
Univerzita Karlova v Praze
Matematicko-fyzikálńı fakulta
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”
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2.2 TPP v prostřed́ı fosfatidylcholinu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
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3.1 Úprava aparatury . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
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already published properties of TPPS4 are presented. Also the influence of phosphati-
dylcholine on photosensitising properties of TPP and singlet oxygen lifetime was inves-
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Seznam zkratek

ALA 5-aminolevulová kyselina
AlS4Pc tetrasulfonovaný ftalocyanin s centrálńım atomem hlińıku
BSA hověźı sérový albumin
Cl-e6 chlorin e6
CT komplex komplex s přenosem náboje
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
EPR elektronová paramagnetická rezonance
HpD deriváty hematoporfyrinu
MCP mikrokanálový detektor
mTHCP meta-tetra(hydroxyfenyl)chlorin
NIR bĺızké infračervené zářeńı
1O2 singletńı kysĺık
3O2 tripletńı kysĺık
PBS fosfátový pufr
PC L-α-fosfatidylcholin
PDT fotodynamická terapie
PMMA polymethylmetakrylát
pO2 parciálńı tlak kysĺıku
PpIX protoporfyrin IX
ROS reaktivńı formy kysĺıku
SOL luminiscence singletńıho kysĺıku
THF tetrahydrofuran
TMPyP 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)porfyrin
TPP meso-tetrafenylporfyrin
TPPS4 meso-tetra(4-sulfonatofenyl)porfyrin
UV ultrafialové zářeńı
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Úvod

Jedněmi z nejzávažněǰśıch chorob, zp̊usobuj́ıćıch předčasné úmrt́ı lid́ı na celém světě,
jsou nejr̊uzněǰśı druhy nádorových onemocněńı. Jinak tomu neńı ani v Evropě. Jed-
nomu ze tř́ı Evropan̊u je během života diagnostikována rakovina a jedno ze čtyř úmrt́ı
v Evropě je zp̊usobeno rakovinou [54]. Nádorová onemocněńı jsou zp̊usobena muta-
cemi DNA, které vedou k nekontrolovanému buněčnému děleńı. Př́ıčin jejich vzniku
je celá řada. V některých př́ıpadech jsou př́ıčiny známé a dá se jim předcházet pre-
venćı nebo dokonce očkováńım. Jindy je přesná př́ıčina nejasná a vznik onemocněńı
je připisován obecným faktor̊um, jako je životńı styl nebo špatné životńı prostřed́ı.
V některých př́ıpadech je znám vliv dědičné dispozice nebo se vzhledem k výskytu
onemocněńı v rodině očekává. Pokud onemocněńı již propukne, je pro pacienta jedi-
nou možnost́ı uzdraveńı včasná diagnóza s následnou léčbou. Přes výrazné pokroky
v úspěšnosti léčby nádorových onemocněńı v posledńıch desetilet́ıch je stále většina
dosud už́ıvaných léčebných metod doprovázena řadou vedleǰśıch účink̊u a ńızkou se-
lektivitou svého p̊usobeńı. Proto je ćılem mnoha vědeckých pracovǐst’ po celém světě
rozš́ı̌rit možnosti léčby těchto onemocněńı, zvýšit jejich účinnost a minimalizovat ved-
leǰśı účinky.

Jednou z poměrně nových metod léčby onkologických onemocněńı, ale i řady daľśıch
chorob, je fotodynamická terapie. Tato metoda léčby je založena na aplikaci léčebné
látky (tzv. fotosenzibilizátoru) do těla pacienta, kde je přednostně akumulována v pa-
tologické tkáni, a při expozici světlu o vhodné vlnové délce docháźı k jej́ı excitaci
do vyšš́ıch energetických stav̊u, které jsou schopny generovat vysoce reaktivńı formy
kysĺıku, mezi které patř́ı i singletńı kysĺık. Ten hraje kĺıčovou roli v destrukci postižené
tkáně. Přestože i tato metoda léčby má svá omezeńı, jej́ı výraznou přednost́ı jsou ńızké
vedleǰśı účinky a vysoká selektivita p̊usobeńı.

Doposud bohužel nejsou známy přesné mechanizmy fotodynamické terapie, a proto
jsou ve středu zájmu mnoha vědeckých laboratoř́ı. Jednou z možnost́ı, jak studovat tyto
mechanizmy, je studium luminiscence fotsenzibilizátoru a j́ım generovaného singletńıho
kysĺıku doprovázej́ıćı jejich přechod do základńıho stavu. Skutečnost, že luminiscence
singletńıho kysĺıku je velmi slabá a nacháźı se v bĺızké infračervené oblasti, klade vysoké
nároky na detekčńı techniku. Na Katedře chemické fyziky a optiky se nacháźı v tomto
směru unikátńı aparatura, která je schopná detekovat luminiscenci fotosenzibilizátor̊u a
singletńıho kysĺıku s časovým i spektrálńım rozlǐseńım. To představuje vhodný nástroj
pro detailńı studium nejen proces̊u přenosu excitačńı energie mezi molekulami fotosen-
zibilizátor̊u a kysĺıkem, ale i interakćı těchto molekul s okoĺım. Doposud byla možná
pouze měřeńı ze vzork̊u ve standardńıch spektroskopických kyvetách, což do značné
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mı́ry omezovalo charakter studovaných vzork̊u. Studium takových modelových systémů
v roztoćıch je d̊uležité, přesto pro detailněǰśı pochopeńı role singletńıho kysĺıku při foto-
dynamické terapii je nutné studovat jeho chováńı v přirozených prostřed́ıch, v kterých
terapie př́ımo prob́ıhá, in situ. Takovými systémy mohou být buněčné kultury in vitro,
pokusná zv́ı̌rata nebo př́ımo lidé in vivo. Prozkoumáńı těchto proces̊u je kĺıčové pro
dokonalé pochopeńı mechanizmu fotodynamické terapie.

Hlavńım ćılem této diplomové práce proto bylo rozš́ı̌rit možnosti stávaj́ıćı aparatury
na detekci singletńıho kysĺıku i z pevných vzork̊u a ověřit jej́ı použitelnost pro měřeńı
in situ, př́ımo v mı́stě prob́ıhaj́ıćı fotodynamické terapie.

Ćıle této diplomové práce byly:

1. Sepsat rešerši dosud publikovaných výsledk̊u luminiscenčńı detekce singletńıho
kysĺıku v biologických systémech.

2. Seznámit se s praćı na dosud vybudované aparatuře pro detekci singletńıho
kysĺıku.

3. Upravit tuto aparaturu pro luminiscenčńı detekci singletńıho kysĺıku pro měřeńı
z pevných vzork̊u pomoćı optických vláken s luminiscenčńı sondou.

4. Provést testovaćı měřeńı a ověřit použitelnost aparatury pro měřeńı z povrchu
biologických vzork̊u.
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Kapitola 1

Teorie

1.1 Spektroskopické vlastnosti molekul

1.1.1 Energetické stavy molekul a přechody mezi nimi

Z kvantové teorie je známo, že každá molekula se může nacházet pouze v diskrétńıch
energetických stavech. Schématické znázorněńı těchto energetických hladin a přechod̊u
mezi nimi se nejčastěji uvád́ı ve formě Jablonského diagramu, pojmenovaném po pol-
ském fyzikovi Aleksanderu Jab lońském. Na obrázku 1.1 je vidět Jablonského diagram
pro obecnou mnohaatomovou molekulu se sudým počtem elektron̊u.

Jako tučné horizontálńı čáry jsou na obrázku znázorněny jednotlivé čistě elek-
tronové hladiny, které odpov́ıdaj́ı energii elektronové a součtu energíı nulových vib-
raćı. Tenké horizontálńı čáry potom znač́ı př́ıslušné vyšš́ı elektronově-vibračńı hladiny
(energie jednotlivých hladin se směrem nahoru zvyšuj́ı). Každá skupina elektronově-
vibračńıch hladin se může nacházet ve dvou r̊uzných stavech, které se od sebe lǐśı
velikost́ı jejich spinu. V tzv. singletńım stavu S je celkový spin roven nule. Naopak
v tzv. tripletńıch stavech T je celková velikost spinu rovna jedné. U všech singletńıch a
tripletńıch stav̊u je vedle nich na obrázku znázorněna i elektronová konfigurace moleku-
lového orbitalu, která vystihuje obsazeńı a spiny dvou elektron̊u s nejvyšš́ı energíı v mo-
lekule. Právě tyto dva elektrony jsou jako jediné zodpovědné za celkový spin molekuly,
jelikož ostatńı elektrony z̊ustávaj́ı spárovány a k celkovému spinu tud́ıž nepřisṕıvaj́ı.
Většina látek je ve svém základńım stavu singletńı (S0). Existuj́ı však i látky, které
jsou ve svém základńım stavu tripletńı. Asi nejznáměǰśım zástupcem takových látek je
molekula kysĺıku O2 (v́ıce viz kapitola 1.2).

Pokud molekula v základńım stavu S0 absorbuje foton o vhodné vlnové délce,
přecháźı do některé z vibračńıch hladin excitovaného singletńıho stavu S1, . . . , Sn. Tento
jev nazýváme singlet-singletńı absorpćı (zkráceně často jen absorpćı). Pokud se mo-
lekula nacháźı na své nejnižš́ı tripletńı hladině T1 a absorbuje foton, dostává se tak
do vibračńıch hladin vyšš́ıch tripletńıch hladin T2, . . . ,Tn. Tomuto jevu pak ř́ıkáme
triplet-tripletńı absorpce. U obou těchto přechod̊u nedocháźı ke změně spinu, tud́ıž
jsou spinově dovolené. Na obrázku je vyznačena pouze singlet-singletńı absorpce jako
plná svislá šipka A.
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Obrázek 1.1: Jablonského diagram. A – absorpce, F – fluorescence, P – fosforescence,
kVK – vnitřńı konverze, kMK – mezisystémová konverze, kR – vibračńı relaxace,
S0, . . . , S2 – singletńı stavy, T1 a T2 – tripletńı stavy

Z excitovaných stav̊u do základńıho rovnovážného stavu se může molekula do-
stat několika r̊uznými přechody. Ty můžeme rozdělit na přechody zářivé a nezářivé.
Zářivé přechody jsou doprovázené uvolněńım energie emiśı fotonu a obecně je nazýváme
termı́nem luminiscence. V př́ıpadě nezářivých přechod̊u je pak přebytek energie přená-
šen na okolńı molekuly anebo při nich nedocháźı ke změně energie molekuly. Jakou
z možných cest (popř. jejich kombinaćı) se molekula vrát́ı do základńıho stavu, záviśı
na rychlostńıch konstantách jednotlivých přechod̊u [53].

Zářivé přechody

Fluorescence je spinově dovolený zářivý přechod z energeticky vyšš́ıho do nižš́ıho
stavu o shodné multiplicitě. Nejčastěji k ńı docháźı z nejnižš́ı vibračńı hladiny S1 do
některé z vibračńıch hladin S0. Pokud látku vyexcitujeme do vyšš́ıch singletńıch hladin
než S1, potom nejdř́ıve přejde nezářivým přechodem do S1 s nejnižš́ı vibraćı. Tento jev
se nazývá Kashovo pravidlo. Existuj́ı i výjimky, kdy k fluorescenci nedocháźı z nejnižš́ı
vibračńı hladiny S1, ale ty nejsou př́ılǐs časté. Na obrázku je fluorescence znázorněna
jako svislá plná šipka F.

Fosforescence je zářivý přechod z energeticky vyšš́ıho do nižš́ıho stavu o rozd́ılné
multiplicitě. Nejčastěji se jedná o přechod z nejnižš́ı tripletńı hladiny T1 do základńıho
sigletńıho stavu S0. Vzhledem k tomu, že je tento proces spinově zakázaný, setrvává
molekula na hladině T1 mnohanásobně déle, než tomu bylo v př́ıpadě hladiny S1. Na
obrázku je fosforescence znázorněná jako svislá plná šipka P.

Zpožděná fluorescence je stejně jako fluorescence spinově dovolený přechod z S1

do vibračńıch hladin S0 (tud́ıž jsou i jejich emisńı spektra stejná), rozd́ıl je však v tom,
že molekula se nejdř́ıve dostane mezisystémovou konverźı do T1 a až poté se vraćı zpět
do S1, odkud zářivě přejde do vibračńıch hladin S0. Doba tohoto přechodu je převážně
dána časem, po který molekula setrvá na hladině T1.
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Nezářivé přechody

Vnitřńı konverze je nezářivý izoenergetický přechod mezi hladinami o shodné
multiplicitě, jedná se tedy o spinově dovolený přechod. Na obrázku je znázorněn jako
vodorovná čárkovaná šipka.

Mezisystémová konverze je nezářivý izoenergetický přechod mezi hladinami
o rozd́ılné multiplicitě. Přestože je z hlediska změny spinu zakázaným přechodem,
docháźı k němu poměrně často vlivem spin-orbitálńı interakce. Na obrázku je znázorněn
jako vodorovná čerchovaná šipka.

Vibračńı relaxace je proces, při kterém docháźı k disipaci vibračńı energie na
okolńı prostřed́ı. Zvláště pak v př́ıpadě, kdy okolńı prostřed́ı je v kondenzované fázi,
tento druh nezářivého přechodu dominuje. To je i d̊uvod, proč k izoenergetickým kon-
verźım docháźı ze základńıch vibračńıch stav̊u. Na obrázku je znázorněn jako svislá
tečkovaná šipka.

Dosud jsme předpokládali, že k excitaci molekuly do vyšš́ıch excitovaných hladin
docháźı absorpćı jediného elektromagnetického kvanta zářeńı a deaktivačńıch proces̊u
se př́ımo žádné daľśı molekuly neúčastńı (vyjma vibračńı relaxace). V př́ıpadě, že se
excitačńıch a deaktivačńıch proces̊u účastńı i daľśı molekuly, rozšǐruje se t́ım i spektrum
jejich mechanizmů.

K excitaci nebo deaktivaci molekuly může doj́ıt přenosem energie mezi dvěma mole-
kulami, kdy molekula v excitovaném stavu (donor) předává svoji energii jiné molekule
ve stavu základńım (akceptor) bez výměny fotonu. Mezi takové mechanizmy přenosu
energie můžeme zařadit Förster̊uv rezonančńı přenos energie (FRET), Dexter̊uv mecha-
nismus, singlet-singletńı nebo triplet-tripletńı anihilaci. Ty zároveň můžeme zařadit do
obecněǰśı skupiny proces̊u zvaných zhášeńı. Takové procesy mohou prob́ıhat r̊uznými
mechanizmy, ale všechny maj́ı společné to, že při nich docháźı k přechodu excitované
molekuly zpět do základńıho stavu bez vyzářeńı fotonu vlivem interakce s molekulou
zhášedla.

Kromě dosud uvedených zp̊usob̊u excitace existuje i celá řada daľśıch. Jednou z nich
je např. v́ıcefotonová absorpce, kdy docháźı k současné absorpci dvou (popř. i v́ıce)
světelných kvant najednou, jejichž součtová energie je shodná s energetickou bariérou
přechodu. V souvislosti s r̊uznými druhy excitace pak v př́ıpadě excitace ultrafialovým
nebo viditelným světlem přesněji hovoř́ıme o fotoluminiscenci [24].

Luminiscenci většina mnohaatomových molekul nevykazuje. Nejčastěji ji můžeme
pozorovat u molekul s konjugovaným systémem vazeb. Právě mezi takové molekuly
patř́ı i r̊uzné deriváty porfyrin̊u o kterých je v́ıce pojednáno v kapitole 1.3.4.
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1.1.2 Základńı spektroskopické veličiny

Mezi základńı spektrálńı charakteristiky zářeńı můžeme zařadit jeho vlnovou délku λ
a frekvenci ν, mezi kterými plat́ı vztah

λ =
|~v|
ν
, (1.1)

kde ~v je fázová rychlost vlněńı. Frekvence zářeńı je úzce spjata s energíı fotonu E
vztahem

E = hν, (1.2)

kde h označuje Planckovu konstantu. Pro popis množstv́ı dopadaj́ıćıho zářeńı se nejčas-
těji použ́ıvá intenzita zářeńı I definovaná jako

I =
dW

dSNdt
, (1.3)

kde W je energie přenášená optickým zářeńım a SN je normálová plocha ke směru jeho
š́ı̌reńı. V některých př́ıpadech je výhodněǰśı pro charakterizaci zářeńı použ́ıt množstv́ı
dopadaj́ıćıch foton̊u mı́sto jeho energie W . V takovém př́ıpadě zavád́ıme veličinu foto-
nový tok J definovaný jako

J =
dNν

dSNdt
, (1.4)

kde Nν je počet dopadaj́ıćıch foton̊u o frekvenci ν.
Pokud necháme zářeńı procházet absorbuj́ıćım prostřed́ım, začne docházet k po-

stupnému snižováńı jeho intenzity. Velikost takového útlumu monochromatického vlněńı
o frekvenci ν lze charakterizovat pomoćı veličiny absorbance (optické hustoty) A jako

A(ν) = log

(
I0
ν

Iν

)
, (1.5)

kde I0
ν je počátečńı intenzita a Iν intenzita po pr̊uchodu absorbuj́ıćım prostřed́ım. Ve

většině optických prostřed́ıch docháźı při ńızkých intenzitách zářeńı k exponenciálńımu
poklesu intenzity s dráhou, kterou zářeńı v prostřed́ı uraźı a plat́ı

Iν = I0 exp (−B12(ν)cνnΘ(T )x) ∼ I010−ε(ν)cx, (1.6)

kde B12 je Einstein̊uv koeficient stimulované emise, c molárńı koncentrace, n index
lomu, Θ je faktor vyjadřuj́ıćı rozd́ıl pravděpodobnost́ı v obsazeńı stavu 1 a 2, T termo-
dynamická teplota, x je dráha a ε extinkčńı koeficient. Rovnice 1.6 ve stejném tvaru
plat́ı rovněž pro počet foton̊u

Nν = N0 exp (−B12(ν)cνnΘ(T )x) ∼ N010−ε(ν)cx, (1.7)

a vyjadřuje vlastně Lambert-Beer̊uv zákon:

A(ν) = ε(ν)xc. (1.8)
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Pokud docháźı k přechodu mezi dvěma hladinami o rozd́ılné energii doprovázenému
emiśı fotonu, je vlnová délka tohoto fotonu dána rozd́ılem energíı hladin, mezi kterými
k zářivému přechodu docháźı. Využit́ım rovnice 1.2 můžeme vyjádřit vlnovou délku
vyzářeného fotonu jako

λ =
cν

E2 − E1

, (1.9)

kde c je rychlost světla ve vakuu, E2 je energie výchoźıho a E1 konečného stavu.
Pr̊uměrný čas strávený molekulou v excitovaném stavu před návratem do stavu základ-
ńıho, je dána dobou života excitovaného stavu τ . Počet molekul v excitovaném stavu
můžeme popsat rovnićı

n(t) = n0 exp

(
− t
τ

)
, (1.10)

kde n(t) vyjadřuje počet molekul v excitovaném stavu v čase t, kterých bylo v čase t = 0
n0. Doba života je převrácenou hodnotou rychlostńı konstanty k popisuj́ıćı rychlost
přechodu mezi excitovaným a základńım stavem:

τ =
1

k
. (1.11)

Pokud molekuly přecházej́ı ze svého excitovaného do základńıho stavu pouze zářivými
přechody, potom je rychlostńı konstanta k rovna Einsteinovu koeficientu spontánńı
emise S a j́ı odpov́ıdaj́ıćı doba života τ0 se nazývá vnitřńı dobou života

τ0 =
1

S
. (1.12)

Pokud ale docháźı k přechodu do základńıho stavu i jinými než zářivými přechody,
doba života se př́ıslušně zkrát́ı na

τ =
1

S + C
, (1.13)

kde C reprezentuje součet všech ostatńıch rychlostńıch konstant deaktivačńıch proces̊u,
které se účastńı přechodu molekuly z excitovaného do základńıho stavu.

Kvantový výtěžek φ je jednou ze základńıch veličin popisuj́ıćıch vlastnosti luminis-
cence. Pro př́ıpad stacionárńı luminiscence je definován jako

φ =
Ne

Na

, (1.14)

kde Ne je počet emitovaných a Na počet absorbovaných foton̊u za jednotku času.
V obecném př́ıpadě, kdy se systém nenacháźı v ustáleném stavu a luminiscence je
tedy nestacionárńı, je nutné definici kvantového výtěžeku upravit do obecněǰśıho tvaru

φ =

∫∞
0
Nedt∫ t1

0
Nadt

, (1.15)
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kde k excitaci docháźı v časovém intervalu 0 až t1. Kvantový výtěžek je možné definovat
i nepř́ımo, a to pomoćı dob života excitovaného stavu

φ =
τ

τ0

, (1.16)

kde τ0 je vnitřńı doba života excitovaného stavu bez př́ıtomnosti neradiačńıch zhášećıch
mechanizmů, kterou lze dopoč́ıtat.

1.2 Singletńı kysĺık

Kysĺık je jedńım z nejrozš́ı̌reněǰśıch prvk̊u na Zemi. Je d̊uležitou součást́ı zemské at-
mosféry, kde se nejčastěji vyskytuje volně ve formě dvouatomových (O2) a tř́ıatomových
(O3 – ozón) molekul. Molekuly ozónu hraj́ı ve vrchńıch vrstvách atmosféry nezastupi-
telnou roli při st́ıněńı škodlivého ultrafialového zářeńı. Kysĺık je tak po duśıku druhým
nejhojněji zastoupeným prvkem atmosféry a zauj́ımá zde 21 % jej́ıho objemu. Dále je
výrazně zastoupen v hydrosféře (kysĺık tvoř́ı 90 hmotnostńıch procent vody) i litosféře.
V neposledńı řadě je d̊uležitým biogenńım prvkem, který je nezbytný pro existenci
života na naš́ı planetě.

Kysĺık nezávisle na sobě objevili švédský lékárńık Carl Wilhelm Scheele roku 1771
a Joseph Priestley v roce 1774. Přestože Joseph Priestley byl až druhým objevite-
lem, často je prvenstv́ı přisuzováno právě jemu, jelikož jeho práce byla publikována
dř́ıve. Roku 1848 pak Michael Faraday při pokusech s bublinami plněnými plyny zjis-
til, že kysĺık je na rozd́ıl od jiných plyn̊u přitahován magnetem. Tento paramagnetis-
mus vysvětlil až Robert Mulliken v roce 1925 př́ıtomnost́ı dvou nespárovaných elek-
tron̊u v základńım stavu molekuly. T́ım je dáno, že základńı stav molekuly kysĺıku
je na rozd́ıl od většiny ostatńıch molekul tripletńı. Nad t́ımto základńım tripletńım
stavem se spektroskopickým označeńım 3Σ−g se nacházej́ı dva nejnižš́ı excitované stavy
označované 1∆g a 1Σ+

g , které jsou naopak singletńı. Na obrázku 1.2 je vidět elektronová
konfigurace atomových orbital̊u samostatných atomů kysĺıku a molekulových orbital̊u
dvouatomové molekuly kysĺıku pro př́ıpad všech těchto tř́ı stav̊u. Jednotlivé stavy se od
sebe lǐśı pouze v obsazeńı nejvyšš́ıch antivazebných π-orbital̊u elektrony. Při přechodu
z těchto excitovaných singletńıch hladin do základńıho tripletńıho stavu můžeme po-
zorovat fosforescenci na 761 nm (1Σ+

g ) a 1270 nm (1∆g). Tomu nálež́ı energie přechodu
157 a 94 kJ mol−1. Jelikož zářivý přechod ze stavu 1Σ+

g do 3Σ−g je spinově zakázaný,
docháźı mnohem častěji k spinově dovolenému nezářivému přechodu z 1Σ+

g do 1∆g a
až po nějaké době, která je závislá na teplotě a okolńım prostřed́ı, docháźı k zářivému
přechodu z 1∆g do 3Σ−g . To je d̊uvodem, proč je fosforescence singletńıho kysĺıku ze
stavu 1Σ+

g o tolik slabš́ı než ze stavu 1∆g a pokud se mluv́ı o singletńım kysĺıku, má
se nejčastěji na mysli stav 1∆g. Tento stav označujeme obecně 1O2 a základńı tripletńı
stav označujeme jako 3O2.

Doba života stavu 1∆g je silně závislá na okolńım prostřed́ı. V plynném skupenstv́ı
bez možnosti interakce s daľśımi molekulami je asi 72 minut. V rozpouštědlech je tato
doba výrazně kratš́ı. Např. v CCl4 je to 59 ms a ve vodě dokonce jen ∼ 3,5 µs, kde je
takto krátká doba života zp̊usobena zhášeńım 1O2 vibracemi O–H skupin. V př́ıpadě
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Obrázek 1.2: Obsazeńı orbital̊u molekuly kysĺıku elektrony v základńım tripletńım 3Σ−g
a dvou nejnižš́ıch singletńıch stavech 1∆g a 1Σ+

g . AO znač́ı atomové orbitaly a MO

znač́ı orbitaly molekulové. Červeně jsou vyznačeny elektrony, které jsou zodpovědné
za celkový spin molekuly.

izotopické záměny vod́ıku za deuterium se doba života prodlouž́ı na 68µs v D2O [57].
Doba života 1O2 v biologických prostřed́ıch se dá očekávat kratš́ı, než je ve vodě. Tento
předpoklad vycháźı z toho, že dominantńı je zde voda, ale nav́ıc se v takovém prostřed́ı
vyskytuje množstv́ı biomolekul, které mohou zp̊usobovat zhášeńı 1O2. Přesná hodnota
doby života 1O2 in vivo neńı dosud stanovena, protože je závislá na mnoha faktorech.
O dobách života v biologických systémech je v́ıce pojednáno v kapitole 1.4.2.

Singletńı kysĺık je silně reaktivńı (asi 1000× než kysĺık v základńım stavu) a patř́ı
proto mezi reaktivńı formy kysĺıku (tzv. Reactive oxygen species, ROS). Do ROS se
řad́ı společně s daľśımi formami kysĺıku, jako je kysĺıkový radikál O•, který se často
vyskytuje společně s vod́ıkem v hydroxylovém radikálu HO•, nebo superoxidový aniont
O•−2 , který se od základńıho stavu 3Σ−g lǐśı pouze v daľśım elektronu v nevazebném
molekulovém π-orbitalu. Mezi neradikálové ROS dále patř́ı excitovaný karbonyl C=O∗

a peroxid vod́ıku H2O2. Všechny tyto látky jsou schopné oxidovat biomolekuly a vést
k buněčné smrti.

Singletńı kysĺık má však v buňce své významné mı́sto hlavně jakožto signálńı mole-
kula v r̊uznorodých buněčných procesech [27]. Mimo živé organizmy je singletńı kysĺık
často odpovědný za fotodegradaci materiál̊u, jako jsou r̊uzné druhy polymer̊u [74],
zp̊usobuje blednut́ı barev nebo má v potravinářském pr̊umyslu nežádoućı vliv na tr-
vanlivost potravin.
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1.2.1 Tvorba singletńıho kysĺıku

Je známo několik možných zp̊usob̊u generace singletńıho kysĺıku. Ty můžeme rozdělit
na metody chemické a fyzikálńı.

Mezi chemické metody patř́ı produkce 1O2 termálńı dekompozićı endoperoxid̊u.
Rovněž některé enzymy jsou schopné produkovat ROS včetně singletńıho kysĺıku. Mezi
takové enzymy patř́ı např. NADPH-oxidáza, myeloperoxidáza nebo NO-syntáza.

Mezi fyzikálńı metody patř́ı př́ımá absorpce, která je ale možná pouze za určitých
specifických podmı́nek, jinak je tento přechod spinově zakázaný. Dále vznik 1O2 pomoćı
pulzńı radiolýzy, mikrovln nebo absorpćı komplexu s přenosem náboje, který vytvořil
kysĺık s organickou molekulou [64].

V současnosti je asi nejvyuž́ıvaněǰśı metoda generace 1O2 pomoćı fotosenzibilizace,
při které se využ́ıvá tzv. fotosenzibilizátoru (PS). PS je molekula která, pokud absor-
buje světlo, může svoji energii přenést na molekulu kysĺıku v základńım stavu a t́ım
generovat singletńı kysĺık.

Při absorpci zářeńı se PS dostává ze svého základńıho singletńıho stavu S0 do
vyšš́ıch excitovaných singletńıch hladin S1 . . . Sn

PS(S0)+hνa
ka−→ PS(S1 . . . Sn), (1.17)

kde νa je vlnová délka absorbovaného zářeńı a ka rychlostńı konstanta tohoto přechodu.
Z vyšš́ıch excitovaných singletńıch hladin S2 . . . Sn relaxuje PS obvykle na nejńıže

položenou excitovanou singletńı hladinu S1. Z té se může vrátit zpět do svého základńıho
singletńıho stavu S0, a to bud’ zářivě (fluorescenćı)

PS(S1)
kf−→ PS(S0) + hνf , (1.18)

kde kf je rychlostńı konstanta fluorescence a νf je vlnová délka fotonu vyzářeného
fluorescenćı, nebo nezářivě (vnitřńı konverźı a vibračńı relaxaćı)

PS(S1)
kVK,kV−−−−→ PS(S0), (1.19)

kde kVK je rychlostńı konstanta vnitřńı konverze a kV je rychlostńı konstanta vibračńı
relaxace. Posledńı možnost́ı, jak může PS opustit hladinu S1 bez interakce s daľśımi mo-
lekulami, je přej́ıt mezisystémovou konverźı do tripletńıch hladin a dále na hladinu T1

PS(S1)
kMK−−→ PS(T1), (1.20)

kde kMK je rychlostńı konstanta mezisystémové konverze.
Molekula PS ve stavu T1 má opět několik možnost́ı, jak přej́ıt do svého základńıho

stavu S0. Podobně jako tomu bylo v př́ıpadě S1, může doj́ıt k zářivému přechodu
(fosforescenćı)

PS(T1)
kp−→ PS(S0) + hνp, (1.21)

kde kp je rychlostńı konstanta fosforescence a νp vlnová délka fotonu vyzářeného t́ımto
procesem, nebo k nezářivému přechodu (mezisystémovou konverźı a vibračńı relaxaćı)

PS(T1)
kMK,kV−−−−→ PS(S0). (1.22)
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Pokud se PS ve stavu T1 dostane do bĺızkosti molekuly kysĺıku v tripletńım stavu
3O2, může doj́ıt k triplet-tripletńı anihilaci [22]

PS(T1) +3 O2
kTTA−−−→ PS(S0) +1 O2, (1.23)

kde kTTA je rychlostńı konstanta této interakce. Při ńı tripletńı molekula kysĺıku 3O2

přecháźı do svého excitovaného singleńıho stavu, č́ımž vzniká singletńı kysĺık 1O2. Na-
opak molekula PS, která byla p̊uvodně v excitovaném tripleńım stavu T1, přecháźı
nezářivě zpět do svého základńıho singletńıho stavu S1

V př́ıpadě, že se PS ve stavu T1 setká s molekulou Z podle rovnice 1.24, může
doj́ıt k tzv. nefotochemickému zhášeńı, č́ımž dojde k převedeńı molekuly PS zpět do
základńıho stavu, přičemž sama molekula Z z̊ustává nezměněna

PS(T1) + Z→ PS(S0) + Z. (1.24)

Jiný př́ıpad je vyjádřen rovnićı 1.25, kdy molekula M reaguje s PS ve stavu T1, č́ımž
vzniká nějaký produkt této reakce

PS(T1) + M→ produkty. (1.25)

Takové reakci se pak ř́ıká fotochemické zhášeńı. K podobné reakci může doj́ıt i s 3O2,
kdy nedojede k výše zmı́něné triplet-tripletńı anihilaci, ale výsledkem interakce je pro-
dukt nebo se jen obě molekuly vrát́ı zpět do základńıch stav̊u.

Č́ım deľśı bude doba života tripletńıho stavu PS, t́ım větš́ı bude pravděpodobnost
interakce PS a 3O2, tedy i pravděpodobnost vzniku 1O2. Konečný kvantový výtěžek
1O2, stejně jako poměr jednotlivých deaktivačńıch proces̊u excitovaných stav̊u je dán
rychlostńımi konstantami jednotlivých proces̊u. Molekula běžného PS dokáže vypro-
dukovat 102 − 105 molekul 1O2, než dojde k jej́ı trvalé degradaci [13].

Hlavńımi přednostmi této metody je hlavně jej́ı jednoduchost a vysoký kvantový
výtěžek 1O2, čehož se hojně využ́ıvá při praktických aplikaćıch.

1.2.2 Reakce a deaktivace singletńıho kysĺıku

Molekula singletńıho kysĺıku má podobné spektrum možnost́ı, jak se vrátit zpět do
svého základńıho stavu, jako molekula PS v tripletńım stavu. Jednou z možnost́ı je, že
se sama vrát́ı do základńıho stavu vibračńı relaxaćı

1O2
kV−→ 3O2 (1.26)

nebo zářivou fosforescenćı
1O2

kp−→ 3O2 + hνp. (1.27)

Daľśı možnost́ı je pak zhášeńı 1O2 nějakou daľśı molekulou. V takovém př́ıpadě
nevzniká žádný produkt, neńı vyzářen foton a kysĺık ani molekula zhášedla se nijak
chemicky nezměńı 1.28.

1O2 + Z→ 3O2 + Z. (1.28)
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Tento druh fyzikálńıho zhášeńı lze dále dělit na zhášeńı pomoćı přenosu energie nebo
pomoćı přenosu náboje. V př́ıpadě přenosu energie přecháźı energie ze 1O2 na mo-
lekulu zhášedla Z a ta ji dále může vyzářit nebo přej́ıt zpět do základńıho stavu
jinými nezářivými procesy. Při přenosu náboje docháźı k přenosu elektronu z mole-
kuly zhášedla Z na elektronově deficientńı 1O2. T́ım se vytvoř́ı komplex s přenosem
náboje (CT komplex), v kterém již neplat́ı tak př́ısný zákaz přechodu mezi hladinami
o rozd́ılné multiplicitě, jako v př́ıpadě samotného 1O2. Nakonec se komplex rozpadne
na p̊uvodńı molekulu zhášedla a molekulu kysĺıku v základńım stavu.

Při chemickém zhášeńı docháźı k chemické reakci 1O2 s molekulou zhášedla M za
vzniku produktu

1O2 + M→ produkt. (1.29)

Mezi nejčastěǰśı reakce 1O2 patř́ı reakce s některými dvojitými uhĺık-uhĺıkovými vazbami
C=C. K nejd̊uležitěǰśı reakćım tohoto typu patř́ı tzv. enová reakce: 1,4-cykloadice a
1,2-cykloadice. Do této kategorie tud́ıž spadá i reakce 1O2 s mnohými d̊uležitými bio-
molekulami, o kterých je v́ıce pojednáno v kapitole 1.3.3.

1.2.3 Kinetika luminiscence singletńıho kysĺıku

Intenzita luminiscence singletńıho kysĺıku je př́ımo úměrná množstv́ı molekul kysĺıku
ve stavu 1∆g. Množstv́ı molekul kysĺıku v tomto stavu je dáno populaćı této hla-
diny přenosem energie z fotosenzibilizátoru v tripletńım stavu a depopulaćı hladiny
zářivými a nezářivými procesy. Jestliže budeme předpokládat, že tripletńı hladina PS
se vyprazdňuje zářivou fosforescenćı, nezářivou vibračńı relaxaćı a přenosem energie
na kysĺık, můžeme časový vývoj koncentrace triplet̊u PS popsat jednoexponenciál-
ńım poklesem s dobou života τT danou rychlostńımi konstantami těchto proces̊u. Po-
kud budeme dále předpokládat, že hladina 1∆g se vyprazdňuje pouze fosforescenćı a
vibračńı relaxaćı, bude časový vývoj koncentrace singletńıho kysĺıku dán opět jednoex-
ponenciálńım poklesem s dobou života τ∆. Vzhledem k tomu, že singletńı kysĺık je po-
pulován pouze přenosem energie z tripletu PS, muśı být celková kinetika fosforescence
1O2 popsána konvolućı těchto dvou kinetik. Jestliže předpokládáme, že excitačńı pulz
v čase 0 je nekonečně krátký, potom je okamžitá hodnota intenzity fosforescence 1O2

v čase t po excitačńım pulzu dána vztahem

I(t) = I0

∫ t

0

exp

(
− t′

τT

)
exp

(
−t− t

′

τ∆

)
dt′. (1.30)

Po provedeńı integrace za předpokladu τT 6= τ∆ dostáváme

I(t) =
I0

1
τ∆
− 1

τT

(
exp

(
− t

τT

)
− exp

(
− t

τ∆

))
. (1.31)

Jestliže naměřenými kinetikami fosforescence 1O2 prolož́ıme funkci 1.31, dostáváme tak
informaci o dobách života tripletńıch stav̊u PS a 1∆g.
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1.3 Fotodynamická terapie

Fotodynamická terapie (PDT) je moderńı a rychle se rozv́ıjej́ıćı metoda léčby onko-
logických onemocněńı, kde vedle chirurgického zákroku, chemoterapie, radioterapie a
imunoterapie představuje daľśı možnost léčby nádorových onemocněńı [66]. Úspěšně
se ale uplatňuje i v dermatologii při léčbě lupénky a sklerodermie [1], při léčbě stář́ım
podmı́něné degenarace makuly [70] nebo artritidy [65]. V neposledńı řadě lze PDT
využ́ıt při léčbě lokálńıch virových [67] a bakteriálńıch infekćı s mnohočetnou lékovou
rezistenćı, jako je např. akné vulgaris [19]. PDT lze využ́ıt nejen pro samotnou léčbu,
ale je možné ji současně použ́ıt pro diagnostiku a sledováńı vývoje onemocněńı [6]. Přes
již takto široké možnosti využit́ı se stále objevuj́ı jej́ı nové aplikace.

Léčba fotodynamickou terapíı je založena na aplikaci léčebné látky, která je foto-
senzibilizátor, do těla pacienta. Tato látka je po určité době přednostně akumulována
v postižené tkáni a po ozářeńı vhodnou vlnovou délkou světla je schopna generovat
1O2. Ten následně zp̊usob́ı nekrózu nebo apoptózu buněk nemocné tkáně [14].

Léčebné účinky rostlinných extrakt̊u ve spojeńı se světlem znali již stař́ı Egypt’ané,
Č́ıňané a Indové před tiśıci lety. V novodobé historii se fotodynamické reakce začaly
studovat až začátkem 20. stolet́ı. Jako prvńı pozoroval cytotoxický efekt akridinu v kom-
binaci se světlem Oscar Raab na kulturách paramecíı. Herman von Tappeine poté
prokázal závislost těchto proces̊u na kysĺıku a už v roce 1903 spolu s Albertem Jesi-
onkem publikovali prvńı klinické zkušenosti s léčbou kožńıch nádor̊u a lupus vulgaris
pomoćı eosinu. Ve stejném roce źıskal Niels Finsen Nobelovu cenu za svou práci na fo-
toterapii. Termı́n fotodynamická terapie se začal použ́ıvat až o několik let později [63].

1.3.1 Aplikace, transport a hromaděńı PS

Fotosenzibilizátor se aplikuje do těla pacienta zpravidla jedńım ze tř́ı zp̊usob̊u podle
povahy onemocněńı. Prvńı možnost́ı je podáńı PS lokálně ve formě masti. Druhou
možnost́ı je injekčńı aplikace, která může být bud’ intravenózńı (nitrožilně) nebo in-
tralezionálńı (lokálně do postiženého mı́sta). Po vpraveńı PS do těla pacienta jedńım
z výše uvedených zp̊usob̊u docháźı k postupnému hromaděńı PS v buňkách ćılové tkáně,
zat́ımco buňky zdravé tkáně se PS dokáž́ı účinně zbavovat. Optimálńı koncentrace PS
v postižené tkáńı je dosažena v řádu hodin až dn̊u od jeho podáńı pacientovi, kdy
koncentrace v postižené tkáni je několikanásobně vyšš́ı než ve tkáni zdravé. Tato doba
je dána hlavně typem onemocněńı, druhem použitého PS a zp̊usobem jeho aplikace.

K distribuci PS v organizmu může docházet bud’ pasivńım nebo aktivńım trans-
portem. Transport pasivńı je jednodušš́ı, ale méně efektivńı. Hydrofilńı PS se v tomto
př́ıpadě podávaj́ı rozpuštěné ve fyziologickém roztoku. Hydrofobńı PS t́ımto zp̊usobem
aplikovat nelze, proto je nejdř́ıve nutné zabudovat jejich molekuly do koloidńıch nosič̊u,
jakými jsou např. lipozomy nebo polymerńı částice, které jsou již ve vodných roztoćıch
rozpustné. V př́ıpadě aktivńıho transportu se k distribuci PS do ćılových buněk využ́ıvá
monoklonálńıch protilátek nebo sérových protein̊u [5, 29]. T́ım je doćıleno větš́ı selek-
tivity transportu a postačuje tak nižš́ı množstv́ı PS podaného pacientovi. To zároveň
představuje i nižš́ı zátěž pro pacient̊uv organizmus.
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Důvody selektivńıho zachytáváńı PS v nádorové tkáni nejsou doposud zcela pocho-
peny, přesto je známo několik možných vysvětleńı [4]:

� Zvýšená cévńı propustnost zp̊usobená nekompletńı endotelovou bariérou.

� Nedostatečné lymfatické čǐstěńı nádorových buněk zp̊usobené nedostatečně
vyvinutým nebo nefunkčńım lymfatickým systémem.

� Nižš́ı pH nádorové tkáně zp̊usobené zvýšenou koncentraćı kyseliny mléčné
zvyšuje koncentraci některých PS (např. PpIX).

� Zvýšené množstv́ı membránový receptor̊u pro lipoproteiny s ńızkou
hustotou (LDL), které si nádorové buňky tvoř́ı z d̊uvodu potřeby choleste-
rolu při tvorbě nových membrán. Hydrofobńı PS se k těmto sérovým protein̊um
v krevńım řečǐsti často váž́ı, č́ımž se zvyšuje jejich afinita k nádorovým buňkám.

� Nedostatek enzymu ferrochelatázy zajǐst’uj́ıćı v buňkách přeměnu PpIX na
hem, př́ıp. ńızká koncentrace železa v buňce, která tuto přeměnu inhibuje
(v př́ıpadě použit́ı kyseliny 5-aminolevulové).

� Větš́ı množstv́ı kolagenu, ke kterému maj́ı profyrinové PS zvýšenou afinitu.

1.3.2 Excitace PS

V této fázi léčby je již PS lokalizován převážně v mı́stě svého p̊usobeńı, přesto je zat́ım
neaktivńı a nevykazuje léčebný efekt. Zbývá ho převést do jeho excitované formy, ve
které je schopný generovat singletńı kysĺık a zp̊usobovat destrukci postižené tkáně.
Excitace PS se provád́ı světlem o vlnových délkách absorbovaných PS. Situace je však
komplikována t́ım, že samotný PS je lokalizován v tkáni, která sama obsahuje velké
množstv́ı látek absorbuj́ıćıch a rozptyluj́ıćıch elektromagnetické zářeńı od ultrafialového
(UV) přes viditelné až po infračervené zářeńı. Proto je vhodné aby PS absorboval
v rozsahu vlnových délek, které s okolńı tkáńı interaguj́ı co nejméně.

V této souvislosti zavád́ıme pojem penetračńı hloubka. Ta je definována jako vzdále-
nost, na které poklesne intenzita dopadaj́ıćıho zářeńı na 1/e své p̊uvodńı intenzity. Dále
je možné zavést tzv. aktivńı hloubku, což je vzdálenost, na které je zářeńı už tak slabé,
že přestává mı́t biologický efekt.

Infračervené zářeńı je absorbováno převážně vodou, viditelné zářeńı potom hlavně
hemoglobinem a melaninem. Směrem do UV oblasti má na penetračńı hloubku největš́ı
vliv rozptyl a absorpce kovalentńıch vazeb protein̊u. Jak je vidět z obrázku 1.3, z hle-
diska penetračńı hloubky se jako nejvhodněǰśı jev́ı vlnové délky v rozsahu 650−850 nm
[44]. Vzhledem k tomu, že r̊uzné tkáně obsahuj́ı absorbuj́ıćı látky v r̊uzném množstv́ı,
penetračńı hloubka se pro r̊uzné tkáně lǐśı [71]. Např. tuková tkáň má větš́ı pene-
tračńı hloubku oproti svalové tkáni, jelikož je méně prokrvená, a tud́ıž obsahuje i méně
hemoglobinu. Penetračńı hloubka se většinou pohybuje maximálně v řádu jednotek
centimetr̊u.

Spolu s výběrem vhodného PS je nutné vybrat i vhodný zdroj světla, kterým ho
bude možné účinně excitovat.

20



Obrázek 1.3: Absorpčńı spektra nejv́ıce absorbuj́ıćıch složek tkáńı [50].

Prvńı možnost́ı je využit́ı r̊uzných druh̊u lamp, jako jsou wolframové lampy nebo
argonové výbojky. Ty se ale vzhledem ke svému širokému spektrálńımu rozsahu muśı
dále doplňovat r̊uznými filtry a kolimovat na požadované mı́sto. Daľśı možnost́ı je
využit́ı LED diod, které vyzařuj́ı v úzkém oboru vlnových délek, nejsou tedy nutné
daľśı filtry a jsou poměrně levné.

Nejčastěji se ale v dnešńı době využ́ıvá laser̊u, které maj́ı úzký vyzařovaćı úhel (neńı
nutná kolimace) a vysoký výkon. Původně se pro tento účel využ́ıvalo barvivových
laser̊u čerpaných nejčastěji lasery argonovými. Ty měly tu výhodu, že při vysokém
výkonu byly přeladitelné v širokém spektru vlnový délek. Jejich nevýhodou byla vysoká
cena spolu s obt́ıžnou manipulaćı i ovládáńım. Dnes se ve vysoké mı́̌re využ́ıvá laser̊u
diodových, které jsou výrazně levněǰśı, mobilněǰśı a jednodušš́ı na ovládáńı i údržbu.
Jejich nevýhodou je pevně daná vlnová délka vyzařovaného světla. Neopomenutelnou
výhodou laser̊u obecně je možnost jednoduše navázat jejich zářeńı do optických vláken,
která se využ́ıvaj́ı k ozařováńı těžko př́ıstupných mı́st. Nejčastěji se světlo pomoćı
optických vláken přivád́ı k postiženým mı́st̊um v dutých orgánech nebo se prováděj́ı
vpichy, do kterých se optická vlákna zaváděj́ı pro kvalitněǰśı osv́ıceńı tkáně. Někdy jsou
optická vlákna na svém konci doplněna difuzéry r̊uzných tvar̊u, které zlepšuj́ı distribuci
excitačńıho zářeńı v r̊uzných částech těla [69].

K excitaci se využ́ıvaj́ı výkony řádově 100 mW/cm2, ale i vyšš́ı. Pulzńımi lasery
lze dosáhnout větš́ı penetračńı hloubky než lasery kontinuálńımi o stejném středńım
výkonu.

1.3.3 Působeńı PS

Pokud se podař́ı dostat světlo o vhodné vlnové délce až k PS a ten ho absorbuje,
dostane se tak PS do singletńıho excitovaného stavu. Z něho se může vrátit zpět do
základńıho stavu bud’ nezářivou vnitřńı konverźı nebo źıskanou energii vyzář́ı a my
můžeme pozorovat fluorescenci. Vzhledem k tomu, že je poměrně silná, neńı problém
ji využ́ıt k diagnostice. T́ım že vid́ıme oblast, kde je PS ve zvýšené mı́̌re lokalizován,
máme vymezenu i patologickou tkáň.

Pro terapeutický efekt je ale nutné, aby molekula PS přešla ze svého excitovaného
singletńıho stavu mezisystémovou konverźı do stavu tripletńıho s podstatně deľśı dobou
života. Dlouhá doba života umožňuje excitované tripletńı formě PS reagovat s mole-
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Obrázek 1.4: Přenos energie z PS na kysĺık.

kulami v jeho okoĺı. Pokud se setká s molekulou kysĺıku v základńım stavu, který je
tripletńı, může doj́ıt k triplet-tripletńı anihilaci. Při ńı vzniká z tripletńıho kysĺıku jeho
vysoce reaktivńı excitovaná forma – singletńı kysĺık, a samotný PS se vraćı zpět do
svého základńıho singletńıho stavu. Tyto procesy jsou znázorněny na obrázku 1.4.

Podle zp̊usobu p̊usobeńı fotosenzibilizátoru v tripletńım stavu rozlǐsujeme fotoefekt
I. a II. typu.

V př́ıpadě fotoefektu I. typu docháźı k přenosu elektronu nebo protonu mezi PS
v tripletńım stavu a molekulou v jeho okoĺı za vzniku volných radikál̊u. Podle toho, zda
je daná molekula oxidačńı (rce. 1.32 a 1.33) nebo redukčńı činidlo (rce. 1.34 a 1.35),
mohou nastat reakce typu

PS(T1) + MOH→ PS(S0)• + MOH• (1.32)

PS(T1) + MO → PS(S0)•+ + MO
•− (1.33)

PS(T1) + MRH→ PS(S0)H• + MR
• (1.34)

PS(T1) + MR → PS(S0)•− + MR
•+, (1.35)

kde MO označuje oxidačńı činidlo a MR redukčńı činidlo. Vzniklé volné radikály mo-
hou dále reagovat s daľśımi molekulami. Pokud je touto molekulou 3O2, výsledkem
této reakce je vznik superoxidového radikálového aniontu O•−2 . Ten může ale vznikat
i př́ımou reakćı PS v tripletńım stavu s 3O2. Fotoefekt I. typu má tedy za následek
řetězový vznik r̊uzných cytotoxických látek.

Při fotoefektu II. typu docháźı k přenosu energie z PS v tripletńım stavu na 3O2 za
vzniku 1O2. V biologickém prostřed́ı převládá fotoefekt II. typu, nicméně pod́ıl obou
fotoefekt̊u záviśı na mnoha r̊uzných podmı́nkách [4].

V prostřed́ı živých tkáńı má 1O2 možnost reagovat s celou řadou r̊uzných látek. Na
to, s kterými molekulami to nakonec bude, má vliv to, s jakou rychlostńı konstantou
daná reakce prob́ıhá a jaká je koncentrace dané látky v okoĺı 1O2. To úzce souviśı s lo-
kalizaćı PS v buňce. Nejčastěji se těchto reakćı účastńı nukleové kyseliny (hlavně jejich
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purinové baze), lipidy, steroly a hlavně proteiny, které tvoř́ı přibližně 70 % suché váhy
buněčných tkáńı. Mezi nejčastěji oxidované aminokyseliny patř́ı tyrosin, tryptofan, his-
tidin, methionin a cystein. Na reakce 1O2 s aminokyselinami má výrazný vliv, zda se
daná aminokyselina nacháźı v buňce volně nebo je součást́ı peptidického řetězce. Rych-
lostńı konstanty těchto reakćı jsou mimo jiné závislé na pH. Jejich přibližné hodnoty
spolu s podrobný popisem reakčńıch mechanizmů jsou uvedeny v [8].

Již během několika hodin po PDT docháźı k poškozeńı buněčných membrán, buňky
se přestávaj́ı dělit a docháźı k cytolýze. Je zasažena plazmatická membrána i membrány
jádra, mitochondríı, lyzozomů, Golgiho komplexu a endoplazmatického retikula. Poško-
zeńı mitochondríı vede k inhibici elektron-transportńıch enzymů, inhibici oxidativńı
fosforylace a sńıžeńı hladiny ATP. Po PDT se také zvyšuje transkripce a translace
některých gen̊u, které souvisej́ı s produkćı látek při tzv. oxidativńım stresu. PDT také
významně zasahuje do systému kontroly buněčného cyklu a docháźı k apoptóze (pro-
gramované buněčné smrti). Poměrné zastoupeńı apoptotické a nekrotické smrti buněk
záviśı na typu nádoru, ale předevš́ım na koncentraci PS a dávce ozářeńı. Nı́zké koncent-
race PS a ńızké dávky ozářeńı vyvolávaj́ı po PDT u 90 % buněk tumoru apoptózu, vyšš́ı
dávky ozářeńı a vyšš́ı koncentrace fotosenzibilizátoru vyvolávaj́ı poškozeńı buněčných
membrán, což má za následek nekrózu [28]. Prakticky tedy docháźı jak k apoptóze, tak
k nekróze nádorových buněk. Apoptóza je častěǰśı v hlubš́ıch vrstvách nádorové tkáně,
kde je dávka ozářeńı nižš́ı než na povrchu. Pro ideálńı terapeutický efekt je výhodné
maximálńı zastoupeńı apoptotické smrti. Nekrotická smrt buněk zp̊usobuje nekontrolo-
vatelné vylit́ı jejich obsahu do extracelulárńıho prostoru, a t́ım může poškozovat okolńı
zdravé buňky, podněcovat vznik zánět̊u a zp̊usobovat daľśı komplikace a vedleǰśı účinky
terapie.

Kromě př́ımé buněčné smrti ovlivňuj́ı destrukci nádorové tkáně také nepř́ımé vlivy
vyvolané PDT. Mezi ně patř́ı sńıžeńı př́ısunu živin a kysĺıku k nádorovým buňkám
z d̊uvodu poškozeńı cévńıho zásobeńı a neméně d̊uležitá je i role imunologické odpovědi
organizmu.

1.3.4 Fotosenzibilizátor

Na úspěšnost léčby PDT má největš́ı vliv použitý fotosenzibilizátor. Proto jedńım
z hlavńıch směr̊u ve výzkumu PDT je vývoj nových PS s lepš́ımi vlastnostmi (vyšš́ı
účinnost́ı a menš́ımi vedleǰśımi účinky).

Vlastnosti ideálńıho fotosenzibilizátoru:

� chemicky čistá a stabilńı látka se známou chemickou strukturou

� vysoký kvantový výtěžek 1O2

� silná absorpce v dlouhovlnné oblasti spektra mezi 600− 800 nm

� vysoká schopnost přednostńı akumulace v patologické tkáni a rychlé odbouráńı
z tkáně zdravé, zvláště pak z k̊uže a oč́ı
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� rozpustnost v požadovaném rozpouštědle

� netoxičnost

Nejčastěji se PS děĺı na PS prvńı a druhé generace podle toho, jak byly postupně
vyv́ıjeny. Mezi PS prvńı generace patř́ı deriváty hematoporfyrinu (HpD) v r̊uzném
stupni purifikace. Nevýhodou HpD je, že jej́ı složky nejsou přesně definovány a po
intravenózńı aplikaci vyvolávaj́ı kožńı fotosenzitivitu. Přesto byly HpD jako prvńı foto-
senzibilizátor schváleny v roce 1993 Food and Drug Administration (FDA) pro klinické
použit́ı v Kanadě pod firemńım názvem Photofrin [34]. Dnes jsou pod r̊uznými názvy
schváleny např. v USA, Č́ıně, Německu, Bulharsku, Japonsku nebo Rusku [28]. Jedńım
z derivátu hematoporfyrinu se známou strukturou je meso-tetra(4-sulfonatofenyl)por-
fyrin (TPPS4) (obr. 1.6). Jeho p̊uvodńı varianta vykazovala ve vyšš́ıch množstv́ıch
neurotoxicitu, ale později byla v České republice připravena speciálně purifikovaná va-
rianta TPPS4, u které se již toto negativum neprokázalo. V současnosti je v České
republice TPPS4 schváleno pro lokálńı použit́ı [28].

Fotosenzibilizátory druhé generace se začaly vyv́ıjet po roce 1991 a jejich hlavńı
výhodou oproti PS prvńı generace je jejich ńızká fototoxicita a známá chemická struk-
tura. Nižš́ı fototoxicita je dána t́ım, že PS absorbuj́ı hlavně na deľśıch vlnových délkách
[43]. Patř́ı sem např. modifikované porfyriny, ftalocyaniny, naftalocyaniny, chloriny,
bakteriochloriny, purpuriny, benzoporfyrinové deriváty a daľśı [44].

Porfyriny

Porfyriny s r̊uzně upravenými postranńımi řetězci, které patř́ı do druhé generace
PS, se od těch patř́ıćıch do prvńı generace odlǐsuj́ı hlavně v tom, že jsou to čisté látky
se známou chemickou strukturou. Je pro ně typická silná absorpce v tzv. Soretově
pásu okolo 400 nm. Daľśı slabš́ı maxima absorpce se nacházej́ı v oblasti 400 − 650 nm
(Q pásy). Vzhledem ke dlouhé době života jejich tripletńıch stav̊u vykazuj́ı poměrně
vysoký kvantový výtěžek singletńıho kysĺıku.

Modifikace porfyrin̊u se provád́ı navázáńım r̊uzných chemických skupin na porfy-
rinové jádro nebo volbou r̊uzných kovových iont̊u koordinovaných v jeho středu. Mezi
takto upravené porfyriny můžeme zařadit i meso-tetraphenylporfyrin (TPP), jehož
strukturńı vzorec je na obrázku 1.5. TPP je silně hydrofobńı, proto se nehod́ı k podáváńı

N NH

NH N

Obrázek 1.5: Strukturńı vzorec TPP.
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Obrázek 1.6: Strukturńı vzorec TPPS4.
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Obrázek 1.7: Strukturńı vzorec TMPyP.

ve fyziologickém roztoku. Jednoduchými chemickými reakcemi můžeme však z TPP vy-
tvořit látky snadno rozpustné ve vodě. Např. sulfonaćı lze vyrobit výše uvedený záporně
nabitý hydrofilńı TPPS4, který má tendenci se akumulovat v lyzozomech. Obdobnou
modifikaćı TPP byl rovněž připraven 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)porfyrin
(TMPyP), který se jev́ı jako nový slibný PS (obr. 1.7). Vzhledem k tomu, že je na
rozd́ıl od TPPS4 nabitý kladně, má vysokou afinitu k nukleovým kyselinám, s kterými
interaguje elektrostatickou interakćı a interkalaćı [38,48]. Z toho vyplývá, že se primárně
lokalizuje v buněčném jádře.

Vzhledem k poloze Soretova pásu a velkého účinného pr̊uřezu některých porfy-
rin̊u pro dvoufotonovou absorpci, lze k jejich dvoufotonové excitaci využ́ıt dobře pe-
netruj́ıćıch vlnových délek z tzv. terapeutického okna [25]. Kromě vyšš́ı penetračńı
hloubky při použit́ı dlouhovlnného zářeńı na dvojnásobku vlnové délky Soretova pásu,
docháźı i k nižš́ımu tepelnému poškozeńı okolńı tkáně vlivem absorbovaného zářeńı.

ALA

Kyselinu 5-aminolevulovou (ALA) můžeme zařadit mezi endogenńı fotosenzibi-
lizátory druhé generace, přestože sama o sobě nemá žádné fotosenzitivńı účinky. ALA
(obr. 1.8) je jednoduchá pětiuhĺıkatá molekula, která se přirozeně vyskytuje v lidském
těle, kde se účastńı syntézy hemu. Vzniká ze succinyl-CoA a glycinu pomoćı ALA
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Obrázek 1.9: Strukturńı vzorec PpIX.

syntetázy v mitochondríıch. Z osmi molekul ALA vzniká v několika po sobě jdoućıch
enzymatických reakćıch protoporfyrin IX (PpIX), který se ukázal jako poměrně dobrý
PS. PpIX je dále přeměňován na hem. Za normálńıch okolnost́ı je přeměna ALA na
PpIX regulována množstv́ım vyprodukovaného PpIX v buňce, jehož přirozená koncen-
trace ovšem k fotodynamickému efektu nestač́ı. Jestliže ale podáme pacientovi ALA,
zvýš́ı se jej́ı koncentrace v buňce, č́ımž i přes regulaci negativńı zpětnou vazbou doćıĺıme
zvýšené produkce PpIX. Podrobné schéma metabolických drah účastńıćıch se syntézy
hemu je vidět na obrázku 1.10. V současnosti se ALA použ́ıvá v klinické praxi i v České
republice a vyráb́ı ho firma DUSA Pharmaceuticals, Inc., pod názvem Levulan.

Ftalocyaniny

Navázáńı benzenových jader na pyrolová jádra se projevuje posunem absorpce do
červena. Ftalocyaniny maj́ı absorpčńı maxima mezi 630− 700 nm a nevyvolávaj́ı kožńı
fotosenzitivitu. Často jsou dále chelatovány r̊uznými kovy, což zvyšuje jejich fototoxi-
citu. Ftalocyaniny vstupuj́ı do buněk endocytózou a jsou lokalizovány hlavně v lyzo-
zomech, ale akumuluj́ı se i v mikrozomech či mitochondríıch.

Chloriny

Chloriny jsou degradačńı produkty chlorofylu odvozené od porfyrinové struktury.
Posunut́ı absorpce k deľśım vlnovým délkám oproti porfyrin̊um je dáno redukćı dvojné
vazby v jednom z pyrolových kruh̊u. V př́ıpadě bakteriochlorinu jde o dvě hydroge-
novaná pyrolová jádra. Absorbuj́ı na podobných vlnových délkách a vykazuj́ı ńızkou
fotosenzitivitu po léčbě podobně jako ftalocyaniny.

Daľśı generace fotosenzibilizátor̊u bude zřejmě zaměřena na větš́ı selektivitu de-
strukce patologické tkáně. Toho by mělo být doćıleno pomoćı PS druhé generace
navázaných k přenašeč̊um upřednostňuj́ıćım transport a hromaděńı právě v patolo-
gické tkáni [44].
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Obrázek 1.10: Metabolismus hemu [20].

1.3.5 Výhody, vedleǰśı účinky a hranice použitelnosti PDT

Mezi hlavńı výhody PDT můžeme zařadit jej́ı minimálńı toxicitu. Na rozd́ıl od chemote-
rapie a radioterapie, které dnes patř́ı mezi nejhojněji využ́ıvané léčebné techniky v onko-
logii, nebyly karcinogenńı ani mutagenńı účinky doposud zaznamenány [28]. I d́ıky tomu
je v př́ıpadě potřeby možné léčbu PDT v krátkém čase opakovat. Daľśımi výhodami je
pak to, že se jedná o neinvazivńı metodu s velmi vysokou selektivitou účinku. Poškozeńı
zdravé tkáně je proto minimálńı a v porovnáńı s chirurgickým řešeńım vykazuje tato
léčba dobré výsledky i z estetického hlediska. Vysoké selektivity se úspěšně využ́ıvá
u neoperovatelných nádor̊u (mozku atp.), kde je o to v́ıce př́ınosná. Neopomenutelnými
výhodami PDT je také krátká doba hospitalizace i následné rekonvalescence.

Přestože PDT nemá obecně mnoho vedleǰśıch účink̊u, i zde nějaké existuj́ı. Mezi
hlavńı nežádoućı účinky patř́ı kožńı fotosenzitivita pacienta po zákroku, a to zvláště
v př́ıpadě intravenózńı aplikace PS. Pacient se proto muśı vyvarovat př́ımého slunečńıho
zářeńı a silných zdroj̊u světla do doby, než se zbývaj́ıćı PS z těla vylouč́ı. V současnosti
prob́ıhaj́ı výzkumy, jak vylučováńı PS z těla po terapii urychlit a jak určit dobu, kdy
je možné pacienta opět pustit na světlo. Přestože PS p̊usob́ı velmi selektivně, ved-
leǰśımi účinky se projevuje i v okolńı zdravé tkáni a to nejčastěji páleńım, otokem a
bolest́ı. Dále se může objevit kašel, obt́ıžné a bolestivé dýcháńı nebo bolesti břicha.
Tyto př́ıznaky většinou po krátké době ustupuj́ı [51].

Největš́ı omezeńı použitelnosti PDT je dáno penetračńı hloubkou tkáńı, která se
pohybuje maximálně v řádech několika centimetr̊u. Vzhledem k tomu, že metoda vpichu
optických vláken př́ımo do postiženého mı́sta neńı zat́ım př́ılǐs rozš́ı̌rena, je možné
provádět léčbu jen na povrchu těla, v dutých orgánech nebo dutinách dostupných
endoskopy, které světlo k postiženému mı́stu doprav́ı. Ze stejného d̊uvodu je obt́ıžná i
léčba velkých nádor̊u.
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1.4 Detekce singletńıho kysĺıku in situ

1.4.1 Možnosti monitorováńı pr̊uběhu PDT

Na pr̊uběh PDT má zásadńı vliv trojice komponent: fotosenzibilizátor, světlo a kysĺık.
Koncentrace fotosenzibilizátoru a kysĺıku v základńım stavu stejně jako intenzita zářeńı
se může během léčby v buňce výrazně měnit, přičemž vzájemná závislost těchto základ-
ńıch komponent PDT je komplikovaná. Jak se ukazuje v klinické praxi, i při pevně
daných dávkách fotosenzibilizátoru a světelného zářeńı je výsledný efekt u některých
pacient̊u nepředv́ıdatelný. To jasně ukazuje na potřebu monitorováńı základńıch kom-
ponent PDT před i během léčby a jejich př́ıpadnou okamžitou regulaci. Takovým
přizp̊usobeńım léčby, zohledňuj́ıćım rozd́ıly mezi jednotlivými pacienty, by mohlo být
dosaženo ideálńıho terapeutického efektu.

Nicméně přesné monitorováńı ani jedné z těchto tř́ı komponent neńı úplně jed-
noduché. Jednou z poměrně dobře rozvinutých metod je monitorováńı vybělováńı
fotosenzibilizátoru pomoćı jeho fluorescence, př́ıpadně i fluorescenčńıho měřeńı jeho
fotoproduktu [56]. Takové měřeńı do jisté mı́ry spojuje množstv́ı PS a j́ım absorbo-
vaného zářeńı v jediný parametr, ze kterého lze pak usuzovat na výsledný biologický
efekt. Při experimentech s MLL buňkami kultivovanými s fotosenzibilizátorem meta-
tetra(hydroxyfenyl)chlorinem (mTHPC) bylo dokonce ukázáno, že takového měřeńı lze
využ́ıt pro předpověd’ množstv́ı vyprodukovaného 1O2, přičemž je zapotřeb́ı přibližně
9 × 10−8 molekul singletńıho kysĺıku na buňku, aby frakce přeživš́ıch buněk klesla na
1/e [15]. Přestože je tato metoda relativně jednoduchá a je využ́ıvána v mnoha studíıch,
neńı univerzálně použitelná a může vyžadovat daľśı měřeńı pro jednoznačnou interpre-
taci výsledk̊u.

Pro predikci výsledného terapeutického efektu byly rovněž testovány metody, které
využ́ıvaj́ı sledováńı léčbou indukovaného sńıžeńı cévńıho zásobeńı nebo nekrózy a apop-
tózy buněk. Z těchto metod můžeme zmı́nit např. metodu monitorováńı krevńıho
pr̊utoku založené na Dopplerově jevu [21], impedančńı spektroskopii [39] nebo pozi-
tronovou emisńı tomografii [32]. Zat́ım však neńı jasné, zda některá z těchto metod je
schopná detekovat změny v postižené tkáni v tak krátkém čase, aby bylo ještě možné
měnit podmı́nky terapie.

Asi nejlepš́ı možnou cestou se jev́ı detekce množstv́ı ROS produkovaných při PDT,
v prvńı řadě pak 1O2, který z nich má největš́ı vliv na buněčnou smrt. Měřeńım pro-
dukce 1O2 během PDT by bylo možné př́ımo sledovat množstv́ı kĺıčové komponenty
PDT, jakožto výsledek interakce tř́ı základńıch komponent. V závislosti na množstv́ı
vyprodukovaného 1O2 by pak bylo možné měnit parametry PDT př́ımo v jej́ım pr̊uběhu,
a t́ım regulovat tvorbu 1O2 i predikovat výsledný terapeutický efekt.

Detekce 1O2 je možná pomoćı r̊uzných nepř́ımých metod, využ́ıvaj́ıćıch např. lumi-
niscenčńıch sond [55] nebo elektronové paramagnetické rezonance (EPR) [73]. Tyto me-
tody však vykazuj́ı mnohá omezeńı, zvláště pak při použit́ı in vivo. Hlavńımi problémy
se jev́ı možná toxicita luminiscenčńıch sond nebo malá specificita sond použ́ıvaných při
EPR, ale i daľśı technické obt́ıže při EPR měřeńıch in vivo nebo v reálném čase.
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Přestože luminiscence singletńıho kysĺıku doprovázej́ıćı přechod 1∆g →3 Σ−g je velmi
slabý jev, právě jeho př́ımá časově rozlǐsená detekce se v současnosti jev́ı jako nej-
lepš́ı možná neinvazivńı metoda, která umožňuje kromě monitorováńı pr̊uběhu terapie
i významnou pomoc při odhalováńı jej́ıch mechanizmů [57].

1.4.2 Vývoj detekce singletńıho kysĺıku v biologických studíıch

Nedlouho poté, co byl v polovině 70. let singletńımu kysĺıku přičten cytotoxický efekt
[68], byl naměřen i jeho prvńı časově rozlǐsený luminiscenčńı signál. Nejprve generovaný
fotosenzibilizátory v CCl4 [30], ve kterém má 1O2 poměrně dlouhou dobu života, a
později pak i ve vodném prostřed́ı [26]. Koncem 80. let přicházej́ı na řadu prvńı v́ıce či
méně úspěšné pokusy o luminiscenčńı detekci 1O2 v biologických systémech.

Do této chv́ıle se k detekci luminiscence singletńıho kysĺıku (SOL) využ́ıvaly převáž-
ně germaniové detektory, které vykazovaly ńızkou citlivost a daľśı nepř́ıznivé vlastnosti.
To se změnilo poté, co byl firmou Hamamatsu vyvinut nový fotonásobič R5509, citlivý
v bĺızké infračervené oblasti (NIR), umožňuj́ıćı pracovat v časově rozlǐseném módu
č́ıtáńı jednotlivých foton̊u s odezvou ∼ 3 ns. Jeho kvantová účinnost na 1270 nm činńı
0,9 %, což je asi o řád v́ıce, než tomu bylo u germaniových detektor̊u.

V roce 2002 publikovali prvńı úspěšné pokusy s t́ımto fotonásobičem Hirano
et al. [18] a Niedre et al. [45]. Hirano umı́stil před fotonásobič monochromátor a tak
naměřil luminiscenčńı spektrum 1O2 z myš́ıho tumoru použit́ım dvou PS: Photofrinu a
ATX-S10NA. Niedre naopak použil pouze několik pásmových filtr̊u, aby zvýšil intenzitu
signálu, ale přitom jej byl schopný bezpečně odlǐsit od pozad́ı. Předmětem experiment̊u
zde byla časově rozlǐsená luminiscence 1O2 generovaného tetrasulfonovaným ftalocyani-
nem s centrálńım atomem hlińıku (AlS4Pc) a Photofrinem. 1O2 byl generován nejprve
ve vodném prostřed́ı s přidanými zhášedly (NaN3) nebo proteiny (BSA), následně pak
ze suspenze leukemických buněk AML a nakonec z k̊uže a jater pokusné myši. Pro
nafitováńı dat źıskaných z buněčné suspenze, myš́ı k̊uže a myš́ıch jater, ve kterých
docháźı ke zvýšené akumulaci fotosenzibilizátoru, bylo potřeba šesti parametr̊u (dvou
r̊uzných kinetik). Zat́ımco jedna sada parametr̊u odpov́ıdala dobám života 1O2 a tri-
pletńıch stav̊u fotosenzibilizátoru ve vodném prostřed́ı ∼ 3 µs, u druhé sady se znatelně
prodloužily doby života tripletńıch stav̊u PS na (19 ± 3) µs u buněčné suspenze a na
(15, 7 ± 1, 8) µs u myši. Doby života 1O2 pak vycházely na (0, 6 ± 0, 4) µs u buněčné
suspenze a v př́ıpadě myši byl vzhledem k nemožnosti nafitováńı tohoto parametru
proveden odhad na 0, 03− 0, 18 µs.

Dosud bylo všeobecně předpokládáno, že množstv́ı 1O2 generovaného v buňce při
PDT určitým zp̊usobem koreluje s množstv́ım následně odumřelých buněk, ale nebylo
to zat́ım experimentálně prokázáno. Prvńı takový d̊ukaz provedl Niedre et al. s leu-
kemickými buňkami AML5 kultivovaných s ALA in vitro [46]. Při těchto pokusech
byly měněny parametry PDT (koncentrace PS, dávka zářeńı a hladina kysĺıku) a bylo
ukázáno, že dávka 1O2 velmi dobře koreluje s množstv́ım odumřelých buněk. Naopak
závislost buněčné smrti na jediném proměnném parametru (např. dávce zářeńı) neńı
tak přesvědčivá vzhledem k daľśım nekontrolovatelným parametr̊um měńıćım se během

29



PDT a maj́ıćım na výslednou produkci 1O2 vliv. Následně byl tento výsledek potvrzen
in vivo na myš́ıch za použit́ı ALA [47].

Při dostatečně vysokých dávkách PS a světelného zářeńı docháźı během PDT k po-
stupnému snižováńı hladiny kysĺıku v základńım stavu vlivem jeho fotochemického
navázáńım k r̊uzným substrát̊um v buňce i vlivem sńıžeńı prokrveńı [7]. Pomoćı časově
rozlǐsené detekce luminiscence 1O2 a z ńı určených dob života τT (tripletńı stavy PS)
a τ∆ (1O2) lze usuzovat na koncentraci kysĺıku v buňkách, popř. na vybělováńı PS.

Doba života tripletńıch stav̊u τT je silně závislá na koncentraci 3O2 dle Stern-Volme-
rovy rovnice

kT = τ−1
T = kR + kNR + kOT[3O2], (1.36)

kde kT je rychlostńı konstanta relaxaćı tripletńıch stav̊u PS (převrácená hodnota doby
života τ−1

T ). kR a kNR jsou pak rychlostńı konstanty zářivých a nezářivých přechod̊u
tripletńıch stav̊u PS. Rychlostńı konstanta kOT zde reprezentuje rychlost zhášeńı tri-
pletńıch stav̊u PS tripletńım kysĺıkem. Jak je vidět z rovnice 1.36, ze změny doby života
τT lze jednoduše určit změnu [3O2]. Použitelnost této metody byla ověřena in vitro na
suspenzi leukemických buněk kultivovaných s ALA [23]. Parciálńı tlak kysĺıku (pO2)
zde byl nezávisle kontrolován Clarkovou elektrodou a byla ukázána silná korelace mezi
kT a pO2, stejně tak postupný pokles [3O2] během PDT v suspenzi buněk. Určitým
problémem této metody se jev́ı obt́ıžné určeńı dob života z dat odpov́ıdaj́ıćıch ńızkému
pO2, tedy i redukovanému signálu 1O2. Daľśım sporným bodem je pak fakt, že současně
provedená měřeńı in vivo se nepodařilo uspokojivě interpretovat a daľśı nezávislé ex-
perimenty provedeny nebyly.

Daľśım krokem v monitorováńı PDT byla úprava aparatury provedená Niederem
et al. pro účely prostorově rozlǐseného sńımáńı luminiscence 1O2. Pomoćı excitačńıho
laserového svazku skenuj́ıćıho vzorek bylo možné pořizovat prostorově rozlǐsené sńımky
produkce 1O2 s rozlǐseńım 1×1 mm na pixel. Toho bylo využito pro prostorově rozlǐsená
měřeńı 1O2 z tumoru myši, které byla aplikována ALA [47].

Směrem studia PDT na úrovni jednotlivých buněk se vydala skupina prof. Ogilbyho.
Pro tyto účely vyvinula mikroskop umožňuj́ıćı detekci 1O2 z jednotlivých buněk pomoćı
lineárńıho InGaAs detektoru skenuj́ıćıho vzorek, který zajǐst’uje prostorové rozlǐseńı
experimentu, a klasického NIR fotonásobiče pro časově rozlǐsená měřeńı [59, 61]. To
dává unikátńı možnosti zkoumáńı časového vývoje a vlivu lokalizace 1O2 na biologickou
odpověd’, jako je buněčná smrt nebo signalizace. Vzhledem k velmi slabému signálu,
byla většina experiment̊u prováděna po izotopické výměně vodného prostřed́ı buněk
za D2O, v kterém má 1O2 asi 20× deľśı dobu života něž v H2O. Pro zvýšeńı signálu
bylo rovněž využ́ıváno zvýšené koncentrace kysĺıku v buňkách, čehož bylo doćıleno
zvýšeńım tlaku kysĺıku ve vzorkovém prostoru.

Extrapolaćı dob života 1O2 źıskaných postupným zvyšováńım poměru H2O/D2O
v buňce obdržel Skovsen et al. dobu života 1O2 pro buňku bez izotopické záměny
∼ 3 µs [58]. Ta se př́ılǐs nelǐśı od doby života 1O2 ve vodě (∼ 3,5 µs [57]) a je znatelně
deľśı, než uvád́ı Niedre et al. pro buněčné suspenze a tkáně [45]. Při použit́ı stejného PS
jako Skovsen et al. (TMPyP), źıskala Jiménez-Banzo et al. dobu života 1O2 z buněčných
suspenźı lidských fibroblast̊u (1, 7± 1, 0) µs [3].
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Bylo ukázáno, že doba života 1O2 záviśı na mı́stě jeho produkce, které je dáno
mı́stem buněčné lokalizace PS [2, 3, 31, 60]. S t́ım úzce souviśı i difuzńı vzdálenost 1O2

v buňce, která byla deľśı dobu velkou otázkou. Přestože je doba života 1O2 v buňce
poměrně dlouhá [58], vzdálenost, kterou může 1O2 urazit, je vzhledem k vysoké visko-
zitě buněčného prostřed́ı poměrně krátká a je odhadována na ∼ 100 nm [17]. To zároveň
odpov́ıdá na otázku, zde je možné, aby 1O2 opustil buňku, v které byl vyprodukován.
Podle všeho to možné je v př́ıpadě, že PS, který ho produkuje, se nacháźı pobĺıž cyto-
plazmatické membrány popř. v jádře nalézaj́ıćım se v jej́ı těsné bĺızkosti.

Nejpouž́ıvaněǰśım PS použ́ıvaným při těchto experimentech se stal vzhledem ke
svým př́ıznivým vlastnostem TMPyP. Právě na tomto PS bylo ukázáno, že jeho vazba
k DNA může být ovlivněna mı́rou ozářeńı. To má za následek i změnu jeho lokalizace
v buňce, kdy se z jádra přesunuje do cytoplazmy a daľśıch buněčných organel [62].

Daľśım zaj́ımavým pokrokem v detekci 1O2 pomoćı mikroskopu, bylo použit́ı dvou-
fotonové excitace [16,61]. Dvoufotonová mikroskopie má oproti konfokálńı mikroskopii
velkou výhodu v tom, že při ńı nedocháźı k zbytečnému vybělováńı PS z části vzorku, ze
které neńı signál sb́ırán. Naopak je zde excitován pouze malý objem vzorku, z kterého je
signál sb́ırán bez použit́ı apertury zajǐstuj́ıćı při konfokálńı mikroskopii sńımáńı pouze
z ohniskové roviny mikroskopu. Vzhledem k tomu, že dvoufotonová excitace je málo
pravděpodobný nelineárńı jev, je k němu potřeba vysoký fotonový tok a PS s velkým
účinným pr̊uřezem pro dvoufotonovou absorpci. Nicméně výsledky z dvoufotonové mi-
kroskopie z relevantńıch biologických systémů zat́ım publikovány nebyly.

Yamamoto et al. zkoumal produkci 1O2 v buněčných suspenźıch in vitro a myš́ım
tumoru in vivo za použit́ı ALA [72]. Jako zdroj zářeńı byl použit laser YAG-dye (Ha-
mamatsu) generuj́ıćı světelné pulzy na 635 nm s energíı 4 mJ, a délkou 5 ns s 30 Hz opa-
kovaćı frekvenćı. Laserové zářeńı bylo do nádoru dopravováno difuzérem voperovaným
do nádoru a signál byl detekován pomoćı světlovodu připojenému k NIR fotonásobiči
H9170-45 (Hamamatsu) přes pásmové filtry. Bylo ukázáno, že celková produkce 1O2 a
typ buněčné smrti je závislý na zp̊usobu excitace. V př́ıpadě excitace nižš́ımi výkony
po deľśı dobu bylo vyprodukováno v́ıce 1O2 než při excitaci vyšš́ımi výkony po kratš́ı
dobu. Kromě vyšš́ıho fotodynamického efektu byl při nižš́ıch výkonech vyšš́ı i poměr
apoptotické v̊uči nekrotické smrti v porovnáńı s vyšš́ımi výkony. Celková dávka zářeńı
při r̊uzných typech excitace (80, 160, 240 mW/cm2) byla vždy stejná.

V nedávné době se podařil skupině Davise et al. pokrok v budováńı aparatury,
která ke sńımáńı 1O2 využ́ıvá dvouramenného světlovodu s luminiscenčńı sondou. Ta-
kovéto světlovody jsou tvořeny dvěma skupinami vláken. Jedna skupina vláken tvoř́ı
excitačńı rameno světlovodu, druhá pak tvoř́ı rameno detekčńı. Obě skupiny vláken po-
tom společně vyúst’uj́ı v tzv. luminiscenčńı sondu, která se přikládá k povrchu měřeného
vzorku. Excitačńım vláknem je tak k povrchu vzorku dopravováno excitačńı zářeńı a
zbývaj́ıćımi detekčńımi vlákny docháźı k sběru luminiscenčńıho signálu emitovaného
vzorkem. Takový světlovod je v této aparatuře př́ımo připojen k diodovému laseru
s opakovaćı frekvenćı 10 kHz a NIR fotonásobiči Hamamatsu H9170-45 využ́ıvaj́ıćımu
termoelektrického chlazeńı Peltierovými články. Použité pulzy jsou dlouhé nejčastěji
5 µs s energíı < 1 mJ. Takové uspořádáńı umožňuje vytvořeńı velmi kompaktńıho
zař́ızeńı s jednoduchým ovládáńım vhodného pro klinické použit́ı. Vzhledem k me-
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todě excitace a sběru signálu je tak možné do budoucnosti uvažovat i o jeho využit́ı při
katetrizaci. Jednoduchost takového uspořádáńı bohužel neumožňuje vyšš́ı spektrálńı
rozlǐseńı experiment̊u, než je možné dosáhnout použit́ım pásmových filtr̊u. Doposud
byly provedeny studie, v kterých bylo toto zař́ızeńı použito pro detekci 1O2 od jedno-
duchých roztok̊u s PS, přes buněčné suspenze [35] až k jeho detekci z krysy s tumo-
rem léčeným pomoćı chlorinu e6 (Cl-e6) a ALA [36]. Nakonec byly publikovány i
prvńı výsledky detekce 1O2 ze zdravých lidských dobrovolńık̊u s aplikovanou ALA [33].
V př́ıpadě krysy byla prokázána závislost dávky 1O2 na regresi velikosti tumoru, u lid́ı
pak byla hodnocena fotobiologická odpověd’ (velikost otoku). Přestože jsou v publi-
kaćıch [35, 36] prezentovány kinetiky luminiscence 1O2 z buněčných suspenźı i př́ımo
z myš́ıho tumoru, nejsou zde uvedeny źıskané doby života. Z prezentovaných kinetik
je patrné, že nebylo možné nafitovat jejich nár̊usty. To je nejsṕı̌se zp̊usobeno použit́ım
dlouhých excitačńıch pulz̊u měńıćıch charakter nár̊ustu kinetik. Vzhledem k tomu, že
u biologických vzork̊u může nár̊ust kinetiky odpov́ıdat době života 1O2, je nemožnost
jejich nafitováńı výrazným nedostatkem, který prozat́ım omezuje možnosti této apara-
tury pro měřeńı dob života 1O2 v biologický systémech.

Nyńı skupina vyv́ıj́ı aparaturu, pomoćı které je možná současná prostorová detekce
fosforescence 1O2 i fluorescence PS pomoćı dvou kamer. Sch̊udnost takového uspořádáńı
byla prezentována na myš́ıch s tumory léčenými Cl-e6 [37].

1.4.3 Technologie a možnosti zdokonaleńı detekce 1O2

Největš́ı prostor pro zdokonaleńı detekce SOL představuj́ı nejsṕı̌se NIR detektory.
Současné NIR fotonásobiče, p̊uvodně vyvinuté pro telekomunikačńı aplikace, maj́ı i přes
své výrazné zdokonaleńı oproti předchoźım germaniovým detektor̊um stále poměrně
ńızkou kvantovou účinnost (∼ 1 %). Rychlý vývoj křemı́kových detektor̊u zde neńı
bohužel př́ınosný, jelikož nejsou v oblasti SOL okolo 1270 nm citlivé a vývoj NIR cit-
livých materiál̊u (germanium, InGaAs nebo InGaAsP) je o poznáńı pomaleǰśı.

V posledńıch letech přicházej́ı do popřed́ı zájmu NIR citlivé lavinové diody umožňu-
j́ıćı č́ıtáńı jednotlivých foton̊u. Přestože vykazuj́ı jisté nedokonalosti, jako afterpulzy a
vyšš́ı množstv́ı temných pulz̊u, jejich velká výhoda tkv́ı ve vysoké kvantové účinnosti,
která může dosahovat 10 − 20 %. Rovněž je zde i možnost jejich pozděǰśıho uskupeńı
do diodových poĺı pro pořizováńı prostorově rozlǐsené detekce.

Novinkou mezi komerčně nab́ızenými NIR detektory je v současnosti zesilovaná ka-
mera MOSIR 950 (Intevac Photonics). Ta umožňuje prostorově rozlǐsenou detekci SOL
a v př́ıpadě doplněńı o disperzńı člen ji lze rovněž využ́ıt ke spektrálně rozlǐseným expe-
riment̊um. Kamera neńı dostatečně rychlá pro časově rozlǐsenou SOL detekci, nicméně
disponuje elektronickou uzávěrkou umožňuj́ıćı volbu expozice již od 10 µs. To umožňuje
efektivńı zvýšeńı poměru signál/šum, jelikož je možné akumulovat signál pouze po ne-
zbytně nutnou dobu danou kinetikou SOL a neakumuluje se tak šum po jej́ım skončeńı.
Kamera je citlivá od 950 nm do 1650 nm s poměrně vyrovnanou spektrálńı citlivost́ı
pohybuj́ıćı se okolo 30 %. Takto vysoká citlivost je možná d́ıky kombinaci NIR cit-
livé fotokatody emituj́ıćı fotoelektrony, které jsou následně urychlovány elektrickým
polem a bombarduj́ı zpětně osvětlovaný CCD detektor. Sṕınáńı tohoto elektrického
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pole současně slouž́ı jako elektronická uzávěrka. Vzhledem k tomu, že se jedná o novou
technologii, vykazuj́ı detektory těchto kamer velké množstv́ı kaz̊u a nerovnoměrnou
citlivost. Některé z těchto nedokonalost́ı lze ale softwarově korigovat.

V neposledńı řadě přicházej́ı v úvahu dnes komerčně dostupné mikrokanálové de-
tektory (MCP). Ty jsou tvořeny velkým počtem speciálńıch skleněných kapilár za-
stupuj́ıćıch zde funkci dynod z klasických fotonásobič̊u. MCP disponuj́ı kromě pro-
storového rozlǐseńı i velmi vysokým časovým rozlǐseńım (< 1 ns). Prozat́ım je však
hlavńım faktorem limituj́ıćım jejich použit́ı př́ılǐs vysoká cena.

Daľśı potenciálńı zdokonaleńı detekce by mohlo být umožněno pomoćı supravodičo-
vých detektor̊u jednotlivých foton̊u, které jsou citlivé v NIR oblasti, vykazuj́ı velmi
vysoký kvantový účinek přesahuj́ıćı 80 % a je u nich možná energetická diskriminace
foton̊u. To by umožnilo spektrálńı rozlǐseńı experimentu bez nutnosti monochromátoru
nebo pásmových filtr̊u, č́ımž by se zvýšila propustnost detekčńıho systému pro SOL,
tedy i intenzita signálu. Stejně jako u lavinových diod je zde možné jejich pozděǰśı
uspořádáńı do poĺı pro prostorově rozlǐsená měřeńı. Prozat́ım je jejich velkou nevýhodou
dlouhá mrtvá doba (∼ µs) a pomalá odezva, což neumožňuje jejich použit́ı pro časově
rozlǐsené č́ıtáńı foton̊u SOL. Prozat́ım neńı jasné, zda je možné tyto překážky překonat,
přesto je zde stále možnost využit́ı těchto detektor̊u s energetickou diskriminaćı a velmi
vysokou kvantovou účinnost́ı pro kontinuálńı SOL detekci.

Prostor ke zdokonaleńı existuje i v př́ıpadě zdroj̊u světla. Jako nejperspektivněǰśı
se jev́ı r̊uzné druhy pulzńıch laser̊u. Hlavńımi požadavky, které jsou na ně kladeny, jsou
vysoká opakovaćı frekvence (deśıtky kHz) pro rychlou akumulaci dat a vysoký výkon
(> 100 mW/cm2) na vlnový délkách (∼ 630 − 765 nm). Těchto zdroj̊u světla by bylo
využ́ıváno současně jako zdroje pro SOL detekci, tak i léčbu PDT.

Alternativńı metodou detekce SOL by mohlo být využit́ı levných zdroj̊u světla pro
měřeńı SOL ve frekvenčńı doméně. V takovém př́ıpadě se dá k modulaci světla využ́ıt
bud’ př́ımo frekvenčńı generátor nebo lze modulaci provést nepř́ımo pomoćı akusto-
optických modulátor̊u. Zat́ım bylo ukázáno, že pomoćı této metody lze źıskat signál
SOL z roztok̊u PS ne však z biologických vzork̊u, jako jsou buněčné suspenze nebo
tkáně [49]. Tyto pokusy byly ale prováděny ještě se starými germaniovými detektory.
S novými typy detektor̊u se o taková měřeńı pokouš́ı Niedre et al. [23].
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Kapitola 2

Materiály a metody

2.1 TMPyP v PBS

Rozpuštěńım TMPyP (Aldrich) v 1 mM fosfátovém pufru (PBS) o pH = 7, 4 (pH lidské
krve), byla vytvořena jeho koncentračńı řada od 5 µM do 400 µM. Vzorky s danými kon-
centracemi TMPyP byly měřeny vždy pro tři r̊uzné koncentrace v nich rozpuštěného
kysĺıku: 0 µM, 280 µM a 1, 4 mM. To postupně odpov́ıdá koncentraci kysĺıku ve vzorćıch
probublávaných jednu hodinu plynným duśıkem, v rovnováze s okolńım vzduchem a
probublávaných 30 minut plynným kysĺıkem. Vzhledem ke známé vlastnosti TMPyP
ulṕıvat na stěnách křemenných kyvet (Hellma), byly kyvety mezi jednotlivými měřeńımi
čǐstěny v ultrazvukové lázni po dobu 5 minut při 70 °C v 2 % roztoku Hellmanex II
(Hellma). Čistota a fotostabilita měřených vzork̊u byla kontrolována absorpčńım spek-
trometrem Specord 250 (Analytik Jena) a fluorescenčńım spektrometrem AvaSpec-2048
(Avantes). Fosforescence TMPyP a j́ım generovaného singletńıho kysĺıku byla měřena
s p̊uvodńım uspořádáńım aparatury, jak je popsáno v kapitole 3.1.1, s opakovaćı frek-
venćı excitačńıch pulz̊u 100 Hz.

2.2 TPP v prostřed́ı fosfatidylcholinu

Suché lipidové vzorky s TPP byly připraveny dvouhodinovým odpařováńım rozpouště-
dla plynným duśıkem ze směsi 0,25 ml 350µM TPP (Frontier Scientific) a 1 ml 200 mM
L-α-fosfatidylcholinu (PC, sojový, 95 %, Avanti Polar Lipids) v chloroformu p.a. (La-
chema). Tato směs se nacházela v křemenné spektroskopické kyvetě 1×1 cm s opticky
leštěným dnem (Hellma), ze které bylo později prováděno měřeńı v uspořádáńı apara-
tury popsané v kapitole 3.1.1.

Pro lepš́ı odpařeńı chloroformu z lipidových vzork̊u byla použita metoda spin-
coating založená na dávkováńı vzorku na rychle se otáčej́ıćı podložku. T́ım dojde k jeho
rovnoměrnému rozprostřeńı po podložce a rychlému odpařeńı rozpouštědla.

Stejná směs TPP a PC v chloroformu, jako v př́ıpadě předchoźıho vzorku v kyvetě,
byla postupně dávkována pipetou po 10µl na DIA skĺıčko připevněné na otáčej́ıćım
se ventilátoru o pr̊uměru 8 cm a napájeném 12 V. T́ım bylo doćıleno dobrého odpařeńı
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Obrázek 2.1: Měřeńı lipidového vzorku připraveného metodou spin-coating.

chloroformu z lipidového vzorku obsahuj́ıćıho TPP, který nakonec v tenké vrstvě pokrý-
val povrch skĺıčka.

Takto připravený vzorek byl umı́stěn těsně před vstup detekčńıho systému takovým
zp̊usobem, že hrana skĺıčka splývala s jeho vstupńı štěrbinou. Laserové excitačńı zářeńı
bylo přiváděno kolmo k povrchu vzorku pomoćı světlovodu. T́ımto zp̊usobem byl ze
vzorku efektivně sb́ırán luminiscenčńı signál, který se z velké části š́ı̌ril totálńımi odrazy
uvnitř skĺıčka a bočńı stranou vystupoval ven (viz obr. 2.1).

2.3 PpIX v polymerńıch fólíıch

Jako polymerńı matrice byly zvoleny polystyren o molekulové váze MW ∼ 192.000 a
polymetylmetakrylát (PMMA) o molekulové váze MW ∼ 120.000 (Aldrich). Strukturńı
vzorce monomerńıch jednotek obou polymer̊u jsou na obrázku 2.2. Jako fotosenzibi-
lizátor byl vzhledem k později plánovaným pokus̊um in vivo zvolen protoporfyrin IX
(≥ 95 %, Sigma). Aby bylo možné zabudovat PpIX do granulovaných polymer̊u a vy-
tvořit z nich vzorky požadovaných rozměr̊u, bylo nutné nalézt takové rozpouštědlo,
v kterém by se v dostatečné koncentraci rozpouštěly jak oba polymery tak i PpIX. Tes-
tovaná rozpouštědla a jejich schopnosti rozpouštět polymery i PpIX jsou uvedeny v ta-
bulce 2.1. Nejvhodněǰśım se ukázal být tetrahydrofuran (THF, pro UV-spektroskopii,
≥ 99.8 %, Fluka).

V 25 ml THF bylo rozpuštěno 3,3 g polylstyrenu resp. 3,7 g PMMA. V př́ıpadě po-
lystyrenu trvalo rozpouštěńı v ultrazvukové lázni při 50 °C necelé dvě hodiny. PMMA

PMMA Polystyren PpIX

Aceton ∗∗ ∗ ∗
Chloroform ∗ ∗ ∗ ∗∗ ×
Diethylether – – ×

Tertahydrofuran ∗∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗ ∗

∗ ∗ ∗ vynikaj́ıćı rozpustnost
∗∗ dobrá rozpustnost
∗ špatná rozpustnost
× nerozpoušt́ı
– netestováno

Tabulka 2.1: Rozpustnost PMMA, polystyrenu a PpIX v r̊uzných rozpouštědlech.
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Obrázek 2.2: Strukturńı vzorce monomerńıch jednotek polystyrenu (vlevo) a PMMA
(vpravo).

[PpIX] Popis

0 µM reference
0,5 µM přirozená koncentrace PpIX v buňce

5 µM koncentrace PpIX v buňkách kultivovaných s ALA v exponenciálńı fázi
20µM doplněńı koncentračńı řady

100µM koncentrace PpIX v buňkách kultivovaných s ALA ve stacionárńı fázi

Tabulka 2.2: Koncentrace PpIX ve vyrobených polymerńıch fólíıch, které odpov́ıdaj́ı
jeho fyziologickým koncentraćım v buňkách kultivovaných za r̊uzných podmı́nek.

se v THF rozpoušt́ı pomaleji, proto se směs nechala při laboratorńı teplotě rozpouštět
v uzavřené nádobě 24 hodin. Po rozpuštěńı polymer̊u byl přidán 1 ml roztoku PpIX
v THF. Směs byla dobře promı́chána a nalita na Petriho misky o pr̊uměru 9 cm. Po
tř́ıdenńım odpařeńı rozpouštědla v digestoři za laboratorńı teploty vznikly pevné po-
lymerńı fólie o pr̊uměru Petriho misky a tloušt’ce (0,45± 0,05) mm. Pro oba polymery
byly vytvořeny vzorky s PpIX o fyziologických koncentraćıch uvedených v tabulce 2.2.
Hodnoty těchto koncentraćı jsou přepoč́ıtané z hodnot uvedených v článku [52] za
předpokladu, že středńı objem lidského fibroblastu FEK4 je stejný jako objem krychle
o hraně 10 µm.

2.4 Tkáňové kultury

Myš́ı fibroblasty linie 3T3 byly kultivovány v médiu DMEM s 10 % fetálńıho telećıho
séra při 37 °C ve vlhčené sterilńı atmosféře s 95 % vzduchu a 5 % CO2 po dobu tř́ı
dn̊u do 80 − 90 % konfluence. Po této době bylo médium nahrazeno médiem s pouze
0,5 % fetálńıho telećıho séra a takto byly kultivovány daľśıch pět dńı. Po této době
byly přepraveny z Odděleńı buněčné neurofyziologie Fyziologického ústavu AV ČR,
kde byla dosavadńı část kultivace prováděna, do naš́ı laboratoře, kde jim byl do média
přidán roztok penicilin-streptomycin a fotosenzibilizátor (ALA (Sigma), TPPS4 (Fron-
tier Scientific) nebo TMPyP (Aldrich)) rozpuštěný v PBS, aby jeho celková koncentrace
v médiu byla 100 µM. Takto se nechaly dále kultivovat ve tmě po dobu 20 hodin. Daľśı
manipulace mimo kultivačńı box byla prováděna za tlumeného červeného světla, aby
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se eliminovala fotoexcitace PS v buňkách. Po odsát́ı média a pětinásobném opláchnut́ı
buněk PBS (pH = 7, 2) zchlazeným na 5 °C bylo přidáno malé množstv́ı tripsinu, který
se nechal několik minut p̊usobit, než se buňky uvolnily od dna kultivačńı lahvičky.
Dále byly buňky rozvolněny v malém množstv́ı kultivačńıho média, přeneseny do cent-
rifugačńı zkumavky a doplněny PBS na objem 15 ml. Po 10 min. centrifugaci při 100 g
byl odsát supernatant a přidány 2 ml PBS, do něhož byly buňky na vortexu rozptýleny,
a celé množstv́ı suspenze bylo následně přemı́stěno do 1 cm spektroskopické kyvety
s leštěným dnem, v které se opakovala centrifugace za předchoźıch podmı́nek. T́ımto
postupem bylo doćıleno rovnoměrného pokryt́ı dna spektroskopické kyvety buňkami
v tenké vrstvě pod PBS. Toto množstv́ı buněk bylo źıskáno z jedné kultivačńı lahvičky
o velikosti 75 cm2.

Pro mikroskopické a fluorescenčńı sńımky byl použit invertovaný fluorescenčńı mi-
kroskop Olympus IX71 s olejovým imerzńım objektivem se 100× zvětšeńım. Mikro-
skop byl dále doplněn o zpětně osvětlovaný CCD detektor ACTON Spec-10 (Prin-
ceton Instruments) chlazený tekutým duśıkem na −120 °C, spektrografem Spectra-
Pro 2150i (Princeton Instruments) a diodovým laserem Omicron LDM405-120.CWA.L
vyzařuj́ıćım na vlnové délce 405 nm. V tomto uspořádáńı dovoluje tato mikrospek-
troskopická aparatura kromě pořizováńı klasických sńımk̊u vzorku v procházej́ıćım
světle a florescenčńıch sńımk̊u i sńımáńı fluorescenčńıch spekter z r̊uzných mı́st vzorku.
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Kapitola 3

Experimentálńı část

3.1 Úprava aparatury

3.1.1 Staré uspořádáńı aparatury

Dosavadńı aparatura vybudovaná na Katedře chemické fyziky a optiky MFF UK
umožňovala měřeńı fosforescence fotosenzibilizátor̊u a 1O2 s časovým i spektrálńım
rozlǐseńım z roztok̊u ve spektroskopických kyvetách [11]. Bylo tak možné podrobně
studovat přenos energie z PS na kysĺık a jejich interakci s okolńım prostřed́ım. Přestože
v tomto uspořádáńı byla aparatura, vzhledem ke svému spektrálńımu rozlǐseńı 16 nm,
poměrně unikátńı i ve světovém měř́ıtku, neumožňovala měřeńı z povrchu pevných
vzork̊u. Pro rozš́ı̌reńı detekčńıch možnost́ı této aparatury i na měřeńı z pevných vzork̊u
bylo proto nutné aparaturu k tomuto účelu přizp̊usobit.

Jako nejvhodněǰśı se jevilo k tomuto účelu využ́ıt optických vláken s luminiscenčńı
sondou. Takové uspořádáńı by umožňovalo měřeńı z povrchu pevných vzork̊u, a tud́ıž
by bylo možné se pomoćı takto upravené aparatury posunout ve výzkumu PDT dále
k in vivo systémům, přičemž by byla zachována možnost měřeńı z roztok̊u. Dosud
zkoumané roztoky PS s r̊uznými přidanými biomolekulami jsou sice vhodným mode-
lovým systémem, ale jsou zároveň podstatně vzdáleny skutečným podmı́nkám PDT.
Možnost monitorováńı fosforescence 1O2 i fosforescence fotosenzibilizátor̊u s časovým i
spektrálńım rozlǐseńım z tkáňových kultur a následně i př́ımo z tumoru laboratorńıch
zv́ı̌rat by umožnila detailńı studium proces̊u prob́ıhaj́ıćıch při PDT in situ.

Původńı uspořádáńı aparatury je na obrázku 3.1. Jako zdroj excitačńıch pulz̊u je
zde použit barvivový laser FL1000 (Lambda Physik) čerpaný excimerovým laserem
ATLEX–500i (ATL Lasertechnik). Společně poskytuj́ı světelné pulzy o délce ∼ 6 ns
s energíı ∼ 15 µJ a opakovaćı frekvenćı až 500 Hz. Vlnová délka excitačńıch pulz̊u je pro
měřeńı s porfyriny volena na 420 nm (Soret̊uv pás), které se dosahuje použit́ım lase-
rového barviva Stilben 3. Tyto pulzy jsou fokusovány do křemenné luminiscenčńı kyvety
o rozměru 1×1 cm přes jej́ı opticky leštěné dno. Luminiscenčńı stopa, vznikaj́ıćı v ky-
vetě pr̊uchodem zářeńı, je pomoćı světlosběrného systému tvořeného dvěma čočkami
zobrazována s dvojnásobným zvětšeńım na vstupńı štěrbinu vysoce světelného mo-
nochromátoru Jobin-Yvon H20IR. Mezi kyvetou a světlosběrným systémem je umı́stěna
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Obrázek 3.1: Schéma dosavadńı aparatury pro detekci singletńıho kysĺıku z roztok̊u ve
spektroskopických kyvetách.

dvojice filtr̊u Schott RG7 propouštěj́ıćı zářeńı o vlnových délkách větš́ıch než 750 nm.
Ty slouž́ı hlavně k odfiltrováńı rozptýleného excitačńıho zářeńı a rychlé fluorescence
vzorku. Z monochromátoru je zářeńı zobrazováno daľśı dvojićı čoček na fotokatodu
fotonásobiče Hamamatsu R5509. Ten je citlivý až do bĺızké infračervené oblasti, a
je proto nutné ho chladit na ńızké teploty a zabránit tak generaci temných pulz̊u
vlivem teplotńıch excitaćı. Chlazeńı je prováděno tekutým duśıkem, jehož pr̊utok fo-
tonásobičem zajǐst’uje ř́ıd́ıćı jednotka, a t́ım udržuje jeho fotokatodu na konstantńıch
−80 °C. Pulzy generované fotonásobičem jsou nejprve ześıleny širokopásmovým před-
zesilovačem Becker–Hickl HFAC−26 dB a dále jsou přivedeny na vstup multikanálového
č́ıtače Becker–Hickl MSA 200. Ten má časové rozlǐseńı 5 ns na kanál a jeho časová
základna je spouštěna pulzem z rychlé PIN fotodiody, na kterou je přiváděna malá
část excitačńıho zářeńı. Signál z PIN diody je zároveň možné sledovat na osciloskopu,
pro kontrolu tvaru a intenzity excitačńıch pulz̊u.

3.1.2 Světlovody

Původńım záměrem při přestavbě aparatury bylo odstranit celý světlosběrný systém
zobrazuj́ıćı luminiscenčńı stopu z kyvety na vstup monochromátoru a nahradit ho dvou-
ramenným světlovodem s luminiscenčńı sondou. Pro tento účel byl zakoupen světlovod
dodávaný firmou Jobin-Yvon. Tento světlovod tvoř́ı 15 excitačńıch vláken a 18 de-
tekčńıch vláken o pr̊uměru 200 µm, která jsou v náhodném rozmı́stěńı uspořádána do
kruhu o pr̊uměru 1,6 mm a tvoř́ı tak luminiscenčńı sondu (viz obr. 3.3). Na druhém
konci jsou excitačńı vlákna uspořádána do kruhu o pr̊uměru 1 mm a detekčńı vlákna
jsou uspořádána do obdelńıkového tvaru o rozměrech 4,4×0,2 mm. Takovéto uspořádáńı
detekčńıch vláken je př́ımo určeno pro připojeńı do mı́sta vstupńı štěrbiny monochromá-
toru a současně je jejich numerická apertura přisp̊usobena numerické apertuře použitého
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Obrázek 3.2: Schéma nového uspořádáńı apratury pro detekci singletńıho kysĺıku i
z pevných vzork̊u.

monochromátoru Jobin-Yvon H20IR. Původńı filtry RG7 čtvercového tvaru umı́stěné
na vstupu světlosběrného systému byly nahrazeny kulatými filtry (Edmund Optics
RG780), které byly umı́stěny do držáku kulatých palcových filtr̊u za vstupńı štěrbinu
monochromátoru.

Během prvńıch pokus̊u s takto upravenou aparaturou se ukázalo, že neńı možné
účinně navázat laserový svazek do vstupu excitačńıch vláken. Přestože byl konec ex-
citačńıch vláken připevněn k 3D mikroposuvu a bylo zároveň možné libovolně měnit
náklon excitačńıch vláken v̊uči laserovému svazku, nepodařilo se nalézt takovou po-
lohu, ve které by laserové zářeńı vstupovalo do všech excitačńıch vláken s dostatečnou
intenzitou. Měřeńı výkonu svazku před vstupem a na výstupu světlovodu potvrdilo,
že navázáńı je velmi neefektivńı (účinnost ∼ 20 %) a výkon na konci světlovodu je pro
potřeby měřeńı př́ılǐs ńızký.

Po neúspěšných pokusech se světlovodem Jobin-Yvon jsme se rozhodli vyzkoušet
dvouramenný světlovod FCR-7IR400-2-ME od firmy Avantes. Ten využ́ıvá vlákna,
která maj́ı 400 µm v pr̊uměru a jejich zakončeńı v luminiscenčńı sondě jsou uspořádána
tak, že jedno excitačńı vlákno je obklopeno šesti vlákny detekčńımi (viz obr. 3.3).
Excitačńı i detekčńı rameno světlovodu je v tomto př́ıpadě zakončeno konektorem
SMA, který je rozš́ı̌reným typem konektoru ve vláknové optice. Ke konci excitačńıho
vlákna světlovodu je možné přes konektror SMA připevnit čočku slouž́ıćı ke kolimaci
excitačńıho zářeńı do jediného excitačńıho vlákna. Pomoćı této komerčně dostupné
čočky je možné zefektivnit navázáńı excitačńıho zářeńı do světlovodu a dosáhnout tak
∼ 80 % účinnosti navázáńı. Takové navázáńı již plně dostačuje našim požadavk̊um na
energii laserového zářeńı na konci excitačńıho vlákna.

Problém tohoto světlovodu byl ale v tom, že nebylo kam připojit detekčńı rameno
světlovodu. To je rovněž zakončené konektorem SMA, ve kterém je šest detekčńıch
vláken uspořádaných podobně, jako na konci s luminiscenčńı sondou, jen s t́ım rozd́ılem,
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Obrázek 3.3: Světlovody Jobin-Yvon (vlevo), Avantes (uprostřed) a Ocean Optics
(vpravo).

že jedno z vláken je přemı́stěno do středu mezi ostatńı vlákna. T́ım je dáno, že detekčńı
signál vycházej́ıćı z vláken tvoř́ı mı́rně asymetrický kužel. Aby bylo možné připojit de-
tekčńı rameno světlovodu k detekčńı části aparatury, byl na své p̊uvodńı mı́sto vrácen
světlosběrný systém a jeho p̊uvodńı čelo s držákem kyvet a čtvercových filtr̊u bylo
nahrazeno novým čelem s držákem kulatých palcových filtr̊u a vstupem s konekto-
rem SMA. Ukázalo se, že takové řešeńı je přijatelné, přestože dvojnásobné zvětšeńı
světlosběrného systému je při použit́ı světlovodu s tak velkou výstupńı plochou př́ılǐs
velké, a tud́ıž se část luminiscenčńıho signálu ztráćı na vstupńı štěrbině monocho-
romátoru.

Posledńım zakoupeným světlovodem byl dvouramenný světlovod R600-7-VIS-125F
od firmy Ocean Optics, který je velmi podobné konstrukce jako předchoźı světlovod
od firmy Avantes, jen s t́ım rozd́ılem, že využ́ıvá vlákna o pr̊uměru 600 µm. Pomoćı
tohoto světlovodu by se zvýšila detekčńı plocha vláken a t́ım i intenzita detekovaného
signálu. Prozat́ım toho bohužel neńı možné využ́ıt, protože s větš́ım pr̊uměrem vláken se
zvětšuje i jejich obraz na vstupńı štěrbině monochromátoru a t́ım se zvyšuje i množstv́ı
signálu, který se na ńı ztráćı. Bude proto nutná konstrukce zobrazovaćıho systému 1:1
s odpov́ıdaj́ıćı numerickou aperturou.

Při optimalizaci sběru signálu se ukázalo, že intenzita sb́ıraného signálu je silně
závislá na vzdálenosti sondy od vzorku. Při použit́ı vzorku v křemenné kyvetě s leštěným
dnem (Hellma), byla optimálńı vzdálenost sondy ode dna kyvety stanovena na 2 mm.
Tato hodnota je zřejmě dána numerickou aperturou křemenných vláken, a proto se pro
světlovody Avantes a Ocean Optics nelǐśı.

3.1.3 Filtry

Již během prvńıch měřeńı s využit́ım světlovod̊u se ukázalo, že měřeńı luminiscence
z povrchu pevných vzork̊u s sebou nese komplikace v podobě vzorkem odraženého a
rozptýleného excitačńıho zářeńı. Toto zářeńı se vlivem konfigurace excitace a sběru
luminiscenčńıho signálu dostává snadno do detekčńı části aparatury, kde dopadá na
filtry a bud́ı v nich luminiscenci, která se časově i spektrálně překrývá s měřeným
signálem, a tud́ıž výrazně narušuje až znemožňuje měřeńı luminiscenčńıch kinetik.
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Tento problém lze v principu řešit třemi zp̊usoby:

1. sńıžeńım intenzity excitačńıho zářeńı dopadaj́ıćıho na filtry

2. neluminiskuj́ıćımi filtry

3. optickým odděleńım luminiscence filtr̊u od signálu

Problém s luminiskuj́ıćımi filtry by bylo nejsṕı̌se možné řešit pomoćı holografického
notch filtru blokuj́ıćıho zářeńı na vlnové délce excitačńıho zářeńı. Holografický notch
filtr funguje na principu interference, a proto by se dalo očekávat, že jeho luminis-
cence by mohla být zanedbatelná. Kdyby se takový filtr umı́stil před dosud už́ıvané
filtry, výrazně by se tak sńıžila intenzita excitačńıho zářeńı, která na ně dopadá a bud́ı
v nich nežádoućı luminiscenci. Toto řešeńı bohužel v našem př́ıpadě neńı možné, je-
likož klasický holografický notch filtr nepropoušt́ı kromě zvolené vlnové délky rovněž i
všechny celoč́ıselné násobky frekvence a celoč́ıselné násobky vlnové délky zeslabuje. To
by v našem př́ıpadě znamenalo, že kromě odfiltrováńı excitačńıho zářeńı na 420 nm, by
filtr současně zeslaboval i podstatnou část luminiscenčńıho signálu 1O2 se středem na
1278 nm, př́ıpadně i fosforescenci PS emitovanou často na dvojnásobku excitačńı vl-
nové délky. Určitou možnost́ı by se mohlo jevit využit́ı tzv. Rugate notch filtru, což je
speciálńı typ holografického filtru, který blokuje pouze požadovanou vlnovou délku a na
násobćıch této vlnové délky zářeńı bez problémů propoušt́ı. Toho je doćıleno speciálńım
postupem nanášeńı dielektrických vrstev, v kterých se index lomu měńı spojitě. Takové
filtry jsou komerčně dostupné pouze na často využ́ıvaných laserových čarách, což ale
neńı náš př́ıpad. Firmy zabývaj́ıćı se výrobou těchto filtr̊u jsou principiálně schopny
vyrobit filtr dle požadavk̊u zákazńıka, ale cena takového filtru vyrobeného v jednom
exempláři by byla neúměrně vysoká.

Určitou možnost́ı, jak sńıžit intenzitu excitačńıho zářeńı dopadaj́ıćıho na filtry, by
mohlo být umı́stěńı filtr̊u až za monochromátor, který by excitačńı zářeńı účinně od-
filtroval. To však z obdobných d̊uvod̊u, jako v předchoźım př́ıpadě, také neńı možné.
V námi použ́ıvaném monochromátoru je totiž jako disperzńı prvek použita mř́ıžka,
která je při měřeńı luminiscence 1O2 nastavena na 1278 nm, což je př́ılǐs bĺızko trojná-
sobku excitačńı vlnové délky 420 nm a excitačńı zářeńı by tak mohlo procházet skrze
monochromátor svým třet́ım řádem. Nav́ıc by stejný problém byl i s relativně silnou
fluorescenćı PS, která má v př́ıpadě námi použ́ıvaných porfyrin̊u maximum v pásmu
okolo 650 nm, tedy na polovičńıch vlnových délkách fosforescence 1O2. Nav́ıc zbytková
luminiscence filtr̊u by již nebyla dále nijak spektrálně oddělena a většina z ńı by dopa-
dala př́ımo na fotokatodu fotonásobiče. Jedinou šanćı, jak využ́ıt takového uspořádáńı,
by bylo použ́ıt monochromátor obsahuj́ıćı mı́sto mř́ıžky hranol. To by však znamenalo
zásadńı zásah do aparatury s nejistým úspěchem.

Jako přijatelněǰśı řešeńı se ukázalo nakloněńı světlovodu v̊uči vzorku tak, aby se
veškeré př́ımo odražené excitačńı zářeńı již nedostalo zpět k sondě a neproniklo tak do
detekčńıch vláken. V př́ıpadě světlovodu Avantes při pracovńı vzdálenosti středu sondy
od vzorku 2 mm vycháźı minimálńı úhel nakloněńı světlovodu v̊uči vzorku pro splněńı
této podmı́nky na 20°. Vyrobený držák světlovodu, jehož nákres je na obrázku 3.4, má
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Obrázek 3.4: Nákres držáku světlovodu Avantes, který zajǐst’uje jeho optimálńı
vzdálenost a náklon v̊uči vzorku.

ve skutečnosti náklon 21°. Výrazně větš́ı náklon by už nevykazoval o tolik nižš́ı sběr
excitačńıho zářeńı, aby se to vyplatilo vzhledem k výraznému sńıžeńı účinnosti sběru
signálu. Kontrolńı měřeńı ukázalo, že nakloněńı světlovodu o 21° má jen malý vliv na
sběr užitečného signálu, ale má výrazný vliv na sńıžeńı luminiscence filtr̊u. Držák po
odstraněńı horńıho d́ılu, funguj́ıćıho jako držák kyvet, může sloužit i pro položeńı fólíı,
kultivačńıch nádob nebo laboratoŕıch zv́ı̌rat.

V p̊uvodńım uspořádáńı aparatury byly použity dva filtry RG7 čtvercového tvaru,
které v novém uspořádáńı nešlo použ́ıt. Proto bylo postupně zakoupeno šest typ̊u
filtr̊u od r̊uzných výrobc̊u i r̊uzných technologíı výroby, včetně nových filtr̊u RG7
v požadovaném rozměru:

� Edmund Optics RG780 a RG715

� Thorlabs 750 nm (interferenčńı)

� Edmund Optics TECHSPEC® 450 nm a 500 nm

� Schott RG7 — Vývojové d́ılny AV ČR Turnov

Z těchto filtr̊u bylo vytvořeno osm r̊uzných kombinaćı a byla změřena jejich lumi-
niscence s časovým i spektrálńım rozlǐseńım (viz obr. 3.1). Toto měřeńı bylo provedeno
se světlovodem Avantes a mı́sto vzorku byla použita kyveta s THF, která sloužila
k odrazu excitačńıho zářeńı do detekčńı části aparatury. Jako nejlepš́ı byla vybrána
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kombinace dvou filtr̊u RG7 z Vývojových d́ılen AV ČR Turnov s předřazeným filtrem
TECHSPEC® s hranou na 450 nm od Edmund Optics.

Posledńı možnost́ı, jak je možné v principu řešit nežádoućı luminiscenci filtr̊u, je
optické odděleńı signálu od luminiscence filtr̊u. V našem př́ıpadě by bylo možné využ́ıt
toho, že signál vycházej́ıćı ze světlovodu a dopadaj́ıćı na filtry, má poměrně malou
divergenci a naopak luminiscence vycházej́ıćı z filtru je emitována do všech směr̊u.
Umı́stěńım apertury do vhodné vzdálenosti od filtr̊u, by bylo možné z velké části
odst́ınit luminiscenci filtr̊u, která by se ztrácela na cloně, zat́ımco odfiltrovaný signál
ze světlovodu by procházel dál do detekčńı části skrze aperturu. Účinnost takového
uspořádáńı nebyla ověřena, jelikož předchoźı metody eliminace luminiscence filtr̊u se
zdály být dostatečné.

3.1.4 Nové uspořádáńı aparatury

Schéma aparatury po úpravě je na obrázku 3.2. Hlavńım změnou oproti předchoźımu
uspořádáńı je výměna předńıho čela tubusu světlosběrného systému. Na tom byl dopo-
sud z vnitřńı strany umı́stěn držák čtvercových filtr̊u a z vněǰśı strany pak držák kyvet.
Nyńı je nahrazen čelem s držákem kulatých palcových filtr̊u a konektorem SMA, na
který je zvenku připojeno detekčńı rameno světlovodu Avantes. Původńı filtry byly
nahrazeny kruhovými filtry RG7 o pr̊uměru 1 palec z vývojových d́ılen AV ČR v Tur-
nově a umı́stěny za vstupńı štěrbinu monochromátoru. Nav́ıc byl do čela světlosběrného
systému přidán filtr TECHSPEC® 450 nm filtruj́ıćı excitačńı zářeńı a snižuj́ıćı tak cel-
kovou luminiscenci filtr̊u. Luminiscenčńı sonda je nav́ıc umı́stěna do speciálńıho držáku
zajǐst’uj́ıćıho optimálńı vzdálenost a nakloněńı světlovodu v̊uči vzorku.

Vzhledem k tomu, že světlosběrný systém před monochromátorem byl navržen pro
dvojnásobné zvětšeńı zobrazované luminiscenčńı stopy, ale stopa ze světlovodu Avantes
je větš́ı, tak se zobrazená stopa do štěrbiny před monochromátorem nevešla celá a t́ım se
ztrácel signál. Protože použité štěrbiny byly neǰsirš́ı, jaké se k tomuto monochromátoru
dodávaj́ı, byly tyto štěrbiny při měřeńı biologických vzork̊u s velmi redukovaným lu-
miniscenčńım signálem z vstupu i výstupu monochromátoru odstraněny. T́ım se źıskal
signál ztrácej́ıćı se na vstupńı štěrbině a nav́ıc se sńıžeńım spektrálńıho rozlǐseńı źıskal
i signál 1O2 z vlnových délek na okraj́ıch pásu jeho fosforescence.

Pro doladěńı celé aparatury by bylo vhodné přizp̊usobit světlosběrný systém před
monochromátorem velikosti stopy a numerické apertuře světlovodu Avantes resp. Ocean
Optics, který by měl nav́ıc vlákna o větš́ım pr̊uměru. T́ım by bylo doćıleno minimálńıch
ztrát na signálu a stejného spektrálńıho rozlǐseńı, jako u p̊uvodńıho uspořádáńı apara-
tury.
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Tabulka 3.1: Luminiscence r̊uzných kombinaćı filtr̊u.
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3.2 TMPyP v PBS

TMPyP je kladně nabitý hydrofilńı PS, který vzhledem ke své afinitě k záporně na-
bitým nukleovým kyselinám představuje potenciálně velmi zaj́ımavý PS. Vzhledem ke
svým př́ıznivým vlastnostem byl TMPyP v posledńı době použit k detekci singletńıho
kysĺıku z jednotlivých buněk [62], ze suspenźı lidských fibroblast̊u [3] a dokonce byla
prezentována i možnost jeho dvoufotonové excitace [16].

Byla naměřena fosforescence TMPyP a j́ım generovaného singletńıho kysĺıku s časo-
vým i spektrálńım rozlǐseńım v širokém rozsahu koncentraćı TMPyP i kysĺıku rozpuště-
ného ve vzorćıch. To umožnilo srovnáńı s daľśım hydrofilńım PS TPPS4, který je na
rozd́ıl od TMPyP nabitý záporně a jehož podrobná spektroskopická studie byla publi-
kována již dř́ıve [11].

Kv̊uli prozkoumáńı agregačńıch vlastnost́ı TMPyP byla naměřena jeho absorpčńı
spektra. Zat́ımco v př́ıpadě TPPS4 se absorbance na 420 nm začala odchylovat od
Lambert-Beerova zákona již při koncentraci 30µM, v př́ıpadě TMPyP vykazovala ab-
sorbance perfektńı lineárńı závislost v celém rozsahu koncentraćı (5−400 µM) s molár-
ńım extinkčńım koeficientem (2, 2 ± 0, 1) × 105 cm−1M−1. Ani následná fluorescenčńı
měřeńı žádnou agregaci nenaznačovala.

Poloha hlavńıho fosforescenčńıho pásu TMPyP s maximem okolo 810 nm se s kon-
centraćı TMPyP neměńı. Nár̊ust koncentrace kysĺıku nemá vliv na tvar spektra, jen
celková intenzita fosforescence je menš́ı. Při odstraněńı kysĺıku se objev́ı vedleǰśı pás
s maximem na 1022 nm a celková intenzita fosforescence se taktéž sńıž́ı. Toto chováńı
koṕıruje chováńı TPPS4, kde jsou obě maxima posunuta na 820 nm resp. 1060 nm.

Zat́ımco kinetika fosforescence tripletńıch stav̊u TMPyP vykazovala při nižš́ıch kon-
centraćıch standardńı jednoexponenciálńı pokles, při vyšš́ıch koncentraćıch u vzduchem
saturovaných vzork̊u vykazovala kinetika komplikovaněǰśı pr̊uběh, v němž byl jasně pa-
trný nár̊ust fosforescence a až posléze očekávaný jednoexponenciálńı pokles (viz obr.
3.5). Tento pr̊uběh byl pozorován již dř́ıve Frederiksenem et al. [16], kde je vysvětlen
vznikem komplexu s přenosem náboje (CT-komplexu) při vyšš́ıch energíıch laserového
zářeńı interaguj́ıćıho s tripletńımi stavy fotosenzibilizátoru a molekulami kysĺıku. To,
že nebylo takové chováńı pozorováno v př́ıpadě duśıkem saturovaných vzork̊u, po-
ukazuje na oprávněnost této interpretace. V př́ıpadě kysĺıkem saturovaných vzork̊u
výše zmı́něný jev pozorovatelný neńı, jelikož zřejmě dojde ke zhášeńı tripletńıch stav̊u
kysĺıkem dř́ıve, než může doj́ıt k vytvořeńı komplexu.

Pro kinetiky fosforescence TMPyP ze vzork̊u v rovnováze se vzduchem se bohužel
nepodařilo naj́ıt vhodný matematický popis, proto byly nafitovány jen jejich jedno-
exponenciálńı poklesy. Přestože žádná z našich měřeńı nenaznačuj́ı agregaci TMPyP,
jeho doby života fosforescence se se zvyšuj́ıćı koncentraćı prodlužuj́ı (viz obr. 3.6).
Zvyšováńı dob života tripletńıch stav̊u z (1, 6 ± 0, 2) µs na semi-saturovanou úroveň
2,5 µs u TMPyP v rozsahu koncentraćı 5− 100 µM bylo pozorováno i v př́ıpadě TPPS4

(z 1,8µs na 3µs). Podobnost chováńı agreguj́ıćıho i neagreguj́ıćıho PS vede k otázce,
zda prodlužováńı dob života jejich tripletńıch stav̊u se zvyšuj́ıćı se koncentraćı neńı
v obou př́ıpadech zp̊usobeno výše zmı́něným CT komplexem. Důvod, proč při dř́ıvěǰśıch
měřeńıch TPPS4 nebyly nár̊usty fosforescence patrné, je zřejmě ten, že při měřeńıch
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Obrázek 3.5: Kinetiky fosforescence 3TMPyP měřené z 200µM roztoku TMPyP v PBS
pro r̊uzné koncentrace v něm rozpuštěného kysĺıku na vlnové délce 1022 nm.

TPPS4 byl použit laser s nižš́ım špičkovým výkonem, a tud́ıž jev nebyl natolik silný,
aby byly nár̊usty fosforescence patrné. Daľśı zvyšováńı dob života s koncentraćı od
100 µM do 400 µM bez známky saturace jako u TMPyP ale v př́ıpadě TPPS4 pozo-
rováno nebylo.

V př́ıpadě vzork̊u nasycených kysĺıkem stačil pro popis kinetik fosforescence tri-
pletńıch stav̊u TMPyP jednoexponenciálńı pokles. Závislost dob života na koncentraci
v tomto př́ıpadě koresponduje s pozorovaným prodlužováńım dob života u TPPS4,
přičemž od koncentrace 150µM se dále doby života neprodlužuj́ı (viz obr. 3.7). U duśı-
kem nasycených vzork̊u bylo pro popis fosforescence tripletńıch stav̊u TMPyP potřeba
dvouexponenciálńıho popisu a opět bylo toto chováńı podobné jako v př́ıpadě TPPS4.

Koncentrace TMPyP ani koncentrace rozpuštěného kysĺıku neměla vliv na tvar
ani polohu maxima fosforescenčńıho spektra 1O2, které se nacháźı na 1278 nm. Kine-
tiky fosforescence 1O2 bylo možné popsat konvolućı jednoexponenciálńıho nár̊ustu a
jednoexponenciálńıho poklesu. Doby nár̊ustu byly nezávislé na koncentraci TMPyP
pro vzorky v rovnováze se vzduchem i pro vzorky nasycené kysĺıkem (viz obr. 3.6 a
3.7). Hodnota nár̊ustu 1O2 (1, 7± 0, 1) µs dobře odpov́ıdá době života tripletńıch stav̊u
TMPyP pro nejnižš́ı měřené koncentrace vzork̊u v rovnováze se vzduchem. Obdobná
shoda panuje i pro nejnižš́ı koncentrace vzork̊u saturovaných kysĺıkem, kde je doba
nár̊ustu (0, 39± 0, 02) µs. Obdobné chováńı nár̊ust̊u fosforecence 1O2 bylo dř́ıve pozo-
rováno i u TPPS4.

Doba života 1O2 u kysĺıkem saturovaných vzork̊u je nezávislá na koncentraci TMPyP
a jej́ı pr̊uměrná hodnota je (3, 56± 0, 05) µs, což je ve velmi dobré shodě s (3, 5± 0, 1) µs
u TPPS4. V př́ıpadě vzork̊u v rovnováze se vzduchem je situace komplikovaněǰśı. Zde
doba života 1O2 s hodnotou (3, 9 ± 0, 1) µs je na koncentraci TMPyP nezávislá pouze
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Obrázek 3.6: Koncentračńı závislost dob života tripletńıch stav̊u TMPyP (3TMPyP) a
nár̊ust̊u fosforescence 1O2 pro vzorky v rovnováze se vzduchem.
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Obrázek 3.7: Koncentračńı závislost dob života tripletńıch stav̊u TMPyP (3TMPyP) a
nár̊ust̊u fosforescence 1O2 pro vzorky nasycené kysĺıkem.
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Obrázek 3.8: Kinetiky luminiscence singletńıho kysĺıku generovaným TPP v chloro-
formu a prostřed́ıch obsahuj́ıćıch PC.

do koncentrace 150 µM. Tato hodnota je bĺızko hodnotě (3, 7± 0, 1) µs u TPPS4. Zkra-
cováńı dob života 1O2 u kysĺıkem saturovaným vzork̊u v̊uči vzork̊um v rovnováze se
vzduchem odpov́ıdá zhášeńı singletńıho kysĺıku singletńım kysĺıkem [12]. U koncentraćı
přesahuj́ıćıch 150µM docháźı k prodlužováńı dob života 1O2 s koncentraćı TMPyP a
dosahuje hodnoty 5,3 µs pro koncentraci 400 µM.

Bylo ukázáno, že TPPS4 i TMPyP vykazuj́ı v roztoćıch PBS při pH = 7, 4 velmi
podobné kinetické, spektrálńı i fotosenzibilizačńı vlastnosti v širokém rozsahu koncen-
traćı. Určité rozd́ıly byly nalezeny až při vyšš́ıch koncentraćıch PS. Podrobněǰśı rozbor
pozorovaných spektroskopických vlastnost́ı TMPyP lze nalézt v článku publikovaném
v Journal of Molecular Structure [10].

3.3 TPP v prostřed́ı fosfatidylcholinu

Většina hydrofobńıch PS se převážně lokalizuje v hydrofóbńıch oblastech buněčných
membrán tvořených lipidy. Je známo, že lipidy výrazně ovlivňuj́ı dobu života sin-
gletńıho kysĺıku. Otázkou z̊ustává, do jaké mı́ry je lipidy ovlivněn i přenos energie
z tripletńıch stav̊u fotosenzilibilátor̊u na singletńı kysĺık. Na tuto otázkou se nejdř́ıve
snažili odpovědět v naš́ı laboratoři studiem chováńı lipofilńıch PS obsažených v li-
posomech [41, 42]. Pro lepš́ı pochopeńı proces̊u přenosu energie z tripletńıch stav̊u
PS na kysĺık v prostřed́ı lipid̊u bylo vhodné porovnat výsledky źıskané z liposomů
s výsledky měřeńı z méně uspořádaných systémů PC, než jsou liposomy, v kterých je
PC vysoce organizovaný. Nejdř́ıve bylo takové měřeńı provedeno s TPP rozpuštěným
v chloroformu obsahuj́ıćı v r̊uzných koncentraćıch PC. Později pak byla snaha provést
měřeńı jen z čistých lipid̊u obsahuj́ıćıch TPP odpařeńım chloroformu z kyvety. Tyto
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pokusy nebyly zcela úspěšné, jelikož se nepodařilo chloroform odpařit do té mı́ry, aby
již neovlivňoval chováńı TPP a kysĺıku v lipidech. Daľśı nevýhodou takto připravených
lipidových vzork̊u s TPP byla jejich značná nehomogenita.

Až při úpravách aparatury pro měřeńı z pevných vzork̊u se naskytly nové možnosti
měřeńı, tedy i rozsáhleǰśı možnosti charakteru vzorku, který se již nemusel nacházet
v kyvetě. Vzhledem k přetrvávaj́ıćım problémům s luminiskuj́ıćımi filtry, byla kv̊uli
sńıžeńı intenzity excitačńıho zářeńı dopadaj́ıćıho na filtry zvolena alternativńı metoda
měřeńı. Ta využ́ıvá světlovodu pouze k excitaci vzorku připraveného metodou spin-
coating, zat́ımco detekce signálu prob́ıhá z bočńı strany skĺıčka pomoćı p̊uvodńıho
světlosběrného systému, jak již bylo popsáno v kapitole 2.2.

Na obrázku 3.8 jsou vidět kinetiky fosforescence 1O2 generovaného TPP v čistém
chloroformu i s přidanými lipidy. V obrázku jsou rovněž vynesena data źıskaná z kyvety
po nedokonalém odpařeńı chloroformu a ze vzorku obsahuj́ıćıch jen TPP a fosfatidyl-
cholin. Signály ze vzork̊u s odstraněným chloroformem byly výrazně slabš́ı, proto jsou
v obrázku př́ıslušně vynásobeny pro lepš́ı srovnáńı. V př́ıpadě vzorku připraveného
metodou spin-coating byl signál velmi slabý a začátek kinetiky 1O2 v obrázku chyb́ı,
jelikož ho překrývala luminiscence filtr̊u.

Pokles fosforescence TPP v chloroformu bez přidaného PC vykazuje jednoexpo-
nenciálńı pokles s dobou života (0, 52 ± 0, 03) µs. V př́ıpadě vzork̊u obsahuj́ıćı nav́ıc
PC v rozsahu koncentraćı 50 − 200 mM se oproti vzork̊um bez PC sńıžila celková in-
tenzita fosforescence TPP a jej́ı kinetika začala vykazovat dvouexponenciálńı pr̊uběh.
Zat́ımco zvyšováńı koncentrace PC ve vzorćıch nemělo na celkovou intenzitu fosfo-
rescence téměř vliv, mělo vliv na zvyšováńı poměrného zastoupeńı deľśı z komponent
dvouexponenciálńıho poklesu (7 − 63 %). Doba života kratš́ı z komponent odpov́ıdá
přibližně době života jednoexponenciálńıho poklesu bez přidaného PC, deľśı z nich má
dobu života ∼ 1 µs. Doby života obou komponent vykazuj́ı slabý pokles s nar̊ustaj́ıćı
koncentraćı PC, což naznačuje zhášeńı tripletńıch stav̊u TPP fosfatidylcholinem.

Kinetiky 1O2 nebylo možné ani v jenom př́ıpadě uspokojivě nafitovat modelem
1.31, který odpov́ıdá konvoluci jednoexponenciálńıho nár̊ustu a jednoexponenciálńıho
poklesu. Nejjednodušš́ı možná funkce popisuj́ıćı v dobrém přibĺıžeńı źıskané kinetiky,
byla konvoluce jednoexponenciálńıho nár̊ustu a lineárńı kombinace dvou jednoexpo-
nenciálńıch pokles̊u. Přestože dvouexponenciálńı model dob života tripletńıch stav̊u
TPP s přidaným PC by naznačoval i dvouexponenciálńı nár̊ust fosforescence 1O2,
źıskané kinetiky nebylo bohužel možné spolehlivě nafitovat takto komplexńım modelem.
Proto doby nár̊ustu odpov́ıdaj́ı pouze efektivńım hodnotám. Doby nár̊ustu vykazuj́ı
slabé prodlužováńı s koncentraćı PC (0, 34−0, 59 µs), což odpov́ıdá vyšš́ımu zastoupeńı
deľśı komponenty tripletńıch stav̊u TPP se vzr̊ustaj́ıćı koncentraćı PC. Zat́ımco hod-
nota prvńı komponenty dvouexponenciálńıho poklesu z̊ustává přibližně stejná (∼ 7 µs)
pro všechny vzorky obsahuj́ıćı PC, jej́ı poměrné zastoupeńı se se zvyšuj́ıćı koncentraćı
PC zvyšuje (22 − 76 %). Naopak deľśı z komponent se během zvyšováńı koncentrace
PC zkracuje z 78 µs na 14 µs.

Kinetiky fosforescence TPP źıskané ze vzorku z kyvety po nedokonalém odpařeńı
chloroformu vykazuj́ı ještě komplikovaněǰśı charakter a pro jejich nafitováńı bylo
potřeba trojexponenciálńıho poklesu. Výsledné doby života všech tř́ı komponent byly
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výrazně deľśı než v př́ıpadě roztok̊u TPP a PC v chloroformu ((2, 45± 0, 18) µs (24 %),
(10, 7± 1, 3) µs (17 %) a (84, 8±8, 8) µs (58 %)). To je dáno výrazně nižš́ı rozpustnost́ı a
nižš́ım difuzńım koeficientem kysĺıku v lipidech. Proto je zhášeńı tripletńıch stav̊u TPP
o tolik pomaleǰśı než v chloroformu. Ze stejného d̊uvodu je nižš́ı i celková intenzita lu-
miniscence 1O2. Doba nár̊ustu 1O2 (1, 1± 0, 1) µs dobře odpov́ıdá trendu prodlužováńı
těchto dob se zvyšuj́ıćı se koncentraćı lipid̊u v roztoćıch. Doby života 1O2 zde opět
odpov́ıdaj́ı dvouexponenciálńımu poklesu s prvńı komponentou (5, 9± 0, 6) µs (58 %) a
druhou (34, 8± 4, 1) µs (42 %).

Signál źıskaný ze vzorku, který byl připraven metodou spin coating a obsahoval
nejnižš́ı obsah chloroformu ze všech předchoźıch vzork̊u, byl také ze všech nejslabš́ı.
Vzhledem k velmi ńızkému signálu z tohoto vzorku a t́ım pádem i dlouhé době akumu-
lace, bylo možné obdržet pouze přibližné časové konstanty. Přesto doba života nár̊ustu
fosforescence 1O2 3,8 µs a poklesu 6,4 µs (36 %) a 9,0 µs (64 %) sleduj́ı dosud nast́ıněné
trendy v dobách života měńıćıch se v závislosti na koncentraci PC.

Bylo ukázáno, že PC zháš́ı jak singletńı kysĺık, tak tripletńı stavy TPP. Rovněž
se ukázalo, že PC chráńı TPP a bráńı tvorbě jeho fotoproduktu v chloroformu, což je
zřejmě zp̊usobeno zhášeńım singletńıho kysĺıku fosfatidylcholinem. Publikace shrnuj́ıćı
tyto výsledky je momentálně v recenzńım ř́ızeńı [9].

3.4 PpIX v polymerńıch fólíıch

Pro potřeby prvńıch měřeńı při optimalizaci aparatury a následného využit́ı jakožto
standardu byly vyrobeny polymerńı fólie z PMMA a polystyrenu, které obsahuj́ı foto-
senzibilizátor v r̊uzných fyziologických koncentraćıch.

Na obrázku 3.9 jsou vidět naměřené kinetiky fosforescence 1O2 na 1278 nm z těchto
fólíı obsahuj́ıćıch PpIX v koncentraci 100 µM. Z obrázku je jasně patrný výrazný rozd́ıl
v intenzitách signálu fosforescence 1O2 źıskaných za stejných podmı́nek z polymerńıch
fólíı vyrobených z PMMA a polystyrenu. V př́ıpadě fólíı vyrobených z polystyrenu je
signál poměrně slabý a nár̊ust fosforescence 1O2 je do značné mı́ry překryt zbytko-
vou luminiscenćı filtr̊u. Naopak v př́ıpadě fólie z PMMA je signál poměrně silný se
zřetelným nár̊ustem i poklesem fosforescence 1O2. Pro popis kinetiky 1O2 z PMMA
postačuje jednoduchý model vyjádřený rovnićı 1.31. Vážený pr̊uměr dob života sin-
gletńıho kysĺıku generovaného PpIX v PMMA źıskaný postupným nafitováńım prvńıch
deseti naměřených kinetik, jejichž sečteńım je źıskáván lepš́ı poměr signál/šum, je roven
(42, 2± 1, 7)µs a vážený pr̊uměr doby života tripletńıch stav̊u PpIX, źıskaný stejným
zp̊usobem, je roven (11, 9± 0, 4) µs.

Na prvńı pohled by se mohlo zdát, že fólie z PMMA by mohly sloužit jako vhodný
standard pro měřeńı z pevných vzork̊u. Při podrobněǰśım zkoumáńı jednotlivých kine-
tik (n = 20) se však ukázalo výrazné snižováńı intenzity signálu 1O2 v čase. Tento jev je
trvalý a byl vysvětlen pomoćı následných fluorescenčńıch měřeńı, při kterých bylo pozo-
rováno rychlé formováńı fotoproduktu a postupné vybělováńı PpIX v prostřed́ı PMMA.

Z těchto d̊uvod̊u se vyrobené polymerńı fólie s PpIX nejev́ı jako vhodný standard
pro měřeńı s vyšš́ımi energiemi excitačńıho zářeńı, které jsou však pro naše měřeńı
nezbytné.
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Obrázek 3.9: Kinetiky luminiscence 1O2 na 1278 nm generovaného PpIX o koncentraci
100 µM v PMMA a polystyrenu.

3.5 Tkáňové kultury

3.5.1 Fluorescenčńı měřeńı

Prvńı pokusy s kultivaćı buněčných kultur myš́ıch fibroblast̊u linie 3T3 s fotosenzibi-
lizátorem byly prováděny s použit́ım ALA. Důvod, proč byl zvolen právě tento fotosen-
zibilizátor, je ten, že ALA je v České republice schválena pro klinické použit́ı, a proto
je hojně využ́ıvaným PS v praxi. Kultivace byla prováděna s buňkami ve stacionárńı
fázi r̊ustu ve 100 µM ALA po dobu 20 hodin po vzoru [52]. Při tomto postupu kultivace
bylo dosaženo produkce PpIX, což dokazuje jeho fluorescenčńı spektrum na obrázku
3.10 poř́ızené mikrospektroskopickou aparaturou, nicméně fluorescence PpIX z buňky
nebyla v mikroskopu pouhým okem pozorovatelná. Ve spektru jsou jasně patrné fluo-
rescenčńı pásy odpov́ıdaj́ıćı PpIX na silném pozad́ı. Vzhledem k dlouhé době akumulace
se nejsṕı̌se jedná o pozad́ı pocházej́ıćı od autofluorescence buňky. Na obrázku 3.10 je
rovněž uvedeno spektrum naměřené z buněk v kyvetě, které byly před t́ımto měřeńı vy-
staveny expozici excitačńıho zářeńı při měřeńı luminiscence 1O2. Intenzita obou spekter
je pro lepš́ı srovnáńı v obrázku přenormována. Je vidět, že po cca hodinové expozici
téměř zmizely pásy okolo 640 nm a 675 nm odpov́ıdaj́ıćı fluorescenci PpIX [40] a zbylo
pouze silné pozad́ı rostoućı u kratš́ıch vlnových délek.

Pokusy naměřit kinetiku fosforescence 1O2 z takto připravených buněk nebyly
úspěšné. Jednou z možných př́ıčin se jevila ńızká hladina PpIX vyprodukovaného
buňkami z ALA. Možným východiskem z této nepř́ıznivé situace by byla možnost změny
kultivačńıho protokolu. Rešerše publikaćı ostatńıch autor̊u zabývaj́ıćıch se touto pro-
blematikou [46,52,72] ukázala, že kultivačńı protokoly se od sebe často výrazně odlǐsuj́ı,
přičemž jsou použ́ıvány r̊uzné druhy buněčných kultur. Optimalizace takové kultivace
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Obrázek 3.10: Fluorescenčńı spektrum PpIX z buněk kultivovaných 20 hodin v ALA
před a po hodinovém měřeńı luminiscence 1O2.

by byla časově náročná, proto bylo výhodněǰśı nejdř́ıve vyzkoušet kultivaci s jinými
PS, které jsou méně citlivé na stav buněčné kultury a daľśı parametry kultivace.

Jako daľśı PS byly proto zvoleny hydrofilńı TPPS4, schválený v České republice
pro klinické použit́ı, a jeho kladně nabitý analog TMPyP, který dosud povoleńı nemá.
Kultivace byla provedena dle optimalizované metody [3], která se shoduje s předešlým
postupem použitým pro ALA.

Na obrázku 3.11 jsou vidět mikroskopické sńımky 3T3 myš́ıch fibroblast̊u kulti-
vovaných s TPPS4. Vyobrazen je jak sńımek v procházej́ıćım světle, tak i sńımek
fluorescenčńı. Jinak černob́ılý fluorescenčńı obrázek byl softwarově upraven tak, aby
barevně odpov́ıdal fluorescenci PS. Hlavńı lokalizaćı TPPS4 jsou lyzozomy, které jsou
na obrázku vidět jako malé sv́ıt́ıćı tečky v cytoplazmě, přičemž v jádře buněk se TPPS4

téměř nevyskytuje. Na obrázku 3.12 jsou vidět fluorescenčńı spektra poř́ızená z buněk
na obrázku 3.11. U obou spekter je vidět silný fluorescenčńı pás TPPS4 s hlavńım
maximem na 660 nm a vedleǰśım na 730 nm. Toto spektrum je oproti spektru TPPS4

v PBS [40] celé posunuté asi o 20 nm do červené oblasti. Spektra z jednotlivých buněk se
od sebe lǐśı poměrem intenzit fluorescenčńıch pás̊u TPPS4 oproti pozad́ı. To je zřejmě
dáno t́ım, že se buňky od sebe lǐsily v množstv́ı obsaženého TPPS4. Daľśım rozd́ılem
mezi spektry z obou buněk je pozorovaný pás autofluorescence, který se v př́ıpadě
buňky se silněǰśım signálem TPPS4 zvedá od 600 nm směrem ke kratš́ım vlnovým
délkám. Důvod, proč se tento pás u buňky s nižš́ım obsahem TPPS4 nevyskytuje, neńı
zcela jasný.

Na obrázku 3.13 je stejná dvojice obrázk̊u, jako v př́ıpadě buněk kultivovaných
s TPPS4, pro buňky kultivované s TMPyP. Z obrázku je dobře patrná vlastnost TMPyP
přednostně se akumulovat v jádře buňky. Fluorescenčńı spektrum TMPyP, které bylo
poř́ızeno z buňky na obrázku 3.13, je na obrázku 3.14. Spektrum TMPyP je sice z velké
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Obrázek 3.11: Mikroskopický sńımek 3T3 myš́ıch fibroblast̊u kultivovaných ve 100 µM
TPPS4 po dobu 20 hodin v procházej́ıćım světle (vlevo) a fluorescenčńı sńımek (vpravo).
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Obrázek 3.12: Fluorescenčńı spektra TPPS4 z buňek na obr. 3.11.
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Obrázek 3.13: Mikroskopický sńımek 3T3 myš́ıho fibroblastu kultivovaného ve 100 µM
TMPyP po dobu 20 hodin v procházej́ıćım světle (vlevo) a fluorescenčńı sńımek
(vpravo).
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Obrázek 3.14: Fluorescenčńı spektrum TMPyP z buňky na obr. 3.13.
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části překryto pozad́ım, přesto jsou okolo vlnových délek 670 nm a 710 nm rozlǐsitelné
fluorescenčńı pásy TMPyP. Na rozd́ıl od buněk kultivovaných s TPPS4 buňky s TMPyP
sv́ıtily v́ıce v zelené oblasti, čemuž odpov́ıdá i naměřené spektrum, přesto je na obrázku
3.13 fluorescence rovněž znázorněna v červené barvě.

Fluorescenčńı spektra poř́ızená z buněk odpov́ıdaj́ı sv́ıt́ıćım maximům v buňce vy-
mezeným štěrbinou. Ta byla umı́stěna tak, že vertikálně prot́ınala celou buňku např́ıč
v jej́ım středu. Intenzita spekter odpov́ıdá intenzitě sv́ıt́ıćıch mı́st v buňkách, z kterých
byla spektra poř́ızena. Jako reprezentativńı spektra byla vybrána ta, která odpov́ıdala
nejsilněji sv́ıt́ıćım mı́st̊um v rámci štěrbiny. Ostatńı spektra poř́ızená v rámci jedné
buňky se lǐsila pouze intenzitou, ne však svým charakterem. Zvlněńı spekter, které je
nejv́ıce patrné na okraj́ıch spekter, je dáno interferenčńımi jevy na zpětně osvětlované
detekčńı kameře (tzv. etaloning).

Bylo potvrzeno, že lokalizace PS záviśı na tom, o jaký PS se jedná. TMPyP je lo-
kalizován z velké části v jádře, zat́ımco TPPS4 se koncentruje převážně v lyzozomech.
Fluorescenčńı spektra poř́ızená z buněk kultivovaných s těmito PS jsou ovlivněna po-
zad́ım, které nejsṕı̌se pocháźı od autofluorescence samotných buněk.

3.5.2 Fosforescenčńı měřeńı

Po neúspěšném měřeńı fosforescence 1O2 z buněk kultivovaných s ALA bylo provedeno
stejné měřeńı s buňkami kultivovanými s TPPS4. Toto měřeńı bylo z hlediska detekce
1O2 rovněž neúspěšné, ale byla již zaznamenána silná fluorescence TPPS4 pocházej́ıćı
z intracelulárńıho prostoru buněk. Tato fluorescence byla v mikroskopu dobře pozoro-
vatelná pouhým okem. Tento stav naznačoval, že bud’ se v buňce nacháźı malá koncen-
trace tripletńıch stav̊u PS, nebo je v ńı nedostatek volného kysĺıku. Vzhledem k poruše
excitačńıho laseru během měřeńı se nepodařilo variantu ńızké koncentrace tripletńıch
stav̊u PS vyvrátit měřeńım jeho fosforescence.

Pro př́ı̌st́ı měřeńı byly připraveny dvě skupiny buněk. Jedny kultivované s TMPyP,
druhé s TPPS4. Postup měřeńı byl takový, že 20 minut před začátkem měřeńı začalo být
probubláváno PBS nad buňkami čistým kysĺıkem, přičemž toto bubláńı pokračovalo
i během celého měřeńı fosforescence 1O2 na 1278 nm. T́ım bylo zajǐstěno, že problém
absence signálu 1O2 neńı zp̊usoben nedostatkem kysĺıku v buňkách. Poté bylo měřeńı
pozastaveno a PBS nad buňkami začalo být probubláváno duśıkem. To opět prob́ıhalo
20 minut a pokračovalo po celé měřeńı, které bylo shodné s měřeńım 1O2 na 1278 nm.
Tento postup zajǐst’oval vytěsněńı kysĺıku z buněk, tud́ıž se zamezilo tvorbě 1O2 a data
mohla být využita jako relevantńı pozad́ı, které se od předchoźıch dat následně odečetlo.
Po tomto měřeńı následovalo ještě měřeńı fosforescence PS na vlnové délce 958 nm při
současném bubláńı kysĺıkem. Shodný postup byl použit jak pro buňky s TPPS4, tak pro
buňky s TMPyP. Vzhledem k redukovanému signálu už i tak velmi slabé fosforescence
PS a 1O2 v biologických systémech byla pro tato měřeńı odstraněna vstupńı i výstupńı
štěrbina monochromátoru, a t́ım byla zvýšena efektivita sběru signálu, jak je popsáno
v kapitole 3.1.4.

Na obrázćıch 3.15 a 3.16 jsou vidět naměřené kinetiky fosforescence 1O2 na vlnové
délce 1278 nm z 3T3 myš́ıch fibroblast̊u kultivovaných s 100 µM TPPS4 resp. TMPyP
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po dobu 20 hodin. Od dat je odečteno pozad́ı pocházej́ıćı z buněk probublávaných
duśıkem a data jsou pro lepš́ı přehlednost sečtena po 25 kanálech. Pro nafitováńı dat
stačila konvoluce jednoexponenciálńıho nár̊ustu a jednoexponenciálńıho poklesu dle
rovnice 1.31. Vzhledem k tomu, že vynesená data jsou źıskána sečteńım třiceti po
sobě jdoućıch měřeńı, byla data rozdělena na pět skupin po šesti měřeńıch a ty byly
nafitovány. Jejich statistickým zpracováńım bylo možné źıskat relevantněǰśı doby života
a jejich standardńı chyby, než které uvád́ı program Gnuplot použitý pro fitováńı dat.

Na obrázćıch 3.17 a 3.18 je vynesena časová závislost dob života singletńıho kysĺıku
τ∆ a dob nár̊ustu jeho fosforescence τT pro TPPS4 i TMPyP tak, jak se měnily během
měřeńı. V př́ıpadě TPPS4 zač́ıná tato závislost až v třinácté minutě od začátku měřeńı,
jelikož předcházej́ıćı kinetiky nebylo možné uspokojivě nafitovat kv̊uli nár̊ust̊um fos-
forescence 1O2 překrytým luminiscenćı pozad́ı. Z obou obrázk̊u je vidět, že postupně
docháźı k ustalováńı dob života tripletńıch stav̊u τT TMPyP i TPPS4 v buňce. S po-
klesem dob života τT na ustálenou úroveň je rovněž patrné mı́rné prodloužeńı dob
života τ∆, které jsou dále prakticky konstantńı. Zkracováńı dob života τT nejsṕı̌se
souviśı s postupným zvyšováńım koncentrace kysĺıku v buňkách zp̊usobené bubláńım
kysĺıkem do vzorku. Doba bubláńı kysĺıkem před měřeńım odpov́ıdala ověřenému po-
stupu použ́ıvanému při měřeńı z roztok̊u, kde byla tato doba pro ustáleńı koncentrace
kysĺıku dostatečná. V př́ıpadě buněk je pro ustáleńı koncentrace kysĺıku nejsṕı̌se nutné
dobu bubláńı prodloužit, jelikož difuze kysĺıku je v tomto př́ıpadě omezena propustnost́ı
buněčných membrán. Důvod, proč se doby života τT zkracuj́ı se zvyšuj́ıćı se koncentraćı
kysĺıku, je dán zhášeńım tripletńıch stav̊u PS kysĺıkem.

Doby života τ∆ i τT pro TMPyP i TPPS4 jsou uvedeny v tabulce 3.2. Hodnoty dob
života i jejich standardńı chyby jsou vypočteny jako vážený pr̊uměr z hodnot po jejich
ustáleńı. Konkrétně se jedná o posledńı čtyři hodnoty v př́ıpadě dob života τ∆ pro
TPPS4 i TMPyP a v př́ıpadě nár̊ust̊u τT se pak jedná o posledńı tři hodnoty v př́ıpadě
TPPS4 a posledńı čtyři hodnoty pro TMPyP (viz obr 3.17 a 3.18).

V př́ıpadě fitováńı kinetik 1O2 naměřených z biologických systémů se ukázalo, že
koeficient I0/(τ

−1
∆ − τ−1

T ) z rovnice 1.31 může vyj́ıt i kladný. V takovém př́ıpadě již
neńı jasně dáno, zda koeficienty τ∆ a τT stále vyjadřuj́ı dobu života 1O2 resp. dobu
života triplet̊u PS, nebo se význam těchto koeficient̊u vyměńı. To, že v prostřed́ı buněk
je opravdu význam obou koeficient̊u opačný, potvrzuje [3] pomoćı měřeńı kinetik 1O2

z buněk v H2O a D2O. Vzhledem k tomu, že doba života singletńıho kysĺıku je výrazně
v́ıce závislá na této izotopické záměně než doba života tripletńıch stav̊u PS, je pak
jednoduché určit význam jednotlivých koeficient̊u. Záměna významu obou koeficient̊u
tedy znamená, že doba života 1O2 je v buněčném prostřed́ı kratš́ı než doba života
tripletńıch stav̊u PS. Ke stejnému závěru došel rovněž Niedere et al. [45] při měřeńıch
in vivo.

Výsledky měřeńı fosforescence tripletńıch stav̊u PS na vlnové délce 958 nm jsou
na obrázćıch 3.19 a 3.20. Od dat je odečteno pozad́ı (temný signál) źıskané z konce
naměřených dat. Obdržená data nebylo možné přijatelně nafitovat pomoćı jednoex-
ponenciálńıho poklesu, proto jsou data proložena lineárńı kombinaćı dvou jednoexpo-
nenciálńıch pokles̊u. V tabulce 3.3 jsou uvedeny doby života obou komponent včetně
jejich procentuálńıho zastoupeńı. Porovnáńım dob života τT obdržených z kinetik 1O2
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Obrázek 3.15: Fosforescence 1O2 na 1278 nm z 3T3 myš́ıch fibroblast̊u kultivovaných
ve 100 µM TPPS4 po dobu 20 hodin.

 0

 20

 40

 60

 80

 100

 120

 140

 160

 5  10  15  20  25  30  35  40

fo
sf

or
es

ce
nc

e 
[p

oč
et

 fo
to

nů
]

čas [µs]

Obrázek 3.16: Fosforescence 1O2 na 1278 nm z 3T3 myš́ıch fibroblast̊u kultivovaných
ve TMPyP po dobu 20 hodin.
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Obrázek 3.17: Vývoj dob života 1O2 a 3TPPS4 během měřeńı.
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Obrázek 3.18: Vývoj dob života 1O2 a 3TMPyP během měřeńı.
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τ∆ [µs] τT [µs]

TPPS4 0, 99± 0, 02 4, 5± 0, 2
TMPyP 1, 11± 0, 09 5, 8± 0, 1

Tabulka 3.2: Doby života singletńıho kysĺıku τ∆ a doby nár̊ust̊u jeho fosforescence τT

pro TPPS4 a TMPyP.

τT1 [µs] [%] τT2 [µs] [%]

TPPS4 0, 14± 0, 02 94 1, 1± 0, 1 6
TMPyP 0, 25± 0, 02 84 3, 1± 0, 8 16

Tabulka 3.3: Doby života fosforescence tripletńıch stav̊u TPPS4 a TMPyP.

uvedených v tabulce 3.2 je vidět, že jsou obě doby života τT1 a τT2 výrazně kratš́ı.
Jedńım z možných vysvětleńı tohoto nesouladu je to, že po deľśı době bubláńı duśıkem
a vystaveńı obecně nepř́ıznivým podmı́nkám buňky z velké části lyzovaly, a došlo tedy
k vylit́ı jejich intracelulárńıho prostoru, obsahuj́ıćıho PS, do okolńıho prostřed́ı. T́ım
pádem by zkrácené doby života z části odpov́ıdaly kratš́ım dobám života tripleńıch
stav̊u PS v PBS nasyceným kysĺıkem (pro TMPyP ∼ 0,45µs, viz kapitola 3.2 a obr.
3.7) a částečně dobám života PS interaguj́ıćıch se zbytky buněk.

Źıskané doby života 1O2 generovaného v 3T3 myš́ıch fibroblastech pomoćı TPPS4

resp. TMPyP se v rámci experimentálńı chyby shoduj́ı s hodnotami naměřenými ze
suspenze buněk lidských fibroblast̊u Jiménez-Banzo et al. [3] při použit́ı stejných PS.
V př́ıpadě TPPS4 obdržela Jiménez-Banzo et al. [3] hodnotu (1, 5±1, 0) µs a pro př́ıpad
TMPyP (1, 7 ± 1, 0) µs. Námi naměřené výsledky jsou (0, 99 ± 0, 02) µs pro TPPS4 a
(1, 11±0, 09) µs pro TMPyP. Obě tyto hodnoty se v rámci udávané chyby vzájemně sho-
duj́ı, přičemž naše výsledky jsou naměřeny s minimálně řádově nižš́ı chybou. Výsledky
se shoduj́ı i v tom, že doba života 1O2 je v př́ıpadě použit́ı TMPyP deľśı než při použit́ı
TPPS4. Pro srovnáńı jsou naše hodnoty dob života 1O2 mezi hodnotami Jiménez-Banzo
et al. [3] a Niedre et al. [45], který uvád́ı dobu života 1O2 ze suspenze buněk při použit́ı
hydrofilńıho PS AlS4Pc (0, 6± 0, 4) µs, opět s řádově vyšš́ı chybou.

Pokud se jedná o doby života tripletńıch stav̊u τT źıskaných z kinetik fosforescence
1O2, pak Jiménez-Banzo et al. [3] uvád́ı hodnotu (20±1) µs pro TPPS4 a (15±2) µs pro
TMPyP. Niedre et al. [45] pro AlS4Pc uvád́ı (19 ± 3) µs. Námi naměřené hodnoty
(4, 5 ± 0, 2) µs pro TPPS4 a (5, 8 ± 0, 1) µs pro TMPyP jsou kratš́ı. To je nejsṕı̌se
zp̊usobeno vyšš́ı koncentraćı kysĺıku v buňkách, než jaká byla v př́ıpadě ostatńıch
autor̊u. Tomu by nasvědčovaly i obrázky časového vývoje dob života tripletńıch stav̊u
3.15 a 3.16, kde se doby života s dobou bubláńı zkracuj́ı. Vzhledem k malému počtu
bod̊u bohužel neńı možná přijatelná extrapolace dat pro určeńı dob života tripletńıch
stav̊u PS bez bubláńı kysĺıkem.
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Obrázek 3.19: Fosforescence 3TPPS4 na 958 nm z 3T3 myš́ıch fibroblast̊u kultivovaných
ve 100 µM TPPS4 po dobu 20 hodin.
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Obrázek 3.20: Fosforescence 3TMPyP na 958 nm z 3T3 myš́ıch fibroblast̊u kultivo-
vaných ve 100 µM TMPyP po dobu 20 hodin.
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Závěr

V úvodńı teoretické části práce byly popsány základńı spektroskopické vlastnosti mno-
haatomových molekul a singletńıho kysĺıku. Ty byly následně aplikovány a dále roz-
vinuty v souvislosti s popisem základńıch poznatk̊u o pochodech prob́ıhaj́ıćıch při fo-
todynamické terapii. Jsou zde rovněž shrnuty dosud publikované výsledky luminis-
cenčńı detekce singletńıho kysĺıku v biologických systémech a možnosti jej́ıho využit́ı
pro výzkum mechanizmů a sledováńı pr̊uběhu fotodynamické terapie.

Pro seznámeńı s funkćı p̊uvodńı aparatury byla provedena měřeńı spektroskopických
a fotosenzibilizačńıch vlastnost́ı hydrofilńıho kladně nabitého fotosenzibilátoru TMPyP
a jejich srovnáńı s dř́ıve publikovanými vlastnostmi jeho záporně nabitého analogu
TPPS4 [11]. Tyto výsledky byly současně publikovány v impaktovaném časopise Jour-
nal of Molecular Structure [10].

Určitým mezistupněm mezi měřeńım s p̊uvodńım uspořádáńım aparatury z roztok̊u
a měřeńım z pevných vzork̊u pomoćı světlovodu s luminiscenčńı sondou byla měřeńı
vlivu fosfatidylcholinu na fotosenzibilizačńı vlastnosti TPP a dobu života j́ım genero-
vaného singletńıho kysĺıku. Tato měřeńı jsou mimo jiné zaj́ımavá zp̊usobem výroby
vzork̊u pomoćı metody spin-coating, ale i metodou detekce signálu z bočńı strany
skĺıčka, na kterém byl vzorek nanesen. Takto naměřená data jsou součást́ı publikace [9],
u které momentálně prob́ıhá recenzńı ř́ızeńı.

Dále se práce zabývá úpravou a optimalizaćı aparatury pro sběr luminiscence sin-
gletńıho kysĺıku z povrchu pevných vzork̊u pomoćı světlovodu s luminiscenčńı sondou.
Přes mnohé obt́ıže souvisej́ıćı hlavně s luminiscenćı filtr̊u a navázáńım excitačńıho
zářeńı do vláken světlovodu se podařilo požadovaným zp̊usobem upravit aparaturu
pro měřeńı z pevných vzork̊u při zachováńı možnosti měřit z roztok̊u.

Byl navrhnut a odzkoušen postup výroby polymerńıch matric z PMMA a polysty-
renu obsahuj́ıćı protoporfyrin IX. Přestože se později ukázalo, že tyto polymerńı fólie
nejsou ideálńım standardem pro naše měřeńı, podařilo se pomoćı nich provést prvńı
úspěšné měřeńı luminiscence singletńıho kysĺıku z pevných vzork̊u pomoćı světlovodu.

Po daľśıch testovaćıch měřeńıch a optimalizaci aparatury i kultivace buněčných
kultur se podařilo naměřit pilotńı fluorescenčńı spektra i kinetiky fosforescence sin-
gletńıho kysĺıku z 3T3 myš́ıch fibroblast̊u obsahuj́ıćıch TPPS4 resp. TMPyP. Obdržené
doby života singletńıho kysĺıku (0, 99± 0, 02) µs (TPPS4) a (1, 11± 0, 09) µs (TMPyP)
odpov́ıdaj́ı dosud publikovaným výsledk̊um a nav́ıc jsou určeny s řádově nižš́ı chy-
bou. Doby života tripletńıch stav̊u fotosenzibilizátor̊u se s publikovanými výsledky
rozcházej́ı, což je ale vysvětlováno vyšš́ı koncentraćı kysĺıku v buňkách při námi provádě-
ných experimentech.
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Pozitivńı výsledky źıskané z tenké vrstvy 3T3 myš́ıch fibroblast̊u obsahuj́ıćıch
TPPS4 resp. TMPyP naznačuj́ı, že měřeńı s upravenou aparaturou z živých pokusných
zv́ı̌rat by mohlo být rovněž úspěšné. Před t́ımto krokem je však plánováno zvládnut́ı
rutinńı kultivace buněčných kultur lidských fibroblast̊u př́ımo v naš́ı laboratoři a pro-
vedeńı navrhované úpravy v optickém přizp̊usobeńı vstupńıho světlosběrného systému.

Dı́ky možnosti detekovat fosforescenci fotosezibilizátor̊u a singletńıho kysĺıku s časo-
vým i spektrálńım rozlǐseńım z celé řady r̊uznorodých vzork̊u, včetně extrémně slabého
signálu ze vzork̊u in vivo, by se tato aparatura stala zcela unikátńı i v celosvětovém
měř́ıtku. Později by mohla být použ́ıvána nejen k výzkumu mechanizmů fotodynamické
terapie, ale rovněž by mohla sloužit k optimalizaci terapie u jednotlivých pacient̊u př́ımo
v jej́ım pr̊uběhu. K tomu by však bylo potřeba detekčńı aparaturu dále vhodně upravit
pro potřeby klinického využit́ı a výrazně sńıžit jej́ı technologickou náročnost. V prvńı
řadě by bylo nutné nahradit fotonásobič chlazený tekutým duśıkem za jeho nověǰśı verzi
chlazenou Peltierovými články a mı́sto stávaj́ıćı kombinace excitačńıch laser̊u využ́ıt
nejsṕı̌se nějaký typ pevnolátkového laseru.
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tigations of singlet oxygen luminescence in water, in phosphatidylcholine, and in
aqueous suspensions of phosphatidylcholine or HT29 cells. Journal of Physical
Chemistry B 109(7) (2005), 3041− 3046.
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[48] Nový J., Urbanová M., Volka K.: Vibrational and electronic circular dichroism and
absorption spectral study of the DNA–5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-
yl)porphyrin interaction. Journal of Molecular Structure 748(1-3) (2005), 17−25.

[49] Patterson M. S., Madsen S. J., Wilson B. C.: Experimental tests of the feasibility
of singlet oxygen luminescence monitoring in vivo during photodynamic therapy.
Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, 5 (1990), 69− 84.

67



[50] Poet A.: Light-Tissue Interactions. <http://www.shorelaser.com/Light Tissue In-
teractions.html> [cit. 2009-04-16].

[51] Photodynamic Therapy for Cancer: Questions and Answers. (2004),
<http://www.cancer.gov/cancertopics/factsheet/Therapy/photodynamic>
[cit. 2009-04-16].

[52] Pourzand C., Reelfs O., Kvam E., Tyrrell R. M.: The Iron Regulatory Protein Can
Determine the Effectiveness of 5-Aminolevulinic Acid in Inducing Protoporphyrin
IX in Human Primary Skin Fibroblast. Journal of Investigative Dermatology 112
(1999), 419− 425.
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[54] Rakovina v Evropě: Kĺıčová fakta a statisktiky. European Cancer Patient
Coalition, <www.cabrnoch.cz/media/2006-11-22 Rakovina v %20Evrope.pdf>
[cit. 2009-04-16].

[55] Qin Y., Xing D., Luo S., Zhou J., Zhong X., Chen Q.: Feasibility of Using Flu-
oresceinyl Cypridina Luciferin Analog in a Novel Chemiluminescence Method for
Real-time Photodynamic Therapy Dosimetry. Photochemistry and Photobiology
81(6) (2005), 1534− 1538.

[56] Robinson D. J., Bruijn H. S., Veen N., Stringer M. R., Brown S. B., Star W. M.:
Fluorescence Photobleaching of ALA-induced Protoporphyrin IX during Photo-
dynamic Therapy of Normal Hairless Mouse Skin: The Effect of Light Dose and
Irradiance and the Resulting Biological Effect. Photochemistry and Photobiology
67(1) (1998), 140− 149.

[57] Schweitzer C., Schmidt R.: Physical Mechanisms of Generation and Deactivation
of Singlet Oxygen. Chemical Reviews 103 (2003), 1685− 1757.

[58] Skovsen E., Snyder J. W., Lambert J. D., Ogilby P. R.: Lifetime and diffusion
of singlet oxygen in a cell. Journal of Physical Chemistry B 109(18) (2005),
8570− 8573.

[59] Snyder J. W., Zebger I., Gao. Z., Poulsen L., Frederiksen P. K., Skovsen E., McIlroy
S. P., Klinger M., Andersen L. K., Ogilby P. R.: Singlet oxygen microscope: from
phase-separated polymers to single biological cells, Accounts of Chemical Research
37(11) (2004), 894− 901.

[60] Snyder J. W., Skovsen E., Lambert J. D. C., Ogilby P. R.: Subcellular, Time-
Resolved Studies of Singlet Oxygen in Single Cells. Journal of the American Che-
mical Society 127 (2005), 14558− 14559.

[61] Snyder J. W., Skovsen E., Lambert J. D., Poulsen L., Ogilby P. R.: Optical de-
tection of singlet oxygen from single cells. Physical Chemistry Chemical Physics
8 (2006), 4280− 4293.

68



[62] Snyder J. W., Lambert J. D. C., Ogilby P. R.: 5,10,15,20-Tetrakis(N-Methyl-4-
Pyridyl)-21 H,23H-Porphine (TMPyP) as a Sensitizer for Singlet Oxygen Imaging
in Cells: Characterizing the Irradiation-dependent Behavior of TMPyP in a Single
Cell. Photochemistry and Photobiology 82(1) (2006), 177− 184.

[63] Spikes J. D.: Photodynamic Action: From Paramecium to Photochemotherapy.
Photochemistry and Photobiology 65 (1997), 142− 147..

[64] Stief T.W.: The physiology and pharmacology of singlet oxygen. Medical Hypo-
theses, 60 (2003), 567− 572.

[65] Trauner K. B., Gandour-Edwards R., Bamberg M., Shortkroff S., Sledge C., Hasan
T.: Photodynamic synovectomy using benzoporphyrin derivative in an antigen-
induced arthritis model for rheumatoid arthritis. Photochemistry and Photobiology
67 (1998), 133− 139.

[66] Triesscheijn M., Baas P., Schellens J. H., Stewart F. A.: Photodynamic therapy in
oncology. Oncologist 11 (2006), 1034− 1044.

[67] Wainwright M.: Photoinactivation of viruses. Photochemal & Photobiological
Sciences 3 (2004), 406− 411.

[68] Weishaupt K. R, Gomer Ch. J., Dougherty T. J.: Identification of Singlet Oxygen
as the Cytotoxic Agent in Photo-inactivation of a Murine Tumor. Cancer Research
36 (1976), 2326− 2329.

[69] Wilson B. C., Patterson M. S.: The physics, biophysics and technology of photo-
dynamic therapy. Physics in Medicine and Biology 53 (2008), 61− 109.

[70] Wormald R., Evans J., Smeeth L., Henshaw K.: Photodynamic therapy for neo-
vascular age-related macular degeneration. Cochrane Database of Systematic Re-
views 18 (2007).

[71] Xie S., Li H., Li B.: Measurement of optical penetration depth and refractive index
of human tissue. Chinese Optics Letters 1 (2003), 44− 46.

[72] Yamamoto J., Yamamoto S., Hirano T., Li S., Koide M., Kohno E., Okada M.,
Inenaga C., Tokuyama T., Yokota N., Terakawa S., Namba H.: Monitoring of
singlet oxygen is useful for predicting the photodynamic effects in the treatment
for experimental glioma. Clinical Cancer Research 12(23) (2006), 7132− 7139.

[73] Zang L. Y., Zhang Z., Misra H. P.: EPR studies of trapped singlet oxygen (1O2)
generated during photoirradiation of hypocrellin A. Photochemistry and Photobi-
ology 52(4) (1990), 677− 683.

[74] Zweig A., Henderson W. A. Jr.: Singlet oxygen and polymer photooxidations. I.
Sensitizers, quenchers, and reactants. Journal of Polymer Science: Polymer Che-
mistry Edition 13 (1975), 717− 736.

69


