno tfikrat a jako vysledna hodnota spocitan praimér z téchto tii
méfeni. U srovnavacich sloupcovych grafli byla hodnota spocitdna v Case 0,2 s.
Fotosenzibilizatory byly postupné fedény 1:10 v malych kyvetach a dopliiovany
pufrem PBS o pH 7.,4. Nastfik luminolu byl 25 pl pracovniho roztoku do 1 ml
roztoku v kyveté. Nastiik peroxidu 100 ul 3% zasobniho roztoku do 1 ml roztoku
v kyvet¢ a nasttik HRP byl 10 pl vzdy do 1 ml roztoku v kyveté. Fotosenzibilizator,
pokud se ucastnil, byl vzdy vroztoku jako prvni a ostatni reagenty nasleduji

v popsaném poradi.

,L + H,0, + 20H

O

_ + N, + 4H,0 + light
NH, O

Obr. 7 Reakce luminolu s peroxidem vodiku za vzniku 3-aminoftalatu (vznika nejdiive
v tripletnim T stavu a na konci reakce vyzaii svétlo za sou¢asného piechodu do stavu zakladniho
singletniho S, mezisystémovym kiizenim)
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Oxidant Katalyzator

H,0, H,S,05

peroxidaza

[Fe(CN)sls”

hemové slouceniny

Tonty piechodnych kovii Co**, Cu®*,
Cr’*,Ni’", Fe*', vVO**

chlornanovy anion

0; [Fe(CN)els™
Fel*

chlornanovy anion

I,

Mll04

NO,

Tabulka 1: Oxidanty a katalyzatory

Eosin  Zzluty se pouziva se jako dezinfekéni fotosenzitizér
s antibakterialnimi a antivirovymi ucinky. Dokonce se predpoklada, Ze se spolu
s RB a MB vazou na vir HIV. Stejné jako dalsi dvé barviva produkuje prevazné
singletni kyslik (kvantovy vytézek ~ 0,57). Kvantovy vytézek je dan pomérem

poctu vzniklych nebo zaniklych ¢astic ku poctu molli absorbovanych kvant zateni.

COO
Br SN Br
. O\
0 0 o
Br Br

Obr. 8: Eosin Zluty (2',4',5',7'-tetrabromofluorescein)
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Bengalska cervenn ma vysoky vytézek singletniho kysliku ~ 0,75

Obr. 9: Bengalska cerveni (4,5,6,7-tetrachloro-2',4',5',7"-tetraiodofluorescein)

Methylenova modi (MB) je dlouho zndmym a pouzivanym fotosenzibilizdtorem

s kvantovym vytézkem singletniho kysliku ~ 0,5

N
/ -
Cl
H\/@ @\'/H
S
H CH, H

Obr. 10: Methylenova modi (3,7-bis(Dimethylamino)-fenothiazin-5-ium chlorid)
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6. Vysledky a diskuze

Na grafu ¢. 1 je zobrazena chemiluminiscence zlutého eosinu. Osa x
predstavuje jednotlivé koncentrace a osa y intenzitu luminiscence v relativnich
jednotkach. Nastfik byl proveden zisobnim roztokem nejdiive Iml 1.10°M
zasobniho roztoku a poté byl fedén 1:10 a dopliiovan pufrem PBS 7,4. Byla tak
ziskana fada az po 1.10°M eosinu. Hodnoty relativni chemiluminiscenéni intenzity
jsou vypoctené primery ze tii mereni, které byly odectené v Case 0,2 s. Z grafu
nelze poukdzat na trend, ktery by popisoval vztah mezi zménou koncentrace a

intenzitou chemiluminiscence.

O eosin

Graf & 3 MB - CL intenzity Zlutého eosinu od 1.10°M roztoku po 1.10°M roztok
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Druhym grafem v pofadi je bengalska cerven. Postup byl stejny jako u

eosinu. Vysledky jsou velmi podobné, chemiluminiscence je vyssi v priméru o 500.

Graf & 2 RB - CL intenzity bengalské ¢ervené od 1.10°M roztoku po 1.10°M roztok

Posledni v pofadi byla méfena methylenova modt, jejiz CL byla poloviéni

oproti bengalské Cerveni

1000 -

500 -

€0-30°}
¥0-30°}
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£0-30°}
80-30°L
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Graf & 3 MB - CL intenzity methylenové mod¥i od 1.10”°M roztoku po 1.10°M roztok
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Na grafu €. 4 je znazornén prubeh luminiscence samotného luminolu v PBS
o pH 7,4 po dobu jedné minuty. Prvni hodnota neni soucasti grafu, prib¢éh zacina od
0,2 s. Nastiik byl proveden do pufru v dodrzeném potadi. Na grafu ¢. 5 pak peroxid
vodiku 3%.
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Graf & 4 Luminiscence 5.10°M luminolu - nast¥ik 25pl pracovniho roztoku luminolu do 975 pl
PBS
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800 -

CL

600 -
400 A

200 ~
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Graf ¢.5 Luminiscence 0,1M H,0,— nastfik 100ul zasobniho roztoku 3% H,0, do 900ul PBS
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Nasledujici graf ¢.5 zobrazuje prubeh oxidace luminolu peroxidem. Objemy
nastiiki byly 25 pl luminolu a 100 pl peroxidu. CL je cca 30krat vySsi nez u
samotnych komponent. Peroxid vodiku rozklddéd luminol za vzniku luminiscen¢niho

produktu

60000 -
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40000 -

3 30000 -

20000 -

10000 - \H\‘“x

Graf ¢. 6 Krivka pribéhu CL 25 pl luminolu a 100 pl peroxidu vodiku v PBS 7,4
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Prub¢h katalyzované reakce predstavuje nasledujici graf ¢ 7. Excitacni smeés
luminol 5.10°M-H,0, 0,1M — HRP 5.10®*M. Intenzita CL je o 5 fad vy$si nez u
samotnych reagentll luminolu a peroxidu a o 2 tady vys$i nez smés luminolu a

peroxidu.
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Graf & 7 Luminiscence 5.10°M HRP s excitaéni smési lumper — nastiik 10ul HRP, 25pl
luminol, 100ul H,O; a doplnéno do 1ml PBS pufrem

Na grafech ¢.8 a ¢.9 je zndzornén pribéh katalyzatori Zeleznatych a
médnatych iontd pridanych ke smési luminolu a peroxidu. Byly pouzity zasobni
roztoky pripravené z ClLFe . 4H,0, CuSO4 . 5H,0O a nastfik 50 pl téchto roztoka.
Maximalni hodnota luminiscence byla 15krat mensi u Zeleznatych iontl nez u HRP.
O necely jeden fad byl rozdil u méd’natych iontt oproti HRP, avsak CL s casem

klesala jen mirn¢ a po cca 20 s byly hodnoty vyrovnané s HRP.
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Graf & 8 Luminiscence 5.10°M Fe®* s excitaéni smési lumper — nastiik 50ul Fe?*, 25u1 luminol,
100ul H,0, a dopInéno do 1ml PBS pufrem
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Graf & 9 Luminiscence 5.10°M Cu®* s excitaéni smési lumper — nastiik 50pl Cu**, 25pul luminol,
100pul H,0, a doplnéno do 1ml PBS pufrem
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Na nasledujicich sloupcovych grafech ¢. 10,11,12  budou ukéazany
maximalni hodnoty CL v case 0,2 s. Mé&feni probihalo pro nekatalyzované reakce
vSech tfi fotosenzibilizatori v pofadi EY, RB, MB v kombinacich s luminolem,
peroxidem, luminolem a peroxidem a peroxidem a luminolem. Posledni sloupec
jsou hodnoty chemiexcita¢ni smési luminol peroxid v potadi, ktera svitila nejvice a
lze vidét rozdil o vice nez polovinu pii pouziti fotosenzibilizatoru. Ve vysledcich je
vidét reakce, kdy fotosenzibilizator snizuje CL intenzitu o vice nezZ polovinu, kdy
CL zistavad stejnd jako pfi pouziti samotné excitatni smési a také kdy
fotosenzibilizator CL zvysil tiikrat. Daldi reakce byly méfeny pouze s 1.10*M

roztoky RB a EY a s 1.10°M roztokem MB.
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Graf & 10 EY v kombinaci s luminolem 5.10°M, peroxidem 0,1M, luminolem a peroxidem,
peroxidem a luminolem. NejvétSi luminiscence byla namérena u excita¢ni smési bez
fotosenzibilizatoru. EY bude dale pouZivan u katalyzovanych reakei jako 1.10™M roztok
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Graf & 11RB v kombinaci s luminolem 5.10°M, peroxidem 0,1M, luminolem a peroxidem,
peroxidem a luminolem. NejvétSi luminiscence byla namérena u excitaéni smési
s fotosenzibilizatorem. U dal§ich m&feni bude u katalyzovanych reakei pouZivan 1.10*M roztok
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Graf & 12 MB v kombinaci s luminolem 5.10°M, peroxidem 0,1M, luminolem a peroxidem,
peroxidem a luminolem. NejvétSi luminiscence byla namérena u excitaéni smési
s fotosenzibilizatorem. MB bude dale pouZivan u katalyzovanych reakei jako 1.10°M roztok
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Nyni nasleduji grafy 13, 14, kde jsou zobrazeny vysledky méieni katalyzy
H,0, kienovou peroxidasou za pouziti vSech systému. Graf 14 ma zkracenou osu y
na hodnotu 50 000, aby byl jasné vidét rozdil mezi katalyzovanym systémem
luminol — H,O, — HRP. A nakonec jsou zde grafy 15 a 16, pfedstavujici stejné
reakce ovSem jinymi katalyzatory a jinymi prubehy. Systém luminol — H,O, — HRP
vykazuje nejintenzivnéj$i CL a fotosenzibilizatory bez vyjimky tuto CL mirné zhasi.
U katalyzy roztoku modrou skalici RB intenzitu zvySuje, EY snizuje a u MB ziistava
piiblizné stejna. A nakonec katalyza Fe** ionty vykazuje mirné zvyseni CL v fadech

desitek tisic.
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Graf & 13 5.10°M HRP spolu s luminolem a H,0, sviti nejintenzivnéji a je znatelny pokles p¥i
senzibilizaci barvivy. MB sniZuje CL priblizné 0,5 krat, RB a EY 3-4 krat.
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Graf ¢. 14 Stejny graf jako graf ¢. 10 s upravenou maximalni intenzitou CL na 50 000. AZ zde
miiZeme srovnavat CL luminolu a peroxidu s fotosenzibilizatory, kdy jedina RB nevykazuje
sniZeni intenzity. Systém HRP luminol peroxid zvySuje intenzitu CL oproti lumper ~100 krat .
Za pouziti lumper a fotosenzibilizatoru je tentokrat pokles o polovinu u dvojice MB a EY,
zatimco u RB je témér stejna
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Graf & 15 CL systému lumper po p¥idani 5.10°M roztoku Cu®* nastiikem 50pl zasobniho
roztoku je asi 7krat nizsi neZ tomu bylo u HRP. Fotosenzibilizatory reaguji odlisné MB ma CL
stejnou, RB vyssi a EY niZsi.
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Graf & 16 CL systému lumper po p¥idani 5.10°M roztoku Fe’* nastiikem 50pl zasobniho
roztoku je aZ 20krat niZsi neZ tomu bylo u HRP. Fotosenzibilizatory ve smési lumimol, peroxid,

Vv s

2+ or r v . - ef M 1 ¥ e v , %
Fe”" vykazuji mirné vyss$i CL oproti samostatné excita¢ni smési. Ve sméru RB, EY, MB mirné
klesa
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7.  Zaveér

Byla zméfena relativni intenzita chemiluminiscence moznych excitacnich
systémil ve fyziologickém pufru pH 7,4. CL excitac¢nich systémt luminol, luminol-
peroxid vodiku, luminol-peroxid vodiku-katalyzator byla naméfena na luminometru
Berthold Sirius 2C. Jako katalyzator byla pouzita kfenova peroxidasa, roztok CuSOg4
pentahydrat— Cu®" ionty a roztok CLFe tetrahydrat — Fe® ionty. Viechny tyto
systémy byly proméfeny v pfitomnosti roztoki fotosenzibilizatori a vysledné
hodnoty byly nasledné porovnany .

Hodnoty naméfené relativni intenzity chemiluminiscence se pii rtiznych
pouzitych systémech ménily. CL luminolu samotného 1ze podle vysledk této prace
hodnotit jako 50krat slabSi nez systém luminol peroxid vodiku a 5000krat slabsi
oproti systému peroxid vodiku, kienova peroxidasa. Katalyza peroxidasou zvysila
intenzitu stokrat oproti systému luminol - peroxid. Katalyza zeleznatymi ionty
zvySila chemiluminiscenci 3krat. Posledni katalyza ionty médnatymi zvysila CL 14
krat, pficemz CL trvala nejdéle a po celou minutu se téméf nezménila. V systémech
probihaly reakce vSemi moznymi zpisoby. Jako dulezitda se zdala volba
katalyzatoru, kterd zplisobila, ze pfitomnost fotosenzibilizatoru intenzitu
chemiluminiscence zvySovala, snizovala nebo neovlivnila. Na tuto praci by méla
navazovat dalsi, ktera bude tyto systémy aplikovat na zivé organismy in vitro a
doplni tak dal$i poznatky k chemiluminiscen¢ni excitaci fotosenzibilizatori a

pfedevsim vznik reaktivnich forem kysliku.
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8. Summary

Relative (chemi)luminescent intensities of possible excitation systems in
phosphate buffer saline pH 7,4 were measured. CL of excitation systems luminol,
luminol-hydrogen peroxide, luminol-hydrogen peroxide-catalyst were measured
using luminometer Berthold Sirius 2C. As catalyst horseradish peroxidase, solution
of CuSO, pentahydrate— Cu”" ionts and solution of CLFe tetrahydrate — Fe*" ionts.
All of the systems were measured in the presence of photosensitizers and results
were compared.

Values of relative chemiluminescent intensities has changed depending on
each system used. Luminol alone chemiluminescence could be interpreted using our
measuring data as 50-fold weaker than chemiluminescent intensity of luminol-
hydrogen peroxide system and 5000-fold weaker than chemiluminiscence catalyzed
with horseradish peroxidase. Compared horseradish catalyzed oxidation by
hydrogen peroxide with pure oxidation by hydrogen peroxide, the HRP increased
100-fold CL intensity. When Fe®" as catalyst was used, CL increased 3-fold. The
last catalyst Cu>" improved CL approx. 14-fold but with same level for one minute
measurement. In these systems reaction ways were various. As an important role
seemed to be catalyst selection, which caused all the higher intensity, same level
intensity and lower intensity when photosensitizer were added to the system. This
work should be the first for further research with another work which applies these
systems to unicellular organism in vitro and will continue this study about
chemiluminescent excitation of photosensitizers and mainly formation of reactive

oxygen species.
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