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Abstrakt v statnom jazyku

Produkcia singletového kyslika (O ( 1Ag )) v DMSO bola $tudovana prostrednictvom
casovo rozliSenych merani jeho fosforescencie. Singletovy kyslik bol produkovany
prenosom energie z fotoexcitovaného Hypericinu nha molekularny kyslik v zakladnom
stave. Hyp bol vybudeny metodou kvazi-kontinualnej excitidcie. Namerand doba zivota
singletového kyslika je T, = 5,5 £0,3 ps. Tento vysledok pomohol vyriesit’ rozpor medzi
vysledkami réznych publikacii, ktoré sa zaoberali meranim doby zivota singletového
kyslika v DMSO. Kvantovy vytazok produkcie singletového kyslika Hypericinom
v DMSO je D, = 0,4+0,03. Rychlostna konstanta deaktivacie
tripletoveho stavu Hyp molekulovym kyslikom v zékladnom stave ma hodnotu k, =

1,6 £0,3. 10°M?s?,

Abstrakt v cudzom jazyku

Singlet oxygen (O ( 1Ag )) production was studied via time-resolved phosphorescence
measurements following pulsed photo-activation of Hyp dissolved in DMSO. Singlet
oxygen was produced by energy transfer between photoactivated Hyp and molecular
oxygen in ground state. Hyp was excited in quasi-continuous mode. The measured
lifetime of singlet oxygen is ty = 5,5 £0,3 us. This result helps to solve the conflict
existing in the literature concering lifetime of singlet oxygen in DMSO. The quantum
yield of singlet oxygen production by Hyp in DMSO is ®,= 0,4+ 0,03. The rate
constant for Hyp triplet state deactivation with molecular oxygen is k, = 1,6 = 0,3. 10°

Mist,
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Uvod

Singletovy kyslik je reaktivna molekula intenzivne Studovand vd’aka jej podstatne;j
ulohe vo fotodynamickej terapii (PDT). Pocas PDT oxida¢ny stres indukovany
prostrednictvom reaktivnych kyslikovych foriem (najcastejSie singletovy kyslik)
sposobuje smrt’ buniek v nadorovom tkanive. Singletovy kyslik vznikd pri prenose
energie medzi molekulou fotosenzibilizatora (v tripletovom stave) a kyslikom
v zdkladnom stave [1]. Rychlost’ deaktivacie singletového kyslika zavisi od prostredia
[2]. Doby zivota singletového kyslika sa pohybuju v rozsahu od niekol’ko mikrosekiund
(3-4 us vo vode) az po milisekundy (59 ms v CCly) [2,3]. Napriek tomu, Ze existuje
mnoho prac so zameranim na dobu Zivota singletového kyslika v zavislosti od
prostredia, iba malo z nich sa venuje singletovému kysliku v DMSO. Navyse dostupné
data sa podstatne liSia. V publikaciach [4], [5] a [6] si namerané hodnoty 1,8 us, 5,6 us
a 30 us, zatial’ ¢o hodnota vypo¢itana z rychlosti zhaSania v ¢lanku [7] je 19 us.

Hlavnym ciel'om tejto prace je poskytnut’ dodato¢né experimentalne data a pomoct
k objasneniu rozporu medzi spominanymi publikaciami. Singletovy kyslik moze byt
detegovany na zaklade jeho fosforescencie pri 1270 nm. Doba zivota singletového
kyslika je stanovend prostrednictvom casovo rozliSeného merania rozpadu
fosforescencie, ktoré nasleduje po fotoexcitacii molekuly fotosenzibilizatora (PS)
laserovym pulzom. [8] Mnoho predchadzajucich experimentov bolo vykonanych
s kratkymi nanosekundovymi excitaénymi laserovymi pulzmi. Alternativnym sposobom
je pouzitie dlhsich mikrosekundovych laserovych pulzov [9,10]. Hlavnou vyhodou tejto
tzv. kvazi-kontinualnej excitacie je, ze vykon lasera moze byt redukovany v porovnani
S bezne pouzivanymi nanosekundovymi pulzmi, ¢o ma za nasledok slabsie bielenie PS.
Okrem toho, ustalené podmienky na konci laserového pulzu umoZiuju analytické
rieSenie diferencialnych rovnic, ktoré popisuju koncentraciu singletového kyslika po
vypnuti lasera [11]. Hypericin (Hyp) je prirodzene vyskytujuci sa PS. Je Studovany pre
jeho mozné pouzitie v PDT. [12,13,] Hyp je dobre rozpustny v organickych
rozpustadlach. Vo vodnych prostrediach vytvara nefluorescenéné agregaty. [14]
Predlozend praca sa zaobera rychlostou deaktivacie tripletového stavu Hyp v DMSO,
dobou zivota singletového kyslika v DMSO a kvantovym vytazkom produkcie
singletového kyslika po excitacii Hyp v DMSO.




1. Fotodynamicka terapia

Fotodynamicka terapia (PDT) je poprednd a stidle sa vyvijajica metdda, ktord sa
pouziva na lieCenie neoplastickych a nemalignych nalezov v réznych ¢astiach I'udského
tela. PDT pozostava ztroch doélezitych zloziek: fotosenzibilizatora (PS), svetla
a kyslika. Ziadna z tychto zloziek individualne nie je toxick4, ale ich spojenim vznika
vysoko reaktivny produkt singletovy kyslik a d’alSie kyslikové radikaly, ktoré mozu
bunku vazne poskodit’ a spdsobit’ jej smrt’ prostrednictvom apoptodzy, alebo nekrozy.
Podrobny popis mechanizmu PDT je uvedeny v nasledujtiicej kapitole. Efektivnost’
a protinddorové ucinky PDT zabezpec€uju spolu stvisiace mechanizmy ako cytotoxicky
efekt, znienie cievneho zasobovania nddorovych buniek a vznik silnej zépalovej
reakcie. Prispevky od tychto troch mechanizmov zéavisia od typu a mnozstva PS, od
Casu medzi distribiciou PS v tkanive ajeho vystaveniu svetlu, od davky a intenzity
svetla, od koncentracie kyslika, atd’. (Obr. 2) [15]

1.1 Mechanizmus PDT:

PDT je dvoj-krokova terapeuticka technika zalozena na interakcii svetlom-aktivovaného
lieciva (fotosenzibilizator) s molekulovym kyslikom v zdkladnom tripletovom stave.
Vysledkom tejto interakcie je produkcia reaktivnych kyslikovych foriem ako
hydroxylovy radikal, superoxidovy anion, peroxid vodika, ale najcastejSie singletovy
kyslik.

Prvym krokom je kontakt foténu svetla s elektronovym obalom
fotosenzibilizatora v zdkladnom stave, kde nastava faza absorpcie. V tejto faze
molekula PS absorbuje energiu fotonu a nastava jej vybudenie do kratko zijaceho
singletového stavu s dobou Zivota rddovo niekol’ko nanosekind. Aby mohla nastat’ tato
interakcia, musi energia fotonu zodpovedat’ rozdielu energii medzi dvoma orbitalmi.
Fotosenzibilizator v zdkladnom stave ma dva elektrony s opacnym spinom (singletovy
stav) na najvy$som obsadenom molekulovom orbitaly. Po absorpcii svetla molekula
prejde do orbitdlu s vySSou energiou, ale spin elektrénu sa nemeni (excitovany

singletovy stav). Tento singletovy stav sa bud’ rozpada spét’ do zédkladného stavu, kde




vysledkom je emisia svetla vo forme fluorescencie, alebo sa zmeni intersystémovym
prechodom na ovela stabilnejsi tripletovy stav, kde nastdva zmena spinu. V pripade
fluorescencie je energia vyziaren¢ho fotonu mensSia ako energia fotonu, ktory vedie
k excitacii fotosenzibilizatora. Pri¢inou tohto rozdielu je ista strata energie neziarivym
zakladného stavu. Tato skuto¢nost’ sa moze prejavit tak, ze latka absorbuje v modrej
oblasti, ale fluoreskuje v ¢ervenej oblasti spektra.

Typicka doba zivota tripletového stavu fotosenzibilizatora je niekol’ko mikrosekund.
Tato dlha doba Zivota je sposobena tym, Ze emisii svetla (fosforescencia) z tripletového

stavu do zakladného odpoveda spinovo zakazany prechod. [16]
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Obrazok 1. Jablonského diagram. I. Absorpcia fotonu. II. Fluorescencia (doba
dohasinania radovo niekol’ko ns).

III. Fosforescencia (doba dohasinania typicky 0,1 — 10 ps)

1.2 Aplikacie PDT

Klinick4 aplikacia PDT spociva v podani svetlo-citlivého PS do organizmu. Po
jeho distribucii v nddorovych bunkach je nasledne oZiareny svetlom vhodnej vlnovej
dizky. (obr.2) Ako zdroje svetla mozu byt pouzité lampy alebo lasery, ktoré svietia na
zasiahnuté miesto priamo alebo cez optické vladkna. Nakoniec cytotoxicky produkt,
ktory vznikol excitaciou fotosenzibilizatora ni¢i nador. V optimalnom pripade k tomu

dochddza bez nasledkov na zdravom tkanive. Pacient, ktory podstipil liecbu




fotodynamickou terapiou, sa po zdkroku vyhyba priamemu slne¢nému Ziareniu, az kym

sa zvysky fotosenzibilizatora nevyplavia z organizmu.

.4\

Akumulacia

Distribucia PS

Administraci
ministracia PS)

PS

Obrazok 2. Aplikécia fotodynamickej terapie

2. Singletovy kyslik

Molekulovy kyslik je jeden z najvyznamnejsich prvkov na zemi. Jeho obsah
v atmosfére je asi 21%. Vyznacuje sa svojou vynimocnou elektronovou Struktirou.
Vizba medzi dvoma kyslikovymi atomami vedie k zakladnej elektronovej konfiguracii
(K)K) (20,)*(20,)(30,) (11, ) (1m,)°. S vynimkou prvych dvoch antivizbovych
degenerovanych m,, a m,, orbitadlov sa vSetky molekulove orbitaly dvojnasobne
obsadené (Obr.5). Mullikan bol prvy kto predpovedal, ze tato vynimocna elektronova
konfiguracia je dovodom existencie troch energeticky blizko leziacich elektronovych
stavov 325 tripletového stavu, excitovaného 12;’ singletového stavu a excitovaného
A g singletového stavu. V prirode sa bezne molekulovy kyslik nachadza v tripletovom
stave O 32; ), ¢o znamena, ze ma dva nesparené elektrony v jeho najnizSom
energetickom stave. Existencia nesparenych valenénych elektronov v stabilnej molekule

ma za nasledok, Ze nereaguje s vac¢sinou prirodnych latok pri beZznych podmienkach. [2]




2p-Orbitale

2s-Orbitale

Obrazok 3. Molekulovy orbitél kyslika v zékladnom stave

(prevzaté z www.chemvazba.moxo.cz)

2.1Elektronova Struktura singletového kyslika

Elektronovu konfiguraciu pre zdkladny tripletovy stav sme si ukazali vysSie. Pre
singletovy stav lAg a 125 sa bude lisit’ iba v Strukture - antivizbovych orbitalov.

(Obr.4)

Stav Obsadenie orbitalov

PN ORO)
@, O,
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Obrazok 4. Reprezentacia dvoch singletovych a zakladného tripletového stavu molekuly
kyslika. (Prevzaté z [17])

Prechod zo singletového 1Ag stavu do zékladného tripletového je spinovo zakazany,
teda 1Ag je relativne dlho Zzijuca forma kyslika, ktora sa zjednoduSene nazyva aj
singletovy kyslik. Na druhej strane singletovy stav 12; je kratko Zijuci kvoli spinovo

dovolenému 12;; — 1Ag prechodu. Tento rozdiel v stabilite potvrdzuje aj doba Zivota



http://www.chemvazba.moxo.cz/Lekce/lekce6.html

singletovych stavov (45 min. pre 1Ag a7-12s pre 12; Vv plynnej faze). [17]Znaény
rozdiel medzi tymito stavmi mozeme vidiet aj v hodnote excitacnych energii.
Singletovy stav 1Ag ma excitacnu energiu 95 kJ/mol, comu zodpoveda prechod do
zékladného tripletového stavu v blizkej infradervenej oblasti s vinovou dizkou ~1270
nm. [2]

0, 'A, (v=0) - 0; *%; (v=0)+hv  (A=1270 nm) (1)

Tato luminiscencia je velmi slaba s kvantovym vytazkom okolo 10°-1073, pretoze
vacsina deaktivaénych zrazok singletového kyslika s molekulami rozpustadla produkuje

teplo prostrednictvom neziarivého prechodu.

494
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Obrazok 5. Potencialna energia zdkladného a dvoch excitovanych stavov kyslika

(prevzaté z [17] )

Prechod 125 “ 32; ma excitacnt energiu 158 kJ/mol, comu zodpoveda prechod

v oblasti s vinovou dizkou 761,9 nm. (obr.5)

2.2Produkcia singletového kyslika

Singletovy kyslik mdéze byt produkovany réznymi spdsobmi. NajCastejSie to vSak
zahfia prenos elektronovej energie zeXcCitovaného stavu molekuly (tzv.
fotosenzibilizatora) na molekulovy kyslik v zakladnom stave. Podrobny postup dejov
odohréavajucich sa v molekule po jej oziareni svetlom vhodnej vlnovej dizky az kym sa

nedostane spit’ do zakladného stavu sme popisali v kapitole 1. V tejto kapitole sa blizSie
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pozrieme na to, ¢o sa deje po jej prechode do tripletového stavu (hlavne na

mechanizmus Typu 1) a na kvantovy vytazok singletového kyslika.

Typ II zahfiia priamu reakciu excitovaného fotosenzibilizatora s molekulovym

kyslikom za vzniku singletového kyslika.

Schéma mechanizmu Typu II:

P (So) = P (S)-25 P (Ty) ®)
P (T1) + %0, <3P (So) + 10, 3)

Schopnost’ fotosenzibilizatora produkovat singletovy kyslik je merand kvantovym
vytazkom, ktory urCuje pravdepodobnost’ vzniku singletového kyslika po absorpcii
fotonu. Kvantovy vytazok produkcie singletového kyslika mdézeme urcit’ na zaklade
roznych fotofyzikdlnych a fotochemickych procesov. Kvantovy vytazok produkcie

singletového kyslika definovany ako :

B = @ [—FenlO2]
Dy = Op Py = Pp (kr+knr+kq[02]) (4)

kde @; je kvantovy vytazok tripletového stavu, @, efektivnost’ prenosu energie
z tripletu na singletovy kyslik, k., rychlostna konstanta reakcie (3) akg sucet
rychlostnych konStint zhaSania P (Ty) prostrednictvom Oz (kep + kqo, + kee ). Této

rovnica sa da vyjadrit’ aj ako:

— kq.[02] ken) _ T ¢T
Ps=Pr (kr+knr+kq[02]) ' (kq ) = Pr. Py, fa (5)

kde fi= (ken/ kq) znaci efektivnost’ formovania singletoveho kyslika pri reakciach
tripletového stavu s molekulovym kyslikom a Pg, = kq[0,] /' (ky + kyy + kg[05] )

reprezentuje frakciu tripletovych stavov zhasanych kyslikom. [17]

2.3Singletovy kyslik v biologickych procesoch

Singletovy kyslik hrd mnoZstvo réznych a ddlezitych tloh v biologickych systémoch.
Moéze zastavat’ ochrannu funkciu, oxida¢nll ako aj ni¢it’ mikroorganizmy, ktoré by inak
boli povazované za Skodlivé. Velmi dobrym prikladom je jeho uloha ako

antibakteridlne alebo antimikrobidlne c¢inidlo v rastlinach, ale aj v zivoCichoch. Na
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urovni buniek je spravanie singletového kyslika tieZ velmi zaujimavé. Vdaka jeho
velkej reaktivite, dokaze v bunke vyvolat’ procesy veduce k jej smrti. To sa vSak moze
statt dvoma spdsobmi. V prvom pripade dodjde k nekroze, ktora zahffia drastické
narusenie buniek spojené¢ so zniCenim buniek, ¢o sa deje dosledkom vysokych
lokalnych koncentrécii singletového kyslika. Dochddza k naruSeniu cytoplazmaticke;j
membrany a rovnovahy vnutorného prostredia bunky. Druhym spdsobom je apoptdza,
ktora je ovela komplikovanejSia, no napr. z hl'adiska terapie nadorov preferovanejsia.
Uz aj pritomnost’ malého mnozstva singletového kyslika moéze vyvolat’ kaskadu dejov,
ktoré budu viest’ k zastaveniu zivotnych funkcii a ku kontrolovanému rozkladu buniek.

[17]

2.4 Detekcia singletového kyslika

Na detekciu singletového kyslika bolo vyvinutych niekol'’ko metdd, ktoré su zalozené na
pozorovani reakcii 1Ag s inymi molekulami pomocou spektroskopickych technik, kde
vznikaji primarne a sekundarne fotooxida¢né produkty. Tieto metdédy zaradujeme
medzi chemické. Okrem chemickych metdd pozname aj fyzikdlne metddy, kde patria
laserovo-indukovana optoakusticka spektroskopia (LIOAS), fotoakusticka kalorimetria,
time resolved thermal lensing (TRTL)

Medzi fyzikdlne metdody moZeme zaradit’ aj detekciu singletového kyslika na zaklade
merania jeho fosforescencie pri 1270 nm. Tu rozliSujeme dva spdsoby merania.

Prvy sposob je zaloZzeny na excitdcii latky citlivej na svetlo (fotosenzibilizatora)
pulznym laserom. Pozorujeme casovy priebeh fosforescencie 1Ag po oziareni. Téato
metéda méa vyhodu, ze poskytuje dve informacie: signal 1Ag a dobu Zivota 1Ag .
Naopak, nevyhodou je vel'mi silny pulz svetla, ktory moze vzorku vybielit’.

Druhd metéda je zalozend na pouZziti kontinudlneho zdroja svetla (Xe/Hg lampa
Vv kombinécii s monochromatorom). Tu uz k vybieleniu vzorky nedochddza, lebo svetlo

nie je tak silné, ale signal 1Ag sa prekryva s fluorescenciou, alebo fosforescenciou

svetlo citlivej latky a nedokézeme pozorovat dobu rozpadu ‘A, . [8] Na oddelenie

signalu singletového kyslika od ostatného pozadia je nutné premerat spektrum

emisného ziarenia v okoli 1270 nm.
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3. Hypericin

Hypericin (C39H160s) je prirodny produkt, ktory Strukturalne patri do chemickej
triedy naftodiantrény a je tc¢innou a charakteristickou zlozkou obsiahnutou v rastlinach

rodu Hypericum.

Obr. 1: Molekulova struktara Hypericinu.

Prvy krat bol Hyp izolovany z rastliny Hypericum perforatum (unas znamej ako
LCubovnik bodkovany), ktory je pravdepodobne jeho najbohatSsim zdrojom. Hypericin
ako polycyklicka aromaticka molekula sa nachadza v listoch, kvetoch a stonkach rastlin
vo forme grantl. Hyp je G¢inné antidepresivum, ale nepouziva sa ako liek. Disponuje

virucidnou aktivitou ako aj antiproliferativnymi a cytotoxickymi u¢inkami. [1]

1.1 Fyzikalno-chemické vlastnosti Hypericinu

Hyp ma vel'mi zaujimavu molekuldrnu $truktiru, pretoZe jedna Cast’” molekuly viaZe
vodu (teda je hydrofilnd) a druha cast’ (kde patri jadro a metylové skupiny) vodu
odpudzuje (je hydrofébna). Je nerozpustny v nepolarnych rozpustadlach a lahko
rozpustny v etanole, dimetylsulfoxide (DMSO) a vodnych alkalickych roztokoch. Hyp
rozpusteny v tychto rozpustadlach ostane vo svojej monomérnej forme az do

koncentracie ~ 10° M a ma relativne vysoky kvantovy vytazok fluorescencie (~0,2).

Hyp absorbuje v UV a viditel'nej oblasti a jeho absorpéné maximum je okolo 600 nm

(Obr.2). Absorpcné spektrum vykazuje symetriu s fluorescenénym spektrom.[2]
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Pri pridani vody do rozpustadla je pozorovana dramatickd zmena absorp&nych
vlastnosti. Hypericin vo vode vytvara agregaty, ktoré su nefluorescencné a vyrazne
potlacuju jeho fotodynamicku aktivitu. Agregaty vykazuju absorpéné spektra v rovnakej
oblasti ako voI'ny Hypericin ale maju ovel’a nizsi extinkény koeficient.

Existuju dva mechanizmy, ktoré popisuju zdruzovanie molekal Hyp, teda vytvaranie
agregatov :
1. Skladanie — tu sa vytvaraju tzv. H — agregaty.

2. Planarne zdruzovanie — tvorba J — agregatov.

Ku skladaniu dochadza vzhl'adom na hydrofébny ucinok aromatického jadra.
Planarne zdruzovanie Hyp zahfiia vodikové vdzby medzi karbonylovymi
a hydroxylovymi skupinami molekul Hyp. Diftzia zdruzenych molekal Hyp je
ovplyvnena velkost'ou a Strukturou agregatov. Difuzia agregatov Hypericinu méze byt’
za urcitych okolnosti hnacou silou transportu Hyp v zivom tkanive. To je vel'mi dolezité

pre aplikaciu Hyp v lekarskych a biologickych vedach. [2]

v aceténe
v etanole
1,0 H
@
(@]
C
©
2
o
(5]
Q
< 0,5 |
0,0 | . ; . | . )
400 500 600 700

Vinova dizka (nm)

Obr. 1: Absorp¢né spektrum Hyp v acetone a etanole.
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4. Experimentalna Cast’

4.1 Popis aparatiary

Schéma pouzitého experimentalneho zariadenia na meranie fosforescencie singletového
kyslika je znazornena na obr.7. Excitaény laserovy 14¢, s vlnovou dizkou 532 nm,
prechadzal najprv cez akusto-opticky modulator (AOM, Isomet 1205¢, Obr.7). AOM
bol pouzity na vytvaranie 35 p S dlhych pulzov z excitatného laserového luca
s rychlostou opakovania 8000 Hz. AOM funguje v rezime prepinania (ON/OFF)

s dobou nabehu 400 ns. Prepinanie je riadené prostrednictvom elektrického signalu

z generatora pulzov. Po vypnuti lasera je detegované dohasinanie fosforescencie 0, .

DPSS laser, 532 nom
multichannel analyzer }_»_{ PC ‘

Ty \

AOM 2

Obrazok 7. Nakres aparatury. PMT — fotonasobicé,
AOM- akusto-opticky modulator, F, —filter

Kyveta (1x1x4 cm) bola naplnend roztokom s objemom 2 ml aumiestnena do
aparatiry. Vzorka sa udrZiavala na stalej teplote 22 °C. Teplota bola monitorovana
priamo Vv roztoku pomocou termoelektrického ¢lanku umiestneného v sklenenej
kapilare. Roztok pozostaval z Hyp rozpustenom v DMSO o koncentracii 5.10°M. Téato
koncentracia bola dostatocne nizka na to, aby bola vlastna absorpcia fluorescencie Hyp
v kyvete zanedbatel'na. Do roztoku bola privedena zmes plynov N a O,. Pracovali sme
s prietokom plynu 25 sccm (standard cubic centimeter per minute), ktory bol zavedeny

do kyvety cez sklenenu kapilaru. Vzorka bola premieSavand magnetickym mieSadlom
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na udrziavanie stalej koncentracie a minimalizécie vybielenia. Zmes plynov prudila do
vzorky pocas celého merania. Excitany laserovy Iu¢ s priemernym vykonom 1,4 mW
vstupuje do kyvety zo spodnej strany. Emitované fosforescencné ziarenie bolo
detegované pomocou infracerveného fotonasobica (PMT, Hamamatsu H10330A-75),
ktory bol prevadzkovany v rezime pocitania fotonov. Spektralne okno PMT bolo
ohrani¢ené na 1250-1350 nm pomocou sady filtrov. Casovy priebeh poétu foténov sa
ziskava prostrednictvom multikanalového ¢itaca (Becker & Hickl, MSA-300). Pocet
laserovych pulzov v kazdom merani bol 3.10°. Takto modzeme pocas celého merania
monitorovat’ efekt vybielenia. Na kalibraciu experimentdlnej aparatiry pre meranie
kvantového vytazku produkcie singletového kyslika bola pouzitd referencnd vzorka
Rose Bengalu. Kalibracia bola vykonana roztokom Rose Bengalu rozpustenom
v DMSO, ktory mal rovnak absorbanciu ako pouzita vzorka Hypericinu. Kvantovy
vytazok produkcie singletového kyslika Rose Bengalu v DMSO bola stanovend na

0,76. [5]
4.2 Analyza dat

Signal fosforescencie detegovany fotondsobiCom pri 1270 nm je zobrazeny na obr.8. Na
obrazku mézeme vidiet, Ze ustalend intenzita emisie je dosiahnuta eSte pred skon¢enim

35 us laserového pulzu. Nule na x-ovej osi zodpoveda koniec laserového pulzu.

_
o
o
1

intensity [ a.u. ]
8&

20 -0 0 10
time [ us ]

&
<

Obrizok 8. Casova zavislost’ emisného signalu po excitacii Rose Bengalu v DMSO

detegovany pri 1270nm.

Po vypnuti lasera (t=0) koncentricia tripletového stavu Hypericinu exponencidlne klesa

s ¢asovou konStantou tr:
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— = ko + kq[O,] (6)

T
kde k, je rychlostnd konStanta zhasania tripletového stavu Hyp v nepritomnosti
kyslika, kqje rychlostna konStanta deaktivacie tripletového stavu Hyp molekulovym
kyslikom. Rychlostna konsStanta zhaSania tripletového stavu Hyp je d’alej dana:

ko = kr + knr (7)
kde Cleny k, a k,, predstavuju rychlostné konStanty ziarivej a neziarivej deaktivacie
tripletového stavu Hyp.
Zmeny koncentracie [A] singletového kyslika po skonceni laserového pulzu mbzeme
napisat ako:

2 = klonimF - 2 (8)

Prvy ¢len na pravej strane predstavuje produkciu singletového kyslika po reakcii
excitovaného Hyp s molekulovym kyslikom, f{ je frakcia tripletového stavu Hyp
zhaSaného kyslikom za vzniku singletového kyslika a 7, je doba Zivota singletového
kyslika. Ak si oznatime prvy ¢len na pravej strane v ase t=0 ako So= k4 [0,1[Tlof% ,
predpokladame ustalenti koncentraciu [A] , a [T], pri t=0 akonstantnu [0,] pocas

celého procesu, ziskame rieSenim ( 8) nasledujuci vzt'ah:

t t
[A] = 2 (rye 7 — rpe ) ©

TA—TT
Namerana intenzita rozpadu pri 1270 nm je imerna uvedenej koncentracii singletového

kyslika.

t t
I}20 = ck§[A] = F TAT_ATT (TAe_TA - TTe_TT) (10)

kde c je koeficient imernosti pre dany detekény systém, k3 je rychlostna konstanta
emisie fosforescencie singletového kyslika a F= Sykjc. Tato ¢asova zavislost’ (10) sa
liSi od Casovej zavislosti experimentov, pri ktorych sa pouzivaju kratke niekolko
nanosekundové pulzy. Pri kratkych pulzoch pozorujeme, ze po excitacii fosforescencny
signal najprv rastie, potom dosiahne maximum az nakoniec klesa. (10) ukazuje
monotonny pokles intenzity fosforescencie s nulovou derivaciou v ¢ase t=0. Na obr. 8
modzeme vidiet’ klasicku krivku rozpadu fosforescencie singletového kyslika ziskan
kvazi-kontinualnou excitaciou Rose Bengalu v DMSO pouzitim 35 us pulzov. Rose

Bengal (na rozdiel od Hyp) ma nizku hodnotu fluorescencie pri 1270 nm. Po zapnuti
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lasera (t= -35 us na obr.8) sa okamzite objavi fluorescenény signal. Nabeh fluorescencie
je obmedzeny casom spinania AOM. Pocas laserového pulzu pozorujeme zvySenie
prispevku fosforescencie singletového kyslika, ktory dosiahne ustidlent intenzitu na
konci pulzu. Po vypnuti lasera (t=0) fluorescencia Rose Bengalu rychlo zanika
a sledujeme rozpad fosforescencie singletového kyslika. Cervena krivka na obr.10
predstavuje fit exponencialnych dat podl'a rovnice (10), z ktorého ur¢ime hodnoty 14, Tr
aF. Pri fitovani experimentalnych dat rovnicou (10) platia rovnaké pravidla ako pri
excitacii kratkymi pulzmi. Ako uz bolo spomenuté fitovanim krivky rozpadu
fosforescencie s (10) sa stanovi T, T, @ hodnota F, ktora je iimerna ustalenej rychlosti
produkcie singletového kyslika Sy. Fitovana hodnota F moze byt pouzitd na meranie
kvantového vytazku produkcie singletového kyslika ¢,, a to porovnanim nameranych
hodnét F s vysledkami ziskanymi pre referenénii molekulu som zndmym kvantovym
vytazkom (Rose Bengal):

F;
= (11)

1

ba = CbRef

kde ¢Re=0,76. Kvantovy vytazok produkcie singletového kyslika ¢, je spojeny
s kvantovym vytazkom fotoexciticie tripletového stavu Hyp ¢r ,s fi frakciou

tripletového stavu Hyp kyslikom za vzniku singletového kyslika a s frakciou

tripletového stavu Hyp zhésaného kyslikom PT02:

0
bp = &rPr zfAT (12)
kde P;) ?moézeme za okolnosti, ze pozname kg a kq vyratat’ ako

kql0>]

02 _
Pr T kot kglOs]
ot kqlO2

(13)

4.3 Vysledky a diskusia

Vyvoj infracervenej emisie vo vzorke pocas a po laserovom pulze bol detegovany pre 5,
10, 20 a 40% koncentracie kyslika. Ziskané krivky rozpadu su zobrazené na obr.9 pre
koncentraciou Hyp 5.10° M. Mézeme vidiet' vyrazny prispevok fluorescencie Hyp
K infratervenému signalu pocas laserového pulzu. Na zaklade poklesu intenzity
fluorescencie poc¢as merania mozeme odhadnut, ze rozsah vybielenia Hyp je menej ako

3%.
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Obrazok 9. Krivky rozpadu fosforescencie detegované pri 1270 nm po kvazi-

kontinualnej excitacii Hyp v DMSO

Doby Zivota singletového kyslika a tripletového stavu Hyp boli stanovené fitovanim
krivky rozpadu fosforescencie s rovnicou (10). Doba Zivota tripletového Hyp je zavisla
na koncentracii kyslika. Pri jeho vysokej koncentracii je doba Zivota tripletového Hyp
nizka. Na obr.9 moézeme vidiet', ze so zvySovanim podielu kyslika v DMSO sa krivka
fosforescencie  singletového  kyslika  stava mono-exponencialnou. Navyse sklon
exponencialnej krivky (na logaritmickej Skéale) sa nemeni medzi 20 a 40% kyslika.
Fitovanim krivky rozpadu pri 20 a 40% kyslika rovnicou (10), doba zivota singletového
kyslika v DMSO bola stanovena na 1o = 5.5 £ 0.3 us. Bola vykonana sada kontrolnych
merani aby sa overila spravnost’ ziskanych tdajov doby zivota. Po prvé sme zniZili
koncentraciu Hyp na 2.10° M aby sme odhadli zhaSanie singletového kyslika
Hypericinom vo vzorke. Zistilo sa, Zze efekt Hyp modze byt zanedbany v rozsahu
experimentalnej chyby. Po druhé, doba Zivota singletového kyslika bola meranéd pri
nizSom vykone lasera (0,7 mW) aby sa vylucil efekt moznych fotoproduktov na dobu
zivota singletového kyslika. Nakoniec bolo meranie zopakované s Rose Bengalom
rozpustenom v DMSO. Vsetky tieto merania potvrdili dani hodnotu doby zivota
singletového kyslika v DMSO, ktora stuhlasi s hodnotou uvedenou v [5].

Dalej sa predpoklada, Ze doba Zivota singletového kyslika nezavisi na koncentracii
kyslika. Tento predpoklad bol potvrdeny faktom, Ze sme nepozorovali Ziadne zmeny
medzi 20 a 40% kyslika. Krivky rozpadu fosforescencie merané pre nizke koncentracie

kyslika (5 a 10%) boli fitované rovnicou (10) pouzitim vysSie uvedenej hodnoty t,.
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Reciproéné hodnoty doby zivota tripletového Hyp ziskané pre rozne koncentracie

kyslika st zndzornené na obr. 10a.

1, [ps']

00 T T T T v T X T v
0 200 400 600 800
oxygen concentration [ uM ]

0.5 v T r T g T T T

0.0

T T T T v T ¥ T ¥
0 200 400 600 800
oxygen concentration [ uM ]

Obrazok 10. a. Prevratend hodnota doby Zivota 3Hyp v zavislosti od koncentracie
kyslika v DMSO fitovana rovnicou (10)
b. Kvantovy vytazok singletového kyslika produkovaného Hyp v DMSO.

Data boli fitované linearnou zavislostou koncentracie singletového kyslika (6).
Rychlostna konstanta pre zhasanie Hyp v reakcii s molekulovym kyslikom v zakladnom
stave bola stanovena na kq=(1,6+ 0,3). 10° Mis™, Experimentalna chyba pre stanovenie
rychlostnej konstanty Hyp zhaSan¢ho bez pritomnosti kyslika (ko) je relativne velka,
aviak fitovana hodnota ko=2.10%s™ je v sulade s meraniami v [16].

Hodnota F ziskana fitovanim kriviek s rovnicou (10) bola pouzita na vyhodnotenie
kvantového vytazku produkcie singletového kyslika Hyp v DMSO. Vysledok je
ukdzany na obr. 10b. Teoreticka krivka (plna ¢iara na obr. 10b) bola zostrojena
substiticiou ko akq do (12) a (13). Predpokladalo sa, 7e ®rfy je konstantné a bolo
upravené aby reprodukovalo namerané data. Je zreymé, Ze koncentracia kyslika pouzita
Vv experimente bola dost vel'ka na saturaciu PTOZ, ¢o vysvetluje slabt kyslikova

zavislost’ kvantového vytazku. Namerany kvantovy vytazok produkcie singletového
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kyslika Hypericinom v DMSO pri atmosférickych podmienkach je ®, = 0,4+0,03.
Uvedena chyba odrdza nepresnost’ referencného kvantového vytazku singletového
kyslika produkovaného Rose Bengalom v DMSO. Kvantovy vytazok ziskany pre Hyp
v DMSO je blizky nameranym hodnotam pre Hyp rozpusteny v metanole (0,39) [22],
v etanole (0,35), alebo acetonitrile (0,25). [23]

21



Zaver

Kvazi-kontinudlna excitacia bola uspesne aplikovand na kvantitativne meranie doby
zivota singletového kyslika a hodnoty kvantového vytazku jeho tvorby. Singletovy
kyslik bol produkovany fotoexcitaciou Hyp v DMSO pri réznych koncentraciach
kyslika vo vzorke. Hlavnou vyhodou prace s dlhymi laserovymi pulzmi je, ze bielenie
PS moéze byt vyrazne potlatené v porovnani s excitdciou kratkymi pulzmi (ns). Pri
experimente vykondvanom pri vysokej koncentracii kyslika je ziskana doba zivota
singletového kyslika 14 = 5.5 £ 0.3 us. Rychlostna konStanta pre deaktivaciu
tripletového stavu Hyp molekulovym kyslikom v zdkladnom stave v DMSO
(kq=(1,6% 0,3).10° M™s™) zatial’ nebola publikovana. Kvantovy vytazok produkcie
singletového kyslika Hyp v DMSO bol stanoveny na ®, =0,4+0,03.
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