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KATEDRA TEORIE OBVODŮ
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Anotácia

Diplomová práca je zameraná na detekciu ultra slabej emisie fotónov z rúk
l’udského subjektu. V teoretickej časti popisuje mechanizmy generovania
elektrónových excitovaných stavov s následnou emisiou fotónov, zhŕňa do-
teraǰsie výsledky výskumu so zamerańım na l’udské subjekty a popisuje
možnosti detekcie ultra slabej emisie fotónov. Experimentálna čast’ práce
obsahuje popis laboratórneho systému pre meranie ultra slabej emisie
fotónov, ktorý ako detektor použ́ıva fotonásobič HAMAMATSU R2256-02.
Práca sa zameriava na nájdenie optimalného nastavenia diskriminátora a vy-
sokého napätia tohto fotonásobiča pre meranie ultra slabej emisie
fotónov z l’udského subjektu. Nájdené nastavenie sa použ́ıva pri merańı
zmien spontánnej ultra slabej emisie fotónov z palmárnej a dorzálnej strany
rúk meraného subjektu a pri analýze anti- a prooxidat́ıvnych procesov na pa-
rametre ultra slabej emisie fotónov. Súčast’ou práce je analýza vplyvu povr-
chovej teploty a relat́ıvnej kysĺıkovej saturácie subjektu na intenzitu UPE.

Kl’́učové slová : ultra slabá emisia fotónov, elektrónové excitované
stavy, reakt́ıvne formy kysĺıka, fotonásobič, 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.



Prehlásenie autora práce
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2.1 Experimentálne zariadenie pre meranie UPE . . . . . . . . . 21
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2.5.3 L’avo – pravá symetria jednej ruky . . . . . . . . . . . 57
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Úvod

Ultra slabú emisiu fotónov môžeme pozorovat’ u metabolicky akt́ıvnych
systémov, od baktérii a rastĺın až po človeka. Ide o vel’mi slabé
svetlo, ktoré nie je možné zaznamenat’ vol’ným okom. Použit́ım vhodných
detekčných nástrojov zist́ıme, že intenzita tohto svetla dosahuje hodnoty
desiatok až stoviek fotónov/s·cm2. Základný mechanizmus vzniku ultra sla-
bej emisie fotónov nie je ešte plne objasnený, ale výskum v danej oblasti
naznačuje, že ultra slabá emisia fotónov súviśı s oxidačno-metabolickými
procesmi a oxidat́ıvnymi stresovými procesmi, ktoré sú spojené s produk-
ciou reakt́ıvnych foriem kysĺıka. Merańım ultra slabej emisie fotónov môžeme
źıskat’ informáciu o miere oxidat́ıvneho metabolizmu, čo môže nájst’ po-
tencionálne využitie v medićıne. Oxidačný stres urýchl’uje procesy star-
nutia a môže viest’ k poškodeniu biologických membrán, k rozvoju in-
fekcíı, aterosklerózy, kardiovaskulárnych onemocneńı. Ked’že hlavným zdro-
jom fotónovej emisie je u človeka povrchová vrstva kože, môže meranie ultra
slabej emisie fotónov predstavovat’ neinvaźıvny diagnostický nástroj ocho-
reńı kože.

Prvá kapitola práce obsahuje prehl’ad súčasného stavu riešenej proble-
matiky. Popisuje endogénne mechanizmy generovania elektrónových exci-
tovaných stavov s následnou emisiou fotónov, zhŕňa doteraǰsie výsledky
výskumu ultra slabej emisie fotónov so zamerańım na l’udské subjekty a po-
pisuje možnosti detekcie.

Druhá kapitola diplomovej práce obsahuje výsledky experimen-
tov uskutočnených na jednom meranom subjekte. Pre uskutočnenie
týchto experimentov zameraných na meranie ultra slabej emisie
fotónov je dôležité najskôr nájst’ najvhodneǰsie nastavenie detektora
ńızkých úrovńı svetla, ktorým je v tomto pŕıpade fotonásobič HAMA-
MATSU R2256-02. Nájdené nastavenie sa potom použ́ıva v d’aľśıch
častiach práce, ktoré sú zamerané na analýzu spontánnych a induko-
vaných zmien ultra slabej emisie fotónov. Analýza spontánnych zmien
ultra slabej emisie fotónov prebiehala počas 5 dńı. Počas každého dňa
bolo uskutočnených 5 sád merańı. Pri merańı spontánnej ultra slabej emi-
sie fotónov bola zaznamenávaná povrchová teplota subjektu a relat́ıvna
kysĺıková saturácia pre účely korelačnej analýzy. Posledná čast’ práce pred-
stavuje analýzu zmien ultra slabej emisie fotónov po aplikácíı exogénnych
oxidantov a antioxidantov na pokožku rúk. Ako oxidant bol zvolený pero-
xid vod́ıka v troch rôznych koncentráciach a ako antioxidant bola zvolená
kyselina askorbová.
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Kapitola 1

Súčasný stav riešenej
problematiky

1.1 Ultra slabá emisia fotónov

Biologické systémy neustále emitujú slabé svetlo bez akýchkol’vek von-
kaǰśıch podnetov alebo dodatočne aplikovaných vonkaǰśıch luminofórov. In-
tenzita tohto slabého endogénneho svetla je modifikovatel’ná použit́ım ex-
terných stresorov. Tento fenomén, najčasteǰsie nazývaný ako ultra slabá
emisia fotónov (UPE, Ultra-weak photon emission) je pŕıtomný prakticky
vo všetkých metabolicky akt́ıvnych systémoch, ako sú napr. baktérie, huby,
kĺıčiace semenná, rastliny, zvieracie tkanivové štruktúry i celé organizmy
vrátane človeka. V literatúre sa môžeme stretnút’ s alternat́ıvnymi názvami
ako autoluminiscencia, slabá luminiscencia, biofotónová emisia, spontánna
chemiluminiscencia, spontánna ultra slabá emisia svetla, ultra slabá biolu-
miniscencia [1].

Za vznik UPE sú vo všeobecnosti zodpovedné elektronové excito-
vané stavy molekúl tvorené počas oxidat́ıvnych metabolických procesov.
UPE odlǐsuje od bežnej bioluminiscencie práve spontánna emisia fotónov
bez špeciálnych luminiscenčných enzymatických systémov (napr. luci-
feŕın/luciferáza). UPE sa ĺı̌si od fluorescencie a fosforescencie tým, že exis-
tuje aj bez vonkaǰsej stimulácie[1].

1.1.1 Mechanizmus vzniku UPE

UPE má pôvod v relaxácii elektronových excitovaných stavov tvo-
rených v biologických systémoch. Elektronové excitované stavy sú tvorené
behom oxidat́ıvnych metabolických procesov a oxidat́ıvnych stresových pro-
cesov, ktoré sú spojené s tvorbou reakt́ıvnych foriem kysĺıka (ROS, Reactive
Oxygen Species). Oxidácia lipidov, protéınov a nukleových kyseĺın ROS ve-
die k tvorbe vysoko energetických medziproduktov. Rozkladom týchto me-
dziproduktov sa vytvárajú elektronicky excitované stavy, ktoré podliehajú
elektronickému prechodu zo singletového alebo tripletového excitovaného
stavu do singletového základného stavu. Prechod elektronových excito-
vaných stavov je doprevádzaný emisiov fotónov [2].

Na základe procesov, počas ktorých sú tvorené ROS sa v literatúre po-
pisujú dva typy UPE. Prvým typom je spontánna UPE pochádzajúca z re-
laxácie elektronicky excitovaných stavov tvorených v biologických systémoch
počas normálnych oxidat́ıvnych metabolických procesov. Druhým typom
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1.1. ULTRA SLABÁ EMISIA FOTÓNOV

je stresom indukovaná UPE pochádzajúca z relaxácie elektronicky exci-
tovaných stavov tvorených počas abiotických (fyzikálne, chemické) a bio-
tických (v́ırusy, baktérie, huby) stresových reakcíı [2].

1.1.2 Reakt́ıvne formy kysĺıka

ROS sú tvorené bud’ sekvenčnou jednoelektrónovou redukciou mole-
kulárneho kysĺıka alebo prenosom energie z tripletových excitovaných pig-
mentov na molekulárny kysĺık. Sekvenčná jednoelektronová redukcia mo-
lekulárneho kysĺıka vedie k tvorbe superoxidového aniónového radikálu
(O2

•– ), peroxidu vod́ıka (H2O2) a hydroxylového radikálu (HO•), pričom
každý z nich má rozdielny redoxný potenciál a tak rozdielny stupeň reakti-
vity. Triplet-singletový prenos energie z tripletových excitovaných pigmen-
tov na molekulárny kysĺık vedie k vzniku singletového kysĺıka (1O2) [2].

ROS majú významnú úlohu vo fyziológii. V malom
množstve sú známe ako modulátory génovej expresie, hrajú rolu v bunkovej
signalizácíı, podiel’ajú sa na bunkovej proliferácii, transkripcii a apoptóze.
Vel’ké množstvo bunkových ROS má na bunku cytotoxický efekt a ve-
die k apoptóze a bunkovej smrti [3].

Interakcia reakt́ıvnych foriem kysĺıka s biomolekulami iniciuje oxidačné
reakcie vedúce k tvorbe nestabilných medziproduktov ako dioxetan a tetra-
oxid. Dioxetan je tvorený cykload́ıciou 1O2 alebo cyklizáciou peroxylového
radikálu, zatial’ čo tetraoxid je tvorený rekombináciou peroxylového ra-
dikálu. Rozklad nestabilného dioxetanu a tetraoxidu vedie k tvorbe elek-
tronových excitovaných stavov ako tripletové excitované karbonyly [1].

K prevencii nebezpečného efektu ROS na biomolekuly sa v bunkách vy-
tvoril neenzymatický a enzymatický antioxidačný obranný systém. Viaceré
typy biotických a abiotických stresových faktorov sú známe tým, že výrazne
zvyšujú tvorbu ROS. Za niektorých okolnost́ı môže tvorba ROS presiahnut’

kapacitu antioxidačného systému a nebezpečné ROS sú nedostatočne eli-
minované. Nepomer medzi tvorbou a elimináciou ROS spôsobuje oxidáciu
lipidov, protéınov a nukleových kyseĺın [2].

Tvorbu radikalových a neradikálových ROS môže vyvolávat’, okrem
iného, aj UV žiarenie a viditel’né svetlo. Endogénne pigmenty u rastĺın,
živoč́ıchov, človeka ako sú porfiŕıny, bilirub́ın, melańın, pteŕın a urokanová
kyselina sa chovajú ako fotosenzitizéry. Absorpcia UV žiarenia alebo vi-
ditel’ného svetla fotosenzitizérmi vedie k vzniku singletového stavu foto-
senzitizérov, ktoré vedú k tvorbe tripletového excitovaného stavu cez in-
tersystémový prechod. Excitované fotosenzitizéry podstupujú bud’ prenos
elektrónov, ktorý vedie k tvorbe O2

•– , H2O2, HO• (reakcia I typu), alebo
prenos energie tvoriaci 1O2 (reakcia II typu) [2].
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1.1. ULTRA SLABÁ EMISIA FOTÓNOV

1.1.2.1 Superoxidový radikál (O2
•– )

O2
•– je relat́ıvne málo reakt́ıvny v porovnańı s inými vol’nými ra-

dikálmi, no v biologických systémoch sa premieňa do viacero reakt́ıvnych
foriem ako peroxylový (ROO•), alkoxylový (RO•) a hydroxylový (•OH) ra-
dikál. Primárne je O2

•– formovaný v bunkách redukciou kysĺıka O2:

O2 + e− −−→ O2
•− (1.1.1)

Enzýmy ako superoxid dismutáza (SOD) vytvárajú H2O2 pridańım
dvoch protónov:

2 O2
•− + 2 H+ −−→ H2O2 + O2 (1.1.2)

V kyslom/neutrálnom prostred́ı sa môže vytvárat’ elektroneutrálny hydro-
peroxylový radikál [4]:

2 O2
•− + H+ −−→ HOO• (1.1.3)

1.1.2.2 Hydroxylový radikál (HO•)

HO• je nasilneǰśım oxidantom tvoreným v biologických systémoch, ktorý
reaguje vel’mi rýchlo. Môže byt’ vytváraný in vivo štyrmi hlavnými procesmi:

• ionizujúcim žiareńım - ožarovańım vysokoenergetickými žiaričmi
vzniká HO• homolytickým štiepeńım molekuly vody (radikál tvo-
rený týmto procesom je zodpovedný za poškodzovanie DNA a vývoj
nádorov, napr. rakovina kože):

H2O −−→ HO• + H• (1.1.4)

• Fentonovou reakciou:

H2O2 + Fe2+ −−→ Fe3+ + HO• + HO− (1.1.5)

• rozpadom peroxynitritu;

• rozpadom ozónu [5].

1.1.2.3 Peroxylový (ROO•) a alkoxylový (RO•) radikál

Tieto radikály bývajú vytvárané rozpadom hydroperoxidu (ROOH)
vyvolaným teplom či radiáciou, alebo ROOH reakciou s kovovými
iónmi, alebo inými oxidantmi schopnými abstrakcie vod́ıka:

ROOH + Fe2+ −−→ RO• + HO− + Fe3+ (1.1.6)

Reaktivita ROO• a RO• je ovplyvnená substituentmi na α-uhĺıku [5].

4



1.1. ULTRA SLABÁ EMISIA FOTÓNOV

1.1.2.4 Peroxid vod́ıka H2O2

H2O2 je tvorený z O2
•– spontánne či katalyzovane pomocou SOD:

O2
•− + O2

•− + 2 H+ −−→ H2O2 + O2 (1.1.7)

Vo fyziologickom prostred́ı môže byt’ H2O2 rýchlo inaktivo-
vaný selen-peroxidázami, hem-peroxidázami, thiol-peroxidázami. Jeho reak-
tivita je malá vzhl’adom k biologickým molekulám kvôli vysokej aktivačnej
energii oxidantov. Za najnebezpečneǰśı efekt H2O2 je považovaná jeho
schopnost’ tvorit’ sekundárne zlúčeniny, ktoré sú vel’mi reakt́ıvne, ako napr.
HO• alebo NO2

• (radikál oxidu dusičitého) [5].

1.1.2.5 Singletový kysĺık 1O2

1O2 predstavuje excitovaný stav O2. Fotosenzitizácia je hlavným zdro-
jom 1O2 v biologickým systémoch. Tá zahŕňa fotoexcitáciu (reakcia typu II)
endogénnych fotosenzitizérov (porfiŕın, flav́ın) vystavených UVA žiareniu.
Tieto procesy sú špeciálne dôležité v koži. Nadmerná tvorba 1O2 je spojená
s chorobnými stavmi, ako napr. porfýria. 1O2 podporuje smrt’ tumorových
buniek, čo sa využ́ıva vo fotodynamickej terapii [5].

1O2 môže byt’ tvorený nefotochemickými reakciami, ktoré zvyčajne
zahŕňajú anorganické peroxidy (H2O2, peroxynitrit) alebo organické hyd-
roperoxidy (ROOH). Tvorba 1O2 bola potvrdená behom fagocytózy či lipi-
dovej peroxidácie [5].

1.1.3 Oxidačný stres

Biologické systémy sú neustále vystavené ROS a RNS (Reactive Nitrogen
Species, Reakt́ıvne formy duśıka). ROS a RNS sa podiel’ajú na vzniku via-
cerých patologických stavov ako ateroskleróza, reumatická artrit́ıda a iných
chronických onemocneńı ako rakovina, šedý zákal, diabetes melli-
tus alebo neurodegeneret́ıvnych ochoreńı ako Parkinsonova či Alzheime-
rova choroba a starnutie. Oxidat́ıvny stres spôsobuje poškodzujúce re-
akcie, ktoré sú sprostredkované malým percentom celkového spotrebo-
vaného kysĺıka. Toto malé percento spotrebovaného kysĺıka je transformo-
vané do akt́ıvnych kysĺıkových vedl’aǰśıch produktov, ktoré môžu spôsobovat’

oxidat́ıvne poškodenia biologických molekúl [4].
Obranu proti poškodzujúcemu účinku ROS u organizmov po-

skytuje obranný antioxidačný systém. V pŕıpade, že koncentrácia
ROS je pŕılǐs vysoká, môže dochádzat’ k oxidácii nukleových kyseĺın, lipi-
dov a protéınov. Väčšina z týchto poškodeńı môže byt’ opravená. V pŕıpade,
že k oprave nedôjde dochádza k transkripčným/translačným chybám,
čo vedie k neustálej tvorbe abnormálnych protéınov, ktoré môžu byt’ ne-
funkčné či viac senzit́ıvne na oxidáciu ROS. Schopnost’ bojovat’ proti
oxidačnému stresu klesá s vekom [4].
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1.1. ULTRA SLABÁ EMISIA FOTÓNOV

Lipidová peroxidácia predstavuje proces interakcie ROS s lipidmi, ktorý
môže viest’ k strate membránovej celistvosti [4].

Jeden z najvýznamneǰśıch dôsledkov oxidat́ıvneho stresu je poškodenie
DNA. Vzhl’adom na to, že DNA má účinné opravné mechanizmy sa iba malé
množstvo poškodeńı stáva trvalými. Trvalé poškodenia následne vytvárajú
mutácie. Oxidat́ıvne poškodenia DNA sa akumulujú s vekom prevažne v mi-
tochondriálnej DNA než v jadrovej DNA. Teória mitochondriálneho starnu-
tia predpokladá, že poškodenia DNA a mutácie akumulované v mitochon-
driálnom genóme vedú k mitochondriálnej dysfunkcii a bunkovej smrti [4].

Ďaľśım ciel’om oxidat́ıvneho poškodenia spôsobeného ROS bývajú
mimo lipidov, či nukleových kyseĺın aj protéıny. Akumulácia oxidovaných
protéınov je charakteristická pre starnúce bunky. Oxidat́ıvne poškodenie
protéınov hrá dôležitú úlohu vo fungovańı bunky, pretože oxidované protéıny
strácajú katalycké funkcie. Oxidat́ıvne poškodenie špecifického protéınu ve-
die k čiastočnej alebo úplnej strate pŕıslušnej biochemickej funkcie [4].

1.1.4 Antioxidačný obranný systém

Aerobné organizmy a teda i človek sú neustále vystavené ROS a RNS. ROS
môžu spôsobit’ oxidat́ıvne poškodenie biomolekúl, preto sa vyvinul systém
vel’kého počtu endogénnych antioxidantov a protéınov, ktoré majú neut-
ralizovat’ škodlivé účinky ROS. Rovnováha medzi tvorbou ROS a ich de-
toxikáciou antioxidantmi priebeha zvyčajne za normálnych fyziologických
podmienok. Porušenie rovnováhy zvýšenou tvorbou ROS vedie k vzniku oxi-
dat́ıvneho stresu a poškodeniu tkaniva [6].

Antioxidant sa dá definovat’ ako substancia, ktorá bráni, redu-
kuje alebo opravuje poškodenie ROS cielených biomolekúl. V zásade
chráni pred poškodeńım ROS pomocou troch mechanizmov:

• inhibuje tvorbu ROS;

• odstraňuje už vytvorené ROS;

• opravuje poškodenia spôsobené ROS [6].

Do antioxidačného systému môžeme zaradit’ antioxidanty ako SOD,
CAT, GPx, vitamı́n E a vitamı́n C, ktoré sú d’alej bližšie poṕısané.

1.1.4.1 Superoxid dismutáza (SOD)

SOD sa vyskytuje v troch izoformách (Cu,ZnSOD (hlavne v cytosole),
MnSOD (v mitochondriálnom matrixe) a extracelulárna SOD (v plazmatic-
kej membráne a medzibunkovom priestore)). Všetky tri izoformy katalyzujú
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1.1. ULTRA SLABÁ EMISIA FOTÓNOV

vznikajúci O2
•– na H2O2 a molekulárny kysĺık podl’a [6]:

2 O2
•− + 2 H+ SOD−−−→ H2O2 + O2 (1.1.8)

1.1.4.2 Kataláza (CAT)

CAT je hem obsahujúci enzým, primárne pŕıtomný v perixozómoch. Je
schopná katalyzovat’ rozklad H2O2, teda produkt enzymatickej aktivity
SOD na vodu a molekulárny kysĺık [6]:

2 H2O2
CAT−−−→ H2O + O2 (1.1.9)

1.1.4.3 Gluthation peroxidáza (GPx)

V tkanivách cicavcov sa vyskytuje 6 izoenzýmov GPx.
Všetky GPx sú schopné katalyzovat’ redukciu H2O2 alebo organických
hydroperoxidov (LOOH) na vodu a odpovedajúci alkohol pomocou GSH
(tripeptid syntetizovaný z troch aminokyseĺın cez dve postupné enzymatické
reakcie v cytoplazme) [6]:

H2O2 + 2 GSH
GPx−−−→ 2 H2O + GSSG (1.1.10)

1.1.4.4 Vitamı́n E

Názov vitamı́n E zahŕňa skupinu tokoferolov a predstavuje fenolový
antioxidant. Takéto molekuly l’ahko darujú vod́ık z hydroxylovej sku-
piny (OH– ) vol’ným radikálom, ktoré sa potom stávajú nereaktivnými.
Po darovańı vod́ıka sa fenolová zlúčenina sama stane relat́ıvne nere-
akt́ıvnym radikálom, pretože nepárový elektrón na atóme kysĺıka je zvyčajne
delokalizovaný do aromatickej štruktúry, č́ım sa zvyšuje stabilita ra-
dikálu. Vitamı́n E je lokalizovaný hlavne vo fosfolipidovej dvojvrstve bun-
kových membrán. Hlavnou úlohou vitamı́nu E je teda chránit’ bunkové
membrány a lipoprotéıny s ńızkou hustotou pred oxidáciou vol’nými ra-
dikálmi [7].

1.1.4.5 Vitamı́n C

Vitamı́n C (kyselina askorbová) je šest’-uhĺıkový laktón, ktorý je syntetizo-
vaný z glukózy. Niektoré organizmy ako primáty a človek nie sú schopné
syntetizovat’ tento vitamı́n a preto ho musia pŕımat’ v potrave. Vi-
tamı́n C je silným antioxidantom, pretože daruje atóm vod́ıka a vytvára
relat́ıvne stabilný askorbylový vol’ný radikál. Vitamı́n C je účinný proti ra-
dikálom kysĺıka [7].
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1.1.5 Generovanie UPE

UPE vzniká rozpadom elektrónových excitovaných stavov [2]. Odobrat́ım
vod́ıka z lipidov, protéınov a nukleových kyseĺın prostredńıctvom HO•,
dochádza k tvorbe alkylového radikálu (R•), ktorý reaguje s mole-
kulárnym kysĺıkom a tvoŕı peroxylový radikál (ROO•). Neskorš́ım odobrat́ım
elektrónu z iného lipidu, protéınu a nukleovej kyseliny sa tvoŕı iný R• a hyd-
roperoxid (ROOH). ROOH sa v pŕıtomnosti kovu redukuje na alkoxylový
radikál (RO•). Cyklizáciou ROO• a rekombináciou dvoch ROO• sa tvoria
vysokoenergetické medziprodukty ako dioxetan (ROOR) a tetraxid (RO-
OOOR). Rozpadom ROOR a ROOOOR sa vytvárajú tripletové excitované
karbonyly (3(R––O)*). Energetickým prenosom z 3(R––O)* na pigment alebo
molekulárny kysĺık sa tvoŕı excitovaný pigment (P∗) alebo 1O2 [2].

Počas oxidat́ıvnych stresových procesov nastáva oxidácia biomo-
lekúl bud’ odobrat́ım vod́ıka HO• alebo cykload́ıciou 1O2. Tvorba
HO• a 1O2 je počas stresových procesov zretel’ne zvýšená v porovnańı s tvor-
bou ROS počas metabolických procesov. Vd’aka tomu je tvorba ROOR cyk-
lizáciou ROO• a cykload́ıciou 1O2 zvýšená. Podobne i koncentrácia ROO•

tvorených interakciou R• s molekulárnym kysĺıkom je zvýšená. Za týchto
podmienok je pravdepodobnost’ rekombinácie dvoch ROO• do vysokoener-
getických medziproduktov ako ROOOOR väčšia. Rozpad ROOR a RO-
OOOR je tak vyšš́ı ako u spontánnej emisie fotónov [2].

1.1.6 Spektrálne vlastnosti UPE

Fotóny vytvorené z elektronových excitovaných stavov sú emitované v
bĺızkej UVA (350 - 400 nm), viditel’nej (400 - 700 nm) a bĺızkej IR (750
- 1300 nm) oblasti spektra. Emisia fotónov v bĺızkej modrozelenej ob-
lasti spektra (350 - 550 nm) je spojená s tripletovými excitovanými kar-
bonylmi 3(R––O)*. Emisia v zelenočervenej oblasti spektra (550 - 750 nm)
pochádza z excitovaných pigmentov a dimolovej emisie O2. Spontánna emi-
sia fotónov na dlhš́ıch vlnových d́lžkach nebola doteraz skúmaná kvôli tech-
nickým limitáciám pri merańı vel’mi ńızkych signálov v bĺızkej IR oblasti
spektra [1].

1.1.7 Intenzita UPE

Intenzita spontánnej UPE zo vzorky býva v rozmedźı od desiatok do niekol’ko
stoviek fotónov/s·cm2, čo je niekol’ko rádov pod hranicou citlivosti l’udského
oka, ktorá je približne 106 fotónov/s·cm2. Počet nameraných fotónov/s·cm2

môže byt’ o jeden alebo dva rády nižš́ı ako skutočný počet emitovaných
fotónov zo vzorky v dôsledku vzdialenosti vzorky od detektora a d’aľśıch
optických faktorov ako absorpcia, rozptyl, difrakcia, odraz a lom [1].
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1.2 UPE so zamerańım na l’udské subjekty

UPE v rádoch 10–104 fotónov/s·cm2 môžeme pozorovat’ z baktéríı, kvasi-
niek, celých živoč́ıchov a rastĺın ale i samotných buniek pochádzajúcich z or-
ganizmov. UPE z cicavcov je študovaná na orgánovej, celulárnej a subce-
lulárnej úrovni [8].

1.2.1 UPE na orgánovej a celulárnej úrovni

Prvé štúdie preukázali závislost’ medzi viacerými ochoreniami a intenzi-
tou UPE merańım rozdielu medzi luminiscenciou krvi zdravých a chorých
l’udských subjektov. UPE z krvi pacientov s diabetes mellitus, kar-
cinómom, či hyperlipidémiou preukázala vyššiu úroveň emisie ako zo vzoriek
krvi zdravých subjektov [8].

Niekol’ko štúdíı naznačuje, že neurónová aktivita môže korelovat’ s in-
tenzitou UPE. Pri pozorovańı UPE z kultivovanej hipokampálnej vzorky
bolo zistené, že pridańım tetrodotox́ınu, ktorý potlačuje neuronovú akti-
vitu došlo k zńıženiu intenzity UPE. Pri sńımańı UPE z mozgu potka-
nov in vivo cez sklenené okno v lebke bola nájdená korelácia medzi theta
vlnami EEG a intenzitou UPE. Predpokladá sa tak, že UPE z mozgu
môže predstavovat’ novú metódu pre extrakciu patologických procesov spo-
jených s neuronálnym metabolizmom a oxidat́ıvnou dysfunkciou mozgu [1].

Bunkový metabolizmus sprevádzaný tvorbou ROS je často spo-
jený s tempom bunkového rastu. Je tak vhodné merat’ UPE zo vzoriek,
ktorých rast je vel’mi rýchly, ako napr. rakovinové tkanivo. Charakteristika
nameranej UPE môže nájst’ potencionálne využitie ako neinvaźıvna a jedno-
duchá optická biopsia tumoru [1]. Meranie fotónovej emisie l’udských buniek
hepatómu a hepatocytov v statickej bunkovej kultúre nepreukázalo zvýšenie
emisie z buniek hepatómu ale preukázalo zvýšenie intenzity svetlom indu-
kovanej emisie excitovanej bielym svetlom [9]. Preukázaný bol rozdiel v in-
tenzite emisíı medzi fázami proliferácie z maligného melanómu bunkovej
kultúry, no výskum nebol uskutočnený za fyziologických podmienok [9].

Významné využitie môže nájst’ meranie UPE v dermatológíı, pretože
UPE prezentuje hlavne oxidat́ıvne procesy v l’udskej koži [1] a v onko-
logickom výskume, ako metóda optickej biopsie [9]. V d’aľsej časti tejto
práce sa zameriame na výsledky výskumu v oblasti sledovania oxidat́ıvnych
procesov v epidermálnych bunkách l’udskej kože.

1.2.2 UPE z kože l’udského tela

Je známe, že fotóny l’udského tela sú emitované hlavne z povrchu l’udského
tela a teda hlavným pŕıspevkom k UPE sú metabolické procesy vrstvy kože.
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1.2.2.1 Fyziológia kože

Koža (cutis) tvoŕı ucelený vonkaǰśı povrch l’udského tela. Pred-
stavuje styčnú plochu medzi telom a prostred́ım a súčastne
ochrannu proti jeho vplyvom. Koža dospelého človeka má po-
vrch 1,6 až 2 m2, jej hrúbka je od 1,5 mm do 4 mm (v závislosti na anato-
mickej lokalizácii a na výžive) [10].

Koža je tvorená z vrstiev s rôznymi chemickými a fyzikálnymi vlas-
nost’ami. Dve hlavné vrstvy kože, epidermis a dermis, sa pozoruhodne ĺı̌sia
v ich štruktúre a funkcii. Na Obr.1.1 sú zobrazené jednotlivé vrstvy kože.

Obr. 1.1: Vrstvy kože

Najvrchneǰsia vrstva kože, epidermis, chráni človeka pred oxidantmi pro-
stredia, teplom a zároveň je rezistentná voči vode, poškodeniu, mikróbom
a mnohým chemikáliam. Epidermis je tvorená hlavne špecializovaným ty-
pom epitelu pozostávajúceho z viacerých vrstiev. Vrstvy majú vysokú kon-
centráciu protekt́ıvného protéınu kerat́ınu. Keratinocyty sú hlavným ty-
pom buniek, ktoré môžeme nájst’ v epidermis. Sú zodpovedné za pevnost’,
rozt’ažnost’ a rezistenciu povrchu kože. Zauj́ımavá vrstva je stratum corneum,
pretože pozostáva z relat́ıvne tenkých listov mŕtvych buniek, sploštených
buniek s hladkým a vode odolným povrchom. Povrch je prerušovaný iba
vlasovými folikulmi a pórmi potných žliaz. Jedným zo spôsobov ako sa koža
bráni niektorým enviromentálnym stresorom je, že sa stáva hrubšou. Ak
je koža opakovane vystavovaná UV žiareniu, narastá bunkové delenie v naj-
hlbšej vrstve epidermis, stratum basale, ktorá je zdrojom epitelových buniek
a tým zhrubšuje stratum corneum. Ak je stresový faktor pŕılǐs extrémny,
stráca stratum corneum svoju schopnost’ byt’ efekt́ıvnou bariérov, čo vedie
k poškodeniam kože [11].

Dermis pozostáva z kombinácie kolagénových a elastických vláken, ktoré
dávajú koži pevnost’ a pružnost’. Hlavnými bunkami dermis sú bunky bohaté
na kolagén, tzv. fibroblasty. Produkcia kolagenových a elastických vláken sa
spomal’uje s vekom a je nepriaznivo ovplyvňovaná nadmerným vystavovańım
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kože slnečnému svetlu. Uprostred spleti tkanivových vláken môžeme v dermis
nájst’ systém cievného riečiska, rozsiahlu siet’ nervov, vel’ký počet potných
žliaz, vlasové folikuly a ich svalstvo a žl’azy produkúce maz [11].

Predpokladá sa, že ultraslabé fotóny pochádzajú z vrstvy stratum cor-
neum a životaschopného epidermisu a dermisu [1].

1.2.2.2 Generovanie UPE z kože l’udského tela

Koža je najokrajoveǰsia vrstva l’udského tela, ktorá je vystavená oxi-
dat́ıvnemu poškodeniu ROS vychádzajúcich z exogénnych fyzikálnych (ul-
trafialové žiarenie, teplota, mechanické poškodenie) a chemických (toxické
látky, produkty metabolizmu) faktorov. Epidermis tak poskytuje ochranu
proti týmto exogénnym faktorom.

Závislost’ UPE z l’udskej kože na koncentrácíı molekulárneho kysĺıka uka-
zuje, že molekulárny kysĺık je potrebný k reakciám, ktoré vedú k následnej
emisii fotónov. Vystavenie l’udskej kože ozónu a cigaretovému dymu
zvyšuje UPE, zatial’ čo lokálna aplikácia antioxidantov na l’udskú kožu ve-
die k zńıženiu fotónovej emisie [12].

Emisia fotónov z tela človeka nie je rozložená rovnomerne po tele.
Na tele sú oblasti s relat́ıvne vysokou UPE a oblasti s ńızkou UPE.
Napr. pri merańı štyroch subjektov sa priemerná intenzita UPE
ĺı̌sila, no špecifické oblasti s vysokou a ńızkou intenzitou boli anato-
micky podobné. Oblast’ hrudńıka a brucha mala najnižšiu intenzitu,
končatiny a hlava odhalili najvyššiu úroveň. Opakované merania naznačujú,
že UPE sa meńı v čase, no anatomický vzor intenzity zostáva s vysokým
stupňom l’avo-pravej a ventrálne-dorzálnej symetrie [13].

Pri sledovańı UPE z rúk môžeme obecne povedat’, že oblasti nechtov
emitujú viac svetla než zvyšok ruky [15], ako vidiet’ na Obr. 1.2.

Obr. 1.2: Sńımok UPE z dorzálnej strany ruky [15]

Štúdium UPE z prstov vo vzt’ahu k hypotyreóze ukazuje možnost’ mera-
nia UPE z prostredného prstu a ukazováka k rozĺı̌seniu hypotyreózy subjek-
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tov. Výsledky ukazujú, že intenzita UPE pacientov z hypotyreózov je vždy
nižšia ako u kontrolných subjektov. Nižšia intenzita bola pozorovaná aj u pa-
cientov, ktoŕı mali odstránenú št́ıtnu žl’azu [15].

Zauj́ımavá oblast’ výskumu je spojitost’ medzi meditáciou a psychickým
stavom meraného subjektu a intenzitou UPE. Pri praktizovańı transcen-
dentálnej meditácie a iných meditačných techńık majú merané subjekty
nižšiu emisiu fotónov pre všetky anatomické oblasti ako kontrolná skupina
subjektov, ktoŕı nepraktizujú žiadne meditačné techniky [13].

Skúmanie vplyvu teploty a koncentrácie kysĺıka na emisiu fotónov
ukázalo, že s klesańım teploty dochádza k poklesu intenzity UPE z dlane
ruky. Autori predpokladajú, že vplyv teploty na intenzitu UPE je založený
hlavne na oxidačno-redukčných reakciách. Zńıžeńım koncentrácie
kysĺıka v okoĺı dlane ruky poklesla intenzita UPE daného miesta, na-
opak zvýšeńım koncentrácie kysĺıka sa zvýšila intenzita UPE daného
miesta. Výsledky tak naznačujú, že UPE pozostáva z emisie fotónov
založenej na oxidačných reakciách na povrchu kože [16].

Svalová aktivita zvyšuje teplotu tela, preto sa kladie
otázka, či termálne zmeny nekorelujú so zmenami intenzity UPE.
Efekt cvičenia na UPE sa skúmal na zápäst́ı subjektov, ktorý počas
merania vykonávali cvičenia rukou. Počas merania došlo k malému nárastu
intenzity UPE. Simultánne s emisiou sa zaznamenávala teplota kože bĺızko
zápästia, ktorá vykazovala stabilný nárast ešte aj po skončeńı cvičenia.
Z výsledkov autori potvrdili nekoreláciu medzi UPE a telesnou teplotou
[17].

Zistené zmeny intenzity UPE viedli k tomu, že sa štúdium UPE
rozdelilo na skúmanie spontánnych zmien a indukovaných zmien UPE.
Skúmanie spontánnych zmien so sebou prináša značné nepohodlie pre me-
raný subjekt, pretože sa muśı merania účastnit’ pravidelne po dlhš́ı časový
úsek a tak sa týchto štúdíı zúčastnilo menej subjektov ako pri skúmańı in-
dukovaných zmien [13].

1.2.2.3 Spontánne zmeny UPE

Výsledky ročného merania UPE z rúk troch subjektov naznačujú, že prie-
merná intenzita emisie fotónov záviśı na mesiacoch v roku. Sezónne výkyvy
boli výrazneǰsie na dorzálnej strane ruky. Táto fluktuácia nemôže byt’ vysvet-
lená iba na základe externých podmienok, ako napr. expoźıcia slnečnému
žiareniu. Autori premýšl’ajú o vzt’ahu medzi dynamikou denného a ročného
rytmu UPE a yin/yang dynamikou podl’a tradičnej č́ınskej medićıny [13].

Študovanie zmien UPE behom dňa ukazuje, že intenzita, ale i l’avo-pravá
symetria sa meńı v priebehu dňa. Intenzita emisie býva najnižšia behom
dňa, vzrastá behom večera a najvyššia býva v noci. Výkyvy intenzity boli
výrazneǰsie na dorzálnej strane rúk [13].
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1.2.2.4 Indukované zmeny UPE

Vplyv ROS na emisiu fotónov z rúk je študovaný pomocou aplikácie
exogénnych oxidantov a antioxidantov na pokožku rúk. Po lokálnej aplikácii
H2O2 dochádza k zvýšeniu intenzity UPE. Výrazný nárast je sprevádzaný
pomalým návratom do ustáleného stavu, ako vidiet’ na Obr.1.3.
Vyšš́ı nárast UPE ako po aplikácíı H2O2 dosiahneme lokálnou ap-
likáciou O2

•– a najvyšš́ı po aplikácii HO• [14]. Po aplikácii antioxidantov
dochádza k zńıženiu emisie fotónov [12].

Obr. 1.3: Indukovaná UPE z dorzálnej strany ruky (hore – indukovaná UPE po ap-
likácii O2

•– (25 mM xant́ın + 0,05 U ml−1 xant́ın oxidáza), v strede – indukovaná
UPE po aplikácii H2O2 (50 mM H2O2 ), dole – indukovaná UPE po aplikácii HO•

(50 mM H2O2 + 10 mM FeSO4)) [14]
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Koža človeka je každý deň vystavená UVA žiareniu, preto je významnou
oblast’ou skúmanie UVA indukovanej UPE. Koža je schopná zotavit’ sa z ma-
lej dávky žiarenia, ale chronická expoźıcia žiareniu vedie k rozvoju
elastózy, k štruktúrným zmenám spojivového tkaniva a dokonca k vzniku
rakoviny. Metódy merania UPE tak môžu pomôct’ študovat’ viaceré dôležité
problémy v kožnej fotobiológii, ako napr. ako sa koža zotavuje z ma-
lej dávky UVA expoźıcie a z akej dávky sa už nie je schopná zo-
tavit’. Na základe súčastného výskumu vieme, že dávka UVA žiarenia
0,5 J/cm2, ktorá je ekvivalentná pár minútam strávených na slnečnom
svetle môže vyvolat’ prechodné ale meratel’né zmeny oxidat́ıvného stavu
kože. Expoźıcia 2 J/cm2 širokopásmového UVA žiarenia, ktorá odpo-
vedá asi 10 minútam strávenych na slnečnom svetle predlžuje zotavenie
kože na viac ako 5 minút. Č́ım vyššia dávka UVA žiarenia, tým dlhš́ı čas
trvá koži sa zotavit’ [18].

1.2.2.5 Využitie merania UPE v dermatológíı

Koža, ako naša najvrchneǰsia vrstva tela, predstavuje vhodný ciel’ pre in vivo
UPE štúdie, pretože fotóny nemusia prejst’ cez iné tkanivá pred ich zachy-
teńım detekčným zariadeńım [18].

Medzi výhody merania UPE z kože patŕı neinvaźıvnost’ metódy
oproti iným metódam, ako napr. biopsia kože. Meranie prebieha v ne-
pretržitom režime, čo umožňuje detailné profilovanie kože za rôznych pod-
mienok, rôznych procedúr a stimulov. Vzhl’adom na to, že meranie UPE
poskytuje informáciu priamo spojenú s ROS v koži, môže byt’ potencionálne
použité ako diagnostický nástroj spojený so štúdiom oxidat́ıvneho stavu kože
[18].

Nevýhodou je, že merańım UPE nemôžeme źıskat’ detailnú biochemickú
informáciu o oxidačných procesoch kože, preto by bolo vhodné meranie UPE
kombinovat’ s inými fyzikálno-chemickými technikami, ako napr. s floures-
cenčnými metódami. Ďalej je dôležité brat’ na vedomie, že koža je tvorená
vrstvami a optické vlasnosti sú rôzne v rôznych vrstvách [18] .

Vd’aka výhodam a napriek nevýhodam môže meranie UPE nájst’ svoju
úlohu napr. pri vývoji opal’ovaćıch krémov, či kozmetiky obsahujúcej antioxi-
danty, môže pomôct’ pri štúdiu kožných problémov ako akné alebo porfýria.
V neposlednom rade môže byt’ meranie UPE použité pri skúmańı rakoviny
[18].
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1.3 Detekcia UPE

Obecne môžeme rozdelit’ detekčné techniky na tie, ktoré poskytujú in-
formáciu o integrálnej intenzite bez priestorového rozĺı̌senia alebo priesto-
rovo rozĺı̌senú intenzitu UPE zo vzorky. Pri merańı UPE zo vzorky muśıme
brat’ do úvahy, že biologická vzorka je zdrojom difúzneho svetla, a preto
muśıme použit’ vhodné detekčné techniky a optické prvky. Existuje viacero
typov fotodetektorov [1].

Tie najvhodneǰsie pre meranie ńızkej úrovne svetla majú niekol’ko
spoločných rysov:

• vysoké prúdové zosilnenie;

• malý šum na jednotku plochy citlivej oblasti detektora;

• vysoká kvantová účinnost’;

• režim jedno-fotónovej detekcie [1].

Pre detekciu UPE sa štandardne použ́ıva fotonásobič, ktorý má vel’mi ńızky
šum na jednotku plochy citlivej oblasti fotokatódy, má vysoké zosilne-
nie (105 - 107), primeranú kvantovú účinnost’ a časové rozĺı̌senie v rádoch ns.
Sńımanie UPE s vysokým priestorovým rozĺı̌seńım môžeme dosiahnut’

iba s použit́ım nábojovo viazanej štruktúry CCD. Pre źıskanie ob-
razu sa expozičný čas pohybuje od 15 min do 60 min [1]. Na Obr.1.4 je
vidiet’ rozdiel medzi výstupom merania UPE pomocou fotonásobiča a po-
mocou CCD. Pri použit́ı fotonásobiča źıskame jednorozmerný signál, teda
priebeh UPE v čase a pri použit́ı CCD źıskame dvojrozmernú sńımku.

Obr. 1.4: Možnosti detekcie UPE (Vl’avo – spontánna UPE meraná z palmárnej
strany ruky pomocou fotonásobiča, vpravo – sńımka spontánnej UPE z palmárnej
strany ruky źıskaná pomocou CCD) [14]

Pri porovnávańı počtu detekovaných fotónov z rôznych detekčných
systémov laboratóríı muśıme byt’ opatrný, pretože vždy muśıme
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brat’ do úvahy vel’kost’ vzorky, vzdialenost’ vzorky od detektoru, vel’kost’ plo-
chy citlivej oblasti detektora, spektrálnu citlivost’ a optické prvky, ktoré
môžu spôsobit’ rozdiel o niekol’ko rádov [1].

Pri detekcii UPE je základným ciel’om nazbierat’ čo naj-
viac fotónov zo vzorky. To dosiahneme tak, že vzorku umiest-
nime čo najbližšie k detektoru, pretože intenzita UPE klesá so vzdiale-
nost’ou r približne v pomere 1/r2 (plat́ı pre difúzne svetelné zdroje, ktorých
vel’kost’ je menšia ako svetlocitlivá oblast’ detektora). Obecným pravid-
lom tak je, že povrch vzorky by mal byt’ rovnaký alebo väčš́ı ako svetlocitlivá
oblast’ detektoru [1].

Efekt́ıvne fokusovanie difúzneho svetla, ako je UPE, je komplikované.
Zrkadlá a odrazové plochy môžu byt’ použité k zvýšeniu zberu fotónov.
UPE je polychromatické žiarenie, takže ak použijeme transmisné optické
elementy k fokusovaniu svetla, muśıme brat’ do úvahy problémy s chroma-
tickou aberáciou optiky [1].

1.3.1 Fotonásobič

Fotonásobič je vel’mi citlivý senzor svetla, ktorého prúdový výstup je priamo
úmerný intenzite svetla. Umožňuje merat’ akýkol’vek proces, ktorý priamo
alebo nepriamo emituje svetlo. Vel’koplošná detekcia svetla, vysoké zosilne-
nie a schopnost’ detekovat’ jednotlivé fotóny dávajú fotonásobiču zretel’né
výhody oproti iným svetelným detektorom [19].

Svetlo dopadá na fotokatódu, ktorá emituje elektróny vonkaǰśım
fotoelektrickým javom. Tieto fotoelektróny sú potom elektrostaticky
urýchl’ované a fokusované na prvú dynódu elektrónového multiplikatóru. Pri
náraze každý elektrón uvol’̌nuje rad sekundárnych elektrónov, ktoré sú v po-
rad́ı elektrostaticky urýchl’ované a zamerané na d’aľsiu dynódu. Tento pro-
ces sa opakuje na každej dynóde, sekundárne elektróny z poslednej dynódy
sú zhromažd’ované na anóde [19]. Konštrukciu fotonásobiča môžeme vidiet’

na Obr.1.5.

Obr. 1.5: Konštrukcia fotonásobiča
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Fotokatóda má fotoemisný povrch obvykle tvorený alkalickými kovmi.
Fotokatóda býva v dvoch konfiguráciách. Typ head on má polopriehl’adnú
fotokatódu uloženú na vnútornej ploche vstupného okna. Ide o tzv. trans-
misný mód, kedy je fotoelektrón emitovaný z opačnej strany fotokatódy
vzhl’adom k dopadu fotónu. Typ side on predstavuje reflexný mód, foto-
elektrón býva emitovaný proti dopadajúcemu fotónu. Svetlo dopadá cez sk-
lenený obal na fotokatódu, ktorá je umiestnená na bočnej strane obalu [19].
Rozdiel medzi transmisným a reflexným módom prezentuje Obr.1.6.

Obr. 1.6: Vl’avo – reflexný mód, vpravo – transmisný mód fotokatódy

Citlivost’ fotokatódy popisuje účinnost’ konverzie fotónov do foto-
elektrónov. Vzt’ah medzi citlivost’ou fotokatódy a vlnovou d́lžkou sa nazýva
spektrálna odozva. Na určenie odozvy fotokatódy sa použ́ıvajú veličiny
ako kvantová účinnost’, responzivita, a svetelná citlivost’ [19].

Kvantová účinnost’ (η(λ) alebo QE%) udáva pomer výstupných
elektrických pulzov k počtu dopadajúcich fotónov. Celková kvantová
účinnost’ η je súčinom priepustnosti vstupnej optiky, účinnosti naviaza-
nia svetla do materiálu detektoru, účinnosti konverzie z fotónu na foto-
elektrón a účinnosti zberu primárnych konvertovaných nábojov [20].

Responzivita (E(λ)) je definovaná ako prúd fotokatódy emitovaný
na watt dopadajúceho žiarenia pri vlnovej d́lžke λ a je vyjadrená v mA/W.
Vzt’ah medzi responzivitou a kvantovou účinnost’ou je vyjadrený ako [19]

E(λ) =
λη(λ)

1.24
(1.3.1)

Svetelná citlivost’ (S) je najdôležiteǰsou špecifikáciou pre svetelné
zdroje, ktoré majú spektrálnu odpoved’ odpovedajúcu l’udskému oku [19].
L’udské oko je citlivé na elektromagnetické žiarenie s vlnovou d́lžkou medzi
400 a 760 nm. Štandardné hodnoty relat́ıvnej svetelnej účinnosti oka (V (λ))
boli prijaté Medzinárodnou komisiou pre osvetlenie (CIE) a schválené Me-
dzinárodným výborom prie miery a váhy (CIPM) [21]. Hodnoty S sa pohy-
bujú v rozmedźı od 20 µA/lm do viac ako 400 µA/lm v závislosti na type
fotokatódy [19].

Fotoelektróny z fotokatódy sú urýchl’ované elektrickým pol’om priamo
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na prvú dynódu, kde dochádza k emisii sekundárnych elektrónov. Tieto
elektróny narážajú na d’aľsie dynódy, kde dochádza k emisii d’aľśıch
elektrónov. Opakovańım tohto procesu cez všetky nasledujúce dynódy sa do-
sahuje vysoké prúdové zosilnenie. Vel’mi malý fotoelektrický prúd z fo-
tokatódy môže byt’ tak sledovaný ako vel’ký výstupný prúd anódy fo-
tonásobiča. Zisk (prúdové zosilnenie) je vyjadrený ako pomer anódového
výstupného prúdu k fotoelektrickému prúdu fotokatódy. Ideálne by mal byt’

zisk fotonásobiča majúceho n dynodových stupňov a priemerný pomer se-
kundárnych emisíı δ na stupeň δn. Vzt’ah pre sekundárnu emisiu elektrónov
je daný ako [22]

δ = AEα (1.3.2)

kde A je konštanta, E je medzistupňové napätie a α je koeficient daný
materiálom dynódy a geometrickou štruktúrou, ktorý obvykle máva hodnoty
od 0.7 do 0.8. Ked’ aplikujeme napätie V medzi katódu a anódu fotonásobiča
s n stupňami dynód, zisk µ je daný ako [22]

µ = δn = (AEα)n = {A(
V

n+ 1
)α}n =

An

(n+ 1)nα
V nα = KV nα (1.3.3)

kde K je konštanta.
Malé množstvo prúdu preteká vo fotonásobiči aj ked’ pracujeme v úplnej

tme. Tento výstupný prúd sa nazýva anódový temnostný prúd a výsledný
šum je kritický faktor v stanovovańı najnižšieho limitu svetelnej detekcie.
Temnostný prúd výrazne záviśı na napájacom napät́ı. Hlavnými zdrojmi
temnostného prúdu môžu byt’:

• Termoionická emisia elektrónov – materiál fotokatódy emituje malé
množstvo termoionických elektrónov i pri izbovej teplote. Pri redukcii
termoionickej emisie sa využ́ıva chladenie fotokatódy.

• Ionizácia zvyškového plynu – zvyškový plyn vo vnútri fotonásobiča
môže byt’ ionizovaný koĺıziou s elektrónmi. Ak tieto ionty zasiahnu fo-
tokatódu alebo skoršie stupne dynód môže dôjst’ k emisii sekundárnych
elektrónov. Tieto sekundárne elektróny môžu spôsobit’ relat́ıvne vel’ký
výstupný šum.

• Scintilácia skla – ked’ elektróny odchyl’ujúce sa od svojej normálnej
trajektórie zasiahnu sklenený obal môže dôjst’ k scintilácii. K eliminácii
týchto temnostných pulzov pracujú fotonásobiče s vysokým anódovým
napät́ım a katódou na zemnom potenciále.

• Unikajúce prúdy – unikajúci prúd spôsobený nedokonalou izoláciou
sklenenej základne a dutiny môže byt’ d’aľśım zdrojom temnostného
prúdu.
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• Emisia pol’om – ak fotonásobič pracuje na napät́ı bĺızkom maximu
menovitej hodnoty napätia môžu byt’ elektróny emitované silným elek-
trickým pol’om z elektród [22].

1.3.2 CCD

CCD (Charged Coupled Device) je nábojovo viazaná štruktúra, v kto-
rej sa náboj vytvorený dopadajúcim žiareńım ukladá do povr-
chových potenciálových jám vytvorených pod bĺızko seba usporia-
danými hradlami MIS. Vhodne usporiadanou sekvenciou napät’ových
pulzov priložených na sekvenciu hradiel sa náboje posúvajú pozd́lž
ret’azca a na výstupe sa prevádzajú na sériový sled pulzov (posuvný
register). Tým je možné prevádzat’, prenášat’, spracovávat’ ako di-
gitálne tak aj analógovo vzorkované signály [23].

Základným elementom ret’azca CCD je štruktúra MIS (štruktúra
kov-izolant-polovodič). Tá je tvorená kremı́kovou (Si) doštičkou typu P po-
krytou izolačnou vrstvou SiO2 (oxid kremičitý) s nanesenými kontaktmi.
Ak na štruktúru MIS prilož́ıme kladné napätie, dochádza pod kon-
taktmi k vytvoreniu ochudobnenej vrstvy. Pre vyššie kladné
napätie sa pod kontaktmi vytvoŕı inverzná vrstva elektrónov. V pŕıpade
záporného napätia sa vytvára akumulačná vrstva. Na Obr.1.7 je model
CCD. Na hradlo je priložený kladný pulz UG, ten vytvoŕı pod kontaktom
oblast’ hlbokého ochudobnenia OPN, tá vytvára potenciálovú jamu, v kto-
rej sa môžu zachytávat’ generované elektróny, ktoré predstavujú signálny
náboj. Ak pulz UG trvá dlhšie môže sa signálny náboj skladovat’ pod hrad-
lom. Pozd́lž ret’azca CCD je nadifundovaná oblast’ P+, ktorá vytvára
ochranný prstenec, ktorý zabraňuje rozširovaniu OPN do strán a tak za-
braňuje úniku náboja z kanálu. Činnost’ prebieha v nerovnovážnom
stave, to znamená, že všetky operácie s nábojom (skladovanie a pre-
sun k susednému hradlu) musia byt’ uskutočnené v podstatne kratšej
dobe ako je relaxačná doba potrebná k vytvoreniu kompletnej inverznej
vrstvy [23].
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Obr. 1.7: CCD element

CCD štruktúra sa využ́ıva ako sńımač obrazu. Svetlo, ktoré do-
padá na povrch Si doštičky v podobe fotónov sa ukladá ako náboj v po-
tenciálových jamách. Tie zabraňujú pohybu náboja a dochádza tu k jeho
akumulácíı. Každá potenciálová jama predstavuje jeden pixel CCD sńımača.
Vel’kost’ zachyteného náboja je ovplyvnená intenzitou dopadajúceho
svetla a dobou, po ktorú necháme CCD čip svetlu vystavený. Zachytený
náboj muśıme po určitej dobe odobrat’ a previest’ na elektrický signál,
ináč by došlo k pretečeniu potenciálovej jamy. Obrazové CCD preto ob-
sahujú maticu pixelov, u ktorých postupným presúvańım náboja z jed-
nej jamy do d’aľsej dochádza k jeho postupnému presúvaniu na koniec
čipu, kde je prevádzaný prevodńıkom na napät’ový signál [23].

Aby sa čo najviac zabránilo stratám v detekcii svetla spôsobenej nere-
gistrovańım fotónov dopadajúcich na zakryté plôšky, implementujú sa na
povrch CCD sńımača miniatúrne šošovky, ktoré lámu svetlo a sme-
rujú ho do citlivej oblasti. Pre tvorbu farebného obrazu je nutné CCD
sńımač doplnit’ o farebné filtre. Nad obrazovými bunkami máme umiest-
nené tzv. Bayerove masky, ktoré predstavujú RGBG filtre. Každý z fil-
trov prepúšt’a iba svetlo svojej vlnovej d́lžky a farebnost’ sa potom inter-
poluje z niekol’kých okolitých pixelov [23].
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Kapitola 2

Experimentálna čast’ práce

2.1 Experimentálne zariadenie pre meranie UPE

Súčasný vývoj techniky umožňuje sńımat’ spontánnu UPE z mikroorganiz-
mov, rastĺın, zvierat, vrátane človeka, pomocou fotonásobičov a vel’mi cit-
livých CCD kamier. Výber medzi jednorozmernou detekciou emisie fotónov
pomocou fotonásobičov alebo dvojrozmerného sńımania použit́ım CCD ka-
mier by mal byt’ založený na cieli experimentu [2]. My využ́ıvame ako senzor
fotonásobič. Na Obr.2.1 môžeme vidiet’ celé experimentálne zariadenie, ktoré
pozostáva z fotonásobiča, chladenia fotonásobiča, svetlotesného a teplotne
regulovaného boxu s rukávom pre meranie UPE z pokožky na ruke, zdroja
vysokého napätia a jednotiek pre meranie počtu detekovaných fotónov.

Obr. 2.1: Experimentálne zariadenie pre meranie UPE z pokožky ruky

Na Obr.2.2 je podrobneǰsia schéma experimentálneho zariadenia s jed-
notlivými čast’ami, ktoré budú d’alej bližšie poṕısané.
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Obr. 2.2: Schéma meracieho zariadenia

Fotonásobič R2256-02 HAMAMATSU
Fotonásobič R2256-02 je head on typ, to znamená, že foto-

katóda je umiestnená priamo na vnútornom povrchu vstupného okna ako se-
mitransparentná vrstva [24]. V Tab. 2.1 sú uvedené niektoré základné vlast-
nosti fotonásobiča R2256-02. Na Obr.2.3 je zobrazená kvantová účinnost’

fotonásobiča R2256-02. Najvyššiu kvantovú účinnost’ nad 25 % dosahuje pri
vlnových d́lžkach 310 až 420 nm.

Photomultiplier Tube R2256-02, Hamamatsu Photonics

Priemer fotonásobiča 51 mm

Tvar fotokatódy kruhový

Priemer fotokatódy 46 mm

Materiál fotokatódy Bialkalický kov

Spektrálna odozva 160 do 650 nm

Materiál okna Kremičité sklo, typ RR329-02

Tab. 2.1: Základné vlastnosti fotonásobiča R2256-02 [24]

Obr. 2.3: Kvantová účinnost’ fotonásobiča R2256-02
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Temná komora
Ultraslabá fotonóvá emisia má vel’mi ńızku intenzitu, preto mera-

nie muśı byt’ uskutočnené v svetlotesnej komore, do ktorej nebude preni-
kat’ svetlo z okolia. Vnútorné steny komory majú čiernu farbu, ktorá ne-
odráža svetlo. Subjekt vkladá ruku do komory prostredńıctvom čierneho
rukáva, ktorý sa muśı dobre utiahnut’ tak, aby do komory nepreni-
kalo svetlo z miestnosti, v ktorej je umiestnené meracie zariadenie. Tep-
lota vo vnútri komory je kontrolovaná pomocou teplotu regulujúcej jednotky.

Regulátor teploty (E5CN-H, OMRON Industrial Automation)
Pŕıstroj umožňuje nastavit’ a kontrolovat’ teplotu v temnej komore.
Zdroj vysokého napätia (PS350, ±5 kV, Stanford Research Sys-

tems)
Zdroj vysokého napätia umožňuje nastavovat’ napájacie

napätie fotonásobiča. Zdroj umožňuje nastavit’ napätie v roz-
medźı ±5 kV s rozĺı̌seńım 1 V. Má 25 W výstupný výkon, re-
guláciu 0,001 % a presnost’ 0,05 % [25].

Termoelektrické chladenie (C10372, Hamamatsu Photonics)
Fotonásobič je chladený pomocou termoelektrického chladenia, ktorého

ciel’om je zńıžit’ redukciu tepelných elektrónov emitovaných z fotokatódy
použitého fotonásobiča a tým zlepšit’ pomer signál-̌sum. K zńıženiu vplyvu
okolitého prostredia obsahuje chladiaca jednotka ešte magnetické a elek-
trické tienenie. Teplota chladenia je približne -30 ◦C s výmenou tepla pro-
stredńıctvom vody chladenej na 14 ◦C [26].

Jednotka (C9744, Hamamatsu Photonics)
Jednotka je určená na prevod jednotlivých fotoelektrických impul-

zov z fotonásobiča do 5 V digitálnych signálov pomocou vstavaného zo-
silňovača a selekt́ıvnych obvodov. Ak je intenzita svetla tak ńızka, že do-
padajúce fotóny na fotokatódu sú separované v čase, budú výstup predsta-
vovat’ diskrétne pulzy z anódy. Takýto stav sa nazýva SPE (Single Photon
event). Počet týchto výstupných pulzov je úmerný množstve svetla, takže
poč́ıtanie týchto pulzov je výhodné z hl’adiska pomeru signál-̌sum. Poč́ıtanie
fotónov zobrazuje Obr.2.4. Prúd z fotonásobiča je zosilnený pomocou pre-
dzosilňovača a hlavného zosilňovača. Zosilnené signály sú potom rozĺı̌sené
pomocou diskriminátora podl’a výšky pulzu a konvertované do digitálneho
signálu. Digitalizovaný signál (1 alebo 0) je tvarovaný tak, že výstupný
signál má konštantnú časovú š́ırku. Tieto výstupné pulzné signály sú po-
tom poč́ıtané pomocou poč́ıtacej jednotky [27].
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Obr. 2.4: Typická konfigurácia obvodu pre poč́ıtanie fotónov

Poč́ıtacia jednotka (C8855, Hamamatsu Photonics)
C8855 je poč́ıtacia jednotka s USB rozhrańım pre poč́ıtanie

fotónov v kombinácii s jednotkou C9744. Má dva poč́ıtacie ob-
vody, ktoré sú schopné poč́ıtat’ vstupné signály bez mŕtveho času. Ma-
ximálne časové rozĺı̌senie pŕıstroja je 50 µs. Štandardne dodávanou
položkou je aj software, ktorý je použ́ıvaný v tejto práci [28].
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2.2 Nastavenie fotonásobiča R2256-02

Poč́ıtanie fotónov je efekt́ıvny spôsob použitia fotonásobiča k meraniu ńızkej
úrovne svetla. Ked’ je intenzita svetla tak ńızka, že dopadajúce fotóny sú se-
parované ako na Obr.2.5 ide o SPE (Single Photon Event) [22].

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

Jednoduché poč́ıtanie z výstupu fotonásobiča by neviedlo k správnym
výsledkom, pretože výstup obsahuje šum spôsobený temnostnými pulzmi,
pulzmi kozmického žiarenia, ktoré nepatria k signálu pozostávajúceho z fo-
toelektrónov, ako na Obr.2.6. Najefekt́ıvneǰsia metóda k eliminácii
šumu je diskriminácia výstupných pulzov podl’a ich amplitúdy. Väčšina
pulzov nižšia ako najnižšia úroveň diskriminantu (LLD) je šum a pulzy
vyššie ako najvyššia úroveň diskriminantu (ULD) sú spôsobené kozmickým
žiareńım. Poč́ıtańım pulzov medzi najnižšou a najvyššou úrovňou diskrimi-
nantu môžeme dosiahnut’ presné meranie svetla. Obr.2.6 ukazuje typickú
výškovú distribúciu pulzu pre poč́ıtanie fotónov [22].

Obr. 2.6: Výstupné pulzy a diskriminačný level

2.2.1 Závislost’ počtu detekovaných pulzov na napájacom
napät́ı fotonásobiča

Multiplikačný faktor fotonásobiča sa meńı s napájaćım napät́ım fo-
tonásobiča. Poč́ıtańım počtu výstupných pulzov s fixovanou hodno-
tou diskriminátoru a zmenou napájacieho napätia by sme mali źıskat’

krivku podobnú krivke na Obr.2.7. Sklon signálovej krivky sa mierne
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ĺı̌si od krivky šumu. Zatial’ čo signálová krivka vykazuje fázu pla-
teau v širokom rozsahu, šum rastie rýchleǰsie ako signálová krivka ale ta-
kisto vykazuje jemneǰsiu fázu plateau v oblasti ńızkeho napájacieho napätia.
Dôvodom je, že tým ako sa zvyšuje napájacie napätie fotonásobiča, tak výška
signálového pulzu je vyššia ako diskriminačný level, čo vedie k zarátaniu
väčšiny signálových pulzov. Vo výsledku dochádza k saturácii hladiny. Šum
nevykazuje saturáciu, pretože sa tu započ́ıtava viac tepelných elektrónov
emitovaných z dynód. Ak vykresĺıme pomer signál-̌sum S/N do grafu,
źıskame krivku, ktorú vidiet’ na Obr.2.7. Z grafu je vidiet’, že po-
mer S/N nie je výrazne ovplyvnený nastavenou hodnotou diskriminátoru.
K dosiahnutiu čo najlepš́ıch výsledkov pri merańı vel’mi ńızkych úrovni
svetla, kde sa počet fotónov svetla približuje šumu, by mal byt’ diskriminačný
level nastavený po spoč́ıtańı pomeru S/N z nameraných signálov a šumu.
Pri poč́ıtańı počtu fotónov je odporúčané zvolit’ hodnotu diskriminátoru me-
dzi začiatkom fázy plateau a maximálnym napájaćım napät́ım fotonásobiča
[27].

Obr. 2.7: Závislost’ počtu detekcíı na napájacom napät́ı fotonásobiča
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2.2.2 Optimalizácia nastavenia fotonásobiča

Ciel’om tejto časti práce je nájst’ najvhodneǰsie nastavenie fo-
tonásobiča R2256-02 pre meranie UPE z kože. Hl’adáme tak vhodné nasta-
venie napájacieho napätia fotonásobiča a napätia diskriminátora, pre ktoré
źıskame najvyšš́ı odstup S/N . Meranie prebiehalo podl’a schémy na Obr.2.8.
Vzorka (kĺıčky Mungo (Vigna radiata) a rastlinný olej) bola umiest-
nená do temnej komory na podstavci tak, aby bola čo najbližšie k vstupnému
oknu fotonásobiča.

Obr. 2.8: Usporiadanie pri merańı v temnej komore

2.2.2.1 Pŕıprava vzoriek

Pŕıprava kĺıčkov mungo pre meranie UPE pozostáva z ich povrchovej ste-
rilizácie 70% ethanolom po dobu 1 min. Po uplynut́ı tejto doby sa ethanol
odstráni a kĺıčky sa dezinfikujú 50% dezinfekčným prostriedkom (SAVO,
CZ). Po 8 minútach sa dezinfekčný prostriedok odstráni a kĺıčky sa pre-
myjú 6 krát Q-vodou. Po premyt́ı sa nechajú v Q-vode po dobu
6 hod́ın a každú pol hodinu sa premiešajú. Po uplynut́ı 6 hod́ın sa pre-
sunú do tmavého boxu a nechajú sa kĺıčit’ vo vel’kej Petriho miske s ultra-
čistou vodou. Na Obr.2.9 môžeme vidiet’ použitú vzorku kĺıčkov mungo s od-
stráneným zeleným obalom.
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Obr. 2.9: Použitá vzorka kĺıčkov mungo

Ako druhá vzorka bol zvolený rastlinný olej, ktorý vidiet’ na Obr.2.10.

Obr. 2.10: Použitá vzorka rastlinného oleja

2.2.2.2 Spracovanie signálov

Namerané signály po nač́ıtańı v Matlabe R2012a prevedieme do formátu
csv, s ktorým budeme d’alej pracovat’. Pre d’aľsiu prácu so signálmi je po-
trebné vizuálne prejst’ všetky signály a vyradit’ tie, ktoré sú výrazne nesta-
bilné, pretože pri hl’adańı vhodného nastavenia fotonásobiča bude potrebné
pracovat’ s priemermi týchto signálov. Na Obr.2.11 je ukážka nestabilného
priebehu signálu z kĺıčkov mungo pri diskriminátore -400 mV a napájacom
napät́ı 1500 V a stabilného priebehu pri diskriminátore -500 mV a napájacom
napät́ı 1500 V. Zo všetkých zaznamenaných signálov boli vyra-
dené signály pre nastavenie diskriminátoru -400 mV vo všetkých sériách
merańı kvôli ich nestabilným priebehom.
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Obr. 2.11: Vl’avo – nestabilný priebeh signálu pri napájacom napät́ı 1500 V z kĺıčkov
mungo, vpravo – stabilný priebeh signálu pri napájacom napät́ı 1500 V z kĺıčkov
mungo

V pŕıpade výskytu extrémnej hodnoty v signále ako na Obr.2.12, sa táto hod-
nota nahrad́ı hodnotou NaN. Takéto artefakty boli zvyčajne spôsobené
zapnut́ım pŕıstroja v laboratóriu.

Obr. 2.12: Artefakt v signále z oleja pri napät́ı diskriminátora -600 mV a napájacom
napät́ı fotonásobiča 1600 V

Pre nájdenie vhodného nastavenia fotonásobiča je potrebné vyniest’

závislost’ pomeru signál-̌sum S/N na hodnote napájacieho napätia fo-
tonásobiča. Ukazatel’ S/N vypoč́ıtame podl’a vzt’ahu

S/N =
Signal − Sum

Sum
(2.2.1)

kde signál predstavuje priemerné hodnoty signálu z kĺıčkov alebo oleja pre
danú hodnotu diskriminátora a vysokého napätia a šum predstavuje prie-
merné hodnoty šumu pre danú hodnotu diskriminátora a vysokého napätia .
Pomocný je ešte pomer strednej hodnoty k smerodatnej odchylke µ/σ, ktorý
źıskame podl’a vzt’ahu
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µ/σ =
Signal − sum√
Signal + Sum

(2.2.2)

2.2.2.3 Diskriminátor -500 až -1200 mV

Pre účely prvotnej analýzy, ktorej ciel’om je nájst’ najvhodneǰsie na-
stavenie fotonásobiča R2256-02, prebiehalo meranie pri fixnej hla-
dine diskriminátora v rozmedźı od −400 mV do -1200 mV v 100 mV
kroku a postupnom zvyšovańı napájacieho napätia fo-
tonásobiča od 1300 V do 2200 V v 100 V kroku pri fixnej hladine
diskriminátora. Jeden záznam signálu pri danej hodnote napätia dis-
kriminátoru a vysokého napätia sa zaznamenával po dobu 180 s. Tep-
lota v tmavej komore bola nastavená na 24 ◦C. Celkovo sme źıskali 3 série
dát. Prvá séria obsahuje namerané signály pre jednotlivé hodnoty napätia
diskriminátoru a vysokého napätia pre šum, druhá séria obsahuje namerané
signály z kĺıčkov mungo, tretia séria obsahuje namerané signály z oleja.
Každá séria obsahuje 90 signálov.

V Tab.2.2 sú vynesené najlepšie hodnoty pomeru S/N a po-
meru µ/σ a pŕıslušných hodnôt napájacieho napätia. Najlepšie pomery
S/N a µ/σ pre mungo a olej sú vyznačené farebne. Najlepš́ı pomer S/N pre
signál z munga sme źıskali pri napät́ı diskriminátoru -600 mV a napájacom
napät́ı fotonásobiča 1600 V. Najlepš́ı pomer S/N pre signál z oleja
sme źıskali pri napät́ı diskriminátoru -600 mV a napájacom napät́ı fo-
tonásobiča 1500 V.

Diskriminátor [mV]
Mungo Olej

S
N U S

N
[V ] µ

σ Uµ
σ

[V ] S
N U S

N
[V ] µ

σ Uµ
σ

[V ]

-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 µ/σ a pŕıslušných napájacich napät́ı fotonásobiča
pre diskriminátor -500 mV až -1200 mV
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2.2.2.4 Diskriminátor -500 až -600 mV

Po vyneseńı pŕıslušných pomerov sme sa zamerali podrobneǰsie na
napätia diskriminátora −500 mV až −600 mV a napájacie napätie
fotonásobiča 1550 V až 1750 V. Meranie prebiehalo pri fixnej hla-
dine diskriminátora -500 mV, -550 mV a -600 mV pri postupnom znižovańı
napájacieho napätia fotonásobiča od 1750 V do 1550 V v 25 V kroku. Je-
den záznam signálu pri danej hodnote napätia diskriminátoru a vysokého
napätia sa zaznamenával po dobu 300 s. Teplota v tmavej komore bola na-
stavená na 24 ◦C. Opät’ sme namerali tri sady dát, každá sada merania
obsahuje 27 signálov. Výsledné priebehy sú na Obr.2.13.

Obr. 2.13: Spoč́ıtaný pomer S/N a µ/σ pre zvolené nastavenie napätia diskri-
minátora
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V Tab.2.3 sú vynesené najlepšie hodnoty pomeru S/N a pomeru µ/σ a
pŕıslušných hodnôt napájaćıch napät́ı fotonásobiča. Najlepš́ı pomer S/N sme
pre signál z munga źıskali pri napät́ı diskriminátora -550 mV a napájacom
napät́ı fotonásobiča 1550 V. Najlepš́ı pomer S/N pre signál z oleja sme
źıskali pri napät́ı diskriminátora -500 mV a napájacom napät́ı fotonásobiča
1550 V.

Diskriminátor [mV]
Mungo Olej

S
N U S

N
[V ] µ

σ Uµ
σ

[V ] S
N U S

N
[V ] µ

σ Uµ
σ

[V ]

-500 3,68 1550 8,90 1750 1,72 1550 4,23 1650

-550 4,31 1550 7,76 1675 1,65 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 µ/σ a pŕıslušných napájacich napät́ı fotonásobiča
pre diskriminátor -500 mV až -600 mV

Zvolené nastavenie sa bude použ́ıvat’ pri merańı UPE z l’udských
rúk. Pri výbere najvhodneǰsieho nastavenia fotonásobiča sa rozhodneme
podl’a spoč́ıtaných pomerov S/N pre signály oleja. Priemerné intenzity
signálu z oleja sú nižšie ako priemerné intenzity signálu munga a viac
sa približujú intenzite spontánnej emisie z rúk l’udských subjektov.
Preto ako najvhodneǰsie nastavenie fotonásobiča bolo vybrané napájacie
napätie 1550 V a napätie diskriminátora -500 mV, pri ktorom sme źıskali
najlepš́ı pomer S/N pre olej.
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2.3 Spontánne zmeny UPE

Spontánne zmeny intenzity UPE boli skúmané počas 5 dńı z jedného sub-
jektu. UPE bola zaznámenávaná z palmárnej a dorzálnej strany oboch rúk
pomocou experimentálneho zariadenia poṕısaného v sekcii 2.1.

2.3.1 Informácie o meranom subjekte

Meraný subjekt bol ženského pohlavia vo veku 24 rokov. Subjekt nemal
žiadne kožné ani iné zdravotné problémy a je nefajčiar. Dni pred me-
rańım a počas dńı merania spontánnej UPE sa vyhol použ́ıvaniu krémov.

2.3.2 Oneskorená luminiscencia

Počas merania spontánnej, ale i indukovanej UPE je potrebné zais-
tit’, aby subjekt zotrval dostatočný čas pred merańım v zatemnenej miest-
nosti. Tým sa vyhneme zaznámenávaniu oneskorenej luminiscencie, ktorá
súviśı s expoźıciou meraného subjektu svetlu. Na Obr. 2.14 môžeme vidiet’

nameraný signál UPE bez adaptácie subjektu na tmu z dorzálnej strany
pravej ruky. Subjekt pred merańım vykonával bežné činnosti v osvetlenej
miestnosti. Z grafu je vidiet’, že približne za dobu 120 s poklesol signál
UPE na úroveň intenzity spontánnej UPE. Ak subjekt zámerne vystav́ı
dorzálnu stranu rúk svetlu po dobu 5 minút je pokles intenzity meranej
UPE pomaľśı. Na úroveň spontánnej UPE klesne približne za dobu 300 s.

Obr. 2.14: UPE z dorzálnej strany ruky bez adaptácie subjektu na tmu (vl’avo –
bez zámerného vystavenia rúk svetlu, vpravo – po zámernom vystaveńı rúk svetlu)
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Aby sme zabezpečili, že pri merańı UPE nebude signál obsahovat’ onesko-
renú luminiscenciu strávi subjekt pred merańım minimálne 20 minút v za-
temnenej manipulačnej miestnosti.

2.3.3 Postup merania

V priebehu každého dňa bolo zaznamenaných celkom 5 sád dát obsahujúcich
signál šumu fotonásobiča a signály UPE z oboch rúk.

Prvá sada merańı začala o 09:00 z dlane pravej ruky, o 9:15 z dlane l’avej
ruky, 09:30 z chrbta pravej ruky a 09:45 z chrbta l’avej ruky. Meranie d’aľśıch
sád dát prebiehalo v dvojhodinových intervaloch v danom porad́ı. Posledná
sada merańı začala o 17:00.

Subjekt pred merańım a po merańı dodržiaval nasledujúci postup:

• Pred každou sadou merańı UPE zotrval meraný subjekt v zatemnenej
manipulačnej miestnosti minimálne 20 minút. Manipulačná miestnost’

bola osvetlená iba monitorom PC a LED osvetleńım pŕıstrojov.

• Pred každou sadou merańı bol zaznamenaný šum fotonásobiča.

• Pred každým merańım UPE boli zaznamenané nasledujúce hodnoty:
teplota v miestnosti a vlhkost’ vzduchu v miestnosti (digitálny tep-
lomer s vlhkomerom Proskit NT-312), teplota v tmavej komore (re-
gulátor teploty Omron E5CN-H), relat́ıvna kysĺıková saturácia sub-
jektu (SpO2) a tepová frekvencia subjektu (pulzný oximeter Nonin
9590 Onyx), povrchová teplota danej časti ruky subjektu (infračervený
lekársky teplomer NFS 100).

• Minimálne 1 minútu pred začiatkom každého merania UPE z da-
nej časti ruky vložil subjekt ruku do tmavej komory a stabilizo-
val ju na podstavci.

• Po namerańı signálu UPE z danej časti ruky sa zaznamenali opät’

hodnoty SpO2, tepová frekvencia a povrchová teplota daného miesta
ruky.

2.3.4 Spracovanie nameraných dát spontánnej UPE

Namerané dáta boli prevedené do formátu csv a následne spracované v
Matlabe R2012a a RStudio 0.99.486. Extrémne hodnoty v signáloch boli
nahradené hodnotou NaN. Pre samotné spracovanie bol použitý záznam
UPE s trvańım 230 s (N = 230).

Pri hodnoteńı zmien intenzity spontánnej UPE nás budú zauj́ımat’

zmeny intenzity UPE počas jedného dňa a zmeny intenzity UPE počas
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všetkých dńı. Na Obr.2.15 vid́ıme prvotnú vizualizáciu signálov, bez od-
stránenia šumu fotonásobiča. Z grafov vidiet’ fluktuácie spontánnej UPE
subjektu od 09:00 do 17:45 počas 5 dńı zo všetkých meraných polôh rúk.

Pre vizualizáciu bolo zvolené zobrazenie pomocou krabicových grafov
(boxplotov). Ĺınia, ktorá prechádza každým boxom predstavuje výberový
medián, vzdialenost’ medzi vrchnou a spodnou čast’ou boxu reprezentuje me-
dzikvartilové rozsahy (rozdiel 3. a 1. kvartilu). Z každého boxu vystupujú
z hornej a dolnej časti fúzy. Znamienkom + sú označené odl’ahlé hodnoty,
ktoré sú väčšie ako 1,5 násobok medzikvartilového rozpätia od hornej a dol-
nej časti každého boxu [29].

Obr. 2.15: Boxplot nameraných signálov spontánnej UPE počas dňa

Z boxplotov vid́ıme rozdiely v rámci meraného dňa, no ne-
vieme určit’ medzi ktorými meraniami je štatisticky významný roz-
diel. Preto sme uskutočnili neparametrické štastistické testovanie v RS-
tudio 0.99.486. Zvolený bol štatistický baĺık dunn.test, ktorý predsta-
vuje neparametrický Kruskall-Wallis test s mnohonásobným porovnávańım
Dunn testom. Baĺık nám umožňuje testovat’ rozdiely v rozdeleńı pre-
mennej medzi viacerými súbormi. Výstupom testu je hodnota testo-
vej štatistiky Kruskall-Wallis, stupne vol’nosti, p - hodnota a hod-
noty testovej štatistiky a p - hodnoty pre párové pozorovania [30].
Pre náš účel bola testovaná vždy skupina merańı, ktorá odpovedá jednému
dňu a všetkým časom merańı v rámci daného dňa, tzn. že testujeme 5 na-
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meraných signálov (napr. signály UPE pravej dlane z 1. dňa pre čas
09:00, 11:00, 13:00, 15:00, 17:00) na zvolenej hladine významnosti α = 0,05.
Za štatisticky významný rozdiel medzi nameranými signálmi UPE sme
považovali výsledok, pre ktorý plat́ı, že p - hodnota < α.

Z výsledkov štatistického testovania môžeme tvrdit’, že pre všetky merané
polohy ruky a všetky dni sme mali štatisticky významný rozdiel v rámci
jednotlivých merańı v čase od 09:00 do 17:45.

Následne sme sa podrobneǰsie zamerali na jednotlivé polohy ruky a roz-
diely nameraných signálov UPE v rámci jednotlivých časov a dńı. To zna-
mená, že nás zauj́ımajú rozdiely medzi kombináciami nameraných signálov
UPE v rámci meraných časov pre jednotlivé dni.

Pre dl’aň pravej ruky sme štatisticky nevýznamný rozdiel v name-
raných signáloch UPE zaznamenali pre nasledujúce dni a časy: 1. deň
(11:00 a 17:00), 2. deň (11:00 a 15:00), 3. deň (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. deň
(11:00 a 13:00, 11:00 a 15:00, 13:00 a 15:00), 5. deň (13:00 a 15:00).

Pre dl’aň l’avej ruky sme štatisticky nevýznamný rozdiel zaznamenali pre:
1. deň (11:00 a 15:00), 2. deň (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. deň (09:00 a 11:00, 09:00 a 13:00,
11:00 a 13:00, 15:00 a 17:00), 4. deň (11:00 a 15:00, 11:00 a 17:00,
15:00 a 17:00), 5. deň (13:00 a 15:00, 13:00 a 17:00, 15:00 a 17:00).

Pre chrbát pravej ruky sme štatisticky nevýznamný rozdiel zaznamenali
pre: 1. deň (09:00 a 15:00, 09:00 a 17:00, 15:00 a 17:00), 2. deň (09:00 a 13:00),
3. deň (09:00 a 13:00, 11:00 a 13:00), 4. deň (11:00 a 13:00, 13:00 a 15:00),
5. deň (11:00 a 13:00).

Pre chrbát l’avej ruky sme štatisticky nevýznamný rozdiel zazname-
nali pre: 1. deň (09:00 a 15:00, 11:00 a 15:00, 11:00 a 17:00), 2. deň
(09:00 a 11:00, 09:00 a 13:00, 11:00 a 13:00), 4. deň (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. deň (09:00 a 13:00, 15:00 a 17:00).

Podobne sa môžeme pozriet’ na fluktuácie nameraných signálov v rámci
všetkých meraných dńı ako je vidiet’ na Obr.2.16.
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Obr. 2.16: Boxplot nameraných signálov spontánnej UPE v rámci meraných dńı

Podobne ako v predchádzajúcom pŕıpade nevieme určit’ štatisticky
významné rozdiely nameraných signálov UPE a preto sme opät’

využili štatistický baĺık dunn.test. Pre testovanie rozdielov sme použili
signály pre rovnaký čas v rámci jednotlivých dńı, tzn. že testujeme
opät’ 5 signálov (napr. signály UPE pravej dlane pre čas 09:00 z 1., 2., 3., 4.,
5. dňa merania). Testovali sme na zvolenej hladine významnosti α = 0,05.

Pre všetky merané polohy ruky a všetky časy sme zaznamenali štatisticky
významný rozdiel meraných signálov spontánnej UPE.

Následne sme sa opät’ podrobneǰsie zamerali na rozdiely v rámci testo-
vanej skupiny signálov.

Pre dl’aň pravej ruky sme štatisticky nevýznamný rozdiel v nameraných
signáloch UPE zaznamenali pre nasledujúce časy a pŕıslušné dni merania:
09:00 (2. a 3. deň), 11:00 (2. a 4. deň), 13:00 (1. a 3., 1. a 5., 3. a 5. deň),
15:00 (2. a 4., 2. a 5., 4. a 5. deň).

Pre dl’aň l’avej ruky sme štatisticky nevýznamný rozdiel v nameraných
signáloch UPE zaznamenali pre nasledujúce časy a pŕıslušné dni merania:
09:00 (2. a 3., 3. a 4. deň), 11:00 (2. a 3., 2. a 4., 3. a 4. deň), 13:00 (1. a 2.,
1. a 4., 2. a 5. deň), 15:00 (1. a 2, 1. a 4., 2. a 5. deň), 17:00 (1. a 4. deň).

Pre chrbát pravej ruky sme štatisticky nevýznamný rozdiel v name-
raných signáloch UPE zaznamenali pre nasledujúce časy a pŕıslušné dni
merania: 09:00 (1. a 4. deň), 11:00 (1. a 4. deň), 13:00 (1. a 2., 2. a 4. deň),
15:00 (2. a 4., 2. a 5., 4. a 5. deň), 17:00 (1. a 5. deň).
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Pre chrbát l’avej ruky sme štatisticky nevýznamný rozdiel v nameraných
signáloch UPE zaznamenali pre nasledujúce časy a pŕıslušné dni merania:
09:00 (1. a 2., 1. a 3., 1. a 4., 3. a 4. deň), 11:00 (2. a 3., 2. a 4., 3. a 4.,
1. a 5., 2. a 5. deň), 13:00 (1. a 3., 1. a 4., 3. a 4. deň), 15:00 (2. a 4., 2. a 5.,
4. a 5. deň), 17:00 (2. a 3., 4. a 5. deň).

2.3.5 Spontánne zmeny UPE počas dňa

V nasledujúcej časti práce sa zameriame na zmeny UPE počas dňa, pretože
nás zauj́ıma ako sa meńı intenzita UPE meraného subjektu v rámci dňa, a či
zmeny intenzity vykazujú určitý vzor.

Pri analýze spontánnych zmien UPE počas dňa budeme praco-
vat’ so signálmi po odč́ıtańı priemerného šumu fotonásobiča, ktorý bol za-
znamenaný pred každou sadou merania. Na Obr.2.17 vid́ıme rozdiely v pul-
zoch/s medzi nameranými signálmi pre pŕıslušnú čast’ ruky.

Intenzita spontánnej emisie z pravej dlane vykazovala počas
všetkých 5 dńı merańı pokles medzi 09:00 a 11:00. Medzi 11:00 a 13:00 došlo
počas 4 dńı k zńıženiu intenzity spontánnej UPE a počas 1 dňa k zvýšeniu.
Medzi 13:00 a 15:00 došlo počas 4 dńı k zvýšeniu intenzity emi-
sie a počas 1 dňa k jej zńıženiu. Medzi 15:00 a 17:00 došlo
počas 3 dńı k zvýšeniu intenzity spontánnej emisie a počas 2 dńı k zńıženiu
intenzity.

Intenzita spontánnej emisie z l’avej dlane vykazovala pokles emisie
počas 4 dńı medzi 09:00 a 11:00 a nárast počas 1 dňa. Medzi 11:00 a 13:00
došlo počas 3 dńı k poklesu intenzity a 2 dńı k nárastu. Medzi 13:00 a 15:00
došlo počas 4 dńı k nárastu intenzity spontánnej UPE a počas 1 dňa k po-
klesu a medzi 15:00 a 17:00 došlo počas 4 dńı k nárastu emi-
sie a počas 1 dňa k poklesu.

Intenzita spontánnej emisie z chrbta pravej ruky vykazovala počas 4 dńı
pokles medzi 09:00 a 11:00 a počas jedného dňa vykazovala nárast.
Počas 3 dńı došlo k nárastu intenzity medzi 11:00 a 13:00 a počas 2 dńı k po-
klesu. Počas 4 dńı došlo k nárastu medzi 13:00 a 15:00 a počas jedného k po-
klesu. Medzi 15:00 až 17:00 došlo k poklesu intenzity spontánnej emisie
počas 3 dńı a počas 2 dńı došlo k nárastu intenzity spontánnej UPE.

Intenzita spontánnej emisie z chrbta l’avej ruky vykazovala pokles
počas 4 dńı medzi 09:00 až 11:00 a počas 1 dňa nárast. Počas 2 dńı
došlo k poklesu medzi 11:00 a 13:00 a počas 3 dńı k nárastu inten-
zity. Počas 3 dńı došlo k nárastu intenzity spontánnej emisie medzi
13:00 a 15:00 a počas 2 dńı k poklesu. Medzi 15:00 a 17:00 došlo počas 3 dńı
k nárastu a počas 2 dńı k poklesu spontánnej UPE.
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Obr. 2.17: Rozdiel spontánnej UPE medzi jednotlivými časmi merania

Z výsledkov by sa dalo usudzovat’, že intenzita spontánnej emisie sub-
jektu vykazuje pokles medzi 09:00 a 11:00 a medzi 13:00 až 15:00 vykazuje
nárast. V d’aľśıch časoch boli zmeny intenzity rôzne a neukazujú tak na jed-
noznačný vzor.

Následne sme spoč́ıtali priemerné rozdiely v intenzite meranej UPE
medzi časmi merańı vo všetky dni merania. Priemerné hodnoty sme
spoč́ıtali z absolútnych hodnôt rozdielov inteźıt. Výsledky sú v Tab.2.4.
Najvýrazneǰsie hodnoty priemerných rozdielov sú zvýraznené farebne. Je
vidiet’, že k zmenám intenzity UPE dochádzalo z každej meranej polohy
ruky rôzne. Ak sa pozrieme na celkové priemerné hodnoty rozdielov intezity
UPE, tak je vidiet’, že najvyššiu priemernú hodnotu zmien v rámci meraného
dňa sme pozorovali pri merańı intenzity UPE pravej dlane.
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Rozdiel časov Pravá dlaň L’avá dlaň Pravý chrbát L’avý chrbát

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 časmi merańı (hod-
noty sú uvedené v pulzoch/s)

2.3.6 Spontánne zmeny UPE počas meraných dńı

Intenzitu UPE sme zaznámenávali počas 5 dńı, preto nás môže
zauj́ımat’, ako sa menila intenzita v rámci týchto dńı merańı pre jednot-
livé časy merania. Zist́ıme tak, či zmeny intenzity UPE vykazujú určitý
vzor v rámci dńı merania.

Na Obr.2.18 vid́ıme rozdiely spontánnej UPE medzi jednotlivými dňami
merańı. Z grafov je vidiet’, že pre dlane oboch rúk bol rozdiel spontánnej
UPE najvýrazneǰśı medzi 4. a 5. dňom v čase 09:00.

Pre chrbát pravej ruky sme zaznamenali najvýrazneǰśı rozdiel spontánnej
UPE medzi 3. a 4. dňom merania v čase 17:00.

Pre chrbát l’avej ruky sme zaznamenali najväčš́ı rozdiel spontánnej UPE
medzi 4. a 5. dňom v čase merania 13:00.

Počas všetkých časov merania okrem 17:00 došlo medzi
4. a 5. dňom k nárastu intenzity spontánnej emisie.
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Obr. 2.18: Rozdiel spontánnej UPE medzi dňami merańı

Z výsledkov merańı nie je vidiet’ jednoznačný vzor v zmene in-
tenzity UPE v rámci meraných dńı. U každej meranej polohy ruky
dochádzalo k zmenám rôzne s inými úrovňami.

V Tab.2.1 sú uvedené priemerné zmeny intenzity medzi meranými
dňami, ktoré sú spoč́ıtané pre všetky časy merańı z absolútnych hodnôt
rozdielov intenźıt. Najvyššie priemerné hodnoty sú vyznačené farebne.
Je vidiet’, že okrem chrbta pravej ruky sme zaznamenali najvyššie prie-
merné rozdiely medzi 5. a 4. dňom merania. K najvýrazneǰśım zmenám
dochádzalo na chrbte pravej ruky.

Rozdiel dńı Pravá dlaň L’avá dlaň Pravý chrbát L’avý chrbát

2. a 1. 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 dňami merańı (hod-
noty sú uvedené v pulzoch/s)
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2.3.7 Vplyv spontánnych zmien teploty na intenzitu UPE

Ciel’om merania povrchovej teploty daného miesta meranej končatiny bolo
zistit’, či intenzita spontánnej UPE môže byt’ ovplyvnená povrchovou tep-
lotou subjektu. Na Obr.2.19 vid́ıme graf závislosti priemerných hodnôt
spontánnej UPE na priemernej povrchovej teplote subjektu spolu s histo-
gramom početnost́ı.

Obr. 2.19: Závislost’ priemernej spontánnej UPE na priemernej povrchovej teplote
subjektu

Z Obr.2.19 je vidiet’, že povrchová teplota subjektu má tendenciu
koĺısat’ medzi hodnotami 34 až 36 ◦C, 32 ◦C a 26 až 30 ◦C. Aby sa po-
tvrdil vzor zmien povrchovej teploty a potvrdilo sa, že nejde o chybu
merania, zaznamenával subjekt povrchovú teplotu počas jedného
dňa od 08:00 do 20:00 v 30 minutových intervaloch pre všetky me-
rané polohy rúk. Počas dňa vykonával bežné činnosti. Výsledný
histogram teplôt je na Obr.2.20. Z histogramov je vidiet’, že po-
vrchová teplota meraného subjektu sa pohybuje v intervaloch me-
dzi 34 až 36 ◦C a 26 až 30 ◦C a namerané povrchové teploty subjektu počas
merania spontánnej UPE sa nepovažujú za chybu merania.
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Obr. 2.20: Histogramy povrchovej teploty subjektu zaznamenanej počas jedného
dňa z palmárnej a dorzálnej strany oboch rúk

Pre zistenie sily vzt’ahu medzi priemernou povrchovou teplotou a prie-
mernou intenzitou spontánnej UPE bola použitá korelačná analýza.
Pre výpočet bola zvolená neparametrická metóda, pretože nevyžaduje nor-
malitu dát. Pomocou RStudia bol spoč́ıtaný Kendallov korelačný koefi-
cient, označovaný τ a p – hodnota, ktorú porovnáme so zvolenou hla-
dinou významnosti α = 0,05. Kendallov korelačný koeficient bol zvo-
lený pre výpočet pretože sa dá uplatnit’ aj v pŕıpade výskytu tzv. zviazaných
porad́ı (tied ranks) [31].

Spoč́ıtaný koeficient korelácie je τ = 0,23 a predstavuje tak slabý po-
zit́ıvny vzt’ah priemernej povrchovej teploty subjektu a priemernej intenzity
spontánnej UPE. P – hodnota je rovná 0,0008, plat́ı tak, že α > p – hod-
nota, čo znač́ı, že korelačný koeficient τ je významný na zvolenej hladine α.

2.3.8 Vplyv SpO2 na intenzitu UPE

Pred merańım a po merańı spontánnej UPE subjekt zaznamenával
hodnotu SpO2 pomocou pulzného oximetru pre účely korelačnej
analýzy, pretože sa naskytá otázka, či intenzita UPE môže byt’ ovplyv-
nená práve SpO2. Na Obr.2.21 vid́ıme graf závislosti priemerných hodnôt
UPE na priemerných hodnotách SpO2 počas merania.
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Obr. 2.21: Závislost’ priemernej spontánnej UPE na priemernej SpO2

Rovnako ako v pŕıpade povrchovej teploty bol spoč́ıtaný korelačný ko-
eficient τ = 0,038 a jeho hodnota naznačuje neexistenciu korelácie me-
dzi SpO2 a spontánnou UPE. Spoč́ıtaná p – hodnota je rovná 0,618. Zvolená
hladina významnosti α = 0,05. Korelačný koeficient τ je nevýznamný na zvo-
lenej hladine α, pretože plat́ı α < p – hodnota.
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2.4 Zmeny UPE vyvolané aplikáciou oxidantu

Indukované zmeny UPE boli vyvolané povrchovou aplikáciou oxidantu.
Ako oxidant bol zvolený H2O2, ktorý sa nanášal na palmárnu a dorzálnu
stranu rúk subjektu. Pred všetkými meraniami subjekt zotrval 20 minút s ru-
kou uloženou na podstavci v tmavej komore. Subjekt aplikoval oxidant po-
mocou pipety a nanesené množstvo rovnomerne rozotrel po danej časti ruky
pomocou ochranných rukav́ıc.

Ciel’om týchto experimentov bolo analyzovat’ vplyv aplikácie exogénneho
oxidantu na intenzitu meranej UPE a vyšetrit’ vplyv rôznych kon-
centrácíı na meranú intenzitu UPE. Experimentmi sme chceli potvr-
dit’, že po aplikácíı oxidantu skutočne dochádza k nárastu intenzity UPE
[14].

2.4.1 Luminiscencia H2O2

Experimenty s merańım UPE po aplikácii H2O2 na povrch rúk meraných
subjektov sú založené na predpoklade, že H2O2 sám nevykazuje žiadnu lumi-
niscenciu. Aby sme potvrdili tento predpoklad uskutočnili sme nasledujúci
experiment.

Luminiscencia H2O2 bola skúmaná pomocou 3% H2O2. Pred me-
rańım sme zaznamenali šum fotonásobiča. Potom sme na podstavec v tma-
vom boxe uložili Petriho misku a opät’ namerali signál, č́ım sme si ove-
rili, že použitá Petriho miska nevykazuje žiadnu luminiscenciu. Na túto
misku sme potom napipetovali 240 µl 3% H2O2 a opät’ zaznamenali signál.

Výsledné priebehy sú na Obr.2.22, z ktorých vidiet’, že signál za-
znamenaný s prázdnou Petriho miskou a s Petriho miskou s H2O2 mal
podobné intenzity. Aby sme potvrdili, že rozdiely medzi nameranými
signálmi sú štatisticky nevýznamné uskutočńıme štatistické testovanie
pomocou baĺıka dunn.test v RStudio 0.99.486 na hladine významnosti
α = 0,05. Štatisticky významný rozdiel (p - hodnota < α) bol zaznamenaný
medzi signálom šumu a Petriho misky (p - hodnota = 0,001) a signálom
šumu a Petriho misky s H2O2 (p - hodnota = 0,001). Štatisticky
nevýznamný rozdiel sme zaznamenali medzi signálom Petriho misky a Pet-
riho misky s H2O2 (p - hodnota = 0,490). Rozdiel medzi signálom
šumu a Petriho misky mohol byt’ spôsobený pŕıpadnými nečistotami na Pet-
riho miske. Dôležité je, že rozdiel medzi signálom Petriho misky a Pet-
riho misky s H2O2 je štatisticky nevýznamný, čo nám umožňuje predpo-
kladat’, že H2O2 nevykazuje luminiscenciu.
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Obr. 2.22: Šum fotonásobǐsa, luminiscencia Petriho misky a luminiscencia Petriho
misky s 240 µl H2O2

2.4.2 Porovnanie H2O a H2O2

Aby sme potvrdili predpoklad, že k zmene intenzity UPE môže
dôjst’ aplikáciou exogénnych oxidantov, nanesieme na povrch
ruky 20 µl H2O a 20 µl 0,3% H2O2. H2O nepatŕı do skupiny oxidan-
tov, preto by nemala ovplyvnit’ intezitu UPE. H2O2 je oxidant, ktorý
by mal viest’ k zvýšeniu intenzity UPE.

Výsledné priebehy UPE z palmárnej strany pravej ruky po nane-
seńı 20 µl H2O a 20 µl 0,3% H2O2 sú na Obr.2.23. Z grafu je vidiet’, že po ap-
likácíı H2O2 došlo k prudkému zvýšeniu intenzity až na hodnotu 90 pul-
zov/s s pomalým návratom k pôvodným hodnotám spontánnej UPE. Tým
sme potvrdili predpoklad, že aplikáciou oxidantu dochádza k zvýšeniu in-
tenzity UPE.

Rozdiely medzi signálmi šumu fotonásobiča, spontánnej
UPE a UPE po aplikácíı H2O sme otestovali rovnako ako v predchádzajúcom
pŕıpade. Štatisticky významný rozdiel bol zaznamenaný medzi šumom
fotonásobiča a spontánnou UPE a šumom fotonásobiča a UPE po ap-
likácíı H2O (p - hodnota < 0,001), rozdiel medzi nameranou
UPE a UPE po aplikácíı H2O bol takisto štatisticky významný
(p - hodnota = 0,002). Z toho vyplýva, že nanesenie H2O na povrch
ruky meraného subjektu oplyvnilo intenzitu meranej UPE v po-
rovnańı s intenzitou UPE bez aplikácie H2O. Rozdiel by mohol byt’

spôsobený tým, že povrchová teplota subjektu sa zvyčajne pohybuje v roz-
sahu 34 až 36 ◦C a aplikovaná H2O mala izbovú teplotu, ktorá bola 24 ◦C.
Teplotný rozdiel by mohol byt’ pŕıčinou zmeny intenzity UPE po ap-
likácíı H2O.
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Obr. 2.23: Priebeh spontánnej UPE a UPE po aplikácii 20 µl H2O a 20 µl
0,3% H2O2

2.4.3 Vplyv aplikovaného objemu H2O2 na intenzitu UPE

Pre d’aľsie meranie indukovaných zmien UPE vyvolaných povrchovou ap-
likáciou H2O2 muśıme zvolit’ najvhodneǰśı objem H2O2. Objem muśı byt’

dostatočne malý, aby sa povrch rúk, čo najskôr osušil pred samotným
zaznamenávańım, ale muśı byt’ dostatočne vel’ký na to, aby efekt H2O2

bol po osušeńı pokožky ešte zretel’ný.
Vplyv aplikovaného objemu 0,3% H2O2 na intenzitu UPE bol za-

znamenávaný postupne od aplikácie 240 µl, 160 µl, 80 µl a 20 µl
0,3% H2O2 na palmárnu stranu pravej ruky.

Pre názorneǰsie porovnanie bola spoč́ıtaná pre každý zaznamenaný
signál plocha pod krivkou (AUC, Area Under Curve) ako integrál podl’a
času v Matlabe R2012a.

Z Obr.2.24 je vidiet’, že najvyšš́ı nárast intenzity UPE bol dosia-
hnutý po aplikácii 240 µl 0,3% H2O2 a so znižujúcim objemom kle-
sala aj počiatočná intenzita UPE po naneseńı H2O2. Je vidiet’, že hod-
noty AUC sú vel’mi podobné v pŕıpade aplikácie 240 µl a 160 µl. Po ap-
likácii 240 µl H2O2 bol nárast počiatočnej intenzity vyšš́ı, no zároveň pokles
bol prudš́ı ako v pŕıpade aplikácie 160 µl H2O2, čo ovplyvnilo výsledné
hodnoty AUC. Pomaľśı návrat do pôvodného stavu v pŕıpade aplikácie
160 µl H2O2 by mohol byt’ spôsobený krátkym časovým intervalom medzi
aplikáciami H2O2.
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Obr. 2.24: Priebeh UPE po aplikácii rôznych objemov 0,3% H2O2

Ako najvhodneǰśı objem H2O2 bol zvolený objem 20 µl H2O2, pretože
počiatočný nárast intenzity UPE je stále dostatočný a zároveň sa pri tomto
objeme ruka po aplikácíı osuš́ı najskôr, vd’aka čomu je možné zaznamenávat’

UPE takmer ihned’ po naneseńı oxidantu.

2.4.4 Opakovaná aplikácia oxidantu

Pri merańı zmeny intenzity UPE po aplikácii oxidantov na pokožku ruky
je dôležité vediet’, ako vplýva opakovaná aplikácia oxidantu na intenzitu
meranej UPE.

3% H2O2 bol v objeme 20 µl aplikovaný 6 krát na dorzálnu stranu pra-
vej ruky. Medzi každou aplikáciou oxidantu uplynulo vždy 530 s (400 s
záznam UPE, 130 s pŕıprava pre d’aľsiu aplikáciu). Výsledné grafy sú zo-
brazené na Obr.2.25. Je vidiet’, že efekt H2O2 na počiatočnú intenzitu
UPE bol najvýrazneǰśı po prvej aplikácii H2O2. Po 3. aplikácii začala mat’

každá d’aľsia aplikácia H2O2 vel’mi podobný efekt na priebeh UPE, ako vi-
diet’ z vypoč́ıtaných hodnôt AUC.

Rovnaké meranie sme uskutočnili s časovým odstupom 3 hod́ın, pretože
nás zauj́ımalo, či mohlo za daný časový interval dôjst’ k obnove oxidat́ıvneho
stavu kože. Opät’ sme 6 krát za sebou aplikovali 20 µl 3% H2O2. Výsledné
priebehy UPE sú na Obr.2.25.

Z grafu je vidiet’, že po 3 hodinách nedošlo k úplnej obnove stavu
kože, pretože aplikovaný H2O2 nemá rovnaký efekt na intenzitu UPE.
Z vypoč́ıtaných hodnôt AUC je vidiet’, že sú nižšie ako po prvej sade me-
rańı a vykazujú saturáciu po 3. aplikácii. To znamenaná, že pri zazna-
menávańı UPE po aplikácii externých oxidantov na pokožku rúk muśıme
uvažovat’ znižujúci sa efekt oxidantu na UPE a poč́ıtat’ s časom, ktorý je po-
trebný pre obnovu pôvodného stavu kože.
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Obr. 2.25: Hore – priebeh UPE po aplikácii 20 µl 3% H2O2 6 krát za sebou, dole –
priebeh UPE po aplikácii 20 µl 3% H2O2 6 krát za sebou po uplynut́ı 3 hod́ın

2.4.5 Aplikácia rôznych koncentrácíı H2O2

Pri experimentoch s aplikáciou exogénnych oxidantoch nás môže zauj́ımat’

efekt koncentrácie aplikovaného oxidantu na meranú UPE. Zauj́ıma
nás, či so zvyšujúcou sa koncentráciou aplikovaného oxidantu sa zvyšuje
efekt oxidantu na meranú UPE.

Efekt rôznych koncentrácii na priebeh UPE sa skúmal aplikáciou 0,3%,
0,8% a 3% H2O2, ktorý sa nanášal v danom porad́ı. Výsledné priebehy
zaznamenaných signálov UPE z dorzálnej a palmárnej strany sú na Obr.2.26.

Z vypoč́ıtaných hodnôt AUC pre pravú dl’aň vidiet’, že plocha pod
krivkou je väčšia v pŕıpade aplikácie 0,3% H2O2 ako po aplikácíı
0,8% H2O2. To môže byt’ spôsobené tým, že prvá aplikácia na pokožku
môže mat’ výrazneǰśı efekt na signál UPE ako d’aľsie aplikácie. Ak sa po-
zrieme na graf pre dorzálnu stranu ruky, tak vid́ıme, že hodnota
AUC sa zvyšuje s rastúcou koncentráciou aplikovaného H2O2. Po ap-
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likácii na dl’an ale aj chrbát pravej ruky sme najvyšš́ı efekt na zaznamenaný
signál UPE dosiahli po aplikácii 3% H2O2.

Obr. 2.26: Priebeh UPE po aplikácii 20 µl 0,3%, 0,8% a 3% H2O2

Z výsledkov tak môžeme usudzovat’, že s rastúcou koncentráciou apliko-
vaného H2O2 rastie aj efekt na meranú UPE.
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2.4.5.1 Opakované merania s rôznymi koncentráciami

Meranie s rôznymi koncentráciami sme uskutočnili 3 krát za se-
bou s ciel’om zistit’, ako sa zmeńı priebeh zaznamenávanej UPE po viacerých
aplikáciach rôznych koncentrácii H2O2.

V 3 opakovaniach sme postupne za sebou aplikovali 20 µl 0,3%, 0,8%
a 3% H2O2. Opakovanie experimentov bolo uskutočnené za sebou bez časovej
prestávky.

Na Obr.2.27 vid́ıme výsledné priebehy namerané z pravej dlane. Ak sa za-
meriame na spoč́ıtané hodnoty AUC, tak vid́ıme, že po druhej ap-
likácii sú nižšie pre všetky aplikované koncentrácie H2O2. V pŕıpade 3. ap-
likácie sú hodnoty AUC nižšie pre 0,3% a 0,8% H2O2, ale pre 3%
H2O2 je hodnota AUC vyššia ako po 2. aplikácii.

Na Obr.2.28 vid́ıme priebehy UPE po aplikácíı rôznych kon-
centrácíı 3 krát za sebou z chrbta pravej ruky. Ak sa opät’ zame-
riame na spoč́ıtané hodnoty AUC, tak je vidiet’, že sa znižujú s každou
d’aľsou aplikáciou H2O2 pre všetky použité koncentrácie H2O2. V Tab.2.6 sú
uvedené vyč́ıslené rozdiely AUC medzi jednotlivými aplikáciami pŕıslušnej
koncentrácie H2O2.

H2O2
Pravá dl’aň Pravý chrbát

1. a 2. aplikácia 2. a 3. aplikácia 1. a 2. aplikácia 2. a 3. aplikácia

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 opakovanými aplikáciami rozdielných koncentrácii
H2O2 (hodnota v zátvorke vyjadruje percentuálny rozdiel medzi aplikáciami, kladná
hodnota vyjadruje pokles a záporná hodnota nárast medzi aplikáciami)

Podobne ako v pŕıpade aplikácie rovnakej koncentrácie H2O2 viac
krát za sebou, aj tu muśıme brat’ do úvahy, že po viacerých aplikáciach
H2O2 dochádza k zmene oxidat́ıvneho stavu kože a tým aj k zmene
efektu H2O2 na meranú UPE.
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Obr. 2.27: Priebeh UPE po aplikácii 20 µl 0,3%, 0,8% a 3% H2O2 3 krát za sebou
z palmárnej strany pravej ruky
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Obr. 2.28: Priebeh UPE po aplikácii 20 µl 0,3%, 0,8% a 3% H2O2 3 krát za sebou
z dorzálnej strany pravej ruky

53



2.5. ZMENY UPE VYVOLANÉ APLIKÁCIOU ANTIOXIDANTU

2.5 Zmeny UPE vyvolané aplikáciou antioxidantu

V poslednej časti diplomovej práce sa zameriame na zmeny UPE po aplikácii
antioxidantu a oxidantu na pokožku rúk. Ako antioxidant bola zvolená kyse-
lina askorbová (vitamı́n C) a ako oxidant bol zvolený H2O2. Pri experimen-
toch sme aplikovali 20 µl 5 mM roztoku kyseliny askorbovej a 20 µl 3% H2O2

pomocou pipety. Nanesené množstvo sme rovnomerne rozotreli po zvolenej
časti ruky pomocou ochranných rukav́ıc.

Ciel’om týchto experimentov bolo analyzovat’ vplyv aplikácie anti-
oxidantu na povrch rúk a potvrdit’ tak, že po aplikácii antioxidantu
dochádza k zńıženiu intenzity UPE [12].

2.5.1 Interakcia H2O2 a kyseliny askorbovej

Ked’že efekt kyseliny askorbovej na intenzitu UPE budeme vyšetrovat’ po-
mocou aplikácie kyseliny askorbovej a následnej aplikácie H2O2 na danú
čast’ ruky, naskytá sa otázka, či samotná interakcia nemôžeme byt’ zdrojom
fotónov. Pre analýzu interakcie kyseliny askorbovej a H2O2 bol uskutočnený
nasledujúci experiment.

Na čistú Petriho misku sme napipetovali 40 µl H2O2 a zazname-
nali signál. Potom sme k H2O2 napipetovali 40 µl 5 mM roztoku kyse-
liny askorbovej a zaznamenali signál. Výsledné priebehy sú na Obr.2.29.
Z výsledných priebehov by sme mohli usudzovat’, že interakcia H2O2 s kyse-
linou askorbovou nie je zdrojom fotónov. Aby sme predpoklad štatisticky
overili, uskutočnili sme testovanie pomocou baĺıka dunn.test. Štatisticky
významný rozdiel na hladine významnosti α = 0,05 bol zaznamenaný me-
dzi signálom Petriho misky a Petriho misky s H2O2 (p - hodnota < 0,001).
Dôležité je, že sme zaznamenali štatisticky nevýznamný rozdiel medzi
signálmi Petriho misky s H2O2 a Petriho misky s H2O2 a kyselinou askor-
bovou (p - hodnota = 0,387). Z výsledkov tak usudzujeme, že interakcia
H2O2 a kyseliny askorbovej nie je zdrojom fotónov.
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Obr. 2.29: Interakcia 40 µl 3% H2O2 s 40 µl 5 mM roztoku kyseliny askorbovej

2.5.2 Opakovaná aplikácia kyseliny askorbovej

V nasledujúcej časti nás bude zauj́ımat’ efekt opakovanej ap-
likácie 20 µl 5 mM roztoku kyseliny askorbovej na meranú UPE. Chceme
tak zistit’, či aplikácia kyseliny askorbovou bude viest’ k zńıženiu intenzity
UPE a ako bude na intenzitu meranej UPE vplývat’ opakovaná aplikácia
rovnakého objemu kyseliny askorbovej.

Na Obr.2.30 vid́ıme priebeh UPE po opakovanej aplikácíı 20 µl 5 mM
roztoku kyseliny askorbovej. Z grafu je vidiet’, že po prvej aplikácíı kyseliny
askorbovej dochádza k poklesu intenzity meranej UPE z priemernej hod-
noty 34 pulzov/s na priemernú hodnotu 25,4 pulzov/s pre dl’aň l’avej ruky.
Po d’aľśıch aplikáciach sú intenzity meranej UPE nižšie a pohybujú sa v prie-
mernej hodnote 20,5 pulzov/s. Štatisticky významný rozdiel na hla-
dine významnosti α = 0,05 bol zaznamenaný medzi signálom spontánnej
UPE a UPE po 1. aplikácíı kyseliny askorbovej (p - hodnota < 0,001),
d’alej medzi signálom UPE po 1. a 2. aplikácíı (p - hodnota < 0,001), me-
dzi signálom UPE po 3. a. 4. aplikácíı (p - hodnota = 0,002). Štatisticky
nevýznamný rozdiel bol zaznamenaný medzi signálmi UPE po 2. a 3. ap-
likácíı kyseliny askorbovej (p - hodnota = 0,378) a medzi 4. a 5. aplikáciou
kyseliny askorbovej (p - hodnota = 0,111).

Z chrbta l’avej ruky došlo k poklesu z priemerných hodnôt intenzity
30 pulzov/s na 28,3 pulzov/s po prvej aplikácii kyseliny askorbovej. Po-
stupne došlo k poklesu až na priemernú hodnotu 25 pulzov/s. Štatisticky
významný rozdiel v signáloch UPE bol zaznamenaný medzi spontánnou
UPE a 1. aplikáciou kyseliny askorbovej (p - hodnota < 0,001), medzi
signálmi UPE po 1. a 2. aplikácíı (p - hodnota < 0,001) a medzi signálmi
UPE po 3. a 4. aplikácii (p - hodnota < 0,001). Štatisticky nevýznamný roz-
diel sme zaznamenali medzi 2. a 3. (p - hodnota = 0,311) a medzi 4., a 5. ap-
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likáciou kyseliny askorbovej (p - hodnota = 0,082).
Z grafu je vidiet’, že efekt kyseliny askorbovej na meranú UPE bol

výrazneǰśı po aplikácii na dl’aň meraného subjektu, kde bol pokles intenźıt
výrazneǰśı. Medzi signálom UPE a signálom UPE po 1. aplikácii kyseliny
askorbovej sme zaznamenali štatisticky významný rozdiel pre l’avú aj pravú
dlaň a preto usudzujeme, že aplikácia kyseliny askorbovej ovplyvňuje in-
tenzitu UPE a to tak, že vedie k zńıženiu intenzity meranej UPE. Ďaľsie
aplikácie vedú k d’aľsiemu zńıženiu intenzity meranej UPE, no pre obe me-
rané polohy sme źıskali štatisticky nevýznamný rozdiel medzi 2. a 3. a me-
dzi 4. a 5. aplikáciou kyseliny askorbovej.

Obr. 2.30: Priebeh UPE po aplikácíı 20 µl 5 mM roztoku kyseliny askorbovej 5 krát
za sebou
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2.5.3 L’avo – pravá symetria jednej ruky

Pre d’aľsie experimenty budeme na povrch ruky nanášat’ kyselinu askor-
bovú a H2O2. Aby sme mohli poṕısat’ efekt kyseliny askorbovej roz-
deĺıme si ruku na dve časti - l’avú a pravú ako vidiet’ na Obr.2.31. Na obe
časti nanesieme 20 µl H2O2. Ideálne chceme, aby sa priebehy nameranej
UPE z l’avej a pravej strany ruky čo najviac zhodovali. Ak sa budú zhodovat’,
môžeme pre d’aľsie merania použ́ıvat’ ruku rozdelenú na dve časti, čo nám
lepšie umožńı poṕısat’ efekt kyseliny askorbovej.

Obr. 2.31: Rozdelenie ruky na pravú a l’avú čast’

Výsledné priebehy meranej UPE po aplikácii
20 µl 3% H2O2 na l’avú a pravú čast’ chrbta pravej ruky vidiet’ na Obr.2.32.
Z grafov je vidiet’, že priebehy meranej UPE sa v rámci 4 merańı z l’avej a pra-
vej časti ruky približovali, no neboli úplne rovnaké, čo dokazujú spoč́ıtané
hodnoty AUC v Tab.2.7.

Najväčš́ı percentuálny rozdiel hodnôt AUC sme źıskali po 4. ap-
likácii H2O2 na l’avú a pravú čast’. Najmenš́ı percentuálny rozdiel
spoč́ıtaných hodnôt AUC sme źıskali po 3. aplikácii. AUC z l’avej časti chrta
pravej ruky dosahovala vyššie hodnoty ako z pravej časti ruky. Priemerný
percentuálny rozdiel AUC bol 15 %. Rozdiel môže byt’ spôsobený tým, že
ruka nemusela byt’ rozdelená na dve časti úplne symetricky, pretože rozde-
lenie na časti subjekt uskutočnil okumetricky. Mohlo sa teda stat’ že plocha
l’avej časti ruky bola väčšia ako plocha pravej časti ruky.
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Obr. 2.32: Priebeh UPE po aplikácíı 20 µl 3% H2O2 na pravú a l’avú stranu ruky

Meranie L’avá čast’ Pravá čast’ Rozdiel l’avej a pravej časti

1. 33 452 27 919 5533 (17 %)

2. 28 296 24 453 3843 (14 %)

3. 24 125 22 027 2098 (9 %)

4. 21 322 16 923 4399 (21 %)

Tab. 2.7: Spoč́ıtané hodnoty AUC pre pravú a l’avú čast’ jednej ruky a vyč́ıslené
rozdiely AUC

Hoci rozdiel medzi hodnotami AUC z l’avej a pravej časti ruky nie je za-
nedbatel’ný, budeme rozdelenie jednej ruky na časti použ́ıvat’ pre d’aľsie expe-
rimenty. Pre źıskanie kvalitneǰśıch výsledkov by bolo potrebné plochu ruky
rozdelit’ na časti presneǰsie, napr. pomocou presne definovaného osovo sy-
metrického geometrického tvaru za pomoci d’aľsej osoby.
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2.5.4 Efekt ošetrenia kože kyselinou askorbovou

Ciel’om nasledujúcich experimentov bolo poṕısat’ efekt ošetrenia po-
vrchu kože antioxidantom na meranú UPE po aplikácii oxidantu.
Predpokladáme, že po ošetreńı kože nebude efekt oxidantu taký
výrazný ako v pŕıpade neošetrenej časti ruky.

Pre experimenty s ošetreńım kože roztokom kyseliny askorbovej bu-
deme použ́ıvat’ rozdelenie ruky na dve časti. Na pravú čast’ ruky na-
nesieme 20 µl 5 mM roztoku kyseliny askorbovej a po osušeńı nane-
sieme na danú čast’ ruky 20 µl 3% H2O2 a zaznamenáme UPE. Po zazname-
nańı UPE nanesieme na l’avú čast’ ruky 20 µl 3% H2O2 bez predchádzajúceho
ošetrenia kyselinou askorbovou.

Výsledné priebehy meranej UPE sú na Obr.2.33. V Tab.2.8 sú uve-
dené vyč́ıslené hodnoty AUC pre obe ruky a ich l’avú a pravú čast’.
Je vidiet’, že rozdiel medzi ošetrenou a neošetrenou stranou ruky bol
výrazneǰśı z chrbta l’avej ruky. Hodnota percentuálneho rozdielu AUC bola
vyššia ako priemerná hodnota percentuálneho rozdielu AUC v pŕıpade ap-
likácie H2O2 na obe strany ruky, ktorý je uvedený v predchádzajúcej časti
práce. Preto by sme mohli uvažovat’, že ošetrenie kyselinou askorbovou
mohlo mat’ v tomto pŕıpade efekt na výslednú intenzitu UPE. V dru-
hom pŕıpade, pri aplikácii na pravý chrbát je rozdiel medzi hod-
notami AUC nižš́ı a tak sa nezdá, že ošetrenie kyselinou askorbo-
vou malo v tomto pŕıpade efekt na výslednú intenzitu UPE. Z výsledkov
tak vyplýva, že v pŕıpade chrbta l’avej ruky mohlo mat’ ošetrenie kyselinou
askorbovou efekt na výslednú UPE po aplikácíı H2O2 a v pŕıpade chrbta
pravej ruky pravdepodobne ošetrenie kože nemalo efekt na výslednú UPE.

Pre zlepšenie výsledkov daného experimentu by bolo potrebné opät’ zp-
resnit’ rozdelenie ruky na dve časti a použit’ roztok s vyššou koncentráciou
kyseliny askorbovej. Meraný subjekt v daný deň uskutočnil na oboch
rukách iné experimenty, čo mohlo mat’ tiež vplyv na výsledky experi-
mentu, pretože došlo k zmenám oxidat́ıvneho stavu kože. Preto by bolo
vhodné uskutočnit’ tieto experimenty na koži, ktorá nebola dlhš́ı čas vysta-
vená zámernému pôsobeniu oxidantov a antioxidantov.
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2.5. ZMENY UPE VYVOLANÉ APLIKÁCIOU ANTIOXIDANTU

Obr. 2.33: Priebeh UPE po aplikácíı 20 µl kyseliny askorbovej a 3% H2O2 na pravú
stranu ruky a 20 µl H2O2 aplikovaných na l’avú stranu ruky

Ruka L’avá čast’ Pravá čast’ Rozdiel l’avá a pravá čast’

L’avá 39 180 31 473 7707 (20 %)

Pravá 22 340 19 499 2841 (13 %)

Tab. 2.8: Spoč́ıtané hodnoty AUC pre pravú a l’avú čast’ chrbta pravej a l’avej ruky
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Diskusia

Ciel’om diplomovej práce bolo nájst’ vhodné nastavenie fotonásobiča
HAMAMATSU R2256-02 a toto nastavenie použit’ pre analýzu spontánnych
zmien UPE a zmien UPE po povrchovej aplikácíı oxidantov a antioxidantov.

Meranie spontánnych zmien prebiehalo v rámci 5 dńı. Meranie prebie-
halo od 09:00 do 17:45 a subjekt väčšinu svojho dňa strávil v zatemnenej
manipulačnej miestnosti. Mechanizmus generovania UPE a mechanizmus
oplyvňovania intenzity UPE nie je ešte plne objasnený a preto je dôležité
brat’ do úvahy všetky faktory, ktoré môžu mat’ vplyv na zmenu fy-
zického či psychického stavu subjektov a tým vplyv na intenzitu UPE.
Jedným z takýchto faktorov môže byt’ pobyt v tme. Meraný subjekt je zvyk-
nutný na pravidelné striedanie svetla a tmy a meranie spontánnej UPE
toto striedanie narušilo, pretože subjekt trávil väčšinu svojho dňa v tme.
Tým by mohlo dôjst’ k zmenám hladiny niektorých hormónov a tieto
zmeny by mohli mat’ vplyv na fyziologické funkcie ako napr. koĺısanie telesnej
teploty ale aj funkcia antioxidačného systému. Je však otázne, či počas 5 dńı
merańı v tme by mohlo dôjst’ k zmenám hladiny hormónov, ktoré by ovplyv-
nili fyziologické funkcie. Na potvrdenie zmien by bolo potrebné uskutočnit’

rôzne biochemické testy. Ďaľśım možným faktorom, ktorý by mohol ovplyv-
nit’ výslednú intenzitu UPE je poloha ruky pri merańı, ktorá je hlavne pri me-
rańı z l’avej ruky značne nepohodlná. Hoci meranie UPE prebiehalo krátko,
niekedy sa stalo, že subjekt pocit’oval mravenčenie v danej končatine.
Pre určenie či daná poloha ruky neovplyvňuje meranú UPE by bolo
vhodné analyzovat’ pletysmografickú krivku z danej ruky počas mera-
nia UPE, pretože meranie relat́ıvnej SpO2 pred merańım a po merańı
neukázalo koreláciu medzi SpO2 a intenzitou UPE. Ak by sme zazna-
menávali pletysmografickú krivku počas celého merania, mohli by sme vi-
diet’ zmeny, ktoré nemôžeme zachytit’ použit́ım pulzného oximetru pred me-
rańım a po merańı UPE, pri ktorom máme ruku umiestnenú v pohodlnej
polohe. Ďalej by bolo vhodné zaznamenávat’ vlhkost’ vzduchu v tmavej ko-
more, hoci je komora teplotne regulovatel’ná, pŕıtomnost’ ruky meraného
subjektu by mohla oplyvnit’ podmienky v komore.

V rámci analýzy zmien intenzity UPE po aplikácii H2O2 sme zis-
tili, že aplikácia H2O2 vedie k prudkému nárastu intenzity s po-
malým návratom do pôvodného stavu, č́ım sme potvrdili výsledky iných
prác, ktoré pozorovali podobný priebeh [14]. Zauj́ımavá čast’ diplomo-
vej práce sa však týka zmien intenzity UPE po opakovaných aplikáciach
H2O2 na povrch kože meraného subjektu. Tu sme pozorovali, že d’aľsie
aplikácie vedú k zńıženiu počiatočného efektu H2O2 na intenzitu UPE.
Z výsledkov sa zdá, že sa koža postupne adaptuje na opakované vysta-
venie H2O2. Celý organizmus je vel’mi komplexný systém a nájst’ presné
vysvetlenie bude vel’mi t’ažké aj vzhl’adom na to, že mechanizmus vzniku
UPE nie je plne objasnený. Aj cez tieto prekážky sa pokuśıme predložit’
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dve možné vysvetlenia. Na ruku sme si aplikovali H2O2, ktorý je po-
trebný pre Fentonovú reakciu, čo je reakcia H2O2 s prechodnými kovmi
(Fe2+, Cu+) za vzniku HO• [5]. Dostupnost’ prechodných kovov pre Fen-
tonovú reakciu je pravdepodobne hlavným faktorom tvorby HO• [33].
Je tak možné, že opakovanou aplikáciou H2O2 dochádza k zmenšovaniu
dostupnosti prechodných kovov, ktoré sú potrebné pre Fentonovú reak-
ciu a tvorbu HO•, čo môže viest’ následne k zmenšovaniu intenzity UPE.
Druhým dôvodom môže byt’ činnost’ enzýmu kataláza, ktorá katalyzuje roz-
pad H2O2 na vodu a molekulárny kysĺık [6]. Exogénna aplikácia H2O2 prav-
depodobne vedie k zvýšeniu aktivity katalázy a tak sa zvyšuje aj rozklad
H2O2 [32]. To by mohlo viest’ k tomu, že po 1. aplikácíı H2O2 na pokožku
dôjde k zvýšeniu aktivity enzýmu, čo môže byt’ dôvodom, že pri d’aľśıch ap-
likáciach dochádza k zvýšeniu rozkladu H2O2 a tým následnému znižovaniu
efektu H2O2 na meranú UPE.

Experimentmi s aplikáciou kyseliny askorbovej na pokožku rúk sme po-
tvrdili daný predpoklad, že aplikácia antioxidantu vedie k zńıženiu in-
tenzity UPE [12]. Efekt zńıženia intenzity UPE po aplikácii kyseliny
askorbovej bol viditel’neǰśı z dlane meraného subjektu, čo by mohlo
súvisiet’ s hrúbkou vrstvy kože na dlani a chrbte rúk.
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Záver

V rámci diplomovej práce sme našli vhodné nastavenie fotonásobiča
HAMAMATSU R2256-02 pre detekciu ultra slabej emisie fotónov
(UPE) z rúk l’udských subjektov. Nastavenie sme vybrali podl’a najvyššieho
odstupu signál-̌sum S/N z nameraných signálov UPE vzorky rastlinného
oleja. Pre olej sme sa rozhodli na základe toho, že intenzita UPE
oleja je nižšia ako druhej použitej vzorky - kĺıčkov mugo a viac sa tak
približuje hodnotám intenzity UPE l’udských subjektov. Na základe toho
bolo zvolené napájacie napätie fotonásobiča 1550 V a napätie diskri-
minátora -500 mV.

Zvolené nastavenie fotonásobiča bolo použité pri analýze spontánnych
zmien UPE jedného subjektu počas 5 dńı. Každý deň bolo zazname-
naných 5 sád signálov UPE dorzálnej a palmárnej strany oboch rúk v dvoj-
hodinových intervaloch. Medzi nameranými signálmi sme určili štatisticky
významné rozdiely (p - hodnota < α). Z výsledkov testovania môžeme tvr-
dit’, že v rámci každej sady dát, ktorá predstavuje 5 nameraných signálov
(napr. signály UPE v rámci 1. dňa merania počas všetkých časov mera-
nia a napr. signály UPE v rámci všetkých meraných dńı a konkrétneho
času merania z pravej dlane) sme źıskali štatisticky významné roz-
diely. Následne sme od nameraných signálov odč́ıtali pŕıslušnú hodnotu
šumu a vyniesli rozdiely medzi jednotlivými časmi a jednotlivými dňami.
V rámci spontánnych zmien počas dňa sa zdá, že intenzita UPE klesá me-
dzi 09:00 a 11:00 a vykazuje nárast medzi 13:00 a 15:00. V rámci všetkých
meraných dńı a pŕıslušného času merania sme neobjavili žiaden vzor
fluktuácíı intenzity UPE. Počas merańı sme zaznámenávali povrchovú tep-
lotu subjektu a SpO2 pre účely korelačnej analýzy. Na základe spoč́ıtaného
Kendallovho korelačného koeficientu môžeme usudzovat’ na slabý po-
zit́ıvny vzt’ah medzi povrchovou teplotou a intenzitou UPE (τ = 0,230,
p - hodnota = 0,0008) a na nulovú koreláciu medzi SpO2 a intenzitou UPE
(τ = 0,038, p - hodnota = 0,6180).

Zvolené nastavenie fotonásobiča sme d’alej použili pri analýze zmien
intenzity UPE po aplikácíı exogénnych oxidantov a antioxidantov.
Ako prvú sme uskutočnili analýzu zmien UPE po aplikácíı oxidan-
tov, pri ktorej bol ako oxidant zvolený H2O2. Uskutočnili sme via-
cero experimentov s H2O2, ktorých ciel’om bolo poṕısat’ zmeny inten-
zity UPE. Z experimentu s použit́ım H2O a H2O2 sme zistili, že po ap-
likácii H2O2 dochádza k prudkému nárastu intenzity UPE s po-
malým návratom do pôvodného stavu. Po aplikácíı rôznych objemov
H2O2 s rovnakou koncentráciou sme zistili, že s rastúcim objemom
H2O2 rastie aj počiatočný nárast intenzity UPE. V d’aľsom experi-
mente sme 6 krát za sebou aplikovali 20 µl 3% H2O2. Z prvej sady me-
rańı sme zistili, že medzi 1., 2. a 3. aplikáciou dochádza k výrazneǰśım
poklesom intenzity UPE ako po d’aľśıch aplikáciach. Z 2. sady me-

63



rańı, ktorá bola uskutočnená o 3 hodiny neskôr sa zdá, že nedošlo k ob-
nove stavu kože, pretože aplikovaný H2O2 mal pri všetkých aplikáciach
nižš́ı efekt ako počas 1. sady merańı. Následne sme analyzovali vplyv
rôznych koncentrácíı H2O2 na intenzitu UPE. Najvýrazneǰśı nárast inten-
zity UPE sme zaznamenali po aplikácíı 3% H2O2. V poslednom experimente
zameranom na analýzu zmien intenzity UPE po aplikácíı oxidantov na po-
vrch rúk sme v 3 opakovaniach aplikovali v tomto porad́ı 20 µl 0,3%, 0,8%,
3% H2O2. Rozdiel hodnôt spoč́ıtanej plochy pod krivkou (AUC) medzi 1. a 2,
2. a 3. aplikáciou 0,3%, 0,8% H2O2 ukazuje, že s každou d’aľsou aplikáciou
došlo k poklesu intenzity UPE pre obe merané polohy ruky. Pri aplikácíı
3% H2O2 došlo k poklesu medzi 1. a 2., 2. a 3. aplikáciou z dorzálnej
strany pravej ruky. Z palmárnej strany pravej ruky došlo medzi 2. a 3. ap-
likáciou k nárastu intezity UPE.

Pri analýze zmien UPE po aplikácíı exogénnych antioxidan-
tov na pokožku rúk sme ako antioxidant zvolili kyselinu askorbovú.
Pri opakovanej aplikácii kyseliny askorbovej 5 krát za sebou sme zazna-
menali štatisticky významný rozdiel medzi signálom UPE a signálom
UPE po 1. aplikácii. Po aplikácii kyseliny askorbovej došlo k zńıženiu
intenzity UPE. Ďaľsie aplikácie vedú k d’aľsiemu zńıženiu intenzity
UPE, avšak štatisticky nevýznamný rozdiel sme zaznamenali medzi 2. a 3.,
4. a 5. aplikáciou kyseliny askorbovej. V d’aľsom experimente sme chceli
potvrdit’, že môžeme pre experimenty použ́ıvat’ jednu ruku rozdelenú na dve
časti (napr. chrbát pravej ruky rozdelený na pravú a l’avú čast’), čo by nám
lepšie umožnilo poṕısat’ efekt ošetrenia kože kyselinou askorbovou.
Pre experiment sme použili H2O2. Bohužial’ sme neźıskali rovnaké hodnoty
AUC pre pravú a l’avú stranu ruky, no výsledky naznačujú, že rozdelenie
ruky na dve strany by bolo použitel’né, ak by sme zvolili presneǰśı po-
stup pri deleńı ruky na časti. Pri poslednom experimente sme rozdelenie
ruky na dve časti použili, pretože nás zauj́ımal efekt ošetrenia kože kyselinou
askorbovou, no muśıme poč́ıtat’ s tým, že rozdelenie ruky na dve časti
nebolo pravdepodobne presné. Experiment z chrbta pravej ruky ukázal
rozdiel medzi hodnotami AUC ošetrenej a neošetrenej časti ruky, v pŕıpade
chrbta l’avej ruky bol rozdiel medzi ošetrenou a neošetrenou čast’ou ruky
malý. Počas všetkých experimentov neboli pozorované žiadne viditel’né
povrchové zmeny stavu kože meraného subjektu.

V rámci diplomovej práce sme optimalizovali nastavenie fotonásobiča
pre meranie UPE z rúk l’udských subjektov, uskutočnili sme analýzu
spontánnych zmien UPE, analýzu vplyvu povrchovej teploty sub-
jektu a SpO2 na intenzitu UPE a analýzu zmien UPE po aplikácíı
exogénných oxidantov a antioxidantov.
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Zoznam použitých
skratiek a symbolov
UPE Ultra slabá emisia fotónov
ROS Reakt́ıvne formy kysĺıka
O2

•– Superoxidový aniónový radikál
H2O2 Peroxid vod́ıka
HO• Hydroxylový radikál
1O2 Singletový kysĺık
UV Ultrafialové žiarenie
ROO• Peroxylový radikál
RO• Alkoxylový radikál
O2 Molekulárny kysĺık
ROOH Hydroperoxid
NO2

• Radikál oxidu dusičitého
RNS Reakt́ıvne formy duśıka
DNA Deoxyribonukleová kyselina
SOD Superoxid dismutáza
CAT Kataláza
GPx Gluthation peroxidáza
ROOR Dioxetan
ROOOR Tetraoxid
3(R––O)* Tripletové excitované karbonyly
P∗ Excitovaný pigment
IR Infračervené žiarenie
CIE Medzinárodná komisia pre osvetlenie
CIPM Medzinárodný výbor prie miery a váhy
CCD Nábojovo viazaná štruktúra

MIS Štruktúra kov-izolant-polovodič
SiO2 Oxid kremičitý
OPN Oblast’ hlbokého ochudobnenia
SPE Jednofotónové udalosti
LLD Najnižšia úroveň diskiminantu
ULD Najvyššia úroveň diskriminantu
SpO2 Relat́ıvna kysliková saturácia
AUC Plocha pod krivkou
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centuálny rozdiel medzi aplikáciami, kladná hodnota vyjad-
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2.6 Výstupné pulzy a diskriminačný level . . . . . . . . . . . . . 25
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1011134413002224.

[19] Understanding Photomultipliers. Uxbridge: ET Enterprises, 2011.
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