Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Anorganicka chemie

)
&%
]

X
W\
v

90
<X

SO
%
LR
O
S
23S ]

v
B
o
—
=
X
Loy

¥,
17
CH
=
=
=

.'?_3‘ o
'ﬁv%

Mgr. Petr Henke

Fotoaktivni polystyrenové nanomaterialy produkujici singletovy kyslik

Polystyrene photoactive nanomaterials producing singlet oxygen

Typ zaverecné prace

Diserta¢ni prace

Vedouci zavérecné prace/Skolitel:

doc. RNDr. Jifi Mosinger, Ph.D.

Praha, 2017



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracoval/a samostatné a Ze jsem uvedl/a
vSechny pouzité informacéni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatnd Cast

nebyla pfedloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 07.03.2017

Podpis



Podékovani

V prvni tfadé bych velice rdd pod€koval svému Skoliteli doc. RNDr. Jitimu
Mosingerovi, Ph.D. za odborné vedeni, cenné rady nejen pii piiprave této disertacni prace, ale
1 béhem celého mého doktorského studia a také za velmi ptatelsky ptistup.

Dale bych rad podekoval RNDr. Pavlu Kubatovi, CSc., doc. RNDr. lJitce
Forstové, CSc., Mgr. Martinu Fraiberkovi, Mgr. Lukasi Plistilovi a dalSim spoluautorim za
spolupraci pii tvorbé nasSich publikaci. Dale bych rad podékoval celému kolektivu katedry
anorganické chemie nejen za pomoc, ale také za vytvofeni pfijemné pracovni atmosféry. V
neposledni fad¢ bych také rdd podekoval své roding a ptatelim za veSkerou podporu v celém
prubéhu mého studia.

Dékuji také grantovym agenturam za finanéni podporu: GACR 16-15020S, GACR 13-
12496S, a MSM 0021620857.



ABSTRAKT

Rostouci vyskyt multirezistentnich kmen bakterii zplUsobuje poptavku po
alternativach k antibiotické 1€cbé a obecnéji po antimikrobialnich materidlech jako soucasti
prevence. V poptedi z4jmu je fotodynamicka inaktivace bakterii a dalSich patogent
zpusobena fotogenerovanym singletovym kyslikem.

Tato prace je zaméfena na oblast fotoaktivnich polymernich nanovldkennych
membran a nanocastic, generujicich singletovy kyslik vhodnych pro aplikace v medicing.

Byly pfipraveny ruzné typy modifikovanych fotoaktivnich polystyrenovych
nanovldkennych ~ membran s enkapsulovanym nebo externé vazanym porfyrinovymi
fotosensitizery. Tyto materialy efektivné produkuji vysoce reaktivni, cytotoxicky singletovy
kyslik, schopny omezené difuze do wvnéjSiho prostfedi. Vysledky naseho vyzkumu
demonstruji zasadni roli smacivosti tohoto typu materidlti s kratkou difuzni drédhou
vznikajiciho singletového kysliku, objastiuji vliv teploty a poukazuji na jejich mozné vyuziti
jakozto multifunkénich materidli. Diky jejich antimikrobidlnim vlastnostem jsou tyto
materidly vhodnou alternativou k lokalnimu vyuziti antibiotik a antiseptik. Diky dobré
prodysnosti a kratké difuzni draze singletového kysliku se daji o¢ekdvat dobré vysledky v in
vivo testech.

Z téchto nanovlakennych materiali byly také ptipraveny fotoaktivni, extrémné stabilni
polystyrenové nanocastice s enkapsulovanymi fotosensitizery, které jsou efektivnéjsi pro
sterilizaci nebo oxidaci vétstho objemu vodnych roztokii. Predstavena byla i metoda
vyuZzivajici pfipravené nanocastice k citlivé detekci kysliku ve vodnych roztocich.
Nanovldkenné membrany mohou slouZit nejen jako vychozi material pro pfipravu nanocastic,

ale 1 jako filtr pro jejich odstranéni z roztoku.



ABSTRACT

The increasing number of multidrug-resistant strains of bacteria call for alternatives to
antibiotic therapy and, more generally, for the antimicrobial material as a component of
prevention. Of particular interest is the photodynamic inactivation of bacteria and other
pathogens caused by photogenerated singlet oxygen.

This work is focused on the field of photoactive polymer nanofiber membranes and
nanoparticles, generating singlet oxygen, suitable for medical applications.

We prepared different types of photoactive modified polystyrene nanofiber

membranes with encapsulated or externally bound porphyrin photosensitizers. These
materials efficiently produce highly reactive and cytotoxic singlet oxygen capable of
restricted diffusion into to the external environment.
Our results demonstrate the crucial role of wettability for materials of this type with a short
diffusion length of generated singlet oxygen, illustrate the effect of temperature and indicate
their potential use as multifunctional materials. Due to their antimicrobial properties, these
materials are suitable alternative to antibiotics and local antiseptics. With good breathability
and short diffusion length of singlet oxygen good results can be expect in in vivo tests.

From these nanofiber materials we also prepared photoactive extremely stable
polystyrene nanoparticles with encapsulated photosensitizers that are effective for
sterilizing/oxidation of a larger volume of aqueous solutions. We also presented method
which is using nanoparticles for sensitive detection of oxygen in aqueous solution. The
nanofiber material can be applied not only as source of nanoparticles but also as an effective

filter for their removal from solution.
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1 Uvop/MOTIVACE

Aplikaci antibiotik v poslednich dekadach doslo k vyznamnému poklesu poctu umrti
nasledkem mikrobidlnich, predevSim bakteridlnich infekci. Jejich naduzivani nejen
v medicing, ale také v zemédélstvi vSak zpusobuje kontaminaci zivotniho prostfedi témito
latkami. To vede spole¢n¢ s nespravné provedenou medikaci ke vzniku bakterialni rezistence.
Podle analyzy amerického Centra pro kontrolu a prevenci chorob (CDC)' zemiou na infekce
rezistentnimi kmeny bakterii desitky tisic pacientl rocné a dalsi desitky tisic na infekce (napf.
bakteridlnimi kmeny Clostridium difficile) spojené s vymizenim pfirozené mikroflory po
antibiotické 1é¢bé. ZvysSena rezistence bakteridlnich pivodcl je také spolecnym znakem
nozokomialnich nékaz, tedy infekei vzniklych v pfi¢inné souvislosti s hospitalizaci pacienta.”
V odborné literatufe jsou popsany piipady umrti na bakterie rezistentni proti v§em dostupnym
antibiotikim.> To ukazuje na dulezitost a poptavku po antibakterialnich materidlech
zalozenych na jinych mechanismech nez klasicka antibiotika.

Zajimavou alternativou mohou byt materidly inaktivujici bakterie ale i dal§i patogeny
prostfednictvim fotogenerovaného singletového kysliku, vii¢i kterému napf. bakterie

nevykazuji Zadnou rezistenci.



2 TEORETICKA CAST

2.1 SINGLETOVY KYSLIK

Singletovy kyslik patii mezi reaktivni kyslikové Castice (,,Reactive Oxygen Species®
ROS). Ty zahrnujici kyslikové Castice vzniklé neuplnou redukci molekularniho kysliku jako
jsou superoxidovy anion radikal (O;""), peroxid vodiku (H,O;) a hydroxylovy radikal (OH") a
dal3i reaktivni formy nebo slou¢eniny kysliku jako je ozon (O3), singletovy kyslik (‘O,),
hydroperoxid (OOH"), alkoxyly (RO"), peroxyly (ROO"), a dalsi slouceniny jako tieba
kyselinu chlornou (HCIO).* Studiem ROS a jeji komplexni problematiky se zabyva cel4 fada

piehledovych ¢lankd.>® Singletovy kyslik neni na rozdil od vétsiny ROS radikal ani nenese

zadny naboj.
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Obr. 1. Elektronova konfigurace, pfechody mezi zdkladnim a excitovanymi stavy molekuly kysliku
(ISC — mezisystémovy piechod, IC — vnitini konverze, hv, — fosforescence, hv; — fluorescence)

Molekularni kyslik v zédkladnim stavu ma tripletovou multiplicitu 02(3287),
v nejvyssich antivazebnych orbitalech 2n° ma dva neparové elektrony s paralelnimi spiny.
Vétsina latek (organické slouceniny, anorganické anionty, plyny, slouceniny hlavnich
podskupin a nepfechodné kovy) ma v zakladnim stavu sparované elektrony, a tedy
singletovou multiplicitu. Jejich reakce s kyslikem v zdkladnim stavu jsou spinové zakézané
podle pravidla o zachovani spinu a probihaji neochotné, s vysokou aktivacni energii. Tato
kyslikova anomalie ma klicovy vyznam pro existenci Zivota na zemi - zabranuje zoxidovani

organické hmoty.”



Oproti tomu reakce singletového kysliku jsou spinové dovolené. Singletovy kyslik
muze nabyvat dvou energetickych stavi 02(12g+) a Oz(lAg) (Obr. 1). Pokud méa molekula
kysliku dva elektrony v jednotlivych 21" orbitalech nesparovany, oznacujeme tento singletovy
excitovany stav 02(12g+), oproti tomu singletovy stav Oz(lAg) mav 2n orbitalu dva elektrony
s opacnymi spiny.
energii 94,3 kJ/mol (odpovidajici 1269 nm), excitovany stav 02(12g+) je energeticky bohatsi o
dalSich 62,7 kJ/mol (respektive o 157 kJ/mol vice nez 02(1Eg+) odpovidajici fosforescenci pii
765 nm).* Doby Zivota 02(12g+) v plynné fazi jsou cca 10x niz$i nez u Oz(lAg) z divodu
dovoleného zafivého prechodu (odpovidajici fluorescenci pii 1923 nm) z 02(12g+) na Oz(lAg)
(t = 6,7 min respektive 64,6 min).® V roztocich se vlivem rozpoustédla (perturbace) zvysi
pravdépodobnost zafivych i nezatfivych pfechodl do nizsich energetickych stavi. Disledkem
jsou kratké doby zivota 02(12g+) predevsim ve vodé (t = 8 ps)®, u tohoto stavu se proto
nepiedpoklada ucast na oxidacnich procesech. Z téchto divodi je v této praci uvazovan jen
0:('Ay).

Kromé chemickych reakci mize byt Oz(lAg) deaktivovan tfemi nezafivymi procesy.
Elektronovym pifenosem energie (,,Electronic Energy-Transfer EET) na jinou molekulu
(napf. karotenoidy mohou akceptovat energii Oz(lAg) a vnitini konverzi ptejit do svého
tripletového stavu’'®), zhasenim pomoci prenosu naboje (,,Charge Transfer, CT),'' nebo
pfenosem energie z Oz(lAg) do vibra¢nich modl jiné molekuly, nejcastéji mzpouétédla.12
Casta je kombinace vice procest, napiiklad kuban zhasi Oz(lAg) jednak pfenosem energie do
C-H vibragnich modi a zaroveii mize formovat CT komplex.'' Pienos energie do vibragnich
modu rozpoustédla je v roztocich nejcastéjsim mechanismem fyzikalni deaktivace. Ptenos je

Singletovy kyslik Oz(lAg) muze byt deaktivovan zativym pfechodem do zékladniho stavu.
Toho se vyuZiva pro pfimou spektroskopickou detekci sledovanim kinetiky fosforescence
Oz(lAg) pii A = 1270 nm. Vliv rozpoustédla na deaktivaci Oz(lAg) zativym piechodem je
intenzivné zkouman a predstavuje komplexni problém, ktery zévisi na mnoha parametrech.'
Naptiklad efekt rozpoustédla na deaktivaci zafivym pfechodem roste s jeho
polarizovatelnosti, coz se snazi vysvétlit nékolik existujicich modelii interakce Oz(lAg) s
rozpoustédlem.'*'> N&které modely predpokladaji interakei Oz(lAg) s jinou molekulou a vznik

pfechodného bimolekularniho komplexu, jiné modely ptfedpoklddaji mezi molekulami
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rozpoustédla vznik kavit, ve kterych je Og(lAg) obklopen. Tyto modely 1épe odpovidaji
experimentalnim datim.'®"
Shrnuti dob zivota Oz(lAg) v jednotlivych rozpoustédlech je v Tab. 1, ktera ukazuje doby

Zivota 02(1Ag) pohybuji od n&kolika nanosekund po nékolik mikrosekund.'®

Tab. 1. Doby Zivota Oz(lAg) v riiznych rozpoustédlech'

Rozpoustédio TA (us) Rozpoustédio TA (ps)
H,0 3,3£0,5 (CHs),CO 50,54
CHs0OH 99+0,5 D,0 662
CH3CH,0OH 15,5+£3,5 CHiCN 66,7 £13,5
cyklohexan 214 CH,Cl, 101 +£39
THF 23126 CHCl; 235130
DMSO 246+5,4 CD;0OD 240+ 10
toluen 272 CDCl; 650 + 150
pentan 29+6 (CD3),CO 750 + 80
hexan 301 CeFs 12000 = 8000
benzen 32+3,3 CS, 37000 £ 8000
pyridin 37120 CCl, 73000 £ 14 000

2.1.1 GENERACE 02(1A¢)

V literatuie existuje celd fada popsanych metod generace 02(1Ag) na zakladé chemické
reakce. Mezi nejcastéji pouzivané chemické metody piipravy Oz(lAg) patfi napf. reakce

chlornanu' (rov. 1) nebo molybdenanu®® (rov. 2 a 3) s peroxidem vodiku:

H,0,+CIO" — CI' + H,0 + Oy('Ap) (1)
2 H,0, + (M0oO4)* <> 2 H,0 + (MoOg)* ()
(MoOg)” — (MoO,)* + Oa('Ap) (3)

Podobn¢ probihaji ireakce vyuzivajici rozkladu peroxowolframanu nebo
peroxochromanu.*’
v . . 1 . « « 10
Dal§imi metodami generace O»('Ay) jsou napi. reakce ozonu a ozonidl s

. ;. .22 . . , .2
anorganickymi solemi** nebo dismutace superoxidu na kyslik a peroxid®.

11



Oblibenou metodou je vyuziti tepelného rozkladu CaO, - 2H,0, dispergované¢ho v
organické fazi**, nebo n&kterého, vétsinou aromatického, endoperoxidu. Nékteré prekurzory
aromatickych endoperoxidii se daji vyuzit k ,uchovani“ a jako tzv. sekundarni zdroje
Oz(lAg).25 Na zakladé reverzibilni reakce s Oz(lAg) pii nizké teploté¢ se tvoii prislusny
endoperoxid, ktery se za vyssi teploty rozkldda zpét na plivodni molekulu a Oz(lAg).

Ptikladem miize byt 1,4-dimethylnaftalen, ktery se termicky rozklada jiz pti 20°C (rov. 4).26

CHs CHs
CHj CHs

K pripravé Oz(lAg) lze vyuzit i1 fyzikalni procesy napt. mikrovlnny vyboj v kyslikové
atmosféfe’’ nebo fotolyzu ozonu.*® V biologickych systémech je Oz(lAg) vytvafen
tzv. ,temnymi* reakcemi, které jsou katalyzovany peroxidizami nebo oxygenazami.*’

Nejcastéji pouzivanou metodou generace Oz(lAg) je fotosensitizovana reakce, ktera
byla pouzita i v této praci.'? Jak vyplyva z Grotthusova-Draperova teorému (chemickou
zménu systému vyvola pouze svételné kvantum jim absorbované), miize byt molekula kysliku

excitovana pifimo UV-VIS zafenim jen velmi obtizn¢, protoze ma v této oblasti absorpci

zanedbatelnou. Proto se pouZziva excitace nepfimé, prostrednictvim tzv. fotosensitizeru.

2.1.1.1 FOTOSENSITIZOVANA REAKCE

Fotosensitizované reakce jsou klasifikovany do dvou typl: typ I a typ II. Toto
oznaceni vzniklo pfedtim, nez byl objasnén mechanismus téchto reakci a prodélalo vyvoj,
ktery nedavno shrnul Krasnovsky.”® Typ I se obecn& vztahuje k pienosu elektronu
z fotosensitizeru na jinou molekulu (v pfipadé 02(3Eg’) vznikd O,"), oproti tomu typ II
odkazuje na aktivaci kysliku pfenosem energie za vzniku Oz(lAg).

Béhem fotosensitizované reakce je svételnd energie absorbovana tzv. fotosensitizerem
(obvykle organické barvivo), ktery piejde ze zakladniho singletového stavu Sy do vysSich
stav S;. Ten se mlze spontdnné deaktivovat vyzarenim energie ve formé fluorescence (hvy,)
nebo vnitini konverzi (,,Internal Conversion® IC) pfeménit pfebytecnou energii na teplo a

vratit se tak do S, stavu v fadu n&kolika nanosekund.’' Dalsim deaktivanim procesem je
12



mezisystémovy prechod (,,InterSystem Crossing™ ISC) do tripletového stavu (T;) s relativné
dlouhou dobou Zivota (v fadu us)®' z diivodu spinové zakazaného prechodu do So. Piipadny
zativy prechod do Sy se projevuje jako fosforescence (hvy), nicméné hlavni deaktivacni cestou
T, stavu je pfenos energie na 02(3Zg*) za vzniku Oz(lAg) (fotosensitizovana reakce typu II;

Obr 2 a rov. 5-13).%

2n*
p s+ o -+
°] Typ |
2n*
S
' “+ 4 o,z
5 S,
% H = Sy H— o)
2 o 2
44 0%
Typ ll
50 v

Obr. 2. Modifikovany Jablonského diagram zobrazujici mechanismus fotosensitizované reakce typu I
a II. Sy je fotosensitizer v zdkladnim stavu, hv je absorbované svételné kvantum, S; a S, jsou
excitované singletové stavy fotosensitizeru, T, je tripletovy stav fotosensitizeru, ISC je mezisystémovy
prechod, IC je vnitini konverze, hv, je fosforescence, hvje fluorescence.

So+hv— S, absorpce svétla )
Si— §4 interni konverze (6)
Sy — Sp+ hvy fluorescence 7
Si—> Sy interni konverze t))
S, — T, mezisystémovy prechod 9
T, — So mezisystémovy prechod (10)
T1 — Sot hv, fosforescence a1
T+ 02(3Zg_) —> Sp+ Oz(lAg) elektronovy pienos energie (12)
T, + 02(3Zg_) —>So+ 0, prenos naboje 13)

cey

Nejcastéjsim mechanismem vzniku Oz(lAg) je tedy zhaSeni relativné déle zijicich T

o .. .. . , I — v ,
stavil fotosensitizeru. Fotosensitizer v excitovaném T; stavu a O,("%, ) tvoii piechodny

13



komplex (,,encounter complex‘‘), jehoz energie musi byt vyssi nez energie vzniklych produktii
(Oz(lAg) je 0 94 KJ/mol bohatsi nez 02(32g_)). Nasledné se komplex béhem IC rozpada za
soucasné tvorby Oz(lAg). Prebytecna energie komplexu je rozptylena do okoli v podobé

tepla.™

U fotosensitizeru s nizkym oxidacnim potencidlem muze dojit 1 ke stabilizaci
vzniklého komplexu pfenosem néboje na kyslik (CT), coz redukuje prebyte¢nou energii a
vede k rychlejsimu zhaSeni za vzniku O, (typ I).** Tento radikal pak miZe dale napf. ve
vodnych roztocich podléhat protonizaci na OOH" a nasledn¢ disproporcionaci za vzniku H,O,

(rov 14 a 15).%

O,” +H" <> OO0H" (14)
200H" - H,0,+0, 15)

cey

Alternativnim mechanismem je zhaseni krétce Zijicich S; stavi fotosensitizeru.*® Kvili
rychlym kompetitivnim procesim je to daleko méné€ ¢asty mechanismus (rov. 5-13 a Obr. 2).
jelikoZ mezi energiemi stavu S; a Sy lezi minimalné T;. Pét spinové povolenych a dvé

L, , ./ . 12
zakéazané reakce, které mohou nastat, reprezentuji rovnice 16-22.

S1+0,CZy) — T1 + 0x('Z,) (16)
S1+0,C%,) = T1 + 0x(Ey) (17)
S1+0,CZy) — T1 + 0x('Ay) (18)
S1+0,CZy) = Ty + 0,y ) (19)
S +05CZy) — So+ 02y ) (20)
S +05(Zy) — So+ 0a('E,) @1
S1+0,CZ ) — So+ 0a('Ay) (22)

Muze tak dojit k prechodu fotosensitizeru do T; stavu za tvorby Oz(lAg). Dalsimi
moznymi mechanismy jsou tvorba T; bez vzniku Oz(lAg), nebo rozptyleni excitacni energie
ve formé tepla a piechod do So.”° Dostatetnou energii S; stavii pro tvorbu Oz(lAg) aTyatimi
teoretickou moznosti pro tvorbu dvou Oz(lAg) na jedno absorbované kvantum maé napf.

37
rubren.
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2.1.1.2 FOTOSENSITIZERY

Mezi fotosensitizery patii témét vSechny skupiny organickych barviv s rtznou
strukturou, které obsahuji konjugované systémy s ndsobnymi vazbami. Patii sem naptiklad
porfyrinoidni latky (porfyriny, benzoporfyriny, chloriny, feoforbidy, bakteriochloriny,
ftalocyaniny, azaftalocyaniny, naftalocyaniny) a nékteré¢ jejich metalokomplexy,
fluoresceinova barviva, thiazinova barviva, fullereny (Obr. 3) a fada dalSich, zminénych v
rozsahlych piehledovych ¢&lancich.*'  Ackoliv vétsina fotosensitizeri jsou organické
slougeniny, existuji i anorganické fotosensitizery, napf. Mo—clustery.*® Nedavno byla také
zjiSténa fotogenerace Oz(lAg) u zlatych® a kiemigitych*® nanocastic. U téchto latek viak neni

mechanismus fotosensitizace dostatecné objasnén.

N A
N=—
_— =
N v &
|

Obr. 3. Struktury riznych fotosensitizerti: (A) Chlorid tris(2,2 -bipyridin)ruthenaty (B) Fulleren Cg
(C) Bengalska cerven (D) ZineCnaty ftalocyanin (E) 5,10,15,20-meso-tetrafenylporfyrin
(F) Methylenova modt

Fotosensitizery je mozné rozliSit podle orbitalu, ze kterého pochazi excitovany

elektron. V ptipadé, ze pochazi z nevazebného orbitalu n, se fotosensitizery oznacuji jako
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(n,t) a upfednostiuji obvykle mechanismus typu I Fotosensitizery upiednostiiujici
mechanismu typu II se oznacuji jako (n,n), excitovany elektron pochazi z  orbitalu.

Wilkinson a spol.*' navrhli dal§i dé&leni fotosensitizert produkujicich Oz(lAg) na T, ST
a TC. To presnéji vystihuje mechanismus zhaseni jednotlivych energetickych stavl
fotosensitizeru béhem fotosensitizované reakce. V piipadé T fotosensitizeru vznika OQ(lAg)
pti bézné koncentraci 02(3Zg_) vyhradné zhasenim T, stavu fotosensitizeru diky efektivnimu
mezisystémovému piechodu. U obou dalSich typ dochazi kromé zminovaného mechanismu i
ke zhaseni nejnizSiho singletového stavu S; fotosensitizeru kyslikem, piicemz ST
fotosensitizer je schopen na rozdil od TC fotosensitizeru takto produkovat 02(1Ag) diky
dostate¢nému rozdilu energetickych hladin S a T stav.

Efektivni produkce Oz(lAg) a danéd aplikace (viz dale) vyzaduje uziti vhodného
fotosensitizeru. PoZzadované vlastnosti fotosensitizeru obvykle zahrnuji absorpéni pasy ve
vhodné oblasti svétla s vysokym absorpénim koeficientem pifi excitacni vinové délce,
v ptipadé roztokl rozpustnost v daném prostfedi s minimem tvorby agregovanych forem
(zhasi excitované stavy), vysoké kvantové vytézky tripletovych stavii (@) a nasledné jejich
dostate¢né doby zivota (tr), dale dostateCnou energii tripletovych stavii pro generaci Oz(lAg)

s vysokym kvantovym vytézkem (®,). Klicovy parametr (®d,) je definovén:
@, = (pocet molekul Oz(lAg)/ (pocet hv absorbovanych fotosensitizerem) (23)

V neposledni tad¢ je Zzadouci, aby fotosensitizer nebyl oxidovéan Oz(lAg) nebo

sekundarnimi oxida¢nimi produkty a byl dostatecné fotostabilni.

2.1.2 REAKCE 02(1A¢)

Singletovy kyslik Oz(lAg) je diky své elektronové struktuie s pfebytkem energie
vysoce reaktivni a reaguje s velkym mnoZzstvim elektronové bohatych organickych substrata
s dvojnymi vazbami.** Typickou reakei Oz(lAg) jsou oxidace olefind, 1,3-diend, aromatickych
sloucenin ¢i heterocykld, pfi kterych dochéazi k adicim na dvojné vazby C=C, izolované nebo
konjugované ve smyslu en-reakce za vzniku allylhydroperoxidii, [2+2] cykloadice za vzniku

dioxetanti nebo [4+2] cykloadice za vzniku endoperoxidi (Obr. 4).* Pomér téchto produkti
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je zéavisly na reak¢énich podminkach a struktuie oxidované molekuly.44 Dalsi béznou reakci
Oz(lAg) je oxidace organickych sulfidi, disulfidd a thiolf, obvykle na sulfoxidy.**
Znacna pozornost byla vénovana reakcim s biologickymi substraty (proteiny, nukleové

kyseliny, lipidy) zv143té vzhledem k fotodynamické terapii, viz dale).*’

HOO
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\ + OZ(IAg) [4+2] eykloadice
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Obr. 4. Schematické zndzornéni moznych adici O,('A,) na dvojnou vazbu.

2.1.3 METODY DETEKCE A STANOVENI O2(1Aq)

Né&které reakce Oz(lAg) popsané v predeslé kapitole lze vyuzit kjeho detekci
chemickymi metodami. Ty mizeme rozdé€lit na metody vyuZivajici zhaseni Oz(lAg) interakci
s molekulou zhaSece (,,quencher* molekuly) a na metody zaloZené na pfimé oxidaci vétSinou
doprovdzené odbarvovanim (,,bleaching®) specifickych barevnych akceptort 02(1Ag).
Principy fyzikéalniho zhaSeni Oz(lAg) jsou uvedeny v kap.2.1. Jako ptiklady byvaji uvadény
B-karoten nebo NaNj. Ty mohou byt vyuZity k inhibici Oz(lAg) zprostfedkované oxidace a
vylouceni vlivu dalSich ROS. Podobné Ize vyuzit zménu rozpoustédla za jeho deuterovanou
formu, ve které¢ ma Oz(lAg) delsi doby Zivota (ta) (Tab. 1). ZvySeni 1, se projevi na zrychlené
kinetice oxidace substratu.

Jako specifické akceptory Oz(lAg) lze vyuzit fadu substrath. Ptikladem pro vodné
roztoky miize byt sodna sil kyseliny mocové, jejiz oxidace se da elegantné spektroskopicky
sledovat jako pokles pasu absorpéniho maxima pii A = 292 nm.** v nepolarnich prostredich

1ze podobn& pozorovat odbarvovani 1,3-difenylisobenzofuranu pii A = 440 nm.*” Vhodnymi
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akceptory jsou i nckteré substraty tvofici endoperoxidy, které, jak jiz bylo uvedeno, se daji
teplem rozkladat zpét na prekurzor a 02(1Ag), spektralné lze pozorovat oba reverzibilni
pochody. Piikladem muize byt histidin nebo 2,5-dimethylfuran.*®

V poslednich letech byly také ptipraveny fluorescen¢nich sondy pro detekci Oz(lAg).49
Fluorescen¢ni sondy reaguji s Og(lAg) za tvorby charakteristického produktu ktery zhasi
(bilirubin, DanePy)*” nebo generuje fluorescenci (napf. ,,Singlet Oxygen Sensor Green®
SOSG)’'. Piikladem vhodnych fluorescendnich sond jsou slouceniny odvozené od
fluoresceinu. Napiiklad 6-hydroxy-9-(3-karboxy-9,10-dimethyl-2-anthryl)-3H-xanthen-3-on
(DMAX) je oxidovan Oz(lAg) na odpovidajici endoperoxid (Schéma 24). Zatimco DMAX je

v ey 1z . . .. .y, .52
slabé fluoreskujici latkou, jeho endoperoxid vykazuje intenzivni fluorescenci.’

(24)

Relativné malo jsou vyuZzivany anorganické substraty, jednou z vyjimek je reakce I,
ktery ochotné reaguje s Oz(lAg) ve vodném, mirn¢ kyselém ¢i neutrdlnim prostiedi.
Vznikajicim produktem je I; jehoz mnozstvi je pfimo Umérné mnoZzstvi 02(1Ag) podle

reakéniho mechanismu:>>

O,(A)+1I" > 100" —22 5 JOOH (25)
HOOI+1"——>HOOIL, —>1,+ HO;, —"° 51+ H,0, + OH~ (26)
H,0,+2I" +2H"——1I, +2H,0 @27
L+ ——1I; (28)

Trijodidovy anion absorbuje v blizké UV oblasti a jeho tvorbu lze sledovat pohodlné
spektrofotometricky jako nartist absorpéniho pésu pii A = 287 nebo 351 nm i za podminek
vysokého piebytku substratu (I'). Nevyhodou metody je jeji nizka specifita, naopak vyhodou

je jeji jednoduchost a vysoka citlivost.
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Singletovy kyslik 1ze detekovat také celou fadou fyzikalnich metod, naptiklad pomoci
elektronové paramagnetické rezonance (EPR), a to i pfesto, ze molekula Oz(lAg) neni
radikalem. Stanoveni vyuziva ,,spinovy zachyt®, reakci Oz(lAg) s neradikalovou slouc¢eninou
(napk. 2,2,6,6-tetramethylpiperidin) za vzniku relativng stabilniho radikalového produktu.™
Vyuzivany jsou i fototermalni techniky napf. (,,Time Resolving Thermal Lensing, TRTL)>
nebo (,,Laser-Induced Optoacoustic Spectroscopy*, LIOAS)® zaloZené na sledovani uvoln&ni
absorbované energie ve formée tepla do okoli. Uvolnéné teplo v rozpoustédle zptusobuje zmény
indexu lomu (TRTL) anebo vznik tlakového razu (LIOAS). Tyto metody vSak nejsou piilis
specifické pro Oz(lAg) a jsou naro¢né na laboratorni vybaveni.

Patrn¢ nejvice vyuzivanou fyzikalni metodou je piimé sledovani charakteristické
fosforescence Oz(lAg) pifi A = 1270 nm (Obr. 1) pomoci ¢asové rozliSené spektroskopie.
Metoda miize byt vyuzita krom¢ potvrzeni ptfitomnosti i ke sledovani kinetiky generace a
zhaseni fotogenerovaného Oz(lAg). Névrat Oz(lAg) do zakladniho stavu je spinové zakazany
prechod s velmi slabym signalem s kvantovymi vyt&zky fosforescence niz§imi nez 10 (cit™).
Slaby signal fosforescence vyzaduje citlivy NIR detektor. Vzhledem k slabému signalu a
kratké dobé Zivota 1, predevsim ve vodnych prostiedich mtze byt signal piekryt fluorescenct
fotosensitizeru. V téchto ptipadech je vyhodnéjsi zvolit D,O, ve které ma Oz(lAg) cca 20x
delsi dobu Zivota nez v H,O (viz Tab. 1).

Kinetika jak porfyrinovych tripletovych stavil, tak Oz(lAg) muze byt popsana rovnicemi 29
respektive 30.”!

[*P]= [*P]o exp(-t/t7), (29)

T
[02('A9] = Aso—=— (exp(-t/tr)-exp(-1/1a) (30)
T A
kde Aso je parametr, ktery je zavisly na kvantovych vytézcich 02(1Ag), tr je doba
zivota tripletovych stavii porfyrinu na vzduchu, 1o je odpovidajici doba zivota 02(1Ag),
[Oz(lAg)] predstavuje koncentraci Oz(lAg) v Gase ¢, ['P]o a [’P] jsou koncentrace tripletovych

stavil porfyrinu v ¢ase #, (okamzit€ po excitaci a ISC) respektive v Case .

19



2.2 APLIKACE 02(1A¢)

Singletovy kyslik je vyuzivan v organické syntéze jako silné a selektivné piisobici
oxidacni Cinidlo. Prvni technicky vyznamnou syntézou vyuzivajici Oz(lAg) byla oxidace

a-terpinenu na anthelmintikum askaridol (rov. 31).®

CH4 CH3

1
T 0((Ay) —— 31)

H;C CH; H,C CHs

Oxidac¢ni reakce Og(lAg) s olefiny se primyslové vyuzivaji naptiklad pfi vyrobé

parfémi. Béhem oxidace citronellolu za redukénich podminek vznika nejprve odpovidajici

allylalkohol a nasledné po konverzi v kyselém prostiedi cyklicky terpenoid rosenoxid (rov.

32).%°

0y('Ay)
— (32)

H;C

Silné cytotoxické ucinky Oz(lAg) v biologickych systémech jsou historicky
oznacovany jako ,,fotodynamicky efekt“. Fotodynamicky efekt je v soucasnosti patrné
nejcastéjsi aplikaci Oz(lAg), a to vramci tzv. ,,fotodynamické terapie, pfedevSim raznych
forem rakoviny (,,PhotoDynamic Therapy®, PDT) a v ramci tzv. ,,fotodynamické inaktivace*
bakterii, virti, kvasinek a dalSich pathogent, oznaCované v literatufe jako ,,PhotoDynamic

Inactivation* (PDI) ¢i ,,Photodynamic Antimicrobial ChemoTherapy* (PACT).
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V biologickych systémech muze Oz(lAg) najit 1 jiné uplatnéni nez cytotoxicitu.
Napriklad Oz(lAg) generovany uvnitf bunky ve velmi malém mnozstvi muze aktivaci
signalnich drah zptisobit naopak vys§i proliferaci bunék.®® PHi studiu proteinti se vyuziva
metoda CALI (,,Chromophore-Assisted Light Inactivation®), kterd vyuziva fotosensitizované
reakce k velmi presné¢ zamétené (diky ozatovani v Case i v prostoru) inaktivaci proteint. Pti
klasickém pfistupu je lokalizace fotosensitizeru docileno navazdnim na vhodnou protilatku,

ale vyuziva se i moZnosti modifikace cileného proteinu pro vytvofeni vazebnych mist.®":?

2.2.1 FOTODYNAMICKA TERAPIE (PDT)

Princip PDT spociva v afinit€¢ nékterych, viditelnym svétlem excitovatelnych,
fotosensitizert k cilové tkani v kombinaci s vysokou cytotoxicitou fotogenerované¢ho Oz(lAg),
a s vysoce lokalnim uc¢inkem (diky kratké tpa tedy i1 diftzni draze Oz(lAg) v biologickém
prostiedi).

Postup, napf. vterapii rakoviny, spo¢ivd obvykle v intravenozni aplikaci
fotosensitizeru s vysokou afinitou k rakovinnym tkdnim. Po uplynuti doby nutné k selektivni
akumulaci fotosensitizeru v tumoru je oblast jeho lokalizace ozarena nizkoenergetickym
svétlem (600-800 nm, oblast tzv. terapeutického okna), které dobie prochazi tkani a
umoziuje excitaci fotosensitizeru. Pro PDT je diilezité, aby excitacni zafeni mélo co nejvyssi
penetraci tkani, a mohlo efektivné excitovat fotosensitizer. Zateni s A < 600 nm neni vhodné
kvali absorbanci zafeni pritomnymi endogennimi chromofory (melanin, hemoglobin).”* Na
druhou stranu zéfeni s A > 800 nm nemé dostateCnou energii, aby bylo schopné uc¢inné
fotogenerovat Oz(]Ag).63 V pfipad¢ vnitinich nadort je nutno vést svétlo k tumorové tkani
prostiednictvim svétlovodi s optickymi vladkny. Svétlem excitovany fotosensitizer pienasi
svou excitacni energii na kyslik volné rozpuStény v tkanich za vzniku Oz(lAg).
Fotogenerovany cytotoxicky Oz(lAg) vzhledem ksvé kratké difuzni draze oxidativné
destruuje ,,in situ* jen své nejbliz§i okoli, tedy obvykle bunétné membrany a organely
rakovinnych bunék, coz vede k jejich apoptoze ¢i nekroze.

PDT lze povazovat za vysoce selektivni metodu nadorové 1écby, protoze zasahuje
pouze ozéfenou oblast nadoru obsahujici fotosensitizer. Princip PDT je sice jednoduchy, ale
volba vhodného fotosensitizeru predstavuje velmi komplexni problém. Vhodny fotosensitizer

musi spliiovat fadu kriterii, jako napt. vysokou vazebnou selektivitu k tumorovym tkanim,
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nizkou ,.temnou* toxicitu, vhodné absorpcni spektrum k excitaci, vysokou fotostabilitu,
dostate¢nou fluorescenci pro jeho sledovani v tumorech, dostatecny ®,, vhodnou polaritu pro
intravendzni aplikaci a nizkou agregaci v biologickém prostfedi. Celou komplexni

problematiku PDT shrnuje fada piehledovych &lanka, *+6°

2.2.2 FOTODYNAMICKA INAKTIVACE (PDI)

Antimikrobidlni efekt po ozéafeni fotosensitizeru a i vlastni pojem ,,fotodynamicky*
byl poprvé publikovéan v pracich profesora von Tappeinera z po&atku dvacatého stoleti.®®

Toxické ptisobeni Og(lAg) se v soucasnosti vyuziva pro PDI bakterii, virt, kvasinek,
prvok i sinic. V ramci PDI je aplikovana fada fotosensitizerQ, rizné chemické povahy napf.
fenothiazinova barviva, aminoakridinova barviva a xanthenova barviva & porfyrinoidy.®”®®
Celkovy fototoxicky efekt je zpravidla zptisoben Oz(lAg), ale mohou k nému prispivat i dalsi
ROS.%® Uginnou metodou ptevzatou z PDT je i vytvareni endogenniho fotosensitizeru p¥imo
v bunice nebo mikroorganismu, spocivajici v podavani kyseliny 8-5-aminolevulové (ALA),
ktera je prekurzorem biosyntézy protoporfyrinu IX, ktery je u¢innym fotosensitizerem.*

Z diivodu znamé rostouci rezistence bakterii vici antibiotikim je v soucasné dobé
pozornost upiena na fotodynamickou inaktivaci bakterii, nebot” bakteridlni rezistence vici
Oz(lAg) neni znama. Ackoliv bylo pozorovano n€kolik mechanismli mozné resistence na PDT
terapii, mezi které patii naptiklad cileny transport fotosensitizeru z bun€k ven nebo tvorba
hypoxického prostiedi v tumoru, zd4 se, Ze bakterie nevytvaii rezistentni kmeny na PDI.”

Je zajimavé, Ze gram-negativni bakterie jsou odoln&jsi vici ataku Oz(lAg) vice nez
gram-pozitivni, pravdépodobné kvili komplexnéjsi bunééné sténé s vnitini a vné&jsi
membranou separovanou vrstvou peptidoglykanli. 'V pfipadé¢ nevhodn€ zvoleného
aniontového fotosensitizeru, ktery je odpuzovan zaporné nabitym povrchem bakterii, miize za
stejnych podminek fotosensitizer efektivné deaktivovat gram-pozitivni bakterie a byt
neudinny na bakterie gram-negativni.”' V n&kterych piipadech uz byly provedeny i klinické
studie na pacientech vyuZivajici PDL."*"?

Za perspektivni lze povazovat vyuziti PDI v oblasti desinfekce krve a krevnich

s s o w: o Vv v ’ ’ v g 74
derivath ¢i Giprava a €iSté€ni odpadnich vod na trovei pitné vody.
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Zajimavou formu vyuziti Og(lAg) predstavuje téz oblast ekologickych,
fotodynamickych insekticidi, vermicidl, fungicidl a herbicidi, které minimélné zatézuji
zivotni prostfedi. Vlivem slune¢niho zafeni se rozkladaji béhem né¢kolika hodin, navic jsou

obvykle pouzivany ve velmi nizkych koncentracich.”

2.2.1 FOTOSENSITIZERY NA/V PEVNYCH NOSICICH

Prestoze existuji fotosensitizované reakce v plynném prostfedi, naprosta vétSina
fotosensitizaci je provadéna v kapalnych prostiedich. Aplikace fotosensitizeri v daném
prostfedi ale mize mit fadu omezeni, jako je temna toxicita, nezadouci agregace, Spatnd
rozpustnost, zhaSeni excitovanych stavii okolim atd. Imobilizace fotosensitizeru na pevnych
nosi¢ich pak predstavuje cestu jak se nékterym z t&chto problémia vyhnout.”® Tyto materialy
mohou byt pfipraveny imobilizaci fotosensitizeru na/ve vhodné organické nebo anorganické
matrici napf. adsorpci na povrch (napf. silikagelu77, ALO;™), interkalaci (napf. do
hydro‘[alcitﬁ79 & zeolitd®™) nebo enkapsulaci do materiali (napf. polymerﬁgl) s dostate¢nou
permeabilitou pro kyslik.**® Ztejmou vyhodou je snadna aplikace ale i nasledné odstranéni
imobilizovaného fotosensitizeru po skonceni fotosensitizované reakce z daného media. Hlavni
vyhodou téchto systému ale je, Ze fotosensitizer je obklopen homogennim prostfedim ve
kterém je idealné v neagregovaném, fotoaktivnim stavu, ze kterého muize Oz(lAg) difundovat
smérem k zamySlenému chemickému substratu ¢1 biologickému terci.

Mali velikost Oz(lAg) mu umoznuje difundovat i v hustych prosttedich jako jsou napf.
polymerni matrice, ale nevyhodou je, Ze diky kratkym dobam Zivota je jeho diftizni dréha
omezena. Stiedni kvadraticka vzdalenost d, kterou muze Oz(lAg) urazit béhem své doby

Zivota T, mize byt vyjadfena rovnici:
d=(61D)" (33)

kde D je relevantni diftzni koeficient pro kyslik (zahrnuje difuzni koeficient matrice nosice a
okoli).* Zrov. 33 je ziejmé, 7e efektivni dosazitelnd vzdalenost pro Oz(lAg) je déna
materidlem nosice, ale i jeho rozmérem a prostfedim do které¢ho difunduje. Typicka difuzni

dréha Oz(lAg) je v fadu desitek aZ stovek nanometri.*>*?
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Z vyse uvedeného vyplyva, Ze idedlni nosi¢ fotosensitizeru by mél mit co nejmensi
velikost. Z tohoto pohledu lze za vhodné nosi¢e povazovat nanomateridly. Ty predstavuji
Siroké spektrum riiznych materidlti. Jako nanomaterialy jsou vétSinou oznaCovany materialy
s alespon jednim rozmérem v rozsahu 1 - 100 nm, které mohou mit jiné vlastnosti nez
makroskopické materiadly shodného slozeni. Podstatna je v této definici spiSe zména vlastnosti
nez rozmezi velikosti (které se ostatné nékdy rozsitfuje az na 500 nm). Zajimavou moznosti je

vyuziti polymernich nanovldkennych materiali jako nosicti fotosensitizera.

2.2.2 NANOVLAKENNE MEMBRANY DOPOVANE

FOTOSENSITIZERY

Jako nanovlakenné materidly jsou oznacovany netkané textilie/membrany tvofené
polymernimi nanovlakny. Tyto materidly se vyznacuji vysokou porozitou, prodysnosti,
velkym specifickym povrchem, vy$§i mechanickou flexibilitou a nizkou hmotnosti. Nachézeji
uplatnéni v Sirokém spektru obord, napiiklad jako nosie 16&iv™, v tkatiovém inZenyrstvi®,
jako filtra¢ni materialy™ nebo jako tzv. chytré textilie®. Vlastnosti nanovlakennych materiali
jsou samoziejm& vyznamné ovlivnény volbou polymeru a lze tak docilit napiiklad
biodegrability™.

Nanovlékna lze pfipravit fadou metod, samotné nanovlakenné membrany se nejcastéji
pripravuji metodou elektrozvlaknovani (,,electrospining®). Metoda je zaloZena na tvorbé
tzv. Taylorovych kuzeli ztenké vrstvy ¢i kapky roztoku polymeru diky intenzivnimu
(n€kolik desitek kV/m) stejnosmérnému elektrostatickému poli tvofenému mezi dvéma
elektrodami, kde na jedné z nich je kontinualné vytvafena zminéné tenka vrstva ¢i kapka
polymeru. Napf. nanovlakenné membrany p¥ipravené technologii Nanospider™ vyuzivaji
zvlaknovani z tenké vrstvy roztoku polymeru nanasené na draténou elektrodu pohyblivym
zasobnim tankem s polymernim roztokem (Obr. 5). Z mnoha formujicich se Tylerovych
kuzelt se tvofi polymerni vldkna, ze kterych se rychle odpatfuje rozpoustédlo a dochazi
ke ztencovani vlaken, kterd vystieluji smérem k opacné nabité kolektorové elektrodé, az dojde

k jejich zachyceni na pohybujici se podkladovy material pied kolektorovou elektrodou.
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Electrospining tak piedstavuje jednoduchou metodu pro ptipravu nanovldkennych
materiald, kterd nevyzaduje zadné dalsi Cistici nebo separacni kroky a diky tomu umoznuje

jejich pomérné snadnou ptipravu.

'«—— Podkladova
textilie

Pohybujicise zasobninadoba
/ S roztokem polymeru

Draténa elektroda

Obr. 5. Schéma zatizeni pro pfipravu nanovlakennych membran.

Na druhou stranu ne kazdy polymer muize byt pouzit k pfipravé nanovldken. Vznik
nanovlaken je zavisly na fadé parametrii technickych a fyzikélnich, jako je pouzité napéti a
vzdalenost elektrod, typ polymeru, jeho molekulovd vadha a koncentrace ve vhodném,
nehoflavém rozpoustédle, vodivost a viskozita roztoku, dielektricka konstanta, povrchové
nap¢ti, koncentrace aditiv upravujicich vodivost atd.

V naSi laboratofi byly intenzivné studovany fotoaktivni nanovldkenné materidly
(membrany) s enkapsulovanymi porfyrinoidnimi fotosensitizery, piipravené metodou
,electrospinning® technologii Nanospider™™, prostym piidanim fotosensitizeru (0,1-5% v/v)
k roztoku polymeru (polystyren, polyuretan, polykaprolakton, polyamid 6). Tenké (obvykle
cca 0,03 mm) transparentni membrany Ize pohodIné studovat aplikaci ,,steady state* a ¢asoveé
rozliSenych spektralnich technik. Ty ukazaly, ze porfyrinoidni fotosensitizery jsou
homogenné distribuovany v polymernich nanovlaknech ve své monomerni fotoaktivni formé.
Tripletové stavy enkapsulovanych fotosensitizeri jsou inertni (chranény) vzhledem
k pritomnosti externich zhasecu, ale jsou ucinné zhaseny kyslikem Oz(lAg). 192 Kligova je
v tomto ohledu kyslikova permeabilita pouzitého polymeru.”

Schopnost dopovanych nanovlaken fotogenerovat Oz(lAg) byla potvrzena pomoci
casové rozliSené spektroskopie, detekci charakteristické fosforescence Oz(lAg) pii
A = 1270 nm, a fotooxidaci fady chemickych substratu.

U nanovldkennych membran s enkapsulovanym fotosensitizerem byl diky masivni

generaci Oz(lAg) navic nalezen fenomén tzv. zpozdéné fluorescence fotosensitizeru (,,Singlet
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Oxygen Delayed Fluorescence* SODF). Zakladni mechanismus SODF popisuje rov. 32.
Singletovy kyslik Oz(lAg) vznikly pfenosem energie z T; stavu jedné molekuly fotosensitizeru
(viz. kap.2.1.1.1 ) reaguje s T, stavem jiné blizko lezici molekuly fotosensitizeru a repopuluje
jeji Sy, ktery mize nasledné relaxovat do zékladniho stavu zativym pfechodem SODF v fadu

mikrosekund.”*

T, +O2(1Ag) -, +o2(32;)
$ SODF (34)
SO

SODF je mozné vyuzit k zobrazovani Oz(lAg) v nanovlaknech, k méteni jeho dob Zivota a
k detekci 1<ysliku.95’96 Pro vypocet dob Zivota tripletovych stavl (tr) a Og(lAg) (ta) je mozné

vyuzit zjednodugenou funkci’® z rov 35:

Ta

Isopr =4 exp(-t/tr) x (exp(-t/11)-exp(-t/1a)), 35)

Ty —7Ta
kde A4 je parametr a Isopr predstavuje intenzitu SODF.

Nanovldkenné membrany produkujici Oz(lAg) mohou mit fadu dalSich praktickych
aplikaci. Lze je vyuzit k syntéze produktl reakci Oz(lAg) s pfisluSnym substratem, s moznosti
jejich snadné separace od vazaného fotosensitizeru. Antibakteridlni a antivirovy efekt na
povrchu nanovldkennych membran ozafovanych viditelnym umélym ¢i dennim svétlem byl
prokdzan na bakteridlnich kmenech Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Pseudomonas

h.”?®” Membrany jsou vzhledem k malé

aeruginosa a na baculovirech a polyomavirec
velikosti poéri mezi nanovlakny schopny zachytavat bakterie a vétsi viry. Predstavuji tedy
nové autodezinfikujici, sterilni, kryci materidly napt. pro medicinské aplikace (rousky, lehké
obvazy), nebot’ kombinuji vlastnosti cytotoxického Oz(lAg) s kratkym dosahem ptisobeni a
prisvitnych nanovlakennych membran s velkym mérnym povrchem, dobrou permeabilitou
pro kyslik a mikrobidlnim zachytem. Membrany s enkapsulovanymi fotosensitizery byly
Gisp&sné klinicky testovany jako kryty ran u bércovych vieda.” Enkapsulovany fotosensitizer
v nizké koncentraci uvnitf nanovldken nepfedstavuje zdravotni riziko oproti jinym
desinfekénim €inidlim, naopak pozitivné ovliviiuje napt. hojeni ran, nebot’ brani sekundarni
infekci. Velkou vyhodou je jiz zminény fakt, Ze bakterie ¢i jiné mikroorganismy nevykazuji
resistenci vuci Oz(lAg) (oproti napf. antibiotikim) a jsou touto formou kysliku u¢inné
inaktivovany.
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3 CILE PRACE

Hlavnim cilem prace bylo vyvinout nové fotoaktivni polystyrenové nanomaterialy
(nanovlakenné membrany ¢i nanocéstice) fotogenerujici Ox( lAg).

Dil¢cim cilem bylo modifikovat polystyrenové nanovldkenné  membrany
s enkapsulovanym fotosensitizerem za Ucelem zvysSeni jejich fotooxidacnich schopnosti,
ptipadné pfidanim nové funkcionality, vytvofit multifunkéni nanovlakenné membrany. Déle,
vzhledem k pfedpokladanym aplikacim nanovldkennych membran jako krycich
antibakteridlnich materiald, testovat pfimo tyto materidly pro fotoinaktivaci bakterii.

Dal$im cilem bylo vyvinout nové fotoaktivni nanocéstice pro detekci rozpusténého
kysliku ve vodnych prostfedich a fotooxidaci/fotodesinfekci vétSich objemt vodnych roztokt
s moznosti jednoduchého odstranéni nanocastic z ozafovaného roztoku.

Dulezitym cilem pro oba typy nanomateridlii, bylo pfirozen¢ charakterizovat jejich
vlastnosti a popsat vhodné podminky pro jejich efektivni vyuziti, pfedev§im pomoci
spektralnich metod, vcetné Casové rozliSenych, zaméfenych na monitorovani excitovanych

. ce . 1
stavl fotosensitizerll a generovaného O,("Ay).

4 KOMENTARE K PRACIM

Tato disertadni prace je predkladana jako komentovany soubor &tyf praci. Clanky jsou
publikovany v mezindrodnich impaktovanych casopisech. VSechny publikace jsou plvodni
experimentalni prace, zamétené na vyvoj a aplikace fotoaktivnich polymernich nanomaterialt

generujicich singletovy kyslik.
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4.1 POLYSTYRENOVE NANOVLAKENNE MATERIALY

S EXTERNE VAZANYM FOTOSENSITIZEREM

Henke P., Lang K., Kubat P., Slouf M., Mosinger J.: Polystyrene Nanofiber Materials
Modified with an Externally Bound Porphyrin Photosensitizer; ACS Appl. Mater. Interfaces
2013, 5, 3776-3783. (IF29;5 = 7,145)*®

Jednou z moznych cest jak zvysit fotooxidacni/antibakteridlni efektivitu fotoaktivnich
nanovldkennych materidli je navazani fotosensitizeru na povrch nanovldken misto jeho
enkapsulace do nanovlaken. To miize zvétSit objem media, ktery je efektivné dosazitelny
fotogenerovanym Oz(lAg) s kratkou diftizni drahou.

V této praci jsme proto predstavili nové nanovlakenné materialy s vlastnostmi katexu
s extern¢ vdzanym kationtovym fotosensitizerem 5,10,15,20-tetrakis(N-methylpyridinium-
4-yl)porfyrinem (TMPyP) (Obr. 6A). Ten byl zvolen z divoda jeho vysokého kvantového
vytézku Oz(lAg) (@x = 074" a ¢tyt kladnych naboji na periferii porfyrinového kruhu
zajiStujicich pevnou iontovou vazbu na povrch zaporné nabitého katexu.

Materialy byly pfipraveny sulfonaci polystyrenové nanovlakenné membrany za chladu
pomoci HSO;Cl jako chlorsulfonaéniho ¢inidla s naslednou hydrolyzou, dikladnym vymytim
H,SO4 a iontovym navazanim kationtového TMPyP.

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (,,Scanning Electron Microscopy®, SEM)
bylo zjisténo, Ze 1 pfes intenzivni sulfonaci byla zachovana nanovlakenna struktura piivodniho
materidlu. NejvySs$i dosaZend iontové vyménnd kapacita (,,Jon Exchange Capacity”, IEC)
byla 4 mmol/g, cozZ je vice nez dostacujici pro navazani potiebného mnozstvi fotosensitizeru
(pf1 maximalnim vysyceni tvofily kationty TMPyP cca 70% hmotnosti materialu).

Fotofyzikalni vlastnosti vazaného TMPyP jsou zéavislé predev§im na jeho mnozstvi
(Obr. 6B,C). Analyza fluorescencnich spekter ukazala, Zze adsorbovany tetrakation TMPyP se
pfi niz§im poméru vici IEC vaze na vice —SOs” skupin, porfyrinovy kruh je ziejmé paralelni
s povrchem polystyrenovych nanovldken a méné vystaven polarnimu prostiedi vodného
roztoku, nebot’ jeho fluorescen¢ni pasy jsou 1épe rozliSené (Obr. 6C). Pfi vySSim poméru
fotosensitizeru k IEC jsou molekuly TMPyP vazadny pouze pies jeden kladny naboj
N-methylpyridiniové skupiny, porfyrinovy kruh je vice vystaven/orientovan k polarnimu
prostiedi, coZ je indikovano jeho nerozlisenymi emisnimi pasy.”
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Obr. 6. (A) 5,10,15,20-tetrakis(N-methylpyridinium-4-yl)porfyrinem (TMPyP), (B) zavislost intenzity
fluorescence na adsorbovaném mnozstvi TMPyP, (C) normalizovana emisni spektra vzorki
nanovldkenného materidlu s externé vazanym TMPyP ponoteného ve vodé s pomérem TMPyP/-SO;
(1)2,5 %107, (2) 7,5 x 107 a (3) 0,93.

Tvorba Oz(lAg) byla potvrzena pfimym méfenim jeho Casové rozliSené fosforescence
pfi A = 1270 nm. Mé&feni ale komplikoval velky rozptyl excitaéniho zafeni na vzorku. Proto
byly doby zivota Oz(lAg) vypocitany z namétenych signalti zpozdéné fluorescence (SODF),
ktera byla u téchto materidlii nalezena, stejné jako u nanovldkennych membran
s enkapsulovanymi fotosensitizery.” Zjisténa doba Zivota Oz(lAg) fitovanim signalu SODF 2-
parametrovou funkci z rov. 35 (0,7 us) je vyznamné niz§i nez v piipadé Oz(lAg) generovaného
uvnitt polystyrenovych vlaken (13,5 ps), a dokonce nizs§i nez v samotné H,O (3,5 ps), kam
Oz(lAg) difunduje z vldken. To je patrné¢ zplsobeno interakci 02(1Ag) se sousednimi
molekulami TMPyP na povrchu nanovldken za vzniku zminéné SODF. Niz§i 1o bohuZel
kompenzuje vyhodu externé véazaného fotosensitizeru lokalizovaného ve vétsi blizkosti
cilového substratu/biologického terée. Nicméné provedené testy ukéazaly velmi efektivni
fotooxidaci externich substrati (jodidové detekéni  ¢&inidlo*’, kyselina mo&ova’
fotogenerovanym Oz(lAg). Bylo téz zjisténo, Ze véazany TMPyP nepodléha svétlem
indukované agregaci, na rozdil od volného TMPyP.

Na povrchu membran byl zji$tén silny antibakteridlni uc¢inek vici bakteridlnimu kmeni
Escherichia coli DH5a (tento kmen umoziuje vizualizaci bakteridlnich kolonif). Vzorky
membran s fotosensitizerem a bez fotosensitizeru byly ozatfovany solarnim simuldtorem,
anebo ponechany ve tmé. Pouze ozafované vzorky membran s fotosensitizerem nebyly (po
nasledné inkubaci) porostlé bakteridlnimi koloniemi. Provedenym testem bylo mozné vyloucit

vliv samotného svétla i temnou toxicitu pouZzitych sulfonovanych materiald.
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Vzhledem k velké iontové kapacité (4 mmol/g) a nizkému moldrnimu poméru
TMPyP/-SO5’, ktery se ukézal byt nejvhodnéjsi na zakladé fotofyzikalnich méteni, je mozné
nanovlakennou membranu (i s pevné vazanym fotosensitizerem) vyuzit pro iontovou vymeénu
a rozsifit tak funkcionalitu nanomaterialu. Napf. naméfené adsorp¢ni izothermy olovnatych
kationtli byly pro membranu s fotosensitizerem prakticky identické jako u membrany bez
fotosensitizeru. To muze byt vyuzito naptiklad pro odstraiiovani produktti fotooxidace anebo
tézkych kovli béhem Cisténi a sterilizace vod.

V souhrnu lze konstatovat, Ze v porovnani s enkapsulovanym fotosensitizerem uvniti
nanovladken je externé vazany TMPyP na povrchu nanovlaken méné chranén pted vlivem
okoli. Nepodléha fotoindukované agregaci, ale je ovlivnén polaritou a zhasecimi efekty
okolniho prostedi. Na druhou stranu diky zesitovani (,,cross-link effect*) polystyrenovych
nanovldken v dasledku chlorsulfonace ziskal tento materidl odolnost vuc¢i organickym
rozpoustédlim. Pfipraveny material vykazuje srovnatelnou tc¢innosti fotooxidace a je navic

schopen vychytavat kationty z roztoku/media.
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4.2 VLIV SMACIVOSTI NANOVLAKENNYCH MATERIALU
S ENKAPSULOVANYM FOTOSENSITIZEREM NA

ANTIBAKTERIALNI EFEKT

Henke P., Kozak H., Artemenko A., Kubat P., Forstova J., Mosinger J.: Superhydrophilic
Polystyrene Nanofiber Materials Generating Oz(lAg): Postprocessing Surface Modifications
toward Efficient Antibacterial Effect; ACS Appl. Mater. Interfaces 2014, 6, 13007-13014.
(IF2015 = 7,145)'"

Jak jiz bylo wuvedeno (kap.2.2.2), vptipadé nanovldkennych membran
s enkapsulovanym  fotosensitizerem je jednim zklicovych parametrd  kyslikova
permeabilita/difize pouzitého polymeru, umoznujici ucinné zhéaseni tripletovych stavl
kyslikem, ale 1 transport Oz(lAg) k povrchu membrany. Z tohoto pohledu je polystyren jednim
z ideélnich nosi¢i. Divodem je ptedevSim jeho vysokd kyslikovd permeabilita (P(O,) =
1,9x10"cm’cm/cm? s Pa)”, ale i komeréni dostupnost a schopnost tvofit dobie definovana
nanovladkna s uzkou distribuci priméru nanovlaken (250+30nm) metodou ,,electrospinning®.
Polystyren je vysoce hydrofobnim polymerem. To umoziuje enkapsulaci a homogenni
distribuci hydrofobnich fotosensitizerti, napt. 5,10,15,20-meso-tetrafenylporfyrinu (TPP, Obr.
3E), navic v monomernim, fotoaktivnim stavu, do celého objemu nanovléken.”” Dulezita jeti
okolnost, Ze hydrofobni fotosensitizery se nemohou uvoliovat z polystyrenové matrice do
vodného prostiedi.

Problémem je ale pravé jiz zminénd hydrofobicita polystyrenu, kterd ¢ini povrch
nanovldkennych membran nesmacivym pro vodna prostfedi. U nanovlakennych membran
s enkapsulovanym fotosensitizerem Ize oc¢ekévat jen nizkou tc¢innost fotooxidace substratu ¢i
fotodesinfekce ve vodnych prostfedich. Diivodem je kratka diftizni drédha Oz(lAg), ktera
omezuje jeho pusobeni pouze na povrch membran. Je-li povrch nesmacivy, chemické
substraty/biologické terce se dostavaji mimo difuzni dosah Oz(lAg).

Hlavnim cilem této prace bylo proto modifikovat povrch polystyrenovych

nanovlakennych membran s enkapsulovanym TPP pro zvySeni smacivosti.

31



Povrch polystyrenovych membran s enkapsulovanym 1% TPP byl modifikovan
celkem 3 postupy i) pomoci sulfonace, ii) aplikaci radiofrekvenéni studené plazmy a
1i1) nanesenim tenké vrstvy polydopaminu (PDA) scilem zvysit hydrofilicitu/smacivost
povrchu. Elektronovou skenovaci mikroskopii bylo zjisténo, ze zadna z pouzitych modifikaci
nenaruSila nanovldkennou strukturu materidlu, a dokonce ani u modifikace pomoci PDA
nedoslo k vyznamnému nartstu priméru vldken. Modifikace povrchu byla potvrzena pomoci
infraervené spektroskopie (nové funkéni skupiny) a zménou smacivosti. Ta byla pozorovéana
metodou méfeni kontaktnich thla (,,Apparent Contact Angle®, ACA) mezi vodni kapkou a
povrchem membran (Obr. 8C). Modifikované materialy po hydrofilni upravé vykazovaly
méné¢ nez métitelnych 5° (vychozi polystyrenovy material okolo 130°), je ale dilezité si
uvédomit, Ze smacivost je vyznamné ovlivnéna i nanostrukturovanym povrchem. To muze
vysvétlit niz8i pozorované hodnoty ACA 1 pfi malém mnoZstvi naneseného PDA neZ

101

v literatufe udavanych 50° (cit ). V ptipadé pouziti studené plazmy nebylo pozorovéano v

literatufe popisované postupné vymizeni nové vytvotrenych kyslikovych funkénich skupin a

. s . , . ‘oo 102,103
nasledny navrat k pivodnim hodnotdm ACA v ¢ase.

Obr. 7. VloZeni poskladané Janusovy membrany do vody a jeji samovolné rozlozeni na vodni hladiné
v postupné sérii snimkii. Tmavsi ¢ast membrany je pokryta vrstvou PDA. (pievzato z &lanku'")

Jak jiz bylo uvedeno, vedle sulfonace a studené plazmy byl v praci pro hydrofilni
upravu povrchu nanovlakennych membran pouzit i dopamin, ktery samovolné polymerizuje a
castecné agreguje z vodného roztoku pii pH = 8,5 a nespecificky ulpiva v podobé PDA na

o 104
u

veétsing povrchi. " Byl ucinén 1 UspéSny pokus nanést vrstvu PDA jen zjedné strany

polystyrenové membrany. Vznikla tak tzv. ,,Janusova membrana“'®®, ktera je hydrofobni na
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jedné stran€ a hydrofilni na druhé. Takto vznikly materidl mél pfi umisténi na hladinu vody
tendenci se dokonale rozprostfit a orientovat se nemodifikovanou stranou smérem od hladiny
(Obr. 7). To mize byt vyhodné pro praktické aplikace takto modifikovanych membran. Napf.
pro fotooxidace vodorozpustnych substrat, kdy nemodifikovand strana s vysokou
transparentnosti je orientovana smérem ke zdroji zéfeni, zatimco hydrofilni, s omezenou
transparentnosti PDA vrstvy, je orientovana do vodného prostfedi, kde zajistuje kontakt se
substraty.

U nemodifikované membrany s enkapsulovanym fotosensitizerem 1 membran
s modifikovanym povrchem byla sledovdna fada parametrt, které by mohly mit vliv na
efektivitu fotooxidace externich substrati. Napiiklad pomoci absorpéni a fluorescencni
spektroskopie bylo potvrzeno, Ze povrchové modifikace nezplisobuji agregaci fotosensitizeru
ani jeho vystaveni polarnimu prostiedi. Naméfené doby Zivota tripletovych stavil
fotosensitizeru (t7) a Oz(lAg) (ta) nevykazovaly Zadné zmény po modifikaci. Z téchto hodnot
lze vypocitat permeabilitu materialu pro kyslik (P(O;) a difuzni drahu Oz(lAg) (d, rov. 31).
Ani tyto parametry se nezmeénily.

Vypoctend hodnota difuzni drahy Oz(lAg) (d ~ 45 nm) v polystyrenové matrici je
zajimava hlavné v porovnani s primérnou tloustkou PS nanovldken (cca 200 nm), z ¢ehoz
vyplyva, Ze molekuly TPP umisténé ve stfedu nanovldken jsou pro fotooxidaci externiho
substratu nevyuzitelné.

Pro porovnani uCinnosti fotooxidace externiho substratu u modifikovanych a

nemodifikovanych membran bylo zvoleno jodidové detekéni &inidlo™ (rov.25-28). Mnozstvi
vznikajictho produktu (I;) bylo vztazeno k mnoZzstvi absorbovaného svétla (Obr. 8A).
Vzhledem k vySe uvedenym testim potvrzujicim zachovani P(O,) a ta, bylo mozné
vyznamny narast efektivity fotooxidace/smérnice kinetiky tvorby I; (cca 3,5%

u sulfonovaného a plazmovaného vzorku) ptifadit zméné smacivosti membrany. U vzorki s
PDA filmem byl pozorovan pouze maly narast efektivity (1,4x), vysvétlitelny nizsi
transparentnosti (transmitanci) PDA filmu. Po matematické korekci na nizs§i hodnotu
transmitance vzorku byla vypoctena efektivita fotooxidace témeét shodnd s hodnotami pro

sulfonované a plazmované vzorky.
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Obr. 8. (A) Zavislost absorbance [; pfi 351 nm v jodidovem detek¢énim Cinidle na dob€ ozafovani
(kinetika tvorby [;) korigovand na absorbované excitaCni zafeni pro jednotlivé vzorky. (B) Pocty

zivotaschopnych bakterii (CFU) v procentech ozatfované slepé kontroly (bez TPP). Odectenych po
inkubaci bakteridlniho inokula ozafovaného na povrchu jednotlivych vzorkd solarnim simuldtorem.
(C) Fotografie kapky H,O na nemodifikovaném (horni fotografie) a modifikovaném (spodni
fotografie) vzorku nanovldkenné membrany.

(1, cernd) nemodifikovany vzorek nanovldkenné membrany s enkapsulovanym TPP, (2,
modra) sulfonovany vzorek, (3, Cervena) vzorek osetieny studenou plazmou a (4, zelend) vzorek
pokryty vrstvou PDA

Vzhledem k mnozstvi parametrti, které mohou ovlivnit rist bakterii je nutné vSechny
materialy zamyslené pro antibakterialni aplikace testovat pfimo na bakteriich. Antibakterialni
testy byly nastaveny tak, aby mohl byt vyhodnocen relativni pokles zivotaschopnych bakterii,
jako pocet pozorovatelnych bakterialnich kolonii (,,Colony Forming Units“, CFU) po rliznych
ozatovacich cCasech. Jak je vidét na (Obr. 8B), rozdil v antibakterialnim wc¢inku
modifikovanych a nemodifikovanych membran je jeSt€ markantnéjSi nez v piipadé
fotooxidace externiho substratu. Nemodifikované membrany vykazovaly za danych podminek
antibakteridlni Gc¢inek pouze na urovni chyby stanoveni (j + 10 %). Oproti tomu u
modifikovanych membran sulfonaci nebo studenou plazmou se po 20 minutach ozatfovani
solarnim simul&torem zvysil pocet usmrcenych bakterii z 10 % na 90 %, v ptipadé aplikace
PDA na 80 %. V literatufe je sice zminnovana mozna cytotoxicita PDA, ale ta je patrné dana

pokrytim bakterii filmem PDA pfi samotné polymerizaci a naslednym omezenim pifisunu
zivin.'” V této studii nebyla pozorovana 7adna temnd toxicita nanovlikennych membran
(modifikovanych 1 nemodifikovanych).

Vysledky této studie ukazuji zésadni roli smacivosti materialli generujicich Oz(lAg)

s kratkou diftizni drédhou na vysledny antibakterialni efekt.
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4.3 VLIV TEPLOTY NA FOTOFYZIKALNI A
ANTIBAKTERIALNI VLASTNOSTI NANOVLAKENNYCH

MATERIALU

Suchanek J., Henke P., Mosinger J., Zelinger Z., Kubat P.: Effect of Temperature on
Photophysical Properties of Polymeric Nanofiber; J. Phys. Chem. B 2014, 118, 6167-6174.
(IF2015 = 3,187)""

V ptedchozich publikacich byly pfipraveny dva rtzné typy antibakterialnich
polymernich  nanovldkennych materiald s enkapsulovanym ¢i  externé vazanym
fotosensitizerem produkujicich Oz(lAg). Tato publikace byla zaméfena na vliv teploty,
dalezitého fyzikadlniho parametru, ktery mulze ovlivnit efektivitu fotooxidace, a tedy
antibakterialni vlastnosti nanovldkenného materialu, protoze ovliviiuje jak zhéaseni Oz(lAg)
okolim, tak i kyslikovou permeabilitu P(O5) polymeré.'’'%®

Z Casové rozliSenych meétfeni bylo zjisténo, Ze jak kinetika tripletovych stavil
porfyrinového fotosensitizeru (TPP) enkapsulovaného v polystyrenovych ¢i polyuretanovych
nanovldknech (Larithan, Tecophilic), tak kinetika 02(1Ag), jsou zavislé na teploté (Obr. 9A).
U testovanych membran s enkapsulovanym TPP vede zvySeni teploty ke zvySeni diftze
kysliku v polymernich vldknech. To se projevi v kratSich dobéach Zivota tripletovych stavii
fotosensitizeru (tr), kratSich dobach zivota Oz(lAg) (ta) a zesileném signdlu SODF. Krats$i tr
pfi vyssi teploté jsou dany tim, Ze tripletové stavy fotosensitizeru jsou efektivnéji zhaseny,
predeviim kyslikem O,(°Z,) za vzniku Oa('A,). Snadnéjsi dostupnost O('A,) k tripletovym
staviim sousednich molekul fotosensitizeru je pak pfic¢inou zesileného signalu SODF. Dlvod
krat§i tao pf1 vysSi teplot¢ ma komplexnéjsi vysvétleni a zavisi na okoli nanovliken. Je
zpusobena zvySenym, teplotné zavislym neradiacnim zhdSenim Oz(lAg) molekulami
polymeru, ale 1 tim, Ze Oz(]Ag) snadnéji difunduje z polymernich nanovldken do vnégjsiho
prosttedi (napt. H>O), kde ma kratsi dobu zivota.

Zmény v Tajsou zvlasté patrné v piripadé polyuretanovych membran, kde je vSak
situace komplikovand tepelnym ireversibilnim smrSténim nanovladkenné membrany

(,,shrinkage effect®).
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Namétené¢ zmény 1 a 715 Vvpiipadé vzorkli polystyrenovych membran
s enkapsulovanym TPP jsou pln¢ reverzibilni. To bylo potvrzeno 4 cykly postupného
zahiivéani na 60°C a nasledného ochlazeni na 5°C.

Heterogenita materialu a rozptyl excitatniho zéafeni na vzorcich bohuzel neumoziuje
pfesny vypocet kvantovych vytézkt singletového kysliku (®,) ani tripletovych stavi
porfyrinového fotosensitizeru (®r). Ale vzhledem k tomu, Ze nebyla pozorovana zména
amplitudy signalu tripletovych stavii TPP ani Oz(lAg) na teploté (v rozmezi 5° az 55°C), lze
predpokladat, Ze nenastavaji zadné signifikantni zmény v ®@,, ani O .

V praci byly testovany i sulfonované polystyrenové nanovlakenné membrany s externé
vazanym fotosensitizerem (TMPyP). Ty vSak vykazovaly mensi tepelnou zavislost t,nez
v piipadé¢ membran s enkapsulovanym fotosensitizerem. To je dano tim, Ze Oz(lAg) nevznika
v nanovlaknech, nybrz na jejich povrchu, a neprojevuje se tak vyznamné rozdilna rychlost

difuze kysliku skrz polymer.
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Obr. 9. (A) Kinetika tvorby a deaktivace Oz(lAg) generovaného v PS nanovlakennych membranach s
enkapsulovanym TPP pii 5 (1) a 55 (2) °C v D,0. Na obrazku (B) je procentualni vyjadieni poctu
zivotaschopnych kolonii Escherichia coli v porovnani se vzorkem bez TPP v zavislosti na ozatfovacim
&ase pro 5°C (Eernd), 25°C (Eervena) a 32°C (modra). (pfevzato a upraveno z ¢lanku'®")

V této praci bylo rovnéz testovano, jak se projevi teplotné zavislé zmény v kyslikové
difuzi polymeru a 1o na vysledném antibakteridlnim efektu vici bakteriim Escherichia coli.
V ptipad¢ testovani antibakteridlnich efektd je tfeba poznamenat, Ze teplota mize mit vliv na
dalsi relevantni faktory, jako napf. pfisun Zivin nebo samotnou rychlost mnoZeni bakterii. Pro
testovani byly vybrany tii teploty, 5 °C, 25 °C a 32 °C. Pii teploté 5 °C se obvykle provadi
mikrobiologické testovani, kdy nedochdzi ke zménam v populaci bakterii v diasledku rychlého
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mnozeni (Escherichia coli se d&li pii teploté vyssi nez 7,5 °C '%). Dale byly testy provadény
pfi laboratorni teplot€ a pii teploté odpovidajici lidské pokozce (32 °C) pro mozné medicinské
aplikace (viz kap. 2.2.2). Pro antibakteridlni testy byl pouzit polystyrenovy nanovlakenny
materidl s enkapsulovanym TPP po modifikovani studenou plazmou (modifikace neméla vliv
na méfené teplotni zéavislosti) pro zvySeni smacivosti (viz. kap.4.2). Vysledky
antibakterialnich testl (pocty CFU) pro riizné teploty pak byly hodnoceny proti kontrolnimu
materidlu bez TPP za stejnych experimentalnich podminek. Pozorovéan byl vyznamné silngjsi
antibakterialni ucinek s rostouci teplotou (Obr. 9B) v souladu srostouci kyslikovou

difuzi polystyrenovych nanovldkennych membran.

4.4 POLYMERNI NANOCASTICE S ENKAPSULOVANYM
FOTOSENSITIZEREM PRIPRAVENE

7Z NANOVLAKENNYCH MATERIALJU.

Henke P., Kirakci K., Kubéat P., Fraiberk M., Forstova J., Mosinger J.: Antibacterial,
Antiviral, and Oxygen-Sensing Nanoparticles Prepared from Electrospun Materials; 4ACS
Appl. Mater. Interfaces 2016, 8, 25127-25136. (IFa;5 = 7,145)'1°

Fotoaktivni nanovldkenné materialy generujici Oz(lAg) jsou pro jeho kratkou difuzni
drahu vhodné pro relativné tzkou skupinu aplikaci. Pro aplikace, kde je potieba sterilizovat
nebo oxidovat vétsi objemy vodnych medii pfi zachovani ochrany fotosensitizeru polymernim
obalem, jsou vSak jako nosice fotosensitizerii vhodné&jsi polymerni nanocastice.

V tomto clanku jsme ptedstavili jednoduchou precipitaéni metodu pro pfipravu
sulfonovanych polystyrenovych nanocastic (NPs) s enkapsulovanym TPP nebo platnatym
oktaethylporfyrinem (Pt-OEP) (Obr. 10A). Nanocastice byly pfipravené vysrazenim
pfidavkem vody z roztoku THF, vnémz byla rozpuSténa dlouhodobé sulfonovana
polystyrenova nanovldkennd membréana s enkapsulovanym porfyrinem. Takto ptipravené NPs
maji primérny pramér 30 = 10 nm a jsou vysoce dlouhodobé stabilni diky vysoké hustoté
zaporného povrchového naboje zpisobenym sulfo-skupinami, nepodléhaji ve vodné suspenzi

agregaci a navic ani vyznamn¢ nesedimentuji diky podobné hustoté polystyrenu a vody.
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NPs s enkapsulovanym TPP lze vyuzit pro jiz zminénou oxidaci/sterilizaci vodnych
roztokd, NPs s Pt-OEP Ize vyuzit jako kyslikové fluorescencni sensory pro vodna prostiedi.
U obou typti bylo vyuzito ochrany priisvitného polystyrenového plasté s dobrou permeabilitou
pro kyslik.

Velkou vyhodou téchto NPs je také moznost jejich odstranéni z vodné suspenze
jednoduchou filtraci pfes nanovlakennou polyuretanovou membranu (Tecophilic). Ze SEM
snimki je zfejmé, Ze vzdalenosti mezi jednotlivymi vldkny ve stejné vrstvé jsou vétsi nez
pramér NPs a Ze dochazi k vychytdvani NPs na povrchu nanovldken (Obr. 10B, C). Skrz
membranu z nanovlédken tak mlze projit jen mala frakce NPs (< 1%), ptekvapiveé se stejnou
distribuci velikosti jako origindlni suspenze. To muze byt vysvétleno existenci malého
mnozstvi vétSich mezer mezi nanovlakny v ndhodné uspotddanych vrstvach. Pro uplné
odstranéni 1ze vyuzit opakovanou filtraci.

Absorpcni, emisni a excita¢ni spektra NPs ve vodnych suspenzich ukazuji, ze oba
porfyriny jsou enkapsulované pfevazné¢ v monomerni formé uvnitt NPs a chranéné tak pred

okolni vodou, ve které jsou jinak tyto latky v agregovaném, neaktivnim stavu.

—_—2 m—l

C)

Obr. 10. (A) Struktura platnatého oktaethylporfyrinu (Pt-OEP). (B) SEM snimek polyuretanovych
(Tecophilic) nanovlaken se zachycenymi NPs. (C) SEM snimek samotné polyuretanové nanovldkenné
membrany. SEM snimky jsou pievzaty z &lanku''’.

V piipadé NPs s TPP byla fotogenerace Oz(lAg) potvrzena piimym méfenim jeho
fosforescence pii A = 1270 nm.

Pomoci casové rozliSené spektroskopie u obou typi NPs byly zjiStény kinetiky
tripletovych stavti enkapsulovanych porfyrini ve vodnych suspenzich po nasyceni vzduchem,
kyslikem a argonem. Z nich vyplyva, Ze tripletové stavy jsou ucinné zhaSeny kyslikem, ale
maji oproti vodnym roztokiim testovaného vodorozpustného porfyrinového fotosensitizeru

(5,10,15,20-tetrakis-(4-sulfonatofenyl)porfyrin, TPPS) delsi dobu Zivota zpiisobenou hor§im
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difuznim koeficientem kysliku v polystyrenovych nanovlaknech nez v H,O. Na druhou stranu
pti porovnani NPs s TPP oproti ve vod¢ rozpusténym TPPS byla zjisténa frakce tripletovych
stavil zhaenych O,(* Zg')1 12 ve vzduchem nasycené suspenzi shodna (0,997).

Enkapsulovany Pt-OEP mé v porovnani s TPP o néco kratsi doby zivota triplett (tr) a
niz8§i frakci tripleti zhésenou kyslikem, to je zplisobené pritomnosti luminiscence,
kompetitivniho deaktivacniho mechanismu.

U NPs s TPP byla pozorovana velmi vysoka schopnost fotooxidovat externi substraty.
Konkrétné byla sledovéana reakce s jodidovym detekénim ¢inidlem a s kyselinou mocovou,
kterd je vice specificka pro Oz(lAg). Porovnat vysledky s fotoaktivnimi nanovldkennymi
membrany je ale obtizné, predevSim zdivodu problematického stanoveni mnozZstvi
absorbovaného svétla, zvIasté u relativné heterogennich nanovlakennych membran s vysokym
rozptylem svétla. Na vysoké efektivite¢ fotooxidace NPs se ale jisté podili zejména difuzni
draha Oz(lAg) v polystyrenovych NPs srovnatelnd s primérem nanocastic. Na rozdil od
nanovldkennych membran mohou NPs zaplnit cely reakéni objem a i ptes kratkou difuzni
dréhu Oz(lAg) ucinné fotooxidovat substraty.

Zminéné¢ vyhody NPs s TPP se pak projevi vyznamné u antibakteridlnich a
antivirovych testd. Konkrétné proti bakteriim Escherichia coli, neobalenému polyomaviru a
obalenému rekombinantnimu pVL-VP1 baculoviru. Signifikantni sniZzeni (pod 1 %) poctu
zivotaschopnych bakterii (vyjadieno v CFU) bylo dosaZeno jiZ po 5 minutach ozatfovani
studenym viditelnym svétlem (500W Xe-lampa s UV filtrem a vodnim filtrem), po 10
minutach ozafovani dochdzi k 100% fotoinaktivaci bakterii (Obr. 11C). Podobného vysledku
bylo dosazeno i u virl. Pfi o fad nizsi koncentraci pouzitych NPs (6x10"* NPs/mL) a slab§im
ozafovacim zdroji (300W halogenova lampa) bylo k u¢inné inaktivaci potieba jen 30 minut

ozafovani studenym bilym svétlem.
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Obr. 11. (A) 3D reprezentace zavislosti luminiscence NPs s Pt-OEP na koncentraci rozpusténého
kysliku ve vod¢. (B) Odpovidajici Stern—Volmer zavislost pro rizné koncentrace rozpusténého
kysliku. (C) Primérny pocet CFU odecteny pro bakteridlni suspenze ozatované s NPs bez TPP (Cernd)
a's TPP (Servena) a suspenze NPs TPP ponechané ve tmé (modra). Pievzato a upraveno z &lanku''’.

Dalsi moznosti, jak wvyuzit vysokou kyslikovou permeabilitu a transparentnost
polystyrenového obalu NPs, je konstrukce kyslikového sensoru zalozeného na
charakteristické luminiscenci Pt-OEP zhasené kyslikem. Odezva fosforescence NPs pro rizné
koncentrace rozpusténého kysliku ve vodnych suspenzich byla zméfena a vynesena ve formé
Stern-Volmerova grafu (Obr. 11A, B). Pomér intenzity signalu luminiscence u suspenze
nasycené kyslikem oproti nasyceni dusikem (12,2) a dobré proloZeni linearni funkci (R* =
0,997) ukazuje na dobrou citlivost v celém rozsahu moznych koncentraci O, ve vodé. NPs
s Pt-OEP tak predstavuji dobrou alternativu pro méfeni koncentrace kysliku tam, kde
nemohou byt kviili rozmérim pouzity standardni elektrody/Cidla, anebo kde jsou chemické
sondy prilis toxicke €i citlivé na okolni prostiedi.

Lze shrnout, Ze vtomto ¢ldnku jsme popsali jednoduchou piipravu stabilnich
fotoaktivnich polystyrenovych nanocastic metodou ,,top-down*. Na zaklad¢ volby fotoaktivni
enkapsulované latky lze pouzit pfipravené NPs k sterilizaci vodnych roztokti (TPP) nebo
k detekci koncentrace rozpusSténého kysliku v H,O (Pt-OEP). Demonstrovana byla také
jednoduchd metoda pro odstranéni NPs z vodnych roztokl filtraci pfes polyuretanovou

membranu.
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5 SOUHRNNA DISKUZE

SoucCasny vyzkum ucinnych antimikrobidlnich materiali se mimo jiné soustiedi na
studium fotosensitizeri vazanych na pevnych nosi¢ich, fotogenerujicich, s dostate¢nou
ucinnosti, siln€¢ cytotoxicky Oz(lAg). Pii vyvoji téchto materiald je potfeba si uvédomit
nekolik skute¢nosti. Biologickd media jsou vodné roztoky, kde je doba Zivota Oz(lAg)
(ta ~ 3,5 ps) velmi kratkd (Tab. 1), ¢emuz odpovida i kratka difuzni draha (d ~ 200 nm).
Z toho plyne nutnost lokalizace vazaného fotosensitizeru do tésné blizkosti cilové
molekuly/biologického tere. Z podstaty fotosensitizované reakce vyplyva také nutnost
snadného piistupu kysliku a svétla k fotosensitizeru.

Nanovldkenné polymerni materidly pfipravené metodou ,.electrospinning™ nabizi
vzhledem k priiméru nanovlaken (cca 100 — 400 nm) velky mérny povrch, v ptipadé vhodné
zvoleného polymeru i dobrou kyslikovou permeabilitu/difizi a transparentnost a v piipadé
smacivého povrchu i blizky kontakt s biologickymi ter¢i.

Cilem tohoto projektu bylo pfipravit nové nebo modifikovat stdvajici polymerni
nanomateridly s enkapsulovanymi ¢i externé¢ vdzanymi fotosensitizery a navazat tak na
pfedchozi studie nasi vyzkumné skupiny, popisujici pfedev§im enkapsulované porfyrinoidni
fotosensitizery v nanovlaknech raznych polymert.”'>"9>%697

Pro dal$i vyvoj polymernich nanomateriali jako nosi¢ii fotosensitizerti byl vybran
kvali své vysoké kyslikové permeabilit€é a moznostem derivatizace povrchu polystyren ve
formé¢ nanovlédkennych materiald.

Jednou z cest, jak modifikovat nanovlakenné polystyrenové materidly, byla jejich
povrchova deprivatizace na ionexové materidly. V ramci tohoto projektu byla pozornost
zaméfena na piipravu a studium katexového materiald”™ (analogicky byla v nasi vyzkumné
skupin€é testovana 1 pfiprava anexového materialu''’), s moZnosti navazani externiho
fotosensitizeru na povrch nanovlaken a ziskdni multifunkéniho materidlu.

K ptipravé nanovldkenného katexu byla vyuzita sulfonace polystyrenovych
nanovlaken pomoci HSOsCl, ktera je potieba k dosazeni vysokych hodnot iontové vyménné
kapacity. I pfes intenzivni sulfonaci je nanovlakenna struktura zachovana, navic dochézi
k Castenému zesit'ovani (,,cross-link*) polymeru, coz vyrazné¢ zvySuje odolnost materialu
vuci organickym rozpouStédlim. Na druhou stranu tento efekt snizuje kyslikovou
permeabilitu polystyrenu — fotofyzikalni méteni ukdzala vyznamnou frakci tripletovych stavli

enkapsulovaného fotosensitizeru TPP, které nejsou zhageny kyslikem.''" Tonexové materialy
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s enapsulovanym fotosensitizerem nejsou tedy ucinné ve smyslu efektivni fotogenerace
Oz(lAg). Naopak externé, pevn¢ iontoveé vazany tetrakationtovy TMPyP (podobné¢ aniontovy
fotosensitizer 5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyrin, na anexovych nanovlaknech''")
efektivné fotogeneruje 02(1Ag). To bylo potvrzeno nejen piimou detekci fosforescence
Oz(lAg) a fotooxidaci externich chemickych substrati, ale i silnym svétlem indukovanym
antibakteridlnim efektem vici bakteriich Escherichia coli.

Externé vazany TMPyP produkuje Oz(lAg) s vyznamn¢ krats$i dobou zivota (0,7 ps)
v porovnani s TPP enkapsulovanym v polystyrenovych nanovlaknech (13,5 us). Oba typy
materidlu vSak vykazuji zhruba srovnatelnou efektivitu fotooxidace. Kratsi doby zivota
Oz(lAg) jsou kompenzovany krat§i potiebnou difizni drdhou Oz(lAg) k cilové
molekule/biologickému ter¢i, a lepSi smacivosti povrchu a tim i1 kontaktem s vodnym
prostfedim. Projevit se mlize 1 o dva tady lepsi difuze kysliku ve vodé (1,96.10° cm’s™ pii
25 °C)''? oproti polystyrenovym nanovldkniim (2,8.107 cm’s™)”.

Povrchové vazany fotosensitizer je oproti enkapsulovanému daleko méné chranén
pfed vlivem okoli na jeho fotofyzikalni vlastnosti (napf. zhaSeni excitovanych stavl), ale
v kombinaci s katexovou nanovldkennou matrici pfedstavuje zajimavy fotoaktivni
multifunkéni materidl, kde vedle generace Oz(lAg), je mozné vyuzit i jeho katexové
funkcionality pro fadu aplikaci. Napf. vazani biologicky aktivnich latek s pozvolnym
uvoliovanim nebo vychytavani téZkych kovii kontaminujicich Zivotni prostiedi atd.

DalSi moZnou cestou pro zvySeni Gc¢innosti fotooxidace a antibakteridlnich vlastnosti
polystyrenovych nanovldkennych materiald je zvySeni smacivosti jejich povrchii. To umozni
lepsi kontakt povrchii téchto materialti, generujicich Oz(lAg) s kratkou diftzni dréhou, s
vodnym prostiedim.

Popsany byly celkem tfi modifikace (sulfonace, aplikace studené plazmy a tenka
vrstva PDA), které vyznamné zvySuji smacivost hydrofobniho polystyrenového povrchu.
Z4dna z téchto modifikaci neposkozuje nanovlakennou strukturu, nezpisobuje vymyvani
enkapsulovaného fotosensitizeru (TPP), ani zménu v jeho spektralnich charakteristikéach.
Sulfonace 1 studend plazma zplsobily vyznamné zvySeni efektivity fotooxidace i
fotoinaktivace bakterii.

O néco mensi zvySeni efektivity fotooxidace u modifikace PDA je dano nizsi
transparentnosti této vrstvy. Vysledky potvrzuji zasadni roly smacivosti materialt
generujicich singletovy kyslik nebo jiné céastice s kratkou difuzni drdhou na vysledny

antibakterialni efekt.
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Byl pozorovan vyznamny vliv teploty na uc¢innost fotooxidace a antibakteridlnich
vlastnosti pfipravenych nanovldkennych materidlli s enkapsulovanym ¢i externé vazanym
porfyrinovym fotosensitizerem. Teplota ma zasadni vliv na fotofyzikdlni parametry
fotosensitizeru (doby Zzivota jeho tripletovych stavil), a na vlastnosti jeho okoli (napt. je
ovlivnéna difuze/permeabilita pro kyslik v polymerech a nezativd deaktivace Oz(lAg)
polymerem a rozpoustédlem. Fotofyzikalni data, pfedev$im rostouci kyslikovy diftizni
koeficient s rostouci teplotou, odpovidaji rostouci antibakterialni OCinnosti PS
nanovlakennych membran s enkapsulovanym TPP. Na tyto materialy Ize téz pohlizet tak, ze
jejich aktivita/funkcionalita je spousténd nejen svétlem, ale i teplem (napt. pro medicinské
aplikace pfilozenim na kizi pacienta).

Materialy s externé vdzanym fotosensitizerem nebo fotosensitizerem chranénym uvnitt
smacivych transparentnich polymernich vladken s dobrou permeabilitou pro kyslik podpofenou
zvySenou teplotou, se dale pro maximalni fotooxida¢ni / antibakterialni efekt daji zlepsit
zvySovanim absorbovaného kvanta svétla vyssi koncentraci fotosensitizeru ¢i kombinaci
ruznych fotosensitizerd vyuzivajicich SirSi absorpéni spektrum. Koncentrace je ale shora
omezena tvorbou agregovanych ¢astic. Agregace pii vysSich koncentracich zplisobuje zhaSeni
excitovanych stavi fotosensitizeru, a tedy zdsadn¢ omezuje fotosensitizovanou reakci. Vyssi
koncentrace také zpiisobuje stinici efekt (jedna molekula fotosensitizeru stini druhou)
sniZzujici absorbovand kvanta. Razné fotosensitizery navic mohou vytvaiet konjugované
systémy, kde napf. pfenos ndboje miiZe snizit efektivitu fotosensitizované reakce.

Z4dna modifikace nanovldkenného materidlu ale neovlivni kratkou difazni drdhu
Oz(lAg) ve vodném prosttedi danou kratkou dobou jeho Zivota. Proto, jak jiz bylo uvedeno, je
fotooxidacni/antimikrobidlni efekt vazan jen na bezprostfedni okoli povrchu nanovldkenného
materidlu. Tyto materidly ale mohou byt doplnény o dal§i latky rozSifujici jejich
funkcionalitu. Napfiklad nanovlakenny material s externé¢ vazanym TMPyP miiZe byt doplnén
kovaletné¢ vazanym NO-fotodonorem uvoliujici NO radikal, ktery ma antibakteridlni a
vazodilatagni efekt s del3i dobou Zivota a aktivni zénou ptisobeni.'"

Dalsi cestou je zcela opustit koncept nanovlakenné struktury jako nosice
fotosensitizeru. Pro zachovani vyhod transparentniho PS obalu byly proto pfipraveny NPs
s enkapsulovanym TPP. Tyto NPs maji pramér 30£10 nm, tedy mensi nez je difizni draha
Oz(lAg) v polystyrenu (cca 45 nm)'”. To umoznuje Oz(lAg) difundovat z celého objemu NPs
do vné&jsiho roztoku. Pfi ozafeni viditelnym svétlem NPs velmi efektivné inaktivuji bakterie 1

. 12 1 r v r - o .7
viry fotogenerovanym O('A,) v celém ozafovaném objemu. PS nanocastice maji dobrou
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biokompatibilitu a nizkou toxicitu oproti b&zn& pouzivanym stfibrnym nano&asticim. ''*!'>-11¢

V porovnani s nimi maji navic i dal§i vyhodu. Diky hustoté PS (podobné hustoté¢ vody) a
vysoké hustoté povrchového néboje jsou PS nanocastice s enkapsulovanym fotosensitizerem
extrémné stabilni. Neagreguji ani nesedimentuji (v fadu meésicii) a jsou tedy velmi

perspektivnimi antimikrobidlnimi nanomaterialy, které jsou aktivovany viditelnym svétlem.
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6 ZAVERY

Pti feSeni této prace bylo zjisténo nasledujici:

e Nanovldkenné polystyrenové materidly (napf. ve form¢ membrany) sulfonované
chlorsulfonovou kyselinou jsou vhodnymi substraty pro adsorpci kationtovych
fotosensitizerti. V dasledku chlorsulfonace, zesitovanim polystyrenovych nanovlaken,

ziskaji tyto materialy odolnost vii¢i organickym rozpoustédlim.

o Jontova vazba kationtového fotosensitizeru jako je napt. TMPyP na zdporné¢ nabité
povrchy nanovldkennych materidlli zabraiiuje jeho svétlem indukované agregaci.
Povrchy nanovldkenych materidli 1 s navazanym TMPyP poskytuji dostatecnou

iontové vyménou kapacitu pro vychytavani dalsi kationtl z vodnych roztoki.

e Mnozstvi navdzaného TMPyP ovlivituje jeho spektralni charakteristiky v dasledku
rozdilného vystaveni molekul fotosensitizeru vnéjSimu prostfedi. Navazani

optiméalniho mnoZzstvi TMPyP lze monitorovat pomoci fluorescence.

e Externé vazany TMPyP na povrch nanovlakennych materialti efektivné fotogeneruje
Oz(lAg). Pfipravené materidly jsou tak pifi vystaveni viditelnému svétlu
samosterilizujici. Ackoliv ma generovany Oz(lAg) niz8i doby Zivota (tp = 0,7 pus) nezu
nanovlakennych polystyrenovych materialti s enkapsulovanym fotosensitizerem (1o =
13,5 ps), je srovnatelné efektivni pro fotooxidaci chemickych substrati. To je dano
lepSim kontaktem s roztokem substratu a krat$i pottebnou difuzni drahou 02(1Ag) k

substratu.

e Byl demonstrovan zéasadni vliv smacivosti materialti produkujicich Oz(lAg) s kratkou
difuzni drahou a byly optimalizovéany tii metody pro dosazeni hydrofilniho/smacivého

povrchu.

e Sulfonace, aplikace studené plazmy nebo pokryti PDA filmem vytvafi smacivy povrch

na hydrofobnich polystyrenovym nanovldkennych membranach s enkapsulovanym
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hydrofobnim fotosensitizerem, jako je napi. TPP. Tim se vyrazné¢ zvysi fotooxidacni a
antibakterialni ucinek materidld. Zaroven je zachovdn nanovldkenny charakter

materidlti, umoznujici u¢inny bakterialni zachyt.

Povrch nanovldkenného materialu modifikovany studenou plazmou vykazuje mensi
hodnoty zdanlivého kontaktniho uhlu a neztrdci (viadu mésicll) ziskanou
hydrofilicitu/smécivost v porovnani s jinymi publikovanymi materialy, které byly

povrchové modifikované touto metodou.

Sulfonovany a studenou plazmou modifikovany polystyrenovy nanovldkenny material
je, pro své silné antibakteridlni vlastnosti a schopnost zachytdvat bakterie na svém

povrchu, perspektivnim materidlem pro medicinské aplikace.

Zvyseni teploty vede ke zvyseni difuze kysliku v polymernich nanovldknech. To se
projevi v kratSich dobach zivota tripletovych stavli fotosensitizeru (tr), kratSich
dobach zivota Og(lAg) (ta) a zesilenému signalu SODF ptedevsim u fotosensitizerti
enkapsulovanych v nanovlaknech (TPP). Teplota nema vliv na kvantovy vytézek
tripletovych stavi (®r1) nebo Oz(lAg) (®y). Vliv teploty je mnohem nizsi u

nanovlakennych materidli s externé vazanym fotosensitizerem (TMPyP).

U polystyrenového nanovldkenného materidlu s TPP, jehoZ povrch byl modifikovan
studenou plazmou, bylo demonstrovéno, ze svétlem iniciovany antibakterialni u¢inek

materialu roste s teplotou.

M¢éteni SODF je vhodnou metodou pro méfeni 1Ag u Oz(lAg) generovaného
v polymernich nanovldknech. ZvySeny signal SODF pii vyssi teploté je zplsoben

zvySenim kyslikové difuze polymeru.

Byly pfipraveny stabilni polystyrenové nanocastice novou, jednoduchou, ,,top-down*
metodou, z intensivné sulfonovanych polystyrenovych nanovldkennych membran

s TPP.

Ptipravené nanocastice (30£10nm) s TPP jsou diky svému rozméru velmi

efektivnimi producenty Oz(lAg) a hodi se ke sterilizaci vodnych roztokl. Pfi ozatovani
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viditelnym svétlem vykazuji silné antibakteridlni a antivirové vlastnosti. Temna

toxicita u nich nebyla nalezena.

Nanocastice s Pt-OEP Ize pouzit jako citlivé luminiscencni sensory pro detekci

rozpusténého kysliku ve vodnych roztocich v celém rozsahu kyslikovych koncentraci.

Polyuretanové nanovldkenné membrany mohou byt aplikovany jako ucinné filtry

k odstraiiovani bakterii a nanocastic z vodnych roztoki.
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8 SEZNAM ZKRATEK
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,Reactive Oxygen Species* reaktivni kyslikové Castice

singletovy kyslik

energeticky bohatsi forma singletového kysliku

kyslik v zdkladnim tripletovém stavu

superoxidovy anion radikal

»Electronic Energy-Transfer elektronovym pfenos energie
,.Internal Conversion®, vnitini konverze

LInterSystem Crossing”, mezisystémovy piechod
,Charge Transfer* pfenos naboje

doby Zivota Oy('A,)

fotosensitizer v zdkladnim singletovém stavu

vyssi excitované singletové stavy fotosensitizeru
fotosensitizer v nejniz§im excitovaném tripletovém stavu
fosforescence

fluorescence

kvantové vytézky tripletovych stavli fotosensitizeru
doby Zivota T, stavu fotosensitizeru

kvantovym vytézek Oz(lAg)

svételné kvantum

»PhotoDynamic Therapy* fotodynamicka terapie
,»PhotoDynamic Inactivation* fotodynamicka inaktivace
polystyren

polyuretan
(5,10,15,20-tetrakis(N-methylpyridinium-4-yl)porfyrin
5,10,15,20-meso-tetrafenylporfyrin

,lont Exchange Capacity* iontova vyménna kapacita
Scanning Electron Microscopy* skenovaci elektronova mikroskopie

»Singlet Oxygen Delayed Fluorescence® zpozdéna fluorescence
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NPs
Pt-OEP
CFU
TPPS
SOSG
DMAX
EPR
TRTL
LIOAS
Aso
[*Plo
[’P]
PACT
CALI
ACA

nanocastice

platnatym oktaethylporfyrinem

,»Colony Forming Units* pocet bakterialnich kolonii
5,10,15,20-tetrakis-(4-sulfonatofenyl)porfyrin

,»Singlet Oxygen Sensor Green*
6-hydroxy-9-(3-karboxy-9,10-dimethyl-2-anthryl)-3H-xanthen-3-on
elektronové paramagnetické rezonance ()

»I1me Resolving Thermal Lensing*

,Laser-Induced Optoacoustic Spectroscopy*,)

parametr, ktery je zavisly na kvantovych vytézcich 02(1Ag)
koncentrace tripletovych stavl porfyrinu v €ase #, po excitaci a ISC
koncentrace tripletovych stavl porfyrinu v Case ¢

Photodynamic Antimicrobial ChemoTherapy*
,Chromophore-Assisted Light Inactivation*

»Apparent Contact Angle* zdanlivy kontaktni thel
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