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Seznam zkratek a oznaceni
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uv
VIS

Xe lampa

9,10-antracendiyl-bis(methylen)dimalonova kyselina
d-aminolevulova kyselina

Akridinova oranz

Cypridina luciferin

Prenos naboje

1,3-difenylizobenzofuran

Ptenos elektronové energie

Efekt zvysené propustnosti a retence
Elektronové vibra¢ni pfenos energie
Flavinmononukleotid

Derivaty hematoporfyrinu

Nizkodenzitni lipoproteiny

Laserem indukovana optoakusticka spektroskopie
Methylenova modr

Merocyanin 540

Fotodynamicka terapie

Rentgenem buzena fotodynamicka terapie
1-H fenalenon

Protoporfyrin IX

Bengélska cerven

Reaktivni formy kysliku

Rentgenové zareni
5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyrin
Casové rozlisené teplotni ¢ockovani
Ultrafialové zareni

Zareni z viditelné ¢asti spektra

Xenonova lampa



1 Uvod

Singletovy kyslik, excitovany stav standardné se vyskytujici molekuly kysliku, je
z hlediska potencialu pro vyuziti v chemii, biologii ¢i mediciné velmi zajimava mo-
lekula. Z portfolia aplikaci, které byly pro singletovy kyslik nalezeny, strhuji velkou
pozornost predevsim aplikace v mediciné, zvlasté pak fotodynamicka terapie.

Je-1i nasim cilem studovat procesy zahrnujici singletovy kyslik, je nezbytné mit
k dispozici nastroje pro detekci této molekuly. A¢ je pro detekci singletového kysliku
popsano nékolik druhtt metod, kazdé z téchto metod mé své specifické nevyhody.

Tato prace prezentuje obecné poznatky o singletovém kysliku a moznosti ne-
piimé detekce pomoci chemickych reakci této molekuly. Hlavni pozornost je véno-
vana absorp¢nim sondam. Vlastnosti absorp¢nich sond, u nichz jsou pro detekci
sledovany zmény absorbance, nelze obecné sumarizovat. Sondy se odlisuji svoji cit-
livosti a specificitou pro singletovy kyslik. Pro experimenty je rovnéz nutno brat
v ivahu rozpustnost sondy ve vybraném rozpoustédle.

Experimenty v ramci této prace byly zaméfeny na studium jodidové absorpéni
sondy a sondy ABDA (9,10-antracendiyl-bis(methylen)dimalonova kyselina), s vy-
hledem jejich pouziti pii produkei singletového kysliku pomoci rentgenového zéfeni.
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2 Teoreticka cast

2.1 Singletovy kyslik

2.1.1 Charakteristika singletového kysliku

V zakladnim energetickém stavu je molekula kysliku charakterizovana dvéma nepa-
rovymi elektrony s paralelnimi spiny v nejvyssim antivazebném m-orbitalu. Takto
popsana Céastice méa tedy multiplicitu 3 a je oznacovana jako triplet. Prejde-li mole-
kula kysliku do excitovaného stavu, muze se vyskytovat v singletovém stavu, tedy
s multiplicitou 1. Rozeznavame singletové stavy oznafované jako 'A, a 'Y, rozli-
Sené usporadanim elektroni v antivazebnych orbitalech 7*. Jako 'A, oznacujeme
stav ¢astice, jejiz dva elektrony v 7* orbitalu jsou sparovany, naopak stav 'Y, je
charakterizovan dvéma nepéarovymi elektrony opa¢ného spinu v 7«* orbitalu, tyto
skute¢nosti zobrazuje obrazek (Lang et al., 2005).

2p H o m P 2p 4+
op Op
+ A
2s + os + 2 He o5 4+
Os Os
02(1Ag] 02(1zg)

Obr. 2.1: Schéma molekulovych orbitali kysliku v singletovych stavech 'A, a '%,

Vzhledem ke spinovému zakazu, ktery plati pro reakce tripletového kysliku s béz-
nymi latkami v singletovém stavu, probihaji reakce s vysokymi aktivacnimi energiemi
(Lang et al., 2005). Naopak reakce singletového kysliku s vétsinou latek jsou spinové
dovolené, coz je pri¢inou vysoké reaktivity kysliku v tomto stavu (Lang et al., [2005)).

Prechod stavu 'A, na stav 3%, je spinové zakdzany, z tohoto plyne pomérné
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dlouha doba Zzivota stavu 'A, — 45 minut v plynné fazi a 107%-107% s v roztocich
(DeRosal, 2002).

Piechod 'Y, —3 3, je také spinové zakazany (Lang et all 2005). Naopak
stav 13, se vyznacuje kratkou dobou Zivota a to 7-12s v plynné fazi a 10~-10""s

v roztocich, prechod tohoto stavu na stav 'A, je totiz spinové dovoleny (DeRosal
2002).

2.1.2 Vznik singletového kysliku

Ke vzniku singletového kysliku vede fada fyzikdlnich, chemickych, fotochemickych
nebo biologickych reakei (Lang et al., 2005). Pfikladem chemické reakce produkujici
singletovy kyslik je reakce HoOy s O2* vedouci ke vzniku reaktivnich forem kys-
liku jako 'O nebo *OH. Obdobné lze k disproporcionaci HyO, vyuzit ClIO~ nebo
[MoOy4|* . V zivych soustavich muze dochézet k tvorbé singletového kysliku pii pro-
cesech katalyzovanych peroxiddzami nebo oxygenézami. (You, 2018)).

Fotosenzibiliza¢ni reakce

Vyuziti fotosenzibilizatori predstavuje jednoduchou a kontrolovatelnou metodu pro ge-
nerovani '0,, ktera vyzaduje pouze kyslik, svétlo p¥isluiné vinové délky a fotosenzi-
bilizator schopny absorpce tohoto svétla a vyuziti jeho energie pro excitaci kysliku
do jeho singletového stavu (DeRosal, 2002).

S, 30,
isc /
hv hvg ic — T,
hv, isc \'
So { s

Obr. 2.2: Mechanismus fotosenzibilizaéni produkce 'O, [Lang et al| (2005)

Dale popsané procesy ilustruje obrazek [2.2] Absorpci svételného kvanta se fo-
tosenzibilizator dostava ze zakladniho stavu Sy do excitovaného singletového stavu
excitace mozné vnitini konverzi ic, fluorescenci, nebo mezisystémovym piechodem
1sc za vzniku tripletového stavu 7). ZhaSeni stavu 7T} muze probihat dvéma typy
reakci a to v zavislosti na formé zhasece. Nedochéazi-li vlivem absence kysliku, nebo
jiného zhasece k zadné reakci muzeme dobu Zzivota excitovaného stavu fotosenzi-
bilizdtoru v tripletovém stavu 7p vyjadrit v zévislosti na rychlostnich konstantach
pro mezisystémovy pirechod k;s. a deaktivaci fosforescenci kyos.

1 1
_ b 2.1
T Tefoss + kise KT (2.1)
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Je-li v systému pritomen kyslik je rychlostni konstanta zhéSeni tripletového
fotosenzibilizatoru k., reprezentovana vztahem , kde konstanta k,[Os] predsta-
vuje soucet rychlostnich konstant bimolekularnich reakei u nichZz dochazi ke zhaseni
kyslikem (Lang et al., 2005] 2004]).

kobs = kT 4 kq[O2) (2.2)

Reakce typu I a II

Reakce typu I pfedstavuje zhaseni tripletového stavu fotosenzibilizatoru molekulami
substratu, nebo rozpoustédla za tvorby radikéali, které mohou dale vstupovat do re-
akci s molekulami kysliku vedoucich ke vzniku reaktivnich forem kysliku.

Je-li excitovany stav fotosenzibilizatoru zhasen molekulou kysliku mluvime o re-
akcich typu II. Tyto reakce mohou probihat pienosem energie za vzniku 'O, nebo
prenosem elektronu za vzniku O5° ", tyto d&je popisuji rovnice a[2.4] kde ke, a ke
oznacuji rychlostni konstanty prislusnych déji (Lang et al., 2004; |DeRosa, [2002)).

Ty + 205 22 So + 10y (2.3)
Ty + 30y 245 P 4 0, (2.4)

Reakci vedouci ke vzniku singletového kysliku konkuruji mimo reakce poskytu-
jici superoxidovy anion-radikil a reakce typu I také jiz diive zminéné zarivé a ne-
zatrivé prechody nebo deaktivace molekuldrnim kyslikem, tyto procesy reprezentuji
rovnice —[2.7 kde Kgosy, Kise a kao, predstavuji piislusné rychlostni konstanty
(DeRosa, 2002)).

T, 2oty S04 (2.5)
Ty fisey 5, (2.6)
Ty + 0, 292 g0 4 0, (2.7)

Samotnou schopnost fotosenzibilizatoru generovat singletovy kyslik kvantifikuje
veli¢ina zvana kvantovy vytézek ®, ktery definujeme jako podil po¢tu preménénych
molekul ku poc¢tu absorbovanych svételnych kvant. Taktéz lze kvantovy vytézek po-
psat vztahem [2.8] kde @7 predstavuje kvantovy vytézek tripletového stavu fotosen-
zibilizatoru, ®., predstavuje uc¢innost prenosu energie a k., predstavuje rychlostni
konstantu prenosu energie (DeRosa, 2002).

ken [02]

Dp = Db, = P
AT Tk fosf + Kise + kq[Os]

(2.8)
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2.1.3 Fyzikalni zhaseni

Fyzikalnim zhaSenim nazyvame proces interakce 'O, se zhageéem vedouci pouze k de-
aktivaci 'O,, bez chemické zmény zhagece. Tento proces ilustruje rovnice , kde Q
reprezentuje molekulu zhasece a k, predstavuje rychlostni konstantu fyzikalniho zhé-
Seni (DeRosa, 2002). Fyzikalni zhaseni muze probihat energetickymi pfechody ozna-
covanymi jako prechod indukovany prenosem naboje, elektronicky-vibra¢ni prechod
a Cisté elektronicky ptechod, jejichz mechanismy jsou popsany nize.

10y +Q 27530, + Q (2.9)

2.1.3.1 Prechod indukovany prenosem naboje

ka; kew kp
Q+'0p == (Q'02)pc == (Q'Oz)cr —= *(Q*Oa)cr — Q + 70, (2.10)
—diff —ex

Pii deaktivaci prostiednictvim pienosu néaboje (CT) dochéazi pii kontaktu mo-
lekuly 'O, a zhagede Q ke tvorbé singletového srazkového komplexu jez piechazi
na singletovy exciplex 1(QIOQ)CT, ktery se stabilizuje pfenosem naboje ze zhéasece
na '0,. Tento komplex prechazi prevazné mezisystémovym piechodem do zaklad-
niho tripletového stavu *(Q*Os)cr, ktery nakonec disociuje na finalni produkty Q a
%0,, schema tohoto procesu uvadi rovnice . Pro vyjadreni celkové rychlostni
konstanty zhageni je nutno zminit, Ze komplex *(Q'O;)cr mitZze mimo deaktivace me-
zisystémovym prechodem podléhat i chemickym reakcim a tedy vysledna rychlostni
konstanta je souc¢tem fyzikalni a chemické komponenty. ZhéSeni pfenosem naboje
piedstavuje hlavni zptisob deaktivace 'O, pomoci mimo jiné alifatickych a aroma-
tickych amint, organickych komplext niklu a chlorofyla (Schweitzer and Schmidt,
2003).

2.1.3.2 Elektronicky-vibra¢ni prechod

Elektronicky-vibra¢ni pfechod (e—v) je proces deaktivace transformujici excitacni
energii molekuly 'O, na vibraéni energii *0, a zhagede. Tento zpiisob deaktivace byl
pozorovan pouze u zhasecu s vysokym oxida¢nim potencidlem a dostatecné vysokou
energii tripletového stavu, vzhledem k tomu, Ze pro zhasece s nizkymi energiemi tri-

pletovych stavi je preferovan prenos naboje, nebo elektronicky prechod. (Schweitzer
and Schmidt), 2003).

2.1.3.3 Elektronicky prechod

Pro deaktivaci singletového kysliku elektronickym prechodem (EET) je nutné, aby
energie excitovaného stavu molekuly zhéSece byla nizsi nez energie singletového
stavu kysliku (nizsf nez 94 kJmol~! v pfipadé singletového stavu kysliku 'A,, nebo
157kJ mol™! v pifpadé stavu 'Y,). Tento proces vede ke vzniku excitovaného stavu
molekuly zhésece.
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O2("Ag) +So — 05(°%,) + Ty (2.11)
OQ(lzg) + So — OQ(?’Eg) + T4 (212)

Rovnice a popisuji dva spinové dovolené elektronické prechody. Rov-
nice popisuje zhése¢ se zadkladnim singletovym stavem S; a tripletovym stavem
s energif niz& nez 94 kJ mol !, takovymi zhageci jsou napiiklad karotenoidy, ftalocy-
aniny, nebo azo-methinova barviva. Druha rovnicd2.12| popisuje ¢astice se zakladnim
singletovym stavem Sy a tripletovym stavem T, s energif nizsf nez 157 kJ mol~! coz
jsou napiiklad fullereny (Schweitzer and Schmidt, [2003]).

2.1.4 Vyuziti singletového kysliku

Pro singletovy kyslik lze nalézt fadu praktickych aplikaci, at uz to jsou oxida¢ni
vlastnosti vyuzivané v syntéze, nebo fototoxicita vyuzivana k ni¢eni mikroorganizmu
pro dezinfekci nebo pfi ¢isténi odpadnich vod. Vyznamné vyuziti nachézi singletovy
kyslik také v mediciné — ve fotodynamické terapii (Lang et al., 20006).

Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie (PDT) je metoda lécby nadorovych a také fady nenado-
rovych onemocnéni, jako jsou napiiklad kozni léze nebo degenerativni choroby oka.
Tato metoda spociva v podéani fotosenzibilizatoru pacientovi, a to intravenézné ¢i lo-
kélné. Fotosenzibilizator je nasledné akumulovan v nddorové tkani, selektivita tohoto
procesu je zpusobena fyziologickou odlisnosti nddorovych a zdravych tkani. Na odlis-
nych charakteristikach téchto tkani je zalozen tvz. EPR (Enhanced Permeability and
Retention) efekt vysvétlujici princip akumulace fotosenzibilizétoru s nosi¢em pouze
v nadorové tkani na zakladé velikosti ¢astic a rozdilné stavby predevsim cévniho
a lymfatického systému, napiiklad, zatimco nanocéstice nejsou schopny ve zdravych
tkanich proniknout mimo cévni systém, stavba cévniho systému nadorové tkané
jim toto umoznuje. Dalsi vlastnosti odlisujici nadorovou tkan jsou napriklad nizké
pH, zptisobené zvysenou glykolytickou aktivitou vedouci k vyssi koncentraci laktéatu,
dale také vyssi pocet receptort nizkodenzitnich lipoproteini (LDL) nebo obsah mak-
rofagi schopnych pohlcovat a monomerizovat fotosenzibilizatory stejné jako 1éciva
vazana na lipoproteiny.

Ozareni pacienta svétlem vhodné vinové délky vede k procesiim blize popsanym
v[2.1.2] Teoreticky vyuzitelny rozsah vlnovych délek je od 600 nm, coz je vlnova délka
poloZzena vySe nez jsou absorpéni pasy hemu, do 1300 nm, vzhledem k tomu, zZe
pii delsich vlnovych délkéch jiz siln€ absorbuje voda. Prakticky vyuzitelné jsou v8ak
jen vlnové délky do ptiblizné 850 nm, protoze je nutné, aby zareni mélo dostatecnou
energii pro vybuzeni fotosenzibilizatoru do stavu schopného produkee 'O, (Juzeniene
et al., 2007; \Golombek et al., 2018).

Singletovy kyslik, vznikajici pfenosem energie z excitovaného fotosenzibiliza-
toru na kyslik rozpustény v tkanich, je cytotoxicky, rakovinné bunky miize nicit
piimo, nebo neprimo poskozenim mikrovaskulatury tumoru, coz poskozuje jeho vy-
zivu. Zpusob, jakym dochézi k bunééné smrti, je zavisly na druhu pouzitého fo-
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tosenzibilizatoru, jeho davce a také na genotypu bunék. Doba Zivota singletového
kysliku je kratka a tim je i jeho dosah limitovany, coz vede k selektivité této metody
lécby (Lang et al.l [2006; |Juzeniene et al., |2007)). Mimo reakci vedoucich ke vzniku
singletového kysliku mohou v prostfedich s nizkym obsahem kysliku probihat také
reakce typu I. V tomto pripadé reaguje excitovany fotosenzibilizator s organickym
substratem. Prenosem elektronu vznika oxidovany substrat a redukovany fotosenzi-
bilizator. Redukovany fotosenzibilizator miize reagovat s kyslikem za vzniku dalsich
reaktivnich forem kysliku, které rovnéz prispivaji k destrukci rakovinnych bunék
(Macdonald and Dougherty, 2001)).

Fotosenzibilizatory vyuzivané pro PDT musi mit fadu vlastnosti. Zjevné je
nutné, aby kvantovy vytézek 'O, byl dostateéné vysoky. Také je tieba, aby fotosen-
zibilizator mél absorpéni maxima v takzvaném terapeutickém okné, tedy v intervalu
maxima dennfho svétla, tedy ve vlnovych délkach 400 — 600 nm, absorpce v této
oblasti by totiz mohla vést k fotosenzitizaci kiize. Fotosenzibilizator by také mél
vykazovat minimalni toxicitu pfi nepfitomnosti zafeni ("temna"toxicita) a po dobu
ozafovani by mél byt fotostabilni (Lang et al., [2006).

Obecné lze fotosenzibilizatory vyuzitelné pro PDT rozdélit do tii generaci.
Prvni generaci predstavuji derivaty hematoporfyrinu (HpD), komeréné vyuzivané
napiiklad pod nazvem Photofrin®. Fotosenzibilizatory této generace nepiedstavuji
presné definované latky, jedna se o smés monomerti, dimert a oligomertu jez jsou
vazany esterovymi, nebo etherovymi vazbami. Mezi nevyhody této generace foto-
senzibilizatora patii az 8 tydnu trvajici fotosenzitivita kiize pacienti, dale absence
pouzitelnych absorpénich past pfi vinovych délkach vétsich nez 650 nm, konkrétné
pro Photofrin® je vyuzivana vlnova délka 630nm a jejich selektivita pro tumory
neni optiméalni (Castano et al.; 2004; |Allison et al., [2004)). Fotosenzibilizatory druhé
generace fadu nevyhod prvni generace eliminuji, jedna se o chemicky cisté latky
s vysokou absorbanci ve vlnovych délkach 650-850 nm, které zptsobuji fotosenzi-
tivitu trvajici kratsi dobu. Do této generace se tadi latky patifici mimo jiné mezi
ftalocyaniny, naftalocyaniny, porfyriny a chloriny. Jako fotosenzibilizatory tieti ge-
nerace jsou oznacovany fotosenzibilizatory druhé generace, jez jsou vazany na nosice,
coz jim dava schopnost selektivni akumulace (Juzeniene et al., [2007)).

R CH,

NaOOC(CH.), CH.

Obr. 2.3: Strukturni vzorec Photofrinu® (Allison et al., 2004)
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Rentgenem buzena fotodynamicka terapie

Je zjevné, ze fotodynamické terapie, jak byla popsana vySe, muze byt vyuzita pouze
k 1é¢bé nadoru a dalsich onemocnéni, k nimz se dostane svétlo. Svétlo v intervalu
vlnovych délek terapeutického okna vSak neni schopné priichodu k hloubéji lokalizo-
vanym ciliim. Tuto nevyhodu eliminuje metoda zvana rentgenem buzena fotodyna-
micka terapie (PDTX), tedy metoda vyuzivajici rentgenové zareni pro buzeni PDT.
Fotosenzibilizatory bézné vyuzivané pro PDT vSak nejsou excitovany rentgenovym
zafenim, proto je nutné toto zareni konvertovat. Tato konverze je zajistovana na-
noscintilatory vazanymi na fotosenzibilizatory. Obdobné jako u fotosenzibilizatori
je nutné, aby tyto nanocastice byly netoxické a snadno biodegradovatelné, ale zaro-
ven stabilni po dobu ozafovani. Fotosenzibilizator pro takovouto aplikaci je nutno
volit s ohledem na emisni spektrum nanoscintilatoru, tedy pro co nejvétsi efekti-
vitu je nutné, aby se absorp¢ni spektrum fotosenzibilizatoru prekryvalo s emisnim
spektrem nanocéstic (Sun et al. 2020)). Nanoscintilatory zkoumané pro jejich vyu-
zitelnost p¥i PDTX jsou mimo jiné LuAG:Pr*" — lutecito-hlinity granat dopovany
praseodymem (Popovich et al., 2018)), CeF3:Th*" — fluorid cerity dopovany terbiem
(Popovich et al., [2016), nebo ZnO:Ga — oxid zine¢naty dopovany galliem (Prochaz-
kova et al., [2019)).

Jiny pristup, bez nutnosti pouziti nanoscitilatoru pro PDTX, nabizi vyvoj nano-
¢astic primo schopnych produkece 'Oq pii ozafeni rentgenovym zafenim. Tuto schop-
nost maji naptiklad nanocastice zalozené na komplexech molybdenu Mog (Kirakei
et al., 2018)).

2.2 Metody detekce singletového kysliku

Metody pouzitelné k detekci singletového kysliku 1ze rozdélit na metody fyzikalni
a chemické. Obdobné lze detekei klasifikovat jako pfimou a nepfimou, kde pfimou
detekci predstavuji metody fyzikdlni, nepfimou potom metody chemické.

2.2.1 Chemické metody

Chemické metody detekce singletového kysliku vyuzivaji jeho reakei vedoucich k cha-
rakteristickym produktim primarni ¢ sekundarni fotooxidace. Nepfimé metody
nejsou ve srovnani s témi prfimymi experimentélné naro¢né a sondy, predevsim fluo-
rescenc¢ni, vykazuji vysokou citlivost. Nevyhodou téchto metod je naopak fakt, ze sa-
motnou detekei dochazi ke spotfebé piitomného 'O, a vyse zminéné reakee, jez jsou
podstatou samotné detekce, nemusi byt specifické pouze pro '0,, ale také pro dalsi
reaktivni formy kysliku. Pro spolehlivost téchto metod je také podstatné lokalizace
sondy v misté tvorby 'O, (Lang et al., 2005; [Li et al., 2013).
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2.2.1.1 Absorp¢ni sondy

Detekce pomoci absorpcénich sond je zaloZena na zménach v absorpénich spektrech,
konkrétné na posunu vinové délky absorp¢niho pasu nebo snizeni absorbance (You,

2015).

Kyselina mocova

Kyselina mocova je absorpéni sonda vyuzitelna pro detekei 'O ve vodném prostiedi.
Pro uréovani kvantovych vytézka 'O, je sledovano odbarvovani (bleaching) — tedy
pokles absorbance predevsim pii vinové délce 292 nm. Absorpéni spektrum vykazuje
zévislost na pH, jak demonstruje obrazek 2.4 Toto je zpusobeno disociaci kyseliny
mocové (ve vodnych roztocich pK, = 5,30; pK,, = 10,72) kdy spektra anionti
kyseliny mocové jsou vudci neutralni molekule posunuta smérem k vyssim vlnovym
délkam (Bregnhgj et al [2019; Rabello et al., 2012)).

1:5 —pH =2
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Obr. 2.4: Absorp¢ni spektrum kyseliny moc¢ové ve vodném roztoku jako funkce pH

(IBregnh@j et al.|7 |2019p

o)
H
N
NH
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H H

Obr. 2.5: Strukturni vzorec kyseliny mocové

Mezi vyhody této sondy patii, jak jiz bylo zminéno, jeji rozpustnost ve vodé,
nenaroc¢nost provedeni méfeni. Také je biokompatibilni a sama nefunguje jako fo-
tosenzibilizator produkujici 'O,. Vyuziti této sondy vsak provazi i jisté nevyhody.
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Kyselina mo¢ova neni specificka pouze pro 'O, neni tedy mozné s jistotou fici, zda
pozorované odbarvovani bylo zpiisobeno 'O,, nebo jinymi reaktivnimi formami kys-
liku. Kyselina mocova taktéz miize zhaset excitované stavy jinych latek pritomnych
v systému, napiiklad mtuze dochazet ke zhéseni tripletového stavu fotosenzibilizatoru
a tedy ovlivnéni vysledného kvantového vytézku 'O,. Srovnani kvantovych vytézki
pro dveé rozdilné koncentrace kyseliny mocové v systému za pouziti fotosenzibiliza-
torti: flavinmononukleotid (FMN), 1-H fenalenon (PNS), bengalska cerven (RB), me-
thylenova modi (MB) a 5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyrin (TPPS), uvadi
tabulka [2.1| (Bregnhgj et al., 2019).

Tab. 2.1: Energie tripletovych stavu fotosenzibilizatori E7, rychlostni konstanty
zhaseni tripletovych stavi kyselinou mocovou kr, a srovnani kvantovych vytézki

10, pro dvé rizné koncentrace kyseliny mocové (Bregnhgj et al., [2019)

Quantum yield of ()_v(u]Aﬂ} production,

Pa*

Triplet state energy, Rate constant of triplet state quenching [UA] = 200
Sensitizer Ep (kJ mol ') by UA, ky (107 m " s 1y% [UA] =0 pm ™M
FMN 3()‘-): 1.6 + 0.2 0.67 + 0.05 0.32 + 0.03
PNS 182° 1.5 +£02 0.97 + 0.06 0.51 £ 0.04
RB 1(143 14 +02 0.76 £ 0.05 0.52 £ 0.04
MB 138° 39 +03 0.52 = 0.05 0.26 £ 0.03
TPPS 138" < 0.05 0.73 = 0.06 0.72 £ 0.06
#Data were recorded in D,O-PBS at pD = 7.8 and thus reflect the effects of UA™. "Data for riboflavin (42). *Data for unsulfonated 1 H-phenalenone
(PN) (43). *From reference (42). Data for unsulfonated tetraphenyl-porphyrin (TPP) (42).

1,3-difenylizobenzofuran (DPBF) je ve vodé nerozpustné spektroskopické sonda vy-
uzitelné k detekei 'O,. Absorpéni maximum mé pii 410 nm, coZ je ilustrovano na ob-
razku [2.6L Samotna detekce je zaloZena na reakci DPBF s !0, vedouci ke vzniku
endoperoxidu, jehoz rozpadem vznikd 1,2-dibenzoylbenzen. Ztrata m-systému izo-
benzofuranu vede ke ztraté charakteristickych spektroskopickych vlastnosti, tedy
snizeni absorbance pii 410 nm. DPBF miize pfi fotoexcitaci fungovat sam jako foto-
senzibilizator produkujici 'O, neni tedy piilis vhodny pro pouziti v piipadech, kdy
je vyuzivana excitacni vinova délka kratsi nez 450 nm.

Obdobné jako kyselina mocova nedisponuje DPBF specificitou pro 'O, a ochotné
reaguje i s dalsimi reaktivnimi formami kysliku, predevsim s O5* . DPBF se vyzna-
Cuje vysokou citlivosti, coz tuto sondu ¢ini vhodnou pro vyuziti v systémech, kde je
produkovano pouze malé mnozstvi 'O,. Pii pouziti této sondy je také nutno dbat
na volbu rozpoustédla, ac¢ se vlastnosti sondy v riznych rozpoustédlech prilis nelisi,
vyjimku tvofi rozpoustédla obsahujici halogeny, v nichz DBPF podléha fotooxidaci
a takovyto systém tedy neni vhodny pro kvantifikaci vzniklého singletového kysliku
(Entradas et al., [2020; Zhang and Li, 2011)).

Mimo pouziti jako absorpéni sondy lze DBPF pouzit také jako fluorescencni
sondu s maximalni intenzitou fluorescence pii 453 nm. Obdobné jako v pripadé sle-

dovéani poklesu absorbance je sledovan pokles intenzity fluorescence (Zhang and Li,
2011)).
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ABDA

9,10-antracendiyl-bis(methylen)dimalonové kyselina (ABDA) je derivat antracenu
jez muze slouzit jako ve vodé rozpustna absorpc¢ni sonda. Absorpéni maxima ma
pii 380nm a 400 nm. Obdobné jako DBPF je detekce zalozena na reakci vedouci
na endoperoxid a tedy na snizeni absorbance v maximech. Strukturu této sondy
a tuto reakci znazoriuje obrazek [2.7]

Mezi vyhody této sondy patii jiz diive zminéna rozpustnost ve vodé a na roz-
dil od difve zminénych absorpénich sond specificita pro 'O, naopak ve srovnani
s DPBF vykazuje zna¢né mensi citlivost a obdobné jako predchozi zminéna sonda
miize ABDA byt fotosenzibilizatorem produkujicim 'O, (Entradas et al., [2020)).

0.8 i 0 min

06+ -
40 min

04| )

02} il

Absorbance

300 400 500 600
Wavelength (nm)

Obr. 2.6: Absopéni spektra (a) ABDA, (b) DPBF pii ozafovani v pfitomnosti foto-

senzibilizatoru RB v zavislosti na case (Entradas et al., |2020))
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Obr. 2.7: Chemickéa struktura DPBF a ABDA a schemata reakei s 'O, (Entradas

ot al] [2020)

Jodometricka detekce

Dalsi z metod vyuzitelnych ve vodném prostiedi je zalozena na reakci 'Oy s 1™ ve-
douci ke vzniku trijodidovych aniontti — prubéh této reakce znézornuji rovnice
a (2.14]), je-li reakce provadéna v mirné kyselém prostiedi a je pfitomen katalyzator
(NH4)2MoOQy, probiha také reakce znazornéna rovnicemi a . Na rozdil
od predchozich zminénych metod detekce je tato metoda zalozena na monitorovani
nartstu absorbance, toto znazorije obrazek [2.8) Konkrétné je sledovan nérist ab-
sorbance I3~ s absorpénim maximem 355nm. Tato metoda se vyznacuje vysokou
citlivosti, aviak neni zcela specificka pro 'O, (Mosinger and Mosinger} [1995)).

10, + 17 — 100~ 2% 100H (2.13)

HOOI + I~ — HOOL,~ — I, + HO,~ ™% [~ + H,0, + OH™  (2.14)
H,05 + 1" +2H" — I, + 2H,0 (2.15)

L+T — 1" (2.16)
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Obr. 2.8: Absorpé¢ni spektrum jodometrického roztoku po ozareni v pritomnosti Por-
fyrinu c¢. Absorpéni spektrum Porfyrinu ¢ bylo odstranéno (Mosinger and Mosinger,

1995)

2.2.1.2 Chemiluminiscen¢ni sondy

Jednim z dalsich druhii sond vyuzitelnych pro detekei singletového kysliku jsou che-
miluminiscen¢ni sondy, tedy sondy, u nichz dochazi k detekci zateni, jez je emitovano
jako dusledek reakce sondy se singletovym kyslikem. Rada téchto sond vyuziva ak-
tivované alkeny, jejichz reakei s 'O, vznikaji 1,2-dioxetany. Takto vznikly produkt
se déle rozpadé za vzniku karbonylové slouc¢eniny v excitovaném stavu. K samotné
emisi zareni dochazi pfi deaktivaci excitovaného stavu vzniklé karbonylové slouce-
niny zarivym prechodem (You, 2018]).

Zastupcem takovychto sond je napiiklad methyl(vinyl)ether substituovany spi-
roadamantylem a aryloxy skupinou, strukturni vzorec této slou¢eniny a schema re-
akce s 'Oy uvadi obrazek Jedna se o sondu s ¢asovou prodlevou mezi zdchytem
'0, a emisi zafeni, je tedy vhodna i pro aplikace, kdy je 'O, generovan fotoche-
micky. Jistou nevyhodou je nutnost pridavku F~ jako spoustéce rozkladu, jenz vede
k emisi zafeni. Tato sonda je pouzitelna ve vodném prostiedi, je specificka pro 10y
a vykazuje vysokou citlivost (MacManus-Spencer et al., [2005)).
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Obr. 2.9: Reakce chemiluminiscenéni sondy s 'O, za vzniku dioxetanu

Dalsi skupinou chemiluminiscen¢nich sond jsou analogy latky zvané Cypridina
luciferin (CLA), tyto sondy jsou citlivé, avSak ne specifické pro singletovy kyslik,
vzhledem k tomu, Ze jsou uvadény jako sondy pro detekci O2* . Také nejsou zcela
vhodné pro piipady, kdy je 'O, generovan fotochemicky, a to kvili bezprostiedni
emisi zafeni po reakci s 'O, (Sugioka et al., [1986; MacManus-Spencer et al., 2005).

O

Obr. 2.10: CLA chemiluminiscené¢ni sonda (You, 2018

Jako chemiluminiscen¢ni sondy jsou vyuzitelné také nékteré komplexy lantha-
noidii, konkrétné se jedné o -diketonatové komplexy Eu'™, Nd™ a Yb™ jez emituji
jak viditelné, tak blizké infra¢ervené zareni (Kazakov and Safarov, 2014).
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Obr. 2.11: Komplexy Eu'™, Nd™ a Yb™ vyuzitelné jako chemiluminiscenéni sondy

(You, [2018)

2.2.2 Fyzikalni metody

Jedna z primych metod detekce singletovych stavi kysliku, bez pouziti sond, je
zalozena na sledovéani fosforescence, a to pii 1270 nm v piipadé nizsiho singletového
stavu 'A, a 765nm u energeticky bohatsiho singletového stavu '3,. V porovnani
s chemickymi metodami neméni tato pfimé metoda slozeni systému, avsak kvantové
vytézky fosforescenci se pohybuji v zavislosti na pouzitém rozpoustédle okolo

10~* — 1077, z ¢ehoZ plyne instrumentalni naro¢nost této metody.

10, je také mozné detekovat pomoci kalorimetrickych metod a to za pouziti
metody TRTL (time resolved thermal lensing) zaloZené na méfeni zmény indexu
lomu v diisledku uvolnéni tepla pii vzniku a reakcich 'Oy nebo LIOAS (laser-induced
optoacoustic spectroscopy) jez detekuje tlakové razy (Lang et al., 2005)).

2.3 Fotosenzibilizatory

Aplikace singletového kysliku ve fotomediciné, predevsim ve fotodynamické terapii
vedly v poslednich letech ke studiu fotosenzibilizatori produkujicich '0,. Jako foto-
senzibilizatory oznac¢ujeme fadu barviv, aromatickych a heterocyklickych slou¢enin
a barevnych kovovych komplext (Lang et al., 2005)). Vhodny fotosenzibilizator by
mél mit nasledujici vlastnosti (DeRosal 2002):

e Vysoky absorpcni koeficient ve spektralni oblasti pouzitého excitacniho svétla

e Tripletovy stav vhodné energie (Ep > 95kJmol™!) pro zajisténi uc¢inného
prenosu energie na kyslik v zakladnim stavu

e Vysoky kvantovy vytézek tripletového stavu (¢r = 0,4) a dlouhou dobu Zivota
tohoto stavu (7r > 1 us)
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e Vysokou fotostabilitu

Samotné procesy vedouci ke vzniku singletového kysliku pii fotosenzitizovanych
reakcich byly blize popsény v kapitole 2.1.2]

2.3.1 Methylenova modr

Methylenova modf je barvivo fadici se mezi fenothiazinové slouceniny. Jeji charakte-
ristické zbarveni je zpiisobeno silnym absorpénim pasem v oblasti 550 — 700 nm. Ab-
sorpéni spektrum methylenové modii je zavislé na koncentraci, vzhledem ke tvorbé
dimeri ve vodnych roztocich. Monomery maji absorp¢ni maximum pii 664 nm, di-
mery pak pfi 590 nm. V etanolovych nebo zfedénych vodnych roztocich, ve kterych
se nenachézeji dimery, dosahuje kvantovy vytézek tripletového stavu methylenové
modii ¢ hodnoty 0,52 a kvantovy vytézek 0y — ¢pp ~ 0.5 (lTa,rdivo et al.|, |2005D.
Noimark et al. uvadi, ze excitace dimerti methylenové modii nevede k vyrazné tvorbé
singletového kysliku, vzhledem k piilis kratké dobé Zivota téchto excitovanych stavii.
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Obr. 2.12: Absorp¢ni spektrum monomeru a dimeru methylenové modii (Tardivo
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Obr. 2.13: Strukturni vzorec methylenové modfi
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2.3.2 Bengalska cerven

Bengalska cerven je tetrajodo-substituovany derivat xantenu vyuzitelny jako foto-
senzibilizator produkujici 'O, jak ve vodném prostiedi tak v prostedi nizsich al-
koholu. Absorpéni maximum tohoto barviva se nachézi v zelené oblasti viditelného
spektra, konkrétni vilnova délka, pfi niz dosahuje absorpce maxima, je pak zéavisla
na pouzitém rozpoustédle (DeRosa, 2002; Rauf et al., 2009). Dle | Xu and Neckers
(1987) dochazi ve vodnych a methanolovych roztocich RB s koncentraci vyssi nez
2-107%M ke vzniku agregatit RB. Produkce 'O, témito agregaty je dle Bilski et al.
(1991) potlacena, vlivem blizkosti molekul, ktera snizuje dobu Zivota tripletového
stavu fotosenzibilizatoru.

Tab. 2.2: Kvantovy vytézek 'O, pro bengalskou &erveii v rtiznych rozpoustédlech

(DeRosal, 2002])

0,8

Rozpoustédlo | ¢a
D,0O 0,76
H,0O 0,75

EtOH 0,68
CH3;0H 0,76

0,74
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Obr. 2.14: Absorpéni spektrum 107° M bengalské ervené
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Obr. 2.15: Strukturni vzorec bengalské cervené

2.3.3 Merocyanin 540

Merocyanin 540 (MC540) je aniontové polymethinové barvivo. Absorpéni maxima
tohoto fotosenzibilizatoru se pohybuji v rozmezi 530 — 568 nm. Oproti pfedchozim
zminénym barvivim dosahuji kvantové vytézky 'O, znaéné nizsich hodnot, napfi-
klad [Hoebeke et al|uvadi kvantovy vytézek 'O, v etanolu 0,007. Jako i dalsi cyaniny
miiZe totiz toto barvivo podléhat fotoizomeraci, coz je kompetitivni proces k samotné
produkei 'O, a probihé s vyrazné vyssimi kvantovymi vytézky (Hoebeke et al., [1988;
Cunderlikova and Sikurova, 2001)).

Merocyanine 540
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Obr. 2.16: Absorp¢ni spektrum MC540 (Hoebeke et al., 1990
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Obr. 2.17: Strukturn{ vzorec MC540

2.3.4 Porfyriny a ftalocyaniny

Diky své podobé prirozené se vyskytujicim slouc¢enindm v zivych soustavach se por-
fyriny jevi byt idealnimi kandidaty pro biologické generovani singletového kysliku.
Porfyriny a jejich derivaty maji nékolik absorpénich pasi v UV-VIS ¢asti spektra,
Sorettiv pas v modré oblasti a Q-pasy ve zluté a cervené oblasti. Dlouhé doby Zivota
tripletovych stavii mnoha porfyrint vedou k vysokym kvantovym vytézktm, avsak
pro urcité aplikace, mimo ty biologické, kde je rozpad fotosenzibilizdtoru po pou-
ziti nutny, mize byt problematickd nachylnost nékterych porfyrinu k fotodegradaci
vznikajicim 'O, (DeRosa, 2002).

Protoporfyrin IX

Protoporfyrin IX (PPIX) je zastupcem biogennich fotosenzibilizatorii, vzhledem k tomu,
7e predstavuje posledni meziprodukt pii biosyntéze hemu. Akumulace PPIX v lid-
ském téle, vlivem poruSeni drahy syntézy hemu, vede k fotosenzitivité a poskozeni
jater, je-li v8ak cilené podéana kyselina d-aminolevulova (ALA), ktera je jednim z pre-
kurzori PPIX pfi syntéze hemu, mize byt nadbytek PPIX v urc¢itych tkanich vyuzit
jako zéklad pro fotodynamickou terapii (Sachar et al., [2016)).
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Obr. 2.18: Absorpéni a emisni spektrum PPIX (Valentine et al., 2013
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Obr. 2.19: Strukturni vzorec PPIX

2.3.5 Akridinova oranz

Akridinova oranz je fluorescen¢éni barvivo, derivat akridinu, vyuzitelné jako foto-
senzibilizator s absorpénim maximem pfi 497 nm. Na rozdil od vySe uvedenych fo-
tosenzibilizatori je akridinova oranz vyuzitelna také jako radiosenzibilizator, tedy
je mozno ji vyuzit k produkci singletového kysliku pfi pouziti rentgenového zafeni
a predstavuje tedy latku studovanou pro jeji moznou aplikaci pro PDTX

Gt al., 2OTS).
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Obr. 2.20: Absorpé¢ni a emisni spektrum akridinové oranze
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Obr. 2.21: Strukturni vzorec akridinové oranze
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3 Experimentalni cast

3.1 Pouzité chemikalie

Tab. 3.1: Chemikalie pouzité pfi experimentech

Nazev Sumarni vzorec Vyrobce Cistota M,
Kyselina 9,10-antracendiyl-bis
Ca9H1305 Sigma-Aldrich > 90% 410,37
(methylen)dimalonova (ABDA)
Bengalska cerven (RB) CaoHoyCl4I4NagOs5 Sigma-Aldrich 95% 1017,64
Azid sodny NaNj Sigma-Aldrich >99.5% 65,01
Hydroxid sodny NaOH Penta p-a. 40
Heptahydrat siranu Zeleznatého FeSO4 - 7TH20 Sigma-Aldrich  99-103,4% 278,01
Chlorid sodny NaCl Roth > 99,5% 58,44
Kyselina sirova 96% HySO4 Lach-Ner p.a 98,08
Jodi¢nan draselny KIO3 Penta p.a 214
Jodid draselny KI Lachema p.a 166,01
Tetrahydrat molybdenanu
(NH4)gMo70294 - 4 H2O - - 1235,86
amonného
Tetraboritan sodny NasB4O7-10H20 Lachema p.a 371,34
Tris(oxalato)zelezitan draselny K3|Fe(C204)3] - - 381,35
1,10-fenantrolin monohydrét Ci12HgN, - H2O Penta p-a 198,24
Octan sodny trihydrat CH3COONa-3H>0 Penta p-a 136,08
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3.2 Priprava zasobnich roztoku

3.2.1 Priprava Frickeho dozimetru

Frickeho dozimetr byl pripravovan o objemu 500 ml ve slozeni 1 mM FeSO,4, 1 mM
NaCl a 0,4M HySOy4. V 500ml odmérné bance bylo rozpusténo 0,13869g FeSOy,
0,02922 g NaCl a 11 ml H,SO,4. Banka byla ponechana v temnu hodinu oteviena pro
nasyceni kyslikem.

3.2.2 Priprava jodid-jodi¢nanového aktinometru

Pro pripravu 100 ml roztoku jodid-jodi¢nanového aktinometru obsahujictho 0,1 M
KIO3, 0,6 M KI a 0,01 M NayB4O7 bylo v 100ml odmérné bance rozpusténo 9,95852 g
KI, 2,14446 g KIO3 a 0,37460 g Nay;B,O7.

3.2.3 Priprava ferrioxaldtového aktinometru
Pro pfipravu 25 ml ferrioxalatového aktinometru obsahujiciho 0,15 M K3[Fe(Cy04)3]

bylo ve 25ml odmérné baiice rozpusténo 1,842 g Ks[Fe(C204)s], bylo pridano 2,5 ml
0,5M roztoku HySO,4 a banka byla doplnéna po rysku vodou.

3.2.4 Priprava zasobniho roztoku fenantrolinu

Do 100ml odmérné banky byl pfipraven zasobni roztok fenantrolinu o koncentraci
0,005 M rozpusténim 0,1 g o-fenantrolinu ve vodé.

3.2.5 Priprava octanového pufru

Do 200ml odmérné banky byl pfipraven 0,5 M roztok HoSO4 smisenim vody s 5,3 ml
96% H2SO,4. Do druhé 200ml odmérné banky byl pfipraven 1 M roztok octanu sod-
ného rozpusténim 27,2g CH3COONa -3 H,O. Z téchto roztoku byl pripraven octa-
novy pufr. Do 200ml banky bylo odlito 120 ml roztoku octanu sodného, bylo pridano
72 ml roztoku H,SO, a banka byla po rysku doplnéna vodou.

3.2.6 Priprava zasobniho roztoku RB

Vychozi roztok RB byl piipraven o koncentraci 10~* M. Tento roztok byl piipraven
ve 100ml odmérné baice rozpusténim 10,17 mg RB ve vodé.
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3.2.7 Priprava zasobniho roztoku sondy ABDA

Nejprve byl pfipravovan zasobni roztok s koncentraci sondy ABDA 10 mM rozpusté-
nim 20,54 mg sondy ve vodé v 5ml odmeérné bafnce. Protoze nedochazelo k rozpusténi
pevné latky, byla banika vlozena na 1 hodinu a 45 minut do ultrazvukové lazné. Vzhle-
dem k tomu, Ze ani pomoci ultrazvukové lazné nebylo dosazeno rozpusténi sondy, byl
roztok zfedén na koncentraci 1 mM prevedenim suspenze do 50ml odmérné banky
a doplnénim banky vodou po rysku. Ani po tomto zredéni a dalsim vlozeni do ul-
trazvukové lazné nedoslo k rozpusténi sondy. Na zakladé prace (Sarkady, 2011)) byl
pro rozpusténi sondy vyuzit piidavek NaOH. Roztok NaOH o koncentraci 5,075 M
byl pripraven rozpusténim 2,030 g NaOH v 10 ml vody. Prinos tohoto kroku byl otes-
tovan pridanim 10 pl roztoku NaOH do 3ml odebranych z roztoku sondy ABDA,
vzhledem k tomu Ze tento pridavek vedl k rozpusténi sondy, bylo ke zbylym 47 ml
zasobniho roztoku sondy ABDA piidano 25 ul roztoku NaOH. Pridavek NaOH vedl
k aplnému rozpusténi sondy.

3.2.8 Priprava zasobniho roztoku jodidové absorpc¢ni sondy

Jodidova sonda byla pripravovana do celkového objemu 500ml s koncentracemi
jednotlivych slozek vychazejicimi z ¢lanku (Mosinger and Mosinger} [1995), 0,2 M
KH,POy, 0,12M KI a 10 uM (NHy)gMo7O44. Zakladem sondy byl pufr vytvoreny
rozpusténim 13,68 ¢ KH,PO, ve vodé, pH roztoku bylo néasledné pridavkem 5,8 ml
diive pripraveného 5,075 M NaOH upraveno na hodnotu 6,218. V tomto roztoku
bylo nésledné rozpusténo 5,96 mg (NH4)sMo7094 a 9,96 g KI, nasledné byla odmérna
banka doplnéna po rysku vodou na objem 500 ml.

3.3 Vyuzité pristroje

3.3.1 Horiba Jobin Yvon FluoroMax Plus spektrofluorimetr

Ozarovani vzorku ve viditelné Gésti spektra bylo provadéno na spektrofluorimetru
FluoroMax Plus. Zdrojem zafeni pro excitaci je v piistroji xenonovéa vybojka s vy-
konem 150 W. Pristroj obsahuje dva Czerny-Turner monochromatory, kazdy z mo-
nochromatort je vybaven vstupni a vystupni $térbinou s upravitelnou sitkou v roz-
sahu 0 — 30 nm bandpass. Taktéz je vybaven dvéma detektory, referenénim detekto-
rem skladajicim se z kfemikové fotodiody pro korekce na fluktuaci vykonu xenonové
vybojky a detektorem snimajicim signal ze vzorku, ktery je tvoren fotonasobi¢em
R928P s rozsahem odezvy 180 — 850 nm. Pro ozarovani vzorku byla vyuzivana moz-
nost kinetického mérent. Siika térbin excita¢ntho monochrométoru byla nastavena
pristrojem na zakladé hodnoty parametru bandpass nastaveného na 29 nm. Stejnym
zpusobem byl bandpass nastaven pro emisni monochrométor jako 0,01 nm.
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3.3.2 Rentgenova trubice Siemens

Ozarovani vzorku rentgenovym zafenim bylo provadéno pomoci rentgenové trubice
Siemens s médénou katodou. Zdroj vysokého napéti byl pouzit Arem Pro AP-4030
dodavajici proud 20,5 mA pii napéti 30,5kV.

3.3.3 Varian Cary 100 UV-VIS spektrofotometr

Primérné byla méreni absorbance a absorpénich spekter provadéna na spektrofoto-
metru Varian Cary 100. Jedna se o dvoupaprskovy pristroj schopny méfit v rozsahu
vlnovych délek 190 — 900 nm. Pfistroj je vybaven Czerny-Turner monochrométo-
rem, difrakéni mfizkou s rozméry 30x35mm s 1200 vrypy/mm a detektorem R928
PMT. Méfreni byla provadéna v kiemennych kyvetach, jako referenéni roztok byla
vyuzivana voda.

3.3.4 Thermo Scientific Genesys 20 spektrofotometr

Po dobu, kdy byl spektrofotometr Cary 100 nefunkéni byl pro méfeni absorbance
vzorkil vyuzivan pristroj Genesys 20. Jedna se o jednopaprskovy piistroj se s schop-
nosti méfit v rozsahu vlnovych délek 325 — 1100 nm. Zdrojem svétla v pristroji je
wolfram-halogenové lampa, jako detektor slouzi kifemikova fotodioda.

3.4 Stanoveni charakteristik zdrojt zareni

3.4.1 Stanoveni toku fotonti Xe lampy spektrofluorimetru Flu-
oroMax Plus

Tok fotont xenonové lampy pii 254 nm byl uréovan pomoci roztoku jodid-jodi¢nanového
aktinometru. 3 ml roztoku aktinometru v kfemenné kyveté byly ozarovany 3, 5, 8,
10, 12, 15 a 20 minut. Absorbance pfi vinové délce 352 nm vSech vzorki, véetné neo-
zafeného vzorku, byla mérena na spektrofotometru Cary 100. Pro sniZzeni maximélni
méfené absorbance do oblasti linearni odezvy spektrofotometru bylo do kifemenné
kyvety pipetovano 300 ul ozareného vzorku a 2700 ul vody.

Tok fotonti xenonové lampy pii 546 nm byl urcovan pomoci ferrioxalatového
aktinometru. 3ml roztoku aktinometru v kifemenné kyveté byly ozarfovany 3, 5,
8, 10, 20 a 30 minut. Pro spektofotometrické stanoveni byl 1ml kazdého vzorku
preveden do 25ml odmérné banky a bylo pridano 0,5ml octanového pufru, 4ml
roztoku fenantrolinu, banky byly doplnény vodou a ponechény 1 hodinu ve tmé.
Nasledné byla méfena absorbance pii vlnové délce 510 nm na spektrofotometru Cary
100.
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3.4.2 Stanoveni davkového prikonu RTG zdroje

Do plastové ampulky o objemu 15ml bylo napipetovano 10 ml roztoku Frickeho
dozimetru. Ampule byla umisténa do drzaku ve vzdalenosti 2cm od vystupniho
okénka rentgenové trubice. Vzorek byl ozafovan v 15-ti minutovych intervalech, cel-
kova doba ozafovani byla 90 minut. Po kazdém ozafovani byly ze vzorku pipetovany
3ml do kfemenné kyvety a na spektrofotometru Cary 100 byla méfena absorbance
pri vinové délce 303 nm.

3.5 Experimenty s bengalskou cerveni a jodidovou

absorpcéni sondou

3.5.1 Meéreni zmén absorbance roztoku jodidové absorpcni
sondy

Pro zjisténi vlivu ozarovani na chovani roztoku jodidové absorpéni sondy bez pritom-
nosti fotosenzibilizatoru byl do kifemenné kyvety pripraven roztok 2700 ul sondy a
300 pl deionizované vody. Tento roztok byl ozarovan pomoci spektrofluorimetru Flu-
oroMax Plus pfi vlnové délce 549 nm. Ozarovaci ¢asy byly zvoleny v intervalu 0 —
30 minut. Kazdé ozarovani bylo nasledovano mérenim absorp¢éniho spektra na spek-
trofotometru Cary 100.

3.5.2 Meéreni zmén absorbance roztoku RB a jodidové ab-
sorpc¢ni sondy

Meérené roztoky byly vytvoreny v kfemenné kyveté smichanim 2700 ul jodidové ab-

sorpéni sondy a 300 ul zasobniho roztoku RB. Vzorky byly ozafoviny xenonovou

vybojkou spektrofluorimetru FluoroMax Plus pii vlnové délce 549 nm. Ozarovaci

¢asy byly zvoleny v intervalu 0 — 5 minut. Absorpéni spektrum kazdého vzorku,
véetné vzorku neozarené¢ho, bylo méfeno na spektrofotometru Cary 100.

3.6 Experimenty s bengalskou ¢erveni a sondou ABDA

3.6.1 Meéreni zmén absorbance roztoku RB
Pro vytvoreni roztoku RB s koncentraci 107> M, zvolené na zakladé ¢lanku (Entra-

das et al., 2020), bylo do kifemenné kyvety pipetovano 300 ul zasobniho roztoku RB
a 2700 ul deionizované vody. Tento roztok byl ozatfovan po 10-ti az 30-ti minutovych
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intervalech do maximalniho ozafovaciho ¢asu 230 minut pii vlnové délce 549 nm na
spektrofluorimetru FluoroMax Plus. Absorpéni spektra vzorku byla mérena na spek-
trofotometru Cary 100.

Experiment byl opakovan se stejnym postupem pro ozafovani roztoku o iden-
tickém slozeni pri jiné vinové délce, a to 532nm. PTi tomto experimentu nebyla
méfena absorpéni spektra, vzhledem k poruse spektrofotometru Cary 100 byly na
spektrofotometru Genesys 20 méfeny pouze hodnoty absorbance pii vlnové délce
549 nm.

3.6.2 Meéreni zmén absorbance roztoku sondy ABDA

Pro popsani chovani roztoku sondy ABDA pfi ozarfovani bez pritomnosti fotosenzi-
bilizdtoru byl proveden experiment s koncentraci sondy volenou na zakladé ¢lanku
(Entradas et al. [2020)) jako 10~ M. Roztok byl vytvoren pipetovanim 300 ul za-
sobniho roztoku sondy ABDA a 2700 ul deionizované vody do kiemenné kyvety.
Vzorek byl ozatfovan pii vinové délce 549 nm v 10-ti minutovych intervalech, celkové
po dobu 90 minut na spektrofluorimetru FluoroMax Plus. Po kazdém ozafovani byla
na spektrofotometru Cary 100 méfena absorpéni spektra.

3.6.3 Meéreni zmén absorbance roztoku RB a sondy ABDA

Koncentrace sloZek vzorku byly zvoleny 1074 M ABDA a 107° M RB. Do kiemenné
kyvety bylo pipetovano 300 ul zésobniho roztoku RB, 300 ul zasobniho roztoku sondy
ABDA a 2400 ul deionizované vody. Vzorek byl ozafovan v 5-ti minutovych inter-
valech na spektrofluorimetru FluoroMax Plus pfi vinové délce 549 nm. Absorpcni
spektra vzorku byla méfena na spektrofotometru Cary 100.

Obdobné jako pro roztok RB byl i tento experiment opakovan pro vzorek s iden-
tickym slozenim ozarovany pii vinové délce 532 nm. Pti tomto experimentu nebyla
rovnéz méfena absorpéni spektra pro poruchu spektrofotometru Cary 100. Na spek-
trofotometru Genesys 20 byly méreny absorbance pii vlnovych délkach 549nm a
401 nm.

3.6.4 Meéreni zmén absorbance sondy ABDA v zavislosti na
koncentraci RB

Pro experiment byly vyuzity roztoky s klesajici koncentraci fotosenzibilizatoru RB,
od 107°M do 107°M, s konstantni koncentraci sondy ABDA v kazdém vzorku
10~* M. Pro pifpravu vzorki s niz& koncentraci RB byl ze zésobniho roztoku nej-
prve pripraven roztok s koncentraci 107% M smichanim 20 ul zasobniho roztoku RB
a 1980 ul deinizované vody. Vzorky byly pripravovany v kifemenné kyveté smiché-
nim odpovidajictho objemu fotosenzibilizatoru, 300 ul sondy ABDA a odpovidaji-
citho mnozstvi deionizované vody do celkového objemu 3ml. Vzorky byly ozarovany
na spektrofluorimetru FluoroMax Plus. Intervaly a maximalni délka ozafovani byly

36



voleny v zavislosti na poklesu absorbance sondy ABDA. Absorpéni spektra vzorku
byla mérena na spektrofotometru Cary 100.

3.6.5 Méreni zmén absorbance roztoku RB a azidu sodného

Pro experiment byl vyuZit zasobni roztok NaNj s koncentraci 1072 M. MéFeny roztok
byl vytvoren v kfemenné kyveté smichdnim 300 ul zasobniho roztoku NaNg, 300 ul
RB a 2400 ul deionizované vody. Ozafovani bylo provadéno na spektrofluorimetru
FluoroMax Plus pfi 549 nm v 10-ti minutovych intervalech do celkové doby 90 minut.
Absorpéni spektra vzorku byla mérena na spektrofotometru Cary 100.

3.6.6 Meéreni zmén absorbance roztoku sondy ABDA, RB a
azidu sodného

Meéfteny roztok byl pripraven v kfemenné kyveté smichanim 300 pl zdsobniho roz-
toku NaN3, 300 1 RB, 300 pl sondy ABDA a 2100 pl deionizované vody. Vzorek byl
ozafovan na spektrofluorimetru FluoroMax Plus pti 549 nm po 5-ti az 10-ti minuto-
vych intervalech do celkové doby 100 minut. Absorpéni spektra vzorku byla méfrena
na spektrofotometru Cary 100.

3.6.7 Meéreni zmén absorbance roztoku sondy ABDA po oza-
rovani RTG

Roztok pro ozarovani byl pripraven v plastové ampulce o objemu 15 ml smichdnim
1ml zasobniho roztoku sondy ABDA a 9ml vody. Vzorek, umistény v drzaku 2 cm
od vystupniho okénka rentgenové trubice, byl ozarovan v 15-ti minutovych interva-
lech do 90 minut. Po kazdém 15 minutovém ozarfovani byly ze vzorku odebrany 3 ml
roztoku do kifemenné kyvety a na spektrofotometru Cary 100 bylo méfeno absorpéni
spektrum.

3.6.8 Meéreni zmén absorbance roztoku sondy ABDA a RB
po ozarovani RTG

Pro ozarovani byl vytvoren roztok sondy a fotosenzibilizdtoru se stejnymi koncen-
tracemi jednotlivych slozek jako pii ozafovani viditelnym svétlem, 10~ M ABDA
a 107> M RB. Do plastové ampulky o objemu objemu 15ml byl pipetovan 1 ml za-
sobnfho roztoku sondy ABDA, 1 ml zasobniho roztoku RB a 8 ml vody. Roztok byl
ozafovan ve vzdalenosti 2 cm od vystupniho okénka rentgenové trubice v 5-ti, 10-ti,
nebo 15-ti minutovych intervalech do celkové doby 90 minut. Po kazdém ozafovani
byly z plastové ampulky pipetovany 3 ml vzorku do kiemenné kyvety, nasledné byla
na spektrofotometru Genesys 20 méfena absorpéni spektra.
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4 Vyhodnoceni a diskuze

4.1 Charakterizace zdroji zareni

4.1.1 Stanoveni toku fotoni Xe lampy pri vinové délce 254 nm

pocisd ]
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Obr. 4.1: Zavislost koncentrace I3~ na Case

Tok fotoni Xe lampy spektrofluorimetru FluoroMax Plus pii vinové délce 254 nm
byl uréen pomoci jodid-jodi¢nanového aktinometru. Stanoveni toku fotoni spoci-
valo ve sledovani produkce I3~ iontid. Konstanty pro toto stanoveni byly prevzaty
z |Cuba et al| (2018). Pomoci naméenych hodnot absorbance pii 352nm a znamé
hodnoty molarniho extinkéniho koeficientu (e(I3~)**"™ = 27600 dm? - mol ™" - cm™!)
byla sestavena zavislost koncentrace I3~ iont na dobé ozarovani. Tato zavislost je
znazornéna na obrazku [£.1] Vysledna hodnota toku fotont byla uréena pomoci zjis-
téné casové zavislosti koncentrace I3~ iontl a kvantového vytézku vzniku I3~ ionti
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(Pa53 7am = 0,69). Timto zpiisobem byl tok fotont urcen jako 1,02 - 10 fot/s.

Je nutné uvést, ze urceny tok fotont pti 254 nm nebude identicky s tokem fotoni
pii vinovych délkach 549 nm a 532nm, které byly pouzivany k ozafovani vzork.
7, grafu na obrazku (pouzitou vybojku reprezentuje kiivka oznacena 150 W Xe
OFR) vyplyva, ze tok fotoni pii vlnovych délkach pouzitych pro ozafovani bude
vy$si nez hodnota uréena pomoci jodid-jodi¢nanového aktinometru.
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Obr. 4.2: Zavislost spektralni intenzity zéafeni ve vzdalenosti 0,5m na vinové délce

pro rizné lampy, uvadéna vyrobcem LOT-Quantum Design GmbH|

4.1.1 Stanoveni toku fotoni Xe lampy pri vinové délce 546 nm

Jak jiz bylo uvedeno, hodnota toku fotonu ur¢ena pomoci jodid-jodi¢nanového ak-
tinometru presné nereprezentuje tok fotonu pii vinovych délkach pouzitych pro oza-
fovani. Z tohoto duvodu byl hledan jiny aktinometr, vhodny pro urceni toku fotoni
v oblasti vlnovych délek 530 nm — 550 nm. Zvolen byl ferrioxalatovy aktinometr,
ktery na zakladé udaju z ¢lanku Hatchard et al.| (1956) umoziuje stanoveni toku
fotonu pri vinové délce 546 nm.

Pouziti ferrioxalatového aktinometru spociva ve spektrofotometrickém sledovani
naristu koncentrace Fe>" iontit vazanych s fenantrolinem v komplexu [Fe(phen)s|*".
Hodnota molarniho extinkéniho koeficientu
(e([Fe(phen)s)?*)>*"™ = 11100 dm?® - mol~! - em™") byla pfevzata z Cuba et al.| (2018),
kvantovy vytézek ferrioxalatového aktinometru pii 546 nm (®s46,m = 0,15) potom
z Hatchard et al.| (1956).

Namérené hodnoty absorbance pti 510 nm byly na zékladé znamé hodnoty mo-
larniho extinkéniho koeficientu komplexu [Fe(phen)s|*" piepoéitany na koncentraci.

Z téchto hodnot byla sestavena zéavislost koncentrace na dobé ozarovani, kterou de-
monstruje obrazek [4.3] Pomoci smérnice zévislosti koncentrace na ¢ase a kvantového
vytézku ferrioxaldtového aktinometru byl tok fotonii uréen jako 3,58 - 10'° fot /s.
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Obr. 4.3: Zavislost koncentrace komplexu [Fe(phen)s|*" na dobé ozafovani

Pro presnéjsi urceni toku fotontu bylo nutné ur¢it podil svétla absorbovaného
vzorkem, protoze je znamo, Ze v této spektralni oblasti aktinometr absorbuje jen
malou ¢ast dopadajicich fotonti. Absorbance pfi 546 nm neozafeného vzorku ferrio-
xalatového aktinometru byla pomoci vztahu prevedena na transmitanci, ktera
byla T = 0,7547. Z definice transmitance plyne, Ze pouze 24,53 % svétla produ-
kovaného lampou je absorbovano vzorky aktinometru. Po pfepoc¢tu pomoci podilu
absorbovaného svétla byl tok fotonti uréen jako 1,43 - 10'6 fot /s, coz je hodnota
14-krat vyssi, nez hodnota toku fotoni urcena pro 254 nm.

A=—logT (4.1)

4.1.2 Stanoveni davkového prikonu RTG zdroje

Proces stanoveni davkového piikonu rentgenové trubice pomoci Frickeho dozimetru
byl opakovan celkem 5-krat. Konstanty pro toto stanoveni byly pievzaty z Cuba
et al|(2018)). Koncentrace vznikajicich Fe*" iontit byla po¢itana pomoci naméfenych
hodnot absorbance a molarniho extinkéniho koeficientu

e(Fe*T)303mm — 9164 dm? - mol ™' - em™!. Zavislost koncentrace Fe’' iontt na délce
ozafovani, pro jednotliva stanoveni, prezentuje obrazek [4.4]
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Obr. 4.4: Zavislost koncentrace Fe*' iontil ve Frickeho dozimetru na délce ozafovani

pro jednotliva stanoveni

Tab. 4.1: Vypoctené hodnoty davkovych prikont pro jednotliva stanoveni

¢. stanoveni | D |Gy/h]
1. 32,6
2. 6,2
3. 26,8
4. 15,9
5. 19.6

Hodnota davkového piikonu byla pocitdna pomoci smérnice ¢asové zavislosti
vzniku Fe®" iontw, hustoty Frickeho dozimetru (p = 1,024kg - dm~3) a radiéné& che-
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mického vytézku (G(Fe*")= 1,62 ymol - J=1). Ziskané hodnoty davkovych piikont
pro jednotliva stanoveni jsou uvedeny v tabulce [4.1} Z téchto vysledku je ziejmé, ze
rentgenova trubice, nebo zdroj vysokého napéti nepracuji zcela spolehlivé a je treba
zkontrolovat jejich funkénost. Z namérenych dat 1ze tedy pouze tici, zZe davkovy pii-
kon rentgenové trubice spada do intervalu 6,2 Gy/h — 32,6 Gy /h.

4.2 Experimenty s RB a jodidovou absorpc¢ni son-
dou

Ozafovani samotného roztoku jodidové absorpéni sondy bylo provedeno pro po-
pséani chovani sondy bez pfitomnosti fotosenzibilizatoru. Vytez absorpéniho spektra
pro rizné doby ozafovani uvadi obrazek [£.5] Z absorpénich spekter je zfetelna ab-
sence naristu absorbance pfi 351 nm. Nartst pfi 351 nm je pfipisovan tvorbé trijo-
didovych aniontt v dtsledku reakei sondy s reaktivnimi formami kysliku.
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Obr. 4.5: Absorpéni spektrum jodidové absorpéni sondy pro rizné doby ozarovani.

Skok pri 320 nm je zpisoben zménou lampy ve spektrofotometru Cary 100

Obrazek znazoriuje absorp¢ni spektra roztoku jodidové absorpéni sondy
s RB jako fotosenzibilizdtorem pro rizné ¢asy ozarovani. Kazdé spektrum bylo mé-
feno pro novy vzorek, protoze v literatufe je tato sonda popisovana jako velmi cit-
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livd a méfenim absorpc¢nich spekter mohlo dochazet k dalsimu ozarovani. Na rozdil
od roztoku obsahujicitho pouze jodidovou sondu je zde jiz pozorovatelny vyrazny
narust maxim pii 287 nm a 351 nm.

Absorbance

I ' I ! I ! I
300 400 500 600
Vinova délka [nm]

Obr. 4.6: Absorpéni spektrum vzorku ozarovanych 0 — 300s Xe lampou pii 549 nm

Jak je vidét z obrazku absorbance sondy sledovana v maximu pii 351 nm,
je linearné zavisld na dobé ozarovani. Kazdy z bodu reprezentuje jeden vzorek, je
tedy pravdépodobné, Ze odchylky od linearniho prubéhu jsou zpusobeny bud mir-
nymi rozdily ve slozeni roztokii, které mohly byt zptisobeny nepfesnym pipetovanim,
nebo nepfesnou manipulaci se vzorky a jejim vétsim ¢i mens$im ozéfenim béznym
osvétlenim. PTi pouziti nového vzorku pro kazdou délku ozarovani nebyly pozoro-
vany poklesy absorp¢niho maxima RB pri 549 nm.
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Obr. 4.7: Zavislost absorbance pri 351 nm ozarovaného roztoku na délce ozarovani

Dle namérenych dat se zda, ze jodidova sonda je velmi citliva a i pro kratké casy
ozafovani dochézi k méFitelnym zménam. Z porovnani graft a vyplyva, Ze
produkece I*~ je zpiisobena tvorbou ROS piisobenim RB a nikoliv piisobenim samot-
ného svétla. Bohuzel RB v pritomnosti kysliku neprodukuje pouze singletovy kyslik,
ale také superoxid O, , jak uvadi Srinivasan et al.| (1978]). Proto nemuzeme z tvorby
trijodidového aniontu pfimo urc¢it mnozstvi produkovaného singletového kysliku, ale
bylo by tfeba provést vice experimenti napiiklad se specifickym zhéSecem singleto-
vého kysliku ¢i superoxidu.
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4.3 Experimenty s RB a absorpc¢ni sondou ABDA

4.3.1 Absorbance roztoku RB a roztoku ABDA po ozareni
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Obr. 4.8: Absorpéni spektrum roztoku 107 M RB ozaiovaného 0 az 230 minut Xe

lampou pii 549 nm

Obrézek [.8] znazoriuje zmény absorpéniho spektra RB pii ozafovani vinovou dél-
kou 549 nm. Absorbance nabyva maximélni hodnoty pii 549 nm, poklesy absorbance
v tomto maximu detailnéji prezentuje obrazek 7 grafu je zfejmé, Zze fotodegra-
dace 107°M RB se tidi rychlostni rovnici prvniho fadu s rychlostni konstantou
k=8,964-10"3s"%.
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Obr. 4.9: Zavislost absorbance pii 549 nm ozafovaného roztoku 107> M RB na délce

ozarovani

Ozafovani roztoku RB bylo provedeno rovnéz pii 532 nm, coz je vlnova délka
pii které provadéli ozarovani autori ¢lanku |[Entradas et al.| (2020). Autori tohoto
¢lanku rovnéz uvadi, ze kvantovy vytézek neni zavisly na pouzité excitacni vinové
délce a soucasné pfi jejich experimentech nepozorovali pokles v maximu absorbance
RB.

Protoze doslo k poruse spektrofotometru Cary 100, byla pro vzorky ozafované
pri 532 nm méfena pouze absorbance pii 549 nm, tedy v absorpénim maximu RB.
Obréazek prezentuje srovnani zavislosti absorbance pfi 549 nm na ¢ase vzorku
ozafovaného pii vilnové délce 532 nm a 549 nm. Jak je zfetelné z prolozeni, rychlostni
konstanta rozkladu RB ozafované pri 532nm (k = 8,615 - 1073s™!) se prili§ nelisi
od rychlostni konstanty rozkladu RB ozafované vinovou délkou 549 nm (k = 8,964 -
1073s71).
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Obr. 4.10: Zavislost absorbance na délce ozafovani roztoku 10~ M RB pro pouzité

excitaéni vlnové délky 532nm a 549 nm.

Pozorovany pokles absorbance, ktery naznacuje fotodegradaci RB s kinetikou
prvniho Fadu, potvrzuje prace Wilson and Heitz| (1984)), ktera se podrobné zabyva
fotodegradaci RB v zavislosti na koncentraci RB, koncentraci rozpusténého kysliku
a intenzité pouzitého zdroje zéafeni.

Konkrétné prace uvadi, e je-li koncentrace RB (¢ < 1-107°M) niZf v po-
rovnani s koncentraci kysliku v roztoku, dochazi k fotodegradaci barviva vlivem
utoku singletového kysliku na molekulu tohoto barviva v tripletovém stavu. V ta-
kovémto pripadé se fotodegradace RB tidi kinetikou prvniho fadu. Je-li koncentrace
RB srovnatelna nebo vétsi nez koncentrace kysliku v roztoku, fotodegradace se jiz
nefidi kinetikou prvniho tddu. V takovémto pripadé dochézi k interakci molekuly
RB v tripletovém stavu s molekulou RB v zékladnim stavu. Autofi rovnéz dospéli
k zavéru, ze rychlost fotodegradace RB je pfimo imérné intenzité dopadajiciho za-
feni.

Zaroven je vSak tfeba podotknout, ze vzhledem k nastavené hodnoté parametru
bandpass na 29 nm se castecné prekryvala spektra zareni pouzitého pro ozarovani.
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Obr. 4.11: Absorpéni spektrum roztoku 10~* M ABDA ozafovaného xenonovou lam-

pou pfi 549 nm

Vliv ozafovani na 10~* M roztok sondy ABDA prezentuji absorpéni spektra na
obrazku [£.11] Absorp¢ni maxima sondy byla naméfena pii 401 nm, 379 nm, s niz8im
pikem pii 359nm. Jak je zfejmé z obrazku a obréazku ktery detailnéji
znazorhuje pokles absorbance v zavislosti na délce ozafovani pii 401 nm, pokles
absorbance a tedy rozklad rozklad sondy neni p#ili§ vyrazny. Jak je vidét z prolozeni
dat na obrazku [4.12] absorbance vzorku klesa linearné, tedy dle rychlostni rovnice
nultého ¥adu s rychlostni konstantou &k = 2,037 - 1073 M~1s~ 1.
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Obr. 4.12: Zavislost absorbance pii 401 nm ozaiovaného roztoku 10~* M ABDA na

délce ozarovani

4.3.2 Absorbance sondy ABDA v zavislosti na koncentraci
RB

Obrazek prezentuje absorpéni spektra 107° M roztoku RB s 10~* M sondou
ABDA v zavislosti na délce ozarovani. Pro posledni méfeni neni znamy presny
¢as ozarovani, vzhledem k tomu, Ze nedoslo ke skonc¢eni méfeni spektrofluorimetru
po ubéhnuti nastaveného casu.

Z absorp¢nich spekter je zfetelny pokles absorbance ve vSech tfech maximech
sondy ABDA, pri 359 nm, 379 nm a 401 nm. S ohledem na vlastnosti sondy popsané
v literatute (Entradas et al., 2020), lze tento pokles pficist reakci sondy se single-
tovym kyslikem, avS8ak je nutno podotknout, Ze pokles absorbance sondy nemusi
vypovidat o veSskerém vygenerovaném singletovém kysliku. Singletovy kyslik muze
byt zhasen vodou, ktera byla pii experimentech pouzita jako rozpoustédlo. Oproti
vysledkim prezentovanym v ¢lanku Entradas et al. (2020)) probiha rozklad sondy
znacné rychleji a zaroven dochazi k odbarvovani RB. K tomuto je nutno podotknout,
ze tok fotont urceny pomoci ferrioxaldtového aktinometru byl 2-krat, nebo 32-krat
vySSi nez tok fotonti vypocteny pro zdroj zareni s vykonem 2,4 mW, nebo 0,14 mW,
pouzity autory clanku. VysSsi intenzita pouzitého zdroje mé pfimy vliv na vyssi pro-
dukci singletového kysliku a dalsich ROS.
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Obr. 4.13: Absorpéni spektrum roztoku 107> M RB a 10~*M ABDA ozafovaného

Xe lampou pii 549 nm
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Obr. 4.14: Zavislost absorbance pti 401 nm ozafovaného roztoku 107> M RB a 10~* M

ABDA na délce ozarovani

Z obréazku [4.14] je zfetelné, Ze absorbance sondy ABDA klesa s exponencialni
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zavislosti, reakce se tedy ridi rychlostni rovnici prvniho fadu s rychlostni konstantou
k=0,107s"".

Obrézek zvyraziuje zjisténi, ze maximalni absorbance pfi 549 nm, tedy
odpovidajici maximu RB, je vySsi nez absorbance roztoku obsahujicitho pouze RB
o stejné koncentraci. Je tedy pravdépodobné, Ze dochézi k interakci mezi RB a
sondou ABDA | vedouci k vzristu absorbance pti 549 nm.

1,0 4 T T T T T T T T T
0,91 m Roztok 10°M RB -
1 ® Roztok10°M RB+10°M ABDA T
08 ' —— Exponencialni fit -
0.7 —— Exponencialni fit 1
0,64 A(t)=0,928-exp(-7,139-10° 1)
E R?=0,997 iy
3 0,5 ]
< . _
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0,3 ]
0,2 - 3 7
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Obr. 4.15: Zavislost absorbance pfi 549nm roztoku 107> M RB a roztoku 107> M
RB spolu se 107* M sondou ABDA na délce ozafovani
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Obr. 4.16: Zavislost absorbance pii 401 nm roztokit 107°M-10""M RB a 10~*M

sondy ABDA na délce ozafovani

Postupnym snizovanim koncentrace RB pfi zachovani stejné koncentrace sondy
ABDA byly ziskany zavislosti poklesu absorbance sondy na ¢ase uvedené na obrazku
Obrazky a pak uvadgji detailngjsi pohled na jednotlivé zavislosti.
Obrazek ukazuje zévislosti pro vyssi koncentraci RB (nejnizsi 5- 10" M RB),
pokles absorbance sondy ABDA probih4 s kinetikou prvniho radu. Obrazek
ukazuje tutéz zavislost pro nizké koncentrace RB. Z téchto graft je zjevné, Ze nej-
nizsi koncentrace RB, u které je zretelna odezva sondy ABDA na singletovy kys-
lik, je 1077 M. Pfi této koncentraci, v méFeném casovém tseku, klesa absorbance
sondy linearné, 1ze tedy aproximovat namérené data rychlostni rovnici nultého radu
s rychlostni konstantou 3,572 - 1073s~!. Pfi nizsich koncentracich fotosenzibiliza-
toru jiz absorbance sondy klesa stejné jako ve vzorku, ktery obsahoval pouze sondu
ve stejné koncentraci, jak je vidét pfi srovnéni rychlostnich konstant na obréazcich

112 a LI7H
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(a) Zavislost absorbance pii 401nm roztoki 107> M ~ 5-10~7 M RB spolus 1074 M

sondou ABDA na délce ozarovani
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(b) Zavislost absorbance pii 401nm roztoki 107 M — 10 M RB spolu s 107 M

sondou ABDA na délce ozarovani

Obr. 4.17: Zavislosti absorbance p¥i 401nm roztoki 107> M — 5-10~" M RB spolu s
10~ M sondou ABDA, ozaiovanych p¥i 549 nm, na case

23



4.3.3 Absorbance roztokti RB a sondy ABDA po pridani
N&Ng

Experimenty s azidem sodnym, zndmym zhéSecem singletového kysliku, byly pro-
vedeny s tmyslem ovéfit tvrzeni o specificité sondy ABDA pro singletovy kyslik.
Obréazek znézornuje vliv pridavku NaNj3 k roztoku RB na rychlost degradace
fotosenzibilizatoru. Pokles absorbance vzorku s NaN3 se rovnéz ¥idi rychlostni rov-
nici prvniho fadu, s rychlostni konstantou k = 7,406 - 1072s!, coz je hodnota
o 17% niz&i, nez rychlostni konstanta poklesu absorbance vzorku RB neobsahujiciho
NaN3. Zda se tedy, ze fotodegradace RB neni zptisobena pouze singletovym kysli-
kem vznikajicim pii ozafeni fotosenzibilizatoru, a mechanismus fotodegradace RB
je komplexnéjsi.

110 T T T T T T L T LI
= 10°M RB+ 10°M NaN,
e 10°MRB 1
Exponencidlini fit
0,81 Exponencialni fit
0.6 A(t)=0,919'exp(-7,406'10'3-t)
£ R?=0,999
<|n
0,4 e
0,2 1 5 .
A(1)=0,755-exp(-8,964-10"-1)
1 R?=0,998
0'0 I T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250
Cas [min]

Obr. 4.18: Srovnani zavislosti absorbance pii 549 nm roztokit 107> M RB a 107°M

RB a 1072 M NaNj na délce ozafovani

Obrazek prezentuje vliv NaN3 na pokles absorbance vzorku samotné sondy
ABDA. Jak je z obrazku zfetelné, pridavkem NaNj3 nedochézi k vyrazné zméné
rychlosti poklesu absorbance sondy. Tento poznatek nasvédcéuje tomu, Ze pridani
NaNj3 neovliviuje detekéni schopnosti sondy ABDA.
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Obr. 4.19: Srovnani zavislosti absorbance pii 401 nm roztokt 10~ M ABDA a 104 M
ABDA a 10~*M NaNj3 na délce ozafovani

Prubéh poklesu absorbance vzorku obsahujiciho RB, sondu ABDA a NaNj zna-
zoriije obrazek [4.20] Pokles absorbance sondy je pomalejsi, nez v piipadé vzorku
bez NaNj. ProloZzenim exponencialni kiivkou byla urc¢ena rychlostni konstanta
k = 0,058 s71, coZ je hodnota o 46% niZ&i nez rychlostni konstanta uréené pro vzorek
bez NaNj. Z prubéhu c¢asové zavislosti vyplyva, ze pridavek NaNj3 zhasi produkci
singletového kysliku pouze ¢astecné. Pro presné vysvétleni jevu by bylo tfeba provést
vice experimentii. Divodt, pro¢ nedochézi k tiplnému zhaseni reakce sondy, muze
byt vice: nizkd koncentrace NaN3 v porovnani se vznikajicim singletovym kyslikem,

reakce ABDA s dalsimi ROS nebo jind komplexnéjsi interakce NaNj s ostatnimi
slozkami systému.
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Obr. 4.20: Srovnani zavislosti absorbance pii 401 nm roztokt 10~ M ABDA a 1075 M
RB, 107*M ABDA, 10>M RB a 1072 M NaN3 a 10~*M ABDA na délce ozafovani

4.3.4 Absorbance roztokiit RB a sondy ABDA po ozarovani
RTG

Obrézek uvadi srovnani poklesu absorbance roztoku sondy ABDA ozafované
svétlem o vlnové délce 549nm a RTG zarenim. Absorpéni maximum zvolené pro
srovnani bylo naméfeno pti 400 nm v pripadé vzorku ozarovaného RTG a pri 401 nm
u vzorku ozafovaného viditelnym svétlem. Na zakladé rychlostnich konstant poklesu
absorbance je zfetelné, ze rozklad sondy ABDA pii ozafovani viditelnym svétlem
probiha fadové rychleji (k = 2,037 - 1073 s71), neZ rozklad sondy pfi ozafovani rent-
genovym zafenim (k = 8,173-10~*s71). Z tohoto faktu vyplyva, Ze rentgenové zareni
neakceleruje rozklad sondy ABDA, naopak sonda se rozklada v mnohem mensim roz-
sahu, nez pfi ozarovani viditelnym svétlem.
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Obr. 4.21: Srovnani zavislosti absorbance p¥i 401 nm vzorku 10~ M ABDA ozafova-
ného pii 549 nm a absorbance pii 401 nm vzorku 107* M ABDA ozafovaného RTG

na c¢ase

Obrézek uvadi srovnani poklesu absorbance sondy ABDA v roztoku s RB
a v roztoku bez RB ozarovanych RTG. Rozdil mezi pocate¢nimi hodnotami ab-
sorbanci je nutno pfic¢ist pouziti rozdilnych spektrofotometri pro ziskani obou sad
dat. Smérnice pifmky (k = 9,754 - 107*s7!), a tedy rychlostni konstanta rozkladu
sondy v piftomnosti RB je mirné vyssi, nez smérnice primky (k = 8,173 - 107%s71)
aproximujici data pro roztok pouze sondy ABDA, avSak velikost tohoto rozdilu,
s prihlédnutim na rozdily v rychlostech degradace sondy pii ozafovani viditelnym
svétlem, neindikuje, Zze by dochéazelo k reakci mezi sondou ABDA a singletovym
kyslikem. Toto zjisténi tedy napovida, ze fotosenzibilizator RB neni schopny pro-
dukce singletového kysliku pii ozareni rentgenovym zafenim s davkovym piikonem
v intervalu 6,2 — 32,6 Gy /h.
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Obr. 4.22: Srovnani zévislosti absorbance pii 400 nm vzorku 104 M ABDA a absor-
bance pti 401 nm vzorku 107°M RB + 10~*M ABDA ozafovanych RTG na case
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Cilem teoretické ¢asti této prace bylo vypracovani reserse o singletovém kysliku 'Oy,
konkrétné o moznostech jeho detekce. Ve strucnosti byly popsany fyzikalni, neboli
piimé, metody detekce, jejichz vysledky jsou presné, avSak stanoveni je instrumen-
talné narocné. Dale byly popsény dva typy chemickych, tedy nepiimych, metod
detekce 'Oy, konkrétné absorpéni a chemiluminiscenéni sondy. Ukézalo se, ze po-
uziti absorpénich sond je velmi snadné a instrumentalné nenarocné,avsak je nutné
vénovat pozornost vlastnostem téchto sond. Nevyhodou fady chemickych sond je je-
jich nespecificka reakce se 'Oq, nicméné tento problém je feitelny vyuzitim zhagedu
!0, nebo ostatnich reaktivnich forem kysliku.

Kromé metod detekce byla popsana problematika produkce singletového kysliku
fotosenzibiliza¢nimi reakcemi a moznosti jeho vyuziti s dirazem na fotodynamickou
terapii a rentgenem buzenou fotodynamickou terapii.

Experimentélni ¢ast byla zaméfena na studium fotosenzibilizatoru bengalské
¢ervené RB, jodidové absorpéni sondy a sondy ABDA. Mimo experimenty se son-
dami byla provedena charakterizace Xe lampy spektrofluorimetru FluoroMax Plus
a rentgenové trubice Siemens. Pro urceni toku fotoni Xe lampy byl vyuzit jodid-
jodi¢nanovy aktinometr a ferrioxaldtovy aktinometr. 3 ml roztoku kazdého aktino-
metru byly ozafovany v kfemennych kyvetach. Tok fotonu byl uréen pro dvé vinové
délky — pro 254 nm jako 1,02 -10'° fot /s a pro 546 nm jako 1,43 - 10 fot /s. Davkovy
piikon RTG zdroje byl ur¢ovin pomoci Frickeho dozimetru. Bylo ozafovano 10 ml
dozimetru v plastové ampuli a stanoveni bylo provedeno celkem pétkrat. Bohuzel se
stanoveny déavkovy piikon pohyboval v intervalu 6,2 — 32,6 Gy/s, coz svédéi o ne-
spravném fungovani rentgenové trubice, nebo zdroje vysokého napéti.

Na zékladé experimenti se samotnou RB bylo zjisténo, ze fotosenzibilizator
podléha fotodegradaci fidici se rychlostni rovnici prvniho fadu. Déale bylo zjisténo,
ze rychlostni konstanta této fotodegradace se priliS neméni, ozafujeme-li vzorek
pii 549 nm, nebo 532 nm.

P1i ozarovani vodného roztoku samotné jodidové sondy nebyly sledovany vy-
razné zmény absorbance. Naopak pii ozafovani roztoku sondy s fotosenzibilizatorem
RB, ktery mimo singletovy kyslik produkuje také superoxidovy anion, byly sledo-
vany vyrazné zmeény. Bylo potvrzeno, Ze jodidova absorp¢ni sonda je velmi citliva —
pro pozorovani vyrazného néristu absorbance stacily kratsi ozarovaci ¢asy v porov-
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nani se sondou ABDA.

P1i ozafovani vodného roztoku samotné sondy ABDA bylo zjisténo, Zze sonda
ABDA pfi ozareni podléhéa degradaci, kterd se ¥idi rychlostni rovnici nultého radu.
Reakce sondy s ROS probihé s kinetikou prvniho fadu. Experimenty s postupné se
snizujici koncentraci fotosenzibilizatoru RB ukézaly limitni koncentraci tohoto foto-
senzibilizatoru pro detekci 'O, ve studovaném systému obsahujicim 10~* M sondu
ABDA. Limitni koncentrace RB byla uréena jako 10~7 M.

Roztok RB a sondy ABDA byl rovnéz studovan s pidavkem zhéasece 10, azidem
sodnym. Piidavek zhésSece zhasil vliv ROS pouze ¢astecné. Proto je pro vyhodnoceni
specificity sondy ABDA pro detekei 'O nutné dalsi studium tohoto systému.

Sondy nebyly pouzity pro detekci singletového kysliku generovaného UV zare-
nim, vzhledem k tomu, ze méfenim absorpcnich spekter se ukazalo, ze jak jodidova
absorp¢ni sonda, tak i sonda ABDA silné¢ absorbuji v UV oblasti. Byl sledovan
pouze vliv RTG na sondu ABDA. Ozarovani pomoci RTG zafeni bylo zkompli-
kovano nespolehlivosti zdroje a nepfesnym uréenim dévkového pitkonu. Provedené
experimenty nasvédcuji tomu, ze sonda témér nepodléha degradaci pusobenim RTG
a mohla by tak byt vhodné pfi detekci singletového kysliku generovaného pomoci
rentgenového zareni.Pro potvrzeni této hypotézy je vSak tieba provést dalsi expe-
rimenty.Pfi ozafovani vzorku sondy ABDA s fotosenzibilizatorem RB rentgenovym
zafenim nebyl pozorovan vyrazny pokles absorbance sondy, zda se tedy, ze RB nege-
neruje reaktivni formy kysliku pii ozareni RT'G. Vzhledem k vysledkiim experimenti
by bylo vhodné dalsi vyzkum vénovat detailnéji sondé ABDA, zvlasté jejimu moz-
nému pouziti pii detekci singletového kysliku generovaného rentgenovym zéarenim.
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