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Souhrn

Fenomén znamy jako ultra slaba emise fotontt (UPE) pochdzi ze vsech zivych
organismu. Jedna se o slabou chemiluminiscenci, ktera je detekovana od ultrafialové po blizkou
infragervenou (IC) oblast spektra. V této diplomové praci jsme se zaméfili na vyzafovani
excitaéni energie singletniho kysliku (*O2), ktera je detekovéana v ervené a blizké IC oblasti

spektra.

Singletni kyslik vznika bud’ prostfednictvim Russellova mechanismu, tedy rozpadem
tetroxidu (ROOOOR), nebo pfenosem excitaéni energie z excitované molekuly na molekulu
kysliku v zdkladnim stavu. Excitaéni energie 1O, je vyzafovana ve formé& monomolové nebo
dimolové emise. V blizké IC oblasti spektra pii vinové délce 1270 nm je detekovana
monomolova emise. Dimolovéa emise pochéazi ze dvou molekul O a je detekovana v Servené

oblasti spektra pti vlnovych délkach 634 nm a 703 nm.

V této diplomové praci jsme se zabyvali tvorbou organickych hydroperoxidi (ROOH)
Z chemického systému — hovézi sérum albumin. K albuminu byly pfidany exogenni reaktivni
formy kysliku (ROS), které nastartovaly fetézovou reakci, kterd vedla az ke tvorb& 'O,.
Nasledné jsme detekovali monomolovou a dimolovou emisi ze O.. Pro detekci jsme pouzili

dva fotonasobice a elektronovou paramagnetickou rezonanci (EPR).



Summary

The phenomenon known as ultra-weak photon emission (UPE) is common for all
living organisms. It is a weak chemiluminescence that is detected in the range from the
ultraviolet to the near infrared (IC) region of the spectrum. In this diploma thesis we focused
on the emission of excitation energy of singlet oxygen (*0,), which is detected in the red and

near IC regions of the spectrum.

Singlet oxygen is formed either through the Russell Mechanism, i.e. the decay of
tetroxide (ROOOOR), or by the transfer of excitation energy from the excited molecule to the
oxygen ground state molecule. The excitation energy of 'O, is radiated in the form of
monomolar or dimolar emission. Monomolar emission is detected in the near IC region of the
spectrum at the wavelength of 1270 nm. Dimolar emission comes from two O, molecules and

it is detected in the red region of the spectrum at 634 nm and 703 nm.

In this diploma thesis we dealt with the formation of organic hydroperoxides (ROOH)
from the chemical system — bovine serum albumin. Exogenous reactive oxygen species (ROS)
were added to the albumin, which started a chain reaction that led to the formation of *O..
Subsequently, we detected the monomolar and dimolar emission from 0,. We used two

photomultipliers and electron paramagnetic resonance (EPR) to detect the emission.



Seznam zkratek

10, singletni kyslik

3(R=0)* tripletni excitovany karbonyl
5-HPMU 5 — (hydroperoxymethyl)uracil
BSA bovine serum albumin

C cystein

Ch* excitovany chromofor

CCD kamera charge coupled device kamera
CL kardiolipidy

cytc cytochrom ¢

D20 deuterovana voda

DABCO 1,4-diazabicyclo[2,2,2]-octan
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
EPR elektronova paramagneticka rezonance
FeSO4 siran Zeleznaty

H histidin

H20: peroxid vodiku

HO: hydroxylovy radikal

HOCI kyselina chlorna

IC infraerveny

LAOOH hydroperoxid kyseliny linolové
M metionin

MoOs3 oxid molybdenovy

MoO.* molybdenanovy ion



Na2MoOg molybdenan sodny

NADPH nikotinadenindinukleotidfosfat
NaOCl chlornan sodny

NDPO; 3,3’-(1,4-naphthylidene)dipropionate
NO- oxid nitritu

02 molekularni kyslik

Oz superoxidovy aniontovy radikal
ONOO- peroxynitrit

PMT photomultiplier (fotonasobic)
R’ alkylovy radikal

RO’ alkoxylovy radikal

ROO’ peroxylovy radikal

ROOH hydroperoxid

ROOOOR tetroxid

ROOR dioxetan

ROS reaktivni formy kysliku
t-BOOH t-butyl hydroperoxid

TEMP 2,2,6,6-tetramethylpyperidin
UPE ultra slaba emise fotonti

VIS viditelny

W tryptofan

Y tyrosin
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1. Uvod

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou molekuly, které obsahuji jeden nebo dva
atomy kysliku. Dé€li se na dvé formy a to na radikaly a neradikaly. Radikaly jsou tvofeny
jednim nebo dvéma neparovymi elektrony na atomu kysliku. Zatimco neradikaly maji
elektrony v paru. Reaktivni formy kysliku se tvofi dvéma cestami. Jednou je pienos
excitacni energic a druhou je jednoelektronova, piipadné dvouelektronova redukce.
Reaktivni formy kysliku jsou vedlejSim produktem pii metabolickych a oxidativnich
procesech. Mezi metabolické procesy patii napt. bunécné dychani a fotosyntéza,
mezi oxidativni procesy se fadi stresové reakce, které jsou podminéné abiotickymi nebo

biotickymi stresovymi faktory.

Reaktivni formy kysliku mohou oxidovat biomolekuly, pokud je jich mnoho,
v mensi mife jsou kontrolovany antioxidanty. Pravé oxidace biomolekul mulze vést
k elektronové excitaci molekul, ktera vede k vyzafovani svétla. Tento jev se nazyva ultra
slaba emise fotond (UPE). Tento fenomén byl poprvé popsan v roce 1924 ruskym védcem
Alexandrem Gurwitschem (Rac, 2010). Ovsem detekovat jej bylo mozné az s rozvojem

citlivych fotonasobic¢li v padesatych letech minulého stoleti.

Jak jiz bylo vySe uvedeno, ROS vznikaji i pfenosem excitacni energie. Takto pravé
miize vznikat singletni kyslik (*Oz), jimz se budeme v této diplomové préci zabyvat. Ultra
slaba emise fotont ze 10z je vyzafovana v Servené a infradervené (IC) oblasti spektra. Jako
monomolova emise se oznacuje emise v blizké IC oblasti spektra. V Eervené oblasti spektra

se emise nazyva dimolova.

Singletni kyslik reaguje s riznymi biologickymi molekulami jako proteiny, lipidy,
steroly, RNA a DNA. Reakce proteinu s radikaly zavisi na prostfedi, ve kterém se
vyskytuji. Nejsiln€jsi vliv na to ma koncentrace proteinti, povaha, rozsah a umisténi
radikdlu. Mnozstvi oxidativnich produkti se zvySuje s koncentraci proteinil, az do
nasyceni. Jinak feceno, radikaly reaguji s proteiny ve vétsi mife nez s jinymi komponenty
(Dean a kol. 1997). Oxidace proteinli vede k tvorbé modifikovanych forem, které zpiisobuji

zmeény v bunééné signalizaci (Klotz a kol., 2003).

V této diplomové praci byla studovana monomolova a dimolova emise ze 1O
tvofeném v chemickém systému. K albuminu z hovéziho séra byly pfidavany exogenni

ROS, které zptisobily jeho oxidaci. Nasledné fetézové reakce vedly k tvorbé 1O pies
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Russelliv mechanismus. Cilem této diplomové prace bylo studovat korelaci mezi
monomolovou a dimolovou emisi, a na jejim zakladé odhadnout, jestli je O; jedina

molekula zodpovédna za UPE v Cervené oblasti, jak se bézné€ uvadi v literatuie.
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2. Teoreticka cast

2.1 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku jsou molekuly, které jsou tvoieny jednim nebo dvéma
atomy kysliku a jsou reaktivnéj$i nez samotna molekula molekularniho kysliku (O2).
Formé, ktera ma elektrony na atomu kysliku v paru, se tikd neradikaly, mezi né patii
peroxid vodiku (H202) a 1O,. Oproti tomu radikaly maji jeden nebo dva neparové elektrony
na atomu kysliku. Radi se k nim superoxidovy aniontovy radikal (O2"”) a hydroxylovy

radikal (HO").

Reaktivni formy kysliku mohou vznikat dvéma rtiznymi zptisoby. Prvni z nich je
ptenos excitaéni energie, kde svétlo vyvola excitaci chromofori a nasledny pienos energie
na O Konkrétng 'O, ktery je tvofen pienosem excitaéni energie z tripletného
excitovaného karbonylu (}(R=0)*). Dalsi moznost je pomoci chemickych reakci, kdy
ma excitovana molekula piebyte¢nou energii a prenese ji na molekulu kysliku v zdkladnim
stavu. Jednoelektronovou redukci Oz vznikd O2", ktery je dale redukovan na H20:.
Hydroxylovy radikal se tvofi jednoelektronovou redukci H>O», kde kov katalyzuje tuto
reakci. Tato reakce se nazyva Fentonova. Peroxid vodiku také vznika dvouelektronovou

redukci Oz (Pospisil a kol., 2014).

superoxidovy

- i hydroxylovy
o molekularni aniontovy Ezrd?;:ud r;djkog} o voda
'*O :0*' keyslile radikal
e w=w = s = e- 2 ae e- - 4‘4 ', e- ‘da‘ e- ‘aa‘
cingleni M{> +0:0-4=-0:0: > H:0:0:H ——-O:'H——H:OH
-. -, ll—\.

G044

aE " g

Obr. 1: Tvorba ROS

Jednim z nejrozsifenéjSich ROS v biologickém systému je O2". Jeho zdrojem jsou
elektronové transportni fetézce mitochondrii a chloroplastii. Na rozdil od jinych ROS jako
10, a HO", je O;" relativné nereaktivni (Dean a kol., 1997). Proces redukce Oz na 02"
nastava béhem bunééného dychéani ve vnitini mitochondridlni membrané a také vyvolanim
NADPH oxidazou pii fagocytoze. Pfeména O2™ na H20: je spontanni proces, ale H20»

muize vznikat i pomoci superoxid dismutazy v mitochondriich, ktera pfeménuje O™ a méni
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substratii v mitochondriich a peroxisomech (Pospisil a kol., 2014).

Fentonovy reakce se zac¢astni pfechodné kovy v biologickém systému, které jsou
rovnez biologicky dilezité metaloproteiny. Prechodné kovy se zi¢astni oxidativnich reakei
a reaguji s H2O2 za vzniku HO". Povaha produktti Fentonovy reakce zavisi na chemickém
prostiedi jako je pH, které uruje pomér mezi Fe (II) a Fe (III), dale zavisi na ligandech
komplexu Fe (II) nebo pfitomnosti ¢i nepfitomnosti Oz. Pii piebytku Fe oproti H2O>
v roztoku vede k niz$i Fentonové aktivité. V tomto piipadé je tieba zménit pH a/nebo si
pomoct chelataci Fe napt. s kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA) (Freinbichler a
kol., 2011).

Fe™'+H,0,— Fe© + HO'+ OH"
Obr. 2: Fentonova reakce

Reaktivni formy kysliku maji pozitivni vlastnosti pfi nizkych koncentracich,
protoze slouzi jako signalni molekula (Burgos a kol., 2017) a jsou soucasti imunitniho
systému u lidi a fyziologickych procesi u rostlin. Biologicky systém je za normalni
podminek v rovnovaze. Nerovnovaha miiZze nastat vysokou koncentraci ROS, co ma za
nasledek snizeni schopnosti biologického systému detoxikovat reaktivni meziprodukty,
piipadné¢ opravit vysledné poskozeni (Freinbichler a kol., 2011). Reaktivni formy kysliku
zpusobuji pti vysokych koncentracich oxidativni stres - oxidativni poskozeni bunék, ktery
vede k poskozeni nukleovych kyselin, proteint i lipidi (Burgos a kol., 2017). Oxidativni
stres vyvolany ROS zpiisobuje napt. poSkozeni kiize ve formé predCasného starnuti nebo
rakoviny ktze (Prasad a PospiSil, 2012), rakovinu, Alzheimerovu i kardiovaskularni

onemocnéni (Burgos a kol., 2017).
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2.2 Ultra slaba emise fotonu

Ultra slaba emise fotond je slaba chemiluminiscence, ktera se vyskytuje
v biologickych systémech. Vytvafi se vzivych organismech pfi oxidativnich
metabolickych a stresovych procesech. Ultra slaba emise fotont je také popisovana jako
netepelné zafeni, které ma elektromagnetické spektrum od ultrafialového po blizkou IC
oblast. Blize se jedna o piechod z excitovaného do zékladniho stavu elektronu (Burgos a
kol., 2017). Detekce UPE je mozna za pouziti nizko Sumové a vysoce citlivé techniky. Pti
jednorozmérné detekci se pouziva nizko Sumovy fotonasobi¢ (PMT), ktery s hodi spise na
kinetick¢ a spektralni studie UPE. Dvourozmémé detekce je vhodna pro studium
prostorovych a ¢asovych vlastnosti UPE za pouziti vysoce citlivé charged coupled device
(CCD) kamery. Oba typy detekce jsou vhodné pro mikroorganismy, rostliny, zvifata a lidi
(Pospisil a kol., 2014). Jedna se tedy o rychlou a hlavné neinvazivni detekci pro ziskani
biologickych informaci. Proto se pouzivd v mnoha oblastech jako napf. pozorovani
rakoviny a dalSich zdravotnich probléma nebo detekce kvality potravin. OvSem UPE
souvisi s mnoha faktory jako teplota, exogenni toxiny, oxidativni stres atd. (Tian a kol.,
2014).

Obr. 3: Dvoudimenzionalni snimani UPE pomoci CCD kamery. Na obrazku A) mikroorganismy
(Saccharomyces sp.), B) rostliny (Arabidopcis sp.) a C) lidské télo (upraveno podle Pospisil a kol.,
2014).

Ultra slaba emise fotont se déli na spontanni a indukovanou. Spontanni UPE je
fotosyntéza. Indukovand UPE vznikd pfi oxidativnich stresovych procesech. Stresové
faktory se déli na abiotické a biotické. Abiotické stresové faktory jsou bud’ chemické
(ptidani H20O2, cigaretovy kout), nebo fyzikalni (mechanické poskozeni, UV zéieni). Mezi

biotické stresové faktory patii viry, bakterie a houby (Pospisil a kol., 2014).
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Ultra slabd emise fotoni pochazi zriznych molekul a jeji spektralni
charakteristika nese informaci o jejim ptvodu (Burgos a kol., 2017). Pro UPE z 3(R=0)*
je charakteristicka blizka UV oblast a modro-zelena oblast spektra v rozmezi 350-550 nm.
Ultra slaba emise fotonti pochazejici z excitovanych chromofort (Ch*) je detekovatelna v
zeleno-&ervené oblasti pti vinovych délkach 550-750 nm. Ultra slaba emise fotont ze O3

je detekovana v ¢ervené a IC oblasti spektra pii vinovych délkach 634 nm, 703 nm a 1270
nm (Pospisil a kol., 2014).

°0,+ hv (1270 nm)

102

—M

(!0)),——=2°0,+ hv (633 a 703 nm)

Obr. 4: Tvorba dimolové a monomolové emise ze *O,
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2.3 Singletni kyslik
Singletni kyslik se tvofi dvéma riiznymi mechanismy. Jednim z nich je pfenosem
excitaéni energie, bud z Ch* nebo 3(R=0)* v nasem piipadé pienos energie z 3(R=0)* na

O2. Dalsi moznost vzniku je ptimo chemickou reakci.
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Obr. 5: Chemiluminiscencni systémy, které vytvari *O; (prevzato z Adam a kol., 2005)

Chemiluminiscenéni systémy, které vytvaii 'Oz jsou ukazany na (Obr. 9). Pod
Cislem 1 je zaznaCen tepelny rozklad endoperoxidd, kdy je excitovany stav tvofen
endotermickym procesem, tudiz potfebuje tepelnou aktivacni energii, aby reakce nastala.
Cislo 2 je jiz dobfe znama reakce s H202 (Adam a kol., 2005)., kdy napt. vznika 1O, béhem
za Gcasti H202 a chloridovych ionti (Miyamoto a kol., 2014). Pfi termolyze je tvoren ‘O,
Vv piipadé kovovych peroxy komplext (3). Dal§im zdrojem je rozklad dioxirant (4) a
peroxylovych kyselin (5). PficemZ dioxirany jsou selektivni oxidanty zndmé pro svou
schopnost oxidativnich transformaci pro syntetické tcely, které vedou i k uvoliiovani *O2.
Zatimco u peroxylovych kyselin, konkrétné kyselina monoperoxysulfurova se rozklada na
kyselinu sirovou a Oz, ktery je pozd&ji vytvaien na 1O,. Dalsi je tepelny rozklad trioxidii a

fosfitovych ozonidf (6), s kterymi se musi zachazet pfi nizkych teplotach. Pod (7) je *O2
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tvofen z tetroxidu. S riznymi organickymi i anorganickymi latkami reaguje ozon (8) nebo
02" (9) za tvorby 'O,. V nasledujicim piipadé (10) reaguje peroxynitrit s H20, a
hydroperoxidy (ROOH). Posledni reakce (11) jsou bazi indukované rozklady
peroxyacetylového nitritu (Adam a kol., 2005). Doba Zivota 'Oz je zavisla na druhu
rozpoustédla, napt. ve vods to jsou jen 3,1 ps pii detekci v IC oblasti spektra (Adam a kol.,
2005).

Jak uz bylo zminéno, k tvorbé ROS a tedy i 'Oz je potieba stresovych faktort.
Nejcastéjsi stresovy faktor je H2O,. Pii reakci H2O> s chlornanem sodnym (NaClO)
(Harada a kol., 2009) nebo kyselinou chlornou (HOCI) (Miyamoto a kol., 2006) vzniké 1O,
a dal$i produkty.

NaClO + H,0,—+0,+ H,O + NaCl

Obr. 6: Reakce NaClO s H.0; za vzniku *O,, H,0O a NaCl

HOCI+ H,0,—'0,+ CI + HO + H
Obr. 7: Reakci HOCI s H20; vznikd *0,, ClI, H,O a H*

Kyselina chlorna je vysoce reaktivni, napada a modifikuje rizné biomolekuly.
Cilem HOCI jsou thiolové skupiny aminokyselin, volné aminokyseliny, peptidy a lipidy, u
kterych vyvolava lipidovou peroxidaci, kdy reakce lipidovych ROOH s HOCI tvoii volné
radikaly (Miyamoto a kol., 2006). Kyselina chlornd mtize reagovat i s O2", coz vede
k tvorbé HO" (Freinbichler a kol., 2011).
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Obr. 8: Reaktivni formy kysliku ve vétsi koncentraci oxiduji biomolekuly, v mensi mire jsou
kontrolovany antioxidanty. Oxidace biomolekul miize byt retézova reakce, kterou miize v podstate
spustit jakykoli radikal. Odtrzenim atomu vodiku z biomolekuly za pomoci HO', vznika alkylovy
radikal (R"). Interakci R SOz miiZe vznikat peroxylovy radikil (ROO), ktery reaguje
s biomolekulou. Touto reakci se tvori R® a ROOH. Jednoelektronova redukce ROOH vede k tvorbé
alkoxylového radikdalu (RO"). Rekombinaci dvou ROO" vznika tetroxid (ROOOOR) a cyklizaci
ROQO" vznika dioxetan (ROOR). Tripletni excitovany karbonyl vznika rozkladem ROOR a
ROOOOR. Prenos excitacni energie z ((R=0") na O, zpiisobuje tvorbu *O,. Singletni kyslik se také
tvori rozpadem ROOOOR (Pospisil a kol., 2014). Tomuto mechanismu se vika Russelliv

mechanismus.

Singletni kyslik reaguje se Sirokou $kalou biologickych molekul, jako jsou
proteiny, lipidy, steroly, RNA a DNA (Davies, 2003). Interakce DNA s 1O; je rozpoznana
vhodnymi proteiny, a to bud’ pro oprav DNA opravami, nebo pro regulaci poSkozeni DNA.
Oxidace lipidd 'O, mize vést k tvorbé produkti lipidové peroxidace, jako napf.
malondialdehyd nebo k rozkladu, napf. cereamidy (Klotz a kol., 2003). Lipidové radikaly
mohou krom¢ samotné peroxidace lipidi také oxidovat proteiny. Singletnim kyslikem
zprosttedkovana proteinovd oxidace ma za ndsledek oxidaci postrannich fetézcil
aminokyselin, dimerizaci, agregaci, rozvinuti nebo konformacni zmény proteint. Ke
zménam v hlavnim i postrannim fetézci v proteinech a peptidech dochdzi pfi jejich reakci

s radikaly za ptitomnosti Oz (Wright a kol., 2002).

Alifatické bo¢ni fetézce aminokyselin se mizou oxidovat na ROOH, alkoholy a
karbonylové slouceniny. Hydroperoxidy se povazuji za nestabilni meziprodukty
fetézovych reakci. Bézné dochdzi k jejich samovolnému rozpadu zpét na radikaly. Jejich

samovolny rozpad je déle urychlen v pfitomnosti svétla, tepla, kovovych ionti nebo
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redukcnich ¢inidel. Naopak alkoholy se tfadi ke stabilnim slouCeninam, které vznika;ji
dvouelektronovou redukci ROOH nebo pies ROO™ a RO" (Davies a kol., 1999). Nejvice
citlivé aminokyseliny na oxidaci 1Oz jsou C, H, M, W a Y (Klotz a kol., 2003).

®  © @ (o
Obr. 9: Reakce aminokyselinovych zbytkii se *Oy tvoii rizné produkty jako a)l-4 — endoperoxid,

b)kyselina sulfinova, c)kyselina sulfonova, d)disulfid, e)disulfid S-oxid, f) methionin sulfoxid,
g)endoperoxid, h)produkt reakce W zbytki, ))N-formylkynurenin (prrevzato z Klotz a kol., 2003).

P11 §tépeni peptidovych vazeb, které obsahuji Y, dochézi ke zvySeni po¢tu volnych
aminovych skupin a nasledné k jejich ztratdm (Criado a kol., 1998). To je dusledkem
rozpadu peroxidi na volné radikaly, které vytrhnou atom vodiku z a-mista uhliku a vznikaji
tzv. a-uhlikové mista (Davies, 2003). Interakci 1O, se zbytkem Y vznika 1,4 —endoperoxid,

(a), ktery vede ke tvorbé riiznych peroxidi (Klotz a kol., 2003).

Aminokyseliny obsahujici siru jsou C a M. Oxidaci C vznikaji disulfidy a
oxykyseliny (Davies a kol., 1999). Oxidace C zbytka vede k inaktivaci enzymu, mimo jiné
1 tyrosin fosfatazy. Hlavni thiol obsazeny v eukaryotickych bunkéch je glutathion, ktery je
oxidovan 10,, coz vede k tvorbé kyseliny sulfinové (b), kyseliny sulfonové (c), disulfidu
(d) a disulfidu S-oxid (e) (Klotz a kol., 2003). Methionin sulfoxid (f) vznika oxidaci
methioninu prostfednictvim 1O,. Oxidaci M dochazi ke ztraté regulacni funkce buiky
(Hoshi a Heinemann, 2000). Také pii reakci zbytki C a M sozonem vznika 'O
(Freinbichler a kol., 2011).
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ZH zbytku vznikaji pfechodné endoperoxidy (g), ze kterych se tvoii dalsi
produkty. Slou¢enina (h) se tvofi interakci O se zbytkem W, ktery se potom piestavuje
na N — formylkynurenin (i) (Klotz a kol., 2003). Tryptofan je snadno oxidovan riznym

typem zatfeni (Langlois a kol. 1986).
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2.4 Monomolova emise ze 102

Monomolova emise vznika vyzatenim fotonu z jedné molekuly O, v IC oblasti
spektra. Ma celkem tii emisni pasy — 1070, 1270 a 1580 nm, ale pouze jeden je silny a to o
vlnové délce 1270 nm (Kanofsky, 1983).

(Aubry a Casin, 1988) potvrdili tvorbu 102 z chemického systému MoO4?" s H20,.
(Bohme a Brauer, 1992) naméfili monomolovou emisi pii 1270 nm pii rozkladu H20»
pomoci ionti molybdenu ve vodném médiu s pH 10,5. OvSem vice slou¢enin molybdenu
s Ho02 tvoti 10y, jak je zndzornéno na (Obr. 10). (Niu a Foote, 1992) dokazali, ze 'O se
da ziskat i rozkladem NazMoOg. Prvni pozorovani rozpadu peroxokomplexi bylo
provedeno Pitts a spolupracovniky. Zjistili, Ze rozpadem perchornanu draselného ve

vodném médiu vznika monomolova emise pii 1270 nm (Adam a kol., 2005).

M0O42 + 2H,05 === MoOg% + 2H,0
MoQg2 —»Mo0,2 + 10,
MoOg2 + 2H,05 ===M00g%" + 2H,0

MoOg?” —MoOg® + 10,

Obr. 10: Tvorba monomolové emise pri 1270 nm pri rozkladu H>O2 pomoci iontit molybdenu ve

vodném médiu s pH 10,5 (prevzato z Adam a kol., 2005).

Singletni kyslik se vytvafi v membrané obsahujici kardiolipidy (CL), které se
vazou s cytochromem c (cyt ¢) a tvofi cyt ¢ — CL komplex. OvSem v experimentu, ktery
obsahoval jen CL, byl vytézek nulovy. Pfi pfidani CL ROOH vytézek linearné vzrostl,
jelikoZ jejich rozkladem se tvoii monomolova emise ze 1O.. Dalsi zpiisob tvorby je oxidace
CL. Ukézalo se, Ze na tvorbu 'O2 ma vliv i pH. Tedy monomolovéa emise ze 'O byla

pozorovana pouze u pH vétsi nez 5,8 (Miyamoto a kol., 2012).

Organické ROOH, které obsahuji o — vodik mi@izou tvofit !0, pomoci Russellova
mechanismu. Tetroxid se rozklada na 3(R=0)*, alhokol a O,. Touto reakci vznika bud’
3(R=0)* a molekularni kyslik, nebo 3(R=0)* v zakladnim stavu a pravé *O2. (Prado a kol.,
2009) studovali tvorbu 1O, z thyminovych ROOH, konkrétng 5 — (hydroperoxymethyl)
uracil (5 — HPMU), protoze je relativné stabilni oproti jinym DNA ROOH. V jejich praci
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se zabyvali reakci 5 — HPMU s Cerem (Ce) a HOCI a nasledné métili monomolovou emisi
pochazejici ze '02. Monomolova emise po pfidani Ce okamzité vzrostla nasledkem
Russellova mechanismu — &¢imz potvrdili tvorbu 'O, v tomto chemickém systému. Stejny
efekt mélo i pfidani HOCI. Dale se potvrdilo, Ze intenzita monomolové emise byla zavisla

na koncentraci Ce nebo HOCI.

Mezi dal§i zndmé reakce vedouci k monomolové emisi ze 'O patii reakce
peroxynitritu (ONOO-), ktery je tvofen reakci O2” s oxidem dusnatym, nebo NaOCI
s HO,. Témito experimenty se zabyvali Di Mascio a kol. V obou ptipadech pouzili
fosfatovy pufr o pH 7,4, kde byl detekovan silny nartist emise a rychly pokles, pfi¢emz u
reakce ONOO- s H20> byl pokles niz§i nez v druhém piipadé (Di Mascio a kol., 1994).
S NaOCI pracoval i (Harada a kol., 2009), ktefi NaOCl a H202 nemichali s fosfatovym
pufrem, ale s uhli¢itanovym pufrem o pH 10,8. Ve vysledcich se objevil jen vysoky peak,
ktery ma pravdépodobné za nasledek vytvafeni ekvimoldrniho mnozstvi O, k reakci

NaOCI s H20..

Jedna z hlavnich mastnych kyselin, ktera je pfitomna v biologickém systému, je
kyselina linolov4, proto si ji Miyamoto a kol. vybrali pro studium tvorby 1O .
Hydroperoxid odvozeny od této kyseliny (LAOOH) byl pouzit v reakci s HOCI, se kterou
tvoti 02 (Miyamoto a kol., 2006).
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2.5 Dimolova emise ze 102

Dimolové emise vznika sraZkou dvou molekul *O,. M4 emisni pasy pii 580, 634

a 703 nm, z toho jsou dva silné¢ — 634 nm a 703 nm. (Kanofsky, 1983).

V roce 1960 byla poprvé pozorovana dimolova emise pii 634 nm jako dusledek
reakce mezi H,O, a HOCI, za vzniku 02, H20 a CI- (Seliger, 1960). O tii roky pozdé&ji
Vv roce 1963 za pouziti stejného chemického systému byla pozorovana dimolova emise ze

10, pti vinové délce 703 nm (Khan a Kasha, 1963).

Dimolova emise byla pozorovana jak pii samotné Fentonové reakci tak i
Vv piipadé, kdy jsou organické molekuly oxidovany pomoci produkti Fentonovy reakce,
napiiklad peroxidace kyseliny linolové. Chemicky systém podobny Fentonovu je reakce
Eu?* s H20,. Tady vznika emise pfi 580 nm a 630 nm. Dimolova emise také vznika reakci

oxidu nitritu (NO') s H202 (Adam a kol., 2005).

Vliv NaOCl a H20; na tvorbu 1O; je zndmy. Zabyvali se tim i (Lengfelder a kol.,
1983), ktefi k tomuto systému jesté piidavali 1,4-diazabicyclo[2,2,2]-octan (DABCO).
Tato slou¢enina by méla piisobit jako zhase¢ Oz v plynné fazi, ale ve vodnych roztocich
po pifidani DABCO nastdva mirné zvySeni dimolové emise. Chemickym systémem
s NaOCI/H20: se zabyvali i (Harada a kol., 2009) a (Di Mascio a kol. 1994) jak je zminéno
v piedeslé kapitole. (Di Mascio a Sies, 1989) se taky vénovali stejnému chemickému
systému, ale zajimali se i o jiny zdroj dimolové emise ze *O2. A tim je endoperoxid disodné
soli 3,3-(1,4-naphthylidene)dipropionate (NDPO>). Kde se NDPO; ptidaval bud’ do H.0O
nebo do deuterované vody (D20), ktera zvysuje dobu Zivota *O2. Experiment s DO mél

vyssi emisi, nez experiment s H20.

V piedeslé kapitole jsme se zminili o tvorbé 'O, reakci 5 — HPMU s Ce a HOCI.
Tento chemicky systém funguje i na tvorbu dimolové emise ze *O2. Tudiz po piidéni Ce
okamzit& vzrostla emise. Stejny efekt mélo i pfidani HOCI. Cim vyssi koncentrace Ce nebo
HOCI byla, tim vyssi emise byla (Prado a kol., 2009).

Cytochrom ¢ sorganickymi ROOH, konkrétné t-butyl ROOH (t-BOOH) a
cumene ROOH, vytvéii slabou UPE, ktera vznika rozkladem ROOH na 'O a jiné volné
radikaly (Cadenas a kol., 1980). Ten samy rok (Cadenas a kol., 1980) studovali ptisobeni
t-BOOH a H202 na tvorbu 'O, konkrétné dimolové emise ze 'O, na plicich potkant.

Pfidani t-BOOH do systému mélo lepsi vliv na tvorbu emise nez H202. Peroxid vodiku
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vyvolal rychlou emisi, zatimco t-BOOH ji drZel konstantné vysokou a jesté vyssi nez H2Oo.
Pravdépodobné to miizeme pfisoudit tomu, Ze piidanim H.02 se tvoii spise 3(R=0)* a

pfidanim t-BOOH se tvoii 102 Russellovym mechanismem.
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3. Cil prace

Cilem diplomové price je vypracovani reSerSe na téma tvorba 'O, prenosem
excitaéni energie a pies Russelliv mechanismus pii oxidaci proteint. V praktické ¢asti je
cilem vytvofeni organickych ROOH a porovnani monomolové a dimolové emise ze 'O
vzniklého Russellovych mechanismem. Déle méfeni koncentrace 1Oz pomoci EPR. Cilem
prace je dale srovnani mezi monomolovou emisi, dimolovou emisi a koncentraci Oz, a na
zakladg tohoto porovnani potvrdit, nebo vyvratit teorii, Ze dimolova emise ze 'Oz je jediny

zdroj UPE v Cervené oblasti spektra.
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4. Material a metody

4.1 Albumin

V této praci pracujeme s albuminem z hovéziho séra (bovine serum albumin
BSA), jedna se o protein krevniho séra o molekulové hmotnosti 66 kDa. Retézec je slozeny
Z 583 aminokyselin. Sekundérni struktura BSA obsahuje 67% Sroubovic, 10% zakrutl a

23% prodlouzenych fetézcu.

Obr. 11: Struktura BSA (prevzato z Copyright © SASDB 2014-2020)

4.2 Méreni s PMT

Mg¢feni jsme provadéli na dvou fotonasobicich. Pro viditelnou oblast spektra (VIS)
byl pouzit fotonasobi¢ firmy (Hamamatsu Photonics K.K: lwata city, Japan) s rozsahem od
185 nm do 730 nm. Pro detekci Cerveného spektra jsme pouzili hranovy filtr s dlouhou
hranou propustnosti od 600 nm. Pro méfeni v IC oblasti spektra byl pouZit fotonasobi¢ od
firmy (Hamamatsu Photonics K.K: lwata city, Japan) s rozsahem od 940 nm do 1400 nm a
pasovy filtr s propustnosti od 1240 nm. Mé&feni jsme provadéli v ¢erné vymalované
mistnosti, v€etné¢ podlahy, aby byly vytvorené idedlni podminky pro méteni. Ve vedlejsi

mistnosti je umistén pocita¢ pro zpracovani dat. Vzorky mély pokojovou teplotu.
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4.2.1 PMT pro VIS

Pro méfeni jsme pouzili fotonasobi¢ jak bez filtru, tak s hranovym filtrem
s dlouhou hranou s propustnosti od 600 nm. Fotonasobi¢ jsme nastavili na napéti -960 V a
chladili na -30°C termoelektrickym chladi¢em C9143. Vzorek jsme davali do Petriho
misky o priméru 5,5 cm. K albuminu o koncentraci 10 mg/1 ml jsme piidavali 250 pl
MoOs (80 mM, 40 mM, 20 mM) nebo FeSO4 (80 mM, 40 mM, 20 mM) s EDTA (20 mM),
dale 250ul H202 (400 mM, 200 mM, 100 mM), ve vybranych experimentech 166 ul
katalazy (2mg/ml) nebo 166 pl NaOCI (100 mM), tak aby finalni objem vzorku byl pokazdé
5 ml. Vzdalenost mezi PMT a vzorky byla 4 cm.

4.2.2 PMT pro IC

Pouzili jsme fotondsobi€ s pasovym filtrem a bez filtru. Nastavili jsme napéti na -
800 mV. Pro méteni jsme pouzili kyvety o objemu 3 ml a o velikosti 1x1x4 cm. K albuminu
(10 mg/1 ml) jsme ptidavali 150ul MoOs (80 mM, 40 mM, 20 mM) nebo FeSO4 (80 mM,
40 mM, 20 mM) s EDTA (20 mM), dale 150ul H2.O2 (400 mM, 200 mM, 100 mM), ve
vybranych experimentech 100 pl katalazy (2mg/ml) nebo 100 pl NaOCI (100 mM), tak aby
findlni objem vzorku byl pokazdé 3 ml. Kyvetu se vzorkem jsme dali do stojanku 1 cm

pted fotonasobic.

4.3 Méreni s EPR spektroskopii

Meéfili jsme na spektrometru EPR MiniScope MS400 (Magnettech GmbH, Berlin,
Germany). Ke vzorku jsme piidavali TEMPD (2,2,6,6-tetramethylpyperidin), ktery reaguje
se 10, a tvofi se stabilni TEMPONE. Vysledny objem vzorku byl 33pul. Kapilaru uréenou
pro méteni na EPR jsme naplnili roztokem a uzavfeli ,,uzaviraci hmotou®. Kapilaru jsme
vlozili do EPR spektrometru a nastavili pozadované hodnoty. Parametry spektra: stied
spektra (BO-field): 335,7815 mT, Sifka spektra (sweep): 8,9506 mT, doba méfeni spektra
(sweep time): 60s. Parametry detekce spektra: modulace (modulation) 0,1 mT, vykon
mikrovinného zafeni (MW atten): 10 dB, zesileni (gain): 5. Parametry zépisu spektra:
vyhlazeni (smooth): Os, pocet opakovani (number of passes): 3, poCet namétenych hodnot

(NOPs): 4096.
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4.4 Statistické vyhodnoceni

Pro méfeni jsme pouzivali dva rozdilné PMT, které maji rozdilny background a
kvantovou ucinnost. Pro srovnani téchto PMT jsme museli normovat. Normovali jsme
pulzy za 300 s z indukované UPE (2 074 735) na pocet pulzi za 300 s spontanni UPE
(1 352 770). Méfeni jsme vzdy provadéli 3x a z kone¢nych hodnot jsme udélali prumér,

ktery nam tvoii sloupcové grafy. U sloupcovych grafi mame zavedenou i smérodatnou

odchylku.
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Obr. 12: Ukazkovy graf pro normovani.
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5. Vysledky

5.1 Méfeni na EPR
5.1.1 Méfeni TEMPONE EPR signalu indukovaného 'Oz nebo HOe

Mefili jsme tvorbu 'Oz pomoci TEMPONE EPR signélu ze tfech chemickych
systémi: MoOgz, BSA s MoOs a BSA, FeSO4 a EDTA. Ke vsem byl ptidan H202. Hodnoty
z TEMPONE EPR signalu (Obr 13) jsme normovali (Obr. 14) a mizeme porovnat tii
zminéné chemické systémy. Koncentrace TEMPONE ve vzorku obsahujici BSA a M0oO3
méla 1,6x vyssi nartist nez koncentrace TEMPONE ve vzorku obsahujici MoO3z a 2,8x

vy$$i nartst nez koncentrace TEMPONE ve vzorku obsahujici BSA a FeSOa.

330 332 334 336 338 340 342

BSA+ FeSO, —— MoO; ——BSA+ MoO,

Obr. 13: TEMPONE EPR signdl tri chemickych systémii: MoOs, BSA s MoO3z a BSA, FeSO, a
EDTA. Méritko ukazuje 2000 relativnich jednotek.
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MoO, BSA + MoO, BSA+ FeSO,

Obr. 14: TEMPONE EPR signdl ze tirech chemickych systémii: MoOs, BSA s MoOs a BSA, FeSO4
a EDTA. Indukovana UPE byla normovana na spontanni UPE z chemického systému.
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5.2 Vliv pH na UPE
5.2.1 Méreni na PMT pro VIS

Zjistovali jsme vliv pH na UPE z BSA. Porovnavali jsme (MES) o pH 5,0,
fosfatovy pufr (PBS) o pH 7,5 a uhli¢itanovy pufr (CAR) o pH 10,8. Pro lepsi piedstavu
ukazujeme zaznam z méteni na PMT (Obr. 15). M¢fili jsme celkovou UPE ze vzorku (PMT
bez filtru, Obr. 16), tak i UPE v ¢ervené oblasti (PMT s hranovym filtrem, Obr. 17). Pfidani
MoO:s ke zvyseni UPE nevedl, ale nasledné ptidani H.O2, mélo za nasledek zvyseni UPE.
Cim vyssi pH, tim vy$§i UPE byla. Oproti méfeni s PBS byla UPE u méfeni s CAR 3x
vyssi (Obr. 16). Na zakladé tohoto méteni byl CAR vybran pro dal$i experimenty.

100 1
80 ]

H,0,
60 -

40 1

20

fotonova emise [pulzy-s]

t [min]

Obr. 15: Vliv pH 10,8 (CAR) UPE ve VIS oblasti spektra. K BSA jsme pridali 80 mM MoOs a v 5.
minuté 400 mM H20..
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Obr. 16: Vliv pH 10,8 (CAR), 7,5 (PBS) a 5,0 (MES) na UPE ve VIS oblasti spektra. K BSA jsme
pridali 80 mM MoOs a v 5. minuté 400 mM H0,. Indukovand UPE byla normovdna na spontanni
UPE z chemického systému.

2,5 -

fotonova emise [r.j.]

0,5 1

CAR PBS MES

Obr. 17: VlivpH 10,8 (CAR), 7,5 (PBS) a 5,0 (MES) na UPE v éervené oblasti spektra. K BSA jsme
pridali 80 mM MoOs av 5. minuté 400 mM H,0,. Indukovand UPE byla normovana na spontdnni
UPE z chemického systému.
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5.2.2 Méfeni na PMT pro IC

Studovali jsme vliv pH na UPE za pouziti pufrt MES o pH 5,0, PBS o pH 7,5 a
CAR o0 pH 10,8. Pro lepsi predstavu ukazujeme ilustra¢ni obrazek (Obr. 18) z méfeni na
PMT. Méiili jsme UPE pro blizkou IC oblast spektra (PMT bez filtru, Obr. 19) a pti 1270
nm (PMT s pasovym filtrem, Obr. 20). Ptidani MoO3s nemélo na UPE zadny vliv, ale
piidani H,O2 mélo za nasledek zvyseni UPE. Narast UPE byl za pouziti pufru CAR 1,6x
vyS$$i nez nérlst za pouziti pufru PBS. Z tohoto diivodu jsme si pro dal$i métfeni vybrali

pufr CAR.

10000 -
8800 é H,0,
7600 é
6400 é

5200 ]
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4000 +—vrr+— — - - - O O O o

t [min]

Obr. 18: Vliv pH 10,8 (CAR) UPE v blizké IC oblasti spektra. K BSA jsme pridali 80 mM MoOs a
v 5. minuté 400 mM H,0,.
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Obr. 19: Vliv pH 10,8 (CAR), 7,5 (PBS) a 5,0 (MES) na UPE v blizké IC oblasti spektra. K BSA
Jjsme pridali 80 mM MoOs a v 5. minuté 400 mM H20,. Indukovand UPE byla normovina na

fotonova emise [r.j.]

spontanni UPE z chemického systému.

1,6 -

1,2 -

fotonova emise [r.j.]

CAR PBS MES

Obr. 20: Vliv pH 10,8 (CAR), 7,5 (PBS) a 5,0 (MES) na UPE pri 1270 nm. K BSA jsme pridali
80 mM MoOs a v 5. minute 400 MM H,0,. Indukovana UPE byla normovdana na spontinni UPE

Z chemického systéemu.
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5.3 Méfeni na PMT pro VIS oblast spektra
5.3.1 Vliv koncentrace reaktantt na UPE indukovanou 1Oz

Studovali jsme nartust UPE ve VIS a Cervené oblasti spektra pii koncentraci
80 mM MoOs a 400 mM H20: (Obr. 21). Srovnavali jsme UPE pfi riznych koncentracich
(Obr. 22) 80 mM, 40 mM a 20 mM Mo0O3z a 400 mM, 200 mM a 100 mM H:0O.. Po ptidani
H202 UPE ve VIS oblasti spektra vzrostla 13,4x oproti UPE v Cervené oblasti spektra.

——bezfiltru ——s filtrem
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fotonova emise [pulzy-s]

Obr. 21: Vliv H,0, na UPE pro VIS (bez filtru) a cervenou (s filtrem) oblast spektra. K BSA jsme
pridali 80 mM MoOs a mérili 5 minut. Poté jsme pridali 400 mM H>0..
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Obr. 22: Vliv H20, na UPE pro VIS (bez filtru) a cervenou (s filtrem) oblast spektra. Na zacatku
méreni byl k BSA pridan 80 mM, 40 mM nebo 20 mM MoOs a v 5. minuté 400 mM, 200 mM nebo
100 mM H;O. Indukovana UPE byla normovana na spontanni UPE z chemického systému.
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5.3.2 Vliv katalazy a NaOCI na UPE indukovanou 'Oz

Zjistovali jsme vliv antioxidantii a NaOCl na UPE v Cervené oblasti spektra
V chemickém systému s M0Oz a H2O». V 15. minuté méfeni jsme piidali katalazu a v 20.
minuté NaOCI (Obr. 23). Pfidani katalazy ani NaOCI nemélo prokazatelny efekt na UPE.

20 -

katalaza

16 - NaOCl
: HZOZ \
12 1 \

A i

L ki

fotonova emise [pulzy-s]

5 10 15 20 25
t [min]

Obr. 23: Vliv antioxidantit a NaOCI na UPE v cervené oblasti spektra. K BSA4 jsme pridali 80 mM
MoOs. V 5. minuté méieni jsme pridali 400 mM H>0,. V 10. minuté kataldzu, se kterou jsme mérili
5minutav 15. minuté jsme pridali 100 mM NaOCI.
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5.3.3 Méreni UPE indukovanou HO®

Studovali jsme vliv FeSO4 a H.02 na UPE ve VIS a cervené oblasti spektra.
Ptidani FeSO4 smichaném s EDTA nemélo na UPE zadny vliv, ale po ptidani H.O, UPE
vzrostla (Obr. 24). Porovnavali jsme UPE ve VIS a ¢ervené oblasti spektra (Obr. 25), kde

Ize vidét, ze UPE ve VIS oblasti spektra je 5x vyssi nez UPE v Cervené oblasti spektra.
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Obr. 24: Porovnani UPE pro VIS (bez filtru) a ¢ervenou (s filtrem) oblast spektra. K BSA jsme
pridali FeSO4s a EDTA. V 5. minuté jsme pridali 400 mM H>0,.
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Obr. 25: Porovnani UPE pro VIS (bez filtru) a cervenou (s filtrem) oblast spektra. Na zacdtku
meéreni jsme k BSA pridali FeSOsa EDTA. V 5. minuté jsme pridali 400 mM H>O. Indukovana

UPE byla normovana na spontanni UPE z chemického systému.
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5.3.4 Vliv katalazy a NaOCI na UPE indukovanou HO’

Zkoumali jsme vliv antioxidantii a NaOCl na UPE ve VIS a ¢ervené oblasti spektra
za pouziti chemického systému s FeSO4 a H20. Pridani katalazy a NaOCl mélo vliv na
UPE ve VIS oblasti i v ¢ervené oblasti spektra (Obr. 26). Porovnavali jsme UPE po pfidani
H>0>, katalazy a NaOCI (Obr. 28). Zjistili jsme, Ze po pfidani katalazy UPE ve VIS oblasti
spektra vzrostla 5,6x oproti UPE v Cervené oblasti spektra. Pfidani NaOCIl mélo stejny

efekt, ale narist byl 6,1x vyssi nez v ¢ervené oblasti spektra.
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Obrazek 26: Méreni UPE ve VIS (bez filtru) a cervené (s filtrem) oblasti spektra. K BSA jsme pridali
FeSO, a EDTA. V 5. minuté méreni jsme pridali 400 mM H>0,. V 15. minuté kataldzu, se kterou
Jjsme mérili 5 minut a v 20. minuté jsme pridali 100 mM NaOCI.
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Obr. 27: Porovnani naristu UPE ve VIS (bez filtru) a cervené (s filtrem) oblasti spektra. K BSA
Jjsme pridali FeSO4 a EDTA. V 5. minuté jsme pridali 400 mM H20.V 10. minuté katalazu a v 15.

minuté NaOCL. Indukovand UPE byla normovana na spontdnni UPE z chemického systému.
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5.4 Méfeni na PMT pro IC oblast spektra

5.4.1 Vliv koncentrace reaktanti, katalazy a NaOCIl na UPE indukovanou
102

Porovnavali jsme vliv MoOs a H0, na UPE v blizké IC oblasti spektra a pfi
1270 nm a studovali jsme vliv antioxidantii a NaOCl na UPE pii 1270 nm. Porovnavali
jsme UPE pro blizkou IC oblast spektra a pti 1270 nm (Obr. 28), kde jsme ptidavali 80 mM
MoOs3 a 400 MM Hz0:. Ptfidani MoO3 nemélo na UPE zadny efekt, ale pfidani H2O2 mélo
za nasledek zvySeni UPE. Provadéli jsme méteni o riznych koncentracich MoOs (80 mM,
40 mM a 20 mM) a H202 (400 mM, 200 mM a 100 mM), které jsme nasledné porovnali
(Obr. 29). Nejvyssi pouzita koncentrace méla 1,55x vyssi narust UPE nez koncentrace

Cv v

vliv (Obr. 30).
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Obr. 28: Vliv MoOs a H,0; na UPE pro blizkou IC oblast spektra (bez filtru) a p7i 1270 nm (s
filtrem). K BSA4 jsme pridali 80 mM MoOs a méFili 5 minut. Poté jsme pridali 400 mM H>05.
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Obr. 29: VIiv MoOs a H.0, na UPE pro blizkou IC oblast spektra (bez filtru) a pri 1270 nm (s
filtrem). Smichali jsme BSA s 80 mM, 40 mM nebo 20 mM MoOs a nechali mérit 5 minut. V 5.
minuté jsme pridali 400 mM, 200 mM nebo 100 mM H20; a méFili 10 minut. Indukovand UPE byla

normovana na spontanni UPE z chemického systému.
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Obr. 30: Viiv antioxidantii a NaOCl na UPE pri 1270 nm. K BSA jsme pridali 80 mM MoOs.
V 5. minute méreni jsme pridali 400 mM H>0,.V 10. minuté kataldazu, se kterou jsme mérili 5 minut.
V 15. minuté jsme pridali 100 mM NaOCI.
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5.4.2 Méreni UPE indukovanou HO®

Studovali jsme vliv FeSOa4, H20;, katalazy a NaOCI na UPE p#i 1270 nm. Siran
zeleznaty smichany s EDTA, ani H202 neméli na UPE Zzadny vliv (Obr. 31). Pfidanim
katalazy a NaOCl nevniklo zadné snizeni ani zvyseni UPE (Obr. 32).
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Obr. 31: Vliv FeSO. a H202 na UPE pri 1270 nm. K BSA jsme pridali FeSOs a EDTA a mérili jsme
2,5 minuty. V 2,5 minté jsme pridali 400 mM H-0O-.
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Obr. 32: Viiv antioxidantit a NaOCI na UPE pri 1270 nm. K BSA jsme pridali FeSOs a EDTA.
V' 5 minuté mereni jsme pridali 400 mM H>Oz. V 15. minuté kataldzu, se kterou jsme mérili 5 minut.
V 20. minuté jsme pridali 100 mM NaOCI.
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5.5 Shrnuti méreni
5.5.1 Porovnani UPE ve VIS a IC oblasti spektra

Porovnavali jsme nariist UPE v ¢ervené oblasti spektra a pti 1270 nm. Srovnavali
jsme narist UPE za pouziti a bez pouziti BSA (Obr. 33). Pfidani H2O> mélo za nasledek
zvySeni UPE. V méfeni s BSA méla UPE v Cervené oblasti spektra 2,4x vyssi narist nez
UPE pfi 1270 nm. Zatimco bez BSA to bylo naopak. Ultra slaba emise fotoni pii 1270 nm
méla 2,9x vy$§i ndrGst nez UPE v Cervené oblasti spektra. Porovnavali jsme rdzné
koncentrace MoOz (80 mM, 40 mM a 20 mM) a H202 (400 mM, 200 mM a 100 mM)

(Obr 34), kde jsme zaroven srovnavali UPE v ¢ervené oblasti a pti 1270 nm.

m IC s filtrem m VIS s filtrem

fotonova emise [r.j.]

s BSA bez BSA

Obr. 33: Porovnadni ndristu UPE indukované *Oz ve vzorku s a bez BSA méiené v pritomnosti filtrii.

Indukovana UPE byla normovdna na spontanni UPE z chemického systému.
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Obr. 34: Porovnani naristu UPE v cervené oblasti s pri 1270 nm. K BSA jsme pridali 80 mM,
40 mM nebo 20 mM MoOs a v 5. minuté jsme pridali 400 mM, 200 mM nebo 100 mM H>0,.

Indukovana UPE byla normovana na spontanni UPE z chemického systému.
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5.5.3 Porovnani vSech méreni

Tabulka ¢. 1: Srovnani vysledkit indukované UPE, kde NE znamend, Ze chemicky systém nemél na

UPE viiv a ANO znamenda navyseni UPE, pripadné kolikrat byla UPE vyssi oproti jinému vzorku.

ICSF IC BEZF VISSF | VISBEZF
CAR: BSA s M0o0Os a
ANO ANO ANO ANO
H>02
PBS: BSA s M00O3 a
NE NE NE ANO
H.0>
MES: BSA s MoOs a
NE NE NE ANO
H>0>
CAR: BSA s Mo0Os a
ANO - NE -
H.0, a katalaza
+ NaOCI NE - NE -
ANO 1,6x
CAR s MoOz a H202 (bez
vyssinez s - NE -
BSA)
BSA
CAR: BSA s (FeSO4 +
NE - ANO ANO
EDTA) a H20:
CAR: BSA s (FeSO4 + NE vyssi 1,3x vyssi 1,4x
EDTA) a H20; a katalaza nez H202 nez H202
vyssi 1,1x vyssi 1,1x
+ NaOCI NE - Y Y
nez katalaza | nez katalaza
H>02 s NaOCI NE NE NE NE
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6. Diskuse

V literatufe se UPE z Cervené oblasti prisuzuje bud’ Ch* nebo dimolové emisi ze
10, (Tab. ¢. 2). (Cadenas a kol., 1980, Di Mascio a kol., 1994) méfili indukovanou UPE a
pouzivali PBS pufr a filtr pro ¢ervenou oblast spektra. Jiny pufr, konkrétn¢ CAR zkusili
(Harada a kol., 2009) a také pouzili filtr pro ¢ervenou oblast spektra. Je znamo, ze doba
zivota 102 je delsi v D20 nez v H20 (Ogilby a Foote, 1983). S D.O métili (Di Mascio a
Sies, 1989 a Prado a kol., 2009) a pouzivali také filtr pro ¢ervenou oblast spektra, ale
(Di Mascio a Sies, 1989) méfili i s H20, kdy byla indukovana UPE niz$i nez za pouZiti
D20. Na zékladé jejich zjisténi se D,O zacala pouzivat jako standartni test pro 'O a

nezkoumali, jestli to je *Ox.

Tabulka ¢. 2: Prehled literatury, ve které se zabyvali monomolovou a dimolovou emisi ze '0,. Jaké

rozpoustédla, chemikalie a filtry pri mereni pouZili.

rozpoustédlo | chemikalie rozsah emise
Cadenas a kol., 1980 PBS tBOOH, | 300-900nm 1 lova
H202 Cerveny filtr
NaOCl,
Lengfelder a kol H20 DABCO, | 600-750nm | dimolova
1983
H>0O»
Di Mascio a Sies, 1989 | D-0, H,0O NDPO; cerveny filtr dimolova
Di Mascio a kol., 1994 PBS NI?ISCS’ od 610 nm dimolova
Miyamoto a kol., 2006 | PBS, D.O Lﬁ'gg:_' od 1270 nm monomolova
od 600 nm dimolova
Harada a kol., 2009 CAR NaOCl,
H20: 950 - 1400 nm | monomolova
5-HPMU a od 570 nm dimolova
Prado a kol., 2009 D20 Ce, HOCI, -
NaNs 800 - 1400 nm | monomolova

Cilem mé diplomové prace bylo mimo jiné ovéfit fakt, zda se opravdu jednd o
dimolovou emisi ze 'O2. Pro zjednoduseni jsme si vybrali chemicky systém, ktery
neobsahuje zadné *Ch, a zaroven je v literatufe popsano, ze podobné chemické systémy
vedou k tvorb&é 0, — jako napiiklad (Cadenas a kol., 1980, Miyamoto a kol., 20086,
Miyamoto a kol., 2012, Prado a kol., 2009). Také vychazime z piedpokladu, Ze jestli je

piitomna dimolova emise ze 'Oz, musi byt pfitomna i monomolova emise ze O, Po
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vybrani chemického systému jsme vytvorili organické ROOH a porovnali jsme
indukovanou UPE v ¢ervené a IC oblasti spektra za pouziti EPR a dvou PMT. Na zakladé

tohoto srovnani se chceme rozhodnout, zda se jedna o dimolovou emisi ze 1O, nebo ne.

S experimenty na EPR jsme si chtéli potvrdit tvorbu Oz, Mé&fili jsme vliv MoOs
aH>02s BSA, MoOs a H202bez BSA a FeSO4 smichany s EDTA a H202 (Obr. 13). Méfeni
s FeSO4, EDTA a H202 mélo nejmensi narast (Obr. 14), ale i piesto, jsme si potvrdili tvorbu
10, v nasich chemickych systémech. V dalsich kapitolach jsme se uz vénovali méfeni na

PMT.

Pouziti riznych pufrt odhalilo, ze pH ma vyrazny vliv na intenzitu UPE (Obr. 16).
S rostoucim pH roste i UPE, jak jsme si ovéfili porovnanim pufra MES o pH 5,0, PBS o
pH 7,5 a CAR o pH 10,8. M¢tili jsme UPE ve VIS oblasti spektra (Obr. 16), kde mizeme
pozorovat vysoky rozdil mezi pufry. U UPE pro Cervenou oblast spektra (Obr. 17) jsou
rozdily v nardstu, ale ne tak markantni. U UPE v blizké IC oblasti spektra (Obr. 19) a pfi
1270 nm (Obr. 20) jsou rozdily mezi pufry velké, proto jsme se rozhodli pro dal$i méfeni
pouzivat uz jen pufr CAR o pH 10,8. Tento pufr pouzivali i (Harada a kol., 2009), kterymi

jsme se inspirovali.

Srovnanim UPE ve VIS a &ervené oblasti jsme zjistili, Ze emise indukovana 'O
ve VIS oblasti je pfiblizné 13x vyssi nez v Cervené oblasti, zatimco pii UPE indukované
HO" je UPE vyssi pouze cca 5x. Porovnavali jsme nartist UPE indukovanou *O2 (Obr. 21),
kde jsme po pridani ocekavali tvorbu proteinovych ROOH. V piipad¢é bez filtru bylo
navyseni veliké, protoze jsme méfili celou VIS oblast. V této oblasti miizou vyzafovat
$(R=0)* i 10,. S filtrem bychom méli méfit dimolovou emisi ze 1Oy, ale Zadny rapidni
nartist jsme nezpozorovali. Pfidani O vedlo k tvorb& ROOH. (Di Mascio a kol., 1994)
ukézali, ze redukce H20, pomoci NaOCI vede k tvorbé 'Oz spojené s monomolovou i
dimolovou emisi. Abychom zabranili této reakci, a tim se vyhnuli faleSné pozitivnimu
signdlu, pridavali jsme k nasim vzorkim kataldzu pted NaOCl. Nésledn¢ jsme redukovali
ROOH na ROO" a odekavali jsme narist UPE v disledku tvorby O pies Russelliiv
mechanismus. Redukce ROOH neméla na UPE v Cervené oblasti zadny efekt (Obr. 23).
Ultra slabou emisi fotond jsme také indukovali HO. Pfidavali jsme FeSOjs, které jsme
smichali s chelatacnim ¢inidlem EDTA, které vytvari slouceniny sionty kovi. Siran
zeleznaty jsme museli smichat s destilovanou vodou, protoze po smichani s pufrem se ndm

srazil, ale EDTA jsme smichali s pufrem. Detekovali jsme navyseni UPE ve VIS i Cervené
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oblasti spektra (Obr. 24 a Obr. 25). U UPE ve VIS oblasti je navySeni vyssi, protoze HO®
se Ucastni fetézovych reakei, které vedou k tvorbé 3(R=0)* i 10,. Pfevazné tedy 3(R=0)*,
ktera vyzatuje nejvice v modré oblasti spektra. K tomuto chemickému systému jsme pridali
katalazu a NaOCI (Obr. 26). Pfidanim katalazy by méla emise klesnout, nam ale vzrostla
(Obr. 27). Ptisuzujeme to tomu, Ze tam uz nezbyl zadny H202 a misto toho katalaza slouzila
jako substrat v jiz probihajicich fetézovych reakcich proteinovych radikala, coz vedlo
k navySeni UPE. Navyseni nastalo taky ptidanim NaOCl, ale zdaleka ne tak prudké, jak u
(Harada a kol., 2009).

Srovnani UPE v blizké IC oblasti a pii 1270 nm odhalilo, Ze nartst UPE je
piiblizné stejny. V obou piipadech bychom méli detekovat monomolovou emisi ze 1O,.
V piipadé méteni UPE indukovanou 'O byl nériist velmi vysoky jak pfi detekci UPE pti
1270 nm, tak pii UPE v blizké IC oblasti (Obr. 28). Po piidani katalazy UPE Klesala, ale
velmi pomalu a NaOCI nemélo vliv zadny (Obr. 29). Chemicky systém obsahujici Mo a
H20, pouzivali (Aubry a Casin, 1988) a o étyfi roky pozdéji (Bohme a Brauer, 1992) a
naméfili monomolovou emisi ze 10z. Porovnavali jsme néariist UPE indukovanou HO" (Obr.
31). Bohuzel v tomto piipadé jsme nezpozorovali zadnou zménu v UPE, ani narust ani
snizeni. To se ovSem nemuze fict o (Prado a kol., 2009), kteti studovali thymidové ROOH

a reaguji s kovovymi ionty za tvorby 'Oz pomoci Russellova mechanismu.

Srovnali jsme UPE v Cervené oblasti a pti 1270 nm (Obr. 34), vyssi UPE je
zaznamenana v cervené oblasti spektra. Rozdil v emisi mize byt zplsoben rtiznymi
faktory, poc¢inaje kvantovou ucinnosti PMT, kde s rostouci vinovou délkou klesa kvantova
uc¢innost. Dal$i divod mutize byt velikost fotokatody nebo velikost snimané plochy vzorku.
U PMT pro IC oblast jsme pouzili kyvety o velikosti 1x1x4 cm a u PMT pro VIS oblast
Petriho misky o primeéru 5,5 cm. Kromé PMT jsme porovnavali i UPE za pouziti a bez
pouziti BSA (Obr. 33). Nejvyssi UPE IC oblasti ze vech testovanych vzorktl jsme méli,
kdyz jsme generovali 102 chemickou cestou, coz potvrzuje méteni UPE pii 1270 nm bez
BSA, ale nedetekovali jsme Zadnou dimolovou emisi ze *O2. P¥idani BSA do systému mélo
za nasledek pokles UPE pii 1270 nm, coZ jsme ocekavali, protoZe vétsina 'O oxiduje
protein a jenom cast molekul oxidovaného proteinu jde pies Russelliv mechanismus
zpatky na 0. V ptipadé dimolové emise ze 'O, tedy detekci UPE v &ervené oblasti
spektra, je tomu naopak. Ultra slaba emise fotont v ¢ervené oblasti spektra po pfidani BSA
narostla, dokonce 1,4x nez monomolova emise ze 1O, bez BSA. Pravdépodobné je tomu

tak, protoze pfi snimani UPE v &ervené oblasti spektra nevyzafuje dimolova emise ze *O>.
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Vyzatuje tedy néco jiného neZ u monomolové emise ze *Oz. Autofi, ktefi méfili na
podobném chemickém systému, nemaji dikaz, Ze se jedna o dimolovou emisi ze 102. Méfili
pomoci filtru pro &ervenou oblast spektra nebo s D-O a monomolovou emisi ze 'O

nemérili.
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7. Zaver

V této diplomové praci jsme méli vytvofit organické ROOH z BSA a nasledn¢
porovnat indukovanou UPE v ¢ervené a blizké IC oblasti spektra. Ultra slaba emise fotont
byla indukovana riznymi ROS chemickou cestou. M¢fili jsme na EPR a dvou PMT.
Méienim na EPR jsme si potvrdili tvorbu O z nasich vybranych chemickych systémd, se

kterymi jsme déle pracovali na PMT.

Srovnavali jsme indukovanou UPE pfii pouziti tii druha pufrti o rozdilném pH.
Pouziti pufru o pH 5,0 a 7,5 mélo jen slaby efekt na indukovanou UPE. Zatimco pouziti
pufru o pH 10,8 mélo za nasledek prokazatelné vyssi narast indukované UPE v Cervenéiv
blizké IC oblasti spektra, které nas zajimaji a proto jsme se ho rozhodli pouzit v dalgich

méfenich.

Porovnévali jsme UPE indukovanou 'O, ve VIS a ervené oblasti spektra, pficemz
indukovana UPE byla ve VIS oblasti vy$si neZ v Cervené oblasti spektra. Je tomu tak,
protoze ve VIS oblasti spektra vyzatuje 3(R=0)* i 10,. Zatimco v ¢ervené oblasti jsme
o¢ekéavali pouze dimolovou emisi ze 1O,. P¥idinim katalazy, jakozto antioxidantu, jsme
zastavili tvorbu ROS a nasledné jsme nahromadéné ROOH redukovali ptidanim NaOClI,
ale redukce ROOH neméla na navySeni UPE vliv. Stejné tak UPE indukovana HO" byla
vyssi ve VIS oblasti spektra, protoze se tvoii *(R=0)* i 'O,. Ptidani katalazy vedlo
k navySeni UPE, protoze katalaza slouzila jako substrat v probihajicich reakcich

proteinovych radikali. Pfidanim NaOCIl se UPE také zvysila.

Méieni UPE indukovanou 'O v blizké IC oblasti a pti 1270 nm, ukézalo v obou
pripadech vysoky nartist UPE. Po pfidani katalazy UPE velmi pomalu klesala a ptidani
NaOCI nemélo na UPE zadny efekt. Prekvapive, ptidani exogenniho HO® nemélo zadny

vliv na UPE v blizké IC oblasti a p¥i 1270 nm.

Kontrolni méfeni jsme provadéli i na &istém chemickém systému generujicim 1O,
(bez ptitomnosti BSA). Dle ocekavani jsme v tomto méteni méli nejvyssi nartist UPE pfti
1270 nm, coZ odpovidd monomolové emisi ze 'O,. Ten samy experiment byl proveden
v Cervené oblasti spektra, ale zadné navySeni UPE nenastalo, navzdory nasemu
predpokladu, e pokud v systému vygenerujeme vysokou koncentraci 1Oz, dojde
k dimolové emisi ze *O2. V tomto piipadé to neplati. Méfeni s BSA vedlo ke snizeni UPE
pfi 1270 nm, protoze ¢ast molekul *O; oxiduje BSA na ROOH a jen ¢ast molekul ROOH
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zpétné tvoti 1O pres Russelliiv mechanismus. Po piidani BSA se UPE se pii 1270 nm dle
ocekavani snizila, zatimco UPE v Cervené oblasti spektra narostla, coz by znamenalo, ze
nam klesa monomolova emise ze 1O, zatimco roste dimolova emise ze 0. Tento rozpor
v chovani monomolové emise ze 102 a UPE detekované v ¢ervené oblasti spektra, spole¢né
s nékolika dalSimi popsanymi nesrovnalostmi v jejich chovani, nas vede k zavéru, ze
kromé *Ch a dimolové emise ze 102 existuje jesté dalsi zdroj UPE v &ervené oblasti, ktery

zatim nebyl popsan.
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