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Ultraslabd emise foton( se vyskytuje prakticky u vSech metabolicky aktivnich biologickych systémd.
Jejim zdrojem jsou elektronové excitované stavy molekul vznikajici v pribéhu oxidativnich reakci
biomolekul. Ultraslaba emise foton( detekovatelna citlivymi a nizkoSumovymi fotondsobici a CCD

kamerami m{Ze najit uplatnéni v neinvazivnich diagnostickych metodach v zemédélstvi a biomediciné.

Uvod

Vyzafovani svétla organismy fascinovalo lidstvo
od nepaméti. Pozorovano bylo volnym okem viditelné
svétélkovani zivych organismu, které je dnes znamo
jako bioluminiscence. Fenomén vyzarovani svétla bio-
logickymi systémy neni viak omezen pouze na tizkou
skupinu organismi se specializovanym enzymatickym
aparatem, ktery bioluminescenci zptisobuje. Je pozoru-
hodné, ze veskeré metabolicky aktivni organismy jsou
zdrojem velice slabého svétla. Tento fenomén se nazyva
ultraslabd emise fotoni* a je métitelny pouze pomo-
ci citlivych detektort svétla. Nabizeji se otazky, jaké
molekuldrni mechanismy stoji za timto vyzafovanim
fotont, jaké jsou jeho fyzikdlni vlastnosti a zda mtze
mit vyuZiti v diagnostice procesii probihajicich v bio-
logickych systémech.

Co je ultraslaba emise fotonu?

V biologickych systémech na vSech stupnich evolu¢ni-
ho vyvoje, v¢etné mikroorganismd, rostlin a zivoc¢icht
(obr. 1), dochdziv pritbéhu metabolismu k oxidativnim
procestim [1]. Pti téchto chemickych procesech vznika-
ji elektronové excitované molekuly, které pti pfechodu
z excitovaného do zékladniho stavu vyzatuji fotony.
Tato chemiluminiscence z Zivych organismu se nazyva
ultraslaba emise fotond [2]. Na rozdil od bioluminis-
cence, kterd vyzaduje pfitomnost enzymatické reak-
ce (luciferin a luciferaza) pro bezprostfedni vytvoreni :
elektronové excitovaného stavu, elektronové excitova- ~ Obr.1 Ultraslaba emise fotond je generovana metabolicky
né molekuly spojené s ultraslabou emisi fotoni jsou aktivnimi organismy, jako jsou mikroorganismy,
tvofeny jako druhotné produkty metabolickych nebo rOSt"n,y a iivo,éiChOVé Véevtné élo’v'éka. Obrazek
stresem vyvolanych oxidativnich procesu. Ultraslabou ukazuje vlevém sloupci cernobilé fotografie (A-C)

isi foton . tabolickvmi oxidativnimi a v pravém sloupci zobrazeni ultraslabé emise
emist fotonu spojenou s metabolickymi oxidativnimi foton (D-F) kvasinek Saccharomyces cerevisiae

na Petriho misce s agarem (A a D), rostliny Arabido-
1V literatufe se nékdy uvadéji i pojmy autoluminiscence, bio- psis thaliana (B a E) a lidské ruky (C a F). Pfevzato z [1]
fotony/emise biofotonil, ultraslabd chemiluminiscence. a upraveno.
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Obr. 2 Zafivé prechody elektronové excitovanych molekul
vedouci k ultraslabé emisi fotonu: tripletni excitova-
ny karbonyl (R = Q"), singletni excitovany pigment
(melanin nebo chlorofyl, P9, singletni kyslik
(dimolova emise, ('0,),), tripletni excitovany pigment
(P", singletni kyslik (monomolova emise, '0,).

procesy nazyvame spontanni, zatimco emise fotonu
spojend s oxidativnimi procesy, které jsou vyvolané
stresem, je nazyvana indukovana.

Elektronové excitované stavy vznikaji jako dru-
hotny produkt oxidativnich procest v Zivych organis-
mech ve velmi nizkych koncentracich. Mnozstvi vy-
zatovanych fotonu je tak znac¢né nizké. Pocet fotont
vyzafovanych zivymi organismy béhem metabolickych
oxidativnich procesti je v fadu desitek fotonti s* cm?,
zatimco pfi stresem vyvolanych oxidativnich proce-
sech se pocet vyzarovanych fotonti muze zvysit na ti-
sice fotont s ! cm™2[2]. Vezmeme-li v ivahu, Ze spodni
préh citlivosti lidského oka je v ¥4du miliont fotonti s
cm™, je patrné, Ze ultraslabou emisi fotont lidskym
okem spatfit nelze. I pfesto, Ze je mnozstvi fotont vy-
zatovanych Zivymi organismy nizké, je o nékolik de-
sitek Fada vyssi, nez mnozstvi fotont vyzafovanych
v diisledku tepelné excitace atomt (zafeni ¢erného té-
lesa). Tato skute¢nost umoznuje méfeni ultraslabé emi-
se fotont ve viditelné oblasti spektra bez vlivu tepelné
emise. V infracervené oblasti spektra je vS§ak mnozstvi
fotont vyzatrovanych v disledku tepelné excitace srov-
natelné s mnozstvim fotont vytvorenych v dusledku
oxidativnich procest, a tak tepelné zareni predstavuje
prekazku v méfeni ultraslabé emise fotonu v infracer-
vené oblasti [2].

Elektronové excitované molekuly vzniklé jednak
pri metabolickych a jednak pfi stresem vyvolanych
oxidativnich procesech mohou byt v singletnim nebo
tripletnim stavu. Tyto elektronové excitované mole-
kuly a jejich energie jsou zndzornény na obr. 2. Za-
tivy prechod tripletniho excitovaného karbonylu
do zakladniho stavu je spojen s emisi fotoni v spekt-
ralnim rozmezi 350-550 nm. Za pfitomnosti pigmen-
tl v zZivych organismech, jako je lidska ktize (mela-
nin) nebo fotosyntetické organismy (chlorofyl) mize
byt tripletni excita¢ni energie karbonyld prenesena
na pigmenty za vzniku singletnich (550-750 nm) a tri-
pletnich (750-1000 nm) excitovanych molekul pig-
mentl. V pfitomnosti molekuldarniho kysliku mize
byt excitaéni energie tripletnich karbonyld prenesena

na molekularni kyslik za vzniku singletniho kysliku.
Kolize dvou molekul singletniho kysliku vede k dimo-
lové emisi v ¢ervené oblasti spektra pfi vinovych dél-
kach 634 nm a 703 nm, zatimco monomolova emise
singletniho kysliku je v infracervené oblasti spektra
(1270 nm).

vve

Jak mé¥it ultraslabou emisi fotona?

Ultraslaba emise fotontt méd kromé velice nizké inten-
zity i difuzni charakter a je inherentné nestaciondrni,
coz je potfeba zohlednit v ndvrhu vhodného méticiho
systému a metod analyzy signalu. Méfeni ultraslabé
emise fotonu vyzaduje pouziti detektort, které maji
velice nizky vlastni $um (temnostni proud) a vyso-
kou w¢innost detekce (kvantovou udinnost). Pro pro-
storové integralni méfeni ultraslabé emise fotont se
vyuzivaji nejvice fotondsobice. Pro jeji zobrazovani se
pouzivaji specialni CCD kamery se zpétnym osvétle-
nim snimace nebo vyuzivajicim nasobeni elektront
(obr. 3). Zobrazovani ma vyznam v piipadech, kdy je
prostorova distribuce ultraslabé emise fotont z méfe-
ného objektu nehomogenni. Detektory se pro snizeni
$umu c¢asto chladi hluboko pod troven pokojové tep-
loty, bézné na -30 °C az -100 °C. Méfeni musi pro-
bihat za vylouceni vSech ostatnich nechténych zdro-
ju svétla, tedy ve specidlnich svétlotésnych komorach
a mistnostech.

Znalost spektralniho sloZeni ultraslabé emise foto-
nt z raznych biologickych systémii je diilezita nejenom
z hlediska objasnéni mechanismi, které ji generuji, ale
také pro diagnostické vyuziti. Méfeni spekter ultrasla-
bé emise fotont je vSak ¢asto naro¢né kvuli nizké in-
tenzité a také v dasledku jejiho difuzniho charakteru
a nestacionarity. Jeji detekovatelnou intenzitu snizuje
kolimace, ktera je potfebna pro vysoké spektralni roz-
liseni pfi pouziti interferen¢nich filtrii nebo disperz-
nich elementt, a také samotné spektralni filtrovani.
Bézné metody ke zvys$eni odstupu signdlu od $umu,
jako je naptiklad ¢asové integrovani signalu, jsou ¢as-
to omezeny v dtisledku nestacionarity ultraslabé emise
fotoni. Tato nestacionarita mé ptivod v dynamice bio-
chemickych a biologickych procesi, které ultraslabou
emisi fotont generuji. Perspektiva méfeni ultraslabé
emise fotontl proto spociva zejména ve zdokonaleni,
vyvoji a roz$ifeni novych typu detektort svétla s vy-
sokou uc¢innosti detekce a minimalnim Sumem. Tato
zatizeni jsou napfiklad kryogenicky chlazené detek-
tory na bazi zmény kinetické induktance jednotlivych

termoregulace
i detektoru
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Obr. 3 Ukazka jedné z méficich aparatur vyuzivanych
autory k méteni ultraslabé emise foton(. Pro detekci
se pouziva fotonasobic s nizkym Sumem nebo kryo-
genicky chlazena CCD kamera.
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Obr. 4 Molekularni mechanismus tvorby elektronové
excitovanych molekul. RH - lipid nebo protein; R
- alkylovy radikal; ROO - peroxylovy radikal; ROOH -
hydroperoxid; ROOR - dioxetan; ROOOOR - tetroxid;
3R = Q" - tripletni excitovany karbonyl; P* - excitova-
ny pigment; '0, - singletni kyslik.

mikrovlnnych rezonancnich obvod, které tvori pixely
detek¢niho ¢ipu. Tyto detektory maji prakticky nulovy
$um a umoznuji uréeni energie kazdého detekovaného
fotonu v pasmu 200-3 000 nm s kvantovou u¢innosti
mezi 0,2 az 0,8 s po¢tem nékolika tisic pixelt na zob-
razovacim ¢ipu [3].

Jaké molekularni mechanismy

generuji ultraslabou emisi fotoni?

Oxidativni procesy v zivych organismech jsou tzce
spjaty s oxidaci biomolekul (lipidy nebo proteiny)
a nasledné s tvorbou elektronové excitovanych stavi
molekul [4, 5]. Oxidace biomolekul spojena s tvorbou
elektronové excitovanych stavii miize byt zahdjena re-
aktivnimi formami kysliku (hydroxylovy radikal) 6]
nebo enzymaticky (lipoxygendza) [7]. Vytrzeni vodi-
kového atomu (protonu a elektronu) z molekuly lipidu
nebo proteinu hydroxylovym radikdlem nebo lipoxy-
gendazou vede k tvorbé lipidového nebo proteinového
alkylového radikalu. Interakce alkylového radika-
lu a molekularniho kysliku vytvofi peroxylovy radi-
kal, ktery muze zptisobit vytrzeni vodikového atomu
z dals$i molekuly lipidu nebo proteinu za vzniku dal-
$iho alkylového radikalu a hydroperoxidu. Za oxida¢-
nich podminek miize byt hydroperoxid zpét oxidovan
na peroxylovy radikal, ktery miize cyklizovat na dioxe-
tan nebo rekombinovat na tetroxid. Rozpad dioxetanu
nebo tetroxidu vede k tvorbé tripletniho excitované-
ho karbonylu, ktery muze prendset tripletni excita¢ni
energii na pigmenty za vzniku excitovanych pigmen-
t nebo na molekularni kyslik za vzniku singletniho
kysliku. Alternativné mitize singletnikyslik vzniknout
primo dekompozici tetroxidu tzv. Russellovym mecha-
nismem [8] (obr. 4).

K ¢emu Ize ultraslabou emisi fotont vyuzit?

Ultraslaba emise fotont nese informaci o procesech,
které ji generuji, tedy o oxidativnich procesech probi-

hajicich v biologickych systémech. Tato informace je
obsazena v intenzité, spektru a prostorové distribuci.
Neékteti autori navrhuji, Ze uzite¢na informace je ob-
sazena také ve statistickych vlastnostech ultraslabé
emise fotona [9]. Oxidativni procesy, které jsou vyvo-
lané stresem, jsou casto spojovany se vznikem mno-
hych onemocnéni [10]. Obecné tedy lze pfedpokladat,
ze se ultraslaba emise fotont dd vyuzit pro diagnostic-
ké ucely v biologickych védach. Hlavni prednosti této
diagnostické metody je jeji kompletni neinvazivnost,
absence potteby kontrastnich latek, barviv ¢i vnéj$i ex-
citace a také jeji rychlost a nizké provozni naklady. Pio-
nyrské vyuziti ultraslabé emise fotond je zejména v ze-
médélském a biomedicinském vyzkumu. Bylo zji$téno,
7e spektrum a intenzita ultraslabé emise fotond mo-
hou byt vyuzity k monitorovani odezvy raiznych dru-
ha rostlin na pasobeni riiznych typa biotického (pa-
togeny) a abiotického (UV zifeni, teplota, herbicidy,
sucho, stl) stresu [11]. V biomediciné je nékolik apli-
ka¢nich sméri, kde byly zkoumany korelace parametr
ultraslabé emise fotont a biologickych procesu. Pravé
z hlediska pfimocaré optické dostupnosti ktize se der-
matologie zda byt jednim z obort, kde mutiZe najit ul-
traslaba emise fotoni vyuziti. Naptiklad bylo ukazano,
ze lokdlni aplikace reaktivnich forem kysliku na kizi
nebo poskozeni ktize UV zafenim vyvola zvyseni in-
tenzity ultraslabé emise fotond, zatimco pridani anti-
oxidant intenzitu naopak snizuje [12-15]. Tyto prace
ukazuji, Ze parametry ultraslabé emise fotonti mohou
byt vyuzity ke sledovani oxidativnich procesii v kiizi.
Studie z oblasti neurovéd ukazaly, Ze neuronalni akti-
vita véetné théta pasma elektroencefalografického sig-
nélu u potkant koreluje s intenzitou ultraslabé emise
fotonti z mozku [16]. Autofi téchto praci navrhuji, Ze ul-
traslabd emise fotoni by mohla slouzit jako nova meto-
da pro extrakci patofyziologickych procesii spojenych
s neuronalnim metabolismem a oxidativni dysfunkci
mozku. Intenzita ultraslabé emise fotoni také koreluje
s ristem a viabilitou nddor [17], coZ naznacuje moz-
nost jejitho pouziti v onkologii.

Zavér a perspektivy

Ultraslaba emise fotont z biologickych systému je
dobte prokdzanym fenoménem, ktery ma také dobfe
rozvinuty koncepéni ramec generujicich mechanismi.
V poslednich desetiletich se otevird moznost vyuziti
ultraslabé emise fotont v oblasti neinvazivni a nizko-
nékladové diagnostiky. Dochdzi k tomu zejména diky
kombinaci zakladnich znalosti molekularnich me-
chanismt daného fenoménu a vyvoje nizkosumovych
acitlivych detektor slabych tokt fotont. Pro plné vy-
uziti v diagnostice a spravnou interpretaci je potfeba

sledovani testovani sledovani  zobrazovani
vliv stresu  kosmetickych  neuronalni rastu
narostliny  produktd aktivity nador

Obr. 5 llustrace aplikaci ultraslabé emise fotont v zemé-
délském vyzkumu, dermatologii, neurovédach
a v onkologii
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presna charakterizace elektronové excitovanych mo-
lekul odpovédnych za ultraslabou emisi fotont. Za-
roven zlstdva oteviend otdzka, zda ultraslabd emise
fotonti muze byt vyuzita nejenom pro diagnostické
ucely, ale také jestli je vyuzivana v biologickych sys-
témech samotnych pro vnitrobunééné a mezibunééné
interakce [18-20].
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