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Abstrakt: Reaktivni formy kysliku prispivaji k fadé destruktivnich a degenerativnich po-
chodu v biologickych systémech. Antioxidanty jsou latky poskytujici organismum pfirozenou
ochranu proti reaktivnim formam kysliku. Jednou ze zvlasté nebezpeénych reaktivnich fo-
rem kysliku je singletni kyslik. Experimentalni ¢ast predklddané prace zkouma interakci sin-
gletniho kysliku a tripletu fotosensibilizaéniho barviva s f-karotenem. Byla méfena doba
zivota singletniho kysliku a tripletu barviva a byly vyhodnoceny zhaseci rychlostni konstanty
pro (-karoten. Vysledné byla zhodnocena uc¢innost §-karotenu jakozto antioxidantu pii foto-
sensibilizaci singletniho kysliku. Soucasti prace je rovnéz zakladni seznameni s problematikou
antioxidantu a reserse dosud publikovanych vysledki.
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Abstract: Reactive oxygen species participate in many destructive and degenerative processes
in biological systems. Antioxidants are chemical substances which naturally protect organisms
against reactive oxygen species. One of the most dangerous reactive oxygen species is singlet
oxygen. The experimental part of the work studies interaction of singlet oxygen and triplets
of photosensitizer with (-carotene. Lifetime of singlet oxygen and triplets of photosensitizer
is measured and respective quenching rate constants for (-carotene are evaluated. The ef-
ficiency of [-carotene as antioxidant during photosensitizing process of singlet oxygen was
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Seznam zkratek

A oznaceni singletniho kysliku zvlasté v indexech

kaie oo difusni limita pro rychlostni konstantu

kag oo zhaseci konstanta singletniho kysliku pro -karoten

Kn o e celkové rychlostni konstanta zéniku 1Os.

K celkové rychlostni konstanta zaniku 'O, bez piftomnosti zhaSece.
kriq e zhéseci konstanta tripletu fotosensibilizatoru pro (-karoten

ks ceeeeeenns rychlostni konstanta zhaSeni tripletu fotosensibilizatoru jeho

zakladnim singletem

Kp, celkova rychlostni konstanta zaniku tripletu fotosenzibilizatoru.
TA  eeeeeeens doba zivota singletniho kysliku

TD,  eeeeeeenns doba zivota tripletu fotosensibilizatoru

£ doba zivota déle zijici formy tripletu fotosensibilizatoru
10y singletni kyslik

PDT ... fotodynamicka terapie (Photodynamic therapy)

PS fotosensibilizator (Photosensitizer)

SPS triplet fotosensibilizatoru

Q zhase¢ (Quencher)

ROS ... reaktivni forma kysliku (Reactive oxygen species)

S1, 50 ceeeeenn prvni excitovany a zakladni singlet fotosensibilizatoru
T, oznaceni tripletu fotosensibilizatoru zvlasté v indexech
THEF ... tetra-hydro-furan

TPP ... tetra-fenyl-porfin



Kapitola 1
Uvod

V posledni dobé se pomérné casto muzeme setkat se slovem antioxidant, které se dokonce
stalo jakymsi zaklinadlem pro vyrobce nékterych potravin a nutri¢nich doplnku. Rovnéz jsou
Siroce provadény klinické studie zkoumajici pozitivni terapeutické ¢i preventivni ucinky an-
tioxidantu pri nejruznéjsich chorobach. V popredi zdjmu je také vliv antioxidanti na obecny
jev starnuti. Obzvlasté diskutovanym antioxidantem je §-karoten, ktery je v fadé organismu
hojné zastoupen. Antioxidanty vsak nejsou diskutovany jen v kontextu lidského zdravi, ve-
lice vyznamnou tlohu zfejmé hraji v procesu fotosyntézy a v fadé dalsich zivotnich funkci
organismu rostlinné i zivocisné tise.

Ruku v ruce s pojmem antioxidant ¢asto slychame pojem volny radikal. Vedle kyslikatych
radikalu existuji i dalsi nebezpeéné reaktivni formy kysliku, jako je napiiklad singletni kyslik
(dale 10O,), proti kterym je tfeba organismu poskytovat ochranu.

Pusobeni antioxidantu v biologickych systémech je, stejné jako dalsi procesy v zivych or-
ganismech, zalezitost slozita a komplexni. Experimentalni ¢ast predkladané prace se zabyva
témi nejzakladnéj$imi mechanismy jejich pusobeni; zaméfuje se na vysSetfovani interakce
[-karotenu se singletnim kyslikem a s fotosensibilizatorem tetrafenylporfinem (TPP), ktery
je po osviceni schopny ptrenosem excita¢ni energie vybudit kyslik do singletniho stavu. Je
zkouman jednoduchy systém — roztok fotosensibilizatoru TPP a (-karotenu v tetrahydrofu-
ranu (THF) v rovnovédze se vzdusnym kyslikem. Pozornost je vénovana sledovani ¢asového
prubéhu koncentrace singletniho kysliku a koncentrace tripletnich stavu fotosensibilizatoru
bezprostiedné po excitacnim laserovém pulsu. Ke sledovani koncentraci slouzi unikatni apa-
ratura pro Casové a spektralné rozlisené méteni infracervené (IR) luminiscence jednak sin-
gletniho kysliku a jednak fotosensibilizatoru (PS).
stavu barviva v zavislosti na koncentraci antioxidantu [(-karotenu a urceni rychlostnich
zhasecich konstant. Cilem préace je vyhodnotit uc¢innost [g-karotenu jakozto zhasece pii fo-
tosensibilizaci a studium mechanismu probihajicich v modelovém systému. Zavér experi-
mentalni prace se snazi vlozit vysledky méteni do kontextu doposud ziskanych poznatku
o funkci antioxidantu v biologickych systémech.

Teoretickd cast préace si klade za cil dat ¢tenafi ivodni vhled do problematiky a upo-
zornit na nékteré zajimavosti vztahujici se k tématu. Nejprve strucné vysvétluje pojem re-
aktivni forma kysliku (dédle ROS) a podava struény prutez chemii radikélu a singletniho
kysliku, rovnéz v kratkosti uvadi ruzné zdroje ROS v zivych organismech. Nésleduje vyme-
zeni pojmu antioxidant a kapitola o antioxidac¢nich tucincich (-karotenu. Je zatazena také
kapitolka nastinujici hypotetické moznosti vyuziti antioxidantu v mediciné. Déle se préace
zabyva podrobnéjsim osvétlenim pojmu singlet a triplet, které jsou stézejnimi terminy pro
popis fosforescence a fyziky singletniho kysliku. Nechybi kapitoly zabyvajici se fotosensibi-
lizaci singletniho kysliku a jednou z jeho modernich aplikaénich moznosti, fotodynamickou
terapii.

Druha ¢ast textu je vénovana vlastnimu experimentu. Nejdiive je pozornost zamérena na



odvozeni ¢asovych zavislosti intenzity luminiscence singletniho kysliku pti fotosensibilizacnim
procesu za piitomnosti zhasece — antioxidantu — a je identifikovan vztah ¢asového prubéhu
k dobam zivota a rychlostnim konstantam. Nasleduje struény popis aparatury pro méreni
casove a spektralné rozlisené IR luminiscence a popis pripravy mérenych roztoku. Dalsi kapi-
toly se jiz vénuji vyhodnoceni zmétenych kinetik luminiscence a vypoctu dob zivota a rych-
lostnich zhésecich konstant, a to jednak pro piipad luminiscence 'O,y a jednak pro piipad
luminiscence PS. Diskuse vysledkii méreni se snazi namétené hodnoty uvést do kontextu
teoretické casti prace a upozornit na nékteré zajimavé aspekty studovaného problému.



Kapitola 2

Reaktivnich formy kysliku a
antioxidanty

2.1 Reaktivni formy kysliku

Mezi reaktivni formy kysliku, dale ROS, je fazeno mnoho chemickych latek. Tyto latky je
mozné rozclenit do tii skupin podle podstaty jejich zvysSené reaktivity. Do prvni skupiny
budiz zatazen pouze singletni kyslik (1O,). Zde je reaktivita 'O, déna spinovym stavem
tohoto excitovaného stavu, jak je diskutovano v kapitole 3.1.

Druha skupina je jiz znacné pocetnéjsi a obsahuje molekulové radikaly, tedy molekuly
s nevyparovanym elektronem, ktery je pricinou jejich zvysené reaktivity. Patii sem napiiklad
superoxidovy anion (-Oj ), hydroxylovy radikal (-OH), peroxylovy radikdl (R-OO-) a dalsi,
tecka ve vzorci oznacuje radikalovy elektron.

Do treti skupiny lze fadit neradikdlové molekuly, jako napiiklad peroxid vodiku (HyOs),
organické peroxidy (R-OOH) ¢i ozon (O3), které jsou oxidaénimi ¢inidly.

2.2 Chemické vlastnosti 'O,

V laboratornim podminkéch se 'O, ¢asto pripravuje fotosensibilzaéni procesem, ktery bude
déle popsan, nebo chemicky reakei kyseliny chlorné s peroxidem vodiku podle rovnice

Cl10™ + H202 — CI™ + HQO + 102 .

Jinym zpusobem piipravy muze byt termicky rozklad endoperoxidi.

Co se tyce destruktivni ¢innosti 'Oy v biologickych systémech, nejvyznamnéjsi roli hraji
reakce 1Oy s dvojnou uhlikovou vazbou. Vyznamn4 je takzvand ene-reakce (ze slova alkene),
kdy 1O, rozpojuje dvojnou vazbu alkenu, z piilehlého uhliku odtrhne vodikovy atom a vznika
hydroxyperoxid (R-OOH) a dvojnéd vazba se posouvé. Déle to jsou cykloadicni reakce, kdy
se ze dvou m-vazeb stdvaji dvé o-vazby. V reakcich 'Oy rozlisujeme [4+2] a [2+2] cykloadici,
uvedend ¢isla udavaji délky retézcu tucastnici se reakce, Oy povazujeme za fetézec délky 2.
[4+2] cykloadice kysliku se ucastni ¢tyfuhlikatd cast fetézce molekuly, kterd obsahuje dve
konjugované dvojné vazby, produktem je endoperoxid. [2+2] cykloadice kysliku se ticastni
pouze dva uhliky svdzané dvojnou vazbou (viz obrézek 2.1).

Diky elektrofilnimu charakteru muze 'O, reagovat s heteroatomy v organické slouceniné,
které nesou volny elektronovy par. Takovym heteroatomem muze byt treba dusik, sira nebo
fosfor. Heteroatom se bud kyslikem oxiduje, nebo muze pusobit jako fyzikalni zhdsec 1O,
kdy finalnim produktem je 30, v zakladnim stavu a puvodni nezménénd latka.

Uvedené reakce jsou znamé jiz dlouhou dobu a zodpovidaji za prevaznou ¢ast biologickych
ucinki 'O,. Prvni tii z uvedenych reakei ptisobi na uhlikovou dvojnou vazbu. Dvojnou vazbu
obsahuji naptiklad nenasycené mastné kyseliny, jako kyselina olejova nebo linoleova, které
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Obr. 2.1: Typické organické reakce 'Os.

jsou soucasti tuku & fosfolipidi. Fosfolipidy jsou stavebnim kamenem bunééné membrany. 1O,
oxiduje nékteré aminokyseliny. V souladu s popsanymi reakénimi mechanismy 'O, napada
tryptofan, tyrosin a histidin, které obsahuji dvojnou vazbu uvniti cyklu, a dale methionin a
cystein, které obsahuji heteroatom siry. Stejné jako aminokyseliny mohou s 'O, reagovat i
proteiny, jez jsou z aminokyselin slozené. Uchranéné nezustavaji ani nukleové kyseliny, kde
10, zpravidla napadd guaninovou bézi. Dvojnou vazbu, tentokrat zabudovanou v Sesticetném
kruhu, obsahuje také napiiklad cholesterol. Zde 'O, ptisobi ene-reakénim mechanismem.
Podrobny souhrn chemie 'O, je mozné nalézt napiiklad v [6].

2.3 Chemické vlastnosti kyslikovych radikala

Mezi kyslikové radikaly patii napiiklad -O; , R-OO-, -OH. Radikdaly obecné maji nesparovany
elektron. Naptiklad OH™ je bézny hydroxylovy anion vznikajici pti disociaci vody, zatimco
‘OH je sice nenabity, ale je to radikal. Radikal muze ochotné reagovat s jinym radikédlem,
coz vede ke sparovani elektronti. Uved'me jako piiklad reakce dvou stejnych a dvou odlisnych
radikalu:

-0y +-CO5 — Oy + CO3™

Pti reakci radikdlu s béznou molekulou, jez méa sparované elektrony, zpravidla dochéazi
k zameéné radikalu, nikoli vSak k jeho zaniku. Ptikladem takové reakce je oddéleni jednoho
atomu A z molekuly M—A pusobenim radikalu -R, schematicky

M-A+-R— -M+R-A,

kdy puvodni radikal -R zanika, zatimco vznika novy -M. Rychlost reakce zavisi na rozdilu
disociacnich energii M—A a R-A. Oddélovanym atomem muze byt napiiklad vodik. Prak-
tickym prikladem takové reakce je chlorace alkant, kdy vstupujicim radikalem je -Cl, vznikly
homolytickym termickym stépenim Cl,, a produktem je chlorovany alkan a HCIl. Oddélovat
vodik se daii naptiklad i radikalu -OH za vzniku vody.

Radikaly mohou vznikat ptusobenim ionizujictho zafeni na tkané, napt. voda se rozklada
za vzniku -OH, -H, HyO, a dalsich produktu. V biologickych systémech se mohou ROS



pusobenim ruznych katalyzatoru preménovat vzajemné mezi sebou, prikladem budiz vznik
:OH z HyO4 v piitomnosti iontu zeleza

Fe?* + H,0y — Fe*t + OH™ + -OH,

pricemz volné zeleznaté ionty jsou uvolnovany z molekul obsahujicich zelezo pusobenim ra-
dikalu O3, ktery je schopen redukovat Fe?" na Fe?T.

Pusobenim vysoce reaktivniho -OH na organickou molekulu R dojde k pfesunu elektronu
a vzniku OH™ a -R. Rychlost reakce -OH je omezena pouze rychlosti difuse. Radikal ‘R
rychle reaguje s obycejnym kyslikem za vzniku radikdlu R-OO-. Ten je opét vysoce reak-
tivni a schopny reagovat s dalsimi organickymi molekulami za vzniku radikalu. Dochézi tak
pohled mohlo zdat.

Velky fyziologicky vyznam maji reakce radikalu s uhlikovou dvojnou vazbou, pficemz
radikaly se chovaji jako elektrofilni ¢inidla a rozbijeji dvojnou vazbu.

Radikal -O; je nékdy oznacovan jako primarni kyslikovy radikal, protoze vznika piimo
z kysliku prijetim jednoho elektronu, coz se muze dit v prirozenych metabolickych procesech
nebo tieba v dusledku ozateni. Reakce -O; s bioorganickymi slouceninami jsou v porovnani
s jinymi radikdly prekvapiveé pomalé [13, strana 39]. Jak bylo ale naznaceno, -O; muze stat
u vzniku jinych daleko reaktivnéjsich radikalu. Koncentrace -O5 je v téle regulovana enzymem
superoxidova dismutéasa, ktera katalyzuje preménu -O; na O, a HyO,. Koncentrace HyOo,
ktery rovnéz fadime mezi ROS, je regulovana enzymem kataldsa, ktery katalyzuje rozklad
H202 na 02 a HQO

Chemie jednotlivych ROS je probréna v [13, kapitola 2], struény souhrn chemie radikalu
1ze nalézt napiiklad v [36].

2.4 Vznik ROS v zivych organismech

Zabyvejme se prirozenymi cestami vzniku ROS v zivych organismech. V nékterych piipadech
ROS vznikaji cilené, v jinych jako nezadouci vedlejsi produkt.

Vyznamnym zdrojem ROS a zvldsté 'O, je fotosyntéza. Schematicky, zjednodusenym
zpusobem je popsan jeji mechanismus, detaily 1ze najit napiiklad v [2]. Proces fotosyntézy
probiha ve dvou fazich; jednak ve fazi svételné, jednak v temnostni. Temnostni faze vyuziva
produktu svételné faze — NADPH a ATP — k tvorbé cukru, pricemz uhlik pro tvorbu cukru
pochézi z COs. Pro nas je zvlasté zajimava svételna faze.

Svételna faze probihd v chloroplastech. Fotochemické procesy fotosyntézy se odehravaji
ve fotosystému I a II, které jsou zabudované v membrané thylakoidu. Fotosystém II absorbuje
svételné zatreni a tuto energii vyuziva k oxidaci vody na molekularni kyslik, dva elektrony
a dva protony, které zustavaji v lumen thylakoidu. Elektron je elektronovym transportnim
fetézcem v membréné prendsen postupné na dalsi molekuly (ty se prijmutim elektronu redu-
kuji), navic jsou na tkor oxidoredukéniho potencidlu prendseného elektronu transportovany
dalsi protony pfes thylakoidni membranu ze stromatu chloroplastu do lumen thylakoidu, coz
prispiva ke vzniku protonového gradientu. Elektron je predan fotosystému I, ktery absorbuje
svetlo a vyuziva jeho energii k prenosu elektronu na ferredoxin, coz je silné redukéni ¢inidlo,
jez redukuje NADPT™ na NADPH. Konectné ATP-synthdsa vyuziva vzniklého protonového
gradientu k tvorbé ATP z ADP. Hlavnimi fotosyntetickymi pigmenty jsou chlorofyly, jez jsou
fazeny mezi tetrapyroly, stejné jako tetrafenylporfin vyuzivany v experimentalni ¢asti préce.
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V piipadeé vysoké ozarenosti nebo ruznych stresu, vedoucich ke zpomaleni procesu prenosu
elektronu, nestaci uvedeny transportni fetézec odvadét absorbovanou excitaéni energii, coz
prodluzuje doby zivota excitovanych stavu pigmentu, jez pak mohou s vétsi pravdépodobnosti
prejit do tripletniho stavu. Tyto tripletni stavy fotosyntetickych pigmentu mohou ptimo re-
agovat s molekulami ve svém okoli za vzniku volnych radikalu nebo fotosensibilizovat ne-
bezpecny singletni kyslik.

Ochrana proti tomuto fotooxidativnimu poskozeni muze byt jednou z roli karotenoidu
obsazenych ve fotosyntetickych systémech. Predpokldada se, ze karotenoidy mohou zhaset
jednak triplet pigmentu a jednak samotny singletni kyslik a jsou proto nazyvany antioxi-
danty. Blizsi rozbor mechanismu jejich ptusobeni bude uveden déale a je hlavnim predmétem
experimentalni ¢asti prace. Kromé ochranné funkce karotenoidy slouzi i jako pigmenty pro
sbér slunecni energie, stejné jako chlorofyl. Druhy excitovany singlet So karotenu je schopen
preddvat energii chlorofylu a [10].

Pii velkém osvétleni je rovnéz mnoho redukovanych prenasecu elektronu a elektrony
nestaci byt prenaseny k redukci NADPH. Redukované prenasece v nadbytku davaji vznik-
nout -O; , ktery vsak je schopny elektron opét predavat fotosystému a svym zpusobem chrani
hraje v podstaté ochranou roli, zatimco v bézné situaci je tfeba se jeho tcinkum branit.

V télech zivocichu jsou ROS produkovany napiiklad v mitochondriich, tzv. bunéénych
elektrarnach, které produkuji ATP. Podobné jako v ptipadé fotosyntézy muze béhem prenosu
elektronu transportnim fetézcem dojit k jeho zachyceni molekulou kysliku a vznika -O5 [13,
kapitola 3.

Pii fotosyntéze 'O, vznikd jako nezédouci vedlejsi produkt. V Zivych organismech ale
existuje cela fada pochodi, ve kterych ROS hraji vyznamnou tlohu a jsou za tim tcelem or-
ganismem cilené produkovany. Ruku v ruce s cilenou produkcei ROS zpravidla bézi i zvysena
produkce antioxidantu, které maji regulovat u¢inky ROS. Piikladem budiz produkce ROS
nékterymi typy bilych krvinek, které v télech zivocichu bojuji proti infekcim. Nejdrive je
vyroben -O; . Ten jednak samovolné ve vodném prostredi a jednak tcinkem enzymu super-
oxidova dismutésa rychle prechazi na HyOo. Samotny HoOs je spiSe slaby oxidant a navic
je kataldsou uspésné rozkladan na kyslik a vodu. Nebezpeci peroxidu vodiku spoc¢iva v tom,
ze muze byt prekurzorem pro tvorbu agresivnéjsich oxidantu. Katalyzovanou reakci HoOy a
anionu halogenu X~ vznikaji predevsim OCl~ a OBr~, aniony od slabych kyselin. Jak bylo
jiz zminéno, reakei

OX™ + Hy05 — 'Oy + HO + X~
vznika singletni kyslik. Produkce 'Oy bilymi krvinkami byla experimentélné potvrzena [19].
Neni ndhodou, ze se 'O, v praxi nékdy pouzivd k dezinfekci vody ¢i ke sterilizaci krevni
plazmy [11].
Informace k této kapitole byly ¢erpany prevazné z [13, kapitoly 2, 18, 19].

2.5 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky chranici organismus pred ucinkem a vznikem oxidantu — ROS.
Mezi vyznamné neenzymatické antioxidanty patii napiiklad karotenoidy, flavonoidy, kyselina

-----

dové dismutésa a dalsi [13, kapitola 8|. Zaméime se predevsim na rozbor ¢innosti karotenoidu
a specialné (-karotenu.
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Obr. 2.2: p-karoten

Karotenoidy jsou jedny z nejbéznéjsich prirodnich pigmentu. Davaji oranzovou barvu rost-
linnym plodim, kvétim ¢&i tieba vajecnému zloutku. Rostliny umi karotenoidy syntetisovat,
zivocichové je prijimaji v potrave. Rozeznavame stovky ruznych karotenoidovych sloucenin.

Rozlisujeme dvé vyznamné podskupiny karotenoidu, a to karoteny a xantofyly. Karoteny
maji souhrnny vzorec CyoH,, xantofyly jsou kyslikaté derivaty karotenu. Déle se budeme
zabyvat hlavné karoteny. Nejbéznéjsim zastupcem je [-karoten, znazornény na obrazku 2.2.
Karoteny vznikaji biochemickou syntézou z osmi isoprenovych jednotek, vysledkem je fetézec
s konjugovanymi dvojnymi vazbami. Konjugované dvojné vazby dévaji molekule resonanéni
charakter, ktery ma pravdépodobné priznivy vliv na antioxida¢ni schopnosti. Jakozto cisté
uhlovodiky jsou karoteny rozpustné v tucich, nikoli ve vodeé.

Karoteny jsou t¢innymi zhdseci 'O,. Kyslikovy singlet muze interagovat se zadkladnim
singletem karotenu za vzniku prvniho excitovaného tripletu karotenu, pricemz kyslik prechézi
do zakladniho tripletu. Podminkou uc¢inného zhaseni touto cestou je, aby energeticky rozdil
singlet-triplet u karotenu byl o trochu mensi nez rozdil singlet-triplet u kysliku, takze proces
probihd jednim smeérem. Energie tripletu vétsiny karotenu jsou niZsi neZ energie singletu
kysliku, coz ddvd karotenum antioxidacni dcinky [12,32]. Tripletni stav karotenu jiz nepfenasi
energii zpét na kyslik a do singletniho stavu prechazi neskodnou disipaci energie. Rychlostni
konstanty zhaseni 'O, pro karoteny a xantofyly jsou vétsinou omezeny rychlost{ difuse [32].

Jak bylo zminéno pti popisu fotosyntézy, ma se za to, ze singlet karotenu je schopny
zhéset i triplet chlorofylu a zabrdnit tak vzniku 'O, fotosensibilizaci. Vzniké zdkladni sin-
glet chlorofylu a neskodny excitovany triplet karotenu. Vsimnéme si, ze se jednd o interakci
v fadeé chlorofyl, 'Oy, B-karoten. Schopnosti karotenu zhdset triplet barviva se bude mezi
jinymi vécmi zabyvat experimentalni ¢ast prace.

Karotenoidy jsou dle uvedeného zvlasté vyznamné pro boj s fotooxidativnim poskozenim.
Dokladem toho je pravdépodobneé i hojnd piitomnost karotenoidu ve zluté skvrné v oku [16].
Nesmime také opomenout fakt, ze karotenoidy absorbuji hlavné v oblasti modrého svétla a
pusobi tak jako svételny filtr. To je dulezité vzhledem k tomu, ze ¢etné fotosensibilizatory
jsou excitovany pravé svétlem z modré oblasti.

Zhéseni 'O, karotenoidy probihd pievézné fyzikalné, to znamend, Ze nedochdzi k che-
mické preméné — oxidaci — karotenoidu. Jedna molekula karotenoidu je tak schopna praco-
vat mnohokrat opakované. V malé mife, pfiblizné podilem 0,05% [35], se podili i chemické
zhaseni 'O,, kdy je molekula karotenoidu sama oxidovdna a nadale jiz neni pouZitelnd jako
téinny antioxidant. Rychlostni konstanta pro zhageni 1O, se lisf mezi jednotlivymi zdstupci
karotenoidu. Se vzrustajicim poc¢tem konjugovanych dvojnych vazeb klesa energie stavu Ty
karotenoidu. Vysledkem je rostouci rychlostni konstanta pro zhaseni 'O,, coz bylo experi-
mentalné ovéreno [12]. Z tohoto hlediska je nejucinnéjsim zhésecem lycopen, ktery na rozdil
od f-karotenu neobsahuje cykly. Na druhou stranu ale snaze nez (3-karoten podléha oxidaci,
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takze se diive vycerpa.

Kromé 'O, jsou karoteny ti¢cinnymi zhdseci R-OO- [16], které vznikaji pievazné pusobenim
kyslikovych radikala na lipidy. Lipidy jsou obsazeny hlavné v membréanach, kde se vsak diky
své hydrofobicité shromazduje i karoten. Pii reakci karotenoidu s radikaly vznika radikél
karotenu, ktery je diky rezonanc¢nimu charakteru molekuly relativné stabilni.

Pusobeni antioxidantu je dobfe experimentalné prozkoumano in wvitro a jsou spolehlivé
nameéreny rychlostni konstanty. Mechanismy pusobeni antioxidantu in vivo jsou vak mnohem
komplexnéjsi a jejich u¢innost v zivych systémech se muze znacneé lisit od Uc¢innosti zmeétrené
m vitro.

O karotenoidech a jejich antioxida¢nich tcincich stru¢né pojednava [23,35], podrobnéjsi
rozbor lze nalézt v [12].

2.6 Antioxidanty a lidské zdravi

V nedéavné dobé se i mezi laickou verejnosti hojné hovorilo o hypotetické odpovédnosti ROS
za starnuti. Pfirozené je potom tfeba uvazovat o moznosti ptiznivého vlivu antioxidantu na
zpomaleni starnuti.

Bylo zjisténo, ze vnitrobunééna koncentrace oxidovanych proteinu roste exponencialné
s vekem zivocicha, pticemz vyzkum byl provadén na ruznych zastupcich zivocisné tise. Bylo
odhadnuto, ze oxidované proteiny mohou tvorit az 50% z celkového mnozstvi proteinu v téle
osmdesatiletého clovéka. Schopnost odbouravat oxidované proteiny se u starnouciho orga-
nismu snizuje, stejné tak jako jeho antioxida¢ni kapacita. Oxidované proteiny maji tendenci
se v téle akumulovat. Popsany mechanismus by mohl pfispivat k jeviim, které jsou spojeny
se starnutim [13, kapitola 27]. Bohuzel zatim zadna klinickd studie presvédéivé neprokazala
piimou souvislost mezi zvySenym pfijmem antioxidantu a prodlouzenim zivota.

Alzheimerova choroba patii mezi degenerativni nemoci mozku, pricemz se zpravidla ob-
jevuje az ve stari. Bylo navrzeno, ze za vyvoj Alzheimerovy choroby je odpovédny oxida-
tivni stres, pricemz dochazi k peroxidaci membranovych lipidu, destrukci membrany a nako-
nec ke smrti neuronii. Vzhledem k vyssi spotiebé kysliku mozkovymi tkanémi oproti jinym
castem téla je mozek ndchylnéjsi k oxidativnimu stresu. Vétsina klinickych studii potvrdila, ze
zvyseny piijem vybranych antioxidantu, tfeba vitaminu E, ma pozitivni terapeutické ucinky
na Alzheimerovu chorobu. Podobnym piikladem je i Parkinsonova choroba, blize [13,36].

Bylo vypozorovano, ze zvyseny piijem karotenoidu i jinych antioxidantu pravdépodobné
snizuje riziko kardiovaskularnich chorob. Ateroskleréza je onemocnéni projevujici se zizenim
¢i dokonce ucpanim tepen v dusledku interakce oxidovaného LDL (Low Density Lipopro-
tein) s jejimi sténami. LDL funguji jako prenasece ve vodé nerozpustného cholesterolu,
stejné tak mohou prenaset i karotenoidy. K oxidaci LDL dochézi prevazné pravé pusobenim
ROS. Bohuzel seriézni 1ékaiské vyzkumy opét neprokézaly jasnou souvislost mezi zvySenym
prijmem karotenoidu ¢i jejich zvysenou koncentraci v séru a nizsim rizikem kardiovaskularnich
chorob [36].

Vyzkumy ukazuji, ze B-karoten snizuje pocet mutaci v genetické informaci, které byly vy-
volany expozici y-zateni. Tento efekt muze byt pripisovan antioxidaénim uc¢inkum, protoze
ionizujici zatreni je zdrojem radikalu. S-karoten rovnéz snizuje nebezpeci samovolnych gene-
tickych mutaci, ke kterym dochdzi v bunikdch s nedostateénymi opravnymi mechanismy [24].

Jiz byla te¢ o ochranné roli karotenoidu ve zluté skvrné oka, kde se vyskytuji xantofyly
lutein a zeaxanthin. Ve zluté skvrné jsou hojné zastoupeny lipidy a rovnéz je zde relativné vy-
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sokd tenze kysliku. Vzhledem ke znaénému vystaveni svétlu dochazi ke zvysenému nebezpeci
fotooxidativniho stresu. Bylo prokazano, ze zvySeny prijem luteinu a zeaxathinu v potravée
snizuje nebezpeci degenerace zluté skvrny. Neni ale jasné, zda jejich ptiznivy vliv maji anti-
oxida¢ni ucinky nebo fakt, ze filtruji modré svétlo [16,24].

Karotenoidy jsou v lidském séru velmi snadno spektroskopicky detekovatelné latky. Jejich
koncentrace ¢asto slouzi jako indikator dobrého zdravi a zdravého zivotniho stylu. Jak jiz ale
bylo naznaceno, neni nijak spolehlivé prokazano, ze zvyseni piijmu karotenoidu vede obecné
ke zlepseni zdravotniho stavu [16].

O ucincich p-karotenu na lidské zdravi a jeho terapeutickych ucincich pojednava po-
drobné [24,36] strucnéjsi prehledy najdeme v [16,31]. Spojitost antioxidantu s Alzheimerovou
chorobou, Parkinsonovou chorobou ¢i se starnutim je probrana v [13, kapitoly 24,25,27]

2.7 Fotodynamicka terapie

Velice zajimavou aplikaci 'O, v mediciné je fotodynamicka terapie (PDT), uzivand predevsim
v 1écbé rakoviny. Tuto aplikaci PDT zde probereme blize. Jedna se o zpusob likvidace nadoru
pusobenim singletniho kysliku s pouzitim laseru a fotosensibilizatoru (PS). Do téla je vpraven
PS. V misté osvétleni laserem je generovan 'O, mechanismem fotosensibilizace popsanym
v kapitole 3.3. Singletni kyslik zpusobuje v misté vzniku poskozeni bunék, vedouci k apoptdze
(ffzené bunécné smrti) ¢i nekréze (neifzené bunécné smrti) tkdné. Doba Zivota 'Oy v tkdni
dovoluje molekule difundovat v rozmérech pfiblizné 20nm [5], coz tadové odpovida sub-
bunéénym rozmérium. Misto ptisobeni 'O, je tudiz dobfe vazano na misto ptisobeni laseru a
na misto lokalizace PS.

Snahou lékait je najit takovy zpusob lécby rakoviny, ktery bude selektivni k nadoru, tedy
probéhne destrukce nadorové tkané, zatimco zdrava lidska tkan zustane v maximalni mozné
mife neposkozena. Ruzné PS maji tendenci shromazdovat se v rtznych bunéénych struk-
turach a PDT ma potencial byt vysoce selektivni metodou se sub-bunéénym smeérovanim.

Velké tsili je vénovano nalezeni nejvhodnéjsich PS. Obecnym pozadavkem je nizka toxi-
cita PS a rychlé odbouravani PS z téla, aby nehrozila fotosensibilizace kysliku pfi normalnim
osvétleni. V oblasti viditelného svétla je lidska tkan vice propustna pro delsi vinové délky, je
proto vyhodné, aby PS absorboval spise v ¢ervené oblasti. To je zvlasté podstatné pro 1écbu
vnittnich nadoru. Navic intenzita dopadajiciho slunec¢niho zareni klesa v cervené oblasti. Na
druhou stranu IR zateni jiz neni dostatecné energetické k tomu, aby doslo k prenosu ex-
citacni energie na 'O,, a navic IR zafen{ je znacné absorbovano tkdnémi. V neposledni fadé
samoziejmé pozadujeme vysoky kvantovy vytézek produkce 1O,.

V soucasné dobé je rovnéz zkouman vliv antioxidanti béhem PDT. Antioxidanty jednak
mohou snizovat nepfiznivé vlivy PDT, na druhou stranu bylo objeveno, ze ve vysokych
koncentracich mohou pusobit prooxidacné a zesilit tak ucinek PDT [27]. Blize k principum
PDT v [5,33], o novych piistupech k vyvoji nejvhodnéjsiho PS pojednava [7].
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Kapitola 3
Singletni kyslik

3.1 Singletni a tripletni stavy

V celé praci hraji stézejni roli pojmy singlet a triplet, zde je nastinén vyznam téchto pojmu.
Uvazujme systém dvou elektront, napiiklad v atomu nebo v molekule. Po elektronové
vlnové funkci systému pozadujeme, aby byla antisymetrickd vuéi zaméné libovolnych dvou
elektronu. Celkova vlnova funkce muze byt ndsobkem symetrické prostorové ®, a antisy-
metrické spinové funkce y,, pripadné ndsobkem antisymetrické prostorové @, a symetrické
Spinoveé ys.
Spinové funkce volime

1
Xa = ﬁ(m)—lﬁ))
Xs,1 = HT)
1
Xso = E(\TUJFHT))
Xs,—1 = |~L~L> (31)

Tyto spinové funkce jsou vlastnimi funkcemi kvadratu celkového momentu hybnosti % =
(s1+82)? a jeho z-ové slozky S, = s, + s, jim pfifazend kvantova ¢isla jsou znacena po fadé
S a M. Funkci x, odpovidaji vlastni ¢isla S = 0, M = 0, funkci nazyvame singletem. Funkcim
Xs odpovidaji vlastni ¢isla S =1, M = 1,0, —1, funkce nazyvame tripletem. Predpokladdame,
7e Hamiltonian H celkového systému nezavisi na spinu, v tom piipadeé H nepusobi na spinové
casti (3.1).

O singletnim a tripletnim stavu lze hovoftit i v pfipadé molekul s vice nez dvéma elektrony.
Elektrony jsou do molekulovych orbitalu uspotadany zpravidla tak, ze se obsazuji orbitaly
jsou predchozi orbitaly zaplnény dvéma elektrony, v souladu s Hundovymi pravidly. Molekuly
v zakladnim stavu maji zpravidla sparované elektrony. Kdyz molekula obsahuje nesparovany
elektron, hovoiime o radikalu.

Pokud se dva elektrony nachazeji ve stejném orbitalu, pak jejich prostorova funkce je
automaticky symetricka, spinova funkce musi byt potom antisymetrickd, spinovym stavem
je tedy singlet. To je samoziejmé v souladu s Pauliho vylu¢ovacim principem.

V pripadé degenerace orbitalu se nejprve orbitaly obsadi kazdy jednim elektronem se
vzajemné paralelnimi spiny. Elektrony nachézejici se v ruznych orbitalech maji nizsi energii,
pokud je jejich spinové funkce symetricka (triplet) a prostorova antisymetrickd. Tento efekt
je zasadni pro vysvétleni podstaty singletniho kysliku a objasnéni fosforescence. Energetické
zvyhodnéni antisymetri¢nosti prostorové ¢asti muzeme kvalitativné zduvodnit néasledujici
jednoduchou uvahou. V ptipadé funkce ®, je pravdépodobnost nalezeni obou elektronu ve
stejném misté nulova, zatimco pro @4 je nenulova. Funkce ®, lépe respektuje korelaci pohybu
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Molekulové orbitaly

Tripletni stav Singletni stavy

Obr. 3.1: Molekulové orbitaly tripletniho a singletniho kysliku, upraveno na zakladé [28].

odpuzujicich se elektronu a je proto energeticky vyhodnéjsi. Exaktnéji bychom rozdil energii
stavu odpovidajicich ®,, @, vyjadiili pomoci hodnoty vyménného integralu [9, kapitola IX].

Naprosta vétsina molekul ma zédkladni stav singletni. Tak tomu bude v ptipadé, ze jsou ve
vSech orbitalech sparované elektrony, coz je bézna situace. V pripadé prvniho excitovaného
stavu se jeden z puvodné sparovanych elektronu nachazi v energeticky bohatsim orbitalu. Po-
tom ale pruni excitovany tripletni stav béiné molekuly lezi niZe neZ proni excitovany singletni
stav, a to z duvodu energetické vyhodnosti antisymetrie prostorové ¢asti, probrané vyse.

Ovsem molekula O, je jednou z vyjimek a jeji zakladni stav je triplet. Jak to lze vysveétlit?
Jednotlivé molekulové orbitaly molekuly Oy vidime rozkreslené na obrazku 3.1. Oy je homo-
nuklearni dvouatomova molekula. Diky jeji vysoké symetrii dochazi k degeneraci vazebnych
orbitalﬁ Tx & Ty, stejné tak jsou degenerované jim odpovidajl'ci antivazebné orbitaly 7r* a
stavu budou orbitaly 7y a 7, obsazeny po jednom elektronu, pficemz jejich spinovou funkei
bude triplet. Prvni excitovany stav bude singlet, kdy orbital 7, obsahuje sparované elektrony.
Vsimnéme si, ze Oy v zdkladnim stavu je vlastné biradikal. Nakreslime-li si podobné schéma
jako 3.1 naptiklad pro molekuly Ny ¢i Cly, snadno nahlédneme, ze zde zakladni stav je singlet
a k anomalii na rozdil od Oy nedochazi.

Zakladni stav béZné molekuly je singlet a nejniZél' excitovany je triplet Zékladni stav
a excitovany stav lisi spinovou multiplicitou. Z toho plyne zakazanost optického prechodu
mezi témito stavy. Zakazanost optického prechodu singlet < triplet dostaneme diky ortogo-
nalité singletnich a tripletnich spinovych funkci. Pti vysettovani pravdépodobnosti prechodu
z pocatecniho stavu |p) do koncového stavu |k) je zpravidla uzivéan ¢asovy poruchovy pocet,
jehoz vysledkem je soustava diferencidlnich rovnic pro koeficienty c (t) rozvoje vinové funkce
[W(t)) do vlastnich stavii [¥9) neporuseného Hamiltonidnu H°. Méme

ihéy(t) =Y (WP ()| 1Y) e“ile;(t) (3.2)
7=1
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kde wy; = (Ep — Ej)/h a W(t) je Hamiltonian poruchy. V dipdélovém piiblizeni je podle
Fermiho pravidla (plynouciho z (3.2)) pravdépodobnost prechodu za jednotku ¢asu spontanni
emis{ ze stavu |p) do |k) tmérna hodnoté |(p|#|k)|?, kde # operator polohy hraje roli poruchy.
Predpokladdme, ze pocdtecni stav je jednim ze staciondrnich stavii HY, tedy Ut =0) =
WY, nechf je jim triplet. Maticové elementy poruchy <\112|W(t)|\lf?> jsou vzdy nulové mezi
libovolnym tripletem a singletem, pokud porucha neptsobi na spinovou ¢ast vinové funkce,
jako tomu je tfeba v dipdlovém piiblizeni. Koeficienty ¢;(t) odpovidajici singletnim stavim
potom zustavaji podle (3.2) po celou dobu nulové a pravdépodobnost optického ptrechodu
singlet « triplet je na zdkladé uvedeného nulové; hovorime o spinové zakdzaném ptechodu.
Napiiklad i chemické reakce zpravidla ochotnéji probihaji mezi reagenty se stejnou spinovou
multiplicitou.

Pfi konstrukei vlastnich funkef neporuseného Hamiltonidnu jsme predpoklddali, ze H°
nepusobi na spin, a také jsme predpokladali, ze ani porucha nepusobi na spin. To vsak v redlné
situaci jisté neni pravda; uplatnuje se spin-orbitalni interakce, interakce spinu s magnetickym
polem a Hamiltonidn obecné obsahuje ¢leny, pro néz (3.1) nejsou vlastnimi stavy. Vlastni
stavy celkového H proto nejsou cisté singlety ¢i triplety, ale jsou do urcité miry vzdy smisené,
a hodnota (p|7|k) neni nulova. Pravdépodobnosti optickych ptechodu singlet < triplet jsou
potom sice malé, ale nenulové.

3.2 Klasifikace stavii 'O,

V literature se v piipadé singletniho kysliku casto setkdme s klasifikaci stavi pomoci spek-
troskopickych termu, kterd je ptizpusobena pro popis homonuklearnich dvouatomovych mo-
lekul.

Napriiklad zakladni stav se znaci 3Eg_ . Oznaceni ¥ udava, ze vysledny prumeét orbitalniho
momentu ve sméru osy molekuly je nulovy. Levy horni index odpovida hodnoté vyrazu 2541,
kde S je ¢islo kvantujici kvadrat celkového momentu hybnosti. Zde je tedy S = 1 a jedna se
o tripletni stav. Pismeno g (gerade) iikd, ze celkova vinova funkce je sudd pii inverzi vuci
sttedu molekuly, pismeno u (ungerade) by znacilo lichost pfi inverzi. Symbol — znaci lichost
(4 sudost) pii zrcadleni vuéi roviné prochazejici spojnici jader.

Prvni excitovany singlet se pak znaci lAg, kde A znamend, ze ¢islo kvantujici vysledny
prumét orbitdlntho momentu ve sméru osy molekuly je rovno dvéma. Dalsi text se pridrzi
uvedené klasifikace a singletni stav molekuly kysliku bude v nékterych piipadech znacen
zjednodusenée A.

Zavedeni pouzité klasifikace viz napiiklad [34].

3.3 Vznik 'O, fotosensibilizaénim procesem

PS je latka, jejiz svételné excitovany stav je schopny piedat energii kysliku za vzniku 'Os.
PS jsou zpravidla latky vykazujici silnou fosforescenci.

Zékladni stav molekuly PS je singlet, stejné jako pro drtivou vétsinu ostatnich molekul.
Stejnému elektronovému stavu molekuly mohou odpovidat ruzné jaderné vibracni stavy, coz
vede k jemnéjsimu Stépeni molekularnich energetickych hladin. V zakladnim stavu je energie
jadernych vibraci dana tepelnou rovnovahou s okolim. Pti absorpci fotonu prechazi zakladni
singlet v prvn{ excitovany singlet 'PS*. Pokud excitace probéhne do vysstho excitovaného
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stavu, rychlym nezativym prechodem molekula zpravidla prejde do prvniho excitovaného
stavu a zaroven muze byt vybuzena do vyssi jaderné vibra¢ni hladiny. Energie jadernych
vibraci velice rychle disipuje a v nanosekundovych casovych skalach prechéazi molekula do
rovnovazného vibra¢niho stavu.

Ze stavu 'PS* piechdzi bud do zdkladniho stavu fluorescenci nebo vnitini konverzi,
pripadné nezativym mezisystémovym piechodem do tripletniho stavu, jehoz energie je zpra-
vidla mensi nez pro excitovany singlet, jak bylo ukézédno v kapitole 3.3. Vnitini konverzi
se mini samovolny piechod v ramci latky mezi stavy shodné spinové multiplicity, v pripadé
mezisystémového prechodu se jedné o prechod v ramci latky mezi stavy rozdilné spinové mul-
tiplicity. Opticky ptechod z tripletu PS do zékladniho singletu je spinové zakazan a hovorime
o metastabilnim tripletnim stavu, jehoZ doba Zivota je fadové vétsi nez doba Zivota 'PS*.
Blize k excitovanym singletum a tripletum v [18].

Nyni dochazi ke stézejnimu momentu. Triplet barviva je schopny interagovat se zakladnim
stavem O,, rovnéz tripletem, za vzniku 'O, pii soucasném piechodu fotosensibilizatoru do
zakladniho, singletniho stavu. Povsimnéme si, ze se jedna o interakci stavu se stejnou spinovou
multiplicitou, coz je umoznéno anomalitou zdkladniho stavu kysliku, a pienos energie z *PS
na kyslik je spinové povolen.

Pro efektivni fotosensibilizaci je vyhodné, aby energeticky rozdil mezi *PS a zdkladnim
stavem 'PS byl o mdlo vétsf nez energeticky rozdil mezi zékladnim 30, a 'O,, tak, aby
proces probihal dostatecné rychle, a zaroven dostatecné velky na to, aby proces neprobihal i
opacnym smérem. Schematicky je fotosensibilizacni proces znazornén na obrazku 3.2.

Ucinnost PS lze vyjadiit pomoci kvantového vytézku @ singletnfho kysliku, ktery je de-
finovan ® = Nig,/N,, kde N, je pocet absorbovanych kvant zafeni molekulou PS a Nig, je
pocet vygenerovanych molekul 1O,. Kvantovy vytézek zavisi jednak na podilu molekul PS,
které projdou mezisystémovym pirechodem singlet — triplet, jednak na podilu tripletnich
stavii PS, jez daji vznik molekule *O,.

Jako PS muze v zivych organismech pusobit mnoho ruznych molekul, které jsou schopny
fosforescence. Priklady jsou porfyriny, chlorofyly ¢i riboflavin. Fotosensibiliza¢ni proces tedy
v organismech bézné probihd, aniz bychom zasahovali. Pro aplikace, jako je tteba PDT (je
diskutovano v kapitole 2.7), se samoziejmé uzivaji PS s vysokym kvantovym vytézkem 'O,
a dalsimi specidlnimi vlastnostmi. Aplikacné hojné uzivanymi PS jsou napiiklad derivaty
fluoresceinu nebo ruzné derivaty porfyrinu, jako protoporfyrin IX nebo hematoporfyrin (pho-
tofrin). V experimentalni ¢asti prace je pouzit tetra-fenyl-porfin (TPP).

3.4 Rychlostni konstanty pro vznik a zanik 3PS a 102

Ve stiedu naseho zdjmu jsou cesty vzniku a zdniku 'O,. V kapitole 3.3 byl popsan zpisob
vzniku 'O, fotosensibilizaénim procesem pomoci PS. Mnozstvi 'O, piftomné v systému je
rovnéz silné ovlivnéno dalsimi pfitomnymi chemikaliemi, napt. rozpoustédlem nebo tak-
zvanymi zhageci (quencher, znaceno Q), coz jsou latky regulujici koncentraci a vznik 'O,,
tedy treba pravé antioxidanty.

V pouzitém experimentalnim uspotadéani se k vybuzeni PS uzivéa pulsniho laseru. Popisme
si strucné pochody, které se déji ve smeési rozpoustédla, PS, Q a kysliku po aplikaci laserového
pulsu. Laserovy puls excituje PS ze zakladniho singletniho stavu (1PS) do excitovaného sin-
gletniho stavu 'PS*. Cést ze stavit 'PS* piejde fluorescenci nebo vnitini konverzi zpét do
zékladnfho stavu a ¢ast piejde mezisystémovym piechodem do tripletniho stavu 3PS, ktery
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mé vétsi energii nez zakladni stav, ale nizsi nez 'PS*. Tyto déje se uskuteciiuji v ¢asové gkale
odpovidajici dobé Zivota stavu 'PS*, ¢emuz pifmo odpovida doba Zivota fluorescence, kterd
¢ini zpravidla fddové nanosekundy az desitky nanosekund [18].

Tripletni stav 3PS, prvni excitovany singletni stav 'PS* a zakladn{ singletni stav 'PS
budeme nékdy pro tspornost znacit po radé Ty, Si, Sp.

Metastabilni stav 3PS muze piejit zpét do zdkladniho stavu 'PS nékolika cestami. Kazdé
této cesté zaniku je mozné prisoudit urcitou rychlostni konstantu k;. Pro nase ucely rych-
lostni konstantu k; definujeme vztahem R; = k; N, kde N je pocet molekul v puvodnim stavu
a R; je pocet rozpadu tohoto stavu za jednotku casu po té které cesté; k; ma rozmér [s~1.
Uvazujeme-li pouze zanik puvodniho stavu molekuly, Ize psat %N = —N > k;, feSenim je
N(t) = exp(—t >_ k;). Doba zivota 7 puvodniho stavu, definovana jako cas, za ktery koncen-
trace klesne na 1/e, je potom dana 7 = 1/ k;. Rychlostni konstanta muze rovnéz zaviset
napiiklad na koncentraci néjaké chemické latky, tieba [Q]. Potom plati R; = k;[Q]N a sa-
motné k; ma rozmér [M~ts™1].

V tivahu jsou vzaty nasledujici cesty zaniku *PS spolu s jejich rychlostnimi konstantami:

1. kp,A ...nezafivé interakei s 305, molekuldrnim kyslikem v zdkladnim stavu, za vzniku

1
Os.
2. k1,q ...nezafivé interakci se zhasecem Q.

3. kr, ...nezarivé interakci s rozpoustédlem a mezisystémovym prechodem s naslednou
vnitini konverzi.

4. ks, ...nezarivé deaktivaci zakladnim singletnim stavem PS.
5. kr,0, .. .nezafivé deaktivaci zékladnim stavem kysliku, kdy 'Oq nevznika.

6. kr,« ...zaTive fosforescenci, tento zarivy prechod je spinové zakazan, protoze se méni
spinova multiplicita.

7. krr ...interakce 3PS s 3PS za vzniku zdkladniho stavu PS a 'PS*, kterou nazveme
triplet-tripletovou anihilaci. Nasledné muze dochazet ke zpozdéné fluorescenci.

Fosforescenéni prechod 3PS do !PS je zaznamendn pouZitym experimentdlnim zafizenim.
Pii prvnim procesu vznikd 'O,, ktery se dale postupné rozpada (zanikd) prostfednictvim
obdobnych procest jako vyse. Jsou zavedeny rychlostni konstanty:

1. kar, ...nezafivé interakci s Sy, zakladnim stavem PS, za vzniku Tj.
2. kaq . ..nezéafive interakei se zhéSecem Q.

3. ka ...nezafivé interakci s rozpoustédlem a mezisystémovym prechodem s naslednou
vnitini konverzi.

4. kas, - ..nezarive deaktivaci zakladnim singletnim stavem PS.
5. kao, ...nezarivé deaktivaci zakladnim stavem kysliku.

6. kas ...zative fosforescenci, tento zarivy prechod je opét spinové zakazan.
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Obr. 3.2: Schéma rozpadu T a 'Os: Zndzornéni vyznamu jednotlivych rychlostnich konstant, které
jsou popsany v textu. Plnd Sipka oznatend hw zndzornuje absorpci, ISC (intersystem crossing)
znali mezisystémovy prechod. Tuénd sipka znaéf fosforescenci 'Os, kterou méffme. Vytvoreno podle
obrazku z [1].

Popsané déje jsou zaneseny na obrézku 3.2. Fosforescenéni prechody jsou v obou piipadech
velmi slabé a nepodileji se vyznamné na zaniku populace 3PS ani 1O,. StéZejni pro nase icely
oviem je, Ze intenzita fosforescence odrdzi okamzitou velikost populace 3PS respektive 1Os,
stejné tak jako naptiklad intenzita radioaktivniho zafeni pitimo odrazi pocet nerozpadnutych
castic v radioaktivnim vzorku.

Casovy vyvoj populaci ®PS a 'O, ve vzorku je fzen nésledujicimi diferencidlnimi rovni-
cemi:

%[102] =k, a[T1]Oo] — (kar, [Sol + kaso[So] + ka0, [? O] + ka + kas + kag[Ql) [102]
d 1
Tl = Fkan[Oof[So] —

— (leA[?’Og] + k150 [So] + k0, [PO2) + Ky + kpys + kryglQ) + kTT[Tl]) [T]

Vztahy jsou téméi symetrické. V rovnicich vystupuji koncentrace [Sy] a [20s], tedy kon-
centrace zakladnich stavu PS a kysliku. Pii malé intenzité excitacniho pulsu je do stavu T,
vybuzen jen maly zlomek poctu molekul PS; stejné tak potom fotosensibilizacnim procesem
vznikne jen malé mnozstvi 'O,. Koncentrace [So] a [203] 1ze v tomto priblizeni povazovat za
konstantni a rovné poc¢atectnim koncentracim, jez jsou znaceny [PS] a [Os]. Rovnéz koncentraci
[Q] je mozno povazovat béhem déje za konstantni. Clen krr vyjadiujici triplet-tripletovou
anihilaci zfejmé naruSuje linearitu rovnic, jejichz feSenim potom nejsou jednoduse linearni
kombinace exponencial. Triplet-tripletova anihilace nebude pro zjednoduseni brana v tivahu.
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Opravnénost uvedenych priblizeni bude diskutovana v kapitole 6.8. Lze potom psat

d

T = —Kn,[Ti] + kar,['02][PS]
%[102] = —Ka['Oo] + ke, a[T1][02] (3.3)

kde

Ky, = kr,a[Os] + kr1,0,[02] + b, + kryw + kr,0[Q)
Kn = kar, [PS] + kas, [PS] + kno, [Og] + ka + kay + k‘AQ[Q] (3.4)

jsou konstanty shrnujici mozné cesty zdniku T; resp. 'O,. Rovnice (3.3) tvoif homogenni
soustavu dvou diferencialnich rovnic s konstantnimi koeficienty.

Vsimnéme si ale, Ze soustava se zjednodusi, pokud bychom uvazovali kar, = 0; zanedbali
bychom takzvany zpétny pirenos. Tento piedpoklad je skuteéné oduvodnény [1], coz bude
diskutovano v kapitole 6.8. Konstanta K, se neméni a K prechézi v

KA = kas,[PS] + kao,[Os] + ka + kay + kaglQ] (3.5)
a soustava (3.3) se zjednodusi na
d
gl = —En, [Ty
d -
E[loz] = —Ka['Oq] + kr,a[T1][O4]. (3.6)

Koncentrace [T] pouze ubyva ze svoji pocatecni hodnoty dané excitaci laserovym pulsem.
Excitace laserem je povazovana v porovnani s ostatnimi déji za okamzitou a uvedené di-
ferencialni rovnice tento déj nijak nezachycuji. Pro predstavu, doba trvani pulsu je 7ns a
typické doby zivota 'O, jsou fadoveé ps az desitky ps. V experimentu navic prvnich cca
100 ns signéalu neni viibec vyhodnocovéano, jak bude vysvétleno pozdéji.

Doby Zivota 10, resp. T jsou dény jako pievracené hodnoty konstant Ka resp. Kr,,

neboli
1 1

= X T, = KT1 .
V kapitole 2.5 bylo zminéno, ze zhaseni karoteny je ¢asto omezeno rychlosti difuze. Pokud
by kazda srazka molekuly zhasece a zhasené molekuly vedla k zéniku zhasené molekuly, pak by
rychlost zhéseni byla omezena pouze rychlosti difuse molekul v roztoku. Teoretickou hodnotu
rychlostni konstanty odpovidajiciho procesu lze priblizné odhadnout Debyovym vztahem

8RT

g = 3 (3.8)
kde R je univerzalni plynova konstanta, T" teplota a 7 viskozita rozpoustédla [29]; hodnota
kai¢ je v textu rovnéz oznacovana jako difusni limita. Vztah (3.8) je odvozen ze Stokesovy-
Einsteinovy formule za velmi zjednodusujicich predpokladu, poskytuje ovsem relativné uspo-
kojivy odhad kgi. V piipadé, ze velikost molekuly zhéasece ¢i zhasené latky je vyrazné mensi
nez velikost molekuly rozpoustédla, jak je tomu tfeba pro molekulu 'Oy, Nepras a Titz [29]
doporucuji namisto (3.8) pouzit vztah

TA (37)

4RT
kdif - T . (39)

Lakowicz [25] ovsem uvadi, ze uvedené vztahy mohou podhodnocovat difusni limitu pro malé
molekuly, jako je pravé kyslik.
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3.5 Casovy vyvoj koncentrace 1O2 po excitacnim pulsu

Pokusme se na zakladé teoretického modelu urcit, jak bude vypadat casovy prubéh fosfo-
rescence 'O, a *PS po aplikaci laserového pulsu. Snazme se také zjistit, jak z naméfenych
hodnot ziskat rychlostni konstanty zh&asecich procesu probihajicich po vybuzeni PS do tri-
pletniho stavu.

Piipad kar, =0

Po aplikaci kratkého laserového pulsu v ¢ase ¢t = 0 dostaneme urcitou koncentraci [T] tri-
pletnich stavii PS v roztoku. Populace T; zanikd riznymi kandly, jak bylo uvedeno vyse,
pficemZ jednim z kanélu je interakce s 2Oy vedouci ke vzniku 'O,. Koncentrace T; je ddna
exponencialnim poklesem podle vztahu

[T1](t) = [T1]oe *™*, t>0,

kde [Ty]o je koncentrace *PS tésné po excitaci laserem v ¢ase 0. Rychlost vzniku 'Oy, kterou
popiseme funkei f(t), je ddna

t>0, f(t) = kr,a[T1] = kp,a[Ti]oe KMt
t <0, f(t)=0.

Vznikly 'O, se poté opét exponencidlné rozpadd riznymi kandly, pficemz rozpadova funkce
g(t), vyjadiujici pravdépodobnost preziti po ¢as ¢t od vzniku, je uréena vztahem

t>0,  g(t)=eKat
t <0, g(t)=0.

Koncentrace ['Oy](t) je ddna konvoluci funkel f(t) a g(t). Lze proto psét

10(t) = (1) * glt) = / " f(nglt - r)dr = g(t) / f(r)g(~r)dr |

kde pii upraveé integra¢nich mezi bylo vyuzito nulovosti funkci f, g v zapornych ¢asech. Déle
dosadime za f a g, upravime a integral spocteme.

_ . t
[Oy)(t) = [Tyi]okp,ae KTt 5 e Kat = [Tl]oleAe_K“/ eKa—Kr)tqr
0
k ~ -
= [Tl]oﬁe_KAt(e(KA_KTl)t -1
A T Ty
kr,a —Kat — K, t
= [Tio 2 (e7Fa! — 7). (3.10)
KTl - KA

Ke stejnému vztahu pro ['Os](t) lze samoziejmé snadno dojit i fesenim (3.6), homogenn{
soustavy linearnich diferencialnich rovnic 1.radu.

Ptesné vzato, koncentrace Ty v ¢ase neni ani pfi zanedbani zpétného pfenosu dana
jednoduse exponencialnim poklesem, ale dokonce konvoluci ti{ funkci, konkrétné konvoluci
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casového prubéhu excitacniho pulsu, ¢asového prubéhu vzniku T; z S; a konetné expo-
nencidlniho zaniku T;. Na experimentem zkoumanych casovych skélach lze vSsak koncentraci
T, povazovat za jednoduse exponencialné klesajici.

Je ziejmé, Ze naméfenim Gasového prubéhu fosforescence 'O, pii riznych koncentracich
[Q], [O2], [PS] lze fitovanim podle modelu (3.10) ziskat hodnoty Ka a Kr, v zavislosti na
téchto koncentracich. Néslednym fitovanim zavislosti Ka([Q]), Ka([PS]), K, ([Os]) aj. podle
modelu (3.4) je mozno spocist dalsi jednotlivé rychlostni konstanty. Experimentu je omezen

jen na zménu [Q] a je pak mozno spocist pouze konstanty kaq, kr,q a porovnat je s celkovymi
KA a KTl-

Pripad kar, # 0

Resenfm puvodni soustavy (3.3) dostavame

1 _ [MifemokralOa]  ay
[ 02] (t) - >\T1 - )\A (e € )
Ti(t) = M=o (At — Ka)e™™m — (Ka — Aa)e ™) (3.11)
)\Tl - )\A
1
Arpa = (Kr, + Ka £ /K1, — Ka)? + 4kt akar, [0][PS]

2
odkud lze vyjadrit

1
Kr, = 5 (M 4+ A+ V0n =) —dx)

1
KA = §<AT1+>\A—\/()\T1—)\A)2—4SL’>,

kde x = kr,akaT,[O2][PS]. Striktné vzato, bez znalosti x nelze pouze z Ap,, Aa urcit kon-
stanty Ka, Kr,. Jak postupovat pii zapocteni zpétného prenosu je rozebrano v [1]. Pokud
4o < (A, — Aa)?, potom Ka ~ A, K1, ~ Aa .
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Kapitola 4
Experimentalni usporadani

Experimentalnim cilem prace je vygenerovat v kyveté singletni kyslik pomoci fotosensibi-
lizatoru, ktery je aktivovan laserem, a nasledné zmétit casovy prubéh (kinetiku) luminiscence
10y a PS, které jsou spektralné oddéleny.

Na obrazku 4.1 je vidét zjednodusené schema mérici aparatury pro méfeni casové a
spektralneé rozlisené luminiscence v infracervené oblasti. Excimerovy laser ATLEX-500i (ATL
Lasertechnik) ¢erpd pulsni barvivovy laser FL1000 (Lambda Physik, barvivo Stilben 3), ktery
emituje UV svazek na vinové délce 420 nm. Délka pulsu je 7ns, energie pired vstupem do
vzorku se pohybuje v okoli 20 pJ, opakovaci frekvence 400 Hz.

Vinova délka emitovana laserem lezi v oblasti maximélni absorpce TPP a je tak vhodna
pro jeho aktivaci. Laserovy svazek je spojnou cockou zaostien do kyvety (10 mm x 10 mm),
piicemz do ni vstupuje opticky lesténym dnem zespoda svislym smérem . Cést svazku se od
spojné cocky odrazi na fotocitlivou PIN diodu. Na PIN diodeé, ktera ma velmi kratkou ¢asovou
konstantu (fddové nékolik ns) se pomoci osciloskopu méti napéti. Signdl z PIN diody slouzi
k synchronizaci méteni, jak bude uvedeno dale. Laserovy puls v kyveté excituje PS a pfenosem
excitaén{ energie dojde ke vzniku 'O,. Po aplikaci pulsu dochdzi k fosforescenci *PS a 1O,
v kyveté. Fosforescencni fotony jsou soustavou ¢ocek shirdany a zaostrovany a prochazi dvojici
dlouhovlnnych filtru (Schott RG 7). Miizkovym monochrométorem (Jobin-Yvon H20IR) je
z fosforescence vybrana pozadovand mérena vlnova délka.

Fosforescence 105 a 3PS je tak slabé, Ze jeji méfeni vyzaduje ¢itani jednotlivych fotont, a
proto svétlo déle skrz optickou soustavu putuje do fotondsobice (Hamamatsu R5509) citlivého
v IR oblasti, ktery je kapalnym dusikem chlazen na —80°C. Impulsy z fotonédsobice prochazi
pres predzesilovac a nasledné jsou citany multikandlovym c¢itacem Becker-Hickl MSA 200
po dobu 300ps s 5ns ¢asovym oknem. Casovy pritbéh luminiscence je nacten dvestékrat,
nacez jsou data odeslana do PC a ¢itani zacind znovu. Pro kazdou mérenou vlnovou délku
je nacteno 10000 casovych prubéhtu luminiscence, které jsou poté secteny a tvoii vysledek
méteni. Cely proces sbéru dat je zahdjen synchronizaénim pulsem od PIN diody.
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Obr. 4.1: Schéma aparatury pro méfeni luminiscence 'Os: Excimerovy laser ATLEX 500i, barvi-
vovy laser FLL1000, T je PIN dioda, C kyveta, F dlouhovlnny filtr, monochromator H20, PM je
fotondsobi¢, P piedzesilovaé, éitac MSA 200. V kyveté fotosensibilizaci vznika 'Oo, jehoz slaba IR
luminiscence je méfena.
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Kapitola 5

Materialy a priprava vzorku

5.1 Priprava roztoku

Pro méreni byla pripravena fada roztoku obsahujicich TPP, kyslik a proménnou koncentraci
f-karotenu. Jako rozpoustédlo byl pouzit tetrahydrofuran (THF), vyrobce Fluka, ¢istota
pro UV spektroskopii. Mnozstvi rozpusténého kysliku odpovida rovnovaze se vzduchem (cca
2mM [15]). THF je pouzit proto, ze se v ném dobfe rozpousti jak TPP, tak g-karoten. Bylo
pripraveno 7 roztoku s proménnou koncentraci G-karotenu (ampule Sigma Aldrich, katalogové
oznaceni C4582, ¢istota > 95%, synteticky), a to 0, 5, 10, 20, 30, 40 a 50 pM. Ve vsech
ptipadech roztoky obsahuji 100 pM TPP (Frontier Scientific, katalogové oznaceni T614).

Nejprve byl pripraven 200 M roztok TPP v THF. Pii piipravé roztoku S-karotenu
je treba postupovat opatrné, vzhledem k jeho tendenci k postupnému rozkladu. Obsah
5mg ampule [-karotenu byl rozpustén v 5ml THF. Vznikly roztok byl pomoci mikropi-
pety rovnomeérné rozdélen do péti mikrozkumavek typu Eppendorf. Roztoky urcené pro
pozdéjsi métreni byly vysuseny stlacenym dusikem a v mikrozkumavkéch zustalo dobte defi-
nované mnozstvi krystalického -karotenu, ktery je stalejsi nez v roztoku; -karoten byl opét
rozpustén v THF az tésné pred piipravou vysledného roztoku. Do kyvety byl odpipetovan
1ml zasobniho 200 utM roztoku TPP, bylo pfidano potiebné mnozstvi roztoku [(-karotenu
a doplnéno do mnozstvi 2ml ¢istym THF. Chyba v ptipravé koncentrace (-karotenu byla
odhadnuta piiblizné na 1%.

5.2 Spektralni vlastnosti pouzitych latek

[-karoten vykazuje charakteristicky absorpéni pas (cca 400 nm az 550 nm) s vibracni struktu-
rou odpovidajici absorpci do stavu Sy. Jednofotonovy prechod mezi Sy a Sy (~ 830 nm [3]) je
zakazany. Stav Sy prechézi velice rychle vnitini konverzi do S; a ten opét rychlym prechodem
(~ ps) do Sg. Velmi maly kvantovy vytézek fluorescence se pohybuje v fddech 107° [3,10,14],
emise vykazuje slaby Stokestuv posun. Fosforescence (3-karotenu je rovnéz slaba a na vinové
délce A = (1360 £ 40) nm [26], prvni excitovany triplet karotenu ma tak v souladu s kapito-
lou 2.5 mensi energii nez prvni singlet kysliku.

TPP vykazuje nejsilnéjsi absorpci v oblasti okolo 420 nm a fosforescencni emisi mezi
800nm a 900 nm [21], coz odpovidé piechodu z Ty do Sy. Maximum fosforescence 10, se
objevuje v okoli 1278 nm. Pro selekci vlnové délky pti méfeni je uzita difrakéni miizka.
Fosforescence TPP ani 3-karotenu do méfeni na 1278 nm nezasahuje, stejné tak vyssi difrakéni
r4dy. Céstecné by luminiscence 'O, mohla byt prekryta druhym @ tfetim fadem fluorescence
G-karotenu a TPP, doba zivota fluorescence je vsak zanedbatelné kratka oproti zkoumanym
casovym skalam.
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Kapitola 6

Vysledky meéreni a diskuse

6.1 Experimentalni protokol

Pro kazdy vzorek bylo provedeno méreni na dvou rozsazich vinovych délek. Nejprve byl vzorek
podroben méfeni na vinovych délkach 1242 nm az 1306 nm, tedy v okoli maxima fosforescence
10,, s krokem 4 nm, déle bylo provedeno méfeni na $ir§im rozsahu 750 nm aZ 1350 nm s kro-
kem 16 nm, kde se objevuje i fosforescence TPP. Casové zavislost luminiscence s 5 ns ¢asovym
rozliSenim, hlavni vystup méreni, byla ziskana postupem popsanym v kapitole 4.

Po dobu 110 ns nebyl detekovan zadny impuls, tato doba budiz oznacena jako t,. Méreni
se totiz spousti v okamziku, kdy fotodioda zaznamend laserovy puls. Jedna se o rychlou PIN
diodu a celkova prodleva mezi zacatkem laserového pulsu a zacatkem méfeni je maximalné
v Tadu jednotek ns. Pruchod signdlu mezi katodou a anodou fotondsobice jiz ovSem neni
tak rychly, coz zptusobuje zminéné zpozdéni, které vsak neni nikterak na zavadu. Cas tg je
charakteristicky pro méfici aparaturu a nezavisi na méreném vzorku.

Pocatek casové osy, casova nula, je posunut do okamziku, kdy zac¢ina byt piijiman signél
luminiscence, tedy 110ns po startovnim signalu.

Mezi casy t = Ons az cca t = 30 ns byl naméien velmi silny signal pochézejici z fluorescence
latek ve smési a rozptyleného zareni excitacniho laseru. V ¢ase 0 ns jiz samoziejmé zacinaly
byt detekovany i fotony pochézejici z fosforescence *O,, signdl fosforescence byl vSak piekryt
mnohem silngjsi fluorescenci, kterd ale rychle dohasina. V grafu 6.1 je zanesen signal béhem
prvnich 2 ps v logaritmické skale.

Celkova doba nacitani signalu po excitacnim pulsu ¢inila 300 ps. V druhé poloviné tohoto
intervalu bylo jiz zpravidla detekovano pouze pozadi, protoze cas fadovée stovky s je vyrazné
vétst nez doba zivota 1Oq, kterd éini v pifpadé bez zhésece piiblizné 17 s, jak se ukdze pozdéji.
Uroveii pozadi byla nizka a ¢inila v pruméru asi jeden impuls za 500 ns.

Casové z4vislost luminiscence byla méfena pro 7 ruznych koncentraci 3-karotenu, a to 0,
5, 10, 20, 30, 40 a 50 pM. Pro kazdou koncentraci (-karotenu lze dostat 3D graf zavislosti
intenzity na vinové délce a case, piiklady je vidét v grafech 6.2, 6.3, 6.4. V grafu 6.2 je v métené
spektralni oblasti patrny jednak siroky pas fosforescence *PS mezi vlnovymi délkami 800 nm
a 1100 nm, kterd rychle dohasind, jednak uzsi pés fosforescence 'O,, kterd mé znatelné delsi
dobu zivota. Z grafu 6.3 je ziejmé zkraceni doby Zivota 'O, pii vyss koncentraci S-karotenu,
graf 6.4 poskytuje detail fosforescence O,. Vykreslend data nejsou z diitvodu nézornosti grafi
opravena na citlivost spektrometru.

Graf 6.5 zobrazuje spektrum fosforescence jak 3PS, tak 'O,, piicemZ naméfend data jsou
opravena na spektralni citlivost aparatury. Vynesené hodnoty odpovidaji intenzité fosfo-
rescence v jejim maximu, kterd je urCena na zdkladé modelovych funkci prolozenych ki-
netikami fosforescence, do zpracovani jsou zahrnuty i kinetiky pro nenulovou koncentraci
(-karotenu.
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Graf 6.1: Prvni 2ps signdlu pii méfeni luminiscence 'Oy v logaritmické skile, méfeno pro A\ =
1278 nm a nulovou koncentraci 8-karotenu: Prvnich 100 ns nebyl detekovan zadny signdl, poté byla
pozorovana silnd fluorescence roztoku a rozptylené zareni, po jejim dohasnuti byla patrna fosfo-

rescence 'Oq, kterd méla zpocatku nartistajici charakter.
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0
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Graf 6.2: Casové a spektralné rozliSend luminiscence vzorku, [3-karoten] = 0pM: Vykreslovani
zacind v ¢ase 100ns, pro potlaceni kolisani naméfenych hodnot intenzity luminiscence jsou data
vzdy zprumérovana v ramci péti ¢asovych okének, tedy pétadvaceti ns. Je patrné dlouhé dohasinani
fosforescence 'Oy v okoli 1278 nm a mnohem kratsi dohasinani fosforescence 3PS v okoli 900 nm.
Vykreslend data nejsou z divodu nézornosti obrazku opravena na citlivost spektrometru.
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Graf 6.3: Casové a spektralné rozlisend luminiscence vzorku, [3-karoten] = 50 pM: Je vidét evi-
dentné zkrécena doba zivota luminiscence 'O, v dané ¢asové skale lze pozorovat také fosforescenci
3PS. Vykreslend data nejsou z diivodu nézornosti obrazku opravena na citlivost spektrometru.
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Graf 6.4: Casové a spektralné rozlisend luminiscence vzorku, [f—karoten] = 50 uM, detail luminis-

cence 'O.
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Graf 6.5: Pomérnd intenzita fosforescence v jejim maximu v zavislosti na méfené vinové délce.
Hodnota intenzity fosforescence v jejim maximu je uréena na zakladé modelovych funkci prolozenych
kinetikami fosforescence. Spektrum fosforescence 'Os je vynasobeno 200x a prolozeno Gaussovou
funkci, spektrum fosforescence >PS je prolozeno kubickou interpolaéni kiivkou.

6.2 Luminiscence 'O, — méfeni v rozsahu 1242 nm az
1306 nm

Zamérme se na prvni sadu meéteni z rozmezi 1242nm az 1306 nm s krokem 4nm. V daném
rozsahu vinovych délek se objevuje fosforescence *O,. Pro ¢asovy pribéh fosforescence byl
na zéakladé teoretického modelu ziskdn vztah (3.10) na strané 22; bude pouzit model se za-
nedbanim zpétného prenosu. Namétfené kinetiky fosforescence 'O jsou proto fitovany funlke

f(t)=N(et/™ — et/ (6.1)

pricemz fitovaci parametry jsou N, 7r,, 7a. Parametry 7, a 7o odpovidaji, za predpokladu
71, < Ta, po Fadé dobé Zivota 3PS a 'O, jak bylo ukdzdno v kapitole 3.4. Fitovaci parametr
71, bude nékdy nazyvan dobou nartustu kysliku. Pokud 71, > 7a, vyznam parametru se
prohodi, jak plyne z (3.10).

Kinetiku neni mozno fitovat od casu ¢t = 0 kvili rusivému signélu fluorescence. Graf 6.6
vyobrazuje namérenou kinetiku luminiscence vzorku bez (3-karotenu na vlnové délce 1278 nm,
nafitovanou podle modelu (6.1) pii pocatecnim case fitovani 250 ns. Lze odhadnout, ze je
mozné zacit fitovat v ¢ase tg ~ 100 ns, ktery lze pouzit pro vSsechna métreni bez ohledu na
vlnovou délku a koncentraci 3-karotenu.

Doba zivota fosforescence 'O, v roztoku bez $-karotenu je p¥iblizné 17 ps, pii pfedpokladu
exponencialniho poklesu sila signélu klesne pod troveii 10~3 impulsi v ¢asovém okénku pro
t > 200ps. V intervalu od 200pus do 300 ps bylo naméfeno cca n = 200 impulsu, uroven
signalu byla tedy 1072 impulsii v ¢asovém okénku a lze ji povazovat za pozadi. Pocet impulsi
pozadi v uréitém casovém intervalu je Poissonovsky rozdéleny s odchylkou rovnou +/n, coz

30



_5 100

>

Z  go

()

(&)

& 60

[&)

]

£ 40

g

=]

s 20

N

S 0 (e et

=] 1 : 1 I I N |

- 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Cas [us]

Graf 6.6: Piedbézny fit ode¢teny od naméfené kinetiky luminiscence 'Og: Plnou éarou je znazornéna
namérend kinetika luminiscence vzorku bez (-karotenu na vinové délce 1278 nm, ¢arkované fit podle
modelu (6.1) pfi pocétecnim ¢ase fitovani 250ns, teckované rozdil namérenych dat a nafitované

funkece.
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Graf 6.7: Typicky méfeny signal fosforescence 'Og pro A = 1278 nm a 30 pM S-karotenu: Cervené je
zndzornéna nameérend kinetika fosforescence, zelené fit podle modelu (6.1), modfe rozdil namérenych
dat a nafitované funkce. Model dobie odpovid4d naméfenym dattm.
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se experimentalné potvrdilo pii analyze velkého mnozstvi kinetik. Pocet luminiscencnich
impulsu zaznamenanych v jednom casovém okénku je ziejmé také Poissonovsky rozdéleny,
coz bylo ovéreno porovnanim poc¢tu impulsu v nékolika sousednich okénkach. Hodnota pozadi
byla spoctena pro kazdou kinetiku zvl4st a pied fitovanim podle (6.1) byla odectena od
namétfeného signalu. Uroveil pozadi byla nizka a nemeénila se vyrazné se zménou .

Pro kazdou koncentraci $-karotenu byly naméfeny kinetiky fosforescence 'O na riznych
vlnovych délkach. Typicky ¢asovy pribéh signdlu je vidét v grafu 6.7. Signal fosforescence O,
(viz graf 6.5) je nejsilngjsi pro vinovou délku A = (1277,5 4 0,5) nm, pficemz tato hodnota je
vypoctena fitovanim ziskaného spektra fosforescence Gaussovou funkci. Pro dalsi zpracovani

byly pouzity signaly v rozmezi 1258 nm az 1298 nm, coz je dohromady 11 ruznych vlnovych
délek.

6.3 Doba zivota 'O, uréena z kinetik fosforescence 'O,

Parametry 7a, odpovidajici dobé Zivota 'Oy a ziskané fitovanim kinetik fosforescence 'O,
podle (6.1), vykazuji v pripadé nenulové koncentrace (3-karotenu systematicky narust s vl-
novou délkou. Ve skutec¢nosti se jedna o narust s dobou méreni, coz je zpusobeno degradaci
karotenu v priubéhu méteni. Tento jev je blize diskutovan v kapitole 6.7. Zavislost 7o na vl-
nové délce pii pevné koncentraci 3-karotenu je zndzornéna v grafu 6.8. Doba zivota 'O, pro
kazdou koncentraci §-karotenu byla spoctena extrapolaci k nulové dobé méteni z hodnot 7o
namérenych na ruznych vinovych délkach a tedy zaroven v ruznych ¢asech. Vysledna extra-
polovand hodnota byla ziskana vazenou linearni regresi zavislosti 74 na poradi méteni, vazeno
bylo pfevracenou hodnotou chyby parametru. Chyba vysledné doby Zivota 'O, byla uréena
jako chyba absolutniho parametru zminéné linedrni regrese. Rovnéz byla zapoctena chyba
vyplyvajici z volby pocatecniho ¢asu fitovani, jehoz optimalni hodnota neni presné znama;
porovnanim nafitovanych parametru pii ruznych volbach pocatku fitovani byla odpovidajici
chyba odhadnuta na 0,02 ps.

Graf 6.9 a tabulka 6.1 na strané 36 zobrazuji zavislost 74 doby Zivota 'O, na koncen-
traci S-karotenu ([3-karoten]). Doba zivota 'O, v THF pti nulové koncentraci 3-karotenu
byla urcena 7o = (17,35 £ 0,05) ps. Hurst a kol. uvadi dobu Zivota 'Oy v THF pii pouziti
TPP k senzibilizaci rovnu 20 ps [17]. Zakladni singletni stav TPP rovnéz pusobi jako zhasec.
V acetonu byla zméfena rychlostni konstanta pro zhaseni zakladnim singletnim stavem TPP,
kas, = (8,9 4+ 1,5) x 10 M~1s~! [20]. Za predpokladu, ze kas, pro THF a pro aceton jsou
srovnatelné, pro 100 pM TPP v THF se zhaseni singletem TPP se podili jen méné nez dvéma
procenty na celkovém zéniku 'O, (viz kapitolu 6.4) a nebylo by mozné takto vysvétlit rozdil
zivota 'Oy v THF by vSak bylo tieba zméfit zdvislost 74 na koncentraci TPP a extrapolovat
k nulové koncentraci. Doba Zivota 'O, zdvis{ také na koncentraci kysliku, opét by bylo tieba
zmérit zavislost 7a na koncentraci kysliku, coz je vSak pomérné experimentdlné narocné.

6.4 Zhaseci rychlostni konstanta 102 pro 3-karoten

V predeslé kapitole byla urcena doba zivota 7a singletniho kysliku v zavislosti na koncen-
traci [-karotenu. V grafu 6.10 je vynesena prevracend hodnota doby zivota 1/7a, jez dle
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Graf 6.8: Zavislost doby Zivota 'Og na vlnové délce pro vybrané koncentrace 3-karotenu 0 pM, 5 M
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Graf 6.10: Prevracend doba zivota 'Oy v zdvislosti na koncentraci f-karotenu: Zavislost je prolozena
linedrni funkci, smérnice odpovida zhdseci konstanté kaq.
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kapitoly 3.4 odpovida B
1/TA:KA:Kg+k5AQ[Q], (62)

kde K{ je rychlostni konstanta zaniku 'Oy bez pfitomnosti Q a jedna se tak o tvar Stern—
Volmerovy rovnice. Konstanta K A je podle pouzitého teoretického modelu linedrni v [Q], coz
i potvrzuji naméfené hodnoty, které lze obstojné prolozit piimkou KR + kaq[Q], jak je vidét
v grafu 6.10. Méfeni pro [Q] = 5pM a [Q] = 20 pM se odchyluji od prolozené piimky; je
mozné, ze doslo k chybé v ptipravé koncentrace (-karotenu ¢i jinému neptiznivému efektu.
Z linearity zavislosti zhaSeci konstanty kaq na koncentraci (-karotenu plyne, ze zhaSeni
singletniho kysliku §-karotenem je bimolekularni proces.
Byly urceny hodnoty rychlostnich konstant

kag = (10,9+0,2) x 10" M~ 's™?
K = (57,6 +£0,2) x 10357,

Je videét, ze jiz pro koncentrace kolem 5 1M se zhéseni S-karotenem podili ptiblizné 50% na
zéniku 'O,, pro koncentraci 50 pM se podili jiz 90%.

Na zékladé meéreni je mozno usoudit, ze (-karoten se skutecné chova jako antioxidant.
Nielsen a kol. uvddéji hodnotu kaq = 13,0 x 109 M~!s™! naméienou v benzenu. Uvéazenim, ze
zhaseci konstanta kaq je priblizné nepfimo tmeérna viskozité rozpoustédla [30], 1ze po korekei
na viskozitu THF spocist kaq = 10,3 x 10° M~'s™!, coz je hodnota blizka té v préci zmérené.
Difusni limita pro THF pfi teploté 300 K vychédzi dle vztahu (3.9) kqr = 21 x 109 M~1s71
zméfend hodnota kaq je tedy fadove srovnatelna.

Koncentrace (-karotenu v lidském séru se pohybuje v okoli 1pM [4], silné vsak zavisi
na vyzivé a konkrétnim jedinci. Pokud by byla v méfeném roztoku koncentrace (3-karotenu
pouze 1M, bude se na zhaseni podilet zhruba Sestnacti procenty. Celkova rychlost zaniku
1O, z4visi samoziejmé silné na rozpoustédle a ostatnich obsazenych latkach. Doba Zivota O,
v THF a acetonu bez piitomnosti antioxidantu se napiiklad lisi pfiblizné dvojnésobné [37].
V zZivém organismu nelze ocekdvat ani jedno z téchto rozpoustédel a navic je zde obsazeno
mnoho dalsich latek. Predpoklada se, ze antioxidacni uc¢inky [-karotenu mohou rust syner-
gickym efektem v piftomnosti jinych antioxidantt [35]. Karoten se preferentné shromazduje
v membranach a lipidovych tkanich, které chrani a kde je jeho koncentrace zvysend. Prestoze
jsou pochody in vivo mnohem komplikovanéjsi a komplexnéjsi nez in vitro, na zakladeé in
vitro zmérené rychlostni konstanty lze usoudit, ze i v koncentracich béznych v lidském téle
mé (-karoten potencidl byt i¢innym zhdsecem Os.

6.5 Doba zivota 3PS uréen4 z kinetik fosforescence 'O,

Doba zivota 7, je uréena na zékladé fitovdn{ kinetik fosforescence 'Oy podle modelu (6.1),
ktery je probran v kapitole 6.2. Takto urc¢end doba Zivota *PS se oznacuje rovnéz jako doba
nartstu 1O,. Na rozdil od 74, zdvislost 71, na dobé méfeni nenf patrna. Vysledné hodnoty 7r,
pro ruzné koncentrace -karotenu jsou spocteny jako vazeny prumér parametru 7r, uréenych
z kinetik fosforescence 'O, pro danou koncentraci a rtzné vinové délky, piicemz vahy od-
povidaji prevracené hodnoté chyby parametru.

V grafu 6.11 je vidét, ze pti zméné koncentrace G-karotenu nenastava zadny pozorovatelny
trend ve zméné 7r,. Hodnotu kr,q nelze z naméfenych dat spolehlivé urcit, lze jen fici, Ze
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Graf 6.11: Doba zivota 3PS v zavislosti na koncentraci (-karotenu uréend z kinetik luminiscence
104. Nepozorujeme zavislost doby zivota *PS na koncentraci 3-karotenu. Znacky udévaji hodnoty
zprumérované pres mérené vinové délky, prerusovand ¢ara vyznacuje prumer.

[f—karoten] TA Tr,
[1M] [ 1] [ 1]

0 17,35 £ 0,05 0,30 £+ 0,01

5 10,41 £+ 0,10 0,30 £+ 0,02

10 5,99 + 0,08 0,29 4+ 0,02

20 4,26 + 0,07 0,31 += 0,02

30 2,52 + 0,08 0,31 &= 0,03

40 2,07 + 0,08 0,31 £+ 0,02

50 1,58 4+ 0,06 0,29 + 0,02

Tabulka 6.1: Doby zivota 'O, a tripletu PS na zakladé fitovani kinetik luminiscence 'O, dle
vztahu (6.1).

je mala oproti Kr,. Na tomto misté je tfeba si uvédomit, ze i nejvyssi pouzitd koncentrace
(G-karotenu v roztoku je ptiblizné ¢tyficetkrat mensi nez koncentrace rozpusténého kysliku.
TPP fotosensibilizuje 'Oy s kvantovim vytézkem 0,65 + 0,05 [22] a touto cestou je tudiz
triplet TPP 1ucinné zhasen. Navic molekula kysliku je mala oproti molekule (-karotenu a
rychlost jeji difuse bude vétsi. I v pripadé, Ze by rychlostni konstanta kr,q zhaSeni tripletu
TPP g-karotenem byla omezena pouze rychlosti difuse, bude kr,q[Q] mnohondsobné mensi
oproti kp, o pro méfené koncentrace [3-karotenu a zhaseni tripletu TPP S-karotenem nebude
mozné v provedeném experimentu kvantifikovat ani pozorovat, nebot jeho vliv bude pod
urovni chyby méfeni.

Vazenym prumérovanim parametru 7, pres ruzné koncentrace i vinové délky bylo uréeno

71, = (0,30 £ 0,01) s,

kde chyba odpovidd 95% hladiné spolehlivosti a byla do ni zapoc¢tena odhadovand nepiesnost
0,005 ps vyplyvajici z volby pocatecniho casu fitovani, jehoz optimalni hodnota neni presné
znama. Prevracend hodnota 7r,, rychlostni konstanta zaniku 3PS, vychazi

Ky, = (3,34£0,1) x 10°s7*
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6.6 Doba zivota 3PS urc¢ena z kinetik fosforescence *PS

Kinetiky luminiscence vzorku byly rovnéz méteny v rozsahu vinovych délek 750 az 1342 nm.
Dobu zivota 3PS je mozné uréit pifmo na zakladé kinetik fosforescence 3PS, jez se objevuje
v rozsahu priblizné od 800 nm do 1100 nm. V grafu 6.5 na strané 30, kde jsou data opravena
na spektralni citlivost aparatury, si lze viimnout, Zze maximdlni intenzita fosforescence 3PS
nastava pro vlnové délky v okoli 814 nm.

Kinetiky fosforescence *PS byly nafitovdny jen jednoexponencidlnim poklesem dle (3.5)
funkei

f(z) = Ne7/™ (6.3)

Jednoexponencialné byla data fitovana jen ve spektralni oblasti 800 nm az 1100 nm, kde je
signal fosforescence 3PS dostateéné silny. Kvuli offznuti fluorescence PS je opét pocatek
fitovani posunut do ¢asu t = 100 ns. Podobnym zptsobem jako vysSe byla urcena a odectena
hodnota pozadi.

Graf 6.12 shrnuje vysledky méfeni doby Zivota *PS. Pro kazdou koncentraci 3-karotenu
je vynesena zavislost doby Zivota 7r, na vlnové délce. Pro vsechny koncentrace -karotenu,
véetné nulové, je pozorovatelny nezanedbatelny narust doby zivota s vlnovou délkou emise.
Tento jev lze vysvétlit ndsledovné. 3PS je v roztoku zastoupen ve dvou (éi vice) ruznych
formach. Kazd4d forma 3PS mé piitom odlisnou dobu zZivota a jiny profil spektra fosfo-
z moznych vysvétleni existenci vice forem *PS by mohl byt efekt agregace.

Kinetiky fosforescence *PS je pak tieba fitovat jako soucet dvou exponencidlnich poklest

f(z) = Ne /™ 4 N'e™'/™1 | (6.4)

ey

silnou fluorescenci, data byla fitovana opét az od ¢asu t = 100 ns. Grafy 6.13 a 6.14 zobrazuji
zavislost doby zivota 7r, a 74, na koncentraci [Q].

Pro kazdou koncentraci f-karotenu byl vypocten prumér z fitovacich parametru ziskanych
na ruznych vlnovych délkach, vazenych prevracenou hodnotou chyby fitu. Fitovaci parame-
try N, N’ vypovidaji o zastoupeni jednotlivych forem, vyraz ¢ = N'/(N + N’) udava podil
vanych kinetik fosforescence *PS extrapolaci k nulovému ¢asu. Zavislost podilu ¢ na vinové
délce emise je vynesen v grafu 6.16. To, ze tento podil neni konstantni, odpovida hypotéze
o dvou ¢&i vice fosforeskujicich formach 3PS. Hodnotu ¢ ale nelze ztotoznit s podilem koncen-
traci pifslugnych forem 3PS, nebot jejich kvantovy vytézek fosforescence muze byt rozdilny,
a z méfeni tedy neni mozné podil koncentraci urcit.
traci f-karotenu a je mozno usoudit, ze S-karoten v daném koncentracnim rozsahu nehraje
podstatnou roli ve zhaSeni. Vazenym prumérovanim 7r, pfes koncentrace i vinové délky bylo
urceno

7, = (0,34 £ 0,03) ps,

pricemz vahy odpovidaji prevracené hodnoté chyby jednotlivych hodnot, chyba pruméru
byla spoctena pro 95% hladinu spolehlivosti pii pouziti t-distribuce. Navic bylo do chyby
pripoc¢teno 0,01 ps vyplyvajici z moznosti neoptimélni volby pocateéniho casu fitovani, po-
dobné jako v kapitole 6.2. V ramci chyb se hodnota 7p, shoduje s dobou nértustu 'O,
(0,30 £ 0,01) ps (viz kapitolu 6.2).
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Graf 6.12: Doba zivota 3PS v zavislosti na vinové délce pro vybrané koncentrace 3-karotenu, uréeno
na zékladé monoexponencidlniho fitovani kinetiky fosforescence >PS: Je patrné rostouci hodnota
fitovaciho parametru s vinovou délkou. Pro prehlednost jsou body odpovidajici stejné koncentraci
[B-karotenu spojeny carou.
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Graf 6.13: Doba zivota kratce zijici formy ®*PS v zavislosti na koncentraci S-karotenu uréens na
zékladé dvojexponencialniho fitovan{ fosforescence 3PS dle vztahu (6.4). Tuéné jsou znaceny hodnoty
uréené z kinetik fosforescence 3PS, ¢drkované je prolozen vézeny primér. Pro srovndni jsou slabé
uvedeny doby zZivota 3PS zjisténé z kinetik fosforescence 'Oy, rovnéz prolozené primérem.
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formy 3PS v zavislosti na koncentraci 3-karotenu uréend na zékladé

dvojexponencialniho fitovani fosforescence *PS. Zavislost je prolozena hyperbolou.
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zijici formy 3PS v zdvislosti na koncentraci 3-karotenu

prolozena primkou. Pti vazeném fitovani maji zna¢nou vahu méfeni pro OpM a 5 M koncentraci

[B-karotenu, protoze vykazuji oproti ostatnim méfenim mensi relativni chybu. V kapitole 6.4 je

uvedeno, ze méreni pro 5pM a 20 uM koncentraci (-karotenu nesedi zcela dobie do linedarniho fitu.
Méteni pro 5 pM se zde také odchyluje od linearniho fitu; i odtud plyne velkd chyba uréeni smérnice

hodnotu kp,/q.
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Graf 6.16: Podil ¢ déle zijici formy >PS na fosforescenci v ¢ase t = 0 v zavislosti na vlnové délce emise
pro vybrané koncentrace (-karotenu. Pro prehlednost jsou body odpovidajici stejné koncentraci
(B-karotenu spojeny Carou.
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koncentraci (-karotenu. V souladu se Stern—Volmerovym vztahem zavislost ptrevracenych
dob zivota na koncentraci fitujeme linearné, pricemz vazime prevracenou hodnotou chyby, a
zhaseci konstanta je urcena smérnici piimky:

ko= (8+£3) x 10"M's7!.

~ess

telné se zhaseci konstantou singletniho kysliku kaq (viz 6.4). Dle vztahu (3.8) je pro THF
kair = 14 x 10° M~!s7! a zméfend hodnota zhaseci rychlostni konstanty déle zijici formy 3PS
(-karotenem je tedy radové srovnatelna s kg;s.

z kinetiky fosforescence 'O,. (Z grafu 6.13 je vidét, ze doba zivota kratce Zijici formy *PS
vychazi dokonce o trochu vétsi, pricemz se tento rozdil zmensuje s rostouci koncentraci
[-karotenu.) Déle zjici forma 3PS se tedy nepromitne do doby nartstu 'O, a lze usou-
dit, ze bud singletni kyslik viibec negeneruje, nebo je jeji koncentrace tak mald, Ze k tvorbé
'Oy nepiispivd vyznamnym zpisobem. Toto vede k myslence fitovat kinetiky fosforescence
1O, funkei, kterd respektuje existenci dvou forem *PS. Jednotlivé formy 3PS generuji 'O,
nezavisle, a nova modelova funkce bude proto linedarni kombinaci puvodnich modelovych
funkef (6.1). Jelikoz rychlost zéniku 'Oq nezavisi na zptusobu vzniku, dostdvdme novou fito-
vaci funkci

Ft) = N(e7/™ — e /™) 4 N'(e7/m — o7/ (6.5)

Bylo provedeno fitovan{ kinetik luminiscence 'O, podle modelu (6.5). Fitovaci parametr N’
zpravidla vychdzel velmi maly oproti parametru N, fadové stokrat, doba zivota 7., vychazela
tddové v jednotkach ps, chyby parametra N’, N a 71, byly ovSem nékolikandsobné vétsi nez
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[3—karoten] TA T,
[nM] [11s] [11s]

0 17,31 £0,06 0,30 £ 0,01

5 11,68 £ 0,05 0,30 £ 0,03

10 6,77 £ 0,060 0,31 £ 0,03

20 5044+ 0,14 0,31 + 0,04

30 2,76 £0,12 0,30 £ 0,03

40 2,20 £ 0,09 0,30 £ 0,02

20 1,71 £ 0,15 0,29 £ 0,02

Tabulka 6.2: Doby Zivota 7o a 7p, uréené z kinetik fosforescence 'O, pii méfeni na Sirokém
rozsahu.

jejich hodnota. Parametry 74 a 7r, vysly srovnatelné jako pfi fitovani podle (6.1), ale s vétsimi
generovani 'O,. Jiz samotna dlouhd doba Zivota napovida, Ze se tato forma pravdépodobné
neucastni fotosensibilizace.

Chlorofyl patii stejné jako TPP mezi tetrapyroly a je pravdépodobné, ze se jako fo-
tosensibilizatory budou oba chovat podobné. Jak bylo uvedeno diive, predpoklada se, ze
ochranna role karotenoidu ve fotosyntéze spoc¢iva mimo jiné praveé v jejich schopnosti zhaset
triplet preexcitovaného chlorofylu [13,38]. Z tohoto duvodu je zajimavé zkoumat interakci
(G-karotenu s tripletem TPP, je vSak tfeba mit na paméti, ze procesy in vivo jsou odlisné a
mohou byt daleko komplikovanéjsi oproti procesum in vitro ve zkoumaném roztoku.

6.7 Degradace karotenu

Pfi méfeni v sirokém rozsahu vlnovych délek byly také naméfeny kinetiky fosforescence 1O,
pro vinové délky 1262 nm, 1278 nm, 1294 nm. 7 téchto méfeni je mozné stejné jako v kapi-
tole 6.3 vyhodnotit parametry 7p, a 7a, doby zivota 3PS a 'O,, a to na zdkladé fitovani
podle funkce (6.1). Pro kazdou koncentraci §-karotenu bylo prumérovano pres vinové délky.
Tabulka 6.2 shrnuje ziskané fitovaci parametry a graf 6.17 porovnava s vysledky ziskanymi pii
méreni na kratkém rozsahu. Lze pozorovat, ze pfi méreni na Sirokém rozsahu vinovych délek
vychézeji doby zivota 10, systematicky delsi, nez pii méfenf na tizkém rozsahu (tabulka 6.1
na strané 36). Jedinou vyjimkou je méteni pii nulové koncentraci -karotenu. Vysvétleni je
jednoduché: Vzdy bylo nejdiive méreni provedeno na tzkém rozsahu, nasledné tentyz vzo-
rek byl proméren na Sirokém rozsahu. Karoten vsak ziejmé pii vystaveni laserovym pulsum
postupné degraduje. Cim déle je vzorek vystaven laseru, tim vice vstfebd energie a tim vice
klesne koncentrace ti¢inného S-karotenu. Takto lze vysvétlit prodlouzenou dobu zivota 'O,
pii méfeni na Sirokém rozsahu. Systematicky nartist doby zivota O, s dobou méien{ je patrny
i v grafu 6.8 na strané 33. _
Linedrnim fitem prevrdcené doby zivota 'Os je opét urcena zhdseci konstanta kag, kterou
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Graf 6.17: Srovnani dob zivota 'O, ziskanych z méFeni na tizkém a Sirokém rozsahu vinovych délek:
Cervené body odpovidaji méfenf na tizkém rozsahu vlnovych délek, rizové body odpovidaji méfeni
na Sirokém rozsahu vlnovych délek. Pii nenulové koncentraci (-karotenu vzorek déle vystaveny
méfeni vykazoval delsi dobu zivota.

pro odliSeni znac¢ime s vinkou.

kag = (10,9+0,2) x 107 M 's7!
kao = (10,0£0,3) x 10° M 's™!

Je videt, ze f-karotenu ubylo oproti méfeni na kratkém rozsahu o (8 &+ 4)%, coz je celkem
vyznamny rozdil.

Degradace (-karotenu muze byt zptusobena jednak piimo fotodegradaci [8], jednak che-
mickym zhdsenim 'O,, jehoZ podil je sice velmi maly oproti fyzikdlnimu zhdSeni, ovsem
piitomno stéle je [35].

Vliv degradace karotenu by bylo mozné snizit zavedenim takového prutokového méreni,
kdy kyvetou cirkuluje vétsi mnozstvi zasobniho roztoku. Na realizaci prutokového méteni se
v laboratori KChFO jiz pracuje.

6.8 Poznamky k experimentu

Funkce, které jsou fitovany do nameérenych dat, byly odvozeny na zakladé zjednodusujicich
predpokladi. Byla predpokladéna stalost koncentraci [PS], [Os] a [Q]. V pripadé, ze by se
tyto koncentrace v prubéhu méteni jedné kinetiky vyrazné meénily, by nase fitovaci funkce ne-
sledovaly dobtfe namétena data, coz by bylo odhaleno analyzou residualniho plotu. Napiiklad
vyrazna zména koncentrace [Os] béhem méfeni kinetiky by se projevila neexponencialitou
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rozpadu stavu T;. Vyrazné zmény [Q] béhem méteni kinetiky, ke kterym by doslo hlavné
v ¢asech odpovidajicich maximalni koncentraci *O,, by se zase projevily pomalejsim pokle-
sem intenzity luminiscence 'O,. Dobra shoda naméfenych dat a modelovych funkef napovida,
ze uvedené aproximace jsou opravnéné, coz potvrzuje ve své publikaci i Baier a kol. [1].

V kapitole 3.4 bylo u¢inéno zanedbani triplet-tripletové anihilace, ktera by se projevila ne-
exponencialitou dohasindni fosforescence *PS. Dohasindni fosforescence 3PS bylo viak mozné
dobfte prolozit souctem dvou exponencidlnich poklesu (je respektovana existence dvou fo-
rem 3PS). Vzhledem k pomérné vyssi koncentraci kysliku oproti tripletu TPP bude triplet-
tripletové zhaseni hrat jen malou roli.

Dalsi aproximaci zjednodusujici modelové funkce je zanedbani zpétného pienosu. Na
zékladé nasich méteni nelze urcit konstantu kar,. Bylo zméteno (graf 6.5), ze maximalni
intenzita fosforescence *PS nastdva v okoli 814 nm, zatimco fosforescenci 'O, pozorujeme
pro vlnové délky blizké 1278 nm. Energeticky rozdil *PS a 'O, je znaény a zpétny pienos
bude proto podle vSseho velmi nepravdépodobny. Velice vyrazny zpétny prenos by teoreticky
bylo mozné v nasich métenich vypozorovat z malého poklesu 7, pfi zvysujici se koncentraci
Q, prakticky toho ovSem nedosdhneme. Zdroj [1] popisuje blize, jak lze na zakladé métent
kinetik luminiscence 1O, za ruznych podminek uréit hodnotu soucinu kat, kr, .

Zamysleme se nad kritériem hodnoceni uc¢innosti zhasece. Za hlavni ukazatel t¢innosti
zhéSece povazujeme rychlostni konstantu kaq, kterou ziskdvame z prevracené doby zZivota
10,. Doba zivota vSak nenf jedinym ukazatelem ticinnosti zhasece, zalezi i na mnozstvi 1O,,
jez vznikne. Karoten naptiklad absorbuje v oblasti modrého svétla laseru, coz v experimentu
vede k mensimu poctu vzniklych molekul 'O,, stejné tak jako piipadné zhéseni tripletu
TPP. Uvazujeme-li o skoddch napachanych vysoce reaktivnim 1Os, jejich hlavnim méfitkem
je mnozstvi probéhnutych destruktivnich chemickych reakci. Destruktivni reakce jsou stejné
jako dalsi popsané procesy jednou z cest zaniku 'O,, kterou lze popsat rychlostni konstantou.
Poctu destruktivnich reakei tak pitimo tmérné odpovida pocet emitovanych fosforescenénich
fotonu po cely ¢as. Velmi uzite¢nou informaci by tak byl soucet vsech udalosti fotondsobice
odpovidajicich fosforescenénim fotonum. V nasem usporadani bohuzel ale tato informace
uzitetna neni, protoze vykon pulsniho laseru béhem méteni kolisa v fadu az desitek pro-
cent. Jelikoz vykon neni stabilni, srovnavanim celkového poctu fosforescenc¢nich fotont nelze
dostat relevantni vysledky. Césteéného zlepseni by slo dosdhnout, pokud by kromé signilu
z fotondsobice byla zaznamenavana i hodnota napéti na PIN diodé, ktera odpovida intenzité
laseru.
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Kapitola 7
Zaver

Uvodni teoretické ¢dst shrnuje zakladni poznatky o reaktivnich forméch kysliku a anti-
oxidantech, véetné exkursu do oblasti jejich biologického uc¢inku. Rovnéz vysvétluje pojmy
singlet a triplet, které jsou zasadni pro pochopeni jevu fosforescence. Bylo probrano, jak ex-
perimentalné pomoci ¢asové a spektralné rozlisené luminiscence zkoumat antioxidanty a jak
na zékladé méfeni casové zavislosti luminiscence uréit doby zivota 'O, a tripletu PS. Ctenaii
tak byla poskytnuta ivodni orientace v dané oblasti.

Byla promérena doba zivota singletniho kysliku v zavislosti na koncentraci $-karotenu a
s dobrou piesnosti urcena zhéseci konstanta kaq = (10,940,2) x 10° M~'s™! kterd odpovida
diive publikovanym vysledkum a je fadové srovnatelna s teoretickym odhadem difusni li-
mity. Zhéseni je bimolekuldrniho charakteru. Karoten se ve zkoumaném roztoku chova jako
antioxidant — zhasi singletni kyslik. Z hodnoty zhaseci konstanty a koncentraci (-karotenu
ve vybranych tkanich zivych organismu lze usoudit, ze §-karoten ma potencial byt ucinnym
biologickym antioxidantem. V zivych organismech jsou vSak procesy velmi slozité a je mozno
ocekavat ruzné synergické efekty, proto je pro presnéjsi pochopeni funkce antioxidantu nutné
zkoumat jejich pusobeni in vivo.

Ukéazalo se, ze triplet TPP se pravdépodobné naléza ve dvou formach, coz by bylo

v

~ees
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pletu TPP generujici Oy nenf ve zkoumaném koncentra¢nim rozsahu 3-karotenem vyznamné
zhasSena a z experimentu nelze usuzovat na hodnotu odpovidajici rychlostni zhaseci konstanty:.
Rozpustény kyslik, vzhledem ke znaéné vyssi koncentraci oproti g-karotenu a vysokému kvan-
tovému vytézku fotosensibilizace, byl v experimentalnich podminkach dominantnim zhasecem
tripletu TPP. Ziskané vysledky jsou zajimavé v kontextu predpokladaného ochranného tcinku
(B-karotenu ve fotosyntéze, ktery podle literatury spociva ve zhaseni excitovaného tripletu fo-
tosyntetickych pigmentu.

Vytycené cile prace byly splnény. Kromé toho, ze prace poskytla odpovédi na nékteré
zajimavé otazky, oteviela i celé spektrum moznosti navazujictho vyzkumu. Nékterymi z cila
dalsi prace by mohlo byt méteni in vitro s dalsimi druhy antioxidantu a fotosensibilizator,
meéfeni pii zméné koncentraci kysliku a fotosensibilizatoru, pokus o lepsi simulaci podminek
panujicich v zivych organismech a také rozvoj technik méteni in vivo ¢i ex vivo.
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