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SOUHRN

Fenomén ultra slabé fotonové emise (UPE) zndmy témét 100 let dnes
pozorujeme u vSech biologickych systému, jako jsou mikroorganismy, rostliny
a zivoCichové. V soucasnosti jsme schopni detekovat UPE na raznych strukturalnich
stupnich biologickych systémi, jakymi jsou celé organismy, organy, bunécné kultury
a organely. VSeobecné uznavana teorie tika, ze UPE souvisi s oxidativnimi
metabolickymi procesy biologickych systémil. Konkrétné UPE pochazi z elektronoveé —
excitovanych stavii molekul, vytvofenych biologickymi systémy. Excitované druhy jsou
vytvoreny v priubehu oxidativnich metabolickych procest a pii oxidativnich stresovych
reakcich, které jsou spojeny s produkci reaktivnich forem kysliku (ROS). V této
diplomové praci byla méfena spektralni charakteristika UPE na bunécné kultuie
lidského mnohocetného myelomu (U266) po piidani peroxidu vodiku (H,O;). Préace
obsahuje informace o druhu excitovanych molekul u téchto bun¢k. V neposledni fad¢
ukazuje, jakou roli pfi téchto experimentech hraji nasledné korekce namétenych
vysledki, predstavuje miru zavislosti ziskaného spektra na propustnosti filtra

a kvantové ucinnosti fotonasobi¢e (PMT).



SUMMARY

The phenomenon of ultra — weak photon emission (UPE), known for almost
100 years, is observed in all biological systems such as microorganisms, plants
and animals. Nowadays, we are able to detect the UPE at different structural levels of
biological systems such as whole organisms, organs, cell cultures and organelles. UPE
is related to oxidative metabolic processes of biological systems. Specifically, this UPE
comes from the electron - excited forms created by biological systems. During
the oxidative metabolic processes and oxidative stress responses, which are associated
with the production of reactive oxygen species (ROS), the excited species are formed.
We measured the spectral characteristics of the UPE from cell culture of the human
multiple myeloma (U266) induced by the addition of hydrogen peroxide (H,O;). This
work contains information about the type of the excited molecules in these cells.
Finally, it shows the role of subsequent correction of measured results. It shows
a degree of dependence of the spectrum on the filters transmission and a quantum

efficiency of the photomultiplier (PMT).



SEZNAM ZKRATEK

CCD
DABCO
H,O
H>0,
HO®

0,

or
PMT

ROS

RH

.

ROH
ROO*
ROOR
ROOOOR
R=0
*(R=0)*

UPE

charge coupled device

1,4 — diazabicyklo [2.2.2] octan
voda

peroxid vodiku

hydroxylovy radikal
molekularni kyslik

singletni kyslik

superoxidovy aniontovy radikal
fotonasobic

reaktivni formy kysliku
biomolekula (lipid, protein)
lipidovy nebo proteinovy alkylovy radikal
organicky hydroxid

peroxylovy radikal

1,2 — dioxetan

tetroxid

karbonyl

tripletni excitovany karbonyl

ultra slaba fotonova emise

vi



OBSAH

L V0D ittt e 1
2. TEORETICKA CAST...viiiiiiiiniieeireiet ettt sttt 2
2.1. Ultra S1aba fOtONOVA EITIISE ...evvrerureeruiieriieenitie s sitee sttt ettt e sibeesbee sttt e e ettt e sabeesbeesnaeeenaeeas 2
2.1.1. Charakterizace ultra slabé fotONOVE EMISe.......cccvuvrerieiriiireiiier et 2
2.1.5. Chemicky MECHANISITIUS ....evvevurireeriuiereisireeeseerieeessrteeesstreeesssreeessesssrneessssseeessssseess 7
2.1.2. MIKIOOTZANISIILY 0uuvveeeerurreresireeeesurereeeesasseeesssseeesssseeesssssnseesssssseessnsseeessssseessnssnnees 9
2,13, ROSEIIY cuuvtiieiiiiiee ettt ettt e sttt e st e ettt e e st e e e e esteeessabeeesssbaaessnnbeeseeesnnsneeessnns 11
2,14, ZIVOBICROVE ..ottt ettt st 14
3. CIL PRACE ...ttt ettt st s 20
4. MATERIAL A METODY ...oovuiiiiiireiseiseiiesensseeseessssesssssseie et ssess s ssessesssssessssssesssssessnes 21
4.1. Bunéena Kultura U206 ........ccocueiiiiiiiiiiiiiee ettt ettt ettt st eesiee e 21
4.2, IMEEAIUINL 1.ttt ettt et e bt a e st e bt e bt et e e bt e sae e eate e beenbeesanesanes 22
4.3 PMT MIEIONI .vveeeiiiiieeiee ettt ettt et e e s e e bt e e s sre e e e e s sneeeesaane 24
4.4. Vyhodnoceni nameFenyCh dat.........ccceeevrvieriniiiiein et sreee s sae e 25
4.5. Propustnost fIIIT . .....ceeiiiieieiiiiiie ittt et e st e e e s sare e e s ssbbeeesssteeesssnsnreeessnns 27
4.6. Kvantova GCINNOSt PMT .....cooiiiiiiiiiiiiiie ettt e 29
4.7. Vysledna korekce nameFenych dat.........occcveeviiiiiiiriiineieirieee e sree e 31
5. VYSLEDKY .oconiriinirriresitisesitsesiesssssesise sttt sttt sttt 32
5.1. Ultra slaba fotonova emise indukovana peroxidem vOdiKu........ccceveuvveerriiiereinienierennnnn, 32
5.2. Spektralni charakteristika indukované UPE uréena hranovymi filtry .........ccccocevevevnnnen.. 33
5.3. Spektralni charakteristika indukované UPE uréena pasovymi filtry ........cccccoeveverennnnnn. 34
5.4. Vliv propustnosti filtrti na vyslednou spektralni charakteristiku .........coevevveeevivereinnnnne 35
5.5. Vliv kvantové ucinnosti PMT na vyslednou spektralni charakteristiku ..........cccceeeennen. 37
5.6. Vliv propustnosti filtri a kvantové ucinnosti PMT na vyslednou spektralni
CRATAKLETISTIKUL. ettt ettt et sab e et e e sab e s e sabeesbeeesaree e 39
5.7. Porovnani pivodni a vysledné spektralni charakteristiky.........cccvevreverernciverensirinerennnn 41
0. DISKIUZE ..ottt ettt ettt sttt et be e bt s st e sat e bt e nbeesaeesatesaneenee 43
T2 ZAVER .ottt ettt e 48
8. SEZNAM LITERATURY ..ttt ettt sttt s site st sttt neee s 49

vii



1. UVOD

Slovo foton pochazi z feckého "phos", coz znamena svétlo. V kvantové fyzice
je to termin pouzivany k oznaceni kvanta elektromagnetického zafeni (da Nobrega
2007). Ultra slabou fotonovou emisi, ¢asto ozna¢ovanou také jako biofotonovou emisi,
je mozné pozorovat u biologickych systémi, jako jsou mikroorganismy, rostliny
a zivo¢ichové (Laager 2008). Ultra slaba fotonova emise u zivych systému je dnes jiz
velmi dobfe znama, miize byt spontdnni nebo indukovana (da Nobrega 2007). Piestoze
zékladni mechanismus UPE biologickych systémti nebyl jesté jednoznacné objasnén, je
vSeobecné uznavana teorie, Ze UPE souvisi s oxidativnimi procesy vyvolanymi stresem
(Laager 2008). V soucasnosti jiz mame spoustu dikazii o tom, ze UPE je spojena
s fyziologickymi funkcemi organismti (da Nobrega 2007). Metabolické procesy jsou
zakladni chemické reakce vyskytujici se uvnitt vSech zivych bunék, pfi niz vznikaji
ROS, které hraji dilezitou roli pii obrané¢ organismu. Nedostate¢né odstranéni ROS
zpusobuje nerovnovahu systému a dochazi k poskozeni bunécné membrany a bunétné

smrti (Prasad a PospiSil 2011; Rastogi a Pospisil 2011; Pospisil a kol. 2014).

V soucasné dob€ na praci A. Gurwitsche, pozdéji F. — A. Poppa navazuji
védecké skupiny v Brazilii, Cing, Chile, Indii, Italii, Japonsku, Jizni Koreji, Polsku,

Rakousku, Rusku, Svycarsku a USA (da Nébrega 2007).

Nartustajici popularita tohoto fenoménu umoznila, ze dnes muze slouzit jako
neinvazivni diagnostickd metoda pii vySetfovani fyziologickych a patologickych
charakteristik biologického systému. Zjisténi, Ze méfenim UPE mulZeme rozliSit zdravé
a rakovinné buiiky nabizi mozZnosti pouziti této techniky k diagnostice néddorovych
bunék a to predev§im diky vyvoji nizko — Sumovych PMT a velmi citlivych charge
coupled device (CCD) kamer. Zdravotnictvi neni jedinou oblasti mozné aplikace, své
vyuziti nachazi UPE v potravinafstvi pfi hodnoceni kvality surovin, vzemédélstvi

vvvvv

(Laager 2008).

Diplomova prace se zabyva spektralni charakteristikou UPE z bunééné kultury
U266, indukované ptidanim H,0O,, diky niz je mozné ziskat informace o druhu
excitovanych molekul ve vzorku. Ukolem této prace je také ukézat, jak dalezité

pti1 vyhodnocovani vysledkil jsou korekce propustnosti filtri a kvantové G€innosti PMT.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Ultra slaba fotonova emise

2.1.1. Charakterizace ultra slabé fotonové emise

Prvni experimentalni dikazy o existenci UPE byly poskytnuty vroce 1922
ruskym biologem Alexandrem Gurwitschem, ktery pozoroval a poté 1 popsal mitotické
zéteni, dnes znamé jako UPE (Trushin 2003; Bischof 2005). Bohuzel tento objev upadl
v zapomnéni a témét po 50 letech byl znovu objeven diky némeckému profesorovi
Fritzi — A. Poppovi. Plivodni nazev pro dnes zndmou a hojné pouzivanou UPE zménil
z mitotického zéafeni na biofotonovou emisi (Bischof 2005; Bischof 2008; Bertogna

a kol. 2013).

Tento objev s sebou piinesl také mnoho otdzek, na které se v pribéhu let snazi
védci najit odpovédi. Shrnuti poznatkli v oblasti vyzkumu UPE ndm umozni vymezit
tento fenomén, objasnit chemickou 1 fyzikdlni podstatu jeho vzniku, urcit intenzitni
a spektralni charakteristiky a v neposledni fad¢ toto badani s sebou piineslo nové

moznosti vyuziti UPE v mnohych oblastech.

Ultra slabou fotonovou emisi pozorovanou u zZivych systémi rozdélujeme
na spontanni a indukovanou. Spontinni UPE vznika v désledku oxidativnich
metabolickych procest, které piredstavuji zakladni chemické reakce vyskytujici se
uvnitt v§ech Zivych bunék. Pfi metabolickych procesech jako je bunééné dychani, nebo
oxidativni vzplanuti vznikaji ROS. Vznik indukované UPE je podminén biotickymi
a abiotickymi stresovymi faktory, které¢ vedou k oxidativnim stresovym reakcim.
Bioticky stres vznika pii napadeni organismu viry, bakteriemi nebo houbami. Abioticky
stres rozdélujeme na chemicky a fyzikalni, mezi zdroje chemického stresu fadime
exogenni piidani H,O,, cigaretovy kouf a jako fyzikalni oznaujeme ultrafialové zéteni,
teplotu, mechanické poskozeni. VSechny tyto faktory vedou ke zvySeni produkce ROS
(Rastogi a PospiSil 2011; Cifra a PospiSil 2014). Reaktivni formy kysliku hraji dilezitou
roli pi1 obrané proti infekci, bunééné signalizaci a apoptdze. Pozitivni redoxni potencial
umoziuje ROS oxidovat biomolekuly (RH), jako jsou lipidy, bilkoviny a nukleové
kyseliny. Proti oxida¢nimu poskozeni lipidi, bilkovin a nukleovych kyselin si bunky

vytvareji vlastni obranny systém. Za urcitych podminek, kdy mnoZstvi vzniklych ROS



ptesahuje schopnosti antioxidacniho systému aktivné se branit, nejsou nebezpecné ROS
dostate¢né¢ odstranény. Toto nedostatecné odstranéni zplisobuje nerovnovahu systému,
coz vede k poSkozeni buné¢né membrany a bunécné smrti (Prasad a Pospisil 2011;

Rastogi a Pospisil 2011; Pospisil a kol. 2014).

V prabehu oxidativnich metabolickych procestt dochazi k elektronovému
pfechodu mezi energetickymi hladinami singletnich nebo tripletnich excitovanych stavii
do zékladniho stavu. Tento pfechod je doprovazen UPE v oblasti kratkych 1 dlouhych
vinovych délek. Béhem téchto procest se v tésné blizkosti excitovanych latek mohou
vyskytovat pigmenty nebo molekularni kyslik (O,) a mutze dochazet ke vzniku
excitovanych pigmentd nebo singletniho kysliku (‘O,). Mezi vznikajicimi produkty
oxidativnich metabolickych procesi nachdzime tripletni excitované karbonyly
((R=0)*) s maximy fotonové emise o vlnové délce 350 — 550 nm, singletni excitované
pigmenty (u melaninu 360 — 560 nm a 680 — 740 nm u chlorofylu), tripletni excitované
pigmenty (870 — 1000 nm u chlorofylu). Mize také dochazet k dimolové fotonové emisi
'0, (634 nm a 703 nm) a monomolové fotonové emisi 'O, (1270 nm), (Cifra a Pospisil

2014).

Jak jiz bylo zminéno, tak velka pozornost je pfi popisu UPE také vé€novana
intenzit¢ a spektralni charakteristice. Divodem pro¢ nelze sledovat UPE pouhym okem
je intenzita tohoto zafeni, kterd je vrozmezi od desitek po né&kolik stovek fotonil
s1 - cm? (toto je hodnota intenzity UPE ve viditelné oblasti spektra, intenzita UPE
v blizké IC neni dostatedné prozkoumana), coz jsou hodnoty fadové o velikosti, ktera je
pod hranici citlivosti lidského oka (10° fotonid s - cm™). Nesmime zapomenout, e
méfeni intenzity UPE vyznamné souvisi s citlivosti pouZivaného PMT a Ze pocet
naméfenych pulzii - s’ maze byt o jeden az dva fady nizi neZ je skutedny podet fotond
emitovanych vzorkem. Divodem pro¢ dochazi k poklesu po&tu namefenych pulzd - s
pi1 detekci, mize byt vzdalenost vzorku od detektoru nebo optické jevy, vznikajici
v disledku interakci vzorku s elektromagnetickym zarenim, jako jsou absorpce, lom,
rozptyl, reflexe nebo difrakce. V neposledni fad¢ miize byt pii¢inou tohoto poklesu fakt,
7e zatim co fotony jsou ze vzorku emitovany ve vSech smérech, fotokatoda PMT je
schopna detekovat jen malou ¢ast emitovanych fotond. Rozdilné hodnoty intenzity byly
také zaznamendny pi1 porovnani spontanni a indukované UPE, kdy indukovana UPE je

fadove 2x az 3x vyssi nez spontanni (Cifra a Pospisil 2014).



Pro podrobnéjsi popis UPE vSak nejsou dostacujici informace pouze
o intenzité, ale diilezitou soucasti je také spektralni charakteristika. V dobé objevu byla
UPE spojovana s ultrafialovou oblasti spektra (200 — 400nm), (Bischof 2005), avSak
podle nejnovéjSich praci (Cifra a Pospisil 2014; Pospisil a kol. 2014) je UPE definovana
v blizké UVA, viditelné (350 — 750 nm) a blizké IC (750 — 1300 nm) oblasti spektra.
Tripletni excitované karbonyly jsou spojovany s UPE v modro — zelené oblasti
(350 — 550 nm), dimolova fotonova emise 'O, (634 nm a 703 nm) a excitované
pigmenty jsou povazovany za zdroj UPE v zeleno — €ervené oblasti spektra (550 — 750
nm). Oblast blizké IC doposud nemohla byt podrobngji prostudovéna vzhledem
k moznostem pouzivanych detektor, ale ptredpoklada se vyskyt UPE v oblasti
s maximy fotonové emise 870 — 1000 nm (tripletni excitovany chlorofyl) a 1270 nm
(monomolové fotonova emise 'O,). Stejné tak jako prozatim nemame mnoho informaci
o blizké IC oblasti, podobné je to i s popisem UPE v daleké UVA a UVB oblasti
(<350 nm).

Tyto charakteristiky nam také mohou pomoci pfi spravném odliSovani mezi
UPE a tepelnou emisi nebo bioluminiscenci, coZ jsou pojmy, které jsou ¢asto n¢kterymi
autory pouzivany nespravng. Je nutné zdaraznit, ze UPE neni soucésti tepelné¢ho zateni,
intenzita UPE je ve viditelné oblasti spektra o mnoho tadt vys$i, nez je intenzita
tepelného zafeni, které se vyuziva v termokamerach (IC oblast). Zajimavosti je, Ze
pifi zobrazeni UPE a tepelného zéafeni termokamerou ziskame v piipad¢ lidského téla
rtizné prostorové vzory. Casto byva UPE také zaméfiovana s bioluminiscenci, ke které
dochazi pouze, pokud jsou pfitomny specializované luminiscencni enzymatické systémy

jako luciferin/luciferaza (Cifra a Pospisil 2014).

Musime si uvédomit, s jakym technickym vybavenim védci diive pracovali.
Dnes jiz bézné pro tato méteni pouzivame PMT a CCD kamery, na rozdil od Alexandra
Gurwitsche, ktery tuto moznost nemél. Jednoduché technické vybaveni postacovalo
ke studiu UPE pouze u jednodusSich forem organismi, avSak rozvoj PMT a CCD kamer
postupné umoznil provadét mefeni 1 na slozitéjSich organismech. Soucasny rozvoj PMT
a CCD kamer umoznuje sledovat UPE v zivych systémech, jako naptiklad
u mikroorganismi (Matsuhashi a kol. 1995; Vogel a kol. 1999; Trushin 2003;
Cervinkova a kol. 2015; Nerudova a kol. 2015;), rostlin (Mathew a Roy 1992; Bajpai
2004), bunéénych kultur (Kim a kol. 2007), Zivo¢iSnych organti (Kim a kol. 2005) nebo
také z lidské ktize (Cohen a Popp 1997; van Wijk a van Wijk 2005; Cifra a kol. 2007;



Rastogi a PospiSil 2010; Prasad a Pospisil 2011; Rastogi a PospiSil 2011; Prasad
a Pospisil 2012).

Dilezitym vysledkem vSech téchto studii je moznost aplikace UPE
v nejriznéjSich oblastech, které miZeme rozdélit do nékolika skupin. Jako prvni
zminime vyuziti u mikroorganismli, mikrobiologie disponuje velkym mnoZstvim dat
vztahujicich se k E. Coli a dal§$im mikroorganismim. Tyto poznatky mohou byt velmi
uzite¢né pro monitorovani oxidativniho metabolismu u bakterii mlééného kvaseni

(Laager 2008).

Dal$i neméné podstatnou oblast piedstavuji rostliny a snimi souvisejici
zemédélstvi. Zobrazovani UPE bylo pouZzito k analyze odezvy R genu. Tyto geny
produkuji bilkovinu, kterd se podili na obrané proti chorobam. Je tak mozZné sledovat
reakci obranného systému na genetické urovni u dané rostliny (Laager 2008). Je mozné
analyzovat ulinky stresu, ktery mohl byt zpiisoben mechanickymi, chemickymi,
fotochemickymi nebo teplotnimi faktory (Slawinski a kol. 1992). Piikladem muzZe byt
pozorovani kli¢icich semen je¢mene, u kterého byly studovany vztahy mezi UPE
a obsahem vody, teplotou (Yan a kol. 2003), nebo méteni, které informuje, k jakym
ujmam dochdzi u rostlin vlivem sucha, jako v ptipad¢ studie provedené u Cervenych

fazoli (Laager 2008).

Oblast organismil se nejvice soustied’uje na ¢lovéka, tedy predev§im na vyuziti
ve zdravotnictvi, ale v poslednich letech se stava velmi atraktivni také spojeni UPE
a meditace nebo sportu. Ve zdravotnictvi nabizi UPE nové moznosti pro vylepSeni
vyzkumu rakoviny, kdy CCD kamery zaznamenavaji obrazy rostoucich nadort
(Kobayashi a kol. 2005), nebo mlze byt efektivni metodou pro rozliSeni zdravych
a nadorovych bunék (Musumeci a kol. 2005). ZvySenou emisi fotonll lze pozorovat
nejen v priubehu karcinogeneze, ale 1 zanétl, intoxikace, pii radiacnim poskozeni nebo
pii1 kardiovaskularnich obtizich. Pfed n¢kolika lety byla obohacena novymi poznatky
také vyvojova biologie, pii téchto méfenich byla UPE sledovdna v riiznych stadiich
embryi (Laager 2008). V neurologii Ize analyzovat mozkovy energeticky metabolismus
a stres, korelace mezi elektroencefalogramem a emisi fotonti poukazuje na novou
metodu pro patofyziologicky vyzkum (Kobayashi a kol. 1999). V posledni dobé se
znacna Cast vyzkumu specializuje na pokozku, kde jsou analyzovany uéinky UVA
zafeni (Khabriri a kol. 2007). Ukazalo se, Ze zmény UPE mohou byt indukovany

a pouzity jako neinvazivni metoda pro meéfeni ucCinnosti antioxidantli na ktzi. UV
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zéateni, latky zneCiStujici ozon nebo vzduch zpisobuji tvorbu ROS, které pak
pozorujeme ve form& UPE (Laager 2008). Mezi nejnovejsi objevy patii méfeni spotieby
kysliku béhem cviceni (Laager 2008), nebo snizeni ROS po meditaci (van Wijk a kol.
2007). Bylo zjisténo, Ze u dlouhodobé sportovné aktivnich lidi nedochazi k vétSimu
zvySeni UPE a to ani v pribéhu cviceni, diivodem je zvySené mnoZstvi antioxida¢nich

enzymu (Laager 2008).

Tento kratky ptehled zdaleka nepopsal vSechny mozZnosti vyuziti, které jsou
dnes znamy. Pro vétsi prehlednost jsme organismy rozdélili na mikroorganismy,
rostliny a zivoCichy, kterym se postupné budeme vénovat a shrneme poznatky
intenzitnich a spektralnich charakteristik, vyzkumt provedenych v poslednich letech
a jejich nasledné aplikace. Pro komplexné¢jsi ptedstavu vzniku UPE v zivych systémech

je nejprve vSak nutné uvést chemicky mechanismus tohoto fenoménu.



2.1.5. Chemicky mechanismus

Je znamou skutecnosti, ze UPE souvisi s oxidativnimi metabolickymi procesy,
zpusobenymi ROS (Pospisil a kol. 2014). Reaktivni formy kysliku ptedstavuji molekuly
kysliku, které délime na 1) radikalové, obsahujici alespon jeden neparovy elektron,
2) neradikalové, neobsahujici Zadny neparovy elektron. Mezi radikalové ROS patfi
superoxidovy aniontovy radikal (0,") a hydroxylovy radikal (HO®), zatimco 'O, a H,O,
patii mezi neradikalové ROS. Reaktivni formy kysliku, které jsou pfirozenym vedlejSim
produktem normalniho metabolismu O,, hraji vyznamnou roli v bunécné signalizaci
a vobrannych mechanismech pfi napadeni organismu patogenem. Za normdlnich
podminek jsou ROS tvoteny pfedevs§im v mitochondriich jako meziprodukt bunééné¢ho
dychani. Pokud jsou bunky vystaveny stresovym podminkam jako UV zéfeni, ionizujici
zateni, vyssi teploty, H,O; nebo cigaretovy kout, dochazi také ke zvySené tvorbé ROS.
V ptipadé, ze jsou vzniklé ROS u€inné odstranény antioxidacnim obrannym systémem,
je zcela zabranéno oxidaci RH. Nicméné, za jistych okolnosti, kdy tvorba ROS piekroci
kapacitu antioxida¢niho obranného systému, jsou RH oxidovany (Ozawa 1999).

Chemicky mechanismus vzniku UPE je popsdn na obrazku 1.

Vznikajici *(R=0)* jsou jednim z moznych pivodcii UPE, pro které je
charakteristickd modro — zelena oblast (350 — 550 nm). Jako zdroje UPE byly popsany
u Saccharomyces cerevisiae (450 — 550 nm), (Nerudova a kol. 2015), rostlinnych déloh
(450 — 540 nm), (Kobayashi a kol. 2005), krysich plic (Cadenas a kol. 1980), mozku
a jater potkani (410 — 440 nm), (Kobayashi a kol. 2005) a lidského téla (400 — 500 nm),
(van Wijk a van Wijk, 2005).

Singletni kyslik vznikly dimolovou reakei je charakterizovan maximy fotonové
emise s vlnovou délkou 634 nm a 703 nm. Tyto hodnoty byly prokazany
v experimentech s plicemi krys (Cadenas a kol. 1980), s hovézim srdcem (634 nm
a 703 nm), (Cadenas a kol. 1980) a na lidském téle (634 nm a 650 nm), (van Wijk a van
Wijk 2005; Pospisil a kol. 2014).



1) HO* + FH — R* + H20
2) R*+ 0y — ROO*

A) ROO*+RO0O* — ROOOOR

A;) ROOOOR — 3(R=0)* + 0+ ROH

A;) ROOOOR — R=0+10:+ROH

cylklizace
B) ROO* ——» ROOR

Bi) ROOR — R=0 + 3(R=0)*

Obr. 1: Rovnice popisujici vznik UPE, kde na pocatku 1) je hydroxylovy radikal, ktery oxiduje
biomolekuly (lipid, protein), za vzniku lipidového nebo proteinového alkylového radikdalu (R°)
a vody (H,0). 2) Lipidovy nebo proteinovy alkylovy radikal reaguje s molekularnim kyslikem za
vzniku peroxylového radikalu (ROO°). Poté mohou nastat dvé situace, v pripadé A) spolu
zreaguji dva peroxylové radikaly, ¢imz vznika nestabilni meziprodukt tetroxid (ROOOOR).
Tento tetroxid se okamZite rozpada na: Aj) tripletni excitovany karbonyl, molekularni kyslik
a organicky hydroxid (ROH) nebo Ay) karbonyl (R=0), singletni kyslik a organicky hydroxid.
Druhou moznosti je B), kdy dojde k cyklizaci peroxylového radikdlu za vzniku 1,2 — dioxetanu
(ROOR), coz je velmi nestabilni meziprodukt, ktery se okamzité rozpada B;) na karbonyl (R=0)
a tripletni excitovany karbonyl. Vznikly >(R=0)* a 'O, zpiisobuji UPE (Cadenas a kol. 1980,
van Wijk a van Wijk 2005, Pospisil a kol. 2014).



2.1.2. Mikroorganismy

Rozvoj vyzkumu UPE je od pocatkli tohoto fenoménu spojen s vyvojem
detektorti, ten nejprve umoznoval studium jednoduchych systémii, jakymi jsou
1 mikroorganismy. Obecné mizeme fici, Ze v porovnani s rostlinami nebo Zivocichy,

je vS8ak mikroorganismiim vénovana mens$i pozornost (Trushin 2003).

I u mikroorganismu se studie vénuji podstaté vzniku UPE, stresovym faktorim
vyvolavajicim zmény a inhibitorim. Vime, Ze jednim z moznych zdroji UPE u rostlin
jsou chloroplasty, u zivo¢icht to mohou byt mitochondrie, ale v piipadé
mikroorganismli hovoiime o velmi primitivni stavbé a nenajdeme u nich ani pigmenty.
Konev s kolegy v 60. letech provedli pokus s Candida utilis, pti némz vznikla UPE
pochézela z bunééného déleni. Témto autorim se také podatilo zaznamenat UPE u vice
mikroorganismili, v€etn¢ kvasinek a bakterii (Prasad a PospiSil, 2015), ptikladem
mikroorganismu u kterého, ale UPE nebyla zjiSténa je Klebsiella pseumoniae (Roth
a Kaeberle 1980). Byl studovan také vliv stresovych faktori, jednim znich bylo
mnozstvi kysliku, za anaerobnich podminek nebyla pozorovana zadna UPE u rGznych
druhi kvasinek. Podobné vysledky poskytla méteni se Saccharomyces cerevisiae, ktera
poukézala na spojitost vzniku UPE s dostupnosti O, a to bez ohledu na fazi
a zivotaschopnost bun€k. Saccharomyces cerevisiae ptedstavuje jednoduchy
mikrobialni systém, dobra znalost jeho genetiky a metabolismu je diivodem jeho
Sirokého uplatnéni. Jedna znejnovéjsich praci (Cervinkova a kol 2015) studuje
u Saccharomyces cerevisiae vliv antioxidantu (po pfidani kyseliny askorbové dochdzi
k poklesu UPE). U jinych mikroorganismti byla prokézéna schopnost inhibice UPE,
konkrétné tuto schopnost najdeme u Listeria monocytogenes, inhibice je umozZnéna
pritomnosti superoxiddismutazy a katalazy (Prasad a PospiSil 2015). Zajimavé zjisténi
piineslo studium Bacillus carboniphilus, které ukazalo, ze v narocnych podminkach tato

bakterie pouziva UPE pro vytvotreni spor (Matsuhashi a kol. 1995).

U bakteridlnich kultur miZe UPE nabyvat rtizné intenzity, ktera je zcela
specifickd pro dany kmen a kultivaéni médium. Typicky vyskyt nizké UPE je zndmy
u bakterii mléného kvaseni (Enterococcus faecalis, Lactococcus, Leuconostoc
a Lactobacillus), u kterych dochazi k akumulaci H,O, v disledku NADH a H,0,
oxidazy, ktera katalyzuje chemickou reakci, jejimz vyslednym produktem je H,O,.

Spektralni charakteristiku piineslo méteni s Candida utilis, s maximy fotonové emise



250 — 380 nm (Prasad a Pospisil 2015). Posledni provedena studie (Nerudova a kol.
2015) u Saccharomyces cerevisiae, poskytla vysledky, kde maxima fotonové emise byla
naméfena v rozmezi 450 — 550 nm, coz odpovida *(R=0)* a v oblasti 550 — 600 nm, ale
tento rozsah vlnovych délek neodpovida Zddnym zndmym zdrojim UPE. Vzhledem
k tomu, Ze tyto charakteristiky jsou specifick¢ pro dany druh, nelze je zcela zobecnit,
coZz nabizi moznosti pro dalS§i experimenty. Mnohé studie se veénuji vzdjemné

komunikaci u mikroorganismt a studiu kultivaéniho média.

Prace Trushina se zaméfila na sledovani interakci u E.coli. Métfeni bylo
provedeno s bakterialni kulturou ve skle, které absorbovalo UV zafeni. Byla zjisténa
vzajemna komunikace mezi bakteriemi a tim byla zaroven vyvracena teorie Gurvitsche,
ktery na zéklad€é svych méfeni dosel k zavérim, Ze interakce je zplisobena zarenim
v UV oblasti. Kromé zafeni ve viditelné oblasti mize byt pro pienos informaci vyuzito
1 zafeni v infraervené oblasti, tak jako tomu je v ptipad€ 3T3 a BHK bunék (Trushin
2003). Dalsi experimenty (Vogel a kol. 1999) poskytly informace, na zaklad¢ kterych
vime, Ze kultiva¢ni média mohou slouzit jako indikatory vyskytu oxida¢niho stresu
ve sledované kultufe. U aerobnich bakterialnich bun€k a kmene Aerofolerant byla
prokazana schopnost uspésSné odstranit ROS pfitomné v médiu a to 1 pf1 nizké hustoté
bunck. Tento ochranny mechanismus, ktery se u nich vyvinul, pfedstavuje velmi
efektivni zplisob zabranéni vzniku UPE. Nevyhodou je, Zze jej nelze uplatnit
pi1 obrannych enzymovych reakcich, kde se vyskytuji dismutdzy, katalazy nebo

peroxidazy.
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2.1.3. Rostliny

Velka ¢ast vyzkumu vénuje svou pozornost rostlinam, podobn¢ jako tomu bylo
pi1 objevu mitotick¢ého zéafeni, které Alexander Gurwitsch objevil pfi experimentu
s cibulovymi kofeny (Trushin 2003; Bischof 2005). Po mnoha letech nezdjmu
a nasledném znovuobjeveni Strehler a Arnold ptispeli k rozvoji této oblasti vyzkumu
novymi poznatky, které prokéazaly spojitost UPE s chlorofylem (Trushin 2003).
Nésledovala studie (Colli a Facchini 1954), ktera pfinesla prvni informaci o vzniku
indukovan¢ UPE v dtsledku abiotického stresu. Snadnd dostupnost rostlinného

materidlu umoznila velky rozvoj v této oblasti.

Stejn¢ jako 1 jiné organismy, tak i rostliny jsou zdrojem UPE. Ultra slaba
fotonova emise se objevuje spontdnné bez vnéjSich podnétl v mnohych rostlinnych
tkdnich. Tento d& nastadvd v neporusenych chloroplastech, zatimco v thylakoidnich
membranach neni vitbec pozorovan (Hideg a kol. 1990). Prace Hidegové a jejich kolegii
(Hideg 1991; Hideg a kol. 1993), poukazaly na podobné reakce, které se odehravaji také
v mitochondriich. Stejn€ jako mitochondrie, tak 1 chloroplasty hraji zasadni roli
v bunééném energetickém metabolismu rostlin. Pfi metabolickych procesech (bunééné
dychani, fotosyntéza, fagocytoza, mitdza), dochdzi ke vzniku ROS, které podmiiiuji
vznik UPE (Hossu 2010). Zjisténi, ze mitochondrie jsou také zdrojem UPE nabizelo
moznosti hledat stejnou schopnost u mitochondrii vyskytujicich se u Zivocichti (Creath
a Schwartz 2005). Dnes jiz dobfe vime, Ze UPE délime na spontdnni a indukovanou.
Indukovand UPE byla poprvé sledovana v prabéhu 50. letech 20. stoleti (Colli
a Facchini 1954), Colli se svymi spolupracovniky mnohymi experimenty ukazali, Ze
pokud fazole nakrajime na kousky, emituji 2 — 3 krat vice svétla nez celé fazole. Jednalo
se o vibec prvni informaci v literatute, ktera doklada, ze mechanické zranéni je jednim

z abiotickych strestt vedoucich ke zvyseni UPE u rostlin.

Nova méteni v 50. letech, pfinesla informace také o spektralni charakteristice
u rostlin, vysledkem méfeni provedenych u chlorofylu byla UPE s maximy fotonové
emise 400 nm a 650 nm. Tyto informace jsou jiz vSeobecné zndmy a opctovné
dokdzany, jednim z piikladd mize byt UPE Spenatovych chloroplast, ktera se
vyskytovala v ¢ervené oblasti kolem 650 nm. (Hideg a kol. 1990). Prace (Kobayashi
a kol. 2005) zaméfila svou pozornost na rostlinnou délohu, ukazalo se, Ze UPE byla

zpsobena *(R=0)* (450 — 540 nm).
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Dalsi studie ukazaly (Creath a Schwartz 2005), ze 89% UPE u rostlin je
pozorovano v oblasti mezi 600 — 1000 nm, tedy v Casti spektra Cervené az blizké
infraCervené. Bohuzel zatim nejsou pfistroje schopny méfit spektralni charakteristiku
kratSich vlnovych délek v oblasti ultrafialového zafeni. Vime, Ze dileZitou soucasti
charakteristiky UPE je také intenzita. Ta podobné jako 1 u jinych vzorkl po delSim
casovém obdobi klesa v disledku degradace vzorku, stejné tak je ovlivnéna ptitomnosti

detergentii nebo zvySenou teplotou (70°C), (Hideg a Inaba 1991).

Védcim se dafilo UspéSné¢ objevovat nové informace a spojitosti v této
problematice, avSak dlouho se nevédélo k cemu rostliny UPE mohou vyuZit. Dnes jiz
vime, zZe v prubc¢hu evoluce se u rostlin vyvinul obranny systém, jehoz soucasti je
zvySena produkce ROS, rostliny jsou chranény pied utokem patogentli, jako jsou
bakterie, hlistice, houby a nebo hmyzu (Makino a kol. 2005). Na tyto poznatky navazuji
Kobayashi a jeho spolupracovnici (Kobayashi a kol. 2007), ti sledovali naockované listy
fazoli virem Cucumber mosaic, u téchto listi dochazelo ke tvorb& ROS, které mayji
zasadni roli v pfenosu signalu, pfipadné pti vétSim nahromadéni jsou toxické a vedou
k bunécné smrti. Obrazek 2 zachycuje vznik UPE po naockovani virem Cucumber

mosaic, dvou riznych kmena CMV - Y, CMV - L.

75-95h 95-11.5h 11.5-135h 13.5-155h

155-175h 17.5-195h 19.5-215h 215-235h

Obr. 2: Pouziti ultra slabé fotonové emise kzobrazeni hypersenzitivni reakce pozorované
na listech fazole. Tato reakce byla sledoviana po naockovani virem Cucumber mosaic, dvou
riznych kmenit CMV - Y, CMV - L. Snimky byly porizeny pro jednotlivda ¢asova rozmezi, ktera
Jjsou uvedena pod kazdou fotografii.(Kobayashi a kol. 2007)
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Zjisténi, ze UPE je u rostlin soucésti obranného systému a nové moZnosti
vyuziti CCD kamery pro detekci UPE ve 2D umoznily, aby se tyto experimenty staly
jesté popularngj$imi. Zmény jsou nejen meéteny, ale také mohou byt 1 zobrazeny,
vSechny tyto aspekty vedly k rozvoji mnohych praktickych aplikaci predevSim
v zemédé@lstvi. Mezi ptiklady mozného vyuziti se fadi prace Colliho (Colli a Facchini
1954), kterd ukazala moZnost vyuziti UPE pro zjiSténi fyziologickych podminek
sazenic. Nasledn€ vznikly testy pro poc€itani fotontl, které byly pouZity pti klieni semen
Daphnia, coz umoznilo najit spojitost mezi po¢tem fotonl a kli¢ivosti u je¢mene, ryze
a kavy (Siqueira a kol. 2007). Ultra slaba fotonova emise se ukézala jako jedna
z nejlepSich metod pravé u kavovych zrn. Tato semena velmi rychle ztraci svou
fyziologickou kvalitu. Po sklizni u nich dochéazi k velmi rychlému vysychani, coZ brani
pak jejich naslednému kli¢eni. Proto se mnoho vyzkumnych tymi zabyva feSenim
tohoto problému. Snahou téchto méfeni UPE s pfihlédnutim na obvyklé podminky
uskladnéni a zachazeni se semeny, je zlepSeni zivotaschopnosti semen a tim 1 ovlivnéni
produkce kavy (Gallep a kol. 2004). Pomoci UPE je mozné sledovat také vliv stresu
na zrani napiiklad u brambor, fazoli, s6ji, v neposledni fadé¢ UPE své vyuziti naSlo

1 pti hodnoceni toxicity (Siqueira a kol. 2007).
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2.1.4. Zivo&ichové

Ultra slaba fotonova emise je spontinné vyzafovdna z mnoha riznych
biologickych systémti, véetné zvifat nebo ¢loveéka. Rozvoj v této oblasti vyzkumu UPE
byl stejné¢ jako v ptfedchozich ptipadech, tedy u mikroorganismii a rostlin spojen
srozvojem detektorii. Tyto moznosti dovolily postupné experimentovat in vitro
1 in vivo, s ptistupem in vitro se nejcastéji setkavame u zvitat (predev§im mysi, potkani
a krysy) a lidskych bunéénych kultur, s in vivo ptistupem pracujeme u Cloveka

pti zobrazovani ¢asti lidského téla CCD kamerou.

Podobné jako u mikroorganismii a rostlin, 1 u zivo¢ichi mizeme vhodnymi
detektory sledovat spontanni i indukovanou UPE. Spontanni UPE vznika v dasledku
metabolickych procesii, v pribehu kterych dochéazi ke tvorbé ROS. Reaktivni formy
kysliku mohou poskodit lidskou pokozku a tim zahajit pfedCasné starnuti pleti nebo
vznik rakoviny kize. Indukovanou UPE méfime po plsobeni stresovych faktort, tato
UPE se projevuje vyssi intenzitou nez spontanni UPE (Prasad a PospiSil 2011; Rastogi

a PospiSil 2011, Pospisil a kol. 2014).

Spektralni charakteristiku ziskdvame predev§im pokusy se zvifecimi organy,
jako v ptipad¢ studie (Cadenas a kol. 1980). Pro ziskani vice informaci o vzniku UPE
na biologickych membrandch (hovézi srdce) byla provedena méteni, pfi nichz byl
vytvofen jednoduchy model téchto membran. Model byl sloZzen z hydroperoxidu
a hemoproteinii. Experiment poslouzil k ziskani spektralni charakteristiky, k urceni
zhaSecich a zesilovacich schopnosti pfidavanych latek a také k zjiSténi ptivodce UPE.
Antioxida¢ni G¢inek byl prokdzan u cytochromu c a  — karotenu, naopak k navyseni
UPE doslo po pfidéani 1,4-diazobicyklo [2,2,2] oktanu (DABCO). Jako pivodce UPE
byl oznacen 'O, vznikajici dimolovou reakci, pro ktery jsou primarné charakteristicka
maxima fotonové emise o vlnovych délkdch 634 nm a 703 nm. DalSi provedené
experimenty (Cadenas a kol. 1980) se zabyvaly faktem, zda — li je mozné
charakterizovat pivodce UPE ur&itym pasmem vlnovych délek. Bylo zjisténo, e 'O, se
at uz pfimo nebo nepiimo podili na vzniku UPE a soucasné¢ byla potvrzena
charakteristickd maxima fotonové emise 634 nm a 703 nm (plice krysy), vSak UPE se
pievazné vyskytovala v modro — zelené oblasti spektra. Tato pozorovani naznacuji, ze
v ptipad¢ krysich plic UPE pochazi pirevazné z 3(RZO)*. U indukované UPE z mozku

a jater potkana se objevil modry pruh mezi 410 — 440 nm a taktéz se predpoklada, ze
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zdrojem zafeni je *(R=0)*, tvorici se pfi zméné 1,2 — dioxetanu (Kobayashi a kol.
2005). Nedavné experimenty (van Wijk a van Wijk 2005) mély za tkol vytvofit
spektralni charakteristiku UPE z lidského téla. Mnoho védeckych tyml uz vénovalo
pozornost této problematice, avSak zadnému z nich se nepodatilo sestavit konkrétnéjsi
spektralni charakteristiku. Jednim z problémili bylo pouZziti PMT s vysokym Sumem,
Gemuz se van Wijk snazil vyvarovat. Jeho prace opét potvrdila, ze 'O, a *(R=0)* hraji
roli pfi vzniku UPE, charakteristicka &ast spektra u *(R=0)* byla s maximy fotonové
emise v rozmezi 400 — 500 nm a u 'O,, ktery vznikl dimolovou reakci 634 nm
a 703 nm. Dalsi experimentalné ziskana data ndm ukazuji, Ze maxima fotonové emise
naméfend na lidském téle se nachazi vrozmezi vinovych délek 430 — 650 nm.
Namefené hodnoty odpovidaji *(R=0)* a 'O,, tyto slouGeniny se tvoii v priib&hu

peroxidace RH (Pospisil a kol. 2014).

Velka cast vyzkumu se vénuje detekci UPE =z lidského té€la, sestavuje
nejriznéjsi charakteristicky v zdvislosti na pohlavi nebo véku (Choi a kol. 2002).
Diilezitou podminkou téchto experimentl je, aby kiize byla nepoSkozena. Mechanické
zranéni predstavuje jeden z abiotickych strest, ktery vede ke zvySeni emise fotonl
(Cifra a kol. 2007). Faktory ovliviiujici intenzitni a spektralni parametry UPE jsou
teplota a vlhkost klze, svalovd aktivita, spektralni slozeni budiciho UV zafeni
a koncentrace kysliku v okolni atmosféte, 0zon, cigaretovy kouft, ale vliv pH na UPE
nebyl prokdzan (Hagens a kol. 2008; Laager a kol. 2008). Intenzita UPE se
pfi normalnich fyziologickych podminkdch muaze liSit aZ o 70% od denniho priiméru
(Cifra a kol. 2008). Velmi podstatna je znalost asové a prostorové zmény UPE u
zdravych jedincti. Tyto znalosti umoznuji vyvijeni nové diagnostické metody

v medicing (Cifra a kol. 2007).

Nejvice experimentll je provadéno na rukou a to z davodu, Ze jsou nejlépe
dosazitelné misto lidského téla. U ¢lovéka UPE pochazi z epidermalni a dermalni ¢asti
ktze, to znamena, ze UPE je moZné detekovat pouze z 3 mm vrstvy (Prasad a Pospisil
2011; Rastogi a Pospisil 2011; Pospisil a kol. 2014).

Pro ziskéni podrobnéjsich dat bylo nutné provadét méteni, kterd trvala 24 hodin
(Cifra a kol. 2007). Jejich vysledkem bylo zjisténi, Ze dochazi k vykyviim intenzity
UPE, které jsou vétsi na hibetni strané ruky, nez na dlanich. Ke zménam pravo — levé
symetrie dochdzi pouze na hibetni stran€ ruky, v noci je intenzita UPE vy$§i na hibetni

casti levé ruky, zatimco UPE hibetni ¢asti pravé ruky je vyraznéjsi vétSinou v pribéhu
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dne (van Wijk a van Wijk 2007). Dalsi prace (Rastogi a PospiSil 2011) zkoumala vliv
antioxidanti na UPE z lidské ktize. Tento vliv byl studovan poté, co pokozka ruky byla
vystavena riznym stresovym faktorim, at’ uz chemickym (H,O,, cigaretovy kout) nebo
fyzikalnim (UV zafeni). Bylo zji§téno, ze pii pouziti antioxidantl (kyselina askorbova,
koenzym Q10) dochazi ke snizeni UPE, zatimco pfii lokalni aplikaci ROS (H,O,, 03",
HO®) dochazi ke zvySeni UPE. Ultra slaba fotonova emise dosahovala nejvyssich
hodnot po aplikaci HO® a nejniz§ich hodnot po aplikaci H,O, (Prasad a Pospisil 2011).
Dalsi z praci (Prasad a PospiSil 2012) se zabyvala vlivem viditelného svétla a UVA
zéateni na UPE. Pokozka ruky byla vystavena témto zafenim po dobu 5 min. Zjisténé

vysledky ukézaly, Ze po pouziti UVA zéateni doSlo ke zvySeni UPE (obr. 3).

Obr. 3: 2D obraz indukované ultra slabé fotonové emise z hibetni strany ruky. Fotografie ruky
(a), 2D obraz spontanni (b), indukované viditelnym svétlem (c) a indukované UVA zdrenim (d)
ultra slabé fotonove emise ruky. V pripade (b) byla ruka 30 min pred mérenim v uplné tmé.
V pripadé (c, d) byla ruka vystavena viditelnéemu svétlu (400 — 700 nm) a UVA zareni
(320 — 400 nm), po dobu 5 min. Fotografie ruky byla porizeny pomoci CCD kamery pri slabém
svétle. (Prasad a Pospisil 2012)
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Dnes jiz technika dovoluje zobrazovat UPE z celého lidského téla, graficky
vysledek ndm ma piiblizit prostorové rozlozeni UPE v pribéhu dne. Nekteré
experimenty se zaméiuji na celé télo, jiné si pro svd méfeni vyberou jen nékolik
konkrétnich mist, podobné jako tomu bylo v experimentu (Cifra a kol. 2008). Lidské
télo bylo podrobeno méfeni UPE a teploty kiize na 12 mistech. Vysledky ukazuji, ze
vzajemny vztah teploty a intenzity emise je velky na rukou, avSak na jinych ¢astech téla
je obvykle mnohem niZ§i a nestabilni Byl jiz také vytvofen typicky anatomicky model
UPE, na zéklad¢ prostorového mapovani intenzity UPE (van Wijk a van Wijk 2005;
Van Wijk a kol. 2006). Ziskana data ukézala, Ze fotonova emise z obli¢eje je mnohem
vys$$i nez z jinych ¢asti téla. Mimo jiné intenzita UPE obli¢eje neni ¢asové stabilni,
centralni oblast kolem ust a tvafe se vyznacuje vySSimi hodnotami UPE nez bocni
plochy tvafe. Nejnizsi intenzita UPE byla zjiSténa rano, postupné dochazelo k jejimu
nariistu az k dosazeni nejvySSich hodnot v odpolednich hodindch (16 hodin). Tyto
vysledky ukézaly spojitost UPE s cirkadiannimi rytmy (Kobayashi a kol. 2009),
(obr. 4).

Ultra slabou fotonovou emisi je moZné také vyuzit k feSeni problematiky
nejriznéjSich onemocnéni. Prvnim piipadem miiZe byt rozliSeni nddorovych a zdravych
bunék. Metabolismus ROS v rakovinnych buiikéch je drasticky zménén, ve srovnani se
zdravymi bunkami, produkuji nddorové bunky vét§i mnozstvi ROS. Dlvodem pro¢
tomu tak je muze byt fakt, Ze u téchto bun¢k dochazi k potlaceni antioxidacniho
systtmu. U rakovinnych bunék byly také zjistény zvySené hodnoty
Mn superoxiddismutdzy a naopak bylo zaznamendno snizeni mnoZstvi
Cu/Zn superoxiddismutazy. Zaroven dalsi studie ukézaly, Zze nadorové bunky casto
vykazuji nizkou katalazovou aktivitu, ztohoto divodu je pak mnozstvi superoxidu
a H,0,, obsazené v bunkach zvyseno (van Wijk a kol. 2008). AvSak UPE nemusi byt
pouzita pouze pro diagnostiku nadorovych onemocnéni. Dal§im onemocnénim je
ateroskler6za neboli kornaténi tepen, coz je chronické onemocnéni cévni stény.
I vtomto ptfipad¢ je snahou objasnit, jakou roli hraji ROS (van Wijk a kol. 2008).
U infarktu myokardu a mrtvice byla diskutovana tloha peroxidace lipidd. Mozny
mechanismus je zaloZen na vzniku plakl podilejicich se na trombotickych pfihodach.
K peroxidaci lipida vtomto piipadé dochazi piedevS§im prostiednictvim ROS

produkovanych monocyty/makrofagy, které ulpivaji na arterialnim endotelu.
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Obr. 4: A) Schematické znazorneni experimentalniho usporadani. B — F) Fotografie UPE
lidského téla. B. Dobrovolnik vyfoceny s béznym osvétlenim. C) Fotografie porizena v 10:10.
D) UPE mérena ve 13:10. E) Nejvyssi UPE namérena v 16:10. F) Zaznamenany pokles UPE
v 19:10. G) Emise v case 22:10, vedle je vyobrazena kalibracni stupnice s odhadovanou
intenzitou zdreni vyjadrenou poctem fotonu za jednotku casu na jednotku povrchu kize.

H) Denni rytmus UPE z obliceje a téla 5 dobrovolnikii. (Kobayashi a kol. 2009)
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Dal$im zjisténim byla nizkd plazmova koncentrace antioxidantu kyseliny
askorbové, tokoferolu a f — karotenu, coz napovida o snizené schopnosti aktivné se

branit vznikajicim ROS (van Wijk a kol. 2008).

Ultra slaba fotonova emise je metoda, kterd dokaze citlivé odrazet fyziologicke
procesy odehravajici se v organismu. Z tohoto divodu mize byt pouzita pro diagnostiku
v medicin€. Doposud vSak nebyla zvefejnéna prace, na jejimz zaklad¢ by bylo mozné

jeji vyuziti v Iékatstvi (Cifra a kol. 2007).
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3. CIL PRACE
Cilem diplomové prace bylo bliz§i sezndmeni se spektralni charakteristikou

UPE, moZnymi korekcemi ziskan¢ho spektra a zjisténi hlavniho plvodce UPE,

indukované pfidanim H,0,, u nddorové bunécné kultury U266.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Bunééna kultura U266

Bunééna kultura U266 piedstavuje lidsky mnohocetny myelom. V roce 1968
byla izolovana kultura U266 z periferni krve od 53 — letého muze. Mnohocetny
myelom, Kahlerova nemoc, plazmocytom jsou synonyma pro zhoubné nadorové
onemocnéni plazmatickych bunék. Tyto buniky predstavuji typ bilych krvinek, které se
shlukuji pfedevsim v kostech a v kostni dieni. V téchto mistech narusuji produkci
normalnich krevnich bun¢k. Vétsina pripadii myelomu zahrnuje tvorbu protilatky, ktera
pusobi poskozeni ledvin. Bunécénd kultura byla kultivovana v RPMI - 1640 médiu

v inkubatoru pfi teploté 37 °C v 5% atmosfére CO,.

Obr. 5: Bunécna kultura U266. (www.wikipedia.cz)
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4.2. Médium

Pro kultivaci bun¢k bylo pouzito médium RPMI — 1640 se stabilnim
glutaminem, zakoupené od firmy Sigma — Aldrich (R7755).

Komponenty g/L
Dusi¢nan véapenaty-4H,O 0,1
Siran hotfecnaty (bezvody) 0,04884
Chlorid draselny 0,4
Chlorid sodny 6,0
Hydrogenfosfore¢nan sodny (bezvody) 0,8
Kyselina jantarova-6H,0-2Na 0,1
Kyselina jantarova (volna kyselina) 0,075
L — Arginin 0,2

L — Asparagin (bezvody) 0,05

L — Asparagova kyselina 0,02

L — Cystin-2HCI 0,0652
L — Glutamov4 kyselina 0,02
Glycine 0,01

L — Histidin 0,015
Trans — 4 — hydroxy — L — prolin 0,02

L —Isoleucin 0,05

L — Leucin 0,05

L — Lysin-HCl 0,04

L — Methionin 0,015
L — Fenylalanin 0,015
L — Prolin 0,02

L — Serin 0,03

L — Threonin 0,02

L — Tryptofan 0,005
L — Tyrosin 0,02

L — Valin 0,02

D — Biotin 0,0002
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Cholin bitartrat

Kyselina listova

Myo — Inositol

Niacinamid

P — Aminobenzoova kyselina
D — Pantothenova kyselina (hemicalcium)
Pyridoxin-HCI

Riboflavin

Thiamin-HCI

Vitamin B — 12

D — Gluko6za

Glutathion (redukovany)

Fenolova ¢erven-Na
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0,00544
0,001
0,035
0,001
0,001
0,00025
0,001
0,0002
0,001
0,000005
2,0
0,001
0,00318



4.3. PMT méreni

Pro méfeni UPE byl pouzit fotondsobi¢ Hamamatsu R7518P (Hamamatsu
Photonics KK, Iwata City, Japonsko) se spektralni citlivosti v rozsahu od 185 nm
do 730 nm. Pocitani fotonti bylo umoznéno pomoci pocitaci jednotky C9744
(Hamamatsu Photonics KK, Iwata City, Japonsko). PMT bylo chlazeno na -30 °C,
za pouziti termoelektrického chladice C9143. Tmava mistnost je vymalovana ¢ernou
barvou a byly zde vytvofeny vhodné podminky pro PMT a vzorky. V tmavé mistnosti
bylo také umisténo zafizeni pro zpracovani dat a ovladaci pocita¢ se nachdzel
ve vedlej$i mistnosti. VSechna méfeni byla namétena pti pokojové teploté. Vzorky byly
pfed samotnym métfenim 20 minut ve tmé. Poté byl vzorek v uzaviené plastové Petriho
misce o praméru 5,5 cm vlozen tésn€ pod PMT okno. Objem vzorku byl 5 ml a vSechny
koncentrace byly ptizpiisobeny pro toto mnozstvi. Integralni intenzita UPE byla urena

jako soucet hodnot jednotlivych pulzi N = %320 n;.
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4.4. Vyhodnoceni naméienych dat

Nejprve jsme naméfili temnostni proud, jehoz primérnd hodnota dosahovala
0,99 pulzd - s, zatimco primérnd hodnota indukované UPE byla 19,68 pulzi - s™.
Ultra slaba fotonova emise bunééné kultury U266 byla indukovdna H,O, (5 mM).
Peroxid vodiku jsme k bunécéné kultufe ptidali 10 s pfed samotnym spusténim méfeni
a prubéh indukované UPE bez pouziti filtrGi je zobrazen na obr. 10. Pfi vyhodnocovani
jsme se rozhodli postupovat ndsledovné, nejprve jsme namétili hodnotu temnostniho
proudu pro 300 s. Poté byl pi1 méfeni se vzorkem pouzit vzdy jen jeden filtr urcité
vlnové délky, celkova doba jednoho méteni byla 2700 s, tento Casovy tsek byl rozdélen
na krat$i ¢asti dlouhé 300 s. Prvnich 300 s bylo méteno bez filtru, nasledujicich 300 s

byl pouzit filtr, toto stfidavé pouziti filtru se opakovalo po celou dobu méteni, tedy
2700 s (obr. 6).
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300 s méfenych bez filtru
300 s naméienych s filtrem

Obr. 6.: Popsany graf indukované UPE s pouzitim hranovych filtrii (600 nm), zobrazujici
Jednotlive useky s fitry (4 useky) a bez nich (B useky).
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Pti vyhodnocovani namétenych dat jsme nejprve urcili hodnotu temnostniho

proudu pro 300 s, kterou jsme odecetli od vSech naméfenych tsekt dlouhych 300 s.

2-344

Poté jsme k dalSimu vypoctu vyuzili vztah X; = - 100, kde X; je soucet pulzi -

s”'detekovanych v piitomnosti filtréi, normovan na soudet pulzii - s bez filtra, A,
piedstavuje namefené hodnot po dobu 300 s (tedy 300 hodnot) pii prvnim pouziti filtru,
B, zahrnuje hodnoty (namétené po dobu 300 s), kde nebyl pouzit filtr a B, jsou hodnoty
ziskané¢ pfi méfeni bez filtru v druhém useku. Timto zpGsobem jsme urcili prvni
mezivysledek, ktery pouzijeme k vypoctu primérné hodnoty pro dany filtr. Stejné

budeme postupovat 1 pfi urceni dalSich mezivysledk, tedy pro vypocet 2. hodnoty bude

2:TA,

mit vzorec tvar X, = - 100 a timto postupem ziskame 1 X5, X, a z téchto 4

hodnot (X}, X5, X3, Xy), vypocitdme prumérnou hodnotu. Stejnym postupem dopocitame
pramérné hodnoty pro zbyvajici filtry a ziskdme vysledek pro X900 — X700, X400 —
vysledna hodnota 400 nm, X,oo — vysledna hodnota 700 nm. Tyto vysledky pouze
v ptipad¢ hranovych filtr jest¢ odecitdme t). X400-450 = X400 — X450, X450-500 =
X450 — X500, timto zplGsobem dopocitame zbyvajici hodnoty (tento krok je zcela
vynechan v pfipadé pasovych filtri)). Po tfech opakovdnich méfeni jsme postupné
ziskali 3 hodnoty X,00_450 — X650-700, pOté jsme ztéchto 3 hodnot znovu urcili
prumérnou hodnotu, nasledné¢ dopocitali smérodatnou odchylku a vysledky uvedli
v podobé€ sloupcovych grafli. Témeét stejny postup vypoctu jsme pouzili i u padsovych
filtra.
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4.5. Propustnost filtri

Pti méfeni spektralni charakteristiky UPE z bunééné kultury U266 jsme vyuzili
dva typy filtr(, které byly zakoupené u americké firmy Andover Corporation (Salem,

New Hampshire).

Prvnim typem byly hranové filtry. Tyto filtry byly v rozsahu vinovych délek
400 — 700 nm. Pro zjisténi propustnosti filtri jsme pouzili dvoupaprskovy
spektrofotometr, naméfené hodnoty 1 s vypocitanou smérodatnou odchylkou jsou

zobrazeny na obr. 7.
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Obr. 7: Graf zobrazuje namérené hodnoty propustnosti hranovych filtrit v rozmezi 400 — 700

nm, uvedena je také smérodatna odchylka méreni.

Pésové filtry byly druhym typem pouzitych filtrti, pro nase méfeni byly vyuzity
vrozsahu vinovych délek 450 — 550 nm. Stejné¢ jako u hranovych filtrd, tak
1 u pasovych jsme pomoci dvoupaprskového spektrofotometru naméfili propustnost

a dopocitali smérodatnou odchylku méteni (obr. 8).
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Obr. 8: Namerené hodnoty propustnosti pasovych filtrii v rozmezi 450 — 550 nm, s dopocitanou

smérodatnou odchylkou merent.

Po naméfeni propustnosti filtrii byly tyto hodnoty upraveny nasledujicim
zplisobem 1;—0, z téchto prepocitanych hodnot byl uréen primér a nasledné také
smérodatna odchylka méfeni 12—0. Tato data bylo nutné zahrnout do vyslednych vypocti,

pro ktera jsme vyuzili jednoduchého vzorce ¢p = % - 100, kde ¢ ptedstavuje vyslednou

dopocitanou hodnotu indukované UPE, N je hodnota indukované UPE bez korekci a T
je naméfena propustnost filtri. Bylo jesté¢ nutné dopocditat vyslednou smérodatnou

odchylku, k tomu jsme pouzili vztah

100

2
2
oT =N- - (ﬂ) + <%> , N je hodnota indukované UPE bez korekci, T je
T

N

nameéiena propustnost filtri, o N predstavuje smérodatnou odchylku hodnot indukované

UPE bez korekci, o T je smérodatna odchylka méteni 1;—0 ao T je vysledna smérodatna

odchylka 12—0. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v grafech na obr. 12 a 13.
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4.6. Kvantova aéinnost PMT

Tato vlastnost fotonasobice piedstavuje procentualni pomér poctu emitovanych
elektronli k poctu dopadajicich svételnych fotonli. Pro =ziskani hodnot kvantové
ucinnosti jsme vychdzeli z obr. 9, hodnoty uvedené v grafu s logaritmickym métitkem

bylo nutné piepocitat (tabulka 1. a 2.).
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Obr. 9: Typické spektralni rozloZeni kvantové ucinnosti bialkalické fotokatody. (Hamamatsu

Photonics K. K. 2010)

A [nm] ‘ 400 - 450 ‘ 450 - 500 ‘ 500 - 550 ‘ 550 - 600 ‘ 600 - 650 ‘ 650 - 700

n [%] ‘ 24,40 ‘ 19,55 ‘ 13,83 ‘ 823 ‘ 3,16 ‘ 0,58

Tabulka 1: Vypocitané hodnoty kvantove ucinnosti pro hranové filtry.
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A [nm] 1 [%]
450 22,50
460 21,08
470 20,08
480 18,82
490 17,93
500 16,53
510 15,75
520 14,52
530 13,61
540 12,35
550 11,02

Tabulka 2: Prepocitané hodnoty kvantové ucinnosti pro pasové filtry.

Po prepocitani hodnot kvantové u€innosti byla tato data vyhodnocena spole¢né

s puvodnimi hodnotami indukované UPE. Pro dopocitdni hodnot jsme pouzili
nasledujici vzorec ¢ = % - 100, ¢ je vysledna dopocitana hodnota indukované UPE,
N predstavuje hodnotu indukované UPE bez korekci a 7 je kvantova ucinnost
fotonasobice. Pomoci vzorce ¢ n = (%) -100, 0 7n je vyslednd smérodatna odchylka

kvantové ucinnosti PMT, o N predstavuje smérodatnou odchylku hodnot indukované
UPE bez korekci a 71 je kvantova ucinnost PMT byla dopocitdna vyslednd smérodatna

odchylka kvantové uc¢innosti PMT. Data s témito korekcemi jsou uvedena v grafech

na obr. 15 a 16.
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4.7. Vysledna korekce naméienych dat

Nejprve jsme se rozhodli pro jednotlivé korekce hodnot indukované UPE, tedy
korekci spektralni charakteristiky propustnosti filtrii a poté kvantové tc¢innosti PMT.
Musime si vSak uvédomit, ze ziskana data byla ovlivnéna soucasné propustnosti filtra

1 kvantovou uCinnosti a tato skuteCnost se musi projevit i ve vysledném grafu.
Pro vypocet vysledné hodnoty indukované¢ UPE jsme pouzili vztah ¢ = TN—n 10000,

¢ je vysledna dopocitana hodnota indukované UPE, N piedstavuje hodnotu indukované

UPE bez korekci, T je propustnost filtri a 7 je kvantova u¢innost PMT. K dopocitani
vysledné smérodatné odchylky jsme vyuzili vzorce o ¢ = (an_r) -100, 7 ¢ je vysledna
smérodatnd odchylka indukované UPE, n - kvantova U¢innost PMT a ¢ T je vysledna

smérodatna odchylka 12—0. Graf's témito dopocitanymi hodnotami je na obr. 17 a 18.
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5. VYSLEDKY

5.1. Ultra slaba fotonova emise indukovana peroxidem vodiku

Po prvnim méfeni trvajicim 2700 s byl z naméfenych dat vytvofen graf
(obr. 10), zobrazujici indukovanou UPE u bunétné kultury U266 (primérna hodnota
dosahovala 19,68 pulzii - s™). Vzorky byly pfed samotnym mé&fenim umistény na 20

minut do tmy, poté k nim byl pfidan 5 mM H,0,, jimz byla indukovana UPE.
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Obr. 10: Ultra slaba fotonova emise indukovand u bunécné kultury U266 H,0; o koncentraci

5 mM.
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5.2. Spektralni charakteristika indukované UPE uréena hranovymi filtry

Jednotlivymi hranovymi filtry jsme proméfili vzdy jen ¢ast spektra o vinové
délce 50 nm, k méfeni jsme pouzili 6 filtrd v celkovém rozmezi 400 — 700 nm.
Na obr. 11 vidime, Zze maximum fotonové emise se nachazi v oblasti 450 — 500 nm.
Hranové filtry ndm v8ak neumoziuji piesnéjsi uréeni maxima fotonové emise a proto
v dal$im méfeni byly pouzity pasové filtry. Nejenze nam tento graf urcuje oblast
maxima fotonové emise, pomaha nam také urcit dilezitost korekci propustnosti filtri.
Prikladem mutze byt posledni sloupec popisujici oblast 650 — 700 nm, vidime, Ze
smérodatnd odchylka zde nabyva téméf stejné velikosti jako samotna hodnota
indukované UPE. Ziskana data s podobnou smérodatnou odchylkou nejsou pro dalsi

vyhodnocovani podstatna.
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Obr. 11: Spektralni charakteristika indukované UPE bunécné kultury U266, namérend
hranovymi filtry. Ultra slaba fotonova emise byla indukovanda SmM H,0,. Ze ziskanych dat byla
vzdy odectena hodnota temnostniho proudu a ndsledné byla dopocitina také smérodatna

odchylka.
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5.3. Spektralni charakteristika indukované UPE uréena pasovymi filtry

Hranové filtry nam poskytly obecnéjsi spektralni charakteristiku, avsak ta byla
dilezita pro orientaci ve spektru. Jak jiz bylo zminéno, maximum fotonové emise se
nachazi v rozmezi 450 — 500 nm a pro ziskani konkrétnéjSich vysledkti jsme pouzili
pasové filtry. Celkem 11 filtri v oblasti 450 — 550 nm, kazdy z nich urcuje hodnotu
indukované UPE v rozmezi 10 nm. Podminky méfeni byly stejné jako v predchozim
ptipad¢ s hranovymi filtry. Obrazek 12 ukazuje graficky vysledek naméfenych dat,
maxima fotonové emise bylo dosazeno pii 470 nm, toto ¢islo ndm zaroven urcilo
i mozného plvodce indukované UPE. Maximum fotonové emise 470 nm nalezi

do oblasti 350 — 550 nm, které je charakteristicka pro *(R=0)*.
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Obr. 12: Spektralni charakteristika indukované UPE (5 mM H,0;) porizena u bunécné kultury
U266 pasovymi filtry. Graf zobrazuje upravené vysledky, které byly ziskany odectenim

temnostniho proudu od namerenych hodnot.
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5.4. Vliv propustnosti filtri na vyslednou spektralni charakteristiku

Tato prace se zaméfila mimo jiné i na posouzeni dulezitosti korekci
naméfenych vysledkti pii spektralni charakteristice indukované UPE. Stejn¢ jako
1 ostatni méfeni, bylo toto opakovano 3x a ze ziskanych dat byla vypocitana smérodatna
odchylka (obr. 13). Abychom mohli posoudit vliv korekce propustnosti hranovych
filtri, musime tato data srovnat s daty na obr.11. Prvni rozdil mizeme sledovat
pfi ureni maxima fotonové emise, které se v ptipad¢ indukované UPE bez korekci
nachéazelo vrozmezi 450 — 500 nm, s korekcemi je to oblast 500 — 550 nm. Dalsi
odliSnosti jsou také velikosti hodnot indukované UPE, zatim co bez korekci byla
naméfena v rozmezi 4,69 — 33,81 pulzi - s, s korekei hranovych filtri se jeji hodnota
zvysila na 7,64 — 59,64 pulzii - s”, u dat s korekci doslo také k narGistu smérodatné
odchylky.
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Obr. 13: Indukovana UPE (5 mM H,0;) u bunécné kultury U266 byla namérena s pouZitim
hranovych filtrii. Prepocitané hodnoty indukované UPE, zohlednujici viiv propustnosti

hranovych filtrii na vyslednou spektralni charakteristiku.
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V ptedchozim ptipad¢ jsme se zaméfili na vyhodnoceni vysledkl ziskanych
hranovymi filtry, stejné tak mizeme posoudit i data ziskana pasovymi filtry (obr. 14).
V tomto ptfipadé¢ bylo zachovano maximum fotonové emise (470 nm), ale i zde
pozorujeme rozdily v hodnotach indukované UPE, bez korekci (obr. 12) nabyvala
indukovana UPE hodnot 2,80 — 18,34 pulzii - s™ a s korekcemi 4,79 — 35,03 pulzd - s .
Vidime, ze u hranovych i pasovych filtri se mohou data s korekcemi a bez nich lisit
témét o polovinu naméfené hodnoty, toto zjisténi ukazuje na dulezitost casto

opomijenych korekci propustnosti filtrt.
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Obr. 14: Dopocitané hodnoty indukované UPE ukazujici viiv propustnosti pasovych filtrii

na vyslednou spektralni charakteristiku.
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5.5. Vliv kvantové tcinnosti PMT na vyslednou spektralni charakteristiku

Pti korekcich nesmime opomenout diilezitost kvantové u€innosti PMT, ktery je
nezbytnou soucasti meéfeni. Obrazek 15 zobrazuje vysledek provedené korekce
kvantové ucinnosti, ktery budeme porovnavat s daty bez korekci (obr. 11). Na prvni
pohled je vidét znacna zména, kterd nastala pii zobrazeni dat s korekcemi, nové ziskana
spektralni charakteristika zcela zménila sviij charakter. U maxima fotonové emise doslo
k posunu ze 450 — 500 nm na 650 — 700 nm a také se zvysila hodnota indukované UPE
z 4,69 — 33,81 pulzil - s na 25,53 — 822,81 pulzi - s”. P¥i porovnani hodnot t&chto
dvou rozmezi vidime, k jak velkému rozdilu dochdzi vlivem korekci. V neposledni fadé
je nutné také vyhodnotit smérodatnou odchylku méteni, kterd v oblasti 650 — 700 nm
dosahuje u pramérné hodnoty indukované UPE (822,81 pulzi - s”) velikosti
645,61 pulzi - s, vysledek s takto velkou smérodatnou odchylkou neni podstatny.
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Obr. 15: Graf zobrazujici viiv kvantové ucinnosti PMT na vyslednou podobu spektralni

charakteristiky indukované UPE ziskané merenim s hranovymi filtry.
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Stejné tak byla provedena korekce kvantové ti¢innosti u vysledki namétenych
pasovymi filtry. V tomto ptipadé nedoslo ke zméné maxima fotonové emise (470 nm),
ale opét byly po korekci kvantové ucinnosti PMT zjistény mnohem vys$$i hodnoty
indukované UPE. Charakteristické hodnoty bez korekci byly naméfeny v rozmezi
2,80 — 18,34 pulzt - s', skorekcemi kvantové G&innosti PMT doglo

-1

k mnohonasobnému navyseni na 28,45 — 174,44 pulzi - s~ a opét i zde se doslo

ke zvétSeni smérodatné odchylky, avsak ne tak vyznamné jako v ptipadé hranovych

filtrd.
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Obr. 16: Spektralni charakteristika indukované UPE vytvorena na zdkladé dat namérenych
pasovymi filtry a ndsledne upravena, tak aby ukazovala viiv kvantové ucinnosti PMT

na vysledné hodnoty.
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5.6. Vliv propustnosti filtrii a kvantové ucinnosti PMT na vyslednou spektralni

charakteristiku

Je nutné si uvédomit, Ze propustnost filtri a kvantova ucinnost PMT, ovliviiuji
vysledna data spole¢né. Pfedchozi vysledky nam ukazaly, jakou zménu ve vysledné
spektralni charakteristice mizeme ocCekavat, pokud budeme uvazovat ovlivnéni jen
propustnosti filtri nebo kvantovou uc¢innosti. Nasledujici grafy (obr. 17 a 18) ukazuji
spole¢ny vliv kvantové ucinnosti a propustnosti filtrii na vysledné spektrum. Spojenim
téchto dvou korekci ziskdvame jest¢ vyS$i hodnoty indukované UPE, nez
pti jednotlivych korekcich, coz vedlo ke konstrukci grafi s logaritmickym méfitkem

pro vétsi prehlednost. Soucasné se zvysujici se hodnotou indukované UPE, také vzrista

smérodatnd odchylka méfeni.
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Obr. 17: Vysledna spektralni charakteristika indukované UPE pivodné ziskana pomoci
hranovych filtrii. Graf ukazuje zméenu charakteristiky po zapocitini propustnosti filtri

a kvantové ucinnosti PMT.
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Jiz zminéna uprava dat byla provedena i u grafu zobrazujiciho spektralni

charakteristiku UPE ziskanou pomoci pasovych filtrt.
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Obr. 18: Vysledna spektralni charakteristika indukované UPE ziskana pasovymi filtry. Graf
zobrazuje zménu spektralni charakteristiky po zapocitani kvantové ucinnosti PMT

a propustnosti filtrii.
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5.7. Porovnani piivodni a vysledné spektralni charakteristiky

Pro lepsi srovnani naméfenych a nasledné pak upravenych dat, jsou ptivodni
a vysledné spektralni charakteristiky uvedeny v jednom grafu, abychom lépe mohli
posoudit vliv provedenych korekci. Modré sloupce piedstavuji data bez korekci
a cervené sloupce ukazuji vysledné hodnoty indukované UPE se sou€asné zapocCitanymi
korekcemi propustnosti filtrii 1 kvantovou G€innosti PMT. Nejvétsi rozdily mezi témito
dvéma sloupci pozorujeme u 600 — 650 nm a zvlasté pak u 650 — 700 nm. Nejenze
smérodatnd odchylka u indukované UPE bez korekci nabyva téméf velikosti vyslednych
hodnot, ale i rozdil hodnot indukované UPE bez korekei (4,69 pulzi - s™) a s nimi
(1152,55 pulzii - s™) je vice nez 245x vy$si. Toto zjisténi opét potvrzuje, Ze vysledky

ziskané v oblasti 650 — 700 nm jsou irelevantni.
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Obr. 19: Logaritmicky graf zobrazuje spektralni charakteristiky UPE namérené u bunécné
kultury U266. Modré sloupce predstavuji puvodni data bez uprav, cervené sloupce ukazuji,
jaky vliv na namerend data maji korekce kvantove ucinnosti PMT a zdrovern i propustnosti

filtri.
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Podobné porovnani je mozné i v ptipadé spektralni charakteristiky namétené
pasovymi filtry. I zde mtizeme vidét velké rozdily mezi hodnotami indukované UPE

s korekcemi a bez nich.
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Obr. 20: Spektralni charakteristika indukované UPE namérend pro bunécnou kulturu U266,
zobrazena v grafu s logaritmickou osou. Modré sloupce zastupuji puvodni data bez uprav,

Cervené sloupce predstavuji viiv korekci (kvantové ucinnosti PMT a zdroven i propustnosti

filtrii) na namérena data.
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6. DISKUZE

Ptestoze fenoménu UPE je v poslednich letech vénovana vétsi pozornost, nez
tomu bylo dfive, Casto pfi vyhodnocovani naméfenych dat je opomijena dulezitost
korekci. V mnohych pracich jsou uvedeny hodnoty temnostnich proudti (Kobayashi
2005; van Wijk a kol. 2005), kvantové uc€innosti PMT (Kobayashi 2005), ale ve vétSing
piipadl zcela chybi informace, jakym zplisobem byla tato data pouzita, neni tedy jasné,

jestli u uvedenych vysledki byly provedeny korekce.

Vysledky praci nelze kvantitativné porovnavat i z dalSich divodi, UPE mize
byt u nejriznéjSich biologickych systémi indukovana rliznymi latkami nebo odliSnymi
koncentracemi stejnych latek. Tato prace méfila UPE indukovanou H,O; o koncentraci
5 mM, tym Cadenase (Cadenas a kol. 1980), pouzil ke studiu zhaSec¢t UPE taktéz H,O,
ale o koncentraci 10 mM. Peroxid vodiku, ale neni jedinou pouzivanou latkou, své
uplatnéni pii1 indukci UPE nachézi 1 hydroperoxidy, konkrétné t — butyl — hydroperoxid.
Tato latka o koncentraci 5 mM byla vyuzita pro indukci UPE u mitochondrii z hovéziho
masa (Cadenas a kol. 1980). Piipadn¢ miize byt pouzita kombinace latek, jako naptiklad
t — butyl — hydroperoxid (20 uM) s cytochromem ¢ (5mM) (Cadenas a kol. 1980).
Nesmime zapominat, ze nejen tyto latky jsou moznym zdrojem indukované UPE.
Me¢éieni (Hagens a kol. 2008; Prasad a PospiSil 2012), ktera sledovala indukci UPE
na lidské pokoZce, pouZivala viditelné svétlo, UVA zafeni nebo cigaretovy kouf.
U téchto zdroji indukované UPE obvykle neuvadime koncentrace, ale zamétujeme se
na délku trvani a kontinuitu plisobeni, v ptipad€ zateni je dilezitym faktorem vymezeni
charakteristické spektralni oblasti. Kromé H,O, mize byt pfi experimentech na lidskeé
kizi pouzit 05~ nebo HO®. Koncentrace pouzité latky nemusi byt po celou dobu stabilni,
ale miZze dochazet ke zméndm, podobné jako v nékterych studiich provedenych
naptiklad u rostlin. Indukovanou UPE vyuzivame pii testech klicivosti pSenice (Siqueira
a kol. 2007), semena jsou po ur€itou dobu namocena ve smési destilované vody
a oxidac¢niho ¢inidla dichromanu draselného. Koncentrace tohoto Cinidla se postupné
méni (0 %, 3 %, 6,25 %, 12,5 %, 25 %, 50 %, 100 %) a pomoci nam¢fené¢ UPE je
mozné pozorovat zmény v koncentraci dusiku (zahrnuje také dusitany, dusi¢nany

a amoniak), fosforu a uhliku.

Jednou z prvnich uprav, kterou je nutné pii vyhodnocovani dat provést je

korekce temnostniho proudu. Nejenze neodecteni temnostniho proudu zvysi chybu
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méfeni, ale naméfené hodnoty se mohou lisit az o desitky pulzi - s, stejné jako tomu je
v ptipad¢ této prace v porovnani s jinymi. NaSe prace pocitd s temnostnim proudem
o velikosti 0,99 pulzi - s™', méfeni (van Wijk a kol. 2005) s hodnotou 5,1 pulzd - s
a Kobayashiho prace (Kobayashi 2005) s 76 pulzy - s”. Tato m&feni jsou ptikladem
praci, které pouze hodnoty temnostniho proudu uvadi, ale neupiesiiuji jejich dalsi
pouziti pii vypoctech. Ne&které prace (Cadenas a kol. 1980; Kim a kol. 2003;

Kim a kol. 2007) hodnoty temnostniho proudu neuvadi viibec.

Pro méfeni spektralni charakteristiky jsme stejné jako Cadenas
(Cadenas a kol. 1980) pouzili interferen¢ni filtry. I v ptipadé této korekce plati, ze neni
mozné piesnéji zjistit, k jakym konkrétnim Gpravam dat doslo, a proto se tato prace
snazi ukazat jednotlivé korekce samostatné (korekce kvantové ucinnosti PMT,
propustnosti  filtrtt), abychom mohli postupné zhodnotit jejich dilezitost
pfi vyhodnocovéni. Pouziti hranovych filtri pifi méfenich ndm umoznilo ziskat
piedstavu o charakteru spektra bunééné kultury U266. Poté jsme se mohli zamétit jen
na konkrétni oblast spektra, ve které jsme diky témto vysledkim ocekéavali maximum
fotonové emise, to bylo zjiSténo pii 470 nm. Na zakladé této hodnoty miizeme jako
zdroj indukované UPE povazovat *(R=0)* smaximy fotonové emise v modro —
zelenou oblasti (350 — 550 nm), (Cifra a PospiSil 2014; Pospisil a kol. 2014).
Excitované tripletni karbonyly byly jako zdroj UPE popsany u mikroorganismi
(u Saccharomyces cerevisce s maximy fotonové emise 450 — 550 nm (Nerudové a kol.
2015)), u rostlin (maxima fotonové emise u rostlinnych déloh se nachazela v rozmezi
450 — 540 nm, (Kobayashi a kol. 2005)), u zivocCichii (pro mozek a jatra potkana je
charakteristické maximum fotonové emise v oblasti 410 — 440 nm, (Kobayashi a kol.

2005) a u lidského téla (400 — 500 nm), (van Wijk a van Wijk 2005)).

Kvantovd ucinnost je jednou zdilezitych charakteristik PMT, ktera
predstavuje procentualni pomér poctu emitovanych elektroni k poctu dopadajicich
svételnych fotonll. Tato vlastnost PMT je dana materidlem fotokatody a informuje nas
o moznostech pouziti v dané spektralni oblasti. Postupny rozvoj fotokatod nam dnes
umoziuje pouzivat detektory sniz§im temnostnim proudem, véEétSim spektralnim
rozsahem, tedy s vys$i presnosti neZ tomu bylo diive. Problematikou korekce kvantové
uc¢innosti se zabyvala 1 tato prace, kterd pro méfeni pouzila Hamamatsu PMT typu
R7518P. Vyhodnocena data, u kterych byla provedena pouze korekce kvantové

u¢innosti PMT, zcela zménila svou spektralni charakteristiku a zaroven doslo
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ke zvySeni indukované UPE. Tyto vysledky nam ukazuji, Ze pocet dopadajicich
svételnych fotoni na fotokatodu je mnohondsobné vysSi nez pocet ndsledné
emitovanych elektroni na dynodach uvniti fotokatody. Na obr. 21 je graf zavislosti
kvantové G¢innosti PMT na vilnové délce u bialkalické fotokatody a pod timto obrazkem
je uvedena také tabulka (tabulka 3.) s pfepocitanymi hodnotami kvantové ucinnosti.
Hodnoty kvantové ucinnosti PMT uvedené v této tabulce dosahuji maxima v oblasti
400 — 450 nm (24,40 %). To znamena, ze fotokatoda v této oblasti je schopna zachytit
pouze 24, 40 % dopadajicich svételnych fotont z celkového poctu. Proto pokud se
podivame na hodnoty kvantové €innosti PMT v oblasti 600 — 700 nm vidime, Ze tyto
hodnoty se blizi kO % a tedy, ze neni vhodné pouzivat bialkalick¢ fotokatody
pro méfeni v této oblasti, kde maji téméf nulovou Gc¢innost. Jak jsme jiz zminili, existuje
nékolik typl fotokatod, které jsou charakterizovany rliznou spektralni citlivosti. NaSe
méteni bylo provedeno detektorem, ktery pouziva bialkalickou fotokatodu, ta je slozena
z antimonu, rubidia a cesia nebo antimonu, drasliku a cesia, se spektralni citlivosti

v rozsahu 185 — 730 nm.
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Obr. 21: Typické spektralni rozloZeni kvantové ucinnosti bialkalické fotokatody. (Hamamatsu
Photonics K. K., 2010)
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A[ nm] ‘ 400-450 ‘ 450-500 ‘ 500-550 ‘ 550-600 ‘ 600-650 ‘ 650-700

n [%] ‘ 24,40 ‘ 19,55 ‘ 13,83 ‘ 823 ‘ 3,16 ‘ 0,58

Tabulka 3: Vypocitané hodnoty kvantové ucinnosti bialkalické fotokatody pri pouziti hranovych
filtri.

Témér nulova kvantova uc¢innost PMT vrozmezi 600 — 700 nm, nam
neumoziuje piesndj§i studium &ervené oblasti. ReSenim miZe byt pouziti PMT
s fotokatodou s vyssi spektralni citlivosti v této oblasti, coz znamend, ze jeji kvantova
uc¢innost zde bude nabyvat vySSich hodnot nez v ptipad¢ bialkalické fotokatody. Jedna
z praci Cadenase a jeho spolupracovniki (Cadenas a kol. 1980), nas ptivadi k feSeni
tohoto problému. Méfeni, kterd provadel tym Cadenase, se zamétila na studium zhaSeciu
(B — karoten, DABCO) dimolové emise 'O, (634 nm a 703 nm), coZ odpovidd nami
feSené Cervené oblasti. Pro méfeni v této oblasti pouzivali fotokatodu s poZadovanymi
vlastnostmi, konkrétné EMI PMT s multialkalickou fotokatodou, zndmou také jako
S — 20. Multialkalické fotokatoda se od bialkalické 1i8i nejen sloZenim (sodik, draslik,
antimon a cesium), ale také spektralni citlivosti (od ultrafialové do blizké infracervené
oblasti). Porovnani kvantové ucinnosti fotokatod vyrobenych zrlznych material
umoznuje graf na obr. 22. Vidime, Ze multialkalickd fotokatoda ma vétsi kvantovou
ucinnost v ¢ervené oblasti nez fotokatoda bialkalickd a tedy je vhodnéjSi pro méfeni
v této oblasti spektra. Pokud se tedy rozhodneme méfit spektralni charakteristiku
u vzorku, u ng&jz mizeme odekavat dimolovou emisi 'O, jako zdroj UPE

(634 a 703 nm), je pro tato méteni vhodné pouzit multialkalickou fotokatodu.

Pokud budeme porovndvat vysledky, u kterych byly postupné provedeny
jednotlivé korekce (pouze korekce kvantoveé Gcinnosti PMT nebo propustnosti filtrd),
zjistime, Ze v obou piipadech dochazi k naristu indukované UPE pfi srovnani s daty
bez korekei. Vyznamnéjsi rozdil (hodnoty indukované UPE bez korekci u hranovych
filtrii se nachazely v rozmezi 4,69 pulzii - s* — 33,81 pulzii - s a u dat s korekei
kvantové GSinnosti PMT 25,53 pulzii - s' — 822,81 pulzii - s') mezi vysledky
s korekcemi a bez nich jsme zaznamenali u korekce kvantové u¢innosti PMT, avSak ani
korekce propustnosti filtrii neni vhodné zanedbdvat. Autofi nékterych jiz zminénych

praci se snazili o korekci dat, ale ve vétSin¢ ptipadl do téchto Uprav nezahrnuli vSechny
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jmenované korekce. Je nutné si uvédomit, Ze nejen temnostni proud, kvantova €¢innost
PMT, ale také propustnost filtri vyznamné ovliviiuji vyslednou podobu namétenych

vysledki. Pokud tedy provedené tipravy nezahrnuji vSechny zminéné korekce, ziskana

data jsou nepfesna.
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Obr. 22: Graf zavislosti kvantové ucinnosti fotokatod z riznych materialii na vinové délce.

(www. hamamatsu.com)
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7. ZAVER

Diplomova prace se veénovala problematice spektralni charakteristiky
indukované UPE u bunééné kultury U266. Prvnim z hlavnich cila bylo ziskat spektralni
charakteristiku této kultury, na jejimz zéklad¢ by bylo mozné vyhodnotit zdroj UPE.
Naméfend data nam pfinesla informace, z nichz vyplyva, Zze UPE je u této bunécné
kultury zptisobena *(R=0)*, s maximy fotonové emise v oblasti spektra o vlnové délce

470 nm.

Dalsi ¢ast této prace upfela svou pozornost na mozné korekce spektralni
charakteristiky indukované UPE. Bylo nutné si uvédomit, jak podstatnou roli
pi1 vyhodnocovani vysledka hraji vlastnosti jednotlivych prvkii pouzitych pfi méfeni.
Prace se zaméfila na feSeni problému vzniklych pouzitim hranovych a pasovych filtra
a s nimi souvisejici propustnosti a dale pak na kvantovou u¢innost PMT. Po zhodnoceni
téchto faktort, které ovliviiuji celkovou podobu vysledné spektralni charakteristiky
UPE, mizZeme fici, ze pifi souCasném zapocitani obou vlastnosti pozorujeme
kvantitativni rozdily v porovnani s daty bez korekci a proto je dulezité tyto uUpravy
neopomijet pii podobnych experimentech. V neposledni fad€ vysledky této prace
ukazuji, jak dilezity je vybér vhodného PMT, tak aby jeho kvantova Gi¢innost nabyvala

dostatecnych hodnot v celém rozmezi méfeného spektra.
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