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Uvod

Jednémi z nejzavaznéjsich chorob, zpusobujicich pred¢asné umrti lidi na celém svéte,
jsou nejruznéjsi druhy nadorovych onemocnéni. Jinak tomu neni ani v Evropé. Jed-
nomu ze tii Evropanu je béhem zivota diagnostikovana rakovina a jedno ze ¢tyT amrti
v Evropé je zpusobeno rakovinou [54]. Néadorovd onemocnéni jsou zpusobena muta-
cemi DNA, které vedou k nekontrolovanému bunéénému déleni. Piicin jejich vzniku
je cela tada. V nékterych piipadech jsou pri¢iny znamé a da se jim predchazet pre-
venci nebo dokonce ockovanim. Jindy je pfesna pri¢ina nejasnd a vznik onemocnéni
je pripisovan obecnym faktorum, jako je zivotni styl nebo Spatné Zivotni prostiedi.
V nékterych pripadech je znam vliv dédi¢né dispozice nebo se vzhledem k vyskytu
onemocnéni v rodiné ocekava. Pokud onemocnéni jiz propukne, je pro pacienta jedi-
nou moznosti uzdraveni vcasna diagnoza s naslednou lécbou. Ptes vyrazné pokroky
v uspésnosti 1écby nadorovych onemocnéni v poslednich desetiletich je stéle vétsina
dosud uzivanych lécebnych metod doprovazena fadou vedlejsich uc¢inku a nizkou se-
lektivitou svého puisobeni. Proto je cilem mnoha védeckych pracovist po celém svété
rozsitit moznosti lécby téchto onemocnéni, zvysit jejich ic¢innost a minimalizovat ved-
lejsi ucinky.

Jednou z pomérné novych metod 1é¢by onkologickych onemocnéni, ale i fady dalsich
chorob, je fotodynamicka terapie. Tato metoda 1é¢by je zalozena na aplikaci 1écebné
latky (tzv. fotosenzibilizatoru) do téla pacienta, kde je prednostné akumulovana v pa-
tologické tkani, a pri expozici svétlu o vhodné vinové délce dochézi k jeji excitaci
do vyssich energetickych stavi, které jsou schopny generovat vysoce reaktivni formy
kysliku, mezi které patii i singletni kyslik. Ten hraje klicovou roli v destrukci postizené
tkané. Prestoze i tato metoda 1écby ma sva omezenti, jeji vyraznou prednosti jsou nizké
vedlejsi ucinky a vysoka selektivita pusobeni.

Doposud bohuzel nejsou znamy presné mechanizmy fotodynamické terapie, a proto
jsou ve stfedu zajmu mnoha védeckych laboratori. Jednou z moznosti, jak studovat tyto
mechanizmy, je studium luminiscence fotsenzibilizatoru a jim generovaného singletniho
kysliku doprovazejici jejich prechod do zékladniho stavu. Skuteénost, Ze luminiscence
singletniho kysliku je velmi slabd a nachézi se v blizké infracervené oblasti, klade vysoké
naroky na detekéni techniku. Na Katedie chemické fyziky a optiky se nachazi v tomto
sméru unikatni aparatura, kterd je schopna detekovat luminiscenci fotosenzibilizatoru a
singletniho kysliku s ¢asovym i spektralnim rozlisSenim. To predstavuje vhodny néastroj
pro detailni studium nejen procesu prenosu excitacni energie mezi molekulami fotosen-
zibilizatoru a kyslikem, ale i interakeci téchto molekul s okolim. Doposud byla mozna
pouze méreni ze vzorku ve standardnich spektroskopickych kyvetach, coz do znacné



miry omezovalo charakter studovanych vzorki. Studium takovych modelovych systému
v roztocich je dulezité, presto pro detailnéjsi pochopenti role singletniho kysliku pii foto-
dynamické terapii je nutné studovat jeho chovani v ptirozenych prostiedich, v kterych
terapie primo probiha, in situ. Takovymi systémy mohou byt bunécéné kultury in vitro,
pokusna zvitata nebo primo lidé in vivo. Prozkoumani téchto procesu je klicové pro
dokonalé pochopeni mechanizmu fotodynamické terapie.

Hlavnim cilem této diplomové prace proto bylo rozsitit moznosti stavajici aparatury
na detekci singletniho kysliku i z pevnych vzorku a ovérit jeji pouzitelnost pro méreni
in situ, primo v misté probihajici fotodynamické terapie.

Cile této diplomové préace byly:

1. Sepsat resersi dosud publikovanych vysledkt luminiscencni detekce singletniho
kysliku v biologickych systémech.

2. Seznamit se s praci na dosud vybudované aparature pro detekci singletniho
kysliku.

3. Upravit tuto aparaturu pro luminiscen¢ni detekci singletniho kysliku pro métfeni
z pevnych vzorku pomoci optickych vldken s luminiscenéni sondou.

4. Provést testovaci méfeni a ovérit pouzitelnost aparatury pro métreni z povrchu
biologickych vzorku.



Kapitola 1

Teorie

1.1 Spektroskopické vlastnosti molekul

1.1.1 Energetické stavy molekul a prechody mezi nimi

7, kvantové teorie je znamo, ze kazda molekula se muze nachazet pouze v diskrétnich
energetickych stavech. Schématické znazornéni téchto energetickych hladin a prechodu
mezi nimi se nejcastéji uvadi ve formé Jablonského diagramu, pojmenovaném po pol-
ském fyzikovi Aleksanderu Jabloniském. Na obrazku 1.1 je vidét Jablonského diagram
pro obecnou mnohaatomovou molekulu se sudym poctem elektronu.

Jako tucné horizontalni ¢ary jsou na obrazku znazornény jednotlivé cisté elek-
tronové hladiny, které odpovidaji energii elektronové a souctu energii nulovych vib-
raci. Tenké horizontalni ¢ary potom znaci prislusné vyssi elektronové-vibracni hladiny
(energie jednotlivych hladin se smérem nahoru zvysuji). Kazdd skupina elektronove-
vibrac¢nich hladin se muze nachazet ve dvou ruznych stavech, které se od sebe lisi
velikosti jejich spinu. V tzv. singletnim stavu S je celkovy spin roven nule. Naopak
v tzv. tripletnich stavech T je celkova velikost spinu rovna jedné. U vSech singletnich a
tripletnich stavu je vedle nich na obrazku zndzornéna i elektronova konfigurace moleku-
lového orbitalu, ktera vystihuje obsazeni a spiny dvou elektront s nejvyssi energii v mo-
lekule. Praveé tyto dva elektrony jsou jako jediné zodpovédné za celkovy spin molekuly,
jelikoz ostatni elektrony zustéavaji sparovany a k celkovému spinu tudiz neptispivaji.
Vétsina latek je ve svém zdakladnim stavu singletni (Sp). Existuji vsak i latky, které
jsou ve svém zdkladnim stavu tripletni. Asi nejznaméjsim zastupcem takovych latek je
molekula kysliku Oy (vice viz kapitola 1.2).

Pokud molekula v zakladnim stavu Sy absorbuje foton o vhodné vinové délce,
prechazi do nékteré z vibracnich hladin excitovaného singletniho stavu Sq, ..., S,. Tento
jev nazyvame singlet-singletni absorpci (zkracené ¢asto jen absorpci). Pokud se mo-
do vibracnich hladin vyssich tripletnich hladin Ts, ..., T,. Tomuto jevu pak fikame
triplet-tripletni absorpce. U obou téchto prechodu nedochazi ke zméné spinu, tudiz
jsou spinové dovolené. Na obrazku je vyznacena pouze singlet-singletni absorpce jako
plna svisla Sipka A.
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Obrazek 1.1: Jablonského diagram. A — absorpce, F — fluorescence, P — fosforescence,
kvk — vnitini konverze, kyx — mezisystémova konverze, kg — vibracni relaxace,
So, - .., 99 — singletni stavy, Ty a Ty — tripletni stavy

7, excitovanych stavu do zakladniho rovnovazného stavu se muze molekula do-
stat nékolika ruznymi pfechody. Ty muzeme rozdélit na prechody zarivé a nezarivé.
Z&arivé prechody jsou doprovazené uvolnénim energie emisi fotonu a obecné je nazyvame
terminem luminiscence. V piipadé nezarivych prechodu je pak prebytek energie prena-
Sen na okolni molekuly anebo pfi nich nedochdzi ke zméné energie molekuly. Jakou
z moznych cest (popf. jejich kombinaci) se molekula vrati do zakladniho stavu, zavisi
na rychlostnich konstantéch jednotlivych prechodu [53].

Zarivé prechody

Fluorescence je spinové dovoleny zarivy prechod z energeticky vyssiho do nizsiho
stavu o shodné multiplicité. Nejcastéji k ni dochazi z nejnizsi vibrac¢ni hladiny S; do
nékteré z vibrac¢nich hladin Sy. Pokud latku vyexcitujeme do vyssich singletnich hladin
nez Si, potom nejdiive prejde nezarivym prechodem do S; s nejnizsi vibraci. Tento jev
vibra¢ni hladiny S;, ale ty nejsou prilis ¢asté. Na obrazku je fluorescence znazornéna
jako svisla plna sipka F.

Fosforescence je zarivy prechod z energeticky vyssiho do nizsiho stavu o rozdilné
multiplicité. Nejcastéji se jedna o prechod z nejnizsi tripletni hladiny T; do zakladniho
sigletniho stavu Sy. Vzhledem k tomu, ze je tento proces spinové zakazany, setrvava
molekula na hladiné T; mnohanédsobné déle, nez tomu bylo v ptipadé hladiny S;. Na
obrazku je fosforescence znazornéna jako svisld plna sipka P.

ZpozZdénd fluorescence je stejné jako fluorescence spinové dovoleny ptrechod z Sq
do vibra¢nich hladin Sy (tudiz jsou i jejich emisni spektra stejnd), rozdil je vsak v tom,
ze molekula se nejdrive dostane mezisystémovou konverzi do T a az poté se vraci zpét
do Si, odkud zafivé ptrejde do vibracnich hladin Sy. Doba tohoto prechodu je prevazné
déna casem, po ktery molekula setrva na hladiné T;.
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Nezarivé prechody

Vnitrni konverze je nezarivy izoenergeticky prechod mezi hladinami o shodné
multiplicité, jednd se tedy o spinové dovoleny prechod. Na obrazku je znédzornén jako
vodorovna carkovana Sipka.

Mezisystémovd konverze je nezafivy izoenergeticky prechod mezi hladinami
o rozdilné multiplicité. Prestoze je z hlediska zmény spinu zakazanym ptechodem,
dochézi k nému pomeérné casto vlivem spin-orbitalni interakce. Na obrazku je znazornén
jako vodorovna cerchovana Sipka.

Vibracéni relaxace je proces, pii kterém dochazi k disipaci vibracni energie na
okolni prostredi. Zvlasté pak v pripadé, kdy okolni prostiedi je v kondenzované fazi,
tento druh nezarivého prechodu dominuje. To je i duvod, pro¢ k izoenergetickym kon-
verzim dochézi ze zdkladnich vibracénich stavu. Na obrazku je zndzornén jako svisla
teckovana Sipka.

Dosud jsme predpokladali, ze k excitaci molekuly do vyssich excitovanych hladin
dochézi absorpci jediného elektromagnetického kvanta zareni a deaktiva¢nich procesu
se piimo zddné dalsi molekuly neucastni (vyjma vibraéni relaxace). V piipadé, ze se
excita¢nich a deaktiva¢nich procesu ucastni i dalsi molekuly, rozsituje se tim i spektrum
jejich mechanizmu.

K excitaci nebo deaktivaci molekuly muze dojit prenosem energie mezi dvéma mole-
kulami, kdy molekula v excitovaném stavu (donor) predava svoji energii jiné molekule
ve stavu zakladnim (akceptor) bez vymény fotonu. Mezi takové mechanizmy pienosu
energie muzeme zaradit Forsteruv rezonanéni prenos energie (FRET), Dexteruv mecha-
nismus, singlet-singletni nebo triplet-tripletni anihilaci. Ty zaroven muzeme zatradit do
obecnéjsi skupiny procesu zvanych zhaseni. Takové procesy mohou probihat ruznymi
mechanizmy, ale vSechny maji spolecné to, ze pii nich dochazi k prechodu excitované
molekuly zpét do zakladniho stavu bez vyzateni fotonu vlivem interakce s molekulou
zhasedla.

Kromé dosud uvedenych zpiisobu excitace existuje i cela tada dalsich. Jednou z nich
je napt. vicefotonové absorpce, kdy dochézi k soucasné absorpci dvou (popt. i vice)
svételnych kvant najednou, jejichz souc¢tova energie je shodna s energetickou bariérou
prechodu. V souvislosti s riznymi druhy excitace pak v piipadé excitace ultrafialovym
nebo viditelnym svétlem presnéji hovoiime o fotoluminiscenci [24].
pozorovat u molekul s konjugovanym systémem vazeb. Pravé mezi takové molekuly
patii i ruzné derivaty porfyrinu o kterych je vice pojednano v kapitole 1.3.4.

11



1.1.2 Zakladni spektroskopické veliciny

Mezi zakladni spektralni charakteristiky zareni muzeme zaradit jeho vlnovou délku A
a frekvenci v, mezi kterymi plati vztah

A (1.1)

kde v je fazova rychlost vinéni. Frekvence zatreni je tizce spjata s energii fotonu F
vztahem

E = hv, (1.2)

kde h oznacuje Planckovu konstantu. Pro popis mnozstvi dopadajictho zatfeni se nejcas-
téji pouziva intenzita zareni I definovana jako

dW

= 1.
dSndt’ (13)

kde W je energie prenasend optickym zafenim a Sy je norméalova plocha ke sméru jeho
siteni. V nékterych pripadech je vyhodnéjsi pro charakterizaci zareni pouzit mnozstvi
dopadajicich fotonu misto jeho energie W. V takovém piipadé zavadime veli¢inu foto-
novy tok J definovany jako

_dN,

~ dSydt’

kde N, je pocet dopadajicich fotonu o frekvenci v.
Pokud nechédme zareni prochézet absorbujicim prostifedim, zacne dochazet k po-

stupnému snizovani jeho intenzity. Velikost takového ttlumu monochromatického vinéni

o frekvenci v lze charakterizovat pomoci veli¢iny absorbance (optické hustoty) A jako

J (1.4)

A(v) = log (1;—0) , (1.5)

kde I? je pocdtecni intenzita a I, intenzita po prichodu absorbujicim prostfedim. Ve
vétsiné optickych prostredich dochézi pii nizkych intenzitach zareni k exponencialnimu
poklesu intenzity s drdhou, kterou zareni v prostiedi urazi a plati

I, = Iyexp (—Bya(v)evn©(T)z) ~ Ih10~<W)e, (1.6)

kde B, je Einsteinuv koeficient stimulované emise, ¢ molarni koncentrace, n index
lomu, O je faktor vyjadiujici rozdil pravdépodobnosti v obsazeni stavu 1 a 2, T" termo-
dynamicka teplota, = je drdha a e extinkcni koeficient. Rovnice 1.6 ve stejném tvaru
plati rovnéz pro pocet fotonu

N, = Nyexp (= Bia(v)cevn®(T)x) ~ Nyl0~We, (1.7)

a vyjadruje vlastné Lambert-Beeruv zdkon:

A(v) = e(v)xe. (1.8)



Pokud dochézi k prechodu mezi dvéma hladinami o rozdilné energii doprovazenému
emisi fotonu, je vlnova délka tohoto fotonu dana rozdilem energii hladin, mezi kterymi
k zafivému prechodu dochazi. Vyuzitim rovnice 1.2 muzeme vyjadrit vinovou délku

vyzareného fotonu jako
cv
A= ——, 1.9
B E (1.9)
kde ¢ je rychlost svétla ve vakuu, Esy je energie vychoziho a F; konecného stavu.
Pramérny cas straveny molekulou v excitovaném stavu pred navratem do stavu zaklad-
niho, je ddana dobou zivota excitovaného stavu 7. Pocet molekul v excitovaném stavu

muzeme popsat rovnici
t
n(t) = ngexp (——) : (1.10)
T

kde n(t) vyjadiuje pocet molekul v excitovaném stavu v ¢ase t, kterych bylo v ¢ase t = 0
ng. Doba zZivota je pfevracenou hodnotou rychlostni konstanty k& popisujici rychlost
prechodu mezi excitovanym a zakladnim stavem:
1
T=—. 1.11
= (111)
Pokud molekuly ptechéazeji ze svého excitovaného do zakladniho stavu pouze zarivymi
prechody, potom je rychlostni konstanta k& rovna Einsteinovu koeficientu spontanni
emise S a ji odpovidajici doba Zivota 7y se nazyva vnitini dobou zivota
1
To = —. 1.12
o= (1.12)
Pokud ale dochazi k prechodu do zakladniho stavu i jinymi nez zafivymi pfechody,
doba zivota se prislusné zkrati na

1

kde C reprezentuje soucet vSech ostatnich rychlostnich konstant deaktivacnich procest,
které se ucastni prechodu molekuly z excitovaného do zakladniho stavu.

Kvantovy vytézek ¢ je jednou ze zakladnich veli¢in popisujicich vlastnosti luminis-
cence. Pro ptipad stacionarni luminiscence je definovan jako

¢ ==2 (1.14)

kde N, je pocet emitovanych a N, pocet absorbovanych fotonu za jednotku casu.
V obecném pripadé, kdy se systém nenachéazi v ustaleném stavu a luminiscence je
tedy nestacionarni, je nutné definici kvantového vytézeku upravit do obecnéjsiho tvaru

Jo° Nedt

[ Nydt’

¢ = (1.15)

13



kde k excitaci dochazi v ¢asovém intervalu 0 az t;. Kvantovy vytézek je mozné definovat
i nepfimo, a to pomoci dob zZivota excitovaného stavu

¢=—, (1.16)

kde 7y je vnitini doba zivota excitovaného stavu bez pritomnosti neradiacnich zhasecich
mechanizmu, kterou lze dopocitat.

1.2 Singletni kyslik

Kyslik je jednim z nejrozsitenéjsich prvku na Zemi. Je dilezitou soucéasti zemské at-
mosféry, kde se nejcastéji vyskytuje volné ve formé dvouatomovych (Os) a tifatomovych
(O3 — 0z6n) molekul. Molekuly ozénu hraji ve vrchnich vrstvach atmosféry nezastupi-
telnou roli pii stinéni skodlivého ultrafialového zareni. Kyslik je tak po dusiku druhym
nejhojnéji zastoupenym prvkem atmosféry a zaujima zde 21 % jejtho objemu. Déle je
vyrazné zastoupen v hydrosféfe (kyslik tvoii 90 hmotnostnich procent vody) i litosfére.
V neposledni tadé je dilezitym biogennim prvkem, ktery je nezbytny pro existenci
zivota na nasi planeté.

Kyslik nezéavisle na sobé objevili §védsky lékarnik Carl Wilhelm Scheele roku 1771
a Joseph Priestley v roce 1774. Prestoze Joseph Priestley byl az druhym objevite-
lem, casto je prvenstvi prisuzovano pravé jemu, jelikoz jeho prace byla publikovana
diive. Roku 1848 pak Michael Faraday pri pokusech s bublinami plnénymi plyny zjis-
til, Zze kyslik je na rozdil od jinych plynu pritahovan magnetem. Tento paramagnetis-
mus vysvétlil az Robert Mulliken v roce 1925 piitomnosti dvou nesparovanych elek-
tronu v zakladnim stavu molekuly. Tim je déno, ze zdkladni stav molekuly kysliku
je na rozdil od vétsiny ostatnich molekul tripletni. Nad timto zakladnim tripletnim
stavem se spektroskopickym oznacenim 32; se nachézeji dva nejnizsi excitované stavy
oznacované 'A, a 'Y, které jsou naopak singletni. Na obrédzku 1.2 je vidét elektronové
konfigurace atomovych orbitalt samostatnych atomu kysliku a molekulovych orbitala
dvouatomové molekuly kysliku pro piipad vSech téchto tif stavu. Jednotlivé stavy se od
sebe lisi pouze v obsazeni nejvyssich antivazebnych m-orbitalu elektrony. Pti prechodu
z téchto excitovanych singletnich hladin do zakladniho tripletniho stavu muzeme po-
zorovat fosforescenci na 761 nm (*¥7) a 1270nm (*A,). Tomu nélezi energie piechodu
157 a 94kJ mol~". Jelikoz zdfivy prechod ze stavu 'Y} do *X ] je spinové zakdzany,
dochazi mnohem castéji k spinové dovolenému nezatrivému prechodu z 12; do'A, a
az po néjaké dobé, kterd je zavisla na teploté a okolnim prostredi, dochézi k zarivému
prechodu z 'A, do 329_. To je duvodem, proc je fosforescence singletniho kysliku ze
stavu 'Y} o tolik slabsi nez ze stavu 'Ay a pokud se mluvi o singletnim kysliku, mé
se nejcastéji na mysli stav A . Tento stav oznacujeme obecné 'Oy a zdkladnf{ tripletn{
stav oznacujeme jako 3Os.

Doba zivota stavu 'A, je silné zdvisld na okolnim prostied{. V plynném skupenstvi
bez moznosti interakce s dalsimi molekulami je asi 72 minut. V rozpoustédlech je tato
doba vyrazné kratsi. Napt. v CCly je to 59ms a ve vodé dokonce jen ~ 3.5 ps, kde je
takto kratkd doba Zivota zptsobena zhasenim 'O, vibracemi O-H skupin. V piipadé
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Obrazek 1.2: Obsazeni orbitali molekuly kysliku elektrony v zékladnim tripletnim 32;

T

znaci orbitaly molekulové. Cervené jsou vyznaceny elektrony, které jsou zodpovedné
za celkovy spin molekuly.

izotopické zdmény vodiku za deuterium se doba zivota prodlouzi na 68 ps v DO [57].
Doba zivota 1Oy v biologickych prostfedich se d& ocekavat kratsi, nez je ve vodé. Tento
predpoklad vychazi z toho, ze dominantni je zde voda, ale navic se v takovém prostiedi
vyskytuje mnozstvi biomolekul, které mohou zptusobovat zhaseni !O,. Pfesna hodnota
doby Zivota 'O, in vivo neni dosud stanovena, protoze je zavisld na mnoha faktorech.
O dobach zivota v biologickych systémech je vice pojednano v kapitole 1.4.2.

Singletni kyslik je silné reaktivni (asi 1000x nez kyslik v zédkladnim stavu) a patii
proto mezi reaktivni formy kysliku (tzv. Reactive oxygen species, ROS). Do ROS se
fadi spoleéné s dalsimi formami kysliku, jako je kyslikovy radikal O°, ktery se ¢asto
vyskytuje spolecné s vodikem v hydroxylovém radikalu HO®, nebo superoxidovy aniont
057, ktery se od zdkladniho stavu 32; lisi pouze v dalsim elektronu v nevazebném
molekulovém 7-orbitalu. Mezi neradikalové ROS dale patii excitovany karbonyl C=0*
a peroxid vodiku HyOs. VSechny tyto latky jsou schopné oxidovat biomolekuly a vést
k bunééné smrti.

Singletni kyslik ma vsak v bunce své vyznamné misto hlavné jakozto signalni mole-
kula v ruznorodych bunéénych procesech [27]. Mimo zivé organizmy je singletni kyslik
casto odpovédny za fotodegradaci materidla, jako jsou ruzné druhy polymeru [74],
zpusobuje blednuti barev nebo ma v potravinarském prumyslu nezddouci vliv na tr-
vanlivost potravin.
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1.2.1 Tvorba singletniho kysliku

Je zndamo nékolik moznych zpusobu generace singletniho kysliku. Ty muzeme rozdélit
na metody chemické a fyzikalni.

Mezi chemické metody patii produkce 'Oy termélni dekompozici endoperoxidi.
Rovnéz nékteré enzymy jsou schopné produkovat ROS véetné singletniho kysliku. Mezi
takové enzymy patii napt. NADPH-oxidaza, myeloperoxidaza nebo NO-syntaza.

Mezi fyzikalni metody patii ptima absorpce, ktera je ale moznd pouze za urcitych
specifickych podminek, jinak je tento piechod spinové zakdzany. Déle vznik 'O, pomoci
pulzni radiolyzy, mikrovin nebo absorpci komplexu s pfenosem naboje, ktery vytvotil
kyslik s organickou molekulou [64].

V soucasnosti je asi nejvyuzivanéjsi metoda generace 'O, pomoci fotosenzibilizace,
pii které se vyuziva tzv. fotosenzibilizatoru (PS). PS je molekula kterd, pokud absor-
buje svétlo, muze svoji energii prenést na molekulu kysliku v zakladnim stavu a tim
generovat singletni kyslik.

Pii absorpci zareni se PS dostava ze svého zakladniho singletniho stavu Sy do
vyssich excitovanych singletnich hladin S;...S,

PS(So)+hv, 22 PS(S; ... Sy, (1.17)

kde v, je vilnova délka absorbovaného zareni a k, rychlostni konstanta tohoto prechodu.

7 vyssich excitovanych singletnich hladin S, ...S, relaxuje PS obvykle na nejnize
polozenou excitovanou singletni hladinu S;. Z té se muze vratit zpét do svého zakladniho
singletniho stavu Sy, a to bud zdrivé (fluorescenci)

PS(S1) 25 PS(So) + hur, (1.18)

kde k¢ je rychlostni konstanta fluorescence a ¢ je vlnova délka fotonu vyzafeného
fluorescenci, nebo nezérivé (vnitini konverzi a vibraéni relaxaci)

PS(S;) DM, pg(gy), (1.19)

kde kyvk je rychlostni konstanta vnitini konverze a ky je rychlostni konstanta vibracni
relaxace. Posledni moznosti, jak muze PS opustit hladinu S; bez interakce s dalsimi mo-
lekulami, je prejit mezisystémovou konverzi do tripletnich hladin a dale na hladinu T,

PS(S;) 25, PS(T)), (1.20)

kde kyxk je rychlostni konstanta mezisystémové konverze.

Molekula PS ve stavu T; mé opét nékolik moznosti, jak prejit do svého zakladniho
stavu Sp. Podobné jako tomu bylo v pripadé S;, muze dojit k zafivému ptfechodu
(fosforescenci)

PS(Ty) 22 PS(So) + huy, (1.21)

kde k, je rychlostni konstanta fosforescence a v, vinova délka fotonu vyzareného timto
P p
rocesem, nebo k nezarivému prechodu (mezisystémovou konverzi a vibracéni relaxaci
)

PS(T,) 2, pg(s,). (1.22)
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Pokud se PS ve stavu T; dostane do blizkosti molekuly kysliku v tripletnim stavu
309, muze dojit k triplet-tripletni anihilaci [22]

PS(T,) +* 0y 2, PS(Sy) 4+ O, (1.23)

kde krra je rychlostni konstanta této interakce. Pii ni tripletni molekula kysliku 20,
prechézi do svého excitovaného singlentho stavu, éimz vzniké singletni kyslik 'O,. Na-
opak molekula PS, kterd byla puvodné v excitovaném triplenim stavu T;, prechazi
nezafive zpét do svého zakladniho singletniho stavu Sy

V pripadé, ze se PS ve stavu T; setkd s molekulou Z podle rovnice 1.24, muze
dojit k tzv. nefotochemickému zhaseni, ¢imz dojde k prevedeni molekuly PS zpét do
zékladniho stavu, pficemz sama molekula Z zustdva nezménéna

PS(T,) + Z — PS(Sy) + Z. (1.24)

Jiny piipad je vyjadien rovnici 1.25, kdy molekula M reaguje s PS ve stavu Ty, ¢imz
vznikd néjaky produkt této reakce

PS(Ty) + M — produkty. (1.25)

Takové reakci se pak iiké fotochemické zhdseni. K podobné reakci muze dojit i s 2O,
kdy nedojede k vyse zminéné triplet-tripletni anihilaci, ale vysledkem interakce je pro-
dukt nebo se jen obé molekuly vrati zpét do zakladnich stavu.

Cim delsi bude doba zivota tripletniho stavu PS, tim vétsi bude pravdépodobnost
interakce PS a 30,, tedy i pravdépodobnost vzniku 'O,. Koneény kvantovy vytézek
10,, stejné jako pomeér jednotlivych deaktivaénich procest excitovanych stavii je dan
rychlostnimi konstantami jednotlivych procesu. Molekula bézného PS dokaze vypro-
dukovat 10? — 10° molekul *O,, nez dojde k jeji trvalé degradaci [13].

Hlavnimi prednostmi této metody je hlavné jeji jednoduchost a vysoky kvantovy
vytézek 10y, éehoZ se hojné vyuziva pii praktickych aplikacich.

1.2.2 Reakce a deaktivace singletniho kysliku

Molekula singletniho kysliku méa podobné spektrum moznosti, jak se vratit zpét do
svého zakladniho stavu, jako molekula PS v tripletnim stavu. Jednou z moznosti je, ze
se sama vrati do zédkladniho stavu vibracni relaxaci

10, 2,30, (1.26)
nebo zarivou fosforescenci .
10y =304 + hy,. (1.27)

Dalsi moznosti je pak zhdseni 'O, néjakou dalsi molekulou. V takovém pifpadé
nevznika zadny produkt, neni vyzaren foton a kyslik ani molekula zhasedla se nijak
chemicky nezmeéni 1.28.

'Oy +7Z — 20y + Z. (1.28)
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Tento druh fyzikalniho zhéseni 1ze dale délit na zhaseni pomoci pfenosu energie nebo
pomoci pienosu ndboje. V pifpadé pienosu energie piechazi energie ze 'O, na mo-
lekulu zhasedla Z a ta ji dale muze vyzarit nebo prejit zpét do zakladniho stavu
jinymi nezafrivymi procesy. Pfi pfenosu naboje dochazi k pfenosu elektronu z mole-
kuly zhésedla Z na elektronové deficientni 'O,. Tim se vytvoii komplex s pienosem
néboje (CT komplex), v kterém jiz neplati tak piisny zakaz prechodu mezi hladinami
o rozdilné multiplicité, jako v pifpadé samotného 'O,. Nakonec se komplex rozpadne
na puvodni molekulu zhasedla a molekulu kysliku v zakladnim stavu.

Pii chemickém zhaseni dochdzi k chemické reakci 'O5 s molekulou zhésedla M za
vzniku produktu

'Oy + M — produkt. (1.29)

Mezi nejéastéjsi reakce 1Oy patif reakce s nékterymi dvojitymi uhlik-uhlikovymi vazbami
1,2-cykloadice. Do této kategorie tudiz spada i reakce 'Oy s mnohymi dulezitymi bio-
molekulami, o kterych je vice pojednano v kapitole 1.3.3.

1.2.3 Kinetika luminiscence singletniho kysliku

Intenzita luminiscence singletniho kysliku je pfimo imérnad mnozstvi molekul kysliku
ve stavu 'A,. Mnozstvi molekul kysliku v tomto stavu je ddno populaci této hla-
diny prenosem energie z fotosenzibilizatoru v tripletnim stavu a depopulaci hladiny
zafivymi a nezarivymi procesy. Jestlize budeme predpokldadat, ze tripletni hladina PS
se vyprazdnuje zarivou fosforescenci, nezafivou vibrac¢ni relaxaci a prenosem energie
na kyslik, muzeme c¢asovy vyvoj koncentrace tripleti PS popsat jednoexponencidl-
nim poklesem s dobou zivota 7 danou rychlostnimi konstantami téchto procesu. Po-
kud budeme déle predpokldadat, ze hladina 'A, se vyprazdiiuje pouze fosforescenci a
vibrac¢ni relaxaci, bude ¢asovy vyvoj koncentrace singletniho kysliku dan opét jednoex-
ponencialnim poklesem s dobou zivota 7a. Vzhledem k tomu, Ze singletni kyslik je po-
pulovan pouze prenosem energie z tripletu PS, musi byt celkova kinetika fosforescence
1O, popséna konvoluci téchto dvou kinetik. Jestlize pfedpokladdme, Ze excitaéni pulz
v ¢ase 0 je nekoneéné kratky, potom je okamzitd hodnota intenzity fosforescence 'O,
v case t po excitacnim pulzu dana vztahem

! t t—t
I(t) = ]0/ exp (——) exp (— > dt’. (1.30)
0 T TA

Po provedeni integrace za predpokladu 7 # 7o dostavame

() = # (exp (-%) —exp (—%)) . (1.31)

Jestlize naméfenymi kinetikami fosforescence O, prolozime funkci 1.31, dostavame tak
informaci o dobéch zivota tripletnich stava PS a 'A,.
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1.3 Fotodynamicka terapie

Fotodynamickd terapie (PDT) je moderni a rychle se rozvijejici metoda 1é6¢by onko-
logickych onemocnéni, kde vedle chirurgického zakroku, chemoterapie, radioterapie a
imunoterapie predstavuje dalsi moznost 1écby nadorovych onemocnéni [66]. Uspééné
se ale uplatiiuje i v dermatologii pti 1é¢bé lupénky a sklerodermie [1], pfi lé¢bé starim
podminéné degenarace makuly [70] nebo artritidy [65]. V neposledni fadé lze PDT
vyuzit pii 1éébé lokdlnich virovych [67] a bakteridlnich infekei s mnohocetnou lékovou
rezistenci, jako je napf. akné vulgaris [19]. PDT lze vyuzit nejen pro samotnou lécbu,
ale je mozné ji soucasné pouzit pro diagnostiku a sledovani vyvoje onemocnéni [6]. Pies
jiz takto Siroké moznosti vyuziti se stale objevuji jeji nové aplikace.

Lécha fotodynamickou terapii je zalozena na aplikaci 1écebné latky, ktera je foto-
senzibilizator, do téla pacienta. Tato latka je po urcité dobé prednostné akumulovana
v postizené tkani a po ozareni vhodnou vlnovou délkou svétla je schopna generovat
10,. Ten nésledné zpusobi nekrézu nebo apoptézu bunék nemocné tkané [14].

Lécebné ucinky rostlinnych extrakti ve spojeni se svétlem znali jiz staif Egyptané,
Cinané a Indové pred tisici lety. V novodobé historii se fotodynamické reakce zacaly
studovat az zacatkem 20. stoleti. Jako prvni pozoroval cytotoxicky efekt akridinu v kom-
binaci se svétlem Oscar Raab na kulturdch paramecii. Herman von Tappeine poté
prokézal zavislost téchto procesu na kysliku a uz v roce 1903 spolu s Albertem Jesi-
onkem publikovali prvni klinické zkusenosti s 1é¢bou koznich nadoru a lupus vulgaris
pomoci eosinu. Ve stejném roce ziskal Niels Finsen Nobelovu cenu za svou praci na fo-
toterapii. Termin fotodynamicka terapie se zacal pouzivat az o nékolik let pozdéji [63].

1.3.1 Aplikace, transport a hromadéni PS

Fotosenzibilizator se aplikuje do téla pacienta zpravidla jednim ze ti{ zpusobu podle
povahy onemocnéni. Prvni moznosti je podani PS lokalné ve formé masti. Druhou
moznosti je injekéni aplikace, kterd muze byt bud intravenézni (nitrozilngé) nebo in-
tralezionalni (lokalné do postizeného mista). Po vpraveni PS do téla pacienta jednim
z vyse uvedenych zpusobu dochazi k postupnému hromadéni PS v bunkéch cilové tkane,
v postizené tkani je dosazena v rfadu hodin az dnu od jeho podani pacientovi, kdy
koncentrace v postizené tkani je nékolikanasobné vyssi nez ve tkani zdravé. Tato doba
je dana hlavné typem onemocnéni, druhem pouzitého PS a zpusobem jeho aplikace.

K distribuci PS v organizmu muze dochdzet bud pasivnim nebo aktivnim trans-
portem. Transport pasivni je jednodussi, ale méné efektivni. Hydrofilni PS se v tomto
pripadé podavaji rozpusténé ve fyziologickém roztoku. Hydrofobni PS timto zpusobem
aplikovat nelze, proto je nejdiive nutné zabudovat jejich molekuly do koloidnich nosié¢u,
jakymi jsou napi. lipozomy nebo polymerni ¢astice, které jsou jiz ve vodnych roztocich
rozpustné. V piipadé aktivniho transportu se k distribuci PS do cilovych bunék vyuziva
monoklondlnich protilatek nebo sérovych proteinu [5,29]. Tim je docileno veétsi selek-
tivity transportu a postacuje tak nizsi mnozstvi PS podaného pacientovi. To zaroven
predstavuje i nizsi zatéz pro pacientuv organizmus.
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Duvody selektivniho zachytavani PS v nadorové tkani nejsou doposud zcela pocho-
peny, presto je zndmo nékolik moznych vysvétleni [4]:

e ZvySena cévni propustnost zpusobena nekompletni endotelovou bariérou.

e Nedostatecné lymfatické cisténi nadorovych bunék zpusobené nedostateéné
vyvinutym nebo nefunkénim lymfatickym systémem.

e Nizsi pH nadorové tkané zpusobené zvysenou koncentraci kyseliny mlééné
zvysuje koncentraci nékterych PS (napt. PpIX).

e ZvySené mnozstvi membranovy receptort pro lipoproteiny s nizkou
hustotou (LDL), které si nddorové bunky tvoii z duvodu potieby choleste-
rolu pti tvorbé novych membran. Hydrofobni PS se k témto sérovym proteinum

/////

e Nedostatek enzymu ferrochelatdzy zajistujici v buiikdch pieménu PpIX na
hem, ptip. nizka koncentrace zeleza v buce, ktera tuto pfeménu inhibuje
(v ptipadé pouziti kyseliny 5-aminolevulové).

e Vétsi mnozstvi kolagenu, ke kterému maji profyrinové PS zvySenou afinitu.

1.3.2 Excitace PS

V této fazi 1é¢cby je jiz PS lokalizovan prevazné v misté svého pusobeni, presto je zatim
neaktivni a nevykazuje 1écebny efekt. Zbyva ho prevést do jeho excitované formy, ve
které je schopny generovat singletni kyslik a zpusobovat destrukci postizené tkané.
Excitace PS se provadi svétlem o vinovych délkach absorbovanych PS. Situace je vsak
komplikovana tim, ze samotny PS je lokalizovan v tkani, kterd sama obsahuje velké
mnozstvi latek absorbujicich a rozptylujicich elektromagnetické zareni od ultrafialového
(UV) pres viditelné az po infracervené zareni. Proto je vhodné aby PS absorboval
v rozsahu vlnovych délek, které s okolni tkani interaguji co nejméné.

V této souvislosti zavadime pojem penetracni hloubka. Ta je definovana jako vzdale-
nost, na které poklesne intenzita dopadajiciho zafeni na 1/e své puvodni intenzity. Déle
je mozné zavést tzv. aktivni hloubku, coz je vzdélenost, na které je zareni uz tak slabé,
ze prestava mit biologicky efekt.

Infracervené zareni je absorbovano prevazné vodou, viditelné zareni potom hlavné
hemoglobinem a melaninem. Smérem do UV oblasti mé na penetra¢ni hloubku nejvétsi
vliv rozptyl a absorpce kovalentnich vazeb proteinu. Jak je vidét z obrazku 1.3, z hle-
[44]. Vzhledem k tomu, Ze ruzné tkané obsahuji absorbujici latky v ruzném mmnozstvi,
penetracni hloubka se pro ruzné tkéné lisi [71]. Napf. tukovd tkdn mé vétsi pene-
tracni hloubku oproti svalové tkani, jelikoz je méné prokrvend, a tudiz obsahuje i méné
hemoglobinu. Penetrac¢ni hloubka se vétsinou pohybuje maximalné v fadu jednotek
centimetru.

Spolu s vybérem vhodného PS je nutné vybrat i vhodny zdroj svétla, kterym ho
bude mozné ucinné excitovat.
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Obrazek 1.3: Absorpéni spektra nejvice absorbujicich slozek tkéni [50].

Prvni moznosti je vyuziti ruznych druhu lamp, jako jsou wolframové lampy nebo
argonové vybojky. Ty se ale vzhledem ke svému Sirokému spektralnimu rozsahu musi
dale doplnovat ruznymi filtry a kolimovat na pozadované misto. Dalsi moznosti je
vyuziti LED diod, které vyzatuji v uzkém oboru vlnovych délek, nejsou tedy nutné
dalsi filtry a jsou pomérneé levné.

Nejcastéji se ale v dnesni dobé vyuziva laseru, které maji tizky vyzarovaci tihel (neni
nutnd kolimace) a vysoky vykon. Puvodné se pro tento tucel vyuzivalo barvivovych
laseru ¢erpanych nejcastéji lasery argonovymi. Ty mély tu vyhodu, ze pii vysokém
vykonu byly preladitelné v sirokém spektru vinovy délek. Jejich nevyhodou byla vysoka
cena spolu s obtiznou manipulaci i ovladanim. Dnes se ve vysoké mite vyuziva laseru
diodovych, které jsou vyrazné levnéjsi, mobilnéjsi a jednodussi na ovladani i udrzbu.
Jejich nevyhodou je pevné dana vlnova délka vyzarovaného svétla. Neopomenutelnou
vyhodou lasert obecné je moznost jednoduse navazat jejich zareni do optickych vlaken,
ktera se vyuzivaji k ozafovani tézko pristupnych mist. Nejcastéji se svétlo pomoci
optickych vldken privadi k postizenym mistim v dutych orgdnech nebo se provadéji
vpichy, do kterych se opticka vldkna zavadeéji pro kvalitnéjsi osviceni tkané. Nékdy jsou
opticka vlakna na svém konci doplnéna difuzéry ruznych tvaru, které zlepsuji distribuci
excitaéniho zéfeni v ruznych castech téla [69].

K excitaci se vyuzivaji vykony radové 100 mW/cm?, ale i vyssi. Pulznimi lasery
lze dosdhnout vétsi penetra¢ni hloubky nez lasery kontinudlnimi o stejném stfednim
vykonu.

1.3.3 Pusobeni PS

Pokud se podaii dostat svétlo o vhodné vinové délce az k PS a ten ho absorbuje,
dostane se tak PS do singletniho excitovaného stavu. Z ného se muze vratit zpét do
zékladniho stavu bud nezéiivou vnitini konverzi nebo ziskanou energii vyzaif a my
muzeme pozorovat fluorescenci. Vzhledem k tomu, ze je pomérné silnd, neni problém
ji vyuzit k diagnostice. Tim ze vidime oblast, kde je PS ve zvysené mite lokalizovan,
mame vymezenu i patologickou tkan.

Pro terapeuticky efekt je ale nutné, aby molekula PS pfesla ze svého excitovaného
singletniho stavu mezisystémovou konverzi do stavu tripletniho s podstatné delsi dobou
zivota. Dlouhd doba zivota umozinuje excitované tripletni formé PS reagovat s mole-
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Obréazek 1.4: Prenos energie z PS na kyslik.

kulami v jeho okoli. Pokud se setka s molekulou kysliku v zakladnim stavu, ktery je
tripletni, muze dojit k triplet-tripletni anihilaci. Pti ni vznika z tripletniho kysliku jeho
vysoce reaktivni excitovand forma — singletni kyslik, a samotny PS se vraci zpét do
svého zakladniho singletniho stavu. Tyto procesy jsou znazornény na obrazku 1.4.

Podle zpusobu pusobeni fotosenzibilizatoru v tripletnim stavu rozlisujeme fotoefekt
[. a II. typu.

V pripadé fotoefektu I. typu dochazi k prenosu elektronu nebo protonu mezi PS
v tripletnim stavu a molekulou v jeho okoli za vzniku volnych radikalua. Podle toho, zda
je dand molekula oxidacéni (rce. 1.32 a 1.33) nebo redukéni ¢inidlo (rce. 1.34 a 1.35),
mohou nastat reakce typu

PS(Ty) + MoH — PS(Sy)* + MoH® (1.32)
PS(T1) + Mo — PS(So)*" + Mg*~ (1.33)
PS(T;) + MgH — PS(So)H® + Mg* (1.34)
PS(Ty) + Mg — PS(Sp)*™ + Mg**, (1.35)

kde Mo oznacuje oxidacni ¢inidlo a Mg redukéni ¢inidlo. Vzniklé volné radikaly mo-
hou déle reagovat s dalsimi molekulami. Pokud je touto molekulou 2O,, vysledkem
této reakce je vznik superoxidového radikalového aniontu O5~. Ten muze ale vznikat
i pfimou reakci PS v tripletnim stavu s 30,. Fotoefekt I. typu mé tedy za nésledek
retézovy vznik ruznych cytotoxickych latek.

Pti fotoefektu I1. typu dochdzi k pfenosu energie z PS v tripletnim stavu na 30, za
vzniku 1O,. V biologickém prostiedi prevlada fotoefekt II. typu, nicméné podil obou
fotoefektt zavisi na mnoha ruznych podminkéch [4].

V prostiedi Zivych tkdni m4 'O, moznost reagovat s celou fadou ruznych latek. Na
to, s kterymi molekulami to nakonec bude, ma vliv to, s jakou rychlostni konstantou
dand reakce probih4 a jaké je koncentrace dané latky v okoli 'O,. To tizce souvisi s lo-
kalizaci PS v burice. Nejcastéji se téchto reakei ucastni nukleové kyseliny (hlavné jejich
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purinové baze), lipidy, steroly a hlavné proteiny, které tvoii piiblizné 70 % suché vahy
bunéénych tkani. Mezi nejcastéji oxidované aminokyseliny patti tyrosin, tryptofan, his-
tidin, methionin a cystein. Na reakce 'O, s aminokyselinami m4 vyrazny vliv, zda se
dana aminokyselina nachazi v butice volné nebo je soucasti peptidického fetézce. Rych-
lostni konstanty téchto reakci jsou mimo jiné zavislé na pH. Jejich priblizné hodnoty
spolu s podrobny popisem reakénich mechanizmu jsou uvedeny v [8].

Jiz béhem nékolika hodin po PDT dochéazi k poskozeni bunéénych membran, bunky
se prestavaji délit a dochazi k cytolyze. Je zasazena plazmatickd membrana i membrany
jadra, mitochondrii, lyzozomu, Golgiho komplexu a endoplazmatického retikula. Posko-
zeni mitochondrii vede k inhibici elektron-transportnich enzymu, inhibici oxidativni
fosforylace a snizeni hladiny ATP. Po PDT se také zvysuje transkripce a translace
nékterych genu, které souviseji s produkei latek pri tzv. oxidativnim stresu. PDT také
vyznamné zasahuje do systému kontroly bunééného cyklu a dochdzi k apoptoéze (pro-
gramované bunééné smrti). Pomérné zastoupeni apoptotické a nekrotické smrti bunék
zavisi na typu nadoru, ale predevsim na koncentraci PS a davce ozareni. Nizké koncent-
race PS a nizké ddvky ozareni vyvoldvaji po PDT u 90 % bunék tumoru apoptézu, vyssi
davky ozareni a vyssi koncentrace fotosenzibilizatoru vyvolavaji poskozeni bunéénych
membrén, coz ma za nasledek nekrézu [28]. Prakticky tedy dochazi jak k apoptdze, tak
k nekréze nadorovych bunék. Apoptoza je castéjsi v hlubsich vrstvach nadorové tkane,
kde je davka ozafeni nizsi nez na povrchu. Pro idealni terapeuticky efekt je vyhodné
maximalni zastoupeni apoptotické smrti. Nekroticka smrt bunék zpusobuje nekontrolo-
vatelné vyliti jejich obsahu do extraceluldrniho prostoru, a tim muze poskozovat okolni
zdravé bunky, podnécovat vznik zénétu a zpusobovat dalsi komplikace a vedlejsi ucinky
terapie.

Kromé piimé bunécné smrti ovliviiuji destrukci nadorové tkané také nepiimé vlivy
vyvolané PDT. Mezi né patii snizeni piisunu zivin a kysliku k nadorovym bunkam
z duvodu poskozeni cévniho zasobeni a neméné dulezitd je i role imunologické odpovedi
organizmu.

1.3.4 Fotosenzibilizator

Na uspésnost 1écby PDT mé nejvétsi vliv pouzity fotosenzibilizator. Proto jednim
z hlavnich sméru ve vyzkumu PDT je vyvoj novych PS s lepsimi vlastnostmi (vyssi
ucinnosti a mensimi vedlejsimi icinky).

Vlastnosti idealniho fotosenzibilizatoru:
e chemicky ¢istd a stabilni latka se zndmou chemickou strukturou
e vysoky kvantovy vytézek 10,
e silnd absorpce v dlouhovinné oblasti spektra mezi 600 — 800 nm

e vysokd schopnost prednostni akumulace v patologické tkani a rychlé odbouréni
z tkané zdravé, zvlasté pak z kuze a o¢i
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e rozpustnost v pozadovaném rozpoustédle

e netoxic¢nost

Nejcastéji se PS déli na PS prvni a druhé generace podle toho, jak byly postupné
vyvijeny. Mezi PS prvni generace patii derivaty hematoporfyrinu (HpD) v ruzném
stupni purifikace. Nevyhodou HpD je, ze jeji slozky nejsou presné definovany a po
intravenozni aplikaci vyvolavaji kozni fotosenzitivitu. Ptesto byly HpD jako prvni foto-
senzibilizator schvéleny v roce 1993 Food and Drug Administration (FDA) pro klinické
pouziti v Kanadé pod firemnim nézvem Photofrin [34]. Dnes jsou pod ruznymi nazvy
schvaleny napt. v USA, Ciné, Némecku, Bulharsku, Japonsku nebo Rusku [28]. Jednim
z derivatu hematoporfyrinu se zndmou strukturou je meso-tetra(4-sulfonatofenyl)por-
fyrin (TPPS4) (obr. 1.6). Jeho puvodni varianta vykazovala ve vyssich mnozstvich
neurotoxicitu, ale pozdéji byla v Ceské republice pfipravena specidlné purifikovana va-
rianta TPPSy, u které se jiz toto negativum neprokédzalo. V soucasnosti je v Ceské
republice TPPS, schvéleno pro lokalni pouziti [28].

Fotosenzibilizatory druhé generace se zacaly vyvijet po roce 1991 a jejich hlavni
vyhodou oproti PS prvni generace je jejich nizka fototoxicita a zndma chemicka struk-
tura. Nizsi fototoxicita je ddna tim, ze PS absorbuji hlavné na delsich vinovych délkach
[43]. Patii sem napt. modifikované porfyriny, ftalocyaniny, naftalocyaniny, chloriny,
bakteriochloriny, purpuriny, benzoporfyrinové derivaty a dalsi [44].

Porfyriny

Porfyriny s rtizné upravenymi postrannimi fetézci, které patii do druhé generace
PS, se od téch patricich do prvni generace odlisuji hlavné v tom, ze jsou to ¢isté latky
se znamou chemickou strukturou. Je pro né typicka silnd absorpce v tzv. Soretové
pasu okolo 400 nm. Dalsi slabsi maxima absorpce se nachazeji v oblasti 400 — 650 nm
(Q pésy). Vzhledem ke dlouhé dobé zivota jejich tripletnich stava vykazuji pomérné
vysoky kvantovy vytézek singletniho kysliku.

Modifikace porfyrinu se provadi navazanim ruznych chemickych skupin na porfy-
rinové jadro nebo volbou ruznych kovovych iontu koordinovanych v jeho stredu. Mezi
takto upravené porfyriny muzeme zafadit i meso-tetraphenylporfyrin (TPP), jehoz
strukturni vzorec je na obrazku 1.5. TPP je silné hydrofobni, proto se nehodi k podévani

Obrézek 1.5: Strukturni vzorec TPP.
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Obréazek 1.7: Strukturni vzorec TMPyP.

ve fyziologickém roztoku. Jednoduchymi chemickymi reakcemi muzeme vsak z TPP vy-
tvorit latky snadno rozpustné ve vodé. Napt. sulfonaci lze vyrobit vyse uvedeny zaporné
nabity hydrofilni TPPS,, ktery ma tendenci se akumulovat v lyzozomech. Obdobnou
modifikaci TPP byl rovnéz ptipraven 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)porfyrin
(TMPyP), ktery se jevi jako novy slibny PS (obr. 1.7). Vzhledem k tomu, zZe je na
rozdil od TPPS, nabity kladné, ma vysokou afinitu k nukleovym kyselinam, s kterymi
interaguje elektrostatickou interakei a interkalaci [38,48]. Z toho vyplyva, ze se primarné
lokalizuje v bunécéném jadre.

Vzhledem k poloze Soretova pasu a velkého u¢inného prutrezu nékterych porfy-
rinu pro dvoufotonovou absorpci, lze k jejich dvoufotonové excitaci vyuzit dobie pe-
netrujicich vlnovych délek z tzv. terapeutického okna [25]. Kromé vyssi penetracni
hloubky pti pouziti dlouhovinného zareni na dvojnasobku vinové délky Soretova pasu,
dochézi i k nizsimu tepelnému poskozeni okolni tkdné vlivem absorbovaného zafeni.

ALA

Kyselinu 5-aminolevulovou (ALA) muzeme zafadit mezi endogenni fotosenzibi-
lizatory druhé generace, prestoze sama o sobé nema zadné fotosenzitivni i¢inky. ALA
(obr. 1.8) je jednoduchd pétiuhlikatd molekula, kterd se ptirozené vyskytuje v lidském
tele, kde se ucastni syntézy hemu. Vznika ze succinyl-CoA a glycinu pomoci ALA
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Obréazek 1.9: Strukturni vzorec PpIX.

syntetazy v mitochondriich. Z osmi molekul ALA vznika v nékolika po sobé jdoucich
enzymatickych reakcich protoporfyrin IX (PpIX), ktery se ukazal jako pomérné dobry
PS. PpIX je ddle preménovan na hem. Za normalnich okolnosti je preména ALA na
PpIX regulovana mnozstvim vyprodukovaného PpIX v bunce, jehoz pfirozena koncen-
trace ovsem k fotodynamickému efektu nestaci. Jestlize ale podame pacientovi ALA,
zvysi se jeji koncentrace v bunce, ¢imz i pres regulaci negativni zpétnou vazbou docilime
zvysené produkce PpIX. Podrobné schéma metabolickych drah tcastnicich se syntézy
hemu je vidét na obrazku 1.10. V soucasnosti se ALA pouzivé v klinické praxi i v Ceské
republice a vyrabi ho firma DUSA Pharmaceuticals, Inc., pod ndzvem Levulan.

Ftalocyaniny

Navéazani benzenovych jader na pyrolova jadra se projevuje posunem absorpce do
cervena. Ftalocyaniny maji absorpéni maxima mezi 630 — 700 nm a nevyvolavaji kozni
fotosenzitivitu. Casto jsou déle chelatovény riznymi kovy, coz zvysuje jejich fototoxi-
citu. Ftalocyaniny vstupuji do bunék endocytézou a jsou lokalizovany hlavné v lyzo-
zomech, ale akumuluji se i v mikrozomech ¢i mitochondriich.

Chloriny

Chloriny jsou degrada¢ni produkty chlorofylu odvozené od porfyrinové struktury.
Posunuti absorpce k delsim vinovym délkam oproti porfyrinum je dano redukci dvojné
vazby v jednom z pyrolovych kruhu. V ptipadé bakteriochlorinu jde o dvé hydroge-
novana pyrolova jadra. Absorbuji na podobnych vlnovych délkach a vykazuji nizkou
fotosenzitivitu po lécbé podobné jako ftalocyaniny.

Dalsi generace fotosenzibilizatoru bude ziejmé zaméfena na vétsi selektivitu de-
strukce patologické tkéané. Toho by meélo byt docileno pomoci PS druhé generace
navazanych k prenase¢um uptfednostnujicim transport a hromadéni pravé v patolo-
gické tkéani [44].
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1.3.5 Vyhody, vedlejsi ticinky a hranice pouzitelnosti PDT

Mezi hlavni vyhody PDT muzeme zaradit jeji minimélni toxicitu. Na rozdil od chemote-
rapie a radioterapie, které dnes patii mezi nejhojnéji vyuzivané lécebné techniky v onko-
logii, nebyly karcinogenni ani mutagenni ii¢inky doposud zaznamenany [28]. I diky tomu
je v ptipadé potieby mozné lécbu PDT v kratkém case opakovat. Dalsimi vyhodami je
pak to, ze se jedna o neinvazivni metodu s velmi vysokou selektivitou acinku. Poskozeni
zdravé tkané je proto minimélni a v porovnani s chirurgickym fesenim vykazuje tato
lécba dobré vysledky i z estetického hlediska. Vysoké selektivity se tspésné vyuziva
u neoperovatelnych nddoru (mozku atp.), kde je o to vice pfinosna. Neopomenutelnymi
vyhodami PDT je také kratka doba hospitalizace i nasledné rekonvalescence.

Piestoze PDT nemé obecné mnoho vedlejsich uc¢inku, i zde néjaké existuji. Mezi
hlavni nezadouci tucinky patii kozni fotosenzitivita pacienta po zakroku, a to zvlasteé
v ptipadé intravendzni aplikace PS. Pacient se proto musi vyvarovat ptimého slune¢niho
zareni a silnych zdroju svétla do doby, nez se zbyvajici PS z téla vylouci. V soucasnosti
probihaji vyzkumy, jak vylucovani PS z téla po terapii urychlit a jak urcit dobu, kdy
je mozné pacienta opét pustit na svétlo. Prestoze PS pusobi velmi selektivné, ved-
lejsimi uc¢inky se projevuje i v okolni zdravé tkani a to nejcastéji palenim, otokem a
bolesti. Dale se muze objevit kasel, obtizné a bolestivé dychani nebo bolesti bricha.
Tyto piiznaky vétsinou po kratké dobé ustupuji [51].

Nejvétsi omezeni pouzitelnosti PDT je dano penetraéni hloubkou tkani, ktera se
pohybuje maximalné v fadech nékolika centimetru. Vzhledem k tomu, ze metoda vpichu
optickych vldken piimo do postizeného mista neni zatim pftiliS rozsifena, je mozné
provadét 1écbu jen na povrchu téla, v dutych organech nebo dutindch dostupnych
endoskopy, které svétlo k postizenému mistu dopravi. Ze stejného duvodu je obtizna i
1é¢ba velkych nadort.
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1.4 Detekce singletniho kysliku in situ

1.4.1 Moznosti monitorovani prabéhu PDT

Na prubéh PDT m4 zasadni vliv trojice komponent: fotosenzibilizator, svétlo a kyslik.
Koncentrace fotosenzibilizatoru a kysliku v zakladnim stavu stejné jako intenzita zareni
se muze béhem lécby v bunce vyrazné ménit, pricemz vzajemna zavislost téchto zaklad-
nich komponent PDT je komplikovana. Jak se ukazuje v klinické praxi, i pfi pevné
danych davkach fotosenzibilizatoru a svételného zareni je vysledny efekt u nékterych
pacientu nepredvidatelny. To jasné ukazuje na potrebu monitorovani zakladnich kom-
ponent PDT ptfed i béhem lécby a jejich pripadnou okamzitou regulaci. Takovym
prizpusobenim 1écby, zohlednujicim rozdily mezi jednotlivymi pacienty, by mohlo byt
dosazeno idealniho terapeutického efektu.

Nicméné pfesné monitorovani ani jedné z téchto tii komponent neni uplné jed-
noduché. Jednou z pomeérné dobfe rozvinutych metod je monitorovani vybélovani
fotosenzibilizatoru pomoci jeho fluorescence, ptipadné i fluorescencniho méfeni jeho
fotoproduktu [56]. Takové méfeni do jisté miry spojuje mnozstvi PS a jim absorbo-
vaného zareni v jediny parametr, ze kterého lze pak usuzovat na vysledny biologicky
efekt. Pti experimentech s MLL bunkami kultivovanymi s fotosenzibilizatorem meta-
tetra(hydroxyfenyl)chlorinem (mTHPC) bylo dokonce ukazano, ze takového métenti lze
vyuzit pro piedpovéd mnozstvi vyprodukovaného 'O,, piicemz je zapotiebi ptiblizné
9 x 1078 molekul singletniho kysliku na buiiku, aby frakce piezivsich bunék klesla na
/e [15]. Prestoze je tato metoda relativné jednoduchd a je vyuzivana v mnoha studiich,
neni univerzalné pouzitelna a muze vyzadovat dalsi méteni pro jednoznaénou interpre-
taci vysledku.

Pro predikci vysledného terapeutického efektu byly rovnéz testovany metody, které
vyuzivaji sledovani lécbou indukovaného snizeni cévniho zasobeni nebo nekrozy a apop-
tozy bunék. Z téchto metod muzeme zminit naptf. metodu monitorovani krevniho
prutoku zalozené na Dopplerové jevu [21], impedancéni spektroskopii [39] nebo pozi-
tronovou emisni tomografii [32]. Zatim vsak neni jasné, zda nékterd z téchto metod je
schopna detekovat zmény v postizené tkani v tak kratkém case, aby bylo jesté mozné
meénit podminky terapie.

Asi nejlepsi moznou cestou se jevi detekce mnozstvi ROS produkovanych pii PDT,
v prvoi fadé pak 'O,, ktery z nich mé nejvétsi vliv na bunéénou smrt. Méfenim pro-
dukce 1O, béhem PDT by bylo mozné pifmo sledovat mnozstvi klicové komponenty
PDT, jakozto vysledek interakce tii zédkladnich komponent. V zavislosti na mnozstvi
vyprodukovaného O, by pak bylo mozné ménit parametry PDT piimo v jejim pribéhu,
a tim regulovat tvorbu 'O, i predikovat vysledny terapeuticky efekt.

Detekce 105 je mozna pomoci riznych nepifmych metod, vyuzivajicich napi. lumi-
niscenc¢nich sond [55] nebo elektronové paramagnetické rezonance (EPR) [73]. Tyto me-
tody vsak vykazuji mnohda omezeni, zvlasté pak pii pouziti in vivo. Hlavnimi problémy
se jevi mozna toxicita luminiscen¢nich sond nebo mala specificita sond pouzivanych pii
EPR, ale i dalsi technické obtize pti EPR méfenich in vivo nebo v realném case.
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Prestoze luminiscence singletniho kysliku doprovazejici prechod 'A, —? 2, je velmi
slaby jev, pravé jeho piima casové rozliSena detekce se v soucasnosti jevi jako nej-
lepsi mozna neinvazivni metoda, kterd umoznuje kromé monitorovani prubéhu terapie
i vyznamnou pomoc pii odhalovani jejich mechanizmu [57].

1.4.2 Vyvoj detekce singletniho kysliku v biologickych studiich

Nedlouho poté, co byl v poloviné 70. let singletnimu kysliku pficten cytotoxicky efekt
[68], byl naméten i jeho prvni ¢asové rozliseny luminiscenéni signal. Nejprve generovany
fotosenzibilizatory v CCly [30], ve kterém ma 'O, pomérné dlouhou dobu Zzivota, a
pozdéji pak i ve vodném prostiedi [26]. Koncem 80.let prichézeji na fadu prvni vice ¢i
méné spésné pokusy o luminiscenéni detekei 'Oy v biologickych systémech.

Do této chvile se k detekci luminiscence singletniho kysliku (SOL) vyuzivaly prevaz-
né germaniové detektory, které vykazovaly nizkou citlivost a dalsi nepiiznivé vlastnosti.
To se zménilo poté, co byl firmou Hamamatsu vyvinut novy fotonasobi¢ R5509, citlivy
v blizké infracervené oblasti (NIR), umoznujici pracovat v ¢asové rozliseném maédu
¢itani jednotlivych fotonu s odezvou ~ 3ns. Jeho kvantova uc¢innost na 1270 nm ¢inni
0,9 %, coz je asi o tad vice, nez tomu bylo u germaniovych detektoru.

V roce 2002 publikovali prvni uspésné pokusy s timto fotondsobicem Hirano
et al. [18] a Niedre et al. [45]. Hirano umistil pfed fotondsobi¢ monochromator a tak
naméiil luminiscenéni spektrum 'O, z mystho tumoru pouzitim dvou PS: Photofrinu a
ATX-S10NA. Niedre naopak pouzil pouze nékolik pasmovych filtri, aby zvysil intenzitu
signalu, ale pritom jej byl schopny bezpecné odlisit od pozadi. Predmétem experimentu
zde byla ¢asové rozlisend luminiscence 'O, generovaného tetrasulfonovanym ftalocyani-
nem s centralnim atomem hlinfku (AlS,Pc) a Photofrinem. 'O, byl generovén nejprve
ve vodném prostiedi s pridanymi zhésedly (NaN3) nebo proteiny (BSA), nasledné pak
ze suspenze leukemickych bunék AML a nakonec z kuze a jater pokusné mysi. Pro
nafitovani dat ziskanych z bunécné suspenze, mysi kuze a mysSich jater, ve kterych
dochdzi ke zvysené akumulaci fotosenzibilizatoru, bylo potieba Sesti parametru (dvou
riznych kinetik). Zatimco jedna sada parametri odpovidala dobdm Zivota 'Oy a tri-
pletnich stavu fotosenzibilizatoru ve vodném prostiedi ~ 3 ps, u druhé sady se znatelné
prodlouzily doby zivota tripletnich stavi PS na (19 £ 3) ps u bunécné suspenze a na
(15,7 £ 1,8) us u mysi. Doby zivota 'Oy pak vychdzely na (0,6 4 0,4) ps u bunécné
suspenze a v pripadé mysi byl vzhledem k nemoznosti nafitovani tohoto parametru
proveden odhad na 0,03 — 0, 18 ps.

Dosud bylo vseobecné piedpoklddédno, Ze mnozstvi 1Oy generovaného v buiice pii
PDT urcitym zptsobem koreluje s mnozstvim nasledné odumfelych bunék, ale nebylo
to zatim experimentalné prokdzano. Prvni takovy dukaz provedl Niedre et al. s leu-
kemickymi bunkami AML5 kultivovanych s ALA in wvitro [46]. Pti téchto pokusech
byly ménény parametry PDT (koncentrace PS, davka zafeni a hladina kysliku) a bylo
ukdzano, ze ddvka 'O, velmi dobie koreluje s mnozstvim odumielych bunék. Naopak
zévislost bunécné smrti na jediném proménném parametru (napt. davce zéreni) neni
tak presvédciva vzhledem k dalsim nekontrolovatelnym parametriim ménicim se béhem
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PDT a majicim na vyslednou produkeci 'O, vliv. Nésledné byl tento vysledek potvrzen
in vivo na mysich za pouziti ALA [47].

Pti dostatecné vysokych davkach PS a svételného zareni dochazi béhem PDT k po-
stupnému snizovani hladiny kysliku v zakladnim stavu vlivem jeho fotochemického
navazanim k ruznym substratum v bunce i vlivem snizeni prokrveni [7]. Pomoci ¢asové
rozlisené detekce luminiscence 'Oy a z nf uréenych dob Zivota 77 (tripletni stavy PS)
a 7a (1Oy) lze usuzovat na koncentraci kysliku v buiikéch, popi. na vybélovani PS.

Doba, 7ivota tripletnich stavii 7r je silné zavisla na koncentraci 20, dle Stern-Volme-
rovy rovnice

kr = 7' = kg + kxr + kor[*O2], (1.36)

kde kt je rychlostni konstanta relaxaci tripletnich stavu PS (prevrdcend hodnota doby
zivota 7p'). kr a knr jsou pak rychlostni konstanty zafivych a nezdiivych prechodt
tripletnich stavii PS. Rychlostni konstanta kot zde reprezentuje rychlost zhaseni tri-
pletnich stavi PS tripletnim kyslikem. Jak je vidét z rovnice 1.36, ze zmény doby zZivota
71 1ze jednoduse uréit zménu [30,]. Pouzitelnost této metody byla ovéiena in vitro na
suspenzi leukemickych bunék kultivovanych s ALA [23]. Parcidlni tlak kysliku (pOs)
zde byl nezéavisle kontrolovan Clarkovou elektrodou a byla ukézana silné korelace mezi
kt a pOy, stejné tak postupny pokles [2Os] béhem PDT v suspenzi bunék. Uréitym
problémem této metody se jevi obtizné urceni dob zivota z dat odpovidajicich nizkému
pO,, tedy i redukovanému signélu 'O,. Dalsim spornym bodem je pak fakt, ze sou¢asné
provedend meéfeni in vivo se nepodafilo uspokojivé interpretovat a dalsi nezavislé ex-
perimenty provedeny nebyly.

Dalsim krokem v monitorovani PDT byla uprava aparatury provedend Niederem
et al. pro ucely prostorové rozliSeného snimdni luminiscence 'O,. Pomoci excitacniho
laserového svazku skenujictho vzorek bylo mozné potizovat prostorové rozlisené snimky
produkce 'O, s rozlisenim 1x 1 mm na pixel. Toho bylo vyuzito pro prostorové rozlisens
méfeni 'Oy z tumoru mysi, které byla aplikovdna ALA [47].

Smérem studia PDT na tirovni jednotlivych bunék se vydala skupina prof. Ogilbyho.
Pro tyto ucely vyvinula mikroskop umoznujici detekci O, z jednotlivych bunék pomoci
linedrniho InGaAs detektoru skenujiciho vzorek, ktery zajistuje prostorové rozliseni
experimentu, a klasického NIR fotondsobice pro ¢asové rozlisend méteni [59,61]. To
d4va unikatni moznosti zkoumani éasového vyvoje a vlivu lokalizace 'O na biologickou
odpovéd, jako je bunécna smrt nebo signalizace. Vzhledem k velmi slabému signalu,
byla vétsina experimentu provadéna po izotopické vyméné vodného prostiedi bunék
za D0, v kterém ma 1O, asi 20x delsi dobu Zivota néz v HoO. Pro zvyseni signdlu
bylo rovnéz vyuzivano zvysené koncentrace kysliku v bunkéch, ¢ehoz bylo docileno
zvysenim tlaku kysliku ve vzorkovém prostoru.

Extrapolaci dob zivota 'Oy ziskanych postupnym zvySovdnim poméru HoO/D,O
v buiice obdrzel Skovsen et al. dobu Zivota 'O, pro buiiku bez izotopické zamény
~3ns [58]. Ta se piilis nelisi od doby Zivota 'Oy ve vodé (~3,5ps [57]) a je znatelné
delsi, nez uvadi Niedre et al. pro bunééné suspenze a tkané [45]. Pi pouziti stejného PS
jako Skovsen et al. (TMPyP), ziskala Jiménez-Banzo et al. dobu zivota 1O4 z bunéénych
suspenzi lidskych fibroblastu (1,7 £ 1,0) s [3].
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Bylo ukézéno, ze doba Zivota 'O, zdvisi na misté jeho produkce, které je ddno
mistem bunééné lokalizace PS [2,3,31,60]. S tim tzce souvisi i difuzn{ vzdalenost 1O,
v buiice, kterd byla delsi dobu velkou otdzkou. Pfestoze je doba Zivota 'O, v buiice
pomérné dlouhd [58], vzdalenost, kterou muze 'Oy urazit, je vzhledem k vysoké visko-
zité bunécného prostiedi pomérné kratka a je odhadovana na ~ 100 nm [17]. To zaroven
odpovidd na otdzku, zde je mozné, aby 'O, opustil buitku, v které byl vyprodukovan.
Podle vseho to mozné je v pripadé, ze PS, ktery ho produkuje, se nachézi pobliz cyto-
plazmatické membrany popt. v jadie nalézajicim se v jeji tésné blizkosti.

Nejpouzivanéjsim PS pouzivanym pfi téchto experimentech se stal vzhledem ke
svym priznivym vlastnostem TMPyP. Pravé na tomto PS bylo ukazéano, ze jeho vazba
k DNA muze byt ovlivnéna mirou ozafeni. To ma za nasledek i zménu jeho lokalizace
v burice, kdy se z jadra presunuje do cytoplazmy a dalsich bunécnych organel [62].

Dalsim zajimavym pokrokem v detekci 'Oy pomoci mikroskopu, bylo pouziti dvou-
fotonové excitace [16,61]. Dvoufotonova mikroskopie ma oproti konfokalni mikroskopii
velkou vyhodu v tom, ze pii ni nedochazi k zbytecnému vybélovani PS z ¢asti vzorku, ze
které neni signal sbiran. Naopak je zde excitovan pouze maly objem vzorku, z kterého je
signal sbiran bez pouziti apertury zajistujici pti konfokalni mikroskopii snimani pouze
z ohniskové roviny mikroskopu. Vzhledem k tomu, Ze dvoufotonova excitace je malo
pravdépodobny nelinearni jev, je k nému potieba vysoky fotonovy tok a PS s velkym
uc¢innym prufezem pro dvoufotonovou absorpci. Nicméné vysledky z dvoufotonové mi-
kroskopie z relevantnich biologickych systému zatim publikovany nebyly.

Yamamoto et al. zkoumal produkci 'O, v bunéénych suspenzich in vitro a mys$im
tumoru in vivo za pouziti ALA [72]. Jako zdroj zafeni byl pouzit laser YAG-dye (Ha-
mamatsu) generujici svételné pulzy na 635 nm s energii 4 mJ, a délkou 5 ns s 30 Hz opa-
kovaci frekvenci. Laserové zateni bylo do nddoru dopravovano difuzérem voperovanym
do nadoru a signal byl detekovan pomoci svétlovodu pripojenému k NIR fotonasobici
H9170-45 (Hamamatsu) ptes pdsmové filtry. Bylo ukdzdno, Ze celkovd produkce 'O, a
typ bunécéné smrti je zavisly na zpusobu excitace. V pripadé excitace nizsimi vykony
po delsi dobu bylo vyprodukovano vice 'Oy nez pii excitaci vyssimi vykony po kratsi
dobu. Kromé vyssiho fotodynamického efektu byl pfi nizsich vykonech vyssi i pomér
apoptotické vuci nekrotické smrti v porovnani s vyssimi vykony. Celkova davka zarent
pii riznych typech excitace (80,160,240 mW/cm?) byla vzdy stejn.

V nedavné dobé se podafil skupiné Davise et al. pokrok v budovani aparatury,
ktera ke snimdni 'Oy vyuzivd dvouramenného svétlovodu s luminiscenéni sondou. Ta-
kovéto svétlovody jsou tvoreny dvéma skupinami vldken. Jedna skupina vlaken tvofii
excitacni rameno svétlovodu, druha pak tvoii rameno detekéni. Obé skupiny vlaken po-
tom spoleéné vytstuji v tzv. luminiscenéni sondu, kterd se priklada k povrchu méfeného
vzorku. Excita¢nim vldknem je tak k povrchu vzorku dopravovano excitacni zareni a
zbyvajicimi detekénimi vldkny dochazi k sbéru luminiscenéniho signalu emitovaného
vzorkem. Takovy svétlovod je v této aparatuie piimo pripojen k diodovému laseru
s opakovaci frekvenci 10 kHz a NIR fotonasobi¢i Hamamatsu H9170-45 vyuzivajicimu
termoelektrického chlazeni Peltierovymi ¢lanky. Pouzité pulzy jsou dlouhé nejcastéji
Sps s energii < 1mJ. Takové usporfdddni umoznuje vytvoreni velmi kompaktniho
zafizeni s jednoduchym ovldddnim vhodného pro klinické pouziti. Vzhledem k me-
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todé excitace a sbéru signalu je tak mozné do budoucnosti uvazovat i o jeho vyuziti pii
katetrizaci. Jednoduchost takového usporadani bohuzel neumoziuje vyssi spektralni
rozliSeni experimentu, nez je mozné dosdhnout pouzitim pasmovych filtru. Doposud
byly provedeny studie, v kterych bylo toto zafizeni pouZito pro detekci 'O, od jedno-
duchych roztoku s PS, pfes bunééné suspenze [35] az k jeho detekci z krysy s tumo-
rem lé¢enym pomoci chlorinu e6 (Cl-e6) a ALA [36]. Nakonec byly publikoviny i
prvni vysledky detekce 'Oy ze zdravych lidskych dobrovolnikt s aplikovanou ALA [33].
V piipadé krysy byla prokdzdna zdvislost ddvky 'Oy na regresi velikosti tumoru, u lid{
pak byla hodnocena fotobiologickd odpovéd (velikost otoku). Pfestoze jsou v publi-
kacich [35,36] prezentovany kinetiky luminiscence 'Oy z bunéénych suspenzi i pifmo
z mysiho tumoru, nejsou zde uvedeny ziskané doby Zivota. Z prezentovanych kinetik
je patrné, ze nebylo mozné nafitovat jejich narusty. To je nejspise zpusobeno pouzitim
dlouhych excita¢nich pulzi ménicich charakter narustu kinetik. Vzhledem k tomu, ze
u biologickych vzorkt muze narust kinetiky odpovidat dobé Zivota 'O,, je nemoznost
jejich nafitovani vyraznym nedostatkem, ktery prozatim omezuje moznosti této apara-
tury pro méfeni dob Zivota 'O, v biologicky systémech.

Nyni skupina vyviji aparaturu, pomoci které je mozna soucasnd prostorova detekce
fosforescence 1O, i fluorescence PS pomoci dvou kamer. Schiidnost takového usporddéani
byla prezentovana na mysich s tumory lécenymi Cl-e6 [37].

1.4.3 Technologie a moZnosti zdokonaleni detekce 'O,

Nejvétsi prostor pro zdokonaleni detekce SOL predstavuji nejspise NIR detektory.
Soucasné NIR fotonédsobice, puvodné vyvinuté pro telekomunikacéni aplikace, maji i pres
své vyrazné zdokonaleni oproti predchozim germaniovym detektorum stale pomérné
nizkou kvantovou ucinnost (~1%). Rychly vyvoj kiemikovych detektoru zde neni
bohuzel piinosny, jelikoz nejsou v oblasti SOL okolo 1270 nm citlivé a vyvoj NIR cit-
livych materidlu (germanium, InGaAs nebo InGaAsP) je o poznani pomalejsi.

V poslednich letech ptichazeji do poptedi zajmu NIR citlivé lavinové diody umoznu-
jici ¢itani jednotlivych fotonu. Prestoze vykazuji jisté nedokonalosti, jako afterpulzy a
vyssi mnozstvi temnych pulzu, jejich velkd vyhoda tkvi ve vysoké kvantové tcinnosti,
kterd muze dosahovat 10 — 20 %. Rovnéz je zde i moznost jejich pozdéjsiho uskupeni
do diodovych poli pro porizovani prostorové rozlisené detekce.

Novinkou mezi komeréné nabizenymi NIR detektory je v soucasnosti zesilovand ka-
mera MOSIR 950 (Intevac Photonics). Ta umoznuje prostorové rozlisenou detekci SOL
a v ptipadé doplnéni o disperzni ¢len ji lze rovnéz vyuzit ke spektralné rozlisenym expe-
rimentum. Kamera neni dostatecné rychla pro ¢asové rozlisenou SOL detekci, nicméné
disponuje elektronickou uzavérkou umoznujici volbu expozice jiz od 10 ps. To umoznuje
efektivni zvyseni poméru signal/sum, jelikoz je mozné akumulovat signél pouze po ne-
zbytné nutnou dobu danou kinetikou SOL a neakumuluje se tak Sum po jejim skonceni.
Kamera je citlivd od 950 nm do 1650 nm s pomérné vyrovnanou spektralni citlivosti
pohybujici se okolo 30%. Takto vysoka citlivost je mozna diky kombinaci NIR cit-
livé fotokatody emitujici fotoelektrony, které jsou nasledné urychlovany elektrickym
polem a bombarduji zpétné osvétlovany CCD detektor. Spinani tohoto elektrického
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pole soucasné slouzi jako elektronicka uzavérka. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o novou
technologii, vykazuji detektory téchto kamer velké mnozstvi kazii a nerovnomérnou
citlivost. Nékteré z téchto nedokonalosti 1ze ale softwarové korigovat.

V neposledni fadé prichazeji v ivahu dnes komercné dostupné mikrokandlové de-
tektory (MCP). Ty jsou tvofeny velkym poctem specidlnich sklenénych kapildr za-
stupujicich zde funkci dynod z klasickych fotondsobicu. MCP disponuji kromé pro-
storového rozliseni i velmi vysokym casovym rozlisenim (< 1ns). Prozatim je vsak
hlavnim faktorem limitujicim jejich pouziti ptilis vysoka cena.

Dalsi potencialni zdokonaleni detekce by mohlo byt umoznéno pomoci supravodico-
vych detektoru jednotlivych fotonu, které jsou citlivé v NIR oblasti, vykazuji velmi
vysoky kvantovy ucinek presahujici 80 % a je u nich moznd energeticka diskriminace
fotontu. To by umoznilo spektralni rozliseni experimentu bez nutnosti monochromatoru
nebo pasmovych filtru, ¢imz by se zvysila propustnost detekéniho systému pro SOL,
tedy i intenzita signalu. Stejné jako u lavinovych diod je zde mozné jejich pozdéjsi
uspotradani do poli pro prostorové rozlisena méreni. Prozatim je jejich velkou nevyhodou
dlouhd mrtva doba (~ ps) a pomald odezva, coz neumoznuje jejich pouziti pro ¢asové
rozlisené citani fotonu SOL. Prozatim neni jasné, zda je mozné tyto prekazky prekonat,
presto je zde stale moznost vyuziti téchto detektoru s energetickou diskriminaci a velmi
vysokou kvantovou ué¢innosti pro kontinualni SOL detekci.

Prostor ke zdokonaleni existuje i v piipadé zdroju svétla. Jako nejperspektivnéjsi
se jevi ruzné druhy pulznich laseru. Hlavnimi pozadavky, které jsou na né kladeny, jsou
vysoka opakovaci frekvence (desitky kHz) pro rychlou akumulaci dat a vysoky vykon
(> 100mW/cm?) na vinovy délkdch (~630 — 765nm). Téchto zdroju svétla by bylo
vyuzivano soucasné jako zdroje pro SOL detekci, tak i 1écbu PDT.

Alternativni metodou detekce SOL by mohlo byt vyuziti levnych zdroju svétla pro
meéieni SOL ve frekvenéni doméné. V takovém piipadé se dd k modulaci svétla vyuzit
bud pifmo frekvenéni generdtor nebo lze modulaci provést nepiimo pomoci akusto-
optickych modulatoru. Zatim bylo ukazano, ze pomoci této metody lze ziskat signdl
SOL z roztoku PS ne vsak z biologickych vzorku, jako jsou bunééné suspenze nebo
tkéné [49]. Tyto pokusy byly ale provadény jesté se starymi germaniovymi detektory.
S novymi typy detektoru se o takova méteni pokousi Niedre et al. [23].
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Kapitola 2

Materialy a metody

2.1 TMPyP v PBS

Rozpustéenim TMPyP (Aldrich) v 1 mM fosfatovém pufru (PBS) o pH = 7,4 (pH lidské
krve), byla vytvotena jeho koncentra¢ni fada od 5 pM do 400 pM. Vzorky s danymi kon-
centracemi TMPyP byly méreny vzdy pro tii ruzné koncentrace v nich rozpusténého
kysliku: 0 pM, 280 M a 1,4 mM. To postupné odpovida koncentraci kysliku ve vzorcich
probublavanych jednu hodinu plynnym dusikem, v rovnovaze s okolnim vzduchem a
probublavanych 30 minut plynnym kyslikem. Vzhledem ke znamé vlastnosti TMPyP
ulpivat na sténdch kiemennych kyvet (Hellma), byly kyvety mezi jednotlivymi mérenimi
¢istény v ultrazvukové lazni po dobu 5minut pii 70°C v 2% roztoku Hellmanex II
(Hellma). Cistota a fotostabilita méFenych vzorku byla kontrolovédna absorpénim spek-
trometrem Specord 250 (Analytik Jena) a fluorescenénim spektrometrem AvaSpec-2048
(Avantes). Fosforescence TMPyP a jim generovaného singletniho kysliku byla méfena
s puvodnim usporadanim aparatury, jak je popsdno v kapitole 3.1.1, s opakovaci frek-
venci excita¢nich pulzu 100 Hz.

2.2 TPP v prostredi fosfatidylcholinu

Suché lipidové vzorky s TPP byly pfipraveny dvouhodinovym odparovanim rozpousteé-
dla plynnym dusikem ze smési 0,25 ml 350 uM TPP (Frontier Scientific) a 1 ml 200 mM
L-a-fosfatidylcholinu (PC, sojovy, 95 %, Avanti Polar Lipids) v chloroformu p.a. (La-
chema). Tato smés se nachazela v kfemenné spektroskopické kyveté 1x1cm s opticky
lesténym dnem (Hellma), ze které bylo pozdéji provadéno méreni v usporadani apara-
tury popsané v kapitole 3.1.1.

Pro lepsi odpareni chloroformu z lipidovych vzorku byla pouzita metoda spin-
coating zalozend na davkovani vzorku na rychle se otacejici podlozku. Tim dojde k jeho
rovnomérnému rozprostieni po podlozce a rychlému odpaieni rozpoustédla.

Stejnd smeés TPP a PC v chloroformu, jako v ptipadé predchoziho vzorku v kyveté,
byla postupné davkovana pipetou po 10ul na DIA sklicko pfipevnéné na otacejicim
se ventilatoru o pruméru 8 cm a napajeném 12V. Tim bylo docileno dobrého odpaireni
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Obrazek 2.1: Méreni lipidového vzorku pripraveného metodou spin-coating.

chloroformu z lipidového vzorku obsahujictho TPP, ktery nakonec v tenké vrstvé pokry-
val povrch sklicka.

Takto pripraveny vzorek byl umistén tésné pred vstup detekéniho systému takovym
zpusobem, ze hrana sklicka splyvala s jeho vstupni stérbinou. Laserové excitaéni zareni
bylo privadéno kolmo k povrchu vzorku pomoci svétlovodu. Timto zpusobem byl ze
vzorku efektivné sbiran luminiscenéni signal, ktery se z velké ¢asti sitil totalnimi odrazy
uvnitt sklicka a bo¢ni stranou vystupoval ven (viz obr. 2.1).

2.3 PpIX v polymernich féliich

Jako polymerni matrice byly zvoleny polystyren o molekulové vaze My, ~ 192.000 a
polymetylmetakrylat (PMMA) o molekulové vaze My, ~ 120.000 (Aldrich). Strukturni
vzorce monomernich jednotek obou polymert jsou na obrazku 2.2. Jako fotosenzibi-
lizator byl vzhledem k pozdéji planovanym pokusum in vivo zvolen protoporfyrin IX
(> 95 %, Sigma). Aby bylo mozné zabudovat PpIX do granulovanych polymeru a vy-
tvorit z nich vzorky pozadovanych rozmeéru, bylo nutné nalézt takové rozpoustédlo,
v kterém by se v dostatecné koncentraci rozpoustély jak oba polymery tak i PpIX. Tes-
tovana rozpoustédla a jejich schopnosti rozpoustét polymery i PpIX jsou uvedeny v ta-
bulce 2.1. Nejvhodnéjsim se ukézal byt tetrahydrofuran (THF, pro UV-spektroskopii,
> 99.8 %, Fluka).

V 25ml THF bylo rozpusténo 3,3 g polylstyrenu resp. 3,7g PMMA. V ptipadé po-
lystyrenu trvalo rozpousténi v ultrazvukové lazni pri 50 °C necelé dvé hodiny. PMMA

PMMA = Polystyren PpIX 4% vynikajicf rozpustnost

Aceton *ok * * x*%  dobra rozpustnost
Chloroform % % % *k X *  Spatnd rozpustnost
Diethylether - - X X mnerozpousti

Tertahydrofuran o * % % - —  netestovano

Tabulka 2.1: Rozpustnost PMMA | polystyrenu a PpIX v ruznych rozpoustédlech.
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Obrazek 2.2: Strukturni vzorce monomernich jednotek polystyrenu (vlevo) a PMMA
(vpravo).

[PpIX] Popis

OpM reference
0,5uM pfirozena koncentrace PpIX v burice
5pM  koncentrace PpIX v bunkach kultivovanych s ALA v exponencialni fazi
20pM  doplnéni koncentracni fady
100pM  koncentrace PpIX v bunkéch kultivovanych s ALA ve stacionarni fazi

Tabulka 2.2: Koncentrace PpIX ve vyrobenych polymernich féliich, které odpovidaji
jeho fyziologickym koncentracim v bunkédch kultivovanych za ruznych podminek.

se v THF rozpousti pomaleji, proto se smés nechala pii laboratorni teploté rozpoustét
v uzaviené nadobé 24 hodin. Po rozpusténi polymeru byl pridan 1ml roztoku PpIX
v THF. Smés byla dobte promichédna a nalita na Petriho misky o pruméru 9 cm. Po
tfidennim odpareni rozpoustédla v digestofi za laboratorni teploty vznikly pevné po-
lymern{ f6lie o pruméru Petriho misky a tloustce (0,45 + 0,05) mm. Pro oba polymery
byly vytvoreny vzorky s PpIX o fyziologickych koncentracich uvedenych v tabulce 2.2.
Hodnoty téchto koncentraci jsou piepocitané z hodnot uvedenych v ¢lanku [52] za
predpokladu, ze sttedni objem lidského fibroblastu FEK4 je stejny jako objem krychle
o hrané 10 pm.

2.4 Tkanové kultury

Mysi fibroblasty linie 3T3 byly kultivovany v médiu DMEM s 10 % fetalniho teleciho
séra pri 37°C ve vlhéené sterilni atmosféie s 95% vzduchu a 5% COs po dobu tif
dnt do 80 — 90 % konfluence. Po této dobé bylo médium nahrazeno médiem s pouze
0,5 % fetdlniho teleciho séra a takto byly kultivovany dalsich pét dni. Po této dobé
byly prepraveny z Oddéleni bunééné neurofyziologie Fyziologického ustavu AV CR,
kde byla dosavadni ¢ast kultivace provadéna, do nasi laboratote, kde jim byl do média
ptidan roztok penicilin-streptomycin a fotosenzibilizator (ALA (Sigma), TPPS, (Fron-
tier Scientific) nebo TMPyP (Aldrich)) rozpustény v PBS, aby jeho celkova koncentrace
v médiu byla 100 M. Takto se nechaly déle kultivovat ve tmé po dobu 20 hodin. Dalsi
manipulace mimo kultivacni box byla provadéna za tlumeného cerveného svétla, aby
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se eliminovala fotoexcitace PS v bunkéch. Po odsati média a pétindsobném oplachnuti
bunék PBS (pH = 7,2) zchlazenym na 5 °C bylo pfidano malé mnozstvi tripsinu, ktery
se nechal nékolik minut pusobit, nez se bunky uvolnily od dna kultiva¢ni lahvicky.
Dale byly bunky rozvolnény v malém mnozstvi kultivacniho média, preneseny do cent-
rifugacni zkumavky a doplnény PBS na objem 15ml. Po 10 min. centrifugaci pti 100 g
byl odsat supernatant a pridany 2 ml PBS, do néhoz byly bunky na vortexu rozptyleny,
a celé mnozstvi suspenze bylo néasledné premisténo do 1cm spektroskopické kyvety
s lesténym dnem, v které se opakovala centrifugace za predchozich podminek. Timto
postupem bylo docileno rovnomérného pokryti dna spektroskopické kyvety bunkami
v tenké vrstvé pod PBS. Toto mnozstvi bunék bylo ziskédno z jedné kultivaéni lahvicky
o velikosti 75 cm?.

Pro mikroskopické a fluorescenéni snimky byl pouzit invertovany fluorescenéni mi-
kroskop Olympus IX71 s olejovym imerznim objektivem se 100x zveétsenim. Mikro-
skop byl dale doplnén o zpétné osvétlovany CCD detektor ACTON Spec-10 (Prin-
ceton Instruments) chlazeny tekutym dusikem na —120°C, spektrografem Spectra-
Pro 2150i (Princeton Instruments) a diodovym laserem Omicron LDM405-120.CWA.L
vyzafujicim na vlnové délce 405nm. V tomto usporadani dovoluje tato mikrospek-
troskopicka aparatura kromeé porizovani klasickych snimku vzorku v prochazejicim
svétle a florescenénich snimku i snimani fluorescenc¢nich spekter z ruznych mist vzorku.
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Kapitola 3

Experimentalni cast

3.1 ijrava aparatury

3.1.1 Staré usporadani aparatury

Dosavadni aparatura vybudovand na Katedie chemické fyziky a optiky MFF UK
umoziiovala méieni fosforescence fotosenzibilizatorti a 'O, s ¢asovym i spektrdlnim
rozlisenim z roztoku ve spektroskopickych kyvetdch [11]. Bylo tak mozné podrobné
studovat prenos energie z PS na kyslik a jejich interakci s okolnim prostredim. Prestoze
v tomto uspotradani byla aparatura, vzhledem ke svému spektralnimu rozliseni 16 nm,
pomérné unikatni i ve svétovém méritku, neumoznovala méteni z povrchu pevnych
vzorku. Pro rozsiteni detekénich moznosti této aparatury i na méreni z pevnych vzorku
bylo proto nutné aparaturu k tomuto tcelu ptizpusobit.

Jako nejvhodnéjsi se jevilo k tomuto ucelu vyuzit optickych vldken s luminiscenéni
sondou. Takové usporadani by umoznovalo méteni z povrchu pevnych vzorku, a tudiz
by bylo mozné se pomoci takto upravené aparatury posunout ve vyzkumu PDT dale
k in vivo systémum, pricemz by byla zachovana moznost méfeni z roztoku. Dosud
zkoumané roztoky PS s ruznymi pridanymi biomolekulami jsou sice vhodnym mode-
lovym systémem, ale jsou zaroven podstatné vzdaleny skutecnym podminkam PDT.
Moznost monitorovani fosforescence 1O, i fosforescence fotosenzibilizdtort s ¢asovym i
spektralnim rozlisenim z tkanovych kultur a nésledné i piimo z tumoru laboratornich
zvitat by umoznila detailni studium procesu probihajicich pti PDT in situ.

Puvodni uspotraddni aparatury je na obrazku 3.1. Jako zdroj excita¢nich pulzu je
zde pouzit barvivovy laser FL1000 (Lambda Physik) ¢erpany excimerovym laserem
ATLEX-500i (ATL Lasertechnik). Spoletné poskytuji svételné pulzy o délce ~ 6ns
s energil ~ 15 1J a opakovaci frekvenci az 500 Hz. Vlnova délka excita¢nich pulzu je pro
méfeni s porfyriny volena na 420nm (Soretuv pas), které se dosahuje pouzitim lase-
rového barviva Stilben 3. Tyto pulzy jsou fokusovany do kiemenné luminiscencni kyvety
o rozméru 1x1cm pres jeji opticky lesténé dno. Luminiscenc¢ni stopa, vznikajici v ky-
veté priuchodem zareni, je pomoci svétlosbérného systému tvoreného dvéma cockami
zobrazovana s dvojnasobnym zvétsenim na vstupni Stérbinu vysoce svételného mo-
nochroméatoru Jobin-Yvon H20IR. Mezi kyvetou a svétlosbérnym systémem je umisténa
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Obrazek 3.1: Schéma dosavadni aparatury pro detekci singletniho kysliku z roztoku ve
spektroskopickych kyvetach.

dvojice filtri Schott RG7 propoustéjici zareni o vinovych délkach vétsich nez 750 nm.
Ty slouzi hlavné k odfiltrovani rozptyleného excitacniho zareni a rychlé fluorescence
vzorku. Z monochroméatoru je zatfeni zobrazovano dalsi dvojici ¢ocek na fotokatodu
fotonasobice Hamamatsu R5509. Ten je citlivy az do blizké infracervené oblasti, a
je proto nutné ho chladit na nizké teploty a zabranit tak generaci temnych pulzi
vlivem teplotnich excitaci. Chlazeni je provadéno tekutym dusikem, jehoz prutok fo-
tondsobicem zajistuje fidici jednotka, a tim udrzuje jeho fotokatodu na konstantnich
—80°C. Pulzy generované fotonasobic¢em jsou nejprve zesileny Sirokopasmovym pied-
zesilovacem Becker—Hickl HFAC —26 dB a déle jsou ptivedeny na vstup multikanalového
c¢itace Becker—Hickl MSA 200. Ten mé casové rozliseni 5ns na kanal a jeho casova
zékladna je spousténa pulzem z rychlé PIN fotodiody, na kterou je privadéna mald
cast excitacniho zareni. Signal z PIN diody je zaroven mozné sledovat na osciloskopu,
pro kontrolu tvaru a intenzity excita¢nich pulzu.

3.1.2 Svétlovody

Puvodnim zédmérem pii prestavbé aparatury bylo odstranit cely svétlosbérny systém
zobrazujici luminiscenc¢ni stopu z kyvety na vstup monochrométoru a nahradit ho dvou-
ramennym svétlovodem s luminiscencni sondou. Pro tento 1cel byl zakoupen svétlovod
dodavany firmou Jobin-Yvon. Tento svétlovod tvoii 15 excitacnich vlaken a 18 de-
tekénich vlaken o prumeéru 200 pm, ktera jsou v ndhodném rozmisténi usporadana do
kruhu o pruméru 1,6 mm a tvoii tak luminiscen¢ni sondu (viz obr. 3.3). Na druhém
konci jsou excita¢ni vlakna usporadana do kruhu o pruméru 1 mm a detekéni vldkna
jsou usporadana do obdelnikového tvaru o rozmérech 4,4 x0,2 mm. Takovéto usporadani
detekénich vldken je ptimo uréeno pro piipojeni do mista vstupni Stérbiny monochroma-
toru a soucasné je jejich numericka apertura ptrispusobena numerické apertuie pouzitého
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Obrazek 3.2: Schéma nového uspotadani apratury pro detekci singletniho kysliku i
z pevnych vzorki.

monochrométoru Jobin-Yvon H20IR. Puvodni filtry RG7 ¢tvercového tvaru umisténé
na vstupu svétlosbérného systému byly nahrazeny kulatymi filtry (Edmund Optics
RG780), které byly umistény do drzaku kulatych palcovych filtru za vstupni stérbinu
monochromatoru.

Béhem prvnich pokusu s takto upravenou aparaturou se ukazalo, ze neni mozné
ucinné navazat laserovy svazek do vstupu excitacnich vldken. Ptestoze byl konec ex-
citacnich vlaken ptipevnén k 3D mikroposuvu a bylo zaroven mozné libovolné ménit
naklon excitacnich vldken vuci laserovému svazku, nepodarilo se nalézt takovou po-
lohu, ve které by laserové zateni vstupovalo do vSech excita¢nich vldken s dostatecnou
intenzitou. Méreni vykonu svazku pred vstupem a na vystupu svétlovodu potvrdilo,
ze navazéani je velmi neefektivni (ic¢innost ~ 20 %) a vykon na konci svétlovodu je pro
potieby meéreni prilis nizky.

Po netspésnych pokusech se svétlovodem Jobin-Yvon jsme se rozhodli vyzkouset
dvouramenny svétlovod FCR-7IR400-2-ME od firmy Avantes. Ten vyuziva vldkna,
ktera maji 400 pm v prumeéru a jejich zakonceni v luminiscenéni sondé jsou usporadana
tak, ze jedno excitaéni vldkno je obklopeno Sesti vlakny detekénimi (viz obr. 3.3).
Excitacni i detekéni rameno svétlovodu je v tomto pripadé zakonceno konektorem
SMA, ktery je rozsitenym typem konektoru ve vlaknové optice. Ke konci excitacniho
vlakna svétlovodu je mozné pies konektror SMA ptipevnit ¢ocku slouzici ke kolimaci
excitacniho zareni do jediného excita¢niho vldkna. Pomoci této komercné dostupné
cocky je mozné zefektivnit navazani excitacniho zareni do svétlovodu a dosahnout tak
~ 80 % tucinnosti navazani. Takové navazani jiz plné dostacuje nasim pozadavkum na
energii laserového zatfeni na konci excitacniho vlakna.

Problém tohoto svétlovodu byl ale v tom, Ze nebylo kam ptipojit detekéni rameno
svetlovodu. To je rovnéz zakoncené konektorem SMA, ve kterém je Sest detekénich
vldken usporadanych podobné, jako na konci s luminiscenéni sondou, jen s tim rozdilem,
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Obrazek 3.3: Svétlovody Jobin-Yvon (vlevo), Avantes (uprostied) a Ocean Optics
(vpravo).

ze jedno z vlaken je premisténo do stifedu mezi ostatni vlakna. Tim je dano, ze detekéni
signél vychazejici z vlaken tvoii mirné asymetricky kuzel. Aby bylo mozné pripojit de-
tekéni rameno svétlovodu k detekéni ¢asti aparatury, byl na své puvodni misto vracen
svetlosbérny systém a jeho puvodni celo s drzakem kyvet a ¢tvercovych filtra bylo
nahrazeno novym c¢elem s drzakem kulatych palcovych filtru a vstupem s konekto-
rem SMA. Ukéazalo se, ze takové feSeni je prijatelné, prestoze dvojnasobné zvétseni
svetlosbérného systému je pii pouziti svétlovodu s tak velkou vystupni plochou ptilis
velké, a tudiz se ¢ast luminiscencniho signalu ztraci na vstupni Stérbiné monocho-
romatoru.

Poslednim zakoupenym svétlovodem byl dvouramenny svétlovod R600-7-VIS-125F
od firmy Ocean Optics, ktery je velmi podobné konstrukce jako predchozi svétlovod
od firmy Avantes, jen s tim rozdilem, ze vyuziva vlakna o pruméru 600 pm. Pomoci
tohoto svétlovodu by se zvysila detekéni plocha vlaken a tim i intenzita detekovaného
signalu. Prozatim toho bohuzel neni mozné vyuzit, protoze s vétsim prumérem vlaken se
zvétsuje i jejich obraz na vstupni stérbiné monochrométoru a tim se zvysuje i mnozstvi
signalu, ktery se na ni ztraci. Bude proto nutna konstrukce zobrazovaciho systému 1:1
s odpovidajici numerickou aperturou.

Pri optimalizaci sbéru signalu se ukéazalo, ze intenzita sbiraného signédlu je silné
zavisla na vzdalenosti sondy od vzorku. Pti pouziti vzorku v kifemenné kyveté s lesténym
dnem (Hellma), byla optimdlni vzdalenost sondy ode dna kyvety stanovena na 2 mm.
Tato hodnota je zfejmé dana numerickou aperturou kiemennych vlédken, a proto se pro
svétlovody Avantes a Ocean Optics nelisi.

3.1.3 Filtry

Jiz béhem prvnich méreni s vyuzitim svétlovodu se ukazalo, ze méfeni luminiscence
z povrchu pevnych vzorku s sebou nese komplikace v podobé vzorkem odrazeného a
rozptyleného excitacniho zareni. Toto zafeni se vlivem konfigurace excitace a shéru
luminiscen¢niho signalu dostava snadno do detekcni ¢asti aparatury, kde dopada na
filtry a budi v nich luminiscenci, kterda se ¢asové i spektralné prekryva s méfrenym
signalem, a tudiz vyrazné narusuje az znemoznuje méfeni luminiscencnich kinetik.
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Tento problém lze v principu fesit tfemi zpusoby:
1. snizenim intenzity excita¢niho zareni dopadajictho na filtry
2. neluminiskujicimi filtry

3. optickym oddélenim luminiscence filtri od signédlu

Problém s luminiskujicimi filtry by bylo nejspise mozné fesit pomoci holografického
notch filtru blokujictho zafeni na vlnové délce excitacniho zareni. Holograficky notch
filtr funguje na principu interference, a proto by se dalo ocekavat, ze jeho luminis-
cence by mohla byt zanedbatelna. Kdyby se takovy filtr umistil pred dosud uzivané
filtry, vyrazné by se tak snizila intenzita excita¢niho zafeni, ktera na né dopada a budi
v nich nezadouci luminiscenci. Toto feseni bohuzel v nasem piipadé neni mozné, je-
likoz klasicky holograficky notch filtr nepropousti kromé zvolené vinové délky rovnéz i
vsechny celociselné nasobky frekvence a celoc¢iselné nasobky vinové délky zeslabuje. To
by v nasem pripadé znamenalo, ze kromé odfiltrovani excita¢niho zareni na 420 nm, by
filtr soucasné zeslaboval i podstatnou ¢dst luminiscenéniho signélu 'O, se stiedem na
1278 nm, ptipadné i fosforescenci PS emitovanou casto na dvojnasobku excitaéni vl-
nové délky. Uréitou moznosti by se mohlo jevit vyuziti tzv. Rugate notch filtru, coz je
specidlni typ holografického filtru, ktery blokuje pouze pozadovanou vinovou délku a na
nasobcich této vinové délky zaieni bez problému propousti. Toho je docileno specidlnim
postupem nanaseni dielektrickych vrstev, v kterych se index lomu méni spojité. Takové
filtry jsou komercéné dostupné pouze na casto vyuzivanych laserovych carach, coz ale
neni nas pripad. Firmy zabyvajici se vyrobou téchto filtrti jsou principialné schopny
vyrobit filtr dle pozadavki zdakaznika, ale cena takového filtru vyrobeného v jednom
exemplafi by byla neimérné vysoka.

Urcitou moznosti, jak snizit intenzitu excitacniho zareni dopadajiciho na filtry, by
mohlo byt umisténi filtru az za monochromator, ktery by excita¢ni zareni u¢inné od-
filtroval. To vSak z obdobnych duvodu, jako v predchozim ptipadé, také neni mozné.
V nami pouzivaném monochromatoru je totiz jako disperzni prvek pouzita mfizka,
ktera je pfi méfeni luminiscence 'Oy nastavena na 1278 nm, coz je piilis blizko trojna-
sobku excitacni vlnové délky 420 nm a excitacni zafeni by tak mohlo prochazet skrze
monochromator svym tietim fadem. Navic by stejny problém byl i s relativné silnou
fluorescenci PS, kterd ma v pripadé nami pouzivanych porfyrini maximum v pasmu
okolo 650 nm, tedy na polovi¢nich vinovych délkéch fosforescence 'O,. Navic zbytkova
luminiscence filtru by jiz nebyla dale nijak spektralné oddélena a vétsina z ni by dopa-
dala ptimo na fotokatodu fotonasobice. Jedinou Sanci, jak vyuzit takového usporadani,
by bylo pouzit monochrométor obsahujici misto mrizky hranol. To by vSak znamenalo
zasadni zasah do aparatury s nejistym uspéchem.

Jako prijatelnéjsi feseni se ukézalo naklonéni svétlovodu vuci vzorku tak, aby se
veskeré piimo odrazené excitacni zareni jiz nedostalo zpét k sondé a neproniklo tak do
detekénich vlaken. V pripadé svétlovodu Avantes pii pracovni vzdalenosti sttedu sondy
od vzorku 2 mm vychdzi minimalni thel naklonéni svétlovodu vuéi vzorku pro splnéni
této podminky na 20°. Vyrobeny drzak svétlovodu, jehoz nakres je na obrazku 3.4, ma
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Obrazek 3.4: Ndkres drzdku svétlovodu Avantes, ktery zajistuje jeho optimdlni
vzdalenost a naklon vuci vzorku.

ve skutecnosti naklon 21°. Vyrazné vétsi ndklon by uz nevykazoval o tolik nizsi sbér
excitacniho zafeni, aby se to vyplatilo vzhledem k vyraznému snizeni t¢innosti shéru
signalu. Kontrolni méfeni ukazalo, ze naklonéni svétlovodu o 21° mé jen maly vliv na
sbér uzitetného signéalu, ale ma vyrazny vliv na snizeni luminiscence filtru. Drzak po
odstranéni horniho dilu, fungujiciho jako drzék kyvet, muze slouzit i pro polozeni folii,
kultivacnich nadob nebo laboratorich zvitat.

V puvodnim uspotradani aparatury byly pouzity dva filtry RG7 ¢tvercového tvaru,
které v novém uspotradani neslo pouzit. Proto bylo postupné zakoupeno Sest typu
filtri od ruznych vyrobctu i ruznych technologii vyroby, véetné novych filtra RG7
v pozadovaném rozmeéru:

e Edmund Optics RG780 a RG715
e Thorlabs 750 nm (interferencni)
e Edmund Optics TECHSPEC®) 450 nm a 500 nm

e Schott RG7 — Vyvojové dilny AV CR Turnov

7 téchto filtru bylo vytvoreno osm ruznych kombinaci a byla zmétena jejich lumi-
niscence s ¢asovym i spektralnim rozliSenim (viz obr. 3.1). Toto méfeni bylo provedeno
se svetlovodem Avantes a misto vzorku byla pouzita kyveta s THF, kterd slouzila
k odrazu excitacniho zareni do detekéni ¢asti aparatury. Jako nejlepsi byla vybrana
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kombinace dvou filtri RG7 z Vyvojovych dilen AV CR Turnov s predfazenym filtrem
TECHSPEC®) s hranou na 450 nm od Edmund Optics.

Posledni moznosti, jak je mozné v principu resit nezadouci luminiscenci filtru, je
optické oddéleni signdlu od luminiscence filtru. V nasem piipadé by bylo mozné vyuzit
toho, ze signal vychazejici ze svétlovodu a dopadajici na filtry, ma pomérné malou
divergenci a naopak luminiscence vychazejici z filtru je emitovana do vSech sméru.
Umisténim apertury do vhodné vzdalenosti od filtrti, by bylo mozné z velké casti
odstinit luminiscenci filtru, kterd by se ztracela na cloné, zatimco odfiltrovany signél
ze svétlovodu by prochazel dal do detekéni c¢asti skrze aperturu. Ucinnost takového
usporadani nebyla ovérena, jelikoz predchozi metody eliminace luminiscence filtru se
zdaly byt dostatecné.

3.1.4 Nové usporadani aparatury

Schéma aparatury po upravé je na obrazku 3.2. Hlavnim zménou oproti predchozimu
uspoiadani je vyména predniho ¢ela tubusu svétlosbérného systému. Na tom byl dopo-
sud z vnitini strany umistén drzak ¢tvercovych filtri a z vnéjsi strany pak drzak kyvet.
Nyni je nahrazen celem s drzakem kulatych palcovych filtri a konektorem SMA, na
ktery je zvenku pripojeno detekéni rameno svétlovodu Avantes. Puvodni filtry byly
nahrazeny kruhovymi filtry RG7 o praméru 1 palec z vyvojovych dilen AV CR v Tur-
noveé a umistény za vstupni stérbinu monochrométoru. Navic byl do ¢ela svétlosbérného
systému piidan filtr TECHSPEC®) 450 nm filtrujici excitaéni zéfeni a snizujici tak cel-
kovou luminiscenci filtri. Luminiscenc¢ni sonda je navic umisténa do specialniho drzaku
zajistujiciho optimalni vzdalenost a naklonéni svétlovodu viéi vzorku.

Vzhledem k tomu, zZe svétlosbérny systém pred monochromatorem byl navrzen pro
dvojnéasobné zvétseni zobrazované luminiscencni stopy, ale stopa ze svétlovodu Avantes
je vétsi, tak se zobrazena stopa do stérbiny pred monochromatorem nevesla cela a tim se
ztracel signal. Protoze pouzité stérbiny byly nejsirsi, jaké se k tomuto monochromatoru
dodavaji, byly tyto stérbiny pfi méreni biologickych vzorku s velmi redukovanym lu-
miniscen¢énim signalem z vstupu i vystupu monochromatoru odstranény. Tim se ziskal
signal ztracejici se na vstupni Stérbiné a navic se snizenim spektralniho rozliSeni ziskal
i signal 'O, z vlnovych délek na okrajich pasu jeho fosforescence.

Pro doladéni celé aparatury by bylo vhodné ptizpusobit svétlosbérny systém pred
monochromatorem velikosti stopy a numerické apertute svétlovodu Avantes resp. Ocean
Optics, ktery by mél navic vldkna o vétsim pruméru. Tim by bylo docileno minimalnich
ztrat na signalu a stejného spektralniho rozliseni, jako u puvodniho usporadani apara-
tury.
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Tabulka 3.1: Luminiscence ruznych kombinaci filtru.
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3.2 TMPyP v PBS

TMPyP je kladné nabity hydrofilni PS, ktery vzhledem ke své afinité k zdporné na-
bitym nukleovym kyselinam predstavuje potencialné velmi zajimavy PS. Vzhledem ke
svym piiznivym vlastnostem byl TMPyP v posledni dobé pouzit k detekci singletniho
kysliku z jednotlivych bunék [62], ze suspenzi lidskych fibroblastu [3] a dokonce byla
prezentovéna i moznost jeho dvoufotonové excitace [16].

Byla namétena fosforescence TMPyP a jim generovaného singletniho kysliku s ¢aso-
vym i spektralnim rozliSenim v Sirokém rozsahu koncentraci TMPyP i kysliku rozpusteé-
ného ve vzorcich. To umoznilo srovnani s dalsim hydrofilnim PS TPPS,, ktery je na
rozdil od TMPyP nabity zaporné a jehoz podrobna spektroskopicka studie byla publi-
kovéna jiz diive [11].

Kvuli prozkoumani agregac¢nich vlastnosti TMPyP byla namétrena jeho absorpéni
spektra. Zatimco v pripadé TPPS; se absorbance na 420nm zacala odchylovat od
Lambert-Beerova zakona jiz pii koncentraci 30 pM, v pripadé TMPyP vykazovala ab-
sorbance perfektni linedrni zavislost v celém rozsahu koncentraci (5 —400 pM) s molar-
nim extinkénim koeficientem (2,2 4 0,1) x 10° cm™*M~!. Ani ndslednd fluorescenéni
meéfeni zadnou agregaci nenaznacovala.

Poloha hlavniho fosforescen¢niho pasu TMPyP s maximem okolo 810 nm se s kon-
centraci TMPyP neméni. Narust koncentrace kysliku neméa vliv na tvar spektra, jen
celkova intenzita fosforescence je mensi. Pti odstranéni kysliku se objevi vedlejsi pas
s maximem na 1022nm a celkova intenzita fosforescence se taktéz snizi. Toto chovani
kopiruje chovani TPPS,, kde jsou obé maxima posunuta na 820 nm resp. 1060 nm.

Zatimco kinetika fosforescence tripletnich stavu TMPyP vykazovala pii nizsich kon-
centracich standardni jednoexponencialni pokles, pti vyssich koncentracich u vzduchem
saturovanych vzorku vykazovala kinetika komplikovanéjsi prubéh, v némz byl jasné pa-
trny nérust fosforescence a az posléze ocekavany jednoexponenciélni pokles (viz obr.
3.5). Tento prubéh byl pozorovan jiz diive Frederiksenem et al. [16], kde je vysvétlen
vznikem komplexu s prenosem naboje (CT-komplexu) pfi vyssich energiich laserového
zateni interagujiciho s tripletnimi stavy fotosenzibilizatoru a molekulami kysliku. To,
ze nebylo takové chovani pozorovano v pripadé dusikem saturovanych vzorku, po-
ukazuje na opravnénost této interpretace. V piipadé kyslikem saturovanych vzorku
vysSe zminény jev pozorovatelny neni, jelikoz ziejmé dojde ke zhéseni tripletnich stavi
kyslikem dfive, nez muze dojit k vytvoreni komplexu.

Pro kinetiky fosforescence TMPyP ze vzorku v rovnovéze se vzduchem se bohuzel
nepodarilo najit vhodny matematicky popis, proto byly nafitovany jen jejich jedno-
exponencialni poklesy. Prestoze zadnd z naSich méfeni nenaznacuji agregaci TMPyP,
jeho doby zZivota fosforescence se se zvysujici koncentraci prodluzuji (viz obr. 3.6).
Zvysovani dob zivota tripletnich stavu z (1,6 4 0,2) ps na semi-saturovanou urover
2,5us u TMPyP v rozsahu koncentraci 5 — 100 pM bylo pozorovano i v pripadé TPPS,
(z 1,8 us na 3us). Podobnost chovani agregujiciho i neagregujictho PS vede k otézce,
zda prodluzovani dob zivota jejich tripletnich stavi se zvySujici se koncentraci neni

vvvvvv

métfenich TPPS, nebyly nérusty fosforescence patrné, je ziejmé ten, ze pii métenich
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Obrazek 3.5: Kinetiky fosforescence 3TMPyP méfené z 200 pM roztoku TMPyP v PBS
pro ruzné koncentrace v ném rozpusténého kysliku na vinové délce 1022 nm.

TPPS, byl pouzit laser s nizsim Spickovym vykonem, a tudiz jev nebyl natolik silny,
aby byly narusty fosforescence patrné. Dalsi zvySovani dob zivota s koncentraci od
100 pM do 400 pM bez znamky saturace jako u TMPyP ale v pripadé TPPS,; pozo-
rovano nebylo.

V pripadé vzorku nasycenych kyslikem stacil pro popis kinetik fosforescence tri-
pletnich stavii TMPyP jednoexponencialni pokles. Zavislost dob zivota na koncentraci
v tomto piipadé koresponduje s pozorovanym prodluzovanim dob zivota u TPPSy,
pricemz od koncentrace 150 nM se déle doby zivota neprodluzuji (viz obr. 3.7). U dusi-
kem nasycenych vzorku bylo pro popis fosforescence tripletnich stavi TMPyP potieba
dvouexponencidlniho popisu a opét bylo toto chovani podobné jako v piipadé TPPS,.

Koncentrace TMPyP ani koncentrace rozpusténého kysliku neméla vliv na tvar
ani polohu maxima fosforescenéniho spektra 'O,, které se nachdzi na 1278 nm. Kine-
tiky fosforescence 'Oy bylo mozné popsat konvoluci jednoexponencidlniho néristu a
jednoexponencialniho poklesu. Doby narustu byly nezavislé na koncentraci TMPyP
pro vzorky v rovnovéze se vzduchem i pro vzorky nasycené kyslikem (viz obr. 3.6 a
3.7). Hodnota ndrustu 'O, (1,740, 1) ps dobte odpovida dobé Zivota tripletnich stavi
TMPyP pro nejnizsi mérené koncentrace vzorku v rovnovaze se vzduchem. Obdobna
narustu (0,39 £ 0,02) ps. Obdobné chovani narusti fosforecence 'O, bylo dffve pozo-
rovano i u TPPS,.

Doba zivota O, u kyslikem saturovanych vzorki je nezdvisld na koncentraci TMPyP
a jeji prumérnd hodnota je (3,56 4 0, 05) us, coz je ve velmi dobré shodé s (3,5 4+ 0,1) us
u TPPS,. V pripadé vzorku v rovnovaze se vzduchem je situace komplikovanéjsi. Zde
doba zivota 'Oy s hodnotou (3,9 4 0, 1) s je na koncentraci TMPyP nezdvisla pouze
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Obrazek 3.6: Koncentraéni zavislost dob Zzivota tripletnich stavii TMPyP (*TMPyP) a
narustu fosforescence 'O, pro vzorky v rovnovéze se vzduchem.
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Obrézek 3.7: Koncentracni zavislost dob Zivota tripletnich stavi TMPyP (3TMPyP) a
narusti fosforescence 'Oy pro vzorky nasycené kyslikem.
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Obréazek 3.8: Kinetiky luminiscence singletniho kysliku generovanym TPP v chloro-
formu a prostiedich obsahujicich PC.

do koncentrace 150 pM. Tato hodnota je blizko hodnoté (3,7 +0,1) us u TPPS,. Zkra-
covani dob zZivota 'Oy u kyslikem saturovanym vzorku viéi vzorkim v rovnovaze se
vzduchem odpovida zhaseni singletniho kysliku singletnim kyslikem [12]. U koncentract
presahujicich 150 pM dochdzi k prodluzovani dob Zivota 'O, s koncentraci TMPyP a
dosahuje hodnoty 5,3 us pro koncentraci 400 pM.

Bylo ukazano, ze TPPS, i TMPyP vykazuji v roztocich PBS pti pH = 7,4 velmi
podobné kinetické, spektralni i fotosenzibiliza¢ni vlastnosti v Sirokém rozsahu koncen-
traci. Urcité rozdily byly nalezeny az pti vyssich koncentracich PS. Podrobnéjsi rozbor
pozorovanych spektroskopickych vlastnosti TMPyP lze nalézt v ¢lanku publikovaném
v Journal of Molecular Structure [10].

3.3 TPP v prostredi fosfatidylcholinu

Vétsina hydrofobnich PS se prevazné lokalizuje v hydrofébnich oblastech bunéénych
membran tvorenych lipidy. Je znamo, ze lipidy vyrazné ovliviiuji dobu zivota sin-
gletniho kysliku. Otazkou zustava, do jaké miry je lipidy ovlivnén i prenos energie
z tripletnich stavu fotosenzilibilatoru na singletni kyslik. Na tuto otazkou se nejdiive
snazili odpovédét v nasi laboratofi studiem chovani lipofilnich PS obsazenych v li-
posomech [41, 42]. Pro lepsi pochopeni procesu pfenosu energie z tripletnich stavi
PS na kyslik v prostfedi lipidi bylo vhodné porovnat vysledky ziskané z liposomu
s vysledky méteni z méné uspoirdadanych systému PC, nez jsou liposomy, v kterych je
PC vysoce organizovany. Nejdiive bylo takové méreni provedeno s TPP rozpusténym
v chloroformu obsahujici v ruznych koncentracich PC. Pozdéji pak byla snaha provést
méfeni jen z ¢istych lipidu obsahujicich TPP odpafenim chloroformu z kyvety. Tyto
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pokusy nebyly zcela tspésné, jelikoz se nepodafilo chloroform odpafit do té miry, aby
jiz neovlivitoval chovani TPP a kysliku v lipidech. Dalsi nevyhodou takto pripravenych
lipidovych vzorku s TPP byla jejich zna¢na nehomogenita.

A7 pri Upravach aparatury pro méreni z pevnych vzorku se naskytly nové moznosti
meéreni, tedy i rozsahlejsi moznosti charakteru vzorku, ktery se jiz nemusel nachazet
v kyveté. Vzhledem k pfetrvavajicim problémum s luminiskujicimi filtry, byla kvuli
snizeni intenzity excitacniho zareni dopadajiciho na filtry zvolena alternativni metoda
méreni. Ta vyuziva svétlovodu pouze k excitaci vzorku pripraveného metodou spin-
coating, zatimco detekce signalu probihd z boé¢ni strany sklicka pomoci puvodniho
svetlosbérného systému, jak jiz bylo popsano v kapitole 2.2.

Na obrazku 3.8 jsou vidét kinetiky fosforescence 'O, generovaného TPP v ¢istém
chloroformu i s pfidanymi lipidy. V obrazku jsou rovnéz vynesena data ziskané z kyvety
po nedokonalém odpaieni chloroformu a ze vzorku obsahujicich jen TPP a fosfatidyl-
cholin. Signaly ze vzorku s odstranénym chloroformem byly vyrazné slabsi, proto jsou
v obrazku pfislusné vynasobeny pro lepsi srovnani. V piipadé vzorku ptipraveného
metodou spin-coating byl signal velmi slaby a zac¢atek kinetiky 'O, v obrazku chybi,
jelikoz ho prekryvala luminiscence filtru.

Pokles fosforescence TPP v chloroformu bez ptidaného PC vykazuje jednoexpo-
nenciélni pokles s dobou zivota (0,52 £ 0,03) us. V piipadé vzorku obsahujici navic
PC v rozsahu koncentraci 50 — 200 mM se oproti vzorkum bez PC snizila celkova in-
tenzita fosforescence TPP a jeji kinetika zacala vykazovat dvouexponencialni prubéh.
Zatimco zvysovani koncentrace PC ve vzorcich nemélo na celkovou intenzitu fosfo-
rescence témeér vliv, mélo vliv na zvySovani pomérného zastoupeni delsi z komponent
dvouexponencidlniho poklesu (7 — 63 %). Doba zivota kratsi z komponent odpovida
priblizné dobé zivota jednoexponencialniho poklesu bez pridaného PC, delsi z nich ma
dobu zivota ~ 1ps. Doby zivota obou komponent vykazuji slaby pokles s narustajici
koncentraci PC, coz naznacuje zhaseni tripletnich stavi TPP fosfatidylcholinem.

Kinetiky 1O nebylo mozné ani v jenom piipadé uspokojivé nafitovat modelem
1.31, ktery odpovida konvoluci jednoexponencidlniho narustu a jednoexponencidlniho
poklesu. Nejjednodussi moznda funkce popisujici v dobrém priblizeni ziskané kinetiky,
byla konvoluce jednoexponencidlniho narustu a linearni kombinace dvou jednoexpo-
nencidlnich poklesu. Prestoze dvouexponencialni model dob zivota tripletnich stavu
TPP s piidanym PC by naznacoval i dvouexponencidlni nartst fosforescence 'O,
ziskané kinetiky nebylo bohuzel mozné spolehlivé nafitovat takto komplexnim modelem.
Proto doby narustu odpovidaji pouze efektivnim hodnotam. Doby narustu vykazuji
slabé prodluzovéni s koncentraci PC (0,34 —0, 59 ps), coz odpovida vyssimu zastoupeni
delsi komponenty tripletnich stavii TPP se vzrustajici koncentraci PC. Zatimco hod-
nota prvni komponenty dvouexponencidlniho poklesu zustava priblizné stejnd (~ 7 ps)
pro vSechny vzorky obsahujici PC, jeji pomérné zastoupeni se se zvysujici koncentraci
PC zvysuje (22 — 76 %). Naopak delsi z komponent se béhem zvySovéni koncentrace
PC zkracuje z 78 ps na 14 ys.

Kinetiky fosforescence TPP ziskané ze vzorku z kyvety po nedokonalém odpaiteni
chloroformu vykazuji jesté komplikovanéjsi charakter a pro jejich nafitovani bylo
potieba trojexponencidlniho poklesu. Vysledné doby Zivota vSech tii komponent byly
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vyrazné delsi nez v piipadé roztoku TPP a PC v chloroformu ((2,45+0, 18) ps (24 %),
(10,7+£1,3) s (17%) a (84,8+8,8) us (58 %)). To je dano vyrazné nizsi rozpustnosti a
nizsim difuznim koeficientem kysliku v lipidech. Proto je zhaseni tripletnich stava TPP
miniscence !Oy. Doba nartstu 'O, (1,140, 1) ps dobfe odpovida trendu prodluzovani
téchto dob se zvysujici se koncentraci lipidi v roztocich. Doby zivota 'O, zde opét
odpovidaji dvouexponencidlnimu poklesu s prvni komponentou (5,9 £ 0,6) ps (58 %) a
druhou (34,8 +4,1) ps (42%).

Signél ziskany ze vzorku, ktery byl pfipraven metodou spin coating a obsahoval
Vzhledem k velmi nizkému signdlu z tohoto vzorku a tim padem i dlouhé dobé akumu-
lace, bylo mozné obdrzet pouze ptiblizné casové konstanty. Presto doba zivota narustu
fosforescence 10, 3,8 ps a poklesu 6,4 1s (36 %) a 9,0us (64 %) sleduji dosud nastinéné
trendy v dobach zivota ménicich se v zavislosti na koncentraci PC.

Bylo ukazéno, ze PC zhasi jak singletni kyslik, tak tripletni stavy TPP. Rovnéz
se ukazalo, ze PC chrani TPP a brani tvorbé jeho fotoproduktu v chloroformu, coz je
ziejmeé zpusobeno zhasenim singletniho kysliku fosfatidylcholinem. Publikace shrnujici
tyto vysledky je momentélné v recenznim fizeni [9)].

3.4 PpIX v polymernich féliich

Pro potieby prvnich métreni pti optimalizaci aparatury a nasledného vyuziti jakozto
standardu byly vyrobeny polymerni félie z PMMA a polystyrenu, které obsahuji foto-
senzibilizator v ruznych fyziologickych koncentracich.

Na obréazku 3.9 jsou vidét naméiené kinetiky fosforescence 'Oy na 1278 nm z téchto
folif obsahujicich PpIX v koncentraci 100 pM. Z obrazku je jasné patrny vyrazny rozdil
v intenzitach signalu fosforescence 'O, ziskanych za stejnych podminek z polymernich
folif vyrobenych z PMMA a polystyrenu. V piipadé félii vyrobenych z polystyrenu je
signal pomérné slaby a nérust fosforescence 'Oy je do znacné miry prekryt zbytko-
vou luminiscenci filtru. Naopak v pripadé félie z PMMA je signal pomérné silny se
zietelnym néristem i poklesem fosforescence 'O,. Pro popis kinetiky 'O, z PMMA
postacuje jednoduchy model vyjadieny rovnici 1.31. Vazeny prumér dob zivota sin-
gletniho kysliku generovaného PpIX v PMMA ziskany postupnym nafitovanim prvnich
deseti namérenych kinetik, jejichz se¢tenim je ziskdvan lepsi pomér signél /sum, je roven
(42,2 £ 1,7) us a vazeny prumeér doby zivota tripletnich stavu PpIX, ziskany stejnym
zpusobem, je roven (11,9 +0,4) ps.

Na prvni pohled by se mohlo zdat, ze félie z PMMA by mohly slouzit jako vhodny
standard pro meéreni z pevnych vzorku. Pti podrobnéjsim zkoumaéni jednotlivych kine-
tik (n = 20) se vSak ukdzalo vyrazné snizovani intenzity signélu 'O, v case. Tento jev je
trvaly a byl vysvétlen pomoci naslednych fluorescencénich méteni, pii kterych bylo pozo-
rovano rychlé formovani fotoproduktu a postupné vybélovani PpIX v prostiedi PMMA.

Z téchto duvodu se vyrobené polymerni félie s PpIX nejevi jako vhodny standard
pro méfeni s vysSimi energiemi excita¢niho zareni, které jsou vSak pro naSe méreni
nezbytné.
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Obrazek 3.9: Kinetiky luminiscence 'O, na 1278 nm generovaného PpIX o koncentraci
100 pM v PMMA a polystyrenu.

3.5 Tkanové kultury

3.5.1 Fluorescen¢éni méreni

Prvni pokusy s kultivaci bunéénych kultur mysich fibroblastu linie 3T3 s fotosenzibi-
lizatorem byly provadény s pouzitim ALA. Duvod, pro¢ byl zvolen praveé tento fotosen-
zibilizdtor, je ten, ze ALA je v Ceské republice schvdlena pro klinické pouziti, a proto
je hojné vyuzivanym PS v praxi. Kultivace byla provadéna s bunkami ve stacionarni
fazi rustu ve 100 pM ALA po dobu 20 hodin po vzoru [52]. Pti tomto postupu kultivace
bylo dosazeno produkce PpIX, coz dokazuje jeho fluorescencni spektrum na obrazku
3.10 potizené mikrospektroskopickou aparaturou, nicméné fluorescence PpIX z bunky
nebyla v mikroskopu pouhym okem pozorovatelna. Ve spektru jsou jasné patrné fluo-
rescencni pasy odpovidajici PpIX na silném pozadi. Vzhledem k dlouhé dobé akumulace
se nejspise jedna o pozadi pochdazejici od autofluorescence bunky. Na obrazku 3.10 je
rovnéz uvedeno spektrum namétrené z bunék v kyveté, které byly pred timto méfeni vy-
staveny expozici excitaéniho zafeni pii méfen{ luminiscence 'O,. Intenzita obou spekter
je pro lepsi srovnani v obrazku prenormovéana. Je vidét, ze po cca hodinové expozici
témér zmizely péasy okolo 640 nm a 675 nm odpovidajici fluorescenci PpIX [40] a zbylo
pouze silné pozadi rostouci u kratsich vlnovych délek.

Pokusy naméfit kinetiku fosforescence 'O, z takto pripravenych bunék nebyly
uspésné. Jednou z moznych pficin se jevila nizkd hladina PpIX vyprodukovaného
bunkami z ALA. Moznym vychodiskem z této nepiiznivé situace by byla moznost zmény
kultivacniho protokolu. Reserse publikaci ostatnich autoru zabyvajicich se touto pro-
blematikou [46,52,72] ukézala, ze kultivaéni protokoly se od sebe ¢asto vyrazné odlisuji,
pricemz jsou pouzivany ruzné druhy bunéénych kultur. Optimalizace takové kultivace
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Obrazek 3.10: Fluorescenéni spektrum PplIX z bunék kultivovanych 20 hodin v ALA
pred a po hodinovém méfeni luminiscence 1Os.

by byla casové narocné, proto bylo vyhodnéjsi nejdiive vyzkouset kultivaci s jinymi
PS, které jsou méné citlivé na stav bunécné kultury a dalsi parametry kultivace.

Jako dalsf PS byly proto zvoleny hydrofilni TPPS,, schvaleny v Ceské republice
pro klinické pouziti, a jeho kladné nabity analog TMPyP, ktery dosud povoleni nema.
Kultivace byla provedena dle optimalizované metody [3], ktera se shoduje s predeslym
postupem pouzitym pro ALA.

Na obrézku 3.11 jsou vidét mikroskopické snimky 3T3 mysich fibroblastu kulti-
vovanych s TPPS,. Vyobrazen je jak snimek v prochazejicim svétle, tak i snimek
fluorescencni. Jinak c¢ernobily fluorescenéni obrazek byl softwarové upraven tak, aby
barevné odpovidal fluorescenci PS. Hlavni lokalizaci TPPS, jsou lyzozomy, které jsou
na obrazku vidét jako malé svitici tecky v cytoplazmeé, pricemz v jadie bunék se TPPS,
témeér nevyskytuje. Na obrazku 3.12 jsou vidét fluorescenéni spektra pofizend z bunék
na obrazku 3.11. U obou spekter je vidét silny fluorescencni pas TPPS, s hlavnim
maximem na 660 nm a vedlejsim na 730 nm. Toto spektrum je oproti spektru TPPS,
v PBS [40] celé posunuté asi o 20 nm do ¢ervené oblasti. Spektra z jednotlivych bunék se
od sebe lis{ pomérem intenzit fluorescenénich pasu TPPS, oproti pozadi. To je zfejmé
dano tim, ze se bunky od sebe lisily v mnozstvi obsazeného TPPS,. Dalsim rozdilem
mezi spektry z obou bunék je pozorovany pas autofluorescence, ktery se v piipadé
bunky se silnéjsim signdlem TPPS, zvedd od 600nm smérem ke kratSim vlnovym
délkam. Duvod, pro¢ se tento pas u bunky s niz§im obsahem TPPS, nevyskytuje, neni
zcela jasny.

Na obrazku 3.13 je stejna dvojice obrazku, jako v piipadé bunék kultivovanych
s TPPS,, pro bunky kultivované s TMPyP. Z obrazku je dobte patrna vlastnost TMPyP
prednostné se akumulovat v jadie bunky. Fluorescencni spektrum TMPyP, které bylo
porizeno z bunky na obrdazku 3.13, je na obrazku 3.14. Spektrum TMPyP je sice z velké
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Obrazek 3.11: Mikroskopicky snimek 3T3 mysich fibroblastt kultivovanych ve 100 pM
TPPS, po dobu 20 hodin v prochazejicim svétle (vlevo) a fluorescenéni snimek (vpravo).
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Obrazek 3.12: Fluorescencni spektra TPPS, z bunek na obr. 3.11.
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Obrazek 3.13: Mikroskopicky snimek 3T3 mysiho fibroblastu kultivovaného ve 100 M
TMPyP po dobu 20hodin v prochézejicim svétle (vlevo) a fluorescenéni snimek
(vpravo).
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Obrazek 3.14: Fluorescenéni spektrum TMPyP z buriky na obr. 3.13.
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casti prekryto pozadim, ptresto jsou okolo vinovych délek 670 nm a 710 nm rozlisitelné
fluorescencni pasy TMPyP. Na rozdil od bunék kultivovanych s TPPS, bunky s TMPyP
svitily vice v zelené oblasti, cemuz odpovida i namétené spektrum, presto je na obrazku
3.13 fluorescence rovnéz znazornéna v cervené barve.

Fluorescencni spektra porizend z bunék odpovidaji sviticim maximum v bunce vy-
mezenym Stérbinou. Ta byla umisténa tak, ze vertikalné protinala celou bunku napric
v jejim stiedu. Intenzita spekter odpovida intenzité sviticich mist v bunkach, z kterych
byla spektra potizena. Jako reprezentativni spektra byla vybrana ta, ktera odpovidala
nejsilnéji sviticim mistim v ramci Stérbiny. Ostatni spektra pofizena v ramci jedné
bunky se lisila pouze intenzitou, ne vSak svym charakterem. Zvlnéni spekter, které je
nejvice patrné na okrajich spekter, je dano interferenc¢nimi jevy na zpétné osvétlované
detekéni kamefte (tzv. etaloning).

Bylo potvrzeno, ze lokalizace PS zavisi na tom, o jaky PS se jedna. TMPyP je lo-
kalizovan z velké ¢asti v jadre, zatimco TPPS, se koncentruje prevazné v lyzozomech.
Fluorescenc¢ni spektra porizend z bunék kultivovanych s témito PS jsou ovlivnéna po-
zadim, které nejspise pochazi od autofluorescence samotnych bunék.

3.5.2 Fosforescenéni méreni

Po netspésném méieni fosforescence 10 z bunék kultivovanych s ALA bylo provedeno
stejné meéreni s bunkami kultivovanymi s TPPS,. Toto méreni bylo z hlediska detekce
10, rovnéz nedspésné, ale byla jiz zaznamendna silnd fluorescence TPPS, pochézejici
z intracelularniho prostoru bunék. Tato fluorescence byla v mikroskopu dobie pozoro-
vatelnd pouhym okem. Tento stav naznacoval, Ze bud se v buiice nachdz{ mald koncen-
trace tripletnich stava PS, nebo je v ni nedostatek volného kysliku. Vzhledem k poruse
excitacniho laseru béhem méteni se nepodafilo variantu nizké koncentrace tripletnich
stavu PS vyvratit métenim jeho fosforescence.

Pro pristi méteni byly ptripraveny dvé skupiny bunék. Jedny kultivované s TMPyP,
druhé s TPPS,. Postup méteni byl takovy, ze 20 minut pred za¢dtkem meéreni zacalo byt
probublavano PBS nad bunkami ¢istym kyslikem, pricemz toto bublani pokracovalo
i béhem celého méieni fosforescence 1Oy na 1278 nm. Tim bylo zajisténo, Ze problém
absence signdlu 'O, neni zptisoben nedostatkem kysliku v buiikdch. Poté bylo méfen{
pozastaveno a PBS nad bunkami zacalo byt probublavano dusikem. To opét probihalo
20 minut a pokracovalo po celé méfeni, které bylo shodné s méfenim 'Oy na 1278 nm.
Tento postup zajistoval vytésnéni kysliku z bunék, tudiz se zamezilo tvorbé 1O, a data
mohla byt vyuzita jako relevantni pozadi, které se od predchozich dat nésledné odecetlo.
Po tomto méreni nasledovalo jesté méreni fosforescence PS na vinové délce 958 nm pti
soucasném bublani kyslikem. Shodny postup byl pouzit jak pro bunky s TPPS,, tak pro
buiky s TMPyP. Vzhledem k redukovanému signalu uz i tak velmi slabé fosforescence
PS a 'O, v biologickych systémech byla pro tato méfeni odstranéna vstupni i vystupni
Stérbina monochromatoru, a tim byla zvysSena efektivita shéru signélu, jak je popsano
v kapitole 3.1.4.

Na obrazcich 3.15 a 3.16 jsou vidét naméiené kinetiky fosforescence 'Oy na vlnové
délce 1278 nm z 3T3 mysich fibroblastu kultivovanych s 100 uM TPPS, resp. TMPyP
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po dobu 20hodin. Od dat je odec¢teno pozadi pochéazejici z bunék probublavanych
dusikem a data jsou pro lepsi prehlednost sectena po 25 kandlech. Pro nafitovani dat
stacila konvoluce jednoexponencidlniho narustu a jednoexponencidlniho poklesu dle
rovnice 1.31. Vzhledem k tomu, ze vynesend data jsou ziskdna seCtenim tficeti po
sobé jdoucich méteni, byla data rozdélena na pét skupin po Sesti métenich a ty byly
nafitovany. Jejich statistickym zpracovanim bylo mozné ziskat relevantnéjsi doby zivota
a jejich standardni chyby, nez které uvadi program Gnuplot pouzity pro fitovani dat.

Na obrazcich 3.17 a 3.18 je vynesena casova zavislost dob zivota singletniho kysliku
Ta a dob narustu jeho fosforescence 7 pro TPPS, i TMPyP tak, jak se ménily béhem
meéreni. V piipadé TPPS, zacina tato zavislost az v tfinacté minuté od zacatku mérent,
jelikoz predchéazejici kinetiky nebylo mozné uspokojivé nafitovat kvuli narustum fos-
forescence 'O, piekrytym luminiscenci pozadi. Z obou obrazki je vidét, ze postupné
dochézi k ustalovani dob zivota tripletnich stavu 70 TMPyP i TPPS, v bunce. S po-
klesem dob zivota 7r na ustdlenou uroven je rovnéz patrné mirné prodlouzeni dob
zivota Ta, které jsou dale prakticky konstantni. Zkracovani dob zivota 7r nejspise
souvisi s postupnym zvysovanim koncentrace kysliku v bunkach zpusobené bublanim
kyslikem do vzorku. Doba bublani kyslikem pred méfenim odpovidala ovéfenému po-
stupu pouzivanému pii méfeni z roztoku, kde byla tato doba pro ustédleni koncentrace
kysliku dostatecna. V ptipadé bunék je pro ustaleni koncentrace kysliku nejspise nutné
dobu bublani prodlouzit, jelikoz difuze kysliku je v tomto pripadé omezena propustnosti
bunéénych membran. Duvod, pro¢ se doby zivota 7 zkracuji se zvysujici se koncentraci
kysliku, je dan zhasenim tripletnich stavu PS kyslikem.

Doby zivota 7a i 7r pro TMPyP i TPPS, jsou uvedeny v tabulce 3.2. Hodnoty dob
zivota i jejich standardni chyby jsou vypocéteny jako vazeny prumér z hodnot po jejich
ustaleni. Konkrétné se jedna o posledni ¢tyfi hodnoty v piipadé dob zivota 7a pro
TPPS, i TMPyP a v piipadé narustu 7 se pak jednd o posledni tfi hodnoty v piipadé
TPPS, a posledni ¢tyti hodnoty pro TMPyP (viz obr 3.17 a 3.18).

V piipadé fitovani kinetik 'O, naméfenych z biologickych systému se ukdzalo, Ze
koeficient Iy/(7x* — 74') z rovnice 1.31 mize vyijit i kladny. V takovém pifpadé jiz
neni jasné ddno, zda koeficienty 7o a 7r stdle vyjadiuji dobu Zivota 'O, resp. dobu
zivota tripletu PS, nebo se vyznam téchto koeficientti vymeéni. To, Ze v prostiedi bunék
je opravdu vyznam obou koeficienti opa¢ny, potvrzuje [3] pomoci méieni kinetik 'O,
z bunék v H,O a D,0O. Vzhledem k tomu, ze doba zivota singletniho kysliku je vyrazné
vice zavisla na této izotopické zaméné nez doba zivota tripletnich stavu PS, je pak
jednoduché uré¢it vyznam jednotlivych koeficientu. Zaména vyznamu obou koeficientu
tedy znamend, Ze doba Zivota 'O, je v bunééném prostiedi kratsi nez doba Zivota
tripletnich stavu PS. Ke stejnému zavéru dosel rovnéz Niedere et al. [45] pfi méfenich
m vo.

Vysledky méreni fosforescence tripletnich stavii PS na vinové délce 958 nm jsou
na obrazcich 3.19 a 3.20. Od dat je odecteno pozadi (temny signél) ziskané z konce
nameérenych dat. Obdrzena data nebylo mozné prijatelné nafitovat pomoci jednoex-
ponencialniho poklesu, proto jsou data prolozena linedrni kombinaci dvou jednoexpo-
nencialnich poklesu. V tabulce 3.3 jsou uvedeny doby zivota obou komponent véetné
jejich procentudlnfho zastoupeni. Porovnanim dob Zivota 7t obdrZenych z kinetik 1O,
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Obrézek 3.15: Fosforescence 'Oy na 1278 nm z 3T3 mysich fibroblastt kultivovanych
ve 100 pM TPPS, po dobu 20 hodin.
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Obrazek 3.16: Fosforescence 'Oy na 1278 nm z 3T3 mysich fibroblasti kultivovanych
ve TMPyP po dobu 20 hodin.
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Obrézek 3.17: Vyvoj dob zivota 'Oy a 3TPPS, béhem méteni.
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Obrazek 3.18: Vyvoj dob Zivota 1Oy a 3STMPyP béhem méieni.
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7a [ps] 7 [ps]

TPPS, 0,9940,02 4,540,2
TMPyP 1,1140,09 5,840,1

Tabulka 3.2: Doby zivota singletniho kysliku 7o a doby narusti jeho fosforescence 7
pro TPPS, a TMPyP.

oy os] [ 7, [ns] [

TPPS, 0,144+0,02 94 1,1+0,1 6
TMPyP 0,25£0,02 84 3,1+0,8 16

Tabulka 3.3: Doby zivota fosforescence tripletnich stavi TPPS, a TMPyP.

uvedenych v tabulce 3.2 je vidét, Zze jsou obé doby zivota 7r, a 7p, vyrazné kratsi.
Jednim z moznych vysvétleni tohoto nesouladu je to, ze po delsi dobé bublani dusikem
a vystaveni obecné nepfiznivym podminkam bunky z velké ¢asti lyzovaly, a doslo tedy
k vyliti jejich intracelularniho prostoru, obsahujictho PS, do okolniho prostiedi. Tim
padem by zkracené doby zivota z casti odpovidaly kratsim dobam zivota triplenich
stavia PS v PBS nasycenym kyslikem (pro TMPyP ~ 0,45 s, viz kapitola 3.2 a obr.
3.7) a castetné dobam zivota PS interagujicich se zbytky bunék.

Ziskané doby zivota 'O, generovaného v 3T3 mysich fibroblastech pomoci TPPS,
resp. TMPyP se v ramci experimentalni chyby shoduji s hodnotami naméfenymi ze
suspenze bunék lidskych fibroblastu Jiménez-Banzo et al. [3] pii pouziti stejnych PS.
V pripadé TPPS, obdrzela Jiménez-Banzo et al. [3] hodnotu (1,541, 0) ps a pro piipad
TMPyP (1,7 £ 1,0) ps. Nami naméfené vysledky jsou (0,99 4 0,02) ps pro TPPS, a
(1,1140,09) ps pro TMPyP. Obeé tyto hodnoty se v ramci uddvané chyby vzdjemné sho-
duji, pficemz nase vysledky jsou naméreny s minimalné radové nizsi chybou. Vysledky
se shoduji i v tom, Ze doba zivota 'O, je v piipadé pouziti TMPyP delsi neZ pii pouziti
TPPS,. Pro srovnéani jsou nase hodnoty dob Zivota 'O, mezi hodnotami Jiménez-Banzo
et al. [3] a Niedre et al. [45], ktery uvadi dobu Zivota O, ze suspenze bunék pii pouzit{
hydrofilniho PS AlS,Pc (0,6 +0,4) s, opét s fadové vyssi chybou.

Pokud se jedné o doby zivota tripletnich stavu 7 ziskanych z kinetik fosforescence
105, pak Jiménez-Banzo et al. [3] uvadi hodnotu (20+1) ps pro TPPS, a (15+2) pis pro
TMPyP. Niedre et al. [45] pro AlS;Pc uvadi (19 £ 3)ps. Nami naméfené hodnoty
(4,5 £ 0,2) us pro TPPS, a (5,8 £ 0,1) us pro TMPyP jsou kratsi. To je nejspise
zpusobeno vyssi koncentraci kysliku v bunkach, nez jaka byla v pripadé ostatnich
autoru. Tomu by nasvédcovaly i obrazky ¢asového vyvoje dob zivota tripletnich stavi
3.15 a 3.16, kde se doby zivota s dobou bublani zkracuji. Vzhledem k malému poctu
bodu bohuzel neni mozna prijatelnd extrapolace dat pro urceni dob zivota tripletnich
stavi PS bez bublani kyslikem.
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Obrézek 3.19: Fosforescence *TPPS, na 958 nm z 3T3 mysich fibroblastti kultivovanych
ve 100 pM TPPS, po dobu 20 hodin.
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Obrazek 3.20: Fosforescence STMPyP na 958nm z 3T3 mysich fibroblasti kultivo-
vanych ve 100 pM TMPyP po dobu 20 hodin.
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Z.aver

V uvodni teoretické ¢asti prace byly popsany zékladni spektroskopické vlastnosti mno-
haatomovych molekul a singletniho kysliku. Ty byly nasledné aplikovany a déle roz-
vinuty v souvislosti s popisem zékladnich poznatku o pochodech probihajicich pii fo-
todynamické terapii. Jsou zde rovnéz shrnuty dosud publikované vysledky luminis-
cen¢ni detekce singletniho kysliku v biologickych systémech a moznosti jejiho vyuziti
pro vyzkum mechanizmu a sledovani prubéhu fotodynamické terapie.

Pro sezndmeni s funkei puvodni aparatury byla provedena méreni spektroskopickych
a fotosenzibilizac¢nich vlastnosti hydrofilniho kladné nabitého fotosenzibildtoru TMPyP
a jejich srovnani s diive publikovanymi vlastnostmi jeho zaporné nabitého analogu
TPPS, [11]. Tyto vysledky byly sou¢asné publikoviny v impaktovaném ¢asopise Jour-
nal of Molecular Structure [10].

Urcitym mezistupném mezi méfenim s puvodnim usporadanim aparatury z roztoku
a mérenim z pevnych vzorku pomoci svétlovodu s luminiscenéni sondou byla méfent
vlivu fosfatidylcholinu na fotosenzibilizacni vlastnosti TPP a dobu zivota jim genero-
vaného singletniho kysliku. Tato méreni jsou mimo jiné zajimava zpusobem vyroby
vzorku pomoci metody spin-coating, ale i metodou detekce signalu z boc¢ni strany
sklicka, na kterém byl vzorek nanesen. Takto naméfend data jsou soucésti publikace [9],
u které momentalné probihd recenzni fizeni.

Déle se prace zabyva tpravou a optimalizaci aparatury pro sbér luminiscence sin-
gletniho kysliku z povrchu pevnych vzorkua pomoci svétlovodu s luminiscenéni sondou.
Pres mnohé obtize souvisejici hlavné s luminiscenci filtri a navazanim excitacniho
zareni do vldken svétlovodu se podarilo pozadovanym zpusobem upravit aparaturu
pro méfeni z pevnych vzorku pii zachovani moznosti méfit z roztoku.

Byl navrhnut a odzkousen postup vyroby polymernich matric z PMMA a polysty-
renu obsahujici protoporfyrin IX. Prestoze se pozdéji ukazalo, ze tyto polymerni félie
nejsou idedlnim standardem pro nase méteni, podafilo se pomoci nich provést prvni
uspésné meéreni luminiscence singletniho kysliku z pevnych vzorku pomoci svétlovodu.

Po dalsich testovacich mérenich a optimalizaci aparatury i kultivace bunécnych
kultur se podaftilo namérit pilotni fluorescencni spektra i kinetiky fosforescence sin-
gletniho kysliku z 3T3 mysich fibroblastu obsahujicich TPPS, resp. TMPyP. Obdrzené
doby zivota singletniho kysliku (0,99 +0,02) ps (TPPS,) a (1,11 £0,09) us (TMPyP)
odpovidaji dosud publikovanym vysledkim a navic jsou urceny s fadové nizsi chy-
bou. Doby zivota tripletnich stavu fotosenzibilizatoru se s publikovanymi vysledky
rozchazeji, coz je ale vysvétlovano vyssi koncentraci kysliku v bunkach pfi nami provade-
nych experimentech.
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Pozitivni vysledky ziskané z tenké vrstvy 3T3 mysich fibroblasti obsahujicich
TPPS, resp. TMPyP naznacuji, ze méfeni s upravenou aparaturou z zivych pokusnych
zvitat by mohlo byt rovnéz tuspésné. Pred timto krokem je vsak planovano zvladnuti
rutinni kultivace bunéénych kultur lidskych fibroblastu piimo v na$i laboratofi a pro-
vedeni navrhované tipravy v optickém prizpusobeni vstupniho svétlosbérného systému.

Diky moznosti detekovat fosforescenci fotosezibilizatoru a singletniho kysliku s ¢aso-
vym i spektralnim rozlisenim z celé fady ruznorodych vzorku, véetné extrémné slabého
signalu ze vzorku in vivo, by se tato aparatura stala zcela unikatni i v celosvétovém
meéritku. Pozdéji by mohla byt pouzivana nejen k vyzkumu mechanizmu fotodynamické
terapie, ale rovnéz by mohla slouzit k optimalizaci terapie u jednotlivych pacientu piimo
v jejim prubéhu. K tomu by v8ak bylo potieba detekéni aparaturu dale vhodné upravit
pro potieby klinického vyuziti a vyrazné snizit jeji technologickou naro¢nost. V prvni
fadé by bylo nutné nahradit fotonasobic chlazeny tekutym dusikem za jeho novéjsi verzi
chlazenou Peltierovymi ¢lanky a misto stavajici kombinace excitacnich laseru vyuzit
nejspise néjaky typ pevnolatkového laseru.
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