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Fotobiologie

Fotobiologie je biologickou védni disciplinou, ktera studuje
interakce svétla (a neionizujiciho elektromagnetického zareni)
S ZIvymi1 organismy.

Zahrnuje prospésne 1 Skodlivé ucinky svétla.

Fotobiologov¢ studuji:
- mechanismy téchto interakci
- jejich vyuzitelnost pro 1éCbu chorob
- jak chranit organismus pred Skodlivymi uCinky svétla

Studiyni literatura - 777

Digital Photobiology Compendium



Podobory fotobiologie

V materialu Digital Photobiology Compendium (American Society for
Photobiology)) je obor fotobiologie rozdélen do 12 podoboru.

11 podoborl se tyka absorpce svétla
1 podobor naopak emise svétla zivymi organismy (bioluminiscence).



1. Fotofyzika

Fyzikalni interakce svétla (a neionizujiciho EM zareni) s materialy na
atomové a molekularni urovni.

Fotofyzikalni reakce zahrnuiji:
% Rozptyl
s Absorpci

/7

% Formovani excitovanych stavu

Vyznam podoboru:
Vyzkum podstaty fotochemickych a fotofyzikalnich déju a aplikace
ziskanych poznatkd pro pochopeni fotobiologickych déju

Praktické aplikace fotofyziky:
v Design a vyzkum materiall a zafizeni uziteCnych v nanotechnologiich
v Ukladani pocitacovych informaci



2. Fotochemie

Studium chemickych zmén, které se objevi v molekulach po pfimé
absorpci svétla, a reakci mezi molekulami absorbujicimi svétlo s
molekulami okolnimi.

Priklad:

Tvorba fotochemického smogu v troposfére (spodni vrstva atmosféry).
Fotochemicky smog je vysledkem interakce UV zareni (ze slune¢niho
svétla) s oxidy dusiku a uhlovodiky pfedevSim z vyfukovych plynu.
Fotochemicky smoq vyvolava podrazdéni oCi a Spatnou viditelnost.



Priklad vyuziti fotofyziky a fotochemie - nanotechnologie
Mikromotorek se svetelnym pohonem

2002 - némecti védci z univerzity v Mnichové uvedli do chodu
mechanismus sestavajici z jediné molekuly, roztaceny svétlem.
KonstrukCnim materialem nanomotoru se stal synteticky polymer
azobenzenu, jehoz molekula obsahuje par dusikovych atomu s benze-
novym jadrem navazanym na kazdé strané. Jakmile na dusikovy mustek
zacne pusobit svétlo urcité vinové délky, narovna se — pfechod z trans- do
cis- konformace — zména délky molekuly. Svétlo o jiné vinové délce jej opét
vrati do stazeného stavu. Védci zkusili vyuzit tento vratny pohyb ke konani
uzite€né prace.

Nanomotorek podava neskutecné nizky vykon: pii kazdém taktu se vyvine prace jen
4,5 x 10-29 joule. Jednomolekulovy mechanismus se presto mize uplatnit v
méfitcich nanosvéta - dala by se jim napfiklad pohanét miniaturni ¢erpadla v
budoucich télovych implantatech.
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3. Fotosensitizace

Je to proces, ve kterém se v jedné nebo vice molekulach projevi
fotochemické a fotofyzikalni alterace jako nasledek absorpce svétla v jiné
molekule nazyvané fotosensitizér.

Prakticky vSechny organismy obsahuji endogenni molekuly —
potencionalni fotosensitizery:

v Bilirubin

v Chlorofyl (metaloporfyrin vazajici Mg2+)

v Porfyriny v biosyntéze hemu (metaloporfyrin vazajici Fe2+, Fe3+)

Hemoproteiny
Hem je nejvyznammeéjSim metaloporfyrinem. Tvofi prostetickou skupinu v
mnoha zivotné dilezitych enzymech, jako jsou naptiklad:
Hemoglobiny
Myoglobiny
Cytochromy
Cytochrom ¢
Cytochrom P-450
Katalazy



Porfyrinovy metabolismus — vznik hemu
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Fotodynamicka terapie vyuziva fotosensitizujici léky a svétlo.
Pouziva se predevSim v nadorové terapii (napf. nddory plic, jicnu) — destruuje
nadorové bunky.



4. Uginky UV zafeni

Fotofyzikalni a fotochemické zmeény vyvolané ucinkem UV radiace na
DNA, RNA a proteiny.

Biologické dusledky téchto zmén (letalita, mutace).

Biochemické a molekularné biologické pochody vedouci k napravé
fotochemicky poSkozené DNA.

Snizena hladina ozénu ve stratosférfe vede ke zvysené intenzité UV
zareni >>>>> zvySeni zajmu o tyto efekty a jejich prevenci

UV zarfeni je dobfe znamy zdroj riznych forem rakoviny kize. V soucasné
dobé se intenzivné diskutuje podil UV-B (280-320 nm) a UV-A (320-400 nm)
na vzniku melanomu. Vysledky jsou vyuzitelné ve vyrobé protektivnich
prostiedkd.



5. Environmentalni fotobiologie

Efekt radiace na celé organismy a na prezivani, slozeni a produktivitu
druht v pfirodé, zemédélstvi a riznych ekosystémech.

6. Fotomedicina

Zabyva se ucinky zareni na lidské zdravi a vyuzitim zareni pro léCbu
chorob.

Zahrnuje:

v" vznik nadort po UV radiaci

v" modulaci imunitniho systému zarenim (fotoimunologie)

v lédeni SAD (Seasonal Affective Disorder) svételnou terapii

v pouziti svétla spolu s fotosensitizéry k 1é&eni chorob jako psoriaza,
nadory apod.



7. Cirkadianni rytmy
Jsou to cyklické zmény v biochemii, fyziologii a chovani.

Perioda zmén je 24 hodin. Tyto rytmy mohou byt ovlivnény zménénou
expozici svétlu.

8. Videni
Videni je smyslovym viemem, ktery je zprostfedkovany okem a

centralnim nervovym systémem zivoCichu. Tento systém umoziuje
vnimani tvaru objektu

Podobor zahrnuije:
v' zkoumani struktury a fotochemie pigmentd

v biochemické a fyziologické zmény, které nasleduji po aktivaci
pigmentd vidéni

v psychofyziku — vliv svétla na mentalni procesy



Skodlivé uéinky UV zareni pro zrak:

« keratitis, zanétlivé onemocnéni o€ni rohovky, déli se na povrchovou
keratitidu a hlubokou keratitidu a projevuje se bud pouze zanétlivymi
lozisky na krajich rohovky nebo rohovkovym viedem Sificim se do okoli,
pfipadné muze postihnout celou tkan rohovky a zpusobit trvalou ztratu
jeji prahlednosti. Akéni spektrum pro keratitis podle DIN 5031 nabyva
maxima pro vin.delku 270 nm.

« konjunktivitis, zanétlivé onemocnéni oCni spojivky, projevujici se
prekrvenim spojivkovych cév, zvySenym slzenim a hlenovitou nebo
hnisavou sekreci.

Stejné jako u keratitidy se jedna prevazné o oblast UVC. Maximalni
vinova délka, ktera tuto reakci vyvolava je 260 nm.

« katarakta, Sedy zakal, porucha prahlednosti o¢ni ¢oCky vlivem
fotochemickych reakci, projevuje se zhorSenim zrakové ostrosti.AkCni
spektrum pro Sedy zakal lidského oka nebylo dosud ur€eno, nebot
katarakta ma dlouhou skrytou fazi a zakalovani o€ni CoCky probiha velmi
pomalu. UV zafeni je jednim z hlavnich rizikovych faktoru pfi rozvoiji
katarakty.

» poskozeni sitnice, predstavuje nepriznivé uCinky UV zareni na bunky
sitnice. Poskozeni je navozovano jiz kratkodobym zarenim (350 - 780
nm) a to cestou jak fotochemickou, tak termicky.




Ochrana zrakového organu

MuaZe byt realizovana pomoci ruznych materialu, které brani pfimému
pusobeni zafeni.

Tuto ulohu splnuji nejlépe protislunecni bryle, které mohou byt
zhotoveny ze skla, ale i z plastovych materialu.

Uginnost materialu roste s nanesenim specialniho UV filtru. Prakticka mé&feni
spektralni propustnosti protislunecnich bryli (jak sklenénych, tak plastovych),
ukazala, Ze v oblasti UVA zareni bryle propousti maximalné 2 - 3 % zareni,
coz je zcela akceptovatelna hodnota. V oblasti UVB a UVC zareni je material
bryli zcela absorpcni.

v v s

UVA zareni, a to maximalné 0,5 % .

Protisluneéni bryle jsou tedy nezbytnym ochrannym prostredkem pfi
pobytu na slunci, nebot’ chrani og¢i:

» pfed nezadoucimi u€inky UV zareni

« pfed nadmérnymi jasovymi kontrasty (pfed oslnénim)

« pfed nadmérnymi ucCinky infraCerveného zareni (tepelné zareni)



9. Fotomorfogeneze

Zabyva se vlivem radiace na vyvoj organsimu, typicky na vyvoj rostlin a
hub (zrani semen, vyvoj kvétd, indukce a vyvoj reprodukéniho ustroji u
hub).

Ruzné rostliny vyvijeji kvéty v riznych ro€nich obdobich. Je to
zpusobeno interakci druhové specifickych molekul s fytochromy —
dulezitymi fytomorfogenetickymi pigmenty u rostlin.

10. Fototakticky pohyb

Radiace kontroluje pohyb mnoha rostlin, mikrobd, hub a nizSich
zivocichu.
Prikladem je fototropismus — otaceni rostlin za sluncem.

Fototaxe — je to pohyb mobilniho organismu vzhledem ke sméru svétla.



11. Fotosyntéza

Fotosyntéza je proces transdukce energie, ve kterém je slunecni energie
konvertovana na energii biochemickou.

Objevuje se u rostlin a nékterych mikrobu.

Tento proces zahrnuje absorpci svétla chlorofylem nebo jinymi pigmenty,
transfer energie do jinych molekul a akumulaci energeticky bohatych
molekul (Skrob).

12. Bioluminiscence

Bioluminiscence je emise svétla z biochemickych reakci, které se objevuji
v zivych organismech.

v v s v

Bioluminiscence vsak je fylogeneticky rozSifreny fenomén, ktery se rozvijel
nezavisle u mnoha zivocichl a mikrobu.



Svétlo

Je formou energie. Ke vzniku svétla je zapotiebi dodat jinou formu
energie. Obvykle se tak déje dvéma zpusoby:

I. Incandescence
Je svétlo vznikle z tepelné energie (vlakno v Zarovce, pec, slunce)

[1. Luminiscence
Je ,studené svétlo, vznikajicich ve fyziologickych nebo nizSich
teplotach. Dodana energie ,,vykopne* elektron z atomu do vyssi
energeticke hladiny (excitovany stav). Pote¢ elektron vyzati dodanou
energil ve formé svétla a vrati se zpét do zédkladniho stavu.



Existuje nékolik zpusobu luminiscence:

1. Fluorescence a Fotoluminiscence — jsou to formy luminiscence, kde
energie je dodana elektromagnetickym zarenim
Fotoluminescenci je nazyvana jakdkoliv L z elektromagnetického zareni

Fluorescence je luminiscence vyvolana UV zdirenim
Pozor: Nezameénovat fotoluminiscenci s odrazem, lomem nebo rozptylem svétla

2. Chemiluminiscence je L, kde energie je dodavana chemickou reakci

3. Bioluminiscence je L, kde energie je dodavana chemickou reakci v
zivych organismech

4. Elektroluminiscence je luminiscence zpusobena elektrickym proudem
(katodoluminiscence).

Dalsi priklady:

5. Radioluminiscence (cifernik hodinek)

6. Triboluminiscence (spusténa mechanicky — tlakem)

7. Fosforescence (opozdéna luminiscence — TRAP elektronu),



Hlavni biologicke ucinky svétla

Svétlo je nezbytna soucast fotosyntézy — svétlo je nezbytné pro rist rostlin
Svétlo interaguje s bunkami o¢ni sitnice = podstata vidéni

Fotomedicina je 1ékafskym oborem zabyvajicim se pouzitim svétla k zlepSeni lidského
zdravi. Fototerapie je pouziti svétla k 1€€eni riznych chorob (rakovina, leukemie, kozni
choroby)

Nc¢které organismy (luminiscenéni bakterie, svétlusky) vyzaruji svétlo jako vysledek
chemickych reakci odehravajicich se ve specializovanych organech

Intensita svétla béhem dne ma vliv na tvorbu hormonu, vitaminu D atd., muze 1
ovlivilovat chovani

Svétlo muze mit Skodliveé u€inky na organismy — napt. nadmérné slunéni muize vyvolat
rakovinu kuze, predCasne starnuti kiuize, poSkozeni oci

UV svétlo mize indukovat mutace a zménéné exprese gent



Slunecni zareni je elektromagnetické vinéni.

VInovy rozsah celého spektra prekryva vice nez
15 Fada.

Rozsah pusobeni a vedlejSich ucinku je zavisly:
na vinové délce

vinova délka

- AN

na davce ozareni ! [ /o

Cim je vinova délka kratsi, tim ma zareni vétsi energii.

Zareni, které dopada na zemsky povrch, je velmi odliSné od zareni, které
slunce vlastné vyzafuje.

SlunecCni zareni, které se vyskytuje vné zemske atmosféry, se tam
rozptyluje, odrazi se od mraku a je absorbovano ruznymi casti
atmosféry (vodni pary, ozon, kyslik, aerosoly).



Svétlo je elektromagneticke vinéni
James Clerk Maxwell (1864) ukazal, ze elektrické a magneticke viny jsou vyzarovany
soucasné a maji stejnou rychlost. Svétlo tvofi pouze malou ¢ast elektromagnetického
spektra.

Electromagnetic Wave

‘\\l*-—t Electric Field

- Magnetic Field

Jak mize vznikat fotoelektricky efekt? Einstein rozsitil kvantovou teorii termalni radiace.
Objevil, ze Ze svétlo a jiné druhy elektromagnetické radiace se Siti jako mala svételna kvanta,

nebo také fotony. Energie fotonu je proporcionalni jeho frekvenci.



Radiation In Perspective

| Within the range of radiation frequencies, called

the electromagnetic spectrum, cell phones fall
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Everything emits
infrared radiation, both
downward and upward

(as well as sideways!)

L

m Clouds and greenhouse l
Infrared radiation gases trap some of the

cools the Earth Infrared radiation
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Vyzkum ve fotochemii, fotobiologii a biologickych védach vubec se
neobejde bez spektroskopickych metod.

v s

v absorpce
v fluorescence

Co je Beer-Lambertav zakon?

Lambertlv zakon — podil svétla absorbovaného materialem je nezavisly
na intenzité radiace.

Beertiv zakon — absorpce je proporcionalni koncentraci vzorku

A is the absorbance
(T — transmitance, propustnost)

cuvette



Nefelometrie (nefelometr = zakalomér)

Obsahuje - li kapalina nerozpusténé pevne castice, pak je svétlo prochazejici kapalinou
pohlcovano a zaroven rozptylovano, pficemz stupen zakalu je ovliviiovan jak velikosti
a tvarem pevnych ¢astic, tak jejich pomérnym zastoupenim.

Nefelometr méti rozptylené svétlo vétSinou pod thlem (zpravidla 90°).

Turbidimetrie

Ptibuzna technika k nefelometrii zaloZena na méfeni rozptylu svétla v roztoku
obsahujicim dispergované ¢astice. M¢ti se ubytek intenzity kolimovaného svétla jako
vysledek rozptylu, absorpce nebo odrazu svétla.

Volba metody:

Zavisi na stupni rozptylu svétla.
je-li velky - turbidimetrie

je-li maly - nefelometrie
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Emise fotonu po predchozi excitaci = fluorescence.



Energie je konzervovana. Pokud je svétlo absorbovano, energie se
muze ménit na tepelnou, kinetickou nebo chemickou.

PocateCni absorpce vzdy vytvari excitované stavy nezavisle na druhu
konverze energie.

Jablonski Energy Diagram
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Fluorescence.

Emisni vinova délka je vetsi nez excitacni, emisni energie mensi.
Nekteré latky maiji prirozenou fluorescenci, pro sledovani biologickych
déju se pouzivaiji latky s intenzivni fluorescenci — fluorofory.

Fluorescence muze byt vizualizovana fluorescenénim mikroskopem
nebo konfokalnim mikroskopem.
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Fluoraphare excitationfemission/ maxima
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Specialni fluorescencni techniky

Fluorescence Resonance Enerqy Transfer (FRET) -
pouzivana pro studium interakce proteint

Donor J(A) Acceptor
fluorescence absorption

Wavelength (A)

Fluorescence photobleaching: FRAP and FLIP

Pouzivané pro studium dynamické distribuce proteini. V obou pripadech je
fluorescence urcité oblasti eliminovana zarenim vysoké intenzity.

Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)
- je sledovan navrat fluorescence do vyhaslé oblasti

Fluorescence loss in photobleaching (FLIP) — urégita oblast je opakované
vyhasinana. Je sledovano naopak vyhasinani fluorescence v jinych oblastech



Vyuziti fluorofori v DNA microarrays



Dalsi vysoce specializovane techniky vyuzivajici laserovych
technologii



Prutokova cytometrie (flow cytometry)

Sample injection tube
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MALDI-TOF MS
Matrix Assisted Laser Desorption/lonization

Time-of-Flight hmotnostni spektrometrie

MALDI-MS technika dovoluje hmotnostni determinaci velkych biomolekul a
syntetickych polymert (vétSich nez 200 kDa) laserovou ionizaci a odparem bez
soucasn¢ degradace. 200,000 Daltons (Da)

1 To
* TOF MS
Pulsed Laser
Beam N, ~337 nm s
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/
g Sample

: i
4,5, Sample
L / Holder




lonty prekonavaji stejnou vzdalenost ve vakuové trubici, doba letu zavisi
na jejich velikosti (m) a naboiji (z).

( Drift o
Tube (mfz)

Data
D{rtectm Analysis

TOF Spectrum = Mass Spectrum

t ~(m/z)1? t = Time of Flight
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