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Anotacia

Diplomové praca je zamerana na detekciu ultra slabej emisie foténov z rik
Iudského subjektu. V teoretickej ¢asti popisuje mechanizmy generovania
elektrénovych excitovanych stavov s ndslednou emisiou foténov, zhina do-
terajsie vysledky vyskumu so zameranim na ludské subjekty a popisuje
moznosti detekcie ultra slabej emisie foténov. Experimentdlna ¢ast prace
obsahuje popis laboratérneho systému pre meranie ultra slabej emisie
foténov, ktory ako detektor pouziva fotondsobic HAMAMATSU R2256-02.
Préaca sa zameriava na najdenie optimalného nastavenia diskriminatora a vy-
sokého mnapétia tohto fotondsobica pre meranie ultra slabej emisie
foténov z ludského subjektu. Najdené nastavenie sa pouziva pri merani
zmien spontannej ultra slabej emisie foténov z palméarnej a dorzédlnej strany
ruk meraného subjektu a pri analyze anti- a prooxidativnych procesov na pa-
rametre ultra slabej emisie foténov. Sticastou prace je analyza vplyvu povr-
chovej teploty a relativnej kyslikovej saturacie subjektu na intenzitu UPE.

Krlaéové slova : ultra slabd emisia foténov, elektrénové excitované
stavy, reaktivne formy kyslika, fotonasobi¢, oxidant, antioxidant.



Annotation

Thesis is focused on detecting ultra weak photon emission from hands of
human subject. The theoretical part describes mechanisms generating of
electronically excited species following with photon emissions. It consist of
up to date research results focused on human subjects and describes po-
ssibilities of detection ultra weak photon emission.The experimental part
contains description of a laboratory system for measurement of ultra weak
photon emission by using a photomultiplier tube HAMAMATSU R2256-02.
Thesis is focused on searching for the optimal setting of a discriminator and
high voltage of the photomultiplier tube, required to measure ultra weak
photon emission from human subject. Determined settings are used in me-
asuring of a spontaneous ultra weak photon emission changes from palmar
and dorsal side of subject hand and also they are used in analysis of anti-
and pro-oxidant processes on ultra weak photon emission parameters. Part
of work is an analysis of the effect of surface temperature and relative oxygen
saturation of a subject on the ultra weak photon emission intensity.

Key words : ultra weak photon emission, electronically excited species,
reactive oxygen species, photomultiplier tube, oxidant, antioxidant.
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Uvod

Ultra slabt emisiu foténov moéZeme pozorovat u metabolicky aktivnych
systémov, od baktérii a rastlin aZ po cloveka. Ide o velmi slabé
svetlo, ktoré nie je mozné zaznamenat volnym okom. Pouzitim vhodnyjch
detekénych ndastrojov zistime, ze intenzita tohto svetla dosahuje hodnoty
desiatok az stoviek foténov/s-cm?. Zakladny mechanizmus vzniku ultra sla-
bej emisie foténov nie je eSte plne objasneny, ale vyskum v danej oblasti
naznacuje, ze ultra slaba emisia foténov sivisi s oxida¢no-metabolickymi
procesmi a oxidativnymi stresovymi procesmi, ktoré si spojené s produk-
ciou reaktivnych foriem kyslika. Meranim ultra slabej emisie foténov mozeme
ziskat informdciu o miere oxidativneho metabolizmu, ¢o moze najst po-
tencionalne vyuzitie v medicine. Oxidaény stres urychluje procesy star-
nutia a moze viest k poskodeniu biologickych membran, k rozvoju in-
fekcii, aterosklerézy, kardiovaskuldrnych onemocneni. Ked'ze hlavnym zdro-
jom foténovej emisie je u cloveka povrchova vrstva koze, moze meranie ultra
slabej emisie foténov predstavovat neinvazivny diagnosticky néstroj ocho-
reni koze.

Prvé kapitola prace obsahuje prehlad sti¢asného stavu rieSenej proble-
matiky. Popisuje endogénne mechanizmy generovania elektrénovych exci-
tovanych stavov s naslednou emisiou foténov, zhina doterajsie vysledky
vyskumu ultra slabej emisie foténov so zameranim na I'udské subjekty a po-
pisuje moznosti detekcie.

Druhd kapitola diplomovej prace obsahuje vysledky experimen-
tov uskutoCnenych na jednom meranom subjekte. Pre wuskutoc¢nenie
tychto experimentov zameranych na meranie ultra slabej emisie
foténov je dolezité najskor ndjst najvhodnejSie nastavenie detektora
nizkych trovni svetla, ktorym je v tomto pripade fotonasobi¢ HAMA-
MATSU R2256-02. N&jdené nastavenie sa potom pouziva v dalsich
castiach prace, ktoré sui zamerané na analyzu spontannych a induko-
vanych zmien ultra slabej emisie foténov. Analyza spontdnnych zmien
ultra slabej emisie fotonov prebiehala pocas 5 dni. Pocas kazdého dna
bolo uskutocnenych 5 sdd merani. Pri merani sponténnej ultra slabej emi-
sie foténov bola zaznamendvand povrchova teplota subjektu a relativna
kyslikovd saturdcia pre ticely korela¢nej analyzy. Poslednd ¢ast prace pred-
stavuje analyzu zmien ultra slabej emisie foténov po aplikacii exogénnych
oxidantov a antioxidantov na pokozku rik. Ako oxidant bol zvoleny pero-
xid vodika v troch roznych koncentraciach a ako antioxidant bola zvolend
kyselina askorbova.



Kapitola 1
Stcasny stav rieSenej
problematiky

1.1 Ultra slaba emisia fotonov

Biologické systémy neustale emituji slabé svetlo bez akychkolvek von-
kajsich podnetov alebo dodato¢ne aplikovanych vonkajsich luminoférov. In-
tenzita tohto slabého endogénneho svetla je modifikovatelnd pouzitim ex-
ternych stresorov. Tento fenomén, najCastejsie nazyvany ako ultra slaba
emisia foténov (UPE, Ultra-weak photon emission) je pritomny prakticky
vo vSetkych metabolicky aktivnych systémoch, ako su napr. baktérie, huby,
kliciace semennd, rastliny, zvieracie tkanivové Struktiry i celé organizmy
vratane ¢loveka. V literatire sa mozeme stretnif s alternativnymi ndzvami
ako autoluminiscencia, slabd luminiscencia, biofotéonova emisia, spontanna
chemiluminiscencia, spontanna ultra slaba emisia svetla, ultra slaba biolu-
miniscencia [1].

Za vznik UPE su vo vSeobecnosti zodpovedné elektronové excito-
vané stavy molekul tvorené pocas oxidativnych metabolickych procesov.
UPE odlisuje od beznej bioluminiscencie prave spontédnna emisia foténov
bez $pecidlnych luminiscenénych enzymatickych systémov (napr. luci-
ferin/luciferdza). UPE sa 1isi od fluorescencie a fosforescencie tym, ze exis-
tuje aj bez vonkajsej stimuldcie[1].

1.1.1 Mechanizmus vzniku UPE

UPE méa pdévod v relaxdcii elektronovych excitovanych stavov tvo-
renych v biologickych systémoch. Elektronové excitované stavy su tvorené
behom oxidativnych metabolickych procesov a oxidativnych stresovych pro-
cesov, ktoré si spojené s tvorbou reaktivnych foriem kyslika (ROS, Reactive
Oxygen Species). Oxidacia lipidov, proteinov a nukleovych kyselin ROS ve-
die k tvorbe vysoko energetickych medziproduktov. Rozkladom tychto me-
dziproduktov sa vytvaraju elektronicky excitované stavy, ktoré podliehaju
elektronickému prechodu zo singletového alebo tripletového excitovaného
stavu do singletového zdkladného stavu. Prechod elektronovych excito-
vanych stavov je doprevadzany emisiov foténov [2].

Na zaklade procesov, pocas ktorych su tvorené ROS sa v literatire po-
pisuju dva typy UPE. Prvym typom je spontdnna UPE pochadzajica z re-
laxéacie elektronicky excitovanych stavov tvorenych v biologickych systémoch
pocas normalnych oxidativnych metabolickych procesov. Druhym typom
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je stresom indukovand UPE pochéddzajica z relaxacie elektronicky exci-
tovanych stavov tvorenych pocas abiotickych (fyzikalne, chemické) a bio-
tickych (virusy, baktérie, huby) stresovych reakeif [2].

1.1.2 Reaktivne formy kyslika

ROS st tvorené bud sekvenénou jednoelektrénovou redukciou mole-
kularneho kyslika alebo prenosom energie z tripletovych excitovanych pig-
mentov na molekularny kyslik. Sekvenénd jednoelektronova redukcia mo-
lekularneho kyslika vedie k tvorbe superoxidového aniénového radikalu
(02°*7), peroxidu vodika (H203) a hydroxylového radikalu (HO®), pricom
kazdy z nich mé rozdielny redoxny potencial a tak rozdielny stupen reakti-
vity. Triplet-singletovy prenos energie z tripletovych excitovanych pigmen-
tov na molekuldrny kyslik vedie k vzniku singletového kyslika (1O3) [2].

ROS maji  vyznamnd tdlohu vo  fyziolégii. V  malom
mnozstve si zname ako modulatory génovej expresie, hraju rolu v bunkovej
signalizdcif, podielaji sa na bunkovej proliferdcii, transkripcii a apoptéze.
Velké mnozstvo bunkovych ROS m4 na bunku cytotoxicky efekt a ve-
die k apoptéze a bunkovej smrti [3].

Interakcia reaktivnych foriem kyslika s biomolekulami iniciuje oxidaéné
reakcie veduce k tvorbe nestabilnych medziproduktov ako dioxetan a tetra-
oxid. Dioxetan je tvoreny cykloadiciou 'O alebo cyklizaciou peroxylového
radikélu, zatial ¢o tetraoxid je tvoreny rekombindciou peroxylového ra-
dikalu. Rozklad nestabilného dioxetanu a tetraoxidu vedie k tvorbe elek-
tronovych excitovanych stavov ako tripletové excitované karbonyly [1].

K prevencii nebezpeéného efektu ROS na biomolekuly sa v bunkéch vy-
tvoril neenzymaticky a enzymaticky antioxidacny obranny systém. Viaceré
typy biotickych a abiotickych stresovych faktorov si zndme tym, ze vyrazne
zvysuji tvorbu ROS. Za niektorych okolnost{ méze tvorba ROS presiahnut
kapacitu antioxidacného systému a nebezpetné ROS su nedostatocne eli-
minované. Nepomer medzi tvorbou a elimindciou ROS sposobuje oxidaciu
lipidov, proteinov a nukleovych kyselin [2].

Tvorbu radikalovych a neradikdlovych ROS moze vyvoldvat, okrem
iného, aj UV ziarenie a viditelné svetlo. Endogénne pigmenty u rastlin,
zivocichov, ¢loveka ako sd porfiriny, bilirubin, melanin, pterin a urokanova
kyselina sa chovaju ako fotosenzitizéry. Absorpcia UV ziarenia alebo vi-
ditelného svetla fotosenzitizérmi vedie k vzniku singletového stavu foto-
senzitizérov, ktoré vedu k tvorbe tripletového excitovaného stavu cez in-
tersystémovy prechod. Excitované fotosenzitizéry podstupuji bud prenos
elektrénov, ktory vedie k tvorbe O2°®, HyOg, HO® (reakcia I typu), alebo
prenos energie tvoriaci 'Oy (reakcia IT typu) [2].
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1.1.2.1 Superoxidovy radikal (O2*")

02°" je relativhe malo reaktivny v porovnani s inymi volnymi ra-
dikdlmi, no v biologickych systémoch sa premiena do viacero reaktivnych
foriem ako peroxylovy (ROO?®), alkoxylovy (RO®) a hydroxylovy (*OH) ra-
dikél. Primarne je O2® formovany v bunkach redukciou kyslika Os:

Oy +e™ — 0y (1.1.1)

Enzymy ako superoxid dismutdza (SOD) vytvaraji H2Oy pridanim
dvoch proténov:

202°" +2HT — Hy02 + Oy (1.1.2)

V kyslom/neutrdlnom prostredi sa moze vytvarat elektroneutralny hydro-
peroxylovy radikal [4]:

20,°" +HT — HOO*® (1.1.3)

1.1.2.2 Hydroxylovy radikal (HO*®)

HO® je nasilnejsim oxidantom tvorenym v biologickych systémoch, ktory
reaguje velmi rychlo. MoZe byt vytvarany in vivo $tyrmi hlavnymi procesmi:

e ionizujicim ziarenim - ozarovanim vysokoenergetickymi ziari¢mi
vznikd HO® homolytickym stiepenim molekuly vody (radikél tvo-
reny tymto procesom je zodpovedny za poSkodzovanie DNA a vyvoj
nadorov, napr. rakovina koze):

H,0 — HO® + H* (1.1.4)

e Fentonovou reakciou:

Hy0, + Fe?t — Fe3t 4+ HO® + HO™ (1.1.5)

e rozpadom peroxynitritu;

e rozpadom ozénu [5].

1.1.2.3 Peroxylovy (ROO®) a alkoxylovy (RO®) radikal

Tieto radikdly byvaji vytvdrané rozpadom hydroperoxidu (ROOH)
vyvolanym teplom ¢& radidciou, alebo ROOH reakciou s kovovymi
i6onmi, alebo inymi oxidantmi schopnymi abstrakcie vodika:

ROOH + Fe** — RO® + HO™ + Fe?* (1.1.6)

Reaktivita ROO® a RO® je ovplyvnend substituentmi na a-uhliku [5].
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1.1.2.4 Peroxid vodika HyO4
H50O5 je tvoreny z O2® sponténne ¢i katalyzovane pomocou SOD:
02~ + 0 + 2HT — H5045 4+ O9 (1.1.7)

Vo fyziologickom prostredi moze byt HsOs rychlo inaktivo-
vany selen-peroxiddazami, hem-peroxidazami, thiol-peroxiddazami. Jeho reak-
tivita je mald vzhladom k biologickym molekuldm kvoli vysokej aktivacne;
energii oxidantov. Za najnebezpecnejsi efekt HoOo je povazovana jeho
schopnost tvorit sekundarne zltéeniny, ktoré si velmi reaktivne, ako napr.
HO® alebo NO2* (radikél oxidu dusi¢itého) [5].

1.1.2.5 Singletovy kyslik 'O,

10y predstavuje excitovany stav O,. Fotosenzitizdcia je hlavnym zdro-
jom 103 v biologickym systémoch. T4 zahfiia fotoexcitéciu (reakcia typu IT)
endogénnych fotosenzitizérov (porfirin, flavin) vystavenych UVA Ziareniu.
Tieto procesy st $pecidlne dolezité v kozi. Nadmernd tvorba 'Og je spojend
s chorobnymi stavmi, ako napr. porfyria. 'Oy podporuje smrt tumorovych
buniek, ¢o sa vyuziva vo fotodynamickej terapii [5].

10y moéze byt tvoreny nefotochemickymi reakciami, ktoré zvycajne
zahfnaji anorganické peroxidy (H2Og, peroxynitrit) alebo organické hyd-
roperoxidy (ROOH). Tvorba 05 bola potvrdend behom fagocytézy éi lipi-
dovej peroxidécie [5].

1.1.3 Oxidacny stres

Biologické systémy su neustdle vystavené ROS a RNS (Reactive Nitrogen
Species, Reaktivne formy dusika). ROS a RNS sa podielaji na vzniku via-
cerych patologickych stavov ako ateroskleréza, reumatickd artritida a inych
chronickych onemocneni ako rakovina, Sedy zdkal, diabetes melli-
tus alebo neurodegeneretivnych ochoreni ako Parkinsonova ¢i Alzheime-
rova choroba a starnutie. Oxidativny stres sposobuje poskodzujice re-
akcie, ktoré su sprostredkované malym percentom celkového spotrebo-
vaného kyslika. Toto malé percento spotrebovaného kyslika je transformo-
vané do aktivnych kyslikovych vedlajsich produktov, ktoré mozu sposobovat
oxidativne poskodenia biologickych molekdl [4].

Obranu proti poskodzujicemu ucéinku ROS u organizmov po-
skytuje obranny antioxidatny systém. V pripade, Zze koncentricia
ROS je prili§ vysoks, moze dochadzat k oxidacii nukleovych kyselin, lipi-
dov a protefnov. Vig¢sina z tychto poskodeni moze byt opravend. V pripade,
7ze k oprave neddjde dochadza k transkripénym/translaénym chybdm,
¢o vedie k neustélej tvorbe abnormdlnych proteinov, ktoré mozu byt ne-
funkéné ¢i viac senzitivne na oxiddciu ROS. Schopnost bojovat proti
oxidaénému stresu klesé s vekom [4].
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Lipidova peroxidacia predstavuje proces interakcie ROS s lipidmi, ktory
moze viest k strate membranovej celistvosti [4].

Jeden z najvyznamnejsich dosledkov oxidativneho stresu je poskodenie
DNA. Vzhladom na to, ze DNA m4 d¢inné opravné mechanizmy sa iba malé
mnozstvo poskodeni stava trvalymi. Trvalé poskodenia nasledne vytvaraju
mutécie. Oxidativne poskodenia DNA sa akumuluju s vekom prevazne v mi-
tochondrialnej DNA nez v jadrovej DNA. Tedria mitochondridlneho starnu-
tia predpokladd, ze poskodenia DNA a mutdcie akumulované v mitochon-
dridlnom genéme vedi k mitochondridlnej dysfunkcii a bunkovej smrti [4].

Dalsim cielom oxidativneho poskodenia spbsobeného ROS byvaji
mimo lipidov, ¢i nukleovych kyselin aj proteiny. Akumulédcia oxidovanych
proteinov je charakteristicka pre starnice bunky. Oxidativne poskodenie
proteinov hra doélezitu ulohu vo fungovani bunky, pretoze oxidované proteiny
stracaju katalycké funkcie. Oxidativne poSkodenie Specifického proteinu ve-
die k ¢iastocnej alebo tplnej strate prislusnej biochemickej funkcie [4].

1.1.4 Antioxidac¢ny obranny systém

Aerobné organizmy a teda i ¢lovek s neustale vystavené ROS a RNS. ROS
mozu sposobit oxidativne poskodenie biomolekil, preto sa vyvinul systém
velkého poctu endogénnych antioxidantov a proteinov, ktoré maji neut-
ralizovat gkodlivé téinky ROS. Rovnovéha medzi tvorbou ROS a ich de-
toxikaciou antioxidantmi priebeha zvyc¢ajne za normalnych fyziologickych
podmienok. Porugenie rovnovahy zvysenou tvorbou ROS vedie k vzniku oxi-
dativneho stresu a poskodeniu tkaniva [6].

Antioxidant sa d4 definovat ako substancia, ktord brani, redu-
kuje alebo opravuje poskodenie ROS cielenych biomolekidl. V zasade
chrani pred poskodenim ROS pomocou troch mechanizmov:

e inhibuje tvorbu ROS;

e odstranuje uz vytvorené ROS;

e opravuje poskodenia sposobené ROS [6].

Do antioxida¢ného systému mozeme zaradif antioxidanty ako SOD,

CAT, GPx, vitamin E a vitamin C, ktoré su d’alej blizsie popisané.

1.1.4.1 Superoxid dismutiza (SOD)

SOD sa vyskytuje v troch izoforméch (Cu,ZnSOD (hlavne v cytosole),
MnSOD (v mitochondridlnom matrixe) a extracelularna SOD (v plazmatic-
kej membréne a medzibunkovom priestore)). Vsetky tri izoformy katalyzuju
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vznikajici O2®~ na HyO2 a molekuldrny kyslik podla [6]:

20,*" +2H" 292 1,0, + 0, (1.1.8)

1.1.4.2 Kataldza (CAT)

CAT je hem obsahujici enzym, primarne pritomny v perixozémoch. Je
schopné katalyzovat rozklad HoOso, teda produkt enzymatickej aktivity
SOD na vodu a molekuldrny kyslik [6]:

2H,05, 2L H,0 + 0, (1.1.9)

1.1.4.3 Gluthation peroxidiaza (GPx)

V  tkanividch  cicavcov  sa  vyskytuje 6  izoenzymov  GPx.
Vsetky GPx su schopné katalyzovat redukciu HpOs alebo organickych
hydroperoxidov (LOOH) na vodu a odpovedajici alkohol pomocou GSH
(tripeptid syntetizovany z troch aminokyselin cez dve postupné enzymatické
reakcie v cytoplazme) [6]:

H,0, + 2 GSH 2% 2 H,0 + GSSG (1.1.10)

1.1.4.4 Vitamin E

Nézov vitamin E zahfna skupinu tokoferolov a predstavuje fenolovy
antioxidant. Takéto molekuly Tahko daruji vodik z hydroxylovej sku-
piny (OH™) volnym radikdlom, ktoré sa potom stdvaji nereaktivnymi.
Po darovani vodika sa fenolova zlicenina sama stane relativne nere-
aktivnym radikdlom, pretoze nepéarovy elektron na atéme kyslika je zvycajne
delokalizovany do aromatickej Struktiry, ¢im sa zvySuje stabilita ra-
dikalu. Vitamin E je lokalizovany hlavne vo fosfolipidovej dvojvrstve bun-
kovych membran. Hlavnou tlohou vitaminu E je teda chranitf bunkové
membrany a lipoproteiny s nizkou hustotou pred oxiddciou volnymi ra-
dikdlmi [7].

1.1.4.5 Vitamin C

Vitamin C (kyselina askorbovd) je Sest-uhlikovy laktén, ktory je syntetizo-
vany z glukézy. Niektoré organizmy ako primaty a ¢lovek nie si schopné
syntetizovat tento vitamin a preto ho musia primat v potrave. Vi-
tamin C je silnym antioxidantom, pretoze daruje atom vodika a vytvara
relativne stabilny askorbylovy volny radikal. Vitamin C je u¢inny proti ra-
dikélom kyslika [7].
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1.1.5 Generovanie UPE

UPE vznikd rozpadom elektrénovych excitovanych stavov [2]. Odobratim
vodika z lipidov, proteinov a nukleovych kyselin prostrednictvom HO®,
dochéddza k tvorbe alkylového radikdlu (R*®), ktory reaguje s mole-
kuldrnym kyslikom a tvori peroxylovy radikal (ROO®). Neskorsim odobratim
elektrénu z iného lipidu, proteinu a nukleovej kyseliny sa tvori iny R® a hyd-
roperoxid (ROOH). ROOH sa v pritomnosti kovu redukuje na alkoxylovy
radikal (RO*®). Cyklizaciou ROO® a rekombindciou dvoch ROO® sa tvoria
vysokoenergetické medziprodukty ako dioxetan (ROOR) a tetraxid (RO-
OOOR). Rozpadom ROOR a ROOOOR sa vytvarajui tripletové excitované
karbonyly (3(R=0)*). Energetickym prenosom z >(R=0)* na pigment alebo
molekuldrny kyslik sa tvori excitovany pigment (P*) alebo Oy [2].

Pocas oxidativnych stresovych procesov nastava oxidacia biomo-
lekil bud odobratim vodika HO® alebo cykloadiciou 'Oy. Tvorba
HO® a 103 je pocas stresovych procesov zretelne zvysens v porovnani s tvor-
bou ROS pocas metabolickych procesov. Vd'aka tomu je tvorba ROOR cyk-
lizdciou ROO® a cykloadiciou 'Oy zvysend. Podobne i koncentracia ROO®
tvorenych interakciou R® s molekularnym kyslikom je zvysend. Za tychto
podmienok je pravdepodobnost rekombindcie dvoch ROO® do vysokoener-
getickych medziproduktov ako ROOOOR vicsia. Rozpad ROOR a RO-
OOOR je tak vyssi ako u spontédnnej emisie foténov [2].

1.1.6 Spektralne vlastnosti UPE

Fotony vytvorené z elektronovych excitovanych stavov sd emitované v
blizkej UVA (350 - 400 nm), viditelnej (400 - 700 nm) a blizkej IR (750
- 1300 nm) oblasti spektra. Emisia foténov v blizkej modrozelenej ob-
lasti spektra (350 - 550 nm) je spojend s tripletovymi excitovanymi kar-
bonylmi 3(R=0)*. Emisia v zelenocervenej oblasti spektra (550 - 750 nm)
pochadza z excitovanych pigmentov a dimolovej emisie Os. Spontanna emi-
sia foténov na dlhsich vinovych dizkach nebola doteraz skiman kvoli tech-
nickym limitdcidm pri meran{ velmi nizkych signdlov v blizkej IR oblasti
spektra [1].

1.1.7 Intenzita UPE

Intenzita spontdnnej UPE zo vzorky byva v rozmedzi od desiatok do niekolko
stoviek foténov/s-cm?, ¢o je niekolko radov pod hranicou citlivosti Iudského
oka, ktord je priblizne 10° foténov/s-cm?. Pocet nameranych foténov/s-cm?
moze byt o jeden alebo dva rady nizsi ako skutoény pocet emitovanych
foténov zo vzorky v dosledku vzdialenosti vzorky od detektora a dalsich
optickych faktorov ako absorpcia, rozptyl, difrakcia, odraz a lom [1].
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1.2 UPE so zameranim na ludské subjekty

UPE v rddoch 10-10* foténov/s-cm? mézeme pozorovat z baktérii, kvasi-
niek, celych zivoc¢ichov a rastlin ale i samotnych buniek pochddzajtcich z or-
ganizmov. UPE z cicavcov je §tudovand na organovej, celularnej a subce-
luldrnej trovni [8].

1.2.1 UPE na organovej a celularnej tirovni

Prvé studie preukazali zdvislost medzi viacerymi ochoreniami a intenzi-
tou UPE meranim rozdielu medzi luminiscenciou krvi zdravych a chorych
ludskych subjektov. UPE z krvi pacientov s diabetes mellitus, kar-
cinémom, ¢i hyperlipidémiou preukazala vyssiu troven emisie ako zo vzoriek
krvi zdravych subjektov [8].

Niekolko §ttdif naznaéuje, Ze neurénovéa aktivita moze korelovat s in-
tenzitou UPE. Pri pozorovani UPE z kultivovanej hipokampélnej vzorky
bolo zistené, ze pridanim tetrodotoxinu, ktory potlacuje neuronovi akti-
vitu doslo k zniZeniu intenzity UPE. Pri snimani UPE z mozgu potka-
nov in vivo cez sklenené okno v lebke bola nédjdena koreldcia medzi theta
vlnami EEG a intenzitou UPE. Predpokladd sa tak, ze UPE z mozgu
mozZe predstavovat novii metédu pre extrakciu patologickych procesov spo-
jenych s neurondlnym metabolizmom a oxidativnou dysfunkciou mozgu [1].

Bunkovy metabolizmus spreviadzany tvorbou ROS je c¢asto spo-
jeny s tempom bunkového rastu. Je tak vhodné merat UPE zo vzoriek,
ktorych rast je velmi rychly, ako napr. rakovinové tkanivo. Charakteristika
nameranej UPE moze najst potencionalne vyuzitie ako neinvazivna a jedno-
duch4 optickd biopsia tumoru [1]. Meranie foténovej emisie ludskych buniek
hepatému a hepatocytov v statickej bunkovej kultire nepreukézalo zvysenie
emisie z buniek hepatému ale preukazalo zvySenie intenzity svetlom indu-
kovanej emisie excitovanej bielym svetlom [9]. Preukdzany bol rozdiel v in-
tenzite emisii medzi fazami proliferdcie z maligného melanému bunkovej
kultiry, no vyskum nebol uskutoéneny za fyziologickych podmienok [9].

Vyznamné vyuzitie moze najst meranie UPE v dermatoldgii, pretoze
UPE prezentuje hlavne oxidativne procesy v ludskej kozi [1] a v onko-
logickom vyskume, ako metéda optickej biopsie [9]. V dalSej casti tejto
prace sa zameriame na vysledky vyskumu v oblasti sledovania oxidativnych
procesov v epidermélnych bunkéch Tudskej koze.

1.2.2 UPE z koze Iudského tela

Je zname, Ze fotény ludského tela si emitované hlavne z povrchu Iudského
tela a teda hlavnym prispevkom k UPE st metabolické procesy vrstvy koze.
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1.2.2.1 Fyziolégia koze

Koza (cutis) tvori uceleny vonkajsi povrch Tudského tela. Pred-
stavuje styéni plochu medzi telom a prostredim a sucastne
ochrannu proti jeho vplyvom. Koza dospelého ¢loveka méa po-
vrch 1,6 az 2 m?, jej hribka je od 1,5 mm do 4 mm (v zavislosti na anato-
mickej lokalizécii a na vyzive) [10].

Koza je tvorena z vrstiev s roznymi chemickymi a fyzikalnymi vlas-
nostami. Dve hlavné vrstvy koze, epidermis a dermis, sa pozoruhodne ligia
v ich struktire a funkcii. Na Obr.1.1 st zobrazené jednotlivé vrstvy koze.

— - Supinky keratinu
== = ===l stratum comeum
- stratum granulosum

dendriticka bunka —-

keratinocyty —{7 -_H{N_O'E - stratum spinosum epidermis
i3 N
melanocyty
- stratum basale
1
—

- dermis

Obr. 1.1: Vrstvy koze

Najvrchnejsia vrstva koze, epidermis, chrani cloveka pred oxidantmi pro-
stredia, teplom a zaroven je rezistentna voc¢i vode, poskodeniu, mikrébom
a mnohym chemikaliam. Epidermis je tvorena hlavne $pecializovanym ty-
pom epitelu pozostdvajiceho z viacerych vrstiev. Vrstvy maju vysokd kon-
centraciu protektivného proteinu keratinu. Keratinocyty st hlavnym ty-
pom buniek, ktoré moézeme ndjst v epidermis. Si zodpovedné za pevnost,
roztaznost a rezistenciu povrchu koze. Zaujimava vrstva je stratum corneum,
pretoze pozostava z relativne tenkych listov mftvych buniek, splostenych
buniek s hladkym a vode odolnym povrchom. Povrch je prerusovany iba
vlasovymi folikulmi a pérmi potnych zliaz. Jednym zo sposobov ako sa koza
brani niektorym enviromentélnym stresorom je, ze sa stdva hrubsou. Ak
je koza opakovane vystavovana UV ziareniu, narasta bunkové delenie v naj-
hlbsej vrstve epidermis, stratum basale, ktora je zdrojom epitelovych buniek
a tym zhrubSuje stratum corneum. Ak je stresovy faktor prili§ extrémny,
straca stratum corneum svoju schopnost byt efektivnou bariérov, ¢o vedie
k poskodeniam koze [11].

Dermis pozostéva z kombindcie kolagénovych a elastickych vldken, ktoré
davaju kozi pevnost a pruznost. Hlavnymi bunkami dermis st bunky bohaté
na kolagén, tzv. fibroblasty. Produkcia kolagenovych a elastickych vldken sa
spomaluje s vekom a je nepriaznivo ovplyviiovand nadmernym vystavovanim
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koze slneénému svetlu. Uprostred spleti tkanivovych vldken mozeme v dermis
najst systém cievného riec¢iska, rozsiahlu sief nervov, velky poc¢et potnych
zliaz, vlasové folikuly a ich svalstvo a zlazy produkice maz [11].

Predpoklada sa, ze ultraslabé fotény pochadzaji z vrstvy stratum cor-
neum a zivotaschopného epidermisu a dermisu [1].

1.2.2.2 Generovanie UPE z koze P'udského tela

KoZa je najokrajovejsia vrstva ludského tela, ktord je vystavend oxi-
dativnemu poskodeniu ROS vychéddzajicich z exogénnych fyzikdlnych (ul-
trafialové ziarenie, teplota, mechanické poskodenie) a chemickych (toxické
latky, produkty metabolizmu) faktorov. Epidermis tak poskytuje ochranu
proti tymto exogénnym faktorom.

Zavislost UPE z Iudskej koze na koncentréicii molekuldrneho kyslika uka-
zuje, ze molekularny kyslik je potrebny k reakcidm, ktoré vedu k naslednej
emisii foténov. Vystavenie ludskej koZe ozénu a cigaretovému dymu
zvysuje UPE, zatial ¢o lokdlna aplikdcia antioxidantov na Iudskd kozu ve-
die k znizeniu foténovej emisie [12].

Emisia foténov z tela ¢loveka nie je rozlozend rovnomerne po tele.
Na tele st oblasti s relativne vysokou UPE a oblasti s nizkou UPE.
Napr. pri merani Styroch subjektov sa priemernd intenzita UPE
lisila, no Specifické oblasti s vysokou a nizkou intenzitou boli anato-
koncatiny a hlava odhalili najvyssiu tiroven. Opakované merania naznacuju,
ze UPE sa meni v ¢ase, no anatomicky vzor intenzity zostava s vysokym
stupfiom lavo-pravej a ventralne-dorzalnej symetrie [13].

Pri sledovani UPE z rik mozeme obecne povedaf, Ze oblasti nechtov
emituji viac svetla nez zvysok ruky [15], ako vidiet na Obr. 1.2.

Obr. 1.2: Snimok UPE z dorzdlnej strany ruky [15]

Stadium UPE z prstov vo vzfahu k hypotyredze ukazuje moznost mera-
nia UPE z prostredného prstu a ukazovaka k rozliSeniu hypotyredzy subjek-
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tov. Vysledky ukazuju, ze intenzita UPE pacientov z hypotyredzov je vzdy
nizsia ako u kontrolnych subjektov. Nizsia intenzita bola pozorovand aj u pa-
cientov, ktor{ mali odstrdnent stitnu zlazu [15].

Zaujimavé oblast vyskumu je spojitost medzi meditdciou a psychickym
stavom meraného subjektu a intenzitou UPE. Pri praktizovani transcen-
dentalnej meditacie a inych medita¢nych technik maji merané subjekty
nizsiu emisiu foténov pre vSetky anatomické oblasti ako kontrolnd skupina
subjektov, ktori nepraktizuju ziadne medita¢né techniky [13].

Skiimanie vplyvu teploty a koncentracie kyslika na emisiu foténov
ukézalo, ze s klesanim teploty dochadza k poklesu intenzity UPE z dlane
ruky. Autori predpokladaji, ze vplyv teploty na intenzitu UPE je zalozeny
hlavne na oxida¢no-redukénych reakcidch. Znizenim koncentracie
kyslika v okoli dlane ruky poklesla intenzita UPE daného miesta, na-
opak zvysenim koncentricie kyslika sa zvySila intenzita UPE daného
miesta. Vysledky tak naznacuji, ze UPE pozostdva z emisie foténov
zalozenej na oxida¢nych reakciach na povrchu koze [16].

Svalovd  aktivita  zvySuje teplotu tela, preto sa kladie
otazka, C¢i termélne zmeny nekoreluji so zmenami intenzity UPE.
Efekt cvicenia na UPE sa skumal na zapisti subjektov, ktory pocas
merania vykonavali cvicenia rukou. Pocas merania doslo k malému narastu
intenzity UPE. Simultanne s emisiou sa zaznamendvala teplota koze blizko
zépéastia, ktord vykazovala stabilny narast eSte aj po skonceni cvicenia.
7 vysledkov autori potvrdili nekoreldciu medzi UPE a telesnou teplotou
[17].

Zistené zmeny intenzity UPE viedli k tomu, ze sa studium UPE
rozdelilo na skiimanie spontdnnych zmien a indukovanych zmien UPE.
Skumanie spontdannych zmien so sebou prindsa zna¢né nepohodlie pre me-
rany subjekt, pretoze sa musi merania i¢astnit pravidelne po dlhsi ¢asovy
usek a tak sa tychto $tudii zucastnilo menej subjektov ako pri skimani in-
dukovanych zmien [13].

1.2.2.3 Spontanne zmeny UPE

Vysledky roéného merania UPE z rik troch subjektov naznacujui, ze prie-
mernd intenzita emisie foténov zavisi na mesiacoch v roku. Sezénne vykyvy
boli vyraznejsie na dorzdlnej strane ruky. Této fluktudcia nemoze byt vysvet-
lend iba na zdklade externych podmienok, ako napr. expozicia slne¢nému
Ziareniu. Autori premyslaji o vzfahu medzi dynamikou denného a roéného
rytmu UPE a yin/yang dynamikou podla tradi¢nej ¢inskej mediciny [13].

Studovanie zmien UPE behom dna ukazuje, e intenzita, ale i lavo-prava
symetria sa meni v priebehu dna. Intenzita emisie byva najnizsia behom
dina, vzrastd behom vecera a najvyssia byva v noci. Vykyvy intenzity boli
vyraznejsie na dorzélnej strane rik [13].
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1.2.2.4 Indukované zmeny UPE

Vplyv ROS na emisiu fotéonov z rik je studovany pomocou aplikacie
exogénnych oxidantov a antioxidantov na pokozku rik. Po lokdlnej aplikacii
H02 dochadza k zvySeniu intenzity UPE. Vyrazny narast je sprevddzany
pomalym névratom do ustdleného stavu, ako vidief mna Obr.1.3.
Vyssi narast UPE ako po aplikiacii HyOo dosiahneme lokdlnou ap-
likdciou O2®” a najvyssi po aplikacii HO® [14]. Po aplikacii antioxidantov
dochédza k znizeniu emisie foténov [12].
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Obr. 1.3: Indukovand UPE z dorzdlnej strany ruky (hore — indukovand UPE po ap-
likdcii Og®~ (25 mM zantin + 0,05 U ml~! zantin oziddza), v strede — indukovand
UPE po aplikdcii Hy Oy (50 mM HyOs ), dole — indukovand UPE po aplikdcii HO®
(50 mM Hy Oy + 10 mM FCSO4)) /14]
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Koza ¢loveka je kazdy den vystavend UVA ziareniu, preto je vyznamnou
oblastou skiimanie UVA indukovanej UPE. KoZa je schopn4 zotavit sa z ma-
lej davky ziarenia, ale chronickd expozicia ziareniu vedie k rozvoju
elastézy, k struktirnym zmendm spojivového tkaniva a dokonca k vzniku
rakoviny. Metédy merania UPE tak mozu pomoct studovat viaceré dolezité
problémy v koznej fotobioldgii, ako napr. ako sa koza zotavuje z ma-
lej davky UVA expozicie a z akej davky sa uz nie je schopnd zo-
tavit. Na zdklade stcastného vyskumu vieme, Ze ddvka UVA Ziarenia
0,5 J/cm?, ktord je ekvivalentnd par mindtam strdvenych na slne¢nom
svetle moze vyvolat prechodné ale meratelné zmeny oxidativného stavu
koze. Expozicia 2 J/ecm? §irokopdsmového UVA 7iarenia, ktord odpo-
vedd asi 10 minutam stravenych na slneénom svetle predlzuje zotavenie
koze na viac ako 5 minit. Cim vyssia ddvka UVA ziarenia, tym dlhsi cas
trvé kozi sa zotavit [18].

1.2.2.5 Vyuzitie merania UPE v dermatolégii

Koza, ako nasa najvrchnejsia vrstva tela, predstavuje vhodny ciel pre in vivo
UPE stidie, pretoze fotény nemusia prejst cez iné tkaniva pred ich zachy-
tenim detekénym zariadenim [18].

Medzi vyhody merania UPE z koZe patri neinvazivnost metédy
oproti inym metédam, ako napr. biopsia koze. Meranie prebieha v ne-
pretrzitom rezime, ¢o umoznuje detailné profilovanie koze za roznych pod-
mienok, roznych procedidr a stimulov. Vzhladom na to, Zze meranie UPE
poskytuje informdciu priamo spojenti s ROS v kozi, moze byt potencionélne
pouzité ako diagnosticky nastroj spojeny so Studiom oxidativneho stavu koze
[18].

Nevyhodou je, Ze meranim UPE nemozeme ziskat detailnd biochemicki
informéciu o oxidacnych procesoch koze, preto by bolo vhodné meranie UPE
kombinovat s inymi fyzikdlno-chemickymi technikami, ako napr. s floures-
cenénymi metédami. Dalej je dolezité brat na vedomie, ze koza je tvorend
vrstvami a optické vlasnosti si rozne v roznych vrstvach [18] .

Vdaka vyhodam a napriek nevyhodam moéze meranie UPE n4jst svoju
tlohu napr. pri vyvoji opalovacich krémov, ¢i kozmetiky obsahujticej antioxi-
danty, moze pomoct pri §ttidiu koznych problémov ako akné alebo porfyria.
V neposlednom rade moéze byt meranie UPE pouZité pri skiimani rakoviny
[18].
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1.3. DETEKCIA UPE

1.3 Detekcia UPE

Obecne moézeme rozdelit detekéné techniky na tie, ktoré poskytuji in-
forméciu o integralnej intenzite bez priestorového rozliSenia alebo priesto-
rovo rozliSent intenzitu UPE zo vzorky. Pri merani UPE zo vzorky musime
brat do tivahy, Ze biologickd vzorka je zdrojom diftizneho svetla, a preto
musime pouzit vhodné detekéné techniky a optické prvky. Existuje viacero
typov fotodetektorov [1].

Tie najvhodnejSie pre meranie nizkej trovne svetla maji niekolko
spolo¢nych rysov:

e vysoké prudové zosilnenie;

e maly Sum na jednotku plochy citlivej oblasti detektora;
e vysokd kvantova uéinnost;

e rezim jedno-foténovej detekcie [1].

Pre detekciu UPE sa $tandardne pouziva fotondsobic, ktory mé velmi nizky
Sum na jednotku plochy citlivej oblasti fotokatédy, méa vysoké zosilne-
nie (10° - 107), primerani kvantovii i¢innost a éasové rozligenie v rddoch ns.
Snimanie UPE s vysokym priestorovym rozliSenim moéZzeme dosiahnut
iba s pouzitim ndbojovo viazanej Struktury CCD. Pre ziskanie ob-
razu sa expozitny cas pohybuje od 15 min do 60 min [1]. Na Obr.1.4 je
vidiet rozdiel medzi vystupom merania UPE pomocou fotondsobica a po-
mocou CCD. Pri pouziti fotonasobica ziskame jednorozmerny signal, teda
priebeh UPE v ¢ase a pri pouziti CCD ziskame dvojrozmerni snimku.

\, M v W\! |

10

=k
=]

Photon Emmission [counts §']
= ra £ (53] o

‘I'me [mln]
Obr. 1.4: Moznosti detekcie UPE (Vlavo — spontinna UPE merand z palmdrnej

strany ruky pomocou fotondsobica, vpravo — snimka spontinnej UPE z palmdrnej
strany ruky ziskand pomocou CCD) [14]

Pri porovnavani pocétu detekovanych foténov z roéznych detekénych
systémov laboratérii musime byt opatrny, pretoze vidy musime
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brat do tivahy velkost vzorky, vzdialenost vzorky od detektoru, velkost plo-
chy citlivej oblasti detektora, spektralnu citlivost a optické prvky, ktoré
mozu sposobit rozdiel o niekolko rddov [1].

Pri detekcii UPE je =zdkladnym cielom nazbieral ¢o naj-
viac foténov zo vzorky. To dosiahneme tak, ze vzorku umiest-
nime ¢o najblizsie k detektoru, pretoze intenzita UPE klesa so vzdiale-
nostou 7 priblizne v pomere 1/72 (plati pre diftizne svetelné zdroje, ktorych
velkost je mensia ako svetlocitlivd oblast detektora). Obecnym pravid-
lom tak je, Ze povrch vzorky by mal byt rovnaky alebo vicsi ako svetlocitliva
oblast detektoru [1].

Efektivne fokusovanie diftizneho svetla, ako je UPE, je komplikované.
Zrkadld a odrazové plochy mozu byt pouZité k zvySeniu zberu foténov.
UPE je polychromatické zZiarenie, takze ak pouzijeme transmisné optické
elementy k fokusovaniu svetla, musime brat do tvahy problémy s chroma-
tickou aberdciou optiky [1].

1.3.1 Fotonasobié

Fotondsobic je velmi citlivy senzor svetla, ktorého pridovy vystup je priamo
imerny intenzite svetla. Umoziiuje merat akykolvek proces, ktory priamo
alebo nepriamo emituje svetlo. Velkoplosna detekcia svetla, vysoké zosilne-
nie a schopnost detekovat jednotlivé fotény davaji fotondsobi¢u zretelné
vyhody oproti inym svetelnym detektorom [19].

Svetlo dopadd na fotokatddu, ktord emituje elektrény vonkajsim
fotoelektrickym javom. Tieto fotoelektréony s potom elektrostaticky
urychlované a fokusované na prvi dynédu elektréonového multiplikatéru. Pri
naraze kazdy elektrén uvoliiuje rad sekundérnych elektrénov, ktoré st v po-
radi elektrostaticky urychlované a zamerané na d’alsiu dynédu. Tento pro-
ces sa opakuje na kazdej dyndde, sekundarne elektrény z poslednej dynédy
st zhromazd ované na andde [19]. Konstrukciu fotondsobi¢a mozeme vidiet
na Obr.1.5.

Vakuova trubica
/ Fokusujuca Dynady
. / elektroda /’\ Anc
Vstupné okno | /_ noda
Fotén —\ \ —1

T & o
f - '
| Zdroj vysokého \ =
Fotokatoda—! napétia Fatoelektrony
(1-2 kv)

Obr. 1.5: Konstrukcia fotondsobic¢a
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1.3. DETEKCIA UPE

Fotokatéda ma fotoemisny povrch obvykle tvoreny alkalickymi kovmi.
Fotokatéda byva v dvoch konfigurdcidch. Typ head on m4 polopriehladnt
fotokatodu ulozent na vnitornej ploche vstupného okna. Ide o tzv. trans-
misny mod, kedy je fotoelektrén emitovany z opacnej strany fotokatddy
vzhladom k dopadu foténu. Typ side on predstavuje reflexny méd, foto-
elektrén byva emitovany proti dopadajicemu foténu. Svetlo dopada cez sk-
leneny obal na fotokatédu, ktord je umiestnend na boénej strane obalu [19].
Rozdiel medzi transmisnym a reflexnym médom prezentuje Obr.1.6.

Vakuova trubica
Andda Fokusujica Dynady
/ elektroda /\ .
Vetupné okno — / | Andda

Fotoelektrony on ‘r
=\ Yl / )

Fotokatdda

Vstupné okno
Fotén \ \

J \
Foto kato’daﬁl| Fotoelektrany

Obr. 1.6: Vliavo — reflexny méd, vpravo — transmisny mod fotokatody

Citlivost fotokatédy popisuje 1éinnost konverzie foténov do foto-
elektrénov. Vztah medzi citlivostou fotokatédy a vinovou dizkou sa nazyva
spektralna odozva. Na urcenie odozvy fotokatdody sa pouzivaju veli¢iny
ako kvantovd ¢innost, responzivita, a svetelna citlivost [19].

Kvantova déinnost (n(\) alebo QE%) udéva pomer vystupnych
elektrickych pulzov k poétu dopadajiacich foténov. Celkova kvantova
ucinnost 7 je su¢inom priepustnosti vstupnej optiky, u¢innosti naviaza-
nia svetla do materidlu detektoru, uc¢innosti konverzie z foténu na foto-
elektrén a tcinnosti zberu primérnych konvertovanych ndbojov [20].

Responzivita (E())) je definovand ako prud fotokatédy emitovany
na watt dopadajiceho ziarenia pri vinovej dizke A a je vyjadrend v mA /W.
Vzfah medzi responzivitou a kvantovou t¢innostou je vyjadreny ako [19]

E(\) = Y(QZ) (1.3.1)

Svetelna citlivost (S) je najdolezitejsou Specifikiciou pre svetelné
zdroje, ktoré maju spektrdlnu odpoved odpovedajicu ludskému oku [19].
Ludské oko je citlivé na elektromagnetické ziarenie s vlnovou dizkou medzi
400 a 760 nm. Standardné hodnoty relativnej svetelnej i¢innosti oka (V' ()))
boli prijaté Medzindrodnou komisiou pre osvetlenie (CIE) a schvalené Me-
dzindrodnym vyborom prie miery a vahy (CIPM) [21]. Hodnoty S sa pohy-
buju v rozmedzi od 20 pA/lm do viac ako 400 pA/lm v zavislosti na type
fotokatdédy [19].

Fotoelektrény z fotokatédy si urychlované elektrickym polom priamo
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1.3. DETEKCIA UPE

na prvi dynédu, kde dochadza k emisii sekundarnych elektrénov. Tieto
elektrény nardzaji na dalsie dynédy, kde dochddza k emisii d'alsich
elektrénov. Opakovanim tohto procesu cez vSetky nasledujice dynody sa do-
sahuje vysoké pridové zosilnenie. Velmi maly fotoelektricky prid z fo-
tokatédy moze byt tak sledovany ako velky vystupny prid anédy fo-
tondsobica. Zisk (pridové zosilnenie) je vyjadreny ako pomer anédového
vystupného pridu k fotoelektrickému priidu fotokatédy. Idedlne by mal byt
zisk fotonasobica majiceho n dynodovych stupriov a priemerny pomer se-
kundérnych emisii § na stupen §”. Vztah pre sekunddrnu emisiu elektréonov
je dany ako [22]

§ = AE® (1.3.2)

kde A je konStanta, E je medzistupnové napétie a « je koeficient dany
materialom dynddy a geometrickou struktirou, ktory obvykle méva hodnoty
od 0.7 do 0.8. Ked aplikujeme napiitie ¥V medzi katédu a anédu fotonésobica
s n stupnami dynéd, zisk p je dany ako [22]

|4 A"
:(5”: AEOé TL: A — ) nzivna:[(vna 1.3-3
kde K je konsStanta.

Malé mnozZstvo pridu pretekd vo fotondsobici aj ked pracujeme v 1iplnej
tme. Tento vystupny prud sa nazyva anddovy temnostny prad a vysledny
Temnostny prud vyrazne zavisi na napdjacom napéati. Hlavnymi zdrojmi
temnostného pridu mozu byt:

e Termoionicka emisia elektronov — material fotokatody emituje malé
mnozstvo termoionickych elektrénov i pri izbovej teplote. Pri redukcii
termoionickej emisie sa vyuziva chladenie fotokatddy.

e Jonizacia zvyskového plynu — zvyskovy plyn vo vnutri fotondsobica
moze byt ionizovany koliziou s elektrénmi. Ak tieto ionty zasiahnu fo-
tokatédu alebo skorsie stupne dynéd moze dojst k emisii sekundarnych
elektrénov. Tieto sekundérne elektrény mozu sposobit relativne velky
vystupny Sum.

e Scintildcia skla — ked elektrény odchylujice sa od svojej normélne;j
trajektorie zasiahnu skleneny obal moze dojst k scintildcii. K elimindcii
tychto temnostnych pulzov pracuju fotonasobice s vysokym anédovym
napéitim a katédou na zemnom potencidle.

e Unikajice priudy — unikajici priud sposobeny nedokonalou izolaciou
sklenenej zdkladne a dutiny moze byt d'alsim zdrojom temnostného
prudu.
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e Emisia polom — ak fotondsobi¢ pracuje na napiti blizkom maximu
menovitej hodnoty napitia mozu byt elektrény emitované silnym elek-
trickym polom z elektréd [22].

1.3.2 CCD

CCD (Charged Coupled Device) je nabojovo viazand struktira, v kto-
rej sa naboj vytvoreny dopadajiucim ziarenim ukladd do povr-
chovych potencidlovych jam vytvorenych pod blizko seba usporia-
danymi hradlami MIS. Vhodne usporiadanou sekvenciou napétovych
pulzov prilozenych na sekvenciu hradiel sa néboje postvaju pozdiz
refazca a na vystupe sa prevadzajui na sériovy sled pulzov (posuvny
register). Tym je mozné prevadzat, prendSat, spracovdvat ako di-
gitalne tak aj analégovo vzorkované signaly [23].

Zakladnym elementom retazca CCD je struktira MIS (Struktira
kov-izolant-polovodic). T4 je tvorend kremikovou (Si) dostickou typu P po-
krytou izolaénou vrstvou SiOg (oxid kremicity) s nanesenymi kontaktmi.
Ak na struktdru MIS prilozime kladné napétie, dochddza pod kon-
taktmi k vytvoreniu ochudobnenej vrstvy. Pre vyssie kladné
napétie sa pod kontaktmi vytvori inverznad vrstva elektrénov. V pripade
zaporného napétia sa vytvara akumulaéna vrstva. Na Obr.1.7 je model
CCD. Na hradlo je prilozeny kladny pulz Ug, ten vytvori pod kontaktom
oblast hlbokého ochudobnenia OPN, t4 vytvara potencidlovi jamu, v kto-
rej sa mozu zachytavat generované elektrény, ktoré predstavuji signilny
naboj. Ak pulz Ug trva dlhsie moze sa signdlny néaboj skladovat pod hrad-
lom. Pozdiz refazca CCD je nadifundovani oblast Pt, ktord vytvéra
ochranny prstenec, ktory zabranuje rozsirovaniu OPN do stran a tak za-
braiiuje tniku néboja z kandlu. Cinnost prebieha v nerovnovaznom
stave, to znamend, ze vSetky operdcie s ndbojom (skladovanie a pre-
sun k susednému hradlu) musia byt uskutotnené v podstatne kratsej
dobe ako je relaxacna doba potrebnd k vytvoreniu kompletnej inverznej
vrstvy [23].
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Obr. 1.7: CCD element

CCD struktira sa vyuziva ako snimaé obrazu. Svetlo, ktoré do-
padéd na povrch Si dosticky v podobe foténov sa ukladd ako naboj v po-
tencidlovych jaméch. Tie zabranuji pohybu naboja a dochadza tu k jeho
akumulécii. Kazdé potencidlova jama predstavuje jeden pixel CCD snimaca.
Velkost zachyteného ndboja je ovplyvnend intenzitou dopadajiiceho
svetla a dobou, po ktorti nechdme CCD ¢ip svetlu vystaveny. Zachyteny
niboj musime po urcitej dobe odobrat a previest na elektricky signdl,
ina¢ by doslo k preteceniu potencidlovej jamy. Obrazové CCD preto ob-
sahuji maticu pixelov, u ktorych postupnym prestivanim naboja z jed-
nej jamy do dalsej dochédza k jeho postupnému presivaniu na koniec
¢ipu, kde je prevadzany prevodnikom na napéitovy signal [23].

Aby sa ¢o najviac zabranilo stratam v detekcii svetla sposobenej nere-
gistrovanim foténov dopadajicich na zakryté plosky, implementuji sa na
povrch CCD snimac¢a miniatirne SoSovky, ktoré ldmu svetlo a sme-
ruju ho do citlivej oblasti. Pre tvorbu farebného obrazu je nutné CCD
snima¢ doplnit o farebné filtre. Nad obrazovymi bunkami mdme umiest-
nené tzv. Bayerove masky, ktoré predstavuji RGBG filtre. Kazdy z fil-
trov prepusta iba svetlo svojej vinovej dfiky a farebnost sa potom inter-
poluje z niekolkych okolitych pixelov [23].
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Kapitola 2
[ I d ~ , I
Experimentalna cast prace

2.1 Experimentalne zariadenie pre meranie UPE

Stcasny vyvoj techniky umoziiuje snimat spontdnnu UPE z mikroorganiz-
mov, rastlin, zvierat, vratane ¢loveka, pomocou fotondsobicov a velmi cit-
livich CCD kamier. Vyber medzi jednorozmernou detekciou emisie foténov
pomocou fotondsobi¢ov alebo dvojrozmerného snimania pouzitim CCD ka-
mier by mal byt zaloZeny na cieli experimentu [2]. My vyuzivame ako senzor
fotondsobi¢. Na Obr.2.1 méZeme vidiet celé experimentélne zariadenie, ktoré
pozostava z fotonasobica, chladenia fotondsobica, svetlotesného a teplotne
regulovaného boxu s rukdvom pre meranie UPE z pokozky na ruke, zdroja
vysokého napétia a jednotiek pre meranie poctu detekovanych fotonov.

Obr. 2.1: Experimentdlne zariadenie pre meranie UPE z pokozky ruky

Na Obr.2.2 je podrobnejsia schéma experimentalneho zariadenia s jed-
notlivymi éastami, ktoré budd d’alej bliZsie popisané.
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+ +
Chladena Termoelektricke
komora chladenie
fotonasobica c10372
Eotonasobic N Jednotka Pocitacia jednotka
R2256-02 Co744 ; 8855
L Zdroj vysokého I
Temna napatia PS350
komora Requla PC
egulator teploty )
T E5CN-H Windows XP
|

Obr. 2.2: Schéma meracieho zariadenia

Fotonasobi¢c R2256-02 HAMAMATSU

Fotonasobi¢ R2256-02 je head on typ, to znamend, ze foto-
katdéda je umiestnend priamo na vnutornom povrchu vstupného okna ako se-
mitransparentnd vrstva [24]. V Tab. 2.1 s uvedené niektoré zakladné vlast-
nosti fotondsobica R2256-02. Na Obr.2.3 je zobrazend kvantova tcinnost
fotondsobica R2256-02. Najvyssiu kvantovii uc¢innost nad 25 % dosahuje pri
vinovych dizkach 310 az 420 nm.

Photomultiplier Tube R2256-02, Hamamatsu Photonics
Priemer fotonasobica 51 mm
Tvar fotokatody kruhovy
Priemer fotokatédy 46 mm
Material fotokatody Bialkalicky kov
Spektréilna odozva 160 do 650 nm
Material okna Kremicité sklo, typ RR329-02

Tab. 2.1: Zdkladné vlastnosti fotondsobica R2256-02 [24]

(]
=

[a*]
=

Kvantova ucinnost [%4]

0
200 400 600 800
Vinova dizka [nm]

Obr. 2.3: Kvantovd icinnost fotondsobica R2256-02
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Temna komora

Ultraslaba fotonéva emisia mé velmi nizku intenzitu, preto mera-
nie musi byt uskutoénené v svetlotesnej komore, do ktorej nebude preni-
kat svetlo z okolia. Vniitorné steny komory maji ¢iernu farbu, ktord ne-
odraza svetlo. Subjekt vklada ruku do komory prostrednictvom cierneho
rukdva, ktory sa musi dobre utiahnut tak, aby do komory nepreni-
kalo svetlo z miestnosti, v ktorej je umiestnené meracie zariadenie. Tep-
lota vo vnutri komory je kontrolovana pomocou teplotu regulujicej jednotky.

Regulator teploty (E5CN-H, OMRON Industrial Automation)

Pristroj umoziiuje nastavit a kontrolovat teplotu v temnej komore.

Zdroj vysokého napitia (PS350, +5 kV, Stanford Research Sys-
tems)

Zdroj vysokého  napitia  umoziiuje  nastavovaf napéjacie
napitie fotondsobi¢a. Zdroj umoZiiuje nastavit napitie v roz-
medzi +5 kV s rozliSenim 1 V. Ma 25 W vystupny vykon, re-
guléciu 0,001 % a presnost 0,05 % [25].

Termoelektrické chladenie (C10372, Hamamatsu Photonics)

Fotondsobic¢ je chladeny pomocou termoelektrického chladenia, ktorého
ciefom je znizit redukciu tepelnych elektrénov emitovanych z fotokatody
pouzitého fotondsobica a tym zlepsit pomer signal-sum. K zniZeniu vplyvu
okolitého prostredia obsahuje chladiaca jednotka eSte magnetické a elek-
trické tienenie. Teplota chladenia je priblizne -30 °C s vymenou tepla pro-
strednictvom vody chladenej na 14 °C [26].

Jednotka (C9744, Hamamatsu Photonics)

Jednotka je urcend na prevod jednotlivych fotoelektrickych impul-
zov z fotondsobica do 5 V digitdlnych signdlov pomocou vstavaného zo-
siliovaca a selektivnych obvodov. Ak je intenzita svetla tak nizka, ze do-
padajice fotény na fotokatéodu su separované v ¢ase, budu vystup predsta-
vovat diskrétne pulzy z anédy. Takyto stav sa nazyva SPE (Single Photon
event). Pocet tychto vystupnych pulzov je imerny mnozstve svetla, takze
poéitanie tychto pulzov je vyhodné z hladiska pomeru signél-sum. Poc¢itanie
foténov zobrazuje Obr.2.4. Prud z fotonasobica je zosilneny pomocou pre-
dzosiliiovac¢a a hlavného zosiliiovaca. Zosilnené signdly st potom rozliSené
pomocou diskrimindtora podla vysky pulzu a konvertované do digitdlneho
signalu. Digitalizovany signal (1 alebo 0) je tvarovany tak, ze vystupny
signal m&a konstantnu casovu Sirku. Tieto vystupné pulzné signédly st po-
tom poc¢itané pomocou poéitacej jednotky [27].
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Fotonasobic preqzosilfiovas Hlavny Diskriminator Tvarovad Poéitacia
zosilfiovaé  (komparator) pulzu jednotka

Obr. 2.4: Typickd konfigurdcia obvodu pre pocitanie fotdnov

Pocitacia jednotka (C8855, Hamamatsu Photonics)

C8855 je pocitacia jednotka s USB rozhranim pre pocitanie
fotonov v kombinacii s jednotkou C9744. M4 dva pocitacie ob-
vody, ktoré si schopné poécitat vstupné signily bez mitveho éasu. Ma-
ximélne Gasové rozlisenie pristroja je 50 ps. Standardne doddvanou
polozkou je aj software, ktory je pouzivany v tejto préci [28].
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2.2 Nastavenie fotonasobica R2256-02

Pocitanie fotonov je efektivny sposob pouzitia fotonasobic¢a k meraniu nizkej
urovne svetla. Ked je intenzita svetla tak nizka, Ze dopadajtice fotény st se-
parované ako na Obr.2.5 ide o SPE (Single Photon Event) [22].

/\/\/\,

Cas

Obr. 2.5: Separované fotony SPE (Single Photon Event)

Jednoduché pocitanie z vystupu fotonasobica by neviedlo k spravnym
vysledkom, pretoze vystup obsahuje Sum sposobeny temnostnymi pulzmi,
pulzmi kozmického Ziarenia, ktoré nepatria k signalu pozostavajuceho z fo-
toelektronov, ako na Obr.2.6. NajefektivnejSia metdéda k elimindcii
sumu je diskrimindcia vystupnych pulzov podla ich amplitidy. V#ésina
vyssie ako najvyssia uroven diskriminantu (ULD) sd sposobené kozmickym
ziarenim. Pocitanim pulzov medzi najnizSou a najvysSou uroviiou diskrimi-
nantu moézeme dosiahnuf presné meranie svetla. Obr.2.6 ukazuje typickud
vyskovi distribiiciu pulzu pre pocitanie foténov [22].

»
L4

§ Kozmické ziarenie
2 /
g
3>2 __ L ULD
Temny prud
LLD
[ TH N N
Cas

Obr. 2.6: Vystupné pulzy a diskriminacény level

2.2.1 ZAavislost poétu detekovanych pulzov na napajacom
napéiti fotonasobica

Multiplika¢ny faktor fotondsobita sa meni s napdjacim napatim fo-
tonasobica. Pocitanim poctu vystupnych pulzov s fixovanou hodno-
tou diskrimindtoru a zmenou napdjacieho napitia by sme mali ziskat
krivku podobnt krivke na Obr.2.7. Sklon signalovej krivky sa mierne

25
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lisi od krivky Sumu. Zatial ¢o signdlovd krivka vykazuje fazu pla-
teau v Sirokom rozsahu, Sum rastie rychlejsie ako signalova krivka ale ta-
kisto vykazuje jemnejsiu fazu plateau v oblasti nizkeho napajacieho napétia.
Dovodom je, ze tym ako sa zvySuje napédjacie napétie fotonasobica, tak vyska
signalového pulzu je vySsia ako diskriminacny level, ¢o vedie k zarataniu
viicsiny signélovych pulzov. Vo vysledku dochddza k saturdcii hladiny. Sum
nevykazuje saturaciu, pretoze sa tu zapocitava viac tepelnych elektronov
emitovanych z dyndéd. Ak vykreslime pomer signdl-sum S/N do grafu,
ziskame krivku, ktort vidiet na Obr.2.7. Z grafu je vidiet, Ze po-
mer S/N nie je vyrazne ovplyvneny nastavenou hodnotou diskrimindtoru.
K dosiahnutiu ¢o najlepsich vysledkov pri merani velmi nizkych trovni
svetla, kde sa pocet foténov svetla priblizuje sumu, by mal byt diskrimina¢ny
level nastaveny po spocitani pomeru S/N z nameranych signdlov a Sumu.
Pri pocitani poétu foténov je odporti¢ané zvolit hodnotu diskrimindtoru me-
dzi zaciatkom fazy plateau a maximalnym napédjacim napéatim fotondsobica
[27].
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Obr. 2.7: Zdwislost poctu detekcii na napdjacom napdti fotondsobica
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2.2.2 Optimalizacia nastavenia fotonasobica

Cielom tejto ¢asti prace je mnéjst najvhodnejsie nastavenie fo-
tondsobica R2256-02 pre meranie UPE z koze. Hladdme tak vhodné nasta-
venie napajacieho napétia fotondsobica a napétia diskriminatora, pre ktoré
ziskame najvyssi odstup S/N. Meranie prebiehalo podla schémy na Obr.2.8.
Vzorka (klicky Mungo (Vigna radiata) a rastlinny olej) bola umiest-
nenda do temnej komory na podstavci tak, aby bola ¢o najblizsie k vstupnému
oknu fotondsobica.

/— Fotonasobié
/ / Chladenie fotonasobica

. — Fotony

| Vzork
-— W ZOrKa

_+—Podstavec

™—Temna teplotne regulovana komora

Obr. 2.8: Usporiadanie pri merani v temnej komore

2.2.2.1 Priprava vzoriek

Priprava klickov mungo pre meranie UPE pozostava z ich povrchovej ste-
rilizdcie 70% ethanolom po dobu 1 min. Po uplynuti tejto doby sa ethanol
odstréni a klicky sa dezinfikuji 50% dezinfekénym prostriedkom (SAVO,
CZ). Po 8 minutach sa dezinfekény prostriedok odstrani a klicky sa pre-
myji 6 krat Q-vodou. Po premyti sa nechaji v Q-vode po dobu
6 hodin a kazdu pol hodinu sa premiesaji. Po uplynuti 6 hodin sa pre-
sunt do tmavého boxu a nechajui sa klicit vo velkej Petriho miske s ultra-
¢istou vodou. Na Obr.2.9 mézeme vidief pouZziti vzorku klickov mungo s od-
stranenym zelenym obalom.
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Obr. 2.9: Pouzitd vzorka klickov mungo

Ako druh4 vzorka bol zvoleny rastlinny olej, ktory vidiet na Obr.2.10.

Obr. 2.10: Pouzitd vzorka rastlinného oleja

2.2.2.2 Spracovanie signalov

Namerané signaly po nacitani v Matlabe R2012a prevedieme do formatu
csv, s ktorym budeme d'alej pracovat. Pre d'alsiu pracu so signdlmi je po-
trebné vizudlne prejst vSetky signdly a vyradit tie, ktoré st vyrazne nesta-
bilné, pretoze pri hladani vhodného nastavenia fotonasobi¢a bude potrebné
pracovat s priemermi tychto signdlov. Na Obr.2.11 je ukdzka nestabilného
priebehu signélu z klickov mungo pri diskriminatore -400 mV a napéjacom
napéati 1500 V a stabilného priebehu pri diskriminatore -500 mV a napédjacom
napdti 1500 V. Zo vSetkych zaznamenanych signdlov boli vyra-
dené signdly pre nastavenie diskrimindtoru -400 mV vo vSetkych sériach
merani kvoli ich nestabilnym priebehom.
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Obr. 2.11: Viavo — nestabilnyj priebeh signdlu pri napdjacom napdti 1500 V z klickov

mungo, vpravo — stabilny priebeh signdlu pri napdjacom napdti 1500 V z klickov
mungo

V pripade vyskytu extrémnej hodnoty v signdle ako na Obr.2.12, sa tato hod-
nota nahradi hodnotou NaN. Takéto artefakty boli zvycajne sposobené
zapnutim pristroja v laboratériu.

150

100

pulzy/s

50

50 100 150
Cas [g]

Obr. 2.12: Artefakt v signdle z oleja pri napdti diskrimindtora -600 m'V a napdjacom
napdti fotondsobica 1600 V

Pre ndjdenie vhodného nastavenia fotondsobi¢a je potrebné vyniest
zévislost pomeru signal-Sum S/N na hodnote napédjacieho napitia fo-
tondsobica. Ukazatel S/N vypocitame podla vztahu

Signal — Sum
S/N = 2H9na T oum

2.2.1
Sum ( )

kde signdl predstavuje priemerné hodnoty signalu z klickov alebo oleja pre
dand hodnotu diskrimindtora a vysokého napétia a sum predstavuje prie-
merné hodnoty Sumu pre dani hodnotu diskriminatora a vysokého napétia .

Pomocny je este pomer strednej hodnoty k smerodatnej odchylke p /o, ktory
ziskame podla vztahu

29



2.2. NASTAVENIE FOTONASOBICA R2256-02

Signal — sum

no = v Stgnal + Sum

2.2.2.3 Diskriminator -500 az -1200 mV

(2.2.2)

Pre tcely prvotnej analyzy, ktorej cielom je n&jst najvhodnejsie na-
stavenie fotondsobica R2256-02, prebiehalo meranie pri fixnej hla-
dine diskriminatora v rozmedzi od —400 mV do -1200 mV v 100 mV
kroku a postupnom zvySovani napéajacieho napétia fo-
tonasobica od 1300 V do 2200 V v 100 V. kroku pri fixnej hladine
diskriminatora. Jeden zdznam signalu pri danej hodnote napitia dis-
kriminatoru a vysokého napitia sa zaznamendval po dobu 180 s. Tep-
lota v tmavej komore bola nastavena na 24 °C. Celkovo sme ziskali 3 série
dat. Prva séria obsahuje namerané signdly pre jednotlivé hodnoty napétia
diskriminatoru a vysokého napétia pre Sum, druha séria obsahuje namerané
signaly z klickov mungo, tretia séria obsahuje namerané signily z oleja.
Kazda séria obsahuje 90 signalov.

V Tab.2.2 st vynesené najlepsie hodnoty pomeru S/N a po-
meru p/o a prislusnych hodndt napédjacieho napitia. Najlepsie pomery
S/N a p/o pre mungo a olej st vyznacené farebne. Najlepsi pomer S/N pre
signal z munga sme ziskali pri napéti diskriminatoru -600 mV a napédjacom
napéti fotondsobica 1600 V. Najlepsi pomer S/N pre signdl z oleja
sme ziskali pri napéti diskriminatoru -600 mV a napédjacom napéti fo-
tonasobica 1500 V.

Diskrimindtor [mV] Mungo Olej

¥ | UslVl| & |UulV]| & |Us[V]| & | UslV]
-500 1,97 | 1600 | 5,44 | 1600 | 0,19 | 1600 | 0,69 | 1600
-600 2,09 | 1600 | 5,28 | 1700 | 0,45 | 1500 | 1,18 | 1600
-700 184 1600 | 4,79 | 1700 | 0,33 | 1600 | 1,14 | 1700
-800 1,61 1600 | 4,63 | 1700 | 0,36 | 1700 | 1,30 | 1700
-900 1,30 | 1700 | 4,07 | 1700 | 0,26 | 1700 | 0,98 | 1700
-1000 1,40 1700 | 4,07 | 1800 | 0,31 1700 | 1,08 | 1800
-1100 1,35 | 1700 | 4,00 | 1800 | 0,37 | 1700 | 1,22 | 1700
-1200 1,29 | 1700 | 3,85 | 1800 | 0,43 | 1700 | 1,36 | 1800

Tab. 2.2: Hodnoty pomeru S/N a p/o a prislusngch napdjacich napiti fotondsobica
pre diskrimindtor -500 mV aZ -1200 mV
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2.2.2.4 Diskriminator -500 az -600 mV

Po vyneseni prislusnych pomerov sme sa zamerali podrobnejsie na
napétia diskriminatora —500 mV az —600 mV a napdjacie napétie
fotonasobica 1550 V az 1750 V. Meranie prebiehalo pri fixnej hla-
dine diskriminatora -500 mV, -550 mV a -600 mV pri postupnom znizovani
napéajacieho napétia fotonasobica od 1750 V do 1550 V v 25 V kroku. Je-
den zdznam signdlu pri danej hodnote napétia diskrimindtoru a vysokého
napétia sa zaznamenaval po dobu 300 s. Teplota v tmavej komore bola na-
stavend na 24 °C. Opét sme namerali tri sady dét, kazdd sada merania

obsahuje 27 signdlov. Vysledné priebehy si na Obr.2.13.
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Obr. 2.13: Spocitany pomer S/N a p/o pre zvolené nastavenie napitia diskri-
mindtora
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V Tab.2.3 st vynesené najlepsie hodnoty pomeru S/N a pomeru pu/o a
prislusnych hodnot napajacich napéti fotondsobica. Najlepsi pomer S/N sme
pre signédl z munga ziskali pri napéti diskrimindtora -550 mV a napédjacom
napéti fotondsobica 1550 V. Najlepsi pomer S/N pre signdl z oleja sme
ziskali pri napéti diskrimindtora -500 mV a napdjacom napéti fotonasobica
1550 V.

Mungo Olej
N | UsVI| & eVl & |UsV]| § | UslV]

a a

Diskrimindtor [mV]

-500 3,68 1550 | 8,90 | 1750 | 1,72 | 1550 | 4,23 | 1650
-550 4,31 1550 | 7,76 | 1675 | 1,656 | 1550 | 4,19 | 1725
-600 3,80 1675 | 8,88 | 1675 | 1,44 | 1650 | 4,25 | 1675

Tab. 2.3: Hodnoty pomeru S/N a p/o a prislusngch napdjacich napiti fotondsobica
pre diskrimindtor -500 mV az -600 mV

Zvolené nastavenie sa bude pouzivat pri merani UPE z ludskych
rik. Pri vybere najvhodnejSicho nastavenia fotondsobica sa rozhodneme
podla spocitanych pomerov S/N pre signdly oleja. Priemerné intenzity
signalu z oleja s nizsie ako priemerné intenzity signdlu munga a viac
sa priblizuji intenzite spontdnnej emisie z rik Iudskych subjektov.
Preto ako najvhodnejSie nastavenie fotondsobi¢a bolo vybrané napéjacie
napétie 1550 V a napétie diskrimindtora -500 mV, pri ktorom sme ziskali
najlepsi pomer S/N pre olej.
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2.3 Spontanne zmeny UPE

Spontanne zmeny intenzity UPE boli skimané pocas 5 dni z jedného sub-
jektu. UPE bola zazndmenavana z palmarnej a dorzédlnej strany oboch rik
pomocou experimentalneho zariadenia popisaného v sekcii 2.1.

2.3.1 Informacie o meranom subjekte

Merany subjekt bol Zenského pohlavia vo veku 24 rokov. Subjekt nemal
ziadne kozné ani iné zdravotné problémy a je nefajciar. Dni pred me-
ranim a pocas dni merania spontannej UPE sa vyhol pouzivaniu krémov.

2.3.2 Oneskorena luminiscencia

Pocas merania spontannej, ale i indukovanej UPE je potrebné zais-
tit, aby subjekt zotrval dostatoény ¢as pred meranim v zatemnenej miest-
nosti. Tym sa vyhneme zaznamendvaniu oneskorenej luminiscencie, ktora
stivisi s expoziciou meraného subjektu svetlu. Na Obr. 2.14 moZzeme vidiet
namerany signal UPE bez adaptacie subjektu na tmu z dorzalnej strany
pravej ruky. Subjekt pred meranim vykondval bezné ¢innosti v osvetlenej
miestnosti. Z grafu je vidiet, Ze priblizne za dobu 120 s poklesol signél
UPE na turoven intenzity spontdnnej UPE. Ak subjekt zamerne vystavi
dorzalnu stranu rik svetlu po dobu 5 mintt je pokles intenzity meranej
UPE pomalsi. Na droveni spontannej UPE klesne priblizne za dobu 300 s.
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Obr. 2.14: UPE z dorzdlnej strany ruky bez adaptdcie subjektu na tmu (viavo —
bez zdmerného vystavenia rik svetlu, vpravo — po zdmernom vystaveni rik svetlu)
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Aby sme zabezpecili, ze pri merani UPE nebude signdl obsahovat onesko-
rend luminiscenciu stravi subjekt pred meranim minimalne 20 minit v za-
temnenej manipulacnej miestnosti.

2.3.3 Postup merania

V priebehu kazdého dia bolo zaznamenanych celkom 5 sad dat obsahujicich
signal Ssumu fotondsobica a signaly UPE z oboch ruk.

Prv4 sada merani zacala o 09:00 z dlane pravej ruky, o 9:15 z dlane lavej
ruky, 09:30 z chrbta pravej ruky a 09:45 z chrbta lavej ruky. Meranie d’alsich
sad dat prebiehalo v dvojhodinovych intervaloch v danom poradi. Posledna
sada merani zacala o 17:00.

Subjekt pred meranim a po merani dodrziaval nasledujici postup:

e Pred kazdou sadou merani UPE zotrval merany subjekt v zatemnene;j
manipula¢nej miestnosti minimalne 20 mintt. Manipula¢né miestnost
bola osvetlena iba monitorom PC a LED osvetlenim pristrojov.

e Pred kazdou sadou merani bol zaznamenany Sum fotonasobica.

e Pred kazdym meranim UPE boli zaznamenané nasledujice hodnoty:
teplota v miestnosti a vlhkost vzduchu v miestnosti (digitdlny tep-
lomer s vlhkomerom Proskit NT-312), teplota v tmavej komore (re-
guldtor teploty Omron E5CN-H), relativna kyslikova saturdcia sub-
jektu (S,02) a tepové frekvencia subjektu (pulzny oximeter Nonin
9590 Onyx), povrchova teplota danej ¢asti ruky subjektu (infracerveny
lekarsky teplomer NFS 100).

e Miniméalne 1 minttu pred zaciatkom kazdého merania UPE z da-
nej casti ruky vlozil subjekt ruku do tmavej komory a stabilizo-
val ju na podstavci.

e Po nameran{ signdlu UPE z danej ¢asti ruky sa zaznamenali opét
hodnoty 5,02, tepova frekvencia a povrchova teplota daného miesta
ruky.

2.3.4 Spracovanie nameranych dat spontannej UPE

Namerané data boli prevedené do formatu csv a nasledne spracované v
Matlabe R2012a a RStudio 0.99.486. Extrémne hodnoty v signaloch boli
nahradené hodnotou NaN. Pre samotné spracovanie bol pouzity zaznam
UPE s trvanim 230 s (N = 230).

Pri hodnoteni zmien intenzity spontdnnej UPE nds budid zaujimat
zmeny intenzity UPE pocas jedného dna a zmeny intenzity UPE pocas
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vSetkych dni. Na Obr.2.15 vidime prvotnu vizualizaciu signalov, bez od-
strdnenia Sumu fotondsobica. Z grafov vidiet fluktudcie spontdnnej UPE
subjektu od 09:00 do 17:45 pocas 5 dni zo vsetkych meranych poloh rik.

Pre vizualizaciu bolo zvolené zobrazenie pomocou krabicovych grafov
(boxplotov). Linia, ktord prechddza kazdym boxom predstavuje vyberovy
medidn, vzdialenost medzi vrchnou a spodnou ¢astou boxu reprezentuje me-
dzikvartilové rozsahy (rozdiel 3. a 1. kvartilu). Z kazdého boxu vystupuji
z hornej a dolnej casti fiizy. Znamienkom -+ st oznacené odlahlé hodnoty,
ktoré su vacsie ako 1,5 nasobok medzikvartilového rozpétia od hornej a dol-
nej casti kazdého boxu [29)].
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Obr. 2.15: Boxplot namerangjch signdlov spontdnnej UPE pocas dria

Z boxplotov vidime rozdiely v ramci meraného dna, no ne-
vieme uréif medzi ktorymi meraniami je Statisticky vyznamny roz-
diel. Preto sme uskutocnili neparametrické Stastistické testovanie v RS-
tudio 0.99.486. Zvoleny bol Statisticky balik dunn.test, ktory predsta-
vuje neparametricky Kruskall-Wallis test s mnohonasobnym porovnavanim
Dunn testom. Balik ndm umoziiuje testovat rozdiely v rozdeleni pre-
mennej medzi viacerymi subormi. Vystupom testu je hodnota testo-
vej Statistiky Kruskall-Wallis, stupne volnosti, p - hodnota a hod-
noty testovej Statistiky a p - hodnoty pre péarové pozorovania [30].
Pre nés icel bola testovana vzdy skupina merani, ktord odpovedd jednému
diiu a vSetkym ¢asom merani v rdmci daného dna, tzn. Ze testujeme 5 na-
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meranych signdlov (napr. signily UPE pravej dlane z 1. dna pre ¢as
09:00, 11:00, 13:00, 15:00, 17:00) na zvolenej hladine vyznamnosti o = 0,05.
Za Statisticky vyznamny rozdiel medzi nameranymi signdlmi UPE sme
povazovali vysledok, pre ktory plati, ze p - hodnota < a.

7Z vysledkov statistického testovania mozeme tvrdit, Ze pre vSetky merané
polohy ruky a vSetky dni sme mali Statisticky vyznamny rozdiel v ramci
jednotlivych merani v ¢ase od 09:00 do 17:45.

Nésledne sme sa podrobnejsie zamerali na jednotlivé polohy ruky a roz-
diely nameranych signdlov UPE v rdmci jednotlivych ¢asov a dni. To zna-
mend, ze nas zaujimaju rozdiely medzi kombinadciami nameranych signalov
UPE v ramci meranych ¢asov pre jednotlivé dni.

Pre dlan pravej ruky sme Statisticky nevyznamny rozdiel v name-
ranych signdloch UPE zaznamenali pre nasledujice dni a ¢asy: 1. den
(11:00 a 17:00), 2. den (11:00 a 15:00), 3. den (09:00 a 11:00, 09:00 a 13:00,
11:00 a 13:00, 09:00 a 15:00, 11:00 a 15:00, 15:00 a 17:00), 4. den
(11:00 a 13:00, 11:00 a 15:00, 13:00 a 15:00), 5. den (13:00 a 15:00).

Pre dlaii l'avej ruky sme Statisticky nevyznamny rozdiel zaznamenali pre:
1. den (11:00 a 15:00), 2. den (09:00 a 11:00, 09:00 a 13:00, 11:00 a 13:00,
09:00 a 15:00, 11:00 a 15:00), 3. den (09:00 a 11:00, 09:00 a 13:00,
11:00 a 13:00, 15:00 a 17:00), 4. den (11:00 a 15:00, 11:00 a 17:00,
15:00 a 17:00), 5. den (13:00 a 15:00, 13:00 a 17:00, 15:00 a 17:00).

Pre chrbat pravej ruky sme Statisticky nevyznamny rozdiel zaznamenali
pre: 1. den (09:00 a 15:00, 09:00 a 17:00, 15:00 a 17:00), 2. den (09:00 a 13:00),
3. den (09:00 a 13:00, 11:00 a 13:00), 4. denn (11:00 a 13:00, 13:00 a 15:00),
5. den (11:00 a 13:00).

Pre chrbat Tavej ruky sme S§tatisticky nevyznamny rozdiel zazname-
nali pre: 1. den (09:00 a 15:00, 11:00 a 15:00, 11:00 a 17:00), 2. den
(09:00 a 11:00, 09:00 a 13:00, 11:00 a 13:00), 4. den (11:00 a 13:00,
11:00 a 15:00, 13:00 a 15:00, 11:00 a 17:00, 13:00 a 17:00, 15:00 a 17:00),
5. den (09:00 a 13:00, 15:00 a 17:00).

Podobne sa mozeme pozriet na fluktudcie nameranych signdlov v rdmci
vietkych meranych dni ako je vidief na Obr.2.16.
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2.3. SPONTANNE ZMENY UPE

Obr. 2.16: Boxplot namerangch signdlov spontdnnej UPE v ramci meranych dni

Podobne ako v predchddzajicom pripade nevieme urcit statisticky
vyznamné rozdiely nameranych signdlov UPE a preto sme opit
vyuzili Statisticky balik dunn.test. Pre testovanie rozdielov sme pouzili
signdly pre rovnaky c¢as v ramci jednotlivych dni, tzn. ze testujeme
opét 5 signdlov (napr. signdly UPE pravej dlane pre ¢as 09:00 z 1., 2., 3., 4.,
5. dna merania). Testovali sme na zvolenej hladine vyznamnosti a = 0,05.

Pre vSetky merané polohy ruky a vSetky ¢asy sme zaznamenali Statisticky
vyznamny rozdiel meranych signdlov spontannej UPE.

Nésledne sme sa opif podrobnejsie zamerali na rozdiely v rdmci testo-

vanej skupiny signalov.

Pre dlan pravej ruky sme §tatisticky nevyznamny rozdiel v nameranych
signaloch UPE zaznamenali pre nasledujice ¢asy a prislusné dni merania:
09:00 (2. a 3. den), 11:00 (2. a 4. den), 13:00 (1. a 3., 1. a 5., 3. a 5. den),

15:00 (2. a 4., 2. a 5., 4. a 5. den).

Pre dlan Tavej ruky sme Statisticky nevyznamny rozdiel v nameranych
signdloch UPE zaznamenali pre nasledujice ¢asy a prislusné dni merania:
09:00 (2. a 3., 3. a 4. den), 11:00 (2. a 3., 2. a 4., 3. a 4. den), 13:00 (1. a 2.,
1.a4.,2 ab.den), 15:00 (1. a2, 1. a 4., 2. a 5. denn), 17:00 (1. a 4. den).

Pre chrbéat pravej ruky sme Statisticky nevyznamny rozdiel v name-
ranych signdloch UPE zaznamenali pre nasledujice ¢asy a prislusné dni
merania: 09:00 (1. a 4. den), 11:00 (1. a 4. den), 13:00 (1. a 2., 2. a 4. den),
15:00 (2. a 4., 2. a 5., 4. a 5. den), 17:00 (1. a 5. den).
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2.3. SPONTANNE ZMENY UPE

Pre chrbat Tavej ruky sme Statisticky nevyznamny rozdiel v nameranych
signdloch UPE zaznamenali pre nasledujice ¢asy a prislusné dni merania:
09:00 (1. a 2., 1. a 3., 1. a 4., 3. a 4. den), 11:00 (2. a 3., 2. a 4., 3. a 4.,
1.ab.,2. a5.den), 13:00 (1. a 3., 1. a 4., 3. a 4. den), 15:00 (2. a 4., 2. a 5.,
4. a 5. den), 17:00 (2. a 3., 4. a 5. den).

2.3.5 Spontanne zmeny UPE pocas dna

V nasledujicej casti prace sa zameriame na zmeny UPE pocas dna, pretoze
nas zaujima ako sa meni intenzita UPE meraného subjektu v ramci dna, a ¢i
zmeny intenzity vykazuji urcéity vzor.

Pri analyze spontannych zmien UPE pocas dina budeme praco-
vat so signdlmi po odéitani priemerného sumu fotondsobiéa, ktory bol za-
znamenany pred kazdou sadou merania. Na Obr.2.17 vidime rozdiely v pul-
zoch /s medzi nameranymi signdlmi pre prislusnu ¢ast ruky.

Intenzita spontannej emisie z pravej dlane vykazovala pocas
vSetkych 5 dni merani pokles medzi 09:00 a 11:00. Medzi 11:00 a 13:00 doslo
pocas 4 dni k zniZeniu intenzity spontannej UPE a pocas 1 dna k zvySeniu.
Medzi 13:00 a 15:00 doslo pocas 4 dni k zvySeniu intenzity emi-
sie a pocas 1 dia k jej znizeniu. Medzi 15:00 a 17:00 doslo
pocas 3 dni k zvySeniu intenzity spontdnnej emisie a pocas 2 dni k zniZeniu
intenzity.

Intenzita spontédnnej emisie z lavej dlane vykazovala pokles emisie
pocas 4 dni medzi 09:00 a 11:00 a narast pocas 1 dna. Medzi 11:00 a 13:00
doslo pocas 3 dni k poklesu intenzity a 2 dni k narastu. Medzi 13:00 a 15:00
doslo pocas 4 dni k narastu intenzity spontannej UPE a pocas 1 dia k po-
klesu a medzi 15:00 a 17:00 doslo pocas 4 dni k narastu emi-
sie a pocas 1 dna k poklesu.

Intenzita spontannej emisie z chrbta pravej ruky vykazovala pocas 4 dni
pokles medzi 09:00 a 11:00 a pocas jedného dna vykazovala narast.
Pocas 3 dni doslo k narastu intenzity medzi 11:00 a 13:00 a poc¢as 2 dni k po-
klesu. Pocas 4 dni doslo k narastu medzi 13:00 a 15:00 a pocas jedného k po-
klesu. Medzi 15:00 az 17:00 doslo k poklesu intenzity spontdnnej emisie
pocas 3 dni a pocas 2 dni doslo k narastu intenzity spontannej UPE.

Intenzita spontédnnej emisie z chrbta Tavej ruky vykazovala pokles
pocas 4 dni medzi 09:00 az 11:00 a pocas 1 diia narast. Pocas 2 dni
doslo k poklesu medzi 11:00 a 13:00 a pocas 3 dni k narastu inten-
zity. Pocas 3 dni doSlo k narastu intenzity spontdnnej emisie medzi
13:00 a 15:00 a pocas 2 dni k poklesu. Medzi 15:00 a 17:00 doslo pocas 3 dni
k narastu a pocas 2 dni k poklesu spontannej UPE.
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Obr. 2.17: Rozdiel spontinnej UPE medzi jednotlivymi casmi merania

Z vysledkov by sa dalo usudzovat, Ze intenzita spontédnnej emisie sub-
jektu vykazuje pokles medzi 09:00 a 11:00 a medzi 13:00 az 15:00 vykazuje
ndrast. V d'alsich ¢asoch boli zmeny intenzity rozne a neukazuju tak na jed-
noznacny vzor.

Nésledne sme spocitali priemerné rozdiely v intenzite meranej UPE
medzi ¢asmi meran{ vo vSetky dni merania. Priemerné hodnoty sme
spocitali z absolitnych hodnot rozdielov intezit. Vysledky st v Tab.2.4.
NajvyraznejSie hodnoty priemernych rozdielov si zvyraznené farebne. Je
vidiet, Ze k zmendm intenzity UPE dochddzalo z kazdej meranej polohy
ruky rézne. Ak sa pozrieme na celkové priemerné hodnoty rozdielov intezity
UPE, tak je vidiet, Ze najvyssiu priemernti hodnotu zmien v rdmci meraného
diia sme pozorovali pri merani intenzity UPE pravej dlane.
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Rozdiel éasov | Prava dlan | Lava dlan | Pravy chrbat | Lavy chrbat
11:00 a 09:00 3.43 2.20 1,30 2.37
13:00 a 11:00 1,30 2,28 1,48 1,77
15:00 a 13:00 2.26 1,36 3,51 2.73
17:00 a 15:00 3,27 1,72 3,41 2,40
Priemer 2,57 1,89 2,43 2,32

Tab. 2.4: Priemerné hodnoty rozdielov meranej UPE medzi ¢asmi merani (hod-
noty su wvedené v pulzoch/s)

2.3.6 Spontanne zmeny UPE pocas meranych dni

Intenzitu UPE sme zazndmendvali pocas 5 dni, preto nds moze
zaujimat, ako sa menila intenzita v rdmci tychto dni merani pre jednot-
livé ¢asy merania. Zistime tak, ¢i zmeny intenzity UPE vykazuju urcity
vzor v ramci dni merania.

Na Obr.2.18 vidime rozdiely spontannej UPE medzi jednotlivymi diami
merani. Z grafov je vidiet, Ze pre dlane oboch riik bol rozdiel spontédnnej
UPE najvyraznejsi medzi 4. a 5. diiom v ¢ase 09:00.

Pre chrbat pravej ruky sme zaznamenali najvyraznejsi rozdiel spontannej
UPE medzi 3. a 4. diiom merania v ¢ase 17:00.

Pre chrbat Tavej ruky sme zaznamenali najvicsi rozdiel spontannej UPE
medzi 4. a 5. diiom v ¢ase merania 13:00.

Pocas  vsSetkych ¢asov  merania okrem 17:00 doSlo medzi
4. a 5. diiom k narastu intenzity spontannej emisie.
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Obr. 2.18: Rozdiel spontinnej UPE medzi driami merand

Z vysledkov merani nie je vidiet jednozna¢ny vzor v zmene in-
tenzity UPE v rdmci meranych dni. U kazdej meranej polohy ruky

dochéddzalo k zmenam rozne s inymi droviami.

V Tab.2.1 si uvedené priemerné zmeny intenzity medzi meranymi
diiami, ktoré su spocitané pre vSetky casy merani z absolitnych hodnot
rozdielov intenzit. NajvysSie priemerné hodnoty su vyznacené farebne.
Je vidiet, Ze okrem chrbta pravej ruky sme zaznamenali najvyssie prie-
merné rozdiely medzi 5. a 4. diiom merania. K najvyraznejsim zmenam

dochédzalo na chrbte pravej ruky.

Rozdiel dni | Prava dlan | Dava dlan | Pravy chrbat | Cavy chrbat
2. al. 3.96 2.31 2.94 2.30
3. a 2. 2,20 1,76 5,0 1,69
4. a 3. 1,86 2,45 6,05 1,01
5. a 4. 4,09 3,39 3,83 2,55
Priemer 3,03 2,48 4,46 1,89

Tab. 2.5: Priemerné hodnoty rozdielov meranej UPE medzi driami merani (hod-

noty s wvedené v pulzoch/s)
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2.3.7 Vplyv spontannych zmien teploty na intenzitu UPE

Cielom merania povrchovej teploty daného miesta meranej konéatiny bolo
zistit, ¢ intenzita spontdnnej UPE moéze byt ovplyvnens povrchovou tep-
lotou subjektu. Na Obr.2.19 vidime graf zavislosti priemernych hodnot
spontannej UPE na priemernej povrchovej teplote subjektu spolu s histo-
gramom pocetnosti.
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Obr. 2.19: Zdvislost priemernej spontdnnej UPE na priemernej povrchovej teplote
subjektu

Z Obr.2.19 je vidiet, Ze povrchova teplota subjektu mé tendenciu
kolfsat medzi hodnotami 34 az 36 °C, 32 °C a 26 az 30 °C. Aby sa po-
tvrdil vzor zmien povrchovej teploty a potvrdilo sa, Ze nejde o chybu
merania, zaznamenaval subjekt povrchovid teplotu pocas jedného
dina od 08:00 do 20:00 v 30 minutovych intervaloch pre vsetky me-
rané polohy ruk. Pocas dna vykonaval bezné c¢innosti. Vysledny
histogram teplot je na Obr.2.20. Z histogramov je vidief, Ze po-
vrchova teplota meraného subjektu sa pohybuje v intervaloch me-
dzi 34 az 36 °C a 26 az 30 °C a namerané povrchové teploty subjektu pocas
merania spontannej UPE sa nepovazuju za chybu merania.
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Obr. 2.20: Histogramy povrchovej teploty subjektu zaznamenanej pocas jedného
dnia z palmdrnej a dorzdlnej strany oboch rik

Pre zistenie sily vzfahu medzi priemernou povrchovou teplotou a prie-
mernou intenzitou spontannej UPE bola pouzitd korelacnd analyza.
Pre vypocet bola zvolena neparametrickd metdda, pretoze nevyzaduje nor-
malitu dét. Pomocou RStudia bol spocitany Kendallov korelacny koefi-
cient, oznacovany 7 a p — hodnota, ktord porovname so zvolenou hla-
dinou vyznamnosti a = 0,05. Kendallov korelacny koeficient bol zvo-
leny pre vypocet pretoze sa d4 uplatnit aj v pripade vyskytu tzv. zviazanych
poradi (tied ranks) [31].

Spocitany koeficient korelacie je 7 = 0,23 a predstavuje tak slaby po-
zitfvny vztah priemernej povrchovej teploty subjektu a priemernej intenzity
spontannej UPE. P — hodnota je rovnda 0,0008, plati tak, ze o > p — hod-
nota, ¢o znaci, ze korela¢ny koeficient 7 je vyznamny na zvolenej hladine a.

2.3.8 Vplyv 5,0, na intenzitu UPE

Pred meranim a po merani spontdnnej UPE subjekt zaznamendval
hodnotu S,02 pomocou pulzného oximetru pre Ttucely korelacnej
analyzy, pretoze sa naskytd otdzka, ¢ intenzita UPE moze byt ovplyv-
nend prave S,02. Na Obr.2.21 vidime graf zdvislosti priemernych hodnot
UPE na priemernych hodnotdch 5,02 pocas merania.
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Obr. 2.21: Zdvislost priemernej spontdnnej UPE na priemernej S, Oa

Rovnako ako v pripade povrchovej teploty bol spocitany korelacny ko-
eficient 7 = 0,038 a jeho hodnota naznacuje neexistenciu koreldcie me-
dzi 5,02 a spontdnnou UPE. Spocitana p — hodnota je rovnd 0,618. Zvolend
hladina vyznamnosti o = 0,05. Korela¢ny koeficient 7 je nevyznamny na zvo-
lenej hladine «, pretoze plati o« < p — hodnota.
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2.4 Zmeny UPE vyvolané aplikiaciou oxidantu

Indukované zmeny UPE boli vyvolané povrchovou aplikdciou oxidantu.
Ako oxidant bol zvoleny HyOs, ktory sa nanasal na palmérnu a dorzalnu
stranu rik subjektu. Pred vsetkymi meraniami subjekt zotrval 20 mint s ru-
kou ulozenou na podstavci v tmavej komore. Subjekt aplikoval oxidant po-
mocou pipety a nanesené mnozstvo rovnomerne rozotrel po danej ¢asti ruky
pomocou ochrannych rukavic.

Cielom tychto experimentov bolo analyzovat vplyv aplikdcie exogénneho
oxidantu na intenzitu meranej UPE a vySetrif vplyv réznych kon-
centracii na merani intenzitu UPE. Experimentmi sme chceli potvr-
dif, Zze po aplikécii oxidantu skutoéne dochédza k nirastu intenzity UPE
[14].

2.4.1 Luminiscencia H,0,

Experimenty s meranim UPE po aplikacii HoO2 na povrch rik meranych
subjektov st zalozené na predpoklade, ze HyO2 sam nevykazuje ziadnu lumi-
niscenciu. Aby sme potvrdili tento predpoklad uskutocnili sme nasledujuci
experiment.

Luminiscencia HyOs bola skimand pomocou 3% HsOs. Pred me-
ranim sme zaznamenali Sum fotondsobica. Potom sme na podstavec v tma-
vom boxe ulozili Petriho misku a opif namerali signdl, ¢im sme si ove-
rili, ze pouzitd Petriho miska nevykazuje ziadnu luminiscenciu. Na tito
misku sme potom napipetovali 240 ul 3% HsOq a opit zaznamenali signdl.

Vysledné priebehy st na Obr.2.22, z ktorych vidiet, Ze signdl za-
znamenany s prazdnou Petriho miskou a s Petriho miskou s HoOy mal
podobné intenzity. Aby sme potvrdili, ze rozdiely medzi nameranymi
signdlmi su Statisticky nevyznamné uskutoénime Statistické testovanie
pomocou balika dunn.test v RStudio 0.99.486 na hladine vyznamnosti
o = 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel (p - hodnota < a) bol zaznamenany
medzi signdlom Sumu a Petriho misky (p - hodnota = 0,001) a signdlom
sgumu a Petriho misky s HyOy (p - hodnota = 0,001). Statisticky
nevyznamny rozdiel sme zaznamenali medzi signalom Petriho misky a Pet-
riho misky s H202 (p - hodnota = 0,490). Rozdiel medzi signdlom
sumu a Petriho misky mohol byt sposobeny pripadnymi necistotami na Pet-
riho miske. Doélezité je, ze rozdiel medzi signdlom Petriho misky a Pet-
riho misky s HyO9 je statisticky nevyznamny, ¢o ndm umoznuje predpo-
kladat, Zze HoOs nevykazuje luminiscenciu.
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Obr. 2.22: Sum fotondsobisa, luminiscencia Petriho misky a luminiscencia Petriho
misky s 240 pl Hy Oo

2.4.2 Porovnanie H,O a H,0,

Aby sme potvrdili predpoklad, ze k zmene intenzity UPE moze
dojst  aplikdciou  exogénnych oxidantov, nanesieme na povrch
ruky 20 pl HyO a 20 pl 0,3% He05. HoO nepatri do skupiny oxidan-
tov, preto by nemala ovplyvnif intezitu UPE. HyOs je oxidant, ktory
by mal viest k zvySeniu intenzity UPE.

Vysledné priebehy UPE z palmarnej strany pravej ruky po nane-
senf 20 pl HoO a 20 pl 0,3% HyO5 st na Obr.2.23. Z grafu je vidiet, Ze po ap-
likacii HoO9 doslo k prudkému zvysSeniu intenzity az na hodnotu 90 pul-
zov/s s pomalym navratom k péovodnym hodnotdm spontannej UPE. Tym
sme potvrdili predpoklad, ze aplikdciou oxidantu dochadza k zvysSeniu in-
tenzity UPE.

Rozdiely  medzi  signdlmi  Sumu  fotondsobica, spontannej
UPE a UPE po aplikacii HoO sme otestovali rovnako ako v predchéadzajicom
pripade. Statisticky vyznamny rozdiel bol zaznamenany medzi Sumom
fotondsobica a spontannou UPE a Sumom fotondsobi¢a a UPE po ap-
likacii  HoO  (p - hodnota < 0,001), rozdiel medzi nameranou
UPE a UPE po aplikdcii H2O bol takisto S§tatisticky vyznamny
(p - hodnota = 0,002). Z toho vyplyva, ze nanesenie HoO na povrch
ruky meraného subjektu oplyvnilo intenzitu meranej UPE v po-
rovnani s intenzitou UPE bez aplikidcie HO. Rozdiel by mohol byt
sposobeny tym, ze povrchova teplota subjektu sa zvycajne pohybuje v roz-
sahu 34 az 36 °C a aplikovand HoO mala izbovi teplotu, ktord bola 24 °C.
Teplotny rozdiel by mohol byt pri¢inou zmeny intenzity UPE po ap-
likacii HoO.
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Obr. 2.23: Priebeh spontinnej UPE a UPE po aplikdcii 20 pul HyO a 20 pl
0,3% Hy O

2.4.3 Vplyv aplikovaného objemu H;0O; na intenzitu UPE

Pre d'alsie meranie indukovanych zmien UPE vyvolanych povrchovou ap-
likdciou HyOo musime zvolit najvhodnejsi objem Hy0s. Objem musi byt
dostatotne maly, aby sa povrch riuk, ¢o najskér osusil pred samotnym
zaznamenavanim, ale mus{ byt dostato¢ne velky na to, aby efekt HyOo
bol po osuseni pokozky este zretelny.

Vplyv aplikovaného objemu 0,3% H3O2 na intenzitu UPE bol za-
znamendvany postupne od aplikacie 240 pl, 160 pl, 80 wl a 20 ul
0,3% H04 na palmérnu stranu pravej ruky.

Pre néazornejsie porovnanie bola spocitand pre kazdy zaznamenany
signdl plocha pod krivkou (AUC, Area Under Curve) ako integral podla
casu v Matlabe R2012a.

Z Obr.2.24 je vidief, Ze najvy$si ndrast intenzity UPE bol dosia-
hnuty po aplikdcii 240 ul 0,3% H202 a so znizujicim objemom kle-
sala aj pociatoénd intenzita UPE po naneseni HyOo. Je vidief, Zze hod-
noty AUC st velmi podobné v pripade aplikdcie 240 ul a 160 ul. Po ap-
likacii 240 pl HoO42 bol nérast pociatoénej intenzity vyssi, no zdroven pokles
bol prudsi ako v pripade aplikacie 160 pul HaO2, ¢o ovplyvnilo vysledné
hodnoty AUC. Pomalsi navrat do pdévodného stavu v pripade aplikacie
160 ul HyO5 by mohol byt spdsobeny kratkym ¢asovym intervalom medzi
aplikdciami HoOs.
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Obr. 2.24: Priebeh UPE po aplikdcii réznych objemov 0,3% HyOs

Ako najvhodnejs$i objem HsO9 bol zvoleny objem 20 ul HsOo, pretoze
pociatoény nérast intenzity UPE je stile dostatoény a zaroven sa pri tomto
objeme ruka po aplikacif osusi najskor, vd'aka omu je mozné zaznamenavat
UPE takmer ihned po naneseni oxidantu.

2.4.4 Opakovana aplikacia oxidantu

Pri merani zmeny intenzity UPE po aplikicii oxidantov na pokozku ruky
je dolezité vediet, ako vplyva opakovani aplikdcia oxidantu na intenzitu
meranej UPE.

3% H504 bol v objeme 20 ul aplikovany 6 krat na dorzdlnu stranu pra-
vej ruky. Medzi kazdou aplikdciou oxidantu uplynulo vzdy 530 s (400 s
zdznam UPE, 130 s priprava pre d’alsiu aplikdciu). Vysledné grafy st zo-
brazené na Obr.2.25. Je vidiet, ze efekt HyOs na poéiatoéni intenzitu
UPE bol najvyraznejsi po prvej aplikdcii HoO2. Po 3. aplikacii zacala mat
kazd4 d'alsia aplikdcia HoOgy velmi podobny efekt na priebeh UPE, ako vi-
diet z vypoéitanych hodnét AUC.

Rovnaké meranie sme uskutocnili s ¢asovym odstupom 3 hodin, pretoze
nds zaujimalo, ¢i mohlo za dany ¢asovy interval dojst k obnove oxidativneho
stavu koze. Opét sme 6 krat za sebou aplikovali 20 pl 3% HOs. Vysledné
priebehy UPE st na Obr.2.25.

Z grafu je vidiet, Ze po 3 hodindch nedoslo k tplnej obnove stavu
koze, pretoze aplikovany HoO2 nema rovnaky efekt na intenzitu UPE.
Z vypocitanych hodnot AUC je vidiet, Ze st nizsie ako po prvej sade me-
rani a vykazuji saturdciu po 3. aplikacii. To znamenand, ze pri zazna-
mendvani UPE po aplikacii externych oxidantov na pokozku rik musime
uvazovat znizujtci sa efekt oxidantu na UPE a pocitat s éasom, ktory je po-
trebny pre obnovu poévodného stavu koze.
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Obr. 2.25: Hore — priebeh UPE po aplikdcii 20 ul 3% Hs Oy 6 krdt za sebou, dole -
priebeh UPE po aplikdcii 20 pl 3% Hy O 6 krdt za sebou po uplynuti 3 hodin

2.4.5 Aplikacia roznych koncentracii H,O,

Pri experimentoch s aplikdciou exogénnych oxidantoch nas moze zaujimat
efekt koncentracie aplikovaného oxidantu na merani UPE. Zaujima
nas, ¢i so zvysSujicou sa koncentraciou aplikovaného oxidantu sa zvysuje
efekt oxidantu na merant UPE.

Efekt roznych koncentracii na priebeh UPE sa skiumal aplikaciou 0,3%,
0,8% a 3% Hs0s, ktory sa nandsal v danom poradi. Vysledné priebehy
zaznamenanych signdlov UPE z dorzalnej a palmarnej strany si na Obr.2.26.

7 vypoéitanych hodnot AUC pre pravi dlan vidief, Ze plocha pod
krivkou je vécsia v pripade aplikdcie 0,3% H202 ako po aplikécif
0,8% Hs03. To moze byt sposobené tym, ze prva aplikdcia na pokozku
moZze mat vyraznejsi efekt na signdl UPE ako d'alsie aplikdcie. Ak sa po-
zrieme na graf pre dorzalnu stranu ruky, tak vidime, Ze hodnota
AUC sa zvySuje s rastiicou koncentraciou aplikovaného HOs. Po ap-
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likécii na dl'an ale aj chrbat pravej ruky sme najvyssi efekt na zaznamenany
signal UPE dosiahli po aplikacii 3% H20Os.
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Obr. 2.26: Pricbeh UPE po aplikdcii 20 pl 0,3%, 0,8% a 3% HsOs

Z vysledkov tak moZeme usudzovat, Ze s rasticou koncentraciou apliko-
vaného HoO, rastie aj efekt na merani UPE.
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2.4.5.1 Opakované merania s roznymi koncentraciami

Meranie s roznymi koncentraciami sme uskutoénili 3 krat za se-
bou s cielom zistit, ako sa zmen{ priebeh zaznamenévanej UPE po viacerych
aplikaciach réznych koncentracii HyOs.

V 3 opakovaniach sme postupne za sebou aplikovali 20 pl 0,3%, 0,8%
a 3% H204. Opakovanie experimentov bolo uskutoénené za sebou bez ¢asovej
prestavky.

Na Obr.2.27 vidime vysledné priebehy namerané z pravej dlane. Ak sa za-
meriame na spocitané hodnoty AUC, tak vidime, ze po druhej ap-
likacii sa nizsie pre vSetky aplikované koncentricie HoOo. V pripade 3. ap-
likdcie si hodnoty AUC nizsie pre 0,3% a 0,8% Hs0,, ale pre 3%
H303 je hodnota AUC vyssia ako po 2. aplikécii.

Na Obr.2.28 vidime priebehy UPE po aplikdcii roznych kon-
centracii 3 krat za sebou z chrbta pravej ruky. Ak sa opif zame-
riame na spocitané hodnoty AUC, tak je vidiet, Ze sa znizuju s kazdou
d'alsou aplikiciou HyO pre vietky pouzité koncentrdcie HoOs. V Tab.2.6 st
uvedené vyéislené rozdiely AUC medzi jednotlivymi aplikdciami prislusnej
koncentracie HyO».

H,0, Prava dlan Pravy chrbat
1. a 2. aplikacia | 2. a 3. aplikédcia | 1. a 2. aplikdcia | 2. a 3. aplikacia
0,3% 8890 (35 %) 687 (4 %) 6758 (31 %) 2549 (17 %)
0,8% 1731 (8 %) 3560 (17 %) 7399 (29 %) 3136 (18 %)
3% 5907 (16 %) -4455 (-14 %) 10 337 (28 %) 6794 (25 %)

Tab. 2.6: Rozdiely AUC medzi opakovangmi aplikdciami rozdielnijch koncentrdcii
H 05 (hodnota v zdtvorke vyjadruje percentudlny rozdiel medzi aplikdciami, kladnd
hodnota vyjadruje pokles a zdpornd hodnota ndrast medzi aplikdciamsi)

Podobne ako v pripade aplikdcie rovnakej koncentracie HsOo viac
krat za sebou, aj tu musime braf do uvahy, ze po viacerych aplikaciach
Hs02 dochadza k zmene oxidativneho stavu koze a tym aj k zmene
efektu HyOs na merani UPE.
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Obr. 2.27: Priebeh UPE po aplikdcii 20 pl 0,3%, 0,8% a 3% Hy Oy 3 krdt za sebou
z palmdrnej strany pravej ruky
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Obr. 2.28: Priebeh UPE po aplikdcii 20 pl 0,3%, 0,8% a 3% Ho Oy 3 krdt za sebou
z dorzdlnej strany pravej ruky
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2.5 Zmeny UPE vyvolané aplikaciou antioxidantu

V poslednej casti diplomovej prace sa zameriame na zmeny UPE po aplikacii
antioxidantu a oxidantu na pokozku rik. Ako antioxidant bola zvolend kyse-
lina askorbové (vitamin C) a ako oxidant bol zvoleny HoOs. Pri experimen-
toch sme aplikovali 20 pl 5 mM roztoku kyseliny askorbovej a 20 ul 3% HoOo
pomocou pipety. Nanesené mnozstvo sme rovnomerne rozotreli po zvolenej
¢asti ruky pomocou ochrannych rukavic.

Cielom tychto experimentov bolo analyzovat vplyv aplikdcie anti-
oxidantu na povrch rik a potvrdif tak, Ze po aplikdcii antioxidantu
dochddza k znizeniu intenzity UPE [12].

2.5.1 Interakcia H;O, a kyseliny askorbovej

Ked'ze efekt kyseliny askorbovej na intenzitu UPE budeme vySetrovat po-
mocou aplikdcie kyseliny askorbovej a naslednej aplikdcie HoOs na dant
cast ruky, naskytd sa otdzka, ¢i samotnd interakcia nemozeme byt zdrojom
foténov. Pre analyzu interakcie kyseliny askorbovej a HoOs bol uskutocneny
nasledujuici experiment.

Na ¢istd Petriho misku sme napipetovali 40 pul HoOs a zazname-
nali signdl. Potom sme k HoOo napipetovali 40 pul 5 mM roztoku kyse-
liny askorbovej a zaznamenali signédl. Vysledné priebehy st na Obr.2.29.
Z vyslednych priebehov by sme mohli usudzovat, Ze interakcia HoOo s kyse-
linou askorbovou nie je zdrojom foténov. Aby sme predpoklad Statisticky
overili, uskuto¢nili sme testovanie pomocou balika dunn.test. Statisticky
vyznamny rozdiel na hladine vyznamnosti @ = 0,05 bol zaznamenany me-
dzi signdlom Petriho misky a Petriho misky s H2O2 (p - hodnota < 0,001).
Dolezité je, ze sme zaznamenali Statisticky nevyznamny rozdiel medzi
signalmi Petriho misky s HoO2 a Petriho misky s HoO9 a kyselinou askor-
bovou (p - hodnota = 0,387). Z vysledkov tak usudzujeme, Ze interakcia
H503 a kyseliny askorbovej nie je zdrojom foténov.
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Obr. 2.29: Interakcia 40 pl 3% Hy O s 40 pul 5 mM roztoku kyseliny askorbovej

2.5.2 Opakovana aplikacia kyseliny askorbovej

V nasledujicej casti nds bude zaujimat efekt opakovanej ap-
likacie 20 pl 5 mM roztoku kyseliny askorbovej na merani UPE. Chceme
tak zistit, ¢ aplikdcia kyseliny askorbovou bude viest k zniZzeniu intenzity
UPE a ako bude na intenzitu meranej UPE vplyvat opakovand aplikicia
rovnakého objemu kyseliny askorbove;j.

Na Obr.2.30 vidime priebeh UPE po opakovanej aplikacii 20 pl 5 mM
roztoku kyseliny askorbovej. Z grafu je vidiet, Ze po prvej aplikdcii kyseliny
askorbovej dochadza k poklesu intenzity meranej UPE z priemernej hod-
noty 34 pulzov/s na priemerni hodnotu 25,4 pulzov/s pre dlan lavej ruky.
Po d'alsich aplikdciach st intenzity meranej UPE niZsie a pohybuju sa v prie-
mernej hodnote 20,5 pulzov/s. Statisticky vyznamny rozdiel na hla-
dine vyznamnosti a = 0,05 bol zaznamenany medzi signadlom spontinnej
UPE a UPE po 1. aplikdcii kyseliny askorbovej (p - hodnota < 0,001),
d'alej medzi signdlom UPE po 1. a 2. aplikdci{ (p - hodnota < 0,001), me-
dzi signdlom UPE po 3. a. 4. aplikicii (p - hodnota = 0,002). Statisticky
nevyznamny rozdiel bol zaznamenany medzi signdlmi UPE po 2. a 3. ap-
likécii kyseliny askorbovej (p - hodnota = 0,378) a medzi 4. a 5. aplikdciou
kyseliny askorbovej (p - hodnota = 0,111).

Z chrbta Tavej ruky doslo k poklesu z priemernych hodnot intenzity
30 pulzov/s na 28,3 pulzov/s po prvej aplikacii kyseliny askorbovej. Po-
stupne dolo k poklesu az na priemerni hodnotu 25 pulzov/s. Statisticky
vyznamny rozdiel v signdloch UPE bol zaznamenany medzi spontdnnou
UPE a 1. aplikdciou kyseliny askorbovej (p - hodnota < 0,001), medzi
signdlmi UPE po 1. a 2. aplikacii (p - hodnota < 0,001) a medzi signalmi
UPE po 3. a 4. aplikécii (p - hodnota < 0,001). Statisticky nevyznamny roz-
diel sme zaznamenali medzi 2. a 3. (p - hodnota = 0,311) a medzi 4., a 5. ap-
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likdciou kyseliny askorbovej (p - hodnota = 0,082).

Z grafu je vidief, Ze efekt kyseliny askorbovej na meranti UPE bol
vyraznej$i po aplikdcii na dlafi meraného subjektu, kde bol pokles intenzit
vyraznejsi. Medzi signalom UPE a signalom UPE po 1. aplikacii kyseliny
askorbovej sme zaznamenali Statisticky vyznamny rozdiel pre lavi aj pravi
dlain a preto usudzujeme, zZe aplikdcia kyseliny askorbovej ovplyviiuje in-
tenzitu UPE a to tak, ze vedie k zniZeniu intenzity meranej UPE. Dalsie
aplikdcie vedi k d’al§iemu zniZeniu intenzity meranej UPE, no pre obe me-
rané polohy sme ziskali Statisticky nevyznamny rozdiel medzi 2. a 3. a me-
dzi 4. a 5. aplikaciou kyseliny askorbove;j.
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Obr. 2.30: Priebeh UPE po aplikdcii 20 pul 5 mM roztoku kyseliny askorbovej 5 krdt
za sebou
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2.5.3 Lavo — prava symetria jednej ruky

Pre dalsie experimenty budeme na povrch ruky nanssaf kyselinu askor-
bovii a Hs0s. Aby sme mohli popisat efekt kyseliny askorbovej roz-
delfme si ruku na dve ¢asti - lavi a pravi ako vidiet na Obr.2.31. Na obe
casti nanesieme 20 pul HoOo. Idedlne chceme, aby sa priebehy nameranej
UPE z lavej a pravej strany ruky ¢o najviac zhodovali. Ak sa budi zhodovat,
mozeme pre d’alSie merania pouzivat ruku rozdeleni na dve ¢asti, ¢o ndm
lepsie umozni popisat efekt kyseliny askorbovej.

Obr. 2.81: Rozdelenie ruky na pravi a lavi cast

Vysledné priebehy meranej UPE po aplikécii
20 ul 3% H509 na lavi a pravi ¢ast chrbta pravej ruky vidief na Obr.2.32.
Z grafov je vidiet, Ze priebehy meranej UPE sa v rdmci 4 meran{ z lavej a pra-
vej Casti ruky priblizovali, no neboli dplne rovnaké, ¢o dokazuju spocitané
hodnoty AUC v Tab.2.7.

Najvacsi percentudlny rozdiel hodnét AUC sme ziskali po 4. ap-
likdcii HyOy na lavii a pravi cast. Najmensi percentudlny rozdiel
spocitanych hodnot AUC sme ziskali po 3. aplikdcii. AUC z lavej ¢asti chrta
pravej ruky dosahovala vyssie hodnoty ako z pravej ¢asti ruky. Priemerny
percentuélny rozdiel AUC bol 15 %. Rozdiel moze byt sposobeny tym, Ze
ruka nemusela byt rozdelend na dve ¢asti iplne symetricky, pretoze rozde-
lenie na ¢asti subjekt uskuto¢nil okumetricky. Mohlo sa teda stat Ze plocha
lavej ¢asti ruky bola vié¢sia ako plocha pravej ¢asti ruky.
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Obr. 2.32: Priebeh UPE po aplikdcii 20 pl 3% Hy Oy na pravi a lavi stranu ruky

Meranie | Lava éast | Prava ¢ast | Rozdiel Iavej a pravej ¢asti
1. 33 452 27 919 5533 (17 %)
2. 28 296 24 453 3843 (14 %)
3. 21125 22 027 2098 (9 %)
1. 21 322 16 923 4399 (21 %)

Tab. 2.7: Spocitané hodnoty AUC pre pravi a lavi éast jednej ruky a vycislené
rozdiely AUC

Hoci rozdiel medzi hodnotami AUC z lavej a pravej ¢asti ruky nie je za-
nedbatelny, budeme rozdelenie jednej ruky na ¢asti pouzivat pre d'alsie expe-
rimenty. Pre ziskanie kvalitnejsich vysledkov by bolo potrebné plochu ruky
rozdelif na ¢asti presnejsie, napr. pomocou presne definovaného osovo sy-
metrického geometrického tvaru za pomoci d'alsej osoby.
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2.5.4 Efekt osetrenia koze kyselinou askorbovou

Cielom mnasledujiicich experimentov bolo popisat efekt oSetrenia po-
vrchu koze antioxidantom na merani UPE po aplikicii oxidantu.
Predpokladdme, Ze po oSetreni koze mnebude efekt oxidantu taky
vyrazny ako v pripade neoSetrenej c¢asti ruky.

Pre experimenty s oSetrenim koze roztokom kyseliny askorbovej bu-
deme pouzivat rozdelenie ruky na dve casti. Na pravii cast ruky na-
nesieme 20 pl 5 mM roztoku kyseliny askorbovej a po osuSeni nane-
sieme na dant cast ruky 20 ul 3% HyO4 a zaznamendme UPE. Po zazname-
nani UPE nanesieme na lavi ¢ast ruky 20 ul 3% HyO4 bez predchadzajiceho
oSetrenia kyselinou askorbovou.

Vysledné priebehy meranej UPE st na Obr.2.33. V Tab.2.8 si uve-
dené vyéislené hodnoty AUC pre obe ruky a ich Tavi a pravi cast.
Je vidiet, Ze rozdiel medzi oSetrenou a mneoSetrenou stranou ruky bol
vyraznejsi z chrbta Tavej ruky. Hodnota percentuélneho rozdielu AUC bola
vysSia ako priemernd hodnota percentudlneho rozdielu AUC v pripade ap-
likdcie HoO2 na obe strany ruky, ktory je uvedeny v predchddzajicej casti
prace. Preto by sme mohli uvazovat, Ze oSetrenie kyselinou askorbovou
mohlo mat v tomto pripade efekt na vysledni intenzitu UPE. V dru-
hom pripade, pri aplikdcii na pravy chrbat je rozdiel medzi hod-
notami AUC niz8l a tak sa nezdd, Zze osetrenie kyselinou askorbo-
vou malo v tomto pripade efekt na vysledni intenzitu UPE. Z vysledkov
tak vyplyva, ze v pripade chrbta lavej ruky mohlo mat oSetrenie kyselinou
askorbovou efekt na vysledni UPE po aplikacii HoOo a v pripade chrbta
pravej ruky pravdepodobne oSetrenie koze nemalo efekt na vysledni UPE.

Pre zlepsenie vysledkov daného experimentu by bolo potrebné opit zp-
resnit rozdelenie ruky na dve €asti a pouZit roztok s vyssou koncentriciou
kyseliny askorbovej. Merany subjekt v dany den uskuto¢nil na oboch
rukdch iné experimenty, ¢o mohlo mat tiez vplyv na vysledky experi-
mentu, pretoze doslo k zmendm oxidativneho stavu koze. Preto by bolo
vhodné uskuto¢nit tieto experimenty na koZi, ktora nebola dlhsi ¢as vysta-
vend zamernému posobeniu oxidantov a antioxidantov.

29



2.5. ZMENY UPE VYVOLANE APLIKACIOU ANTIOXIDANTU

Lavy chrbat 4
300 5210
Sum
250 — Spontanna UPE
—— Lava-H,0, 4
200 Prava—kys.askorbova a H,0,
o &3
= 150 e
100
50 !
0 0
Pravy chrbat 4
300 5210
250 4

Obr. 2.33: Priebeh UPE po aplikdcii 20 pl kyseliny askorbovej a 8% Hy Oz na pravi
stranu ruky a 20 pl Hy Oy aplikovanych na lavi stranu ruky

Ruka | Lava éast | Prava ¢ast | Rozdiel lava a prava éast
Tava | 39 180 31473 7707 (20 %)
Prava | 22 340 19 499 2841 (13 %)

Tab. 2.8: Spocitané hodnoty AUC pre pravi a lavi cast chrbta pravej a lavej ruky
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Diskusia

Cielom diplomovej priace bolo ndjst vhodné nastavenie fotondsobica
HAMAMATSU R2256-02 a toto nastavenie pouZit pre analyzu spontannych
zmien UPE a zmien UPE po povrchovej aplikacii oxidantov a antioxidantov.

Meranie spontannych zmien prebiehalo v ramci 5 dni. Meranie prebie-
halo od 09:00 do 17:45 a subjekt v&csinu svojho dia stravil v zatemnene;j
manipulacnej miestnosti. Mechanizmus generovania UPE a mechanizmus
oplyviovania intenzity UPE nie je eSte plne objasneny a preto je dolezité
brat do 1vahy vsetky faktory, ktoré mozu mat vplyv na zmenu fy-
zického ¢i psychického stavu subjektov a tym vplyv na intenzitu UPE.
Jednym z takychto faktorov moze byt pobyt v tme. Merany subjekt je zvyk-
nutny na pravidelné striedanie svetla a tmy a meranie spontdnnej UPE
toto striedanie narusilo, pretoze subjekt travil va¢sinu svojho diia v tme.
Tym by mohlo dojst k zmendm hladiny niektorych horménov a tieto
zmeny by mohli mat vplyv na fyziologické funkcie ako napr. kolisanie telesnej
teploty ale aj funkcia antioxidacného systému. Je vsak otazne, ¢i pocas 5 dni
meran{ v tme by mohlo dojst k zmendm hladiny horménov, ktoré by ovplyv-
nili fyziologické funkcie. Na potvrdenie zmien by bolo potrebné uskuto¢nit
rozne biochemické testy. Dalsim moznym faktorom, ktory by mohol ovplyv-
nit vysledni intenzitu UPE je poloha ruky pri merani, ktor4 je hlavne pri me-
rani z lavej ruky znaéne nepohodlné. Hoci meranie UPE prebiehalo kratko,
niekedy sa stalo, Ze subjekt pocifoval mravencenie v danej koncatine.
Pre urcenie ¢i dand poloha ruky neovplyviiuje merani UPE by bolo
vhodné analyzovaf pletysmograficki krivku z danej ruky pocas mera-
nia UPE, pretoze meranie relativnej S,02 pred meranim a po merani
neukdzalo koreldciu medzi S,02 a intenzitou UPE. Ak by sme zazna-
mendvali pletysmograficki krivku pocas celého merania, mohli by sme vi-
diet zmeny, ktoré nemozeme zachytit pouzitim pulzného oximetru pred me-
ranim a po merani UPE, pri ktorom méme ruku umiestnend v pohodlnej
polohe. Dalej by bolo vhodné zaznamenéavat vlhkost vzduchu v tmavej ko-
more, hoci je komora teplotne regulovatelnd, pritomnost ruky meraného
subjektu by mohla oplyvnif podmienky v komore.

V ramci analyzy zmien intenzity UPE po aplikdcii HoOg sme zis-
tili, ze aplikdcia HoOo vedie k prudkému narastu intenzity s po-
malym ndvratom do povodného stavu, ¢im sme potvrdili vysledky inych
préac, ktoré pozorovali podobny priebeh [14]. Zaujimavd c¢ast diplomo-
vej prace sa vSak tyka zmien intenzity UPE po opakovanych aplikaciach
H505 na povrch koZe meraného subjektu. Tu sme pozorovali, Ze dalsie
aplikdcie vedu k zniZzeniu pociatoéného efektu HoOs na intenzitu UPE.
7 vysledkov sa zda, ze sa koza postupne adaptuje na opakované vysta-
venie HyOs. Cely organizmus je velmi komplexny systém a ndjst presné
vysvetlenie bude velmi tazké aj vzhladom na to, Ze mechanizmus vzniku
UPE nie je plne objasneny. Aj cez tieto prekazky sa pokusime predlozit
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dve mozné vysvetlenia. Na ruku sme si aplikovali HoOo, ktory je po-
trebny pre Fentonovi reakciu, ¢o je reakcia H2Os s prechodnymi kovmi
(Fe**, Cu™) za vzniku HO® [5]. Dostupnost prechodnych kovov pre Fen-
tonovi reakciu je pravdepodobne hlavnym faktorom tvorby HO® [33].
Je tak mozné, ze opakovanou aplikdciou HoO9 dochddza k zmenSovaniu
dostupnosti prechodnych kovov, ktoré si potrebné pre Fentonovi reak-
ciu a tvorbu HO®, ¢o modze viest nasledne k zmensovaniu intenzity UPE.
Druhym doévodom moze byt ¢innost enzymu kataldza, ktora katalyzuje roz-
pad H202 na vodu a molekuldrny kyslik [6]. Exogénna aplikacia HoO9 prav-
depodobne vedie k zvySeniu aktivity katalazy a tak sa zvySuje aj rozklad
H505 [32]. To by mohlo viest k tomu, Ze po 1. aplikdcii HoOy na pokozku
dojde k zvyseniu aktivity enzymu, ¢o moze byt dovodom, Ze pri d'alsich ap-
likdciach dochédza k zvyseniu rozkladu HoO4 a tym néslednému znizovaniu
efektu HoO9 na meranu UPE.

Experimentmi s aplikdciou kyseliny askorbovej na pokozku rik sme po-
tvrdili dany predpoklad, Ze aplikdcia antioxidantu vedie k zniZeniu in-
tenzity UPE [12]. Efekt zniZenia intenzity UPE po aplikdcii kyseliny
askorbovej bol viditelnejsi z dlane meraného subjektu, ¢o by mohlo
stvisiet s hriibkou vrstvy koZe na dlani a chrbte rik.

62



Zaver

V ramci diplomovej prace sme nasli vhodné nastavenie fotondsobica
HAMAMATSU R2256-02 pre detekciu ultra slabej emisie foténov
(UPE) z rik ludskych subjektov. Nastavenie sme vybrali podla najvyssieho
odstupu signal-sum S/N z nameranych signdlov UPE vzorky rastlinného
oleja. Pre olej sme sa rozhodli na zaklade toho, ze intenzita UPE
oleja je nizsia ako druhej pouzitej vzorky - klickov mugo a viac sa tak
priblizuje hodnotdm intenzity UPE ludskych subjektov. Na zdklade toho
bolo zvolené napéajacie napitie fotonasobica 1550 V a napitie diskri-
mindatora -500 mV.

Zvolené nastavenie fotonasobi¢a bolo pouzité pri analyze spontannych
zmien UPE jedného subjektu pocas 5 dni. Kazdy denn bolo zazname-
nanych 5 sad signalov UPE dorzalnej a palmarnej strany oboch rik v dvoj-
hodinovych intervaloch. Medzi nameranymi signalmi sme urcili Statisticky
vyznamné rozdiely (p - hodnota < «). Z vysledkov testovania mozeme tvr-
dif, Ze v ramci kazdej sady dat, ktora predstavuje 5 nameranych signélov
(napr. signdly UPE v rdmci 1. dia merania pocas vsetkych ¢asov mera-
nia a napr. signaly UPE v rdmci vSetkych meranych dni a konkrétneho
Casu merania z pravej dlane) sme ziskali Statisticky vyznamné roz-
diely. Nasledne sme od nameranych signalov odéitali prislusnd hodnotu
Sumu a vyniesli rozdiely medzi jednotlivymi ¢asmi a jednotlivymi dnami.
V ramci spontannych zmien pocas dna sa zdd, ze intenzita UPE klesd me-
dzi 09:00 a 11:00 a vykazuje narast medzi 13:00 a 15:00. V ramci vSetkych
meranych dni a prislusného c¢asu merania sme neobjavili ziaden vzor
fluktudcii intenzity UPE. Pocas merani sme zaznamenéavali povrchovu tep-
lotu subjektu a 5,02 pre ucely korelacnej analyzy. Na zaklade spocitaného
Kendallovho korelaéného koeficientu moézeme usudzovat na slaby po-
zitivny vztah medzi povrchovou teplotou a intenzitou UPE (r = 0,230,
p - hodnota = 0,0008) a na nulovi koreldciu medzi S,O2 a intenzitou UPE
(7 = 0,038, p - hodnota = 0,6180).

Zvolené nastavenie fotondsobi¢a sme dalej pouzili pri analyze zmien
intenzity UPE po aplikdcii exogénnych oxidantov a antioxidantov.
Ako prvi sme uskutocnili analyzu zmien UPE po aplikicii oxidan-
tov, pri ktorej bol ako oxidant zvoleny H3Os. Uskutoc¢nili sme via-
cero experimentov s HsOsg, ktorych cielom bolo popisat zmeny inten-
zity UPE. Z experimentu s pouzitim HyO a HyO9 sme zistili, ze po ap-
likacii HoOo dochiddza k prudkému néarastu intenzity UPE s po-
malym névratom do pdévodného stavu. Po aplikdcii roznych objemov
Hs0O2 s rovnakou koncentraciou sme zistili, ze s rasticim objemom
H505 rastie aj pociatoény narast intenzity UPE. V dalSom experi-
mente sme 6 krat za sebou aplikovali 20 pl 3% HoOs. Z prvej sady me-
rani sme zistili, ze medzi 1., 2. a 3. aplikdciou dochddza k vyraznejsim
poklesom intenzity UPE ako po dalsich aplikdciach. Z 2. sady me-
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rani, ktord bola uskutoénend o 3 hodiny neskor sa zda, ze nedoslo k ob-
nove stavu koze, pretoze aplikovany HoOo mal pri vSetkych aplikdciach
nizsi efekt ako pocas 1. sady merani. Néasledne sme analyzovali vplyv
roznych koncentracii HoO9 na intenzitu UPE. Najvyraznejsi néarast inten-
zity UPE sme zaznamenali po aplikacii 3% H2Os2. V poslednom experimente
zameranom na analyzu zmien intenzity UPE po aplikacii oxidantov na po-
vrch rik sme v 3 opakovaniach aplikovali v tomto poradi 20 pl 0,3%, 0,8%,
3% H204. Rozdiel hodnoét spocitanej plochy pod krivkou (AUC) medzi 1. a 2,
2. a 3. aplikaciou 0,3%, 0,8% H50s ukazuje, Ze s kazdou d'alsou aplikdciou
doslo k poklesu intenzity UPE pre obe merané polohy ruky. Pri aplikacif
3% H04 doslo k poklesu medzi 1. a 2., 2. a 3. aplikdciou z dorzélnej
strany pravej ruky. Z palmarnej strany pravej ruky doslo medzi 2. a 3. ap-
likdciou k narastu intezity UPE.

Pri analyze zmien UPE po aplikidcii exogénnych antioxidan-
tov na pokozku rik sme ako antioxidant zvolili kyselinu askorbovi.
Pri opakovanej aplikdcii kyseliny askorbovej 5 krat za sebou sme zazna-
menali Statisticky vyznamny rozdiel medzi signdlom UPE a signdlom
UPE po 1. aplikacii. Po aplikacii kyseliny askorbovej doslo k znizeniu
intenzity UPE. Dalsie aplikdcie vedd k dalsiemu znizeniu intenzity
UPE, avsak statisticky nevyznamny rozdiel sme zaznamenali medzi 2. a 3.,
4. a 5. aplikdciou kyseliny askorbovej. V d’alSom experimente sme chceli
potvrdit, Ze mézeme pre experimenty pouzivat jednu ruku rozdelent na dve
casti (napr. chrbat pravej ruky rozdeleny na pravi a lavi €ast), ¢o by ndm
lepsie umoznilo popisat efekt oSetrenia koze kyselinou askorbovou.
Pre experiment sme pouzili HyOo. Bohuzial sme neziskali rovnaké hodnoty
AUC pre pravi a lavi stranu ruky, no vysledky naznacuju, Ze rozdelenie
ruky na dve strany by bolo pouzitelné, ak by sme zvolili presnejsi po-
stup pri deleni ruky na c¢asti. Pri poslednom experimente sme rozdelenie
ruky na dve ¢asti pouzili, pretoze nas zaujimal efekt oSetrenia koze kyselinou
askorbovou, no musime poéitat s tym, Ze rozdelenie ruky na dve Gasti
nebolo pravdepodobne presné. Experiment z chrbta pravej ruky ukazal
rozdiel medzi hodnotami AUC oSetrenej a neoSetrenej ¢asti ruky, v pripade
chrbta lavej ruky bol rozdiel medzi oSetrenou a neosetrenou éastou ruky
maly. Pocas vsetkych experimentov neboli pozorované ziadne viditelné
povrchové zmeny stavu koze meraného subjektu.

V ramci diplomovej prace sme optimalizovali nastavenie fotonasobica
pre meranie UPE z rik ludskych subjektov, uskutocnili sme analyzu
spontannych zmien UPE, analyzu vplyvu povrchovej teploty sub-
jektu a S,02 na intenzitu UPE a analyzu zmien UPE po aplikdcif
exogénnych oxidantov a antioxidantov.

64



Zoznam pouzitych
skratiek a symbolov

UPE Ultra slaba emisia fotonov
ROS Reaktivne formy kyslika
0o°" Superoxidovy aniénovy radikal
H505 Peroxid vodika

HO®* Hydroxylovy radikal

10y Singletovy kyslik

uv Ultrafialové ziarenie

ROO* Peroxylovy radikal

RO*® Alkoxylovy radikal

(0] Molekuldrny kyslik

ROOH Hydroperoxid

NOy* Radikal oxidu dusi¢itého
RNS Reaktivne formy dusika
DNA Deoxyribonukleova kyselina
SOD Superoxid dismutaza

CAT Katalaza

GPx Gluthation peroxidéza
ROOR Dioxetan

ROOOR Tetraoxid
3(R=0)* Tripletové excitované karbonyly

p* Excitovany pigment

IR Infracervené ziarenie

CIE Medzinarodnd komisia pre osvetlenie
CIPM Medzinarodny vybor prie miery a vahy
CCD N&abojovo viazana Struktira

MIS Struktira kov-izolant-polovodic

SiOo Oxid kremicity

OPN Oblast hlbokého ochudobnenia

SPE Jednofotonové udalosti

LLD Najnizsia droven diskiminantu

ULD Najvyssia droven diskriminantu
SpO2 Relativna kyslikova saturacia

AUC Plocha pod krivkou
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