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Abstrakt:

Bakalarska prace byla zamérfena na studium vlivu ionizujiciho nebo UV zéareni na
biomolekuly. Daraz byl kladen na biomolekuly fosfolipidu, proteind a DNA. V Uvodni
¢asti byla provedena literarni reserse, kterad se vénovala popisu téchto molekul a jejim
interakcim se zafenim. Experimentalni ¢ast navazovala na probihajici vyzkum tykajici se
radia¢niho Ucinku na molekuly protoporfyrinu IX (pplX). V ramci experimentu byla
biomolekula pplIX vystavena zareni UV o vinové délce 253,7 nm po rliznou dobu a zdroji
gama zareni ®°Co o davkovém pfikonu 14,920 Gy/hod. Poté byla méfena zména

absorbance.
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Pro prolin

Glu kyselina glutamova
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1. Uvop

Vliv ionizujiciho zareni na bunééné struktury a biomolekuly samotné je studovan od
samotného objevu radioaktivity. Dopady zareni byly pozorovany béiné u lidi, ktefi
pfichdzeli do styku s radioaktivitou. V navaznosti na to zacali vznikat prvni studie téchto

jevu a byla snaha objasnit jejich plvod.

Jednim ze zakladateld oboru radiobiologie byl Dougles Lea, ktery v roce 1946 napsal

knihu Actions of Radiations on Living Cells, ktera se vénovala vlivu zafeni na buriku

( ). Na zakladé této knihy zacaly vznikat studie, které zkoumaly vliv zafeni na
jednotlivé biomolekuly (naptiklad peptidy, polypeptidy a proteiny ( ),
proteiny ( ), DNA ( ) atd.).

Tyto studie byly dulezité k pochopeni chovani buriky jako celku v poli ionizujiciho zareni.
V rdmci této prace byly pro studium zvoleny biomolekuly fosfolipidl, proteinti a DNA. Ty
nebyly vybrany nahodné. Fosfolipidy jsou jednou z hlavnich slozek bunééné membrany.
Proteiny maji Sirokou $kalu funkci (napf. transportni, stavebni, katalytickou ...) a DNA je
nositelem genetické informace. VSechny tyto molekuly jsou pro spravné fungovani
buriky duleZité a Ize je povazovat za citlivé cile. PoSkozenim téchto biomolekul mize
dojit k bunééné smrti. Cilené poskozeni buriky je Zadouci napfiklad béhem Iécby
rakoviny, kdy dochazi k nekontrolovanému mnozeni bunék. Fotodynamicka terapie je

jedna z metod, kde se tyto poznatky aplikuji.

V praktické c¢dasti byla provedena série pokusl s protoporfyrinem IX (pplX), coZz je
fotosenzibilizator a prekurzor hemu. Hem je jedna ze dvou c¢asti, ze kterych je slozeny
hemoglobin, coZ je metaloprotein obsazeny v ¢ervenych krvinkach savcl, jehoz hlavni
funkci je transport kysliku a oxidu uhli¢itého. Experimenty s touto molekulou navazuji
na diserta¢ni praci Ing. Xenie Popovic, Ph.D. ( ). Vrdmci jeji prace byl
hlavnim cilem navrh struktury, syntéza a stanoveni vlastnosti multimodalnich
luminiscencénich nanokompozitnich materiald. Tyto materidly obsahuiji scintilujici jadro.
Jadro, na které byla navdzana biomolekula pplIX vykazovalo po vystaveni vlivu gama
zarenim vyssi hodnoty absorbance. Tento jev byl navrzen k dalsi studii. Pfredpokladané
vysvétleni jevu mlzZe byt, Ze béhem radiolyzy vznikd radiolyticky produkt, ktery ma vyssi
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absorbanci nez plivodni molekula. V ramci této prace byl navrien experiment, béhem
kterého je molekula pplIX vystavena jak gama zareni, tak UV zareni. Tim dojde k vySetfeni
chovani samotné molekuly pplX, kterd neni soucasti nanokompozitu. Takto je mozné

zjistit, co se s danou molekulou déje, kdyz je vystavena zareni.
Cile této prace jsou:

1. VypracovaniliterarnireSersSe s dlrazem na radiolyzu fosfolipidd, protein(i a DNA;

2. Porovnani ucinkQl ozarovani s rGznymi parametry (energie, davkova rychlost,
druh zareni);

3. Orientacni experimenty pro zhodnoceni vlivu neionizujiciho zafeni na vybrané
biomolekuly;

4. Sepsani prace.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Biomolekuly a molekuly v bunce

Nejmensi jednotka Zivé hmoty, ktera mliZe existovat sama o sobé, je bunka. VSechny
rostliny a zvifata jsou nimi tvoreny ( ). Biomolekuly jsou jakékoli z mnoha
latek, které produkuji buriky a Zivé organismy ( ). Tato definice neni zcela
kompletni. Je pravda, Ze v burikdch se vytvari biomolekuly, ale zaroven v nékterych
procesech vznikaji anorganické slouc¢eniny napf. CO; nebo voda, a ty za biomolekuly
nemohou byt povaZovany. V encyklopedii  biomedicinského  inZenyrstvi
( ) definuji biomolekuly takto: , Biomolekuly se vyjma bunék a
strukturnich protein( rfadi mezi biologické materidly za predpokladu, Ze jsou vyuzivany
ve formé pfirodnich latek”.

Biomolekuly maji $irokou $kalu velikosti a struktur, také plni mnoho funkci. Ctyfi hlavni
makromolekuldrni typy biomolekul jsou sacharidy, lipidy, nukleové kyseliny a proteiny.
Existuji i malé biomolekuly, kam se fadi aminokyseliny, vitaminy, mastné kyseliny a
enzymy. Biomolekuly hraji nepostradatelnou roli ve vSech Zivotnich procesech, véetné
vyvoje onemocnéni ( ). V ptipadé Ze se jednd o zdravou buriku,
Ize béhem studia téchto molekul pochopit fyziologickou funkci, ktera reguluje spravny
rast a vyvoj lidského téla ( ). Pokud dojde k ozareni biomolekul, tak
v zavislosti na mnoZstvi a energii fotonl se zméni jejich vlastnosti.

V ramci této prace se zamérim na pozorovani Ucinkd ozafovani s riznymi parametry a

jeho nasledné vyufziti.

2.1.1. Lipidy

Lipidy jsou estery vysSich karboxylovych kyselin (viz obrazek 1) a jejich spolec¢nou
vlastnosti je hydrofobni povaha. Slozené lipidy jsou amfipatické — ¢ast jejich struktury je
hydrofilni a jina ¢ast, obvykle vétsi ¢ast, je hydrofobni ( ).
Hydrofobni a hydrofilni vlastnosti popisuji chovani molekul ve vodé. V pfipadé, Ze je
molekula polarni, dobfe se rozpousti v polarnim rozpoustédle — vodé a nazyva se tak
hydrofilni. Naopak, kdyzZ je molekula nepolarni, ve vodé se nerozpousti a jedna se tedy
o hydrofobni molekulu. Polarita molekul je dana rozdilem elektronegativit atomu
spojenych kovalentni vazbou, v pfipadé, Ze je vysledek mezi 0,4 — 1,7, je vazba poldarni,
je-li vysledek mensi nez 0,4, jednd se o vazbu nepolarni. Elektronegativita je tendence
atomu pfritahovat vazebné elektrony v molekule ( ).

Fosfolipidy jsou amfifilni molekuly stejné povahy jako povrchové aktivni latky —
sestavajici se z polarni nebo nabité hydrofilni hlavicky a hydrofobniho konce, fetézce
nasycenych nebo nenasycenych mastnych kyselin ( ). Nepolarni
hydrofobni ¢ast obsahuje fetézec organické kyseliny a polarni hydrofobni ¢ast obsahuje
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OBRAZEK 1 MOLEKULA LIPIDU (KYSELINY HEPTADECYLOVE), OBSAHUJiCi DLOUHY HYDROFOBNI RETEZEC
UHLOVODIKU

fosfatovou skupinu, na kterou ¢asto muize byt navdzana dalsi latka. Fosfolipidy se
béZzné vyskytuji vbunééné membrané, jez je nazyvand téz fosfolipidovou
membranou. NejcastéjsSimi fosfolipidy v membrané bunécné stény jsou
fosfatidylcholiny (Alberts et al., 1998). Vrstvy fosfolipidi v bunééné membrané jsou
k sobé otoceny hydrofobnimi — nepoldrnimi konci. Hydrofilni — polarni hlavicky
sméruji vné. Tyto vrstvy tvori fosfolipidovou dvojvrstvu, ktera je vidét na obrazku (2).

Hydrofilni
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Hydrofobni < B fuitd i
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(a) Struktura molekuly (®) Model prostorového

uspofddni

OBRAZEK 2 V HORNI CASTI JE ZOBRAZENA FOSFOLIPIDOVA DVOJVRSTVA. DOLNI CAST ZNAZORNUJE
SAMOSTATNOU MOLEKULU FOSFOLIPIDU, JEJi STRUKTURALNI (A) A PROSTOROVE (B) USPORADANI
(CAMPBELL ET AL., 2007)

Bunéénd membrdana ma polotekuty charakter, jednd se o mezomorfni skupenstvi, coz je
stav mezi kapalinou a pevnou latkou. Membrana neni homogenni a obsahuje dalsi
molekuly, které upravuiji jeji polotekuty charakter.

Kromé bunécné membrany se v bunce vyskytuji organely, které maji vlastni membranu,
odtud ndzev membranové organely. Tyto membrany maji podobné slozeni jako bunécna
membrana. Mezi membrdnové organely patfi bunécné jadro, endoplazmatické
retikulum, Golgiho aparat, lyzozomy, peroxisomy a mitochondrie. Membrany organel
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maji riznou strukturu a funkci. Spole¢nou vlastnosti je lipidova dvojvrstva obsahujici
proteiny.

Bunécné jadro je od okoli oddéleno dvéma fosfolipidovymi membranami, které navic
obsahuji tzv. bunééné pory. Tyto podry jsou vytvoreny proteiny, pfes které dochazi k
transportu konkrétnich makromolekul zejména RNA. Uvnitf pérd se nachazi chromatin,
coZ je komplex DNA a proteind.

Glykolipidy jsou tvoreny fosfolipidem, na jehoz fosfatovou skupinu je navazan
sacharidovy tetézec. Vyskytuji se na povrchu eukaryotickych  bunék

( ) jako soucast bunécéné membrany a funguji jako receptory. Také se
Ucastni bunécné signalizace ( ), coZ je zpusob komunikace mezi
burnkami.

2.1.2. Proteiny
Proteiny jsou makromolekuly, které jsou sloZeny ze strukturdlnich jednotek nazvanych
aminokyseliny. Jednotlivé aminokyseliny jsou mezi sebou spojeny kovalentni
peptidovou vazbou, kterd je zobrazena na obrazku (3).

OBRAZEK 3 PEPTIDOVA VAZBA (VYZNACENA CERVENE) A PISMENEM ALFA NAD NEBO POD UHLIKEM JE
OZNACENY ALFA UHLIK
Aminokyseliny jsou molekuly, které obsahuji karboxylovou kyselinu COO~ a amino
skupinu NH* vazanou na alfa uhlik. Pfiklad nejjednodussi aminokyseliny je glycin
(systematicky ndazev: aminoethanova kyselina). Existuje 20 zakladnich aminokyselin
(AMK), ze kterych se skladaji proteiny ( ).

Popis struktury proteinl je rozdélen do ctyr skupin. Primarni struktura popisuje poradi
aminokyselin, jak jsou pospojované peptidovou vazbou za sebou. Je popisovana od
N-konce k C-konci proteinu. Dalsi struktury popisuji prostorové usporadani proteina.
Sekundarni struktura je urcena pomoci vodikovych mustk( a déli se na alfa helix, coz je
pravotociva Sroubovice anebo beta skladany list, ktery pripomina slozeny list papiru.
Tercialni struktura urcuje, jestli se jedna o fibrilarni nebo globularni prostorové
usporadani proteinu. Toto uspofadani mize byt dano tvorbou disulfidickych mlstkd a
dalsich mezi molekulovych interakci. Usporadani proteinovych jednotek vici sobé
popisuje kvarterni skupina. Napftiklad krevni barvivo hemoglobin ma kvartérni strukturu,
ktera se skladd ze dvou paru riznych proteinQ. Tyto proteiny jsou oznaceny jako alfa a
beta fetézce, viz obrazek (4). Alfa fetézec obsahuje 141 aminokyselin a beta retézec 146
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aminokyselin. Tyto jednotky jsou vazané pohromadé hydrofobnimi interakcemi,
vodikova vazba a iontovy par (solné mustky) mezi opacné nabitymi postrannimi fetézci
aminokyselin (Ouellette et al., 2018).

Databaze klasifikace protein podle struktury, zndama pod zkratkou SCOP, poskytuje
podrobny popis vztahl znamych proteinovych struktur. Klasifikace je na hierarchickych
urovnich: prvni dvé Urovné, rodina a nadrodina, zobrazuji vzdalené a blizké evolucni
vztahy; treti, obvyklé sbaleni, téZ nazyvané jako fold, popisuje geometrické vztahy
v proteinu (Conte et al.,2000, Valenta, 2013).

OBRAZEK 4 STRUKTURA LIDSKEHO HEMOGLOBINU. ALFA A BETA PODJEDNOTKY JSOU CERVENE, RESPEKTIVE MODRE A
ZELENE HEMOVE SKUPINY OBSAHUJICI ZELEZO. (WHEELER, 2007)

2.1.3. DNA
Deoxyribonukleova kyselina (DNA), se nachdzi v jadfe bunky. DNA je tvofeno dvéma
vldkny a tvofi pravotocivou dvousroubovici, které se skladaji zaminokyselin. Jedna se o
polymer.

Primarni struktura DNA je urcena stejné jako u proteind, poradim latek. V tomto pfipadé
se nejednd o jednotlivé aminokyseliny, ale o poradi nukleovych bazi. Sekundarni
struktura je zde tvorena vodikovymi mistky s tim, Ze adenin se paruje dvéma mstky
s thyminem a guanin tfemi vodikovymi mustky s cytosinem.

Tento polymer se sklada z nukleotidd, které tvori Sroubovici.
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Z aminokyselin se skladaji nukleové baze. V DNA se nachazi Ctyfi, dvé purinové (adenin,
guanin) a dvé pyrimidinové (cytosin, thymin). Na tyto bdaze se vaze sacharid 2-deoxy-D-
ribdza, to tvofi nukleosid. Ndslednou fosforylaci vznikne nukleotid, coZz je stavebni
kamen DNA. Fosfat se vaze na uhlik C5 deoxyribdzy ( ).

RNA je zkratka pro ribonukleovou kyselinu, stejné jako DNA se jedna o polymer slozeny
v tomto pripadé z ribonukleotidl. Ribonukleotidy jsou sloZzené z nukleové baze adeninu,
guaninu, cytosinu nebo uracilu, sacharidu ribdzy a kyseliny fosforecné.

2.1.4. Voda a vnitini prostredi bunky
Voda je anorganickd molekula, ale jeji vyznam pro biomolekuly v burice je naprosto
zdsadni. Hmotnost buriky je ze 70 % sloZzena z vody ( ). Mezi zakladni
funkce vody patfi: transport latek, rozpousténi iontd, zprostifedkovavani chemickych
reakci, udrzovani stdlého prostiedi atd. Voda je obsazena v cytosolu, coz je tekuta slozka
cytoplazmy. Cytoplazma je veSkery obsah buriky kromé jadra. V cytosolu se dale
vyskytuji ionty (K*, Na*, Cl"...), aminokyseliny a dalsi z malych biomolekul.

Déle cytoplazmu prostupuje sit polymernich protein(, tzv. cytoskelet. Ten mlzZe byt
tvofen mikrofilamenty, mikrotubuly a intermedidlnimi filamenty. Z toho vyplyva, Ze
bunécné prostredi je plné sférickych prekdzek, které zpomaluji difuzi a maji vliv na
reakce uvnitf bunky ( ). Cytoskelet dale ovliviiuje usporadani
organel v burice.

2.1.5. Protoporfyrin IX

Protoporfyrin (zkrdcené pplX) je fazen mezi malé biomolekuly. V lidském organismu se
v malém mnozstvi objevuje ve vSech burnkach. Slouzi jako prekurzor k syntéze
ferroprotoporfyrinu IX, ktery se oznacuje jako hem. V nepfitomnosti Zeleza je pplX silny
fotosenzibilator, ktery po fotoaktivaci u¢inné preménuje kyslik v zakladnim stavu na
singletovy kyslik (*02) ( ). Strukturni rozdily mezi hemem a pplIX jsou malé
a jsou vidét na obrazku (5). Hlavnim rozdilem je obsah Zeleza v tetrapyrrolovém jadre,
proto se hem se fadi do rodiny metaloprotein(. Hem je soucdsti proteinu hemoglobinu,
coz je protein vyskytujici se v Cervenych krvinkach.
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HLS CH, HCx CH,
HsC eh, HyC e,
HsC CHj3 H,C CHs
Coor COOr COO COOr
A B

OBRAZEK 5 CHEMICKA STRUKTURA PROTOPORFYRINU IX A HEMOVE SKUPINY. (A) PREDSTAVUJE
MOLEKULU PROTOPORFYRINU IX A (B) FERROPROTOPORFYRIN I X, ZNAMY TEZ JAKO HEM. (

)

PplX je zajimava biomolekula pro jeji moziné aplikace v |é¢bé a diagnostice rakoviny,
napfiklad fotodynamicka terapie (PDT), kterd je zaloZena na fotodynamickych
vlastnostech této molekuly ( ).

PpIX je hnédocerveny prasek, ktery po rozpusténi zplsobuje zbarveni roztoku. Diky této
vlastnosti je mozné mérit absorbanciv UV a viditelné oblasti. Charakteristicky absorp¢ni
pik v pripadé protoporfyrinl je kolem 400 nm, téZ zvany jako Soret(iv pas (

). Zménou fyzikalnich nebo chemicky parametr( Ize pozorovat zmény absorbance
pplX. Této vlastnosti bylo vyuzito v experimentalni ¢asti. Napriklad absorpéni spektrum
je zavislé na pH, v pripadé Ze je pH = 1, tak je hlavni pik v maximu 405 nm. V pfipadé, ze
je pH mezi hodnotami 3-7 je Siroky absorpcni pik s maximy 352 a 450 nm a v pripadé
pH =12 je maximum v hodnoté 382 nm. Tento jev je vysvétleny tim, Ze pfi nizkém pH se
jednd o monomer. Pfi pH vétsi nez 8 je ppIX ve formé dimeru ( ).

’

2.2. Zdroje ionizujiciho a UV zareni

Elektromagnetické zareni je Ize Clenit podle vinové délky. UV zafeni odpovida vinové
délce v rozmezi 400-10 nm. Existuje mnoho rtznych kategorii, do kterych je UV zareni
déleno. Tyto kategorie jsou uvedeny v tabulce (1). Zareni, kterd ma kratsi vinovou délku,
nez je 10 nm se nazyva ionizujici zareni. Spektrum gama zareni a rentgenového zareni
se Castecné prekryva, zareni se rozliSuje v zavislosti na pavodu vzniku foton( danych
vinovych délek. Fotony gama zareni vznikaji béhem proces( uvnitf jaddra, rentgenové
zareni vznikd dvéma zplsoby: brzdnym zarenim a charakteristickym rentgenovym
zarenim. Déleni zareni odpovida normé ISO-21348 ( ).
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TABULKA 1 ROZDELENI ELEKTROMAGNETICKE ZARENI PODLE VLNOVYCH DELEK DLE NORMY

1SO-21348
‘Kategorie  Subkategorie  VInovddélka[nm]  Pozndmky
Gama paprsky 0,00001> A>0,001
Rentgenové zareni 0,001> A>0,1 Tvrdé
XUV 0,1>A>10 Mékké
Ultrafialové zareni uv 100>A>400 Ultrafialové
VUV 10>A>200 Vakuum UV zareni
EUV 10>A>121 Extrémni UV zareni
H Lyman a 121>A>122 Spektralni line vodiku
FUV 122>A>200 Daleké UV zareni
uvc 100>A>280 Ultrafialové C zareni
MUV 200>A>300 Sttedni UV zareni
uvB 280>A>315 Ultrafialové B zareni
NUV 300>A>400 Blizké UV zareni
UVA 315>A>400 Ultrafialové A zareni
2.2.1. Zdroje ionizujiciho zareni

Zdroje ionizujiciho zareni se déli na umélé a ptirodni. Mezi hlavni umélé zdroje
ionizujiciho zareni patfi: rentgenova trubice, radionuklidy a urychlovace. Mezi pfirodni
zdroje se povaZuje prirozené pozadi, které se sklada z kosmického zareni a ptirodnich
radionuklidG.

Zdrojem vysokoenergetickych rentgenovych foton( je rentgenova trubice. Tato trubice
je vakuové uzavfena a v ni se nachazi anoda a katoda. Ohratim wolframového vlakna
(katody), dochazi k emisi elektrond, které jsou urychlené pomoci rozdilného vysokého
napéti mezi katodou a anodou (viz obrazek (6)). Urychlené elektrony bombarduji povrch
anody. Po dopadu na anodu dochazi kinterakci s povrchem, kde dojde k brzdéni
elektronl a k emisi charakteristickych rentgenovych paprskli anodového materidlu a
tepla (Kramar et al. 2017, Potts et al., 2005).
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Radionuklidy se samovolné rozpadaji a uvolnénd energie je vyzarena formou ionizujiciho
z&Feni. V experimentalni ¢asti této prace byl pouZit radionuklid ®°Co, jenz se pfemériuje
beta rozpadem na ®°°Ni, ktery téméf okamZité deexcituje emisi gama zéFeni, viz

obrazek (7).

60
»Co

0.31Mev f~99.88%

5272 yr 60% 57
: - o Ni
148 Mev f~0.12% — 7 1.1732Mev
60% A7e
= 2 Vi
—— y13325Mev
¥ 60 a7-
— xNi
OBRAZEK 7 ROZPADOVE SCHEMA KOBALTU 60 ( )

Urychlovace ¢astic jsou dvojiho typu: linearni a kruhové.

U linearnich urychlovacl je dradha, po které dochazi k urychleni primkova. K urychleni
nabitych &astic dochdazi pomoci elektrického pole a vyuziva se k tomu svazek nabitych
¢astic nebo sekundarni ¢astice vznikajici pfi interakénich procesech na vhodnych teréich.
(

)

U kruhovych urychlovacu se vyuziva k urychleni a fizeni ¢astic elektromagnetické pole.
Elektrody castice urychluji a elektromagnety usmérnuji trajektorii ¢astic. V urychlovaci
se Castice urychluji pomoci elektrod, které méni svoji polaritu v zavislosti na poloze
urychlované castice. Elektromagnety slouZzi kvedeni paprsku ¢astic v prostoru
urychlovaée a kjeho tvarovani. V kruhovém urychlovaéi elektromagnety slouzi
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k zakfivovani trajektorie castice a pfi zméné sméru Ccastice se produkuje
elektromagnetické brzdné zareni. V zavislosti na velikosti energie v urychlovacdi lze
vytvaret Siroké spektrum elektromagnetického zareni. ( )

2.2.2. Zdroje UV zateni

Zdroje UV zareni se stejné jako u ionizujiciho zafeni déli na ptirodni a umélé. Mezi
pfirodni zdroje patfi Slunce. Spektrum slunecnich paprski dopadajicich na planetu
zasahuje do tfi oblasti spektra: infracervené, viditelné a ultrafialové. Tyto oblasti se
souhrnné nazyvaji optické zareni. Z optického zareni je 5 % v ultrafialové oblasti.

( )
Umélé zdroje UV zareni se déli do t¥i skupin: vybojky, diody a lasery.

Vybojka je trubice naplnéna plynnym médiem, obvykle parami rtuti nebo sodiku, kterou
prochazi elektricky proud. Ten zpuUsobuje excitaci iontd plynného média do vyssSich
energetickych stavl. Tento stav neni stabilni, a tak dochazi k deexcitaci, béhem které je
uvolnén foton.

Vybojky jsou dale délené podle tlaku plynu v trubici na nizkotlaké, stfednétlaké a
vysokotlaké. U nizkotlakych je tlak nizsi, nez je tlak atmosféricky. ZvySovani tlaku uvnitt
plasté Zarovky poskytuje mozZnost pro vyssi vystupni vykon ( ).
Prikladem nizkotlaké vybojky je rtutova vybojka, jeji emisni spektrum je ¢arové a
poskytuje fotony o vinové délce 184,9 nm a 253,7 nm ( ).

Strednétlaké vybojky se vyuzivaji v primyslu. Jejich Ucinnost je nizsi nez u nizkotlakych,
ale jejich vyhodou je, Ze se daji postavit o vyssim vykonu.

Vysokotlaké vybojky se vyuzivaji jako zdroj osvétleni.

Dalsim typem zdroje UV zareni byla jiz zminéna dioda. Elektroluminiscenéni dioda neboli
svételna dioda, zkratka LED (z anglického Light Emitting Diode), je polovodicova
soucastka obsahujici pfechod PN, ktery emituje optické zareni, je-li buzen priachodem
elektrického proudu ( ). Tyto zarie maji oproti vybojkdm Siroké
spektrum, ve kterém zari. Nevyhodou této diody je, Ze fotony maji malou energii.

Posledni typ zarice z vyCtu jsou lasery. Laser se sklada ze tfi Casti: zdroje energie,
rezonatoru a aktivniho prostredi. Jako zdroj energie muaze slouZit napriklad vybojka,
nebo elektricky proud, je nutné vybudit elektrony aktivniho prostfedni ze zdkladni
energetické hladiny do excitovaného stavu. BEhem deexcitace jsou produkovany fotony,
ty vstupuji do rezonatoru. Rezonator je optickd dutina vymezend zrcadli a vyuziva se
k zesileni svétla. Rezondtor opousti laserovy paprsek, ktery je koherentni a
monochromaticky. ( )
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Energie (tedy i vinovd délka) emitovaného fotonu zavisi na typu aktivniho prostredi
laseru. Vyznamnou skupinou lasert, které emituji v UV oblasti jsou exiplexové lasery
nebo téz excimerové. Jedna se o pulzni plynové lasery, které poskytuji zafeni v nékolika
spektralnich oblastech po celém ultrafialovém zareni ( ). Tyto lasery
pouzivaji kombinaci vzacného plynu a reaktivniho plynu. Za vhodné stimulace a
vysokého tlaku se vytvori pseudomolekula zvana exciplex, ktera neni stabilni a rozpada
se za emise zareni v UV oblasti.

2.3. Radiolyza biomolekul

Vlivem zafeni dochazi k aktivaci nékterych molekul, které degraduji, coz ma vliv na
preziti bunky. PreZiti buriky je definovano jako schopnost ozarenych bunék produkovat
dcefiné bunky (Bodgi et al., 2016). Aby se dalo popsat chovani bunky je dllezZité znat
chovani jednotlivych biomolekul.

Existuji dvé hlavni teorie, které popisuji mechanismy chovani zareni v ramci biologickych
systémU: bunécna teorie cild a radikalova teorie.

Bunécna teorie cill je teorie, ktera predpoklada, Ze v burice existuiji citlivé cile, ve kterych
po aktivaci dojde k trvalé zméné, jez ma pfimy uclinek na Zivotni funkce burky
(Nomiya et al., 2013). Tato teorie povaZuje interakce zareni s cily, Ze se fidi Pissonovym
rozdélenim (Bodgi et al., 2016).

Aktivace v tomto pFipadé znamena ozateni ionizujicim nebo UV zafenim. Skodlivé u&inky
zareni na bunku jsou pozorovany na jednoduchych modelovych systémech. Prikladem
je bunéénd membrana, jez je prvnim kontaktnim cilem zareni. Jeji funkce je chranit
bunku pred vnéjSimi vlivy. Po zasazeni tohoto cile mlze dojit k rdznym chemickym
reakcim, které rusi bunécné signalizace a mohou vést az k bunécné smrti
(Kiang et al., 2012). Nejprozkoumanéjsi je mechanismus primdrnich ucinkl zareni na
DNA.

Pravdépodobnosti pfimych zasah( je nizkd, proto vznikla druha teorie.

Radikalova teorie ( ) vychazi z nepfimych Gcinkd zareni na
biomolekuly v burnce. VétSina bunky je vyplnéna vodou, vlivem zdafeni dochazi
k radiolyze vody. Produkty radiolyzy vody ddle reaguji s biomolekulami a dochazi k jejich
degradaci a nasledné bunéc¢né smrti.

U ¢lovéka davka vétsi nez 35 Gy je Zivot ohroZujici a davka nad 50 Gy je téméfr s jistotu
smrtelnd a smrt nastava velmi rychle ( ).

2.3.1. Radiolyza a fotolyza vody

Radikalova teorie vychazi z nepfimych Ucinkl zafeni. Burika obsahuje az 70 % vody
( ). Po ozéareni bunky ionizujicim nebo UV zafenim dochazi k degradaci
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molekuly vody. Reakce, které jsou iniciovany zafenim, se nazyvaji radiolyza nebo
fotolyza v zavislosti na tom, pfi jaké vinové délce reakce probiha.

Radiolyza vody probiha v pfipadé, Ze zdrojem energie k preruseni vazby je ionizujici
zareni. V pripadé, Ze je zdrojem UV zareni, jedna se o fotolyzu vody. Hranice mezi témito
dvéma chemickymi procesy neni zcela jasna.

Radiolyzu lze zapsat rovnici
hv
H,0 = eg;,HO -,HO3, H -,H;0*,0H",H,0,,H, (1)

Jak je z rovnice patrné, timto rozkladem nevznikda molekula kysliku O, a radikal HOy’
vznikd v zanedbatelnym mnozstvi. Nejvyznamnéjsi produkt je hydroxylovy radikal HO".
Tento produkt je znaéné nestabilni, a proto témér okamzité reaguje s okolim.

Radiolyza probiha ve tfech fazich, které se daji délit podle ¢asového horizontu od iniciace
reakce.

Prvni faze je fyzikalni, vznikd v 1 fs (tj. 101> s) po ozafeni, dojde k tvorbé ionizovanych
molekul H0*, excitovanych molekul H20" a subexcitagnich elektronl. Dal$i faze,
fyzikalné chemickd, zacind v ¢ase 10°-10"*2 sa dochazi k mnoha procesim véetné
reakce iontovych molekul, disocia¢ni relaxaci, autoionizaci excitovanych stav, solvataci

elektronu atd. ( )
H20+ + HZ g H30+ + OH - (2)
H,0* -> OH- +H - (3)
e” - eqq (4)

V posledni casti, nazvané chemické produkty, difunduji do roztoku, reaguji jak mezi
sebou, tak s ostatnimi molekulami. To celé se déje v ¢ase 101>-10s.

KdyZ na vodu pUsobi UV zafeni dochazi k fotolytické reakci:
hv
H,0 - OH" + H* (5)
hv
H,0 - OH* + H* + ez, (6)
S klesajici vinovou délkou ma zareni vyssi energii, a tim roste pocet vytvorenych

iontovych parQ a tim i vytézek reakci ( ). Dale s klesajici vinovou
délkou vznika vétsi podil ionizovanych meziproduktl nez excitovanych.

Béhem fotolyzy vody pfi vinové délce 257,7 nm je kvantovy vytézek 0,08. Kvantovy
vytéZzek urCuje mnoiZstvi absorpce svétla hmotou. Odpovidd to rovnici

( ):
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pocet zreagovanych molekul

¢= 7
pocet absorbovanych elektronii 7

Aby doslo k fotochemické reakci musi svétlo byt molekulou absorbovano, dochazi k

prekryti vinovych délek (Pottier et al., 1991).

U vinové délky pod 185 nm vznikaji radikal HO, pro vinovou délku nad 200 nm chybi data
(Tomanova et al., 2017).

2.3.2. Radiolyza fosfolipidl

Radiolyza fosfolipidli zavisi na prostredi, ve kterém probiha. V pfipadé, Ze je fosfolipid
ozaren ve vodném prostiedi, vznikaji hydroxylové radikaly, a ty dale interaguji
s fosfolipidem radikdlovu reakci, kterd se sklada ze tfi stadii: iniciace, propagace a
degradace. Radikalovou reakci Ize zapsat pomoci rovnic 7-10 (Tomanova et al., 2017):

Iniciace:
LH + OH- - L- +H,0 (7)
L-+0, —» LOO- (8)
Propagace:
LOO- +LH - LOOH + L- (9)
Degradace:
2 LOO - — neradikalové produkty (10)

Graficky to poté odpovida obrazku (8)
y.p.e
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OBRAZEK 8 SCHEMATICKE ZNAZORNENI RADIOLYZY FOSFOLIPIDU VE VODNEM PROSTREDI
(VYSIN ET AL., 2017)

Ve vyzkumu (Vysin et al., 2017) je molekula fosfolipidu vystavena rdznym druhim
zéFeni. Jako zdroj gama zafeni byl pouZit ®°Co o davkovych pfikonech 35 a 332 Gy/h.
Dalsimi zdroji zareni byly urychlené elektrony a urychlené protony.
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Vysledky po ozarovani gama zdrojem potvrdili, Ze zména davkového prikonu nema vliv
na tvorbu hydroperoxid(.

V pfipadé ozafovani zdrojem urychlenych protont byla energie 31 MeV a davkovy
prikon se ménil béhem jednotlivych méreni na 100, 400 a 800 Gy/hod. V tomto pripadé
se chemické vytézky hydroperoxid{ snizuji s rostoucim davkovym prikonem, coz bylo
zdGvodnéno tim, Ze mlzZe dochdazet k vysSimu mnoiZstvi rekombinaci OH radikdlu pfi
vyssich davkovych prikonech.

Béhem studie ( ) vystavil membrdnu tvofenou fosfolipidy
(dipalmitoylfosfatidylcholiny), ktera se nachazela ve vodném prostredi, zareni gama.
Zdrojem byl °Co o davkovém pfikonu 100 a 7,9 Gy/min. V ramci méfeni bylo zjisténo,
Ze se ménila fluidita fosfolipidové membrany. Hlavnim inicidtorem reakci byl pfi obou
davkovych prikonech radikal, ktery vznikl radiolyzou vody. Fosfolipidovd membrana,
ktera obsahovala navic antioxidanty vykazovala mensi poSkozeni nez membrana, ktera
byla bez pfitomnosti antioxidantl. Hlavni reakce, ktera probihd béhem radiolyzy
fosfolipidd, je tedy nepfima.

V ptipadé, Ze se nejedna o vodné prostredi, dochazi v prilbéhu ozafovani gama zarenim
ke ztraté elektronu, ktery ndsledné iniciuje reakci. BEhem ozarovani 1,2-dipalmitoyl-sn-
glycero-3-fosfoethanolaminu gama zafenim zdrojem ®Co o ddavkovém piikonu
76800 Gy/hod ( ) vznikaly radikaly hydroperoxid( a alkyl(l. Reakce
odpovida schématu na obrazku (9).

0
L +
R - CHy - §-P - 0-CH, -CH, - NHy

10

|

o +
R~ CHy = §-P -0 - CH, - CH, - NHy

0
+ - +
R = CH, + '.Q_Fl'_O_CHQ_CHz_NHs
0
e H*
0
. +
R - CH, Q- P = 0= CHy ~ CHy - NHg
*OH

OBRAZEK 9 RADIOLYZA FOSFOLIPIDU BEZ VODNEHO PROSTREDI ( )

24



2.3.3. Radiolyza proteinti

Béhem radiolyzy proteinl dochazi kjejich denaturaci, coz znamena, Ze tercidlni
struktura je narusend a dochazi k jejimu preskupeni. Dalsi typickou reakci je oxidace,
ktera zplsobuje Stépeni fetézce proteinu a modifikaci postrannich retézct aminokyselin
oxidacnimi reakcemi. Existuje vice nez 30 mechanismu oxidace ( ),
jednim z nej¢astéjsich inicidtor( je hydroxylovy radikal (viz rovnice 11-13).

P — CONHCH(R) — P + OH-— P — CONHC(R) —P + H,0 (11)
P — CONHC(R) — P + 0, » P — CONH(OO)R — P (12)
V ¢lanku ( ) je uvedeno nékolik dalSich oxidacnich rovnic, jejich

stechiometricky ekvivalent odpovida rovnici (13), kterd je shrnuje do jedné.
P — CONHCH(R) =P + 0, ~—- P —CONH, + RCO—-P + H,O0, (13)

K dal$im reakcim, ke kterym dochazi vlivem ionizujiciho zareni je karbonylace, pfi které
dochazi k adici karbonylovych skupin k postrannim retézcim AMK. Tato reakce je
iniciovana pomoci kovové katalyzy na zbytcich Lys, Thr, Pro, Glu, Asp a Arg (

).

Proteiny na rozdil od lipid( jsou daleko komplexnéjsi. a proto je obtizné obsahnou
vSechny mechanismy radiolyzy proteinl vtéto praci. Nékteré mechanismy dale

vysvétluje

Gama zareni ovliviiuje degradaci tercialni struktury proteinu v dUsledku rozpadu
vodikovych a disulfidovych mastkl  zplsobenych Stépenim a  sitovanim
makromolekuldrnich fetézcl. V rdmci denaturacnich procesl proteinli ozarenych gama
zarenim byla provedena rozsahla studie ( ), kterd se vénovala radiolyze
proteind, jak ve vodném prostredi, tak za sucha. Vzorky (hovézi alfa a gama globuliny,
hovézi hemoglobin a korisky myoglobin) byly vystaveny zareni o ddvkovém prikonu 1,86,
1,43 a 0,47 Gy/s. Efektivni davka byla 30, 25, 24, 20, 3 a 2,5 kGy. Zmény tercialni
struktury byly méreny pomoci diferencialni skenovaci kalorimetrii. Denaturace protein(
v roztoku svodou byla destruktivnéjsi nez u proteini v pevném skupenstvi. To je
vysvétleno radiolyzou vody, jejiz radikaly reaguje s proteiny.

Béhem ozarovani vzork( alfa a gama globulinu stejnymi ddvkami, byl zjistén vliv
davkového prikonu. Pokud byl vzorek ozafovan niz§im davkovym prikonem po delsi
dobu byla pocatecni teplota denaturace proteinl nizsi. K vétsi denaturaci protein
dochdzelo za nizsiho davkového prikonu, jelikoZ doba ozarovani, aby vzorek byl ozaren
stejnou davkou byla delSi. Ozarovanim metaloproteinli dochdzelo ktransformaci

tercialni struktury.
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Ve studii ( ) byly zkoumany mechanismy poskozeni proteint
zdrojem gama zéareni (°°Co) a linedrnim urychlovaéem elektrond o energii 4,5 MeV.
Proteiny byly urychlovacem elektrond vystaveny pulzim o intervalu 0,05 — 2,7 us s
maximalni ddvkou 60 Gy v ramci jednoho pulzu. Zavér, ktery vyplynul z této prace je
uplatnéni pulzni radiolyzy pro sekvenovani proteinu a tim uréeni jejich primarni
struktury.

2.3.4. Radiolyza DNA

Nejcastéjsi typy poskozeni DNA jsou jednoduchy a dvojity zlom, modifikace bazi a cukrd
a krizové vazby DNA-protein ( ). BEhem radiolyzy vznikd hydroxylovy
radikal, ktery prevazné zplsobuje tato poskozeni. Hydroxylovy radikal nahrazuje atomy
H od cukru a bazi nebo se pridava k bazim vsech nukleotidd, coz vede k poskozeni DNA,
jeho zlomim. Mensi cast interakci je zpusobena pfimym ucinkem, kdy
vysokoenergetickd C¢astice zasdhne molekulu DNA (

).

Jelikoz je DNA velmi citlivy cil, tak v ramci burky existuje nékolik mechanismu, jak
zabranit posSkozeni této biomolekuly. Prvnim typem ochrany DNA je ochrana proti
reaktivnim  formdam  kysliku  pfitomnosti  antioxidaéni  molekuly  (napft.
glutathionem)( ). Druhym typem je oprava DNA, kterd prestava
fungovat pfi davkach vyssich nez 0,5 Gy. Pokud opravy DNA selZzou, dojde k poSkozeni
DNA a dochdzi k bunééné smrti nebo mutaci buriky. Pfi davkach 0,01 — 0,5 Gy a
davkovém prikonu v rozmezi 0,01 — 1 Gy/min dochazi k adaptivni odpovédi, to znamena,
Ze bunka se prizpusobi okoli a brani poskozeni DNA tim, Ze ho opravuje a vychytava
reaktivni formy kysliku. Pokud je davkovy pfikon vyssi nez 1 Gy/min, tak dochazi
k nevratnému poskozeni ( ). Mysi embrya vystavena dlouhodobé
expozici 0,1 Gy byla chranénd nejen pred mutageni transformaci, ale i nasledné velké
radiacni expozici o ddvce 4 Gy. Béhem dlouhodobé expozici se zvysila ¢etnost oprav
zlomG v DNA a zd4d se, Ze tato oprava byla u jednoduchych zlomU bezchybna (

). Adaptované buriky jsou méné nachylné k radiaci indukované rakovinotvorné

transformaci ( ). Ddle bylo adaptivni chovani podporeno studii
( ), kdy byly plicni fibroblasty vystaveny gama zareni o dlouhodobé davce
0,1 Gy a nasledna davka 2 Gy a 4 Gy ( ). Adaptivni teorie neni jeding,

ktera se snazi popsat chovani DNA pfi nizkych davkach.

Druhou teorii je mimotercovy efekt. Bunka je ozarena nizkou davkou a dojde k poskozeni
DNA a bunécné smrti. Mezibunécnou komunikaci se okolni bunky za¢nou chovat jako
ozarené ( ). Tento mimotercovy efekt je v rozporu s adaptivni
teorii.
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Bé&hem ozafovani DNA gama zdrojem (®°Co) a rychlym neutronovym zdrojem o energii
34 MeV o stejné davce byl rozdil vtvorbé jednoduchych a dvojitych zlom( DNA.
Jednoduché zlomy vznikaji az 2x méné a dvojité zlomy 1,5x vice u zdroje rychlych
neutronl neZ u zdroje gama. ( ).

V pfipadé, Ze je v burice vyssi koncentrace pplX, dochazi po ozéareni zdrojem gama
k jednovldknovym zlomUm v DNA ( ), coZ je vysvétleno tim, Ze po
ozareni jsou generovany reaktivni formy kysliku (napf¥. hydroxylovy radikal).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pristroje a metody

3.1.1. UV/VIS spektrofotometrie

Spektrofotometr je pfristroj, ktery méri absorbanci elektromagnetického zareni ve
viditelné a UV oblasti, které proslo vzorkem. Je mérena intenzita zareni paprsku svétla o
dané vinové délce pred prichodem i po prlichodu vzorkem. Podil intenzity po prichodu
a pred prachodem je nazyvan transmitance. Zaporny dekadicky logaritmus transmitance

je absorbance.

Spektrofotometr Varian Cary 100 Cone, ktery byl pouzit pro méreni byl dvoupaprskovy,
coz umoziiuje méfit slepy vzorek a zkoumany vzorek najednou.

Vzorky byly méreny v kiemennych kyvetdch, jelikoz sklenéné kyvety neumoznuji méfrit
v UV oblasti a plastové kyvety se ukazaly jako nevhodné, protoze s nimi interagovala
rozpoustédla.

OBRAZEK 10 UV/VIS SPEKTROFOTOMETR VARIAN CARY 100

3.1.2. Nizkotlaka rtutova vybojka s optickou lavici

Nizkotlaka rtutova vybojka slouzi jako zdroj UV zafeni. Poskytuje zafeni o vinové délce
253,7 nm. Opticka lavice umozZiuje upevnit vzorek v konkrétni vzdalenosti od zdroje
zéreni. Vzorky byly umistovany do pozice 0, v této pozici byl proud fotond stanoven na
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5,23-10'* fot/s. Tok fotonl byl uréen na zakladé protokolu vypracovaného v ramci

OBRAZEK 11 NiZKOTLAKA RTUTOVA VYBOJKA S OPTICKOU LAVICi, MODRY PRiSTROJ JE TREPACKA |KA
MS 3 BASIC

laboratornich praktik k datu 5.5. 2021 Bc. Jindfichem FleiSmannem.

3.1.3. Gammacell

Jako zdrojem ionizujiciho zareni byl pouzit Gammacell 220. Gama zafeni zde vznika
rozpadem ©°Co. ,Davkovy pfikon stanoveny pomoci Fricke-Hartova dozimetru cini
Dr_y=14,920 Gy/hod. Davkovy piikon byl uréen na zakladé protokolu vypracovaného
v ramci laboratornich praktik k datu 4. 5. 2021 Bc. Jindfichem FleiSmannem.

h

OBRAZEK 12 GAMMACELL 220
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3.1.4. Vybér rozpoustédla

Vzorky byly pfipraveny rozpusténim pplX v rozpoustédle. Prvné bylo nutné zjistit
rozpoustédlo, které nezasahuje do Soretova pdsu, je v ném pplX dobfe rozpustny a je
vhodny pro biomedicinské ucely. Protoporfyrin IX je ve vodé nerozpustny (

). Soret(lv pds je charakteristicky absorpcni pas pro porfyriny, dosahuje maxima

kolem 400 nm ( ). Na zakladé téchto parametrd byly vytipovany tfi
rozpoustédla: methanol, ethanol a isopropanol ( ).
3.1.5. Priprava vzorkl pro méreni na spektrofotometru

Bylo odvazeno 0,010 g PpIX do 10ml zkumavky. Zkumavka byla doplnéna rozpoustédlem
na objem 10 ml. Takto pfipraveny roztok byl ponechan v ultrazvukové lazni Bandelin
sonorex. Po 10 minutach z néj byly odpipetovany 4 ml, a ty byly prelity do 40 ml
uzaviratelné zkumavky. Objem byl dopInén rozpoustédlem na 40 ml. V pfipadé prvni a
druhé série méreni byly vzorky rozpoustény v ultrazvukové lazni po dobu 10 minut a
v pripadé treti série experiment(, byly nasledné vlozeny do centrifugy na 10 minut pfi
5000 ot./min s odstfedivou silou 4800 g.

Z takto pripravenych roztokd byl vzidy odebran 1 ml, ktery byl ve zkumavce nafedén na
10 ml. Tento konecny roztok byl celkové 100x ziedénéjsi nez pocatecni.

Méreni 1. a 2. série experimentl vzorkd ozarenych UV probihala tak, Zze vzorek byl
umistén do polohy 0 na optické lavici a ozafovan. BEhem ozarovani byl vzorek tfepan na
tfepacce IKA MS 3 BASIC. Nasledné byl vzorek dan do tmy a méreni na spektrofotometru
probéhlo po ozareni vSech vzorkd.

V pripadé 3. série byly vSechny vzorky tfepany 90 minut na tfepacce IKA MS 3 BASIC,
v zavislosti na case ozarovani probihala ¢ast tfepani pod zdrojem UV zafeni. Napfriklad
vzorek, ktery byl ozafovan 60 minut, byl pfedtim 30 minut tfepan na tfepacce a poté byl

ozarovan. Vzorek byl vidy po ozafeni rovnou zmérena na spektrofotometru.

Ozarovani vzorkll v Gammacellu probihalo v pfipadé 1: a 3. sérii stejné. Vzorek s nejdelsi
dobou ozarfovani byl vlozen do gammacellu a postupné k nému byly ostatni vzorky
pridany. Nez byl vzorek vlozen do Gammacellu, byl ve tmé. Po ukonceni ozarovani byly
vzorky proméreny na spektrofotometru.

Ke 3. sérii experimentu byl pfidan 4. vzorek. Ten se skladal z pplX, EtOH a 0,1 M roztok
NaOH. Ze zkumavky, kde byl ppIX v EtOH (pfed fedénim) byly odebrany 2 ml do 40 ml
zkumavky, byl pfiddn EtOH o objemu 18 ml a 20 ml 0,1 M roztoku NaOH. Takto
pripraveny vzorek byl zafazen do 3. série experiment(l, ozarovani probihalo za stejnych
podminek, jako pro ppIX v rozpoustédle bez pfidavku NaOH.
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OBRAZEK 13 SADA VZORKU ZLEVA: PPIX+MEOH, PPIX+ETOH, PPIX+1-PROH, 10X NAREDENY
PPIX+MEOH, 10x NAREDENY PPIX+ETOH, 10X NAREDENY PPIX+1-PROH, 100X NAREDENY
PPIX+MEOH, 100x NAREDENY PPIX+ETOH, 100X NAREDENY PPIX+1-PROH

3.1.6. Seznam chemikalii

TABULKA 2 SEZNAM POUZITYCH CHEMIKALII

ore Dodavate ota [ % otno

O 0
Protoporfyrin IX  C3sH3aN4O4 Sigma >95 562,6
Ethanol C2HsOH Penta >99,8 46,07
Methanol CH30H Penta >99.8 32,04
Isopropanol (CH3)2:CHOH | Penta >99,8 60,10
Hydroxid sodny NaOH Penta >08 40,00
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Vybér vhodného rozpoustédla

Nejprve bylo proméfena samotna rozpoustédla, jestli neabsorbuji pfi vinovych délkach
zasahujicich do Soretova pasu. V ramci prvnich experimentl byly pouZivany plastové
kyvety, ukdzalo se vsak, ze béhem méreni doslo k jejich prasknuti, viz obrazek (14). Proto
byly nahrazeny kyvetami z kfemenného skla. V grafu na obrazku (15) jsou namérena
absorpéni spektra pro vSechny tfi pouZita rozpoustédla jak v plastovych kyvetach, tak
v kfemennych. Z téchto méreni vyplynulo, Ze k dalSimu méreni jsou vhodnéjsi kfemenné

kyvety. TéZz bylo prokazano, ze zadné z vytipovanych rozpoustédel nemd Zzadny

absorpéni pik v Soretové pdsu. Skok u vinové délky 350 nm je ddn zménou lamp, pficemz
jedna je uréend pro méreni v UV oblasti a druha ve viditelné.

OBRAZEK 14 PLASTOVA KYVETA PRASKLA PO PRIDANI PPIX+1-PROH, CERNE TECKY V KYVETE VLEVO
JE NEROZPUSTENY PPIX

— EtOH plastova kyveta

MeOH plastova kyveta
«—— {-PrOH plastova kyveta
~— EtOH Si kyveta

MeOH Si kyveta
= i-PrOH Si kyveta

Absorbance [-]
o
&

o
o
S

_/W
/‘/./"/' -
_0,05 //
-0,10
300 400 500 600 700 800

VInova délka [nm]

OBRAZEK 15 ABSORPCNI SPEKTRA ROZPOUSTEDEL, PRI MERENI BYLY POUZITY DVA TYPY KYVET:
KREMENNE (S1) A PLASTOVE
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Dale bylo proméfeno chovani jednotlivych rozpoustédel po ozareni ionizujicim a UV
zarenim. Ozarovani probihalo v UV oblasti po dobu maximalné tfi hodin a ozafovani
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0
-0,01
-0,02
-0,03
-0,04
-0,05

Absorbance [-]

-0,06

-0,07 = UV MeOH

vy MeOH

MeOH Si kyveta

-0,08

-0,09
300 400 500 600 700 800

Vinova délka [nm]

OBRAZEK 16 ABSORPCNI SPEKTRA NEOZARENEHO MEOH A MEOH VYSTAVENEHO UV
A GAMA ZARENI
gama zdrojem %°Co byla pouZita maximalni davka 59,680 Gy. Vysledky experimentu jsou
vidét na obrdzcich (16) — (18), jednotliva rozpoustédla i po ozdfeni maji podobny trend,
a tudiz neprobiha tvorba produktl, které by mohly ovlivnit méreni. Posun kfivek muze
byt dany zménou pozadi, jelikoZ vSechna méfeni neprobihala se stejnymi kiemennymi
kyvetami.
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OBRAZEK 17 ABSORPCNI SPEKTRA NEOZARENEHO ETOH, ETOH VYSTAVENEHO UV A GAMA ZARENI
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OBRAZEK 18 ABSORPCNI SPEKTRA NEOZARENEHO 1-PROH A 1I-PROH VYSTAVENEHO UV A GAMA
ZARENI
Pro vybér vhodného rozpoustédla byl realizovdn posledni experiment, pfi kterém byla
zmérend absorpcni spektra rozpoustédel s pplX. Po proméfeni téchto dat, byla
zamérena pozornost na pik okolo 405 nm, na kterém jsou snadno pozorovatelné rozdily
namérenych intenzit pro rlzné vzorky méreni (viz obrazek 19).

Z téchto experimentalnich méreni vyplynulo, Ze vSechna vytypovanad rozpoustédla
muUzZeme pouzit, jelikoZ splfiuji nase pozadavky.

0,8
KK ppIX+EtOH
0,7 KK ppIX+MeOH
KK ppIX+i-PrOH
0,6 ——— PK ppIX+EtOH
—_ = PK ppIX+MeOH
o 0o —— PK pplIX+i-PrOH
<
goa
o
803
20
0,2
0,1

o LTINS

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
ViInova délka [nm]

OBRAZEK 19 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX V RUZNYCH ROZPOUSTEDLECH A V RUZNYCH TYPECH
KYVET (KK-KREMENNE KYVETY, PK-PLASTOVE KYVETY)

4.2. 1. série experimenttl

V této a 2. sérii experiment( byl vzorek ,,0 minut” pouZit z namérenych dat absorpc¢niho
spektra, kterd jsou zpracovdna v grafu na obrazku (19) (data namérena pro kiemenné

34



kyvety). Posléze se ukazalo, Ze neni idedlni pouZivat neozareny vzorek z jiné série
experimentl ke srovnavani s ostatnimi sériemi, jelikoZ koncentrace pplIX v rozpoustédle
nebyla stejna.

e

4.2.1. Ozarovani zdrojem UV zareni

Prvni fada vzork( byla ozafovana po dobu 1, 2, 4 a 8 minut.

1,4
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0,6
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0
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OBRAZEK 20 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX vV ETOH, KTERY BYL VYSTAVENY VLIVU UV ZARENI
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OBRAZEK 21 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX v MEOH, KTERY BYL VYSTAVENY VLIVU UV ZARENIi

V grafu na obrdazku (20) neni z namérenych absorpcnich spekter Uplné jednoznacné, co
se s molekulou pplX déje. BEhem ozarovani pplX v EtOH dochdzi k narlistu absorbance
u vzorkd ozarenych po dobu 1, 2 a 4 minuty oproti neozarenému vzorku (,,0 minut”).
Narust je vidy vyssi s dobou ozareni, ale vzorek, ktery nebyl ozarovan (,,0 minut“) ma
podobnou hodnotu maxima stejnou jako vzorek, ktery byl ozaren po dobu 8 minut.
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V absorpénich spektrech v grafu na obrazku (21) je vidét, Ze s dobou ozafovani roste
absorbance vzorku. Ackoliv nartst absorbance mezi spektry ,,4 minuty” a ,,.8 minut“ je
maly. Absorpéni spektrum namérené pro vzorek, ktery byl vystaveny UV zareni po dobu
1 minuty md nizsi absorbanci neZ neozareny vzorek. To mlZe byt zplUsobeny jinou
koncentraci neozareného vzorku ppIX v MeOH, nez u vzorkd, které jsou ozarené.

Absorpcni spektra, ktera jsou zobrazena v grafu na obrazku (22), nemaji jednoznacny
trend. Jedna se o roztok pplIX v i-PrOH. Na zakladé namérenych absorpcnich spekter byly
upraveny podminky méreni pro dalsi série. V ramci 2. série méreni doslo k prodlouzeni
¢asu ozarovani.

Hodnoty Soretova pasu pro namérena absorpéni spektra 1. série vzorkd jsou uvedeny
v tabulce (3).
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OBRAZEK 22 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX Vv I-PROH, KTERY BYL VYSTAVENY VLIVU UV
ZARENI PODOBU O, 1, 2,4 A 8 MINUT

TABULKA 3 HODNOTY MAXIM PRO 1. SERII VZORKU OZARENYCH UV ZARENIM

ppIX+EtOH 0,755 1,082 1,046 1,149 0,741

ppIX+MeOH 0,183 0,148 0,202 0,218 0,220

ppIX+i-PrOH 0,400 0,403 0,272 0,308 0,415
4.2.2. Ozarovani zdrojem gama zareni

Ozarovani zdrojem gama probihalo po dobu 30, 60, 120 a 240 minut. Na obrazku (23)
jsou uvedena spektra vzorkl, pplX rozpusténého v EtOH. Je viditelné, Ze maximalni

36



hodnota absorbance u vSech ozarenych vzork( je podobna. Neozareny vzorek (,,0 minut)
ma absorbanci nizsi.
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1 —14,920 Gy
—29,840 Gy
0,8
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0,6
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OBRAZEK 23 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX vV ETOH, VYSTAVENY VLIVU GAMA ZARENI O
DAVKACH 0, 7,460, 14,920, 29,840 A 59,680 Gy
V grafu na obrazku (24) jsou vidét namérena absorpcni spektra roztoku pplX v MeOH.
Z nich je patrné, Ze s nar(stajici ddvkou zareni, dochdzi k nartst absorbance.

V pfipadé absorpcnich spekter pplX v i-PrOH (viz graf na obrazku (25)) dochazi téz k
narustu absorbance s dobou ozafovani, aZz na to, Ze neozafeny vzorek ma absorpcni
maximum mezi vzorky vystavené davce 14,920 Gy a 29,840 Gy. Coz muze byt zplsobeno
tim, Ze stejné jako béhem ozarovani v UV oblasti byl vzorek ,,0 minut” pouzit ze série
absorpcnich spekter pro graf na obrazku (19) a tudiz sloZzeni roztoku se mohlo lisit.
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OBRAZEK 24 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX vV MEOH, KTERY BYL VSTAVENY VLIVU GAMA
ZARENI O DAVKACH 0, 7,460, 14,920, 29,840 A 59,680 Gy
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OBRAZEK 25 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX vV I-PROH, KTERY BYL VYSTAVENY VLIVU GAMA
ZARENI 0 DAVKACH 0, 7,460, 14,920, 29,840 A 59,680 GY

Hodnoty maxim absorpcnich spektrech vzork( ozarenych gama zdrojem v 1. sérii
experimentl jsou uvedeny v tabulce (4).

TABULKA 4 HODNOTY MAXIM PRO 1. SERII VZORKU OZARENYCH GAMA ZARENIM

ppIX+EtOH 0,755 1,072 1,097 1,116 1,099
ppIX+MeOH 0,183 0,490 0,517 0,535 0,672
ppIX+i-PrOH 0,400 0,489 0,391 0,424 0,461

4.3. 2.série experimenti

V této sérii byly vzorky vystavené UV zareni po dobu 5, 10 a 15 minut. Namérena spektra
byly vynesena do grafli na obrdzcich (26)-(28). Graf na obrazku (26) obsahuje o dvé
absorpcni spektra vic, a to spektra pplX v EtOH ozatovany po dobu 90 minut a spektrum
pplX v EtOH ozarenych po dobu 180 minut. Navyseni ¢asu ozafovani bylo zvoleno proto,
Ze s narUstajici dobou ozatovani se zvySovala absorbance. JelikozZ se potvrdil predpoklad,
Ze absorbance je vyssi s délkou ozafovani, byly navySeny Casy méreni i ve treti sérii
experiment(.

V pfipadé grafu na obrazku (27), kde jsou uvedena spektra pplX rozpusténého v MeOH,
dochazi ke zvySeni absorpéniho maxima az po deseti minutach ozarovani a pfi dalSim
méreni hodnota maxim absorbance roste. V ptipadé namérenych absorpcnich spekter
ppIX vi-PrOH (viz graf na obrazku (28)) stejné jako u absorpénich spekter v grafu na
obrazku (22) jsem nepozorovala jednotné chovani.

Hodnoty absorpcnich maxim spekter této série jsou uvedeny v tabulce (5).
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OBRAZEK 26 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX vV ETOH, KTERY BYL VYSTAVENY ZDROJ UV ZARENI
po boBuU 0, 5, 15, 30, 90 A 180 MINUT
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OBRAZEK 27 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX v MEOH, KTERY BYL VYSTAVENY ZDROJI UV
ZARENI PO DOBU 0, 5, 15 A 30 MINUT
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OBRAZEK 28 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX vV I-PROH, KTERY BYL VYSTAVENY ZDROJI UV
ZARENI PO DOBU 0, 5, 15 A 30 MINUT

TABULKA 5 HODNOTY MAXIM PRO 2. SERII VZORKU OZARENYCH UV ZARENIiM

ppIX+EtOH 0,755 0,771 0,788 0,801 0,892 0,880
ppIX+MeOH 0,183 0,182 0,203 0,219 - -
ppIX+i-PrOH 0,400 0,373 0,363 0,398 = -

4.4. 3.série experimentl

V této sérii byla provedena zména v pfipravé vzorku: doSlo kzafazeni kroku
s centrifugou pro odstranéni nerozpusténych pevnych &astic pplX. Kromé méreni pplX
v daném rozpoustédle, pribyl jesté 4. vzorek, ktery se skladal z ppIX rozpusténym v EtOH
a roztokem 0,1M NaOH v poméru 1:1.

’

4.4.1. Ozarovani zdrojem UV zareni

V grafu na obrazku (29) jsou zméfena absorpcni spektra pplX v EtOH. Namérena data
absorpcnich spekter pro 0, 5 a 90 minut maji nizsi hodnotu pozadi nez namérena
absorpéni spektra 30 a 60 minut. To mlze byt zplsobeno chybou pfi manipulaci
s kyvetami, kdy mohla byt kyveta pred vlozenim o 90° pootocena (ve vertikdlni ose).
Z namérenych dat plyne, Ze pUsobeni UV zareni pravdépodobné nema vliv na zménu
absorbance pplX rozpusténého v EtOH.

Absorpéni spektra roztoku ppIX v EtOH s0,1 M NaOH, kterd jsou vidét v grafu na
obrdazku (30), maji vyssi hodnotu maxim absorbanci nez pplX v EtOH bez pridavku
roztoku NaOH. To je zplsobeno zménou pH, ktera zpuUsobila vétsi rozpustnost pplX
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v EtOH a tim zvySeni jeho koncentraci v roztoku. Ani vtomto pfipadé se nepodafilo
prokazat vliv UV zafeni na zménu absorbance pplX.

V grafu na obrdzku (31) je namérené spektrum, které je zatizené hrubou chybou. Je
nepravdépodobné, aby doslo po ozareni UV zdrojem po dobu 10 minut k takovému
narlstu absorbance. Tato chyba muze byt zplsobena zdménou vzorkl. Po vylouceni
spektra vzorku, které bylo vystaveno zafeni po dobu 10 minut vyplynulo z namérenych
spekter, Ze absorbance pplX v MeOH se neméni.

Po analyze namérenych spekter posledniho vzorku ppIX vi-PrOH (viz graf na
obrazeku (32)) dochazim k zavéru, Ze pplX je velice Spatné rozpustny v i-PrOH.
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OBRAZEK 29 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX V ETHANOLU, KTERY BYL VYSTAVENY UV ZARENI PO
posu 0, 5, 10, 30, 60 A 90 MINUT
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OBRAZEK 30 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX vV ETOH A 0,1 M RozTOKU NAOH, KTERY BYL UV
ZARENI PO DOBU 0, 5, 10, 30, 60 A 90 MINUT
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OBRAZEK 31 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX vV MEOH, KTERY BYL VYSTAVENY UV ZARENI PO
posu 0, 5, 10, 30, 60 A 90 MINUT

0,025 =0 minut

0,02 e 5 minut

=30 minut
0,01
e 60 minut

0,005 =90 minut

350 0
-0,005

Absorbance [-]

-0,01
-0,015
-0,02

-0,025

Vinova délka [nm]

OBRAZEK 32 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX Vv I-PROH, KTERY BYL VYSTAVENY UV ZARENI PO
poBu 0, 5, 10, 30, 60 A 90 MINUT

V tabulce (7) jsou uvedené hodnoty namérenych maxim v absorpcnich spektrech
vzork( 3. série vstavenych paprskiim UV zafeni.

TABULKA 6 HODNOTY MAXIM PRO 3. SERII VZORKU OZARENYCH UV ZARENIM (CERVENA HODNOTA JE
CHYBNE MERENI, KTERE BYLO VYLOUCENE Z ANALYZY)

ppIX+EtOH 0,359 0,364 0,411 0,411 0,402 0,347
ppIX+MeOH 0,294 0,284 1,303 0,265 0,239 0,290
ppIX+i-PrOH 0,019 0,021 0,003 0,007 0,018 0,015
ppIX+EtOH+NaOH 2,609 2,569 2,560 2,573 2,583 2,565
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4.4.2. Ozarovani zdrojem gama zareni

Béhem ozafovani gama zdrojem doslo k navySeni absorbance prokazatelné jen u vzorku
ppIX v EtOH (viz graf na obrdzku (33)). Roztok ppIX rozpustény v EtOH s 0,1 M NaOH ma
hodnotu absorpéniho maxima kolem 2,8. Zasadité prostfedi ma vliv na rozpustnost pplX,
coz souhlasi s poznatky z ¢lankl (Kubat et al., 2003; Myrzakhmetov et al., 2021). ZvySeni
maxima absorbance bylo zaznamené i u vzorku ppIX v EtOH s 0,1 M NaOH, ktery byl
méreny ve 3. sérii vzorkl vystaveny vlivu UV zareni.

PpIX v MeOH ma o trochu nizsi absorbanci po ozafeni nez pfed nim, nicméné je to
odchylka v rdmci chyby méfeni.

PpIX v i-PrOH je velmi Spatné rozpustny, jelikoz absorpéni maximum se pohybuje kolem
0,01, coz mlze byt zplisobeno ¢asticemi pplX ve vznosu, které se nepovedlo odstranit
na centrifuze.
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OBRAZEK 33 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX vV ETOH, KTERY BYL VYSTAVENY GAMA ZARENIi O
DAVKACH 0, 3,730, 7,460, 14,920, 29,840 A 59,680 GY
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OBRAZEK 34 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX vV ETOH A 0,1 M ROzZTOK NAOH, KTERY BYL
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OBRAZEK 35 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX vV MEOH, KTERY BYL VYSTAVENY GAMA ZARENI O
DAVKACH 0, 3,730, 7,460, 14,920, 29,840 A 59,680 Gy
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OBRAZEK 36 ABSORPCNI SPEKTRA ROZTOKU PPIX Vv I-PROH, KTERY BYL VYSTAVENY GAMA ZARENI O
DAVKACH 0, 3,730, 7,460, 14,920, 29,840 A 59,680 GY

TABULKA 7 HODNOTY MAXIM PRO 3. SERII VZORKU OZARENYCH GAMA ZARENIM (CERVENA HODNOTA JE
CHYBNE MERENI, KTERE BYLO VYRAZENE Z ANALYZY)

ppIX+EtOH 0,688 0,732 0,736 0,724 0,746 0,795
ppIX+MeOH 0,455 1,307 0,406 0,413 0,409 0,406
ppIX+i-PrOH 0,010 0,011 0,010 0,034 0,010 0,010
ppIX+EtOH+NaOH | 2,718 2,716 2,711 2,716 2,716 2,714

4.5. Shrnuti vysledki

Béhem méreni byl pplX v roztoku, bylo vizudlné potvrzeno, Ze v roztoku nebyly srazeniny
ani zadné dalsi necistoty. Avsak po delSi dobé stani roztoku ve tmé (v ramci jednotkach
tydnd) doslo k vzniku srazeniny na dné. Toto byla zjiSténo aZ po zméreni prvnich dvou
sérii experiment(l. Proto byla u tfeti série sraienina odstranéna odstfedénim na

centrifuze.

Z namérenych spekter vyplynulo, Ze isopropanol nebyl vhodné vybranym
rozpoustédlem a ackoli je v nékterych vlastnostech podobny EtOH a MeOH, tak pplX
témér nerozpousti. To bylo potvrzeno ve 3. sérii experimentu, kdy po centrifugovani
doslo kusazeni pplX na dné zkumavky a v namérenych absorpénich spektrech se
hodnota maxima pohybovala okolo 0,01.

Série experimentU ukazala, Ze UV zareni pravdépodobné nema vliv na molekulu pplX.

Béhem ozatovani gama zarenim roztoku pplX doslo k narlGstu hodnoty absorpéniho

maxima. Hodnota maxima se zvySovala s narUstajici davkou gama zareni.
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5. ZAVER

Byla vypracovana literarni reserse, ve které byly popsané vlastnosti fosfolipidd, proteint

a DNA. Dale byla popsdna radiolyza jednotlivych biomolekul.

V rdmci teoretické ¢dasti byla vénovand pozornost ozarovani jednotlivych biomolekul a

porovnavani Gcink( zareni s rlznymi parametry.

V experimentdlni ¢asti byly navrzeny a realizovany experimenty s radiacni a fotocitlivosti
molekuly protporfyrinu. NeZ byly realizovany experimenty s ozafovanim, byla zjisténa
rozpustnost protoporfyrinu v rdznych rozpoustédlech. Béhem téchto experimentl se

zjistilo, Ze protoporfyrin je velice Spatné rozpustny v isopropanolu.

Tato molekula byla vystavena paprskim UV a gama zafeni. Nasledné byla mérena
absorpéni spektra jednotlivych ozarenych vzorkd. Analyzou namérenych dat plyne, Ze
v pfipadé pouziti UV zdroje k ozafovani molekuly protoporfyrin nedochazi k nar(stu
absorbance, a tudiz lze predpokladat Ze UV zareni vyznamné neovliviiuje vlastnosti
protoporfyrinu. Naopak v pfipadé ozarfovani roztoku protoporfyrin v EtOH gama
zdrojem bylo pozorovano Ze, se zvysujici se davkou absorbovaného zareni dochazi
k narlstu intenzity Soretova pasu. U roztoku protoporfyrinu v methanolu pro oba zdroje

zareni se nepodafilo prokazat vliv zafeni na zménu absorbance.
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